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ANOTACE

Tato diplomova prace se v teoretické ¢asti zaméfuje na popis druhi ionizujiciho zafeni, akutni
nemoci z ozareni, poSkozeni stfevni sliznice a charakterizuje vlastnosti zvoleného ristového

faktoru IGF-1.

Experimentalni cast je zameéfena na zhodnoceni vlivu ristového faktoru na sliznici

poskozenou ionizujicim zafenim.

KLIiCOVA SLOVA

Stfevni sliznice, gama zafeni, inzulinu podobny faktor 1.

TITLE

Modulation of damaged intestinal mucosa by ionizing radiation using growth factor IGF-1.

ANNOTATION

The theoretical part of diploma thesis focuses on description of ionizing radiation types, acute
radiation syndrome, intestinal mucosa damage and characterizes functions of selected growth

factor IGF-1 and itself.

The experimental part is focused on the effect of growth factor on the mucosa damaged by

ionizing radiation.
KEYWORDS

Itestinal mucosa, gamma radiation, insulin-like factor 1
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UvoD

Ionizujici zafeni je vSudypfitomné. Davky, které muze lidsky organismu obdrzet z
ptirodniho pozadi, jsou vSak malé a nejsou zZivotu nebezpecné. Sou€asna doba nicméné skyta
potencialni nebezpei v podobe jadernych hrozeb. Rizikem jsou také ptirodnich katastrofy.
Jak ukazala nehoda ve Fukusimé v Japonsku roku 2011, jejich nasledkem muze byt poskozeni
reaktorli v jadernych elektrarnach, unik radionuklidi a narGst radiace v prostiedi. Vzdy také
bude existovat moznost nehod ve vyzkumnych, radiologicky zaméfenych nebo laboratofich.
Proto je nutné zvysit snahu o minimalizaci moznych dopadi vlivu ionizujiciho zafeni a
vyvinout nové 1éky a postupy pro 1é¢bu radiacnich poranéni.

I z téchto divodua se tato prace zabyva vlivem rustového faktoru IGF-1 na zafenim
poskozenou stfevni sliznici. PfiCemz tento rustovy faktor byl zvolen hlavné pro svij
regenerani a prolifera¢ni potencial a dostupnost v huméanni medicing.

Teoreticka Cast diplomové prace se nejprve veénuje typim ionizujicitho zafeni, jeho
ucinklim a nemoci z ozafeni. Dale se tento usek prace zameétuje na samotny inzulinu podobny
rastovy faktor 1 (IGF-1), jeho strukturu, biologické Gcinky a signalni drahy, které aktivuje.

Experimentalni ¢ast prace se zabyva dvéma pokusnymi modely, jez byly provedeny na
mySich kmene C57B1/6J. Prvni z nich zkouma vliv IGF-1 na pfeziti pokusnych zvitat po
jednorazovém vystaveni davkam 14, 15 a 16 Gy gama zafeni z kobaltového zdroje s krytim
hlavy. Druhy experiment byl zamé&fen na optimalizaci davkovani IGF-1. Podobné jako v
prvnim experimentu byly subjekty ozafeny jednorazoveé s piikrytim hlavy, pouze se snizily
davky ionizujictho zafeni na 12 a 14 Gy. Hodnocen byl histopatologicky nalez,
morfometricka analyza utvart stfevni sliznice ve vSech Castech tenkého stfeva a zmény v

krevnim obraze. Vysledky prace jsou diskutovany a shrnuty v zavéru diplomové prace.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1  Ionizujici zareni

Ionizyjicim zafenim obecné nazyvame takové zafeni, jez je schopno ionizovat prostiedi,
jimz prochazi. Ma tedy potiebné kvantum energie pro odtrzeni neboli ionizaci elektronu e z
elektronového obalu atomu podél své drahy letu. Vytvori se tak kladné nabity iont pavodniho
atomu a elektron, ktery mize interagovat s dal$imi Casticemi matrice (Bagatin a Gerardin,
2015; Boerma et al., 2016; Morelli et al., 2018).

Zdroje ionizujictho zafeni mohou byt jak piirodni, tak umélé. Ptirodnimi zdroji jsou
bézné se vyskytujici radionuklidy, jako je napfiklad radon, ktery 1ze sledovat v pudé, vodé
nebo v urbanizované zastavbe. Takovéto nuklidy maji snahu snizit vlastni nestabilitu protona
p~ a neutront n’ v jadfe a samovoln& se preméfiuji na nuklidy s energeticky niz$im a
stabilngj$im stavem, a to pfedanim piebytecné energie do okoli v podob¢ ionizujiciho zafeni.
V ptipade plynu radonu, byla s jeho zvySenym vyskytem v prostiedi zaznamenana stoupajici
incidence rakoviny plic (Zaballa a Eidemtiller, 2016).

Ionizujici zafeni ma na druhou stranu své vyuziti v medicing. Lze se s nim setkat
predevsim u zobrazovacich technik typu rentgenova pfistroje nebo CT, ¢i pfi radioterapii
malignit pomoci pfistroji, jako je napfiklad Leksellav nGz. V radiodiagnostice se také
vyuzivaji radiofarmaka k zobrazeni organu, stavu jejich metabolismu nebo zobrazeni malignit
a jejich progrese (Rajagopalan a Heron, 2010). Zdroje ionizujiciho zafeni uzivané v mediciné
maji pfevazné umély charakter. Jsou jimi rizné urychlovace produkujici technicky urychlené
elektrony a ionty, nebo jsou produkovany prostiednictvim generatora radionuklida (Rosina et

al., 2013; Sinkorova a Navratil, 2014).

1.1.1 Rozdéleni ionizujiciho zafeni

Zateni ionizuje hmotu bud’ pfimo nebo neptfimo. Pfima ionizace znali, ze na cilové
atomy pUisobi jiZ nabité astice. Radime sem o, B+, B- a p+ zafeni.

Jako nepifimo ionizujici zafeni pak oznaCujeme takova, jejichz Castice ¢i forma nema
elektricky naboj. lonizace prob&hne tak, ze je nejprve preddna energie zafeni nabitym
Casticim a jejich prostfednictvim jsou nésledné ionizovany atomy nebo excitovana jadra
atomu cilové hmoty. Do této kategorie patii rentgenové paprsky X, gamma y a neutronové

zafeni (Reisz 2014). Piehled jednotlivych druhy zateni je uveden v Tabulce 1.
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Tabulka 1. Kategorie ionizujiciho zafeni (Daniel, 2011).

Typ zareni | Slozeni Naboj Hladina energie Prunik prostiredim
Vzduch Tkan
Alfa 2p +2n’ = 4-8 MeV nékolik [ 50-70 um
cm
Beta e; e -I Al 0,018 — 3 MeV né&kolik m | nékolik cm
Gamma emg - 0,01 -2 MeV
paprsek
Rentgenové emg - 0,01 — 150 keV
paprsek
Neutronové n’ 0 0,025 eV —5MeV

1.1.1.1 Piimo ionizujici zafeni

1.1.1.1.1  « zdieni

Zdrojem tohoto zareni jsou tézké radionuklidy. Naptiklad to mohou byt transuranické
prvky, jako je plutonium, neptunium, uran a dal$i prvky s protonovym &islem vys$sim nez 82.
Toto zarfeni charakterizuje ¢astice a. Je to vlastn€ jadro helia, které je tvorené dvéma protony
a dvéma neutrony bez elektronového obalu. Energie téchto castic se pohybuje tfadoveé v
megaelektrovoltech, coz odpovida pocateénim rychlostem 107 m/s. Tato &astice ma pii
pruchodu prostiedim siln€ ionizujici a excita¢ni charakter. Na druhou stranu ale velmi rychle
ztraci svoji energii, a proto je dosah tohoto zareni znacné omezen (Daniel, 2011; Chauhan ef
al., 2011; Sgouros et al., 2018). Pii prichodu vzduchem urazi pouze nékolik milimetrii a pfi
pruchodu vodou jen jejich zlomky. Kdyz o Castice dopadnou na pokozku, absorbuji se v
hornich vrstvach epidermis (um). Pokud by ale doslo k poziti nebo vdechnuti emitoru alfa
Castic, jejichz energie se vstiebd jen malym objemem tkéang, biologické ucinky by mohly byt
velmi neptiznivé. (Celik et al., 2009; Seideman ef al., 2010). Chauhan ef al. (2012) zkoumali
vliv a zéafeni v davce 1,5 Gy na lidské monocyty. Bylo pozorovano signifikantni poskozeni

DNA monocyti, zvySeni exprese proteinu indukujiciho interferonu 12 (IP-12) a cévniho
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rastového faktoru regulujiciho T-lymfocyty. K tomu navic monocyty méné exprimovaly 4

cytokiny v¢etné makrofagového zanétového proteinu-16 (MIP-16) a interleukinii 2, 15 a 17.

1.1.1.1.2  p zdfeni

Mezi emitory B zafeni patii produkty radioaktivniho rozpadu, jako je Cesium (**’Cs),
Stroncium (*°Sr), Tritium (*H) nebo produkty rozpadu Uranu. Toto zafeni tvoii bud’ rychle
letici elektrony (B”) nebo pozitrony (B"). B Eastice nejsou uvolfiovany z jadra a jejich vlastni
energie se pohybuje v fadové v desitkach kiloelektrovolti az jednotkach megaelektrovolta.
Také jsou oproti a Casticim leh¢i a diky tomu se pohybuji mnohondsobné rychleji, az
pfiblizng 10% m/s. Navic pfi priichodu prostfedim méné ionizuji a excituji. Elektrony a
pozitrony tak maji mnohem vétsi dolet ve vzduchu (n€kolik metrit), vodé (desitky milimetrtr) i
v hustSich materialech (milimetry; Donya et al., 2014; Savenkov et al., 2016).

[~ Castice neboli elektron, pii svém pruletu atomy hmoty ionizuje nebo excituje. Jeji
trajektorie neni pfimocCara a meéni se. Dolet téchto Castic zavisi na velikosti energie a
objemové hmotnosti prostiedi.

B" Castice, i pozitron, se pohybuje po podobnych drahich jako B~ ¢astice. Kdyz dojde k
zbrzdéni pozitronu, tedy ztrat€ témeét veskeré jeho energie, reaguje pozitron s elektronem a
nastava anihilace. Ob¢ Castice zaniknou a vytvoii se 2 gama fotony, disponujici energii 511
keV, vylétajici v opacnych smérech (Bailey ef al., 2005; Rehberg-Krause a Leipner, 1999).

Pozitrony a elektrony se daji zcela odstinit bud plasty, sklem ¢i kovovou folii.
Predstavuji také riziko pro organismus, nebot jsou potenciondln€¢ nebezpecné pro ofi a
pokozku (Robson ef al., 2015). Expozice beta zafeni v porovnani se stejnou ekvivalentni
davkou y zafeni mé& u nadorovych bun€k vyssi toxicky a apopticky ucinek, coz je
pravdépodobné zpusobeno rozdilnou distribuci poskozeni deoxyribonukleové kyseliny v jadie

(Kumar et al., 2014).

1.1.1.2  Neprimo ionizujici zareni

1.1.1.2.1 Rentgenové zdreni

Rentgenové zafeni je elektromagnetické vinéni o vinové délce A v rozmezi 1071°-1012
metru. Vznika jednak prostfednictvim interakcim primarnich elektront s vysokou kinetickou
energii Ex a elektronovym obalem atoma hmoty (brzdna slozka zafeni), jednak pfi navratu

elektronti na své puvodni misto v obalu ionizovanych atomu (charakteristicka slozka zarent).
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Cast rentgenova zafeni se pii priichodu latkou zcela absorbuje, &ast je rozptylena a zbytek
latkou pronikéd. Absorpce rentgenového zareni pak zalezi na intenzité, tloustce a absorpénim
koeficientu prostiedi. Na zakladé schopnosti tohoto zafeni pronikat riznymi materialy
rozliSujeme zafeni mekké s delsi vilnovou délkou a zareni tvrdé s kratsi vlnovou délkou

(Zhang et al., 2017).

1.1.1.2.2 Neutronové zdrent

Neutrony nemaji elektricky naboj, proto relativné dobfe pronikaji prostfedim. Samy
0 sobé sice ionizaci nezpusobuji, ale destabilizuji atomy, které je zachyti do jadra, ¢imz se
z nich stanou nestabilni radionuklidy. Timto zpisobem mohou neutronové Castice vyvolat
radioaktivni zafeni u latek neradioaktivnich. Tento proces je znam jako aktivace nuklidi a
slouzi k ptipravé umélych radionuklidi. Aktivovana jadra nuklidi pak mohou vyzafovat B i v
zafeni pro dosazeni vlastni stability, a tim se mohou pfemeénit na nové prvky (Maughan ez al.,
1994; Raitt et al., 1994).

Neutronové zafeni lze odstinit materialy s vysokym obsahem vodiku (voda, plast,
parafin). V téchto materidlech neutrony nejprve ztraci svoji kinetickou energii pomoci
elastického nebo neelastického rozptylu a nasledné jsou zachyceny v jadie atomu absorpcniho
materialu (Malkapur et al., 2017; Milocco et al., 2018).

V souCasné dob&€ neni bézné se dostat do kontaktu s neutronovym zafenim. Jeho
zdrojem muze byt napfiklad vybuch atomovych bomb (HiroSima, Nagasaki), jaderné reaktory
a vzacngji nékteré transurany (Kalifornium). Uginek tohoto zateni byl napiiklad zkouman na
mysSich modelech, u nichz byla potvrzena naslednd zvySena incidence myeloidnich leukémii,

malignich lymfomu, benignich i malignich tumoru ovarii, jater, plic a zlaz (IARC, 2000).

1.1.1.2.3 y zdFeni

Zdrojem gama zafeni mohou byt produkty ptfirodniho rozpadu uranu nebo jeho §t€pné
produkty jako je cesium (*’Cs). Zdrojem tohoto zafeni jsou jadra nachazejici se ve vy3$§im
excitovaném stavu. Po vyzafeni kvanta fotonu v podobé€ y zafeni se tato jadra stabilizuji, aniz
by doslo k pfeméné plivodniho radionuklidu na jiny prvek.

Vinova délka y zafeni se pohybuje v rozmezi 1013101 m. Toto elektromagnetické
vinéni vétSinou doprovazi o nebo B zafeni pii rozpadu radionuklidd. Jeho energie je
srovnatelna s energii vyzafenych pozitronu a elektrond, pohybuje se vSak rychlosti svétla,

ktera je pro hmotné Castice dle souCasnych znalosti nedosazitelna. Prichodem prostfedim
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narazeji fotony do atomu a vyrazeji z nich elektrony. Pokud jim pfedaji dostate¢né kvantum
energie, jsou tyto ionizované elektrony schopné dale ionizovat okoli (Praveen et al., 2017,
Waterman ez al., 2017).

Energii ztraci gama zéafeni v zdvislosti na mnozstvi vlastni energie a objemové
hmotnosti prostfedi, a to bud’ fotoefektem, Comptonovym rozptylem nebo tvorbou elektron-
pozitronovych (BB ") paru.

U niz8ich energii prevazuje fotoefekt. Pii fotoefektu primérni foton y zéfeni pieda
veskerou svou energii elektronu prostiedi. Elektron se dostane na nizsi energetickou hladinu
elektronového obalu vyzafenim charakteristického X-zareni nebo Augerova elektronu, které
jsou taktéz nasledné absorbovany prostfedim, protoze urovern jejich energie je nizka.

Tvorba B-B" paru nastava pii vy$Sich energiich a jedna se o d& opacny anihilaci Eastic.

Comptontav rozptyl nastava, pokud energie zafeni prevySuje 1 MeV. Pii Comptonové
rozptylu pfedd primarni gamma foton pouze cast své energie elektronu hmoty a z Casti
vznikne novy sekundarni foton, ktery podléha dalsimu Comptonovu rozptylu nebo fotoefektu
(Amato et al., 2017, Sakurai ef al., 2016).

y zafeni je tedy nepifimo ionizujicim zafenim, jehoz dosah Cini az nékolik set metra
v kompaktnich materidlech a neni jej mozno elektricky ¢i magneticky vychylovat. Jelikoz
nenese naboj, y zafeni siln€¢ pronika latkami. Stinéni tohoto elektromagnetického vinéni se
provadi pomoci silnych a hustych materialt, jako je naptiklad olovo (Barbosa et al., 2017,
Bordner et al., 2016).

Na zivé organismy, zejména na sav¢i modely, pak muze mit toto zafeni v zavislosti na
absorbované davce silny dopad. Napiiklad velmi vnimavé buiiky kostni dfen€ jsou schopny
ovlivnit jiz davky vyssi okolo 0,01 Gy (Irons ef al., 2012). Green a spol. vystavili mysi zareni
5 Gy a sledovali zna¢ny pokles objemu houbovité tkan€ v holenni kosti a zvySenou produkci

osteoklastti (Green ef al., 2012).

1.1.2 U&inky ionizujiciho za¥eni

Ionizujici zafeni vyvolava v organismu dva typy u€inki - deterministické a
stochastické.

Deterministické ucinky se odviji od vstiebané davky. Jejich pusobeni ma za nasledek
bunécnou smrt. Aby se projevil jejich vliv na organismus, je nutno piekonat biologicky prah,
pii kterém se v zasazeném organu ve velké mife snizi poCty bun€k a neni moznost jejich

nahrady. Dana tkan pak ztraci schopnost plnit svou fyziologickou funkci a dochazi k selhani.
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Utinky na organismus se 1i§i v zavislosti na tom, zda byl organismus zasaZen cely nebo jen
jeho cast. Pak se vliv zafeni muze projevit pouze lokalnim poskozenim, poskozenim
vyvijejiciho plodu nebo jako akutni ¢i chronickd nemoc z ozafeni (Paunesku ef al., 2017,
Rocha et al., 2016).

Stochastické ucinky pusobi zejména na genové trovni bun€k. Burika sice po expozici
zateni preziva, ale deoxyribonukleova kyselina v jadfe muze byt nevratné poSkozena. Na
dvojvlakne genetické informace dochazi k mutacim a zlomim, které se mohou pozd¢ji v
ptipadé somatickych bunék projevit rakovinovym bujenim a v pfipadé gametickych bunék
maji vliv na potomstvo. Tyto ucinky maji navic pravdépodobnostni charakter. Zatimco u
deterministickych lze ve vztahu k davce urcity biologicky dopad predvidat, u stochastickych

ucinku s rostouci davkou roste pouze pravdépodobnost jejich vyskytu (Bolus, 2001).

1.1.2.1 Davka ionizujiciho zareni

Jako mezinarodni uznavana jednotka vyjadiujici davku absorbovaného zareni latkou se
pouziva Gray (Gy). Absorbovanou davkou se pak rozumi energie ionizujicitho zareni
v jednotce hmotnosti ozarfované latky v urCitém misté. Jeden gray prevedeny do jednotek SI
soustavy je jeden J/kg. V lékarskych publikacich 1ze nalézt jeho ekvivalent — sievert (Sv).
Sievert ma stejnou hodnotu jako gray, prfepocet mezi nimi je ale ovlivnén i1 druhem pouzitého

zafeni a typem ozafované tkané (Pfalzner, 1983; Fisher a Fahey, 2017).

1.1.2.2  Radiosenzitivita

Pojem radiosenzitivita vyjadiuje vnimavost organismu k poskozeni deterministickymi
ucinky ionizujiciho zafeni. Davkovy prah deterministickych U¢inka je pak rdzny pro rizné
tkan¢. Navic samotnd radiosenzitivita muze byt ovlivnéna dal§imi faktory, napftiklad
celkovym stavem pacienta. Dle stupné radiosenzitivity lze rozliSit tkané a organy jako
radiosenzitivni nebo radiorezistentni (Cui ef al., 2017, Kupka ef al., 2015; Qian et al., 2017).

Za tkané radiosenzitivni lze povazovat takové, jez obsahuji vysoky pocet rychle se
délicich nebo malo diferenciovanych bunék. Piikladem je lymfaticka tkan, kostni dfer,
gastrointestinalni epitel nebo gonady. Naopak tkané€ tvorené burikami s vysokym stupném
diferenciace a butikami, které se malo déli, byvaji spiSe radiorezistentnim (Tabulka 2).

Radiosenzitivitu mizeme rozlisit i z pohledu vnimavosti ke vzniku zhoubnych malignit
po ozareni, kdy byvaji nejvice citlivé organy jako zaludek, plice, stfevo, kostni dferi a mocovy

méchyt (Inkoom et al., 2015; Neklasova et al., 2014).
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Tabulka 2. Rozdéleni tkani a organu dle radiosenzitivity (Rosina ef al., 2013).

nejvyssi radiosenzitivita | lymfatickd tkan, kostni dren, stfevni epitel, pohlavni

zlazy, plod

kaze a epitel, hltan, jicen, zaludek, moCovy méchyt, ocni

¢ocka

malé cévy, rostouci chrupavka a kost

v vyzrala kost a chrupavka, dychaci organy, jatra, pankreas,

endokrinni zlazy

nervova a svalova tkan

nejnizsi radiosenzitivita

1.1.3 Nemoc z ozareni

Jednim z deterministickych U¢inkd je nemoc z ozafeni. Nemoc z ozafeni vznika jako
nasledek ucinku velkych davek ionizujiciho zafeni. Z klinického hlediska l1ze nemoc z ozareni
rozliSovat jako akutni nebo chronickou. Navic v zavislosti na davce a na tom, jestli byl
jedinec zasazen zafenim celotélove nebo jen lokéln€ a v jakém misté. Mezi typické lokalni

projevy patii poskozeni kiize (Mettler, 2009).

1.1.3.1 Akutni nemoc z ozareni

Jako akutni nemoc z ozareni (ANQO) souhrnné oznafujeme priznaky, které se objevi po
jednorazovém homogennim nebo témer homogennim pusobeni ionizujiciho zafeni na cely
organismus. Expozice davkou men$i nez 1 Gy nemiva zadné klinické projevy (Donnelly e?
al., 2010; Rogacheva, 1998).

ANO lze rozdélit do nékolika fazi, jejichz doba trvani a intenzita pfiznakd zavisi na
délce expozice, davce zafeni a piidruzenych poranénich. Nejprve rozliSujeme fézi
prodromalni, ktera vétSinou trva az 2 dny po vystaveni zafeni. Obvykle se objevi nespecifické
symptomy, jako apatie, bolest hlavy, slabost, horecka, tachykardie, nauzea a zvraceni. Pokud
ptiznaky nastoupi do 2 hodin po vystaveni zafeni, da se predpokladat, ze davka byla vyssi nez

2 Gy a je potencialng letalni. Pfi davkach vysSich nez 10 Gy mohou prodromalni symptomy
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nastoupit do n€kolika minut a rekonvalescence pii zasazeni vice nez 12 Gy je témé&f nemozna
(Anno et al., 1989; Lopez a Martin, 2011).

Poté prichazi n€kolikadenni latentni faze, nastavajici 2 az 20 dnd po ozareni. Pacient
nepocituje témeét zadné obtize. Po této fazi se u postizeného zaCnou manifestovat
charakteristické ptfiznaky, jejichz zavaznost se opét odviji od davky zafeni. Od absorbovaného
zafeni se odviji 1 doba rekonvalescence nebo pfi¢ina umrti.

V zavislosti na davce radiace rozliSujeme nékolik forem akutni nemoci z ozareni —
hematopoeticky, gastrointestinalni a neurovaskularni syndrom. Muaze dojit 1 ke
kombinovanému radiaénimu poskozeni, kdy jsou navic pfitomny popaleniny, traumata. Také
je moznost multiorganového selhani, které se projevi progresivni dysfunkci 2 a vice organtu
zaroven (Lopez a Martin, 2011). Nasleduyjici tabulka udava zavislost davky a odezvy lidského

organismu (Tabulka 3).

Tabulka 3. Klinické symptomy v zavislosti na davce ionizujiciho zéateni (Dicarlo ef al., 2011,

Dorr a Meineke, 2011).

Davka Klinické symptomy a prubéh otravy

[Gyl]

0,05-0,2 | zddné symptomy; potencionalni nebezpeci vzniku zmén DNA a

rakovinného bujeni

0,2 - 0,5 | zadné znatelné symptomy; doCasné snizeni poCtu erytrocytt

0,5-1 | mirné symptomy — bolest hlavy, naruSeni bun€k IS — zvySené riziko

infekce; moznost doCasné muzskeé sterility

1-2 mirna az stiedni nevolnost, pfilezitostné zvraceni po 3 — 6 hodinach do
konce 1. dne; latentni faze 10-14 dnl, manifestni faze — lehké symptomy,
vyc¢erpani, atlum IS, zvySené riziko infekce; obvykld muzska sterilita, u
téhotnych zen nastava spontanni potrat a smrt plodu; v prubéhu 30 dna

riziko umrti bez 1é¢by 10 %

2-3 obvykla nevolnost se zvracenim; ptiznaky nastupuji po 1 — 6 hodinach do
konce 2. dne; latentni faze spojena s celkovou alopecii a prudkym

poklesem  leukocytl, moznost permanentni Zenské  sterility;
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rekonvalescence nékolik mésict; v prubéhu 30 dnd riziko umrti bez 1écby

35%

symptomy stejné jako u davky 2 — 3 Gy navic s nekontrolovatelnym
krvacenim z Gst, kize a moCového systému; v prabéhu 30 dna riziko

umrti bez 1é¢by 50 %

nastup symptomu 0,5 — 2 hodiny s trvanim do konce 2. dne; latentni faze
7 — 14 dnu; piiznaky stejné jako u predchozi davky; obvykla zenska
sterilita; rekonvalescence mésice az rok; pacient umira na infekci anebo

vnitini krvaceni; po 30 dnech smrtnost bez 1é¢by 60 %

kostni dren je silné poskozend, muze vyvstat nutnost transplantace, GIT
tkané vazné poskozené; nastup symptomt 15 — 30 minut s trvanim do
konce 2. dne; latentni faze 5 — 10 dnu; manifestni faze sinfekcemi a
vnitinim krvacenim; rekonvalescence neni zcela mozna; riziko umrti bez

1écby az 100 % v pribéhu 14 dnt

10-50

nastup symptomt 5 — 30 minut po expozici, silna vyCerpanost, okamzita
nevolnost; latentni faze n€kolik dnti nebo muze chybét; manifestni faze
provazena bunécnou smrti v GIT a zanétem v CNS; prijmy, krvaceni,
ztrata vody; smrt nastava v disledku deliria a koma ze selhani obéhu;

riziko umrti 100% v prub&hu 7 dni smrtnost

50-80

nastava okamzita dezorientace, smrt po nékolika hodinach v dusledku

kolapsu nervového systému

>80

mozna okamzita smrt

1.1.3.1.1 Hematopoeticky syndrom

Tato forma nastava po celotélové expozici 1 az ptiblizn€ 10 Gy. Prvni den se projevuji
nespecifické prodromalni ptiznaky, pak nastava n€kolikadenni obdobi latence a v pribéhu 2 —
4 tydna nastupuje faze plného rozvoje nemoci. Celkovy stav organismu se zhorsuje, dochazi k

poruse krvetvorby, krvaceni do pokozky, naruSeni imunitniho systému a v pripadne

ptidruzenych infekci i k rozvoji sepse (Dainiak, 2010).
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Dulezité je zejména sledovani krevniho obrazu. Ionizujici zafeni indukuje apoptozu,
ktera se v kostni dfeni objevi v prabéhu hodin po ozafeni, vedouci k hypoplazii az aplazii. Ve
velké mife dochazi i k indukci bunéné smrti lymfocytd v obéhu (Fliedner, 1996). V
navaznosti na poSkozeni kostni diené klesaji po 2 az 4 tydnech hladiny neutrofilu a
trombocytl na své minimum. To ma za nasledek zvySenou nachylnost k infekcim, ke
krvaceni a zhor§enému hojeni ran. Lymfopénie se objevuje mnohem dfive. Zpravidla ji lze
zaznamenat jesté pred ubytkem ostatnich krevnich bunek a v zévislosti na davce zafeni se
muze projevit jiz 6 az 24 hodin po expozici (Goans et al., 2001). Pokud doslo az k 50%
snizeni po¢tu lymfocyt do 24 hodin po ozafeni a k dalSimu vyraznému propadu béhem 48
hodin, da se fici, ze davka zafeni, které byl organismus vystaven, se pohybovala v rozmezi 5

az 10 Gy (Vorobiev, 1997; Inoue, ef al., 1995, Van Bekkum, 1991).

1.1.3.1.2  Gastrointesticialni syndrom
Epitel stfeva patii mezi tkang, které se velmi rychle obnovuji. Za normalniho stavu se
cela epitelialni vystelka obméni primémé za 3 az 5 dnu. Za tuto rychlou obnovu jsou
predevsim zodpoveédné stievni kmenové a progenitorové buriky, které se nachazeji
v proliferanim prostoru Lieberkithnovych krypt. Krypty jsou spole¢né s klky hlavnimi
morfologickymi jednotkami stfevni sliznice. Klky jsou primarn€ tvoreny z absorpCnich
enterocytl, poharkovych, endokrinnich a membranovych epitelovych bunék. Naproti tomu,
uvnitf krypt probiha mitoza, diferenciace a nasledna migrace bunék smérem od baze krypt do
klki (Barker, 2014).
V Lieberkithnovych kryptach nalezneme dva typy stievnich kmenovych bunék ISCs,
z anglického intestinal stem cells. Prvni z nich se nazyvaji sloupcové nebo aktivni stievni
kmenové buiiky (alSCs) a nachézi se v zakladné krypty. alSCs se rychle d¢li a davaji vznik
progenitorovym butikdm v tranzitni amplifikani zén€ (Barker ef al., 2012). Tyto kmenové
bunky maji hlavni podil na obnové epitelu. Jejich rozpoznani je mozné pomoci znaka jako je
LGRS, ASCL2, OLFM4, SMOC2, PROMI1 a SOX9 (Formeister ef al., 2009). Druhym typem
ISCs jsou rezervni strevni kmenové burnky (rISCs), které nesou identifikacni markery BMI1,
MTERT, HOPX, LRIG1, DCLK1, KRT19. rISCs nalezneme v pozicich +4 a +6 ode dna
krypt a jsou oproti alSCs odoln&jsi vuci stresu (Fre er al., 2011). Nejvice nachylné
k radia¢nimu poskozeni jsou pravé kmenové buiky LGRS+, coz mé po vystaveni zéfeni
vyrazny dopad na snizeni az ztratu jejich populace (Yan ef al., 2012). Regenerace je vSak

mozna diky rISCs. Kdyz dojde k vyCerpani aISCs LGRS+, rezervni stievni kmenové burniky
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zapocnou bunéény cyklus, v kryptach se zmnozi buiiky a obnovi se zastoupeni alSCs (Tian ef
al., 2011). Pfi porovnani bunék LGRS+ v tenkém stieveé a v tlustém stfeveé bylo zjisténo,
LGRS5+ tenkého streva toleruji vyssi davky zareni nez v usecich tlustého stfeva. Tento fakt
byl ovéfen pii hodnoceni bunééné proliferace a poskozeni DNA po 72 hodinach od expozice
davkam nepiesahujicim 4 Gy (Otsuka a Suzuki, 2016).

Regenerace stfevni sliznice ma 3 faze — apoptickou, proliferativni a normalizacni.
Apopticka nastdva dva dny po expozici zafeni. V této fazi dochazi k ubytku poctu krypt,
jejich zmenSovani a zkracovani délek klkt. Dva az ¢tyfi dny po ozafeni nastupuje regenerace.
Prezivajici buiiky svym mnozenim obnovuji krypty. Jestli vSak doslo v apoptické fazi
k vyznamnému snizeni poctu krypt, regenerujici krypty se vlivem kompenzaéni proliferace az
dvojnasobné zvetsuji. Po této fazi prichazi normalizacni obdobi, kdy se délky klka a hloubky
krypt vraceji k pivodnim hodnotam (Kim ef al., 2017).

Stfevni gastrointesticialni forma ANO se rozvine po davce vyssi nez 5 Gy. Casné
pfiznaky jsou vyraznéj$§i nez u hematopoetického syndromu a zavazné obtize se projevi jiz 4
az 7 den po ozafeni. Postizeni trpi krvacivymi priajmy, kdy diky masivnimu krvaceni do stiev
dochazi ke ztratam plazmatickych bilkovin, rozvoji anémie, rozvratu vodniho, mineralni a
acidobazického prostiedi. Nasleduje ob&hové selhani, toxémie a rozvoj septického Soku.
Pokud pacient prezije 10 dnii, nastoupi pfiznaky postizeni krvetvornych organti (Dorr ef al.,
2010). Po expozici vysoké davce ionizujiciho zéafeni od 12 do 20 Gy se pln€ rozvine
gastrointesticidlni forma ANO a rekonvalescence jiz neni mozna. Lécba je v tomto ptipade
pouze symptomaticka s mizivym efektem (Elliott ez al., 2014).

Radia¢ni poskozeni stfevnich epitelidlnich bun¢k bylo dobfe popsano u laboratornich
mysi, které byly vystaveny ionizujicimu zéafeni o intenzité 8 az 15 Gy. Takové davky sice
mohou zpusobit gastrointestinalni posSkozeni, ale pokud je expozice celotélového charakteru,
mohou byt i smrtelné kvili doprovodnému selhani kostni difené (Booth ef al., 2012). Pokusné
mysi schopny rekonvalescence i po celotélové expozici v pripade€, ze davka zafeni nepfesahne
12 Gy. Pokud je davka radiace vyssi nez 13 Gy, rozvine se gastrointestinalni syndrom a

dochazi k uhynu zvifat i pfes transplantaci kostni diené (Pejchal ef al., 2015).
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1.1.3.1.3 Neurovaskuldrni syndrom

Neurovaskularni forma se rozviji po celotélovém vystaveni davce vyssi nez 10 Gy. U
postizeného se projevi pfiznaky do 30 minut po ozareni. Pacient je apaticky, dezorientovan,
trpi nevolnosti, ataxii, hypotenzi se zvySenou teplotou. Latentni faze pak muze trvat né€kolik
hodin az dnl, mize vSak i pfi vysokych davkach chybét. Manifestni fazi provazi zmény
v centralnim nervovém systému se zhorSenim kapilarni cirkulace a poskozeni
hematoencefalitické bariéry. Tvoii se intersticialni otok, akutni zanét, petechialni hemoragie,
zanét v meningach a nastava hypertrofie perivaskularnich astrocytt. Smrt nastava v dusledku
deliria a komatuanebo ze selhani ob&hového systému v prub&hu nékolika dni po ozafeni

(Kupka er al., 2015, Friesecke ef al., 2001).

1.1.3.2 Chronicka nemoc z ozareni

Chronicka nemoc z ozafeni je deterministicky ucinek zpisobeny dlouhodobym
pusobenim malych davek ionizujiciho zafeni. Toto poskozeni se mize projevit velmi pestrou
neurovegetativni symptomatologii, snizenou krvetvorbou, celkovym vycCerpanim a starnutim
organismu. Pii lokalni expozici lze jako jednu ztypickych forem tohoto onemocnéni
napiiklad uvést radiodermatitis chronica, jiz predevsim v dnesni dobé trpi hlavné chirurgové,
pouzivajici radiodiagnosticka zafizeni pfi vykonu. DalSim ptikladem je katarakta. Katarakta
vznik4d poskozenim epitelialnich bunek Cocky oka. Dochazi tak k neefektivni diferenciaci
dcefinych elementl a naruseni uspofadani vlaken ¢ocky (Kuchynka ez al/., 2012; Thompson a

Lakhani, 2015).

1.1.4 Lécba akutni nemoci z ozareni

Lécba ANO je v soucasné dob€ zaméfena pouze na hematopoeticky syndrom. Pfi jeho
manifestaci je nutna hospitalizace postizeného. Dulezita je i vhodna podpurna terapie, ktera
muze byt v ptipad€ potieby doplnéna transfuzni terapii, ptipadné podanim rastovych faktori
stimulyjicich krvetvorbu. Pii vysokych davkach muze byt nezbytna i transplantace bunék
kostni dien¢ (Friesecke et al., 2001).

Velkou vyzvou zistava stfevni gastrointestinalni syndrom ANO. Ackoliv je jeji plna
manifestace po ozareni vysokymi davkami povazovana za letalni, Casna aplikace ristovych
faktori mize jeji prub&h mitigovat a zvysit davkovy prah, pfi kterém se rozviji (Pejchal e al.,

2015). Stavajici diplomova prace se soustiedi na insulinu podobny rastovy faktor-1 (IGF-1).
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1.2 IGF-1

IGF-1 patii do skupiny latek zvané somatomediny. Odtud 1ze také odvodit i jeho starsi
nazev — somatomedin C. Somatomediny patii mezi rustové faktory, které se déli do tii skupin.
Prvni skupinou jsou cytokiny produkované makrofagy a lymfocyty, druhou jsou takzvané
faktory stimulujici kolonie (Colony-Stimulating Factors, CSF) a tfeti skupinou jsou latky
podporujici bunécné déleni a vyvoj riznych typt bun€k — somatomediny (Ganong, 2005).

Tyto polypeptidové rustové faktory produkuji primarné hepatocyty po stimulaci
rastovym faktorem STH. Pasobi na celou fadu organu a patii sem nejen IGF-1, ale i dalsi
rastové faktory jako nervovy rustovy faktor (NGF), fibroblastovy rastovy faktor (FGF),
epidermalni rustovy faktor (EGF), ovarialni rustovy faktor (OGF) a rastovy faktor odvozeny
z trombocytl (PDGF). Jako prvni z nich byl objeven takzvany sulfatacni faktor, jez zvySuje
inkorporaci sulfatu do chrupavek. Pozdé&ji bylo zjisténo, ze tato latka mimo jiné stimuluje 1
tvorbu kolagenu a byla prejmenovana na IGF-1 (Ganong, 2005; Alberts, 2005).

V lidském krevnim ob&hu maji nejvyssi zastoupeni somatomediny IGF-1 a IGF-2
(Somatomedin A), které jsou oba strukturné velmi podobné inzulinu, a taktéz ovliviuji
regulaci sacharidového metabolismu, coz bylo prokazano u pacientd po pankreaktektomii.
Tento ucinek byl objeven v 70. letech a nazyva se nesupresibilni inzulinu podobna aktivita
(Nonsupressible Insulin-Like Activity, NSILA), tedy aktivita, jez neni potlatovana
protilatkami. Bohuzel i pies tuto vlastnost inzulinu podobnych rastovych faktord dochazi po
odebrani slinivky k rozvoji onemocnéni diabetes mellitus, protoze jejich ucinek je oproti
samotnému inzulinu mnohonasobné nizsi (Blumenthal, 2010; Zapf et al., 1978).

Na rozdil v8ak od IGF- 2, ktery ma spiSe vyznam v prenatalnim vyvoji, uCinky IGF-1 se
uplatiiuji hlavné v postnatalnim obdobi. Molekula IGF-1 je dulezita zejména pro vyvoj
v détstvi, 1 kdyz jeji produkce probihé po cely Zivot a jeji hladiny dosahuji maxima v puberté.
V dospelosti ma spiSe anabolicky ucinek a jeji hladiny s ptibyvajicim vekem v krvi klesaji
(Leite e al., 2011). Dulezitost IGF-1 pro riist a vyvoj byla potvrzena pokusy provedenymi na
laboratornich mySich. Témto zvifatim byl molekularné biologickou metodou zvanou ,,knock
out” vypnut gen, ze kterého se exprimuje molekula IGF-1. U jedinct s vypnutym genem byla
vysoka porodni morbidita, méli az o 40 % snizenou porodni hmotnost, méalo rozvinuté
svalstvo a plicni tkan, nebyli schopni rozmnozovani a trpeli opozdénou osifikaci (Powell-

Braxton et al., 1993).
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1.2.1 Vyskyt v organismu

Hlavni sérové somatomediny lze nalézt v burikach vétSiny tkani, a to po cely zivot
jedince. Molekula IGF-1 je nejvice exprimovana hepatocyty, které vyprodukuji asi 10 mg za
den. Dokazi ji vSak syntetizovat i bunky plic, srdce, ledvin, adipocyty, chondroblasty,
fibroblasty nebo osteoklasty. Aby vSak mohl byt jeden z hlavnich sérovych somatomedina
produkovan, je nejprve zapotiebi stimulace secernujicich bun€k hormonem STH. Ten je
v nepravidelnych casovych rozpétich béhem dne produkovan v podvésku mozkovém
adenohypofyzarnimi somatotropiny, coz jsou acidofilni sekre¢ni bunky pfedniho laloku
hypofyzy. Vlastni sekrece ristového hormonu je pak ovliviiovana mnoha podnéty. Napiiklad
hypoglykémii, t€lesnou namahou, zvySenou hladinou n€kterych aminokyselin, hormony §titné
zlazy, estrogeny, androgeny a lehce 1 prolaktin podporujicimi sekreci. VSechny tyto faktory
ovliviiyjici hladinu produkce STH pak zaroven ovliviiuji hladinu samotného IGF-1. IGF-1 je
tedy primarnim mediatorem STH. Naopak kortizol, glukdza nebo medroxyprogesteron pusobi
antagonisticky (Levine ef al., 2014; Greenspan a Baxter, 2003; Trojan, 2003). Snizit hladinu
IGF-1 muze mimo jiné i nutri¢ni stav daného jedince, protoze pokud subjekt hladovi, dochazi
k poklesu syntézy IGF-1 i pfes podavani rustového hormonu (Kucera et al., 2016). Pii
patologickych stavech, jako je naptiklad diabetes mellitus, je vyplaveni IGF-1 a IGF-2 do
krevniho obéhu negativné ovlivnéno. Po podani inzulinu se jejich hladiny vraci do normalu
(Ganong, 2005).

Samotna exocytéza IGF-1 z bunék je z4visla na koncentraci Ca?". Muze ji viak narusit
porucha aktivace bunék. Jejich receptory mohou byt necitlivé na ristovy hormon ¢i na svém
povrchu nevystavuji dostatek STH receptori nebo dojde k selhani signaliza¢ni drahy od
receptoru zahrnujici signalni proteiny STATSB a proteinovou tyrosinovou fosfatazu SHP2
(Caoeral., 2011; Christoffersen et al., 1994).

V organismu nalezneme IGF-1 volné v krevni plazmé (nizkomolekularni frakce) pouze
v malém mnozstvi (cca 2 %). Ve vyssi mife je navazan na plazmatické proteiny
(vysokomolekularni frakce). Tyto specifické vysoce afinitni plazmatické bilkoviny nazyvame
proteiny vazajici inzulinu podobné rustové faktory (Insulin-like growth factors binding
proteins, IGFBP). IGFBP usnadiiuji spravnou interakci IGF s jejich receptory a chrani je pred
proteolyzou. Diky tomu je biologicky polocas jejich volnych forem prodlouzen z necelych 10
minut az na 12 hodin. V organismu se vyskytuje osm IGFBP proteint, pfiCemz se k Sesti
znamym proteinim posléze pridaly molekuly IGFBP-7 a IGFBP-8, které byly pouze
prejmenovany po zjisténi, ze maji také schopnost vazat IGF-1 ¢i IGF-2. Asi 80 % véazaného
IGF-1 lze pak nalézt ve vazb€ na IGFBP-3 (Ganong, 2005; Christoffersen et al., 1994; Kucera
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et al., 2016; Bach, 2015). IGFBP-3 1ze povazovat za nejdulezitéjsiho z vazebnych proteina
vaziciho IGF-1 a IGF-2 s podobnou afinitou. Zaroveii muzeme sledovat i pokles jeho
koncentraci v krvi pacientt s nedostatkem rustového hormonu. Naopak u jedinca
s akromegalii, ktefi maji zvySenou produkci STH, dochazi zaroven i k narGstu hladiny
IGFBP-3 (Kucera ef al., 2016). Nekteré z proteint vazajicich IGF-1 maji naopak inhibicni
ucinek. Kupfiikladu IGFBP-2 a IGFBP-5 vazou inzulinu podobny faktor 1 s vy3si afinitou nez
se on sam vaze ke svému receptoru. Pokud se tedy zvysi hladiny téchto dvou proteint, dojde

ke snizeni sérovych hladin IGF-1 (Bach, 2015).

1.2.2 Struktura

IGF-1 je jednoduchy bazicky protein patfici do inzulinové rodiny. Spolecné s jeho
receptory ho lze zaradit do integrovaného systému rastovych faktort, které maji silné
mitogenni a diferenciacni u€inky na vétSinu bun€k a podileji se na regulaci obratu bilkovin.
Struktura IGF-1 je blizka samotnému inzulinu, s jehoz pro-formou (proinzulinem) sdili 50 %
homologii. Strukturalni podobnost vici IGF-2 dosahuje dokonce 67 %. Stim souvisi i
podobnost funkci. IGF-2 je ale u dospélych jedinct exprimovan pouze v plexus chorideus a
meningach (Dora Maria et al., 2017, Leroith and Roberts, 2003).

Gen pro samotny IGF-1 se nachéazi na dlouhém raménku na dvanactém chromozomu
v useku 23.2. Ma 7 transkriptd (variant sestfihu), 64 ortologti a 1 paralog (Dupont a Leroith,
2001). V tésné blizkosti tohoto genu se nachazeji 1 kodujici sekvence pro-melanin
koncentracniho hormonu a fenylalanin hydroxylazy.

Z tohoto genu je exprimovan proteinovy fetézec o délce 70 aminokyselin
s molekulovou hmotnosti 7,7 kDa. Dal8i apravou po translaci genetické informace do
proteinu, je pripojeni signalniho peptidu o 21 aminokyselinach, propeptidu dlouhého 27
aminokyselin, a nakonec E peptidu se 77 aminokyselinami. Diky zménam v délce nebo
zaménam aminokyselin v téchto pfipojenych fetézcich lze rozeznat az 4 izoformy IGF-1,
piiCemz zakladni fetézec rustového faktoru zistava nezménén a déli se do 4 domén. Prvni
z nich je doména B (pozice 49-77), druhou je C doména (pozice 78-89), tfeti je A (pozice 90-
110) a posledni doménou je D (pozice 111-118).

Pokud se zaméfime na jednotlivé izoformy, nejb€znéjsi z nich je IGF-1B dlouhd 195
aminokyselin a hmotnosti 21,8 kDa. Po ni se nejcast&ji vyskytuje izoforma IGF-1A se 153
aminokyselinami a hmotnosti 17,0 kDa. Dalsi izoforma IGF-1C je zkracena oproti IGF-1B o

58 aminokyselin a nejvice ji exprimuji hepatocyty. Nakonec posledni nejméné znama
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izoforma obsahuje 158 aminokyselin a jeji hmotnost je rovna 17,8 kDa. Posttransla¢nimi
upravami se také utvateji mezi aminokyselinami na pozicich 54 a 96, 66 a 109 a 95 a 100 tfi

disulfidické mustky (Brzozowski et al., 2002; Raschdorf ez al., 1988).

Obrazek 1. Trojrozmérny model molekuly IGF-1 (Brzozowski ef al., 2002).

IGF-1 byl nalezen 1 ve dvou zmutovanych verzich. Tyto nedominantni molekuly maji
defekt v pozicich 84 a 85. Jejich vazba k IGF-1 receptoru je sice v poradku, ale defektne
vazou integriny a formuji ternarni komplex. Signaliza¢ni kaskada spousténa rastovym
faktorem pak neprobihéd spravnou cestou a proliferace buriky je narusena. Tyto formy navic
potlacuji aktivaci signalizace, kterd zafina vazbou IGF-1 na IGF-1R (Saegusa ef al., 2009,

Takada et al., 2017).

1.2.3 Funkce

Prestoze maji IGF-1 a inzulin podobné vlastnosti, pfi jejich srovnani zjistime, ze funkce
IGF-1 je fyziologicky odlisna. Zatimco inzulin pisobi pfevazné na adipozni a jaterni tkan,
metabolismus sacharidu, lipidd, bilkovin, IGF-1 stimuluje buné¢ny riist, preziti a diferenciaci

bunék (Dupont a Leroith, 2001). Stimuluje rast organismu a podporuje proliferaci témér
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vSech bunék v téle, predevsim pak kosterniho svalstva, chrupavky, kosti, jater, ledvin, kize,
nervove, hematopoetické i plicni tkané (Yakar et al., 2002). U mySich subjektt s nadmérnou
expresi IGF-1 dochéazelo az ke 30% navySeni rGstu svald, kosti, hmoty sleziny, slinivky
bfiSni, mozku, ledvin a celkové hmotnosti se znatelnym zvySenim exprese DNA. U
hypofysektomovanych potkant byl rust kosti celého téla zpomalen. K jeho obnoveni doslo az
po podavani IGF-1 (Jevdjovic et al., 2005).

Pisobeni IGF-1 ma za nasledek zvySeni absorpce aminokyselin a glukézy, stimulaci
proteosyntézy a potlaCeni proteolyzy. Zpétné potlacuje sekreci STH, podporuje tvorbu
ovarialnich hormont a sekreci somatostatinu. Uplatiuje se i v embryonalnim vyvoji, kdy ma
vliv na diferenciaci ¢oc¢ky (Laviola et al., 2007). Vliv na diferenciaci byl studovan i u svalové
a chrupavcCité tkané. Ve svalech podporuje diferenciaci myoblasti expresi regulatora
terminalni diferenciace, jako je napiiklad myogenin. IGF-1 je tedy potieba nejen k vyvoji
svalu, ale i jejich spravné funkci (Guntur a Rosen, 2013). Pokud se jedna o pusobeni IGF-1 na
chrupavcitou tkan, diferenciace byla prokdzana u progenitorovych bun€k chrupavky
v kulturach neonatalnich mandibularnich kondylt. Pfi studii na potkanech se dale potvrdilo,
ze IGF-1 udrzuje integritu kloubni chrupavky. Pfi jeho chronickém nedostatku se rozvinulo

silné poskozeni chrupavek (Mariani ef al., 2014).

1.2.4 Mechanismus ucinku

Molekula IGF-1 ucinkuje jak endokrinn€, parakrinn€ tak i1 autokrinn€. Toto bylo
potvrzeno i u svalovych bunék, kdy po odstranéni séra s ristovym médiem byla zaznamenana
zvySena exprese IGF-1. Svalové bunky pomoci autokrinni produkce pouzivaji tento rustovy
faktor pro vlastni diferenciaci a jako ochranu pted apoptozou (Laviola ef al., 2007).

Mechanismus ucinku je zprostfedkovan vazbou na receptory. Obecné se molekuly IGF
vazou ke dvéma membranoveé povrchovym receptorim, receptor pro IGF-1 (receptor typu 1) a
receptor pro IGF-2 (receptor typu II). Receptor I typu s vysokou afinitou vaze molekulu IGF-
1, dokaze ale na sebe navazat s mnohonasobné nizsi afinitou i molekulu IGF-2 nebo inzulinu.
Podobné dokaze receptor II typu slabé interagovat s proteinem IGF-1, ale svoji stavbou je
velmi odliSny a nemtze na sebe navazat molekulu inzulinu. Diky tomu vét$ina pozorovanych
ucinkt IGF-1 zavisi na aktivaci signalni drahy ptes IGF-1 receptor typu I, pficemz jim
aktivovana dréha sdili intracelularni mediatory s inzulinovou kaskadou (Laviola et al., 2007).

Receptor I typu je heterotetramerni glykoprotein, ktery se sklada ze dvou na cystein

bohatych extracelularnich fetézci o, jez obsahuji domény pro vazbu IGF-1, a dvou
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transmembranovych jednotek P, jez jsou dulezité pro aktivitu tyrosinkinas uvnitf bunky.
Tento fakt se odviji od vazebného mista pro ATP (lysin 1003) a klastru ze tfi tyrosinovych
zbytkd na pozicich 1131, 1135 a 1136 (Laviola et al., 2007). Po navazani ligandu na vngjsi
strané membrany k a-podjednotce dochézi k autokatalytické fosforylaci téchto tyrosinovych
residui. Nasleduje fosforylace Tyrozinu 950 v juxtamembranové doméng, jez aktivuje dalsi
prvky signalnich drah. Na B jednotce je také pfitomna dualezita karboxylova skupina na
distalnim tyrosinu v poloze 1316, jez se uplatiiuje pti stimulaci proliferace (Guntur a Rosen,
2013).

Vazba IGF-1 a jeho koncentrace ovliviiuje samotné receptory. Pokud se hladina IGF-1
zvySi, snizi se tim pocCet jeho receptort. Naopak, kdyz mnozstvi IGF-1 poklesne, buriky
zaCnou na svém povrchu vystavovat vice IGF-1 receptora (Holzenberger ez al., 2002).

Mimo receptord I a II typu muze IGF-1 sniz§i aktivacni ucinnosti spolupracovat i
s dalsimi receptory, jako jsou receptory pro inzulin (IR1-4) nebo hybridni receptory. VSechny
membranové proteiny schopné vazat IGF-1 lze ale obecné oznalit za receptorové
tyrosinkinasy, jez se po jeho navazani ligandu fosforyluji na tyrosinovych zbytcich (Renehan

etal., 2005).

1.2.5 Signalni drahy aktivované IGF-1

Mechanismus pusobeni na bufiku zafina po navazani IGF-1 na receptor. Stimulace
receptoru vede k aktivaci n€kolika odlisnych signaliza¢nich drah (Guntur a Rosen, 2013). U
nékterych receptorii po pfipojeni signalni molekuly dochazi k dimerizaci, coz znamena, Ze se
jejich intracelularni tyrosinkinazy fosforyluji navzajem. Po fosforylaci tyrosinkinaz muze
signalizaCni draha pokracovat pies malé G-proteiny, které jsou produkty protoonkogend ras a
k jejichz aktivaci je nutna vazba na GTP. Ras nasledné aktivuje serinkinazy Raf Dale muze
vést pres ruzné MAP kinasy, zejména kinasy regulované extracelularnim signalem
(Extracellular signal-regulated kinases ERKs) 1 a 2 (ERK1 a ERK2), které piimo ovliviiuji
fosforylaci transkripcnich faktort v jadie a tim je spusténa genova exprese (Ganong, 2005).
ERK reguluji proliferaci, diferenciaci a samotny bunéény cyklus (Vorwerk ez al., 2002).

IGF-1 je také jeden z nejucinngjSich aktivatorti signalni drahy AKT. Pti aktivaci této
signalni drahy se po autofosforylaci B-podjednotek receptoru IGF-1 zméni jejich konformace,
a to umozni jejich asociaci s fosfatidylinositol-3-kindzou (PI3K). PI3K se zaktivuje a vytvori
se fostatidylinositol-3,4,5-trifosfat. Ten reaguje se serinthreoninovou kindzou PKB, ktera se

bézné ucastni signalizace bunécného rustu nebo nadorové transformace pies receptory pro
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inzulin a inzulinu podobné ristové faktory. Kazda molekula PKB ma regulacni doménu na C-
konci, katalytickou ¢ast uprostfed a na terminalnim konci takzvanou PH doménu, na niz se
vaze fostatidylinositol-3,4,5-trifosfat. Po navazani PKB interaguje s kindzou PDKI, ktery
nasledné fosforyluje PKB v aktivacni doméné na pozici Thr308. Takto zaktivovana PKB pak
prenasi fosfatovou skupinu na cilové proteiny v cytosolu, jako jsou naptiklad transkripéni
faktory (CREB), nebo proteiny ucastnici se signalizace spojené s poskozenim DNA (Mdm2)
¢i jeho reparaci (BRCAT1; Bruchim ez al., 2014).

IGF-1 ale nemusi nutné aktivovat signalni drahy pouze pies svuj vlastni receptor. Kdyz
IGF-1 aktivuje receptor IR1, nastavaji déje obdobné jako pfi stimulaci receptoru I typu.
Signal je veden pfes PI3K, ERK a jiné mitogenem aktivované proteinové kinazy

(McCampbell e al., 2006).

1.2.6 Ug&inky ionizujiciho za¥eni

Signalni draha AKT/PKB je spojovana se stimulaci reparace zvySenim exprese proteinti
podilejicich se na opravé dvojitych zlomi DNA a podporou proliferace aktivaci cyklin-
dependentnich kinaz (CDK) a naopak inhibici jejich negativnich regulatori, jako jsou
proteiny p21 nebo p27. Signalni dréha vykazuje anti-apoptotické funkce pfimou inhibici pro-
apoptotickych molekul (napt. Bad, Bim) nebo neptimo inhibici proteinu p53. Rovnéz tlumi
autofagii a naopak stimuluje proteosyntézu a metabolismus glukdzy. Nepiekvapi proto, ze
zvySena exprese a aktivita AKT/PKB je pozorovana v fadé nadorovych onemocnéni a je ji
pii¢itano zvysSeni radiorezistence. Naopak inhibitory AKT/PKB jsou postupné v ramci
testovany klinickych studii za ulelem radiosenzitizace téchto malignit (Goda ef al., 2016;
Nitulescu ef al., 2016).

ERK signalni dréha po ozareni vyvolava fosforylaci dalSich vice nez 160 substratu
(Munshi a Ramesh, 2013). Aktivovany jsou naptiklad CDK-cyklinové komplexy vedouci k
progresi bunééného cyklu nebo transkripéni faktory CREB a ¢/EBPR, indukujici expresi
dalsich anti-apoptickych proteini (BcI-XL, Mcl-1 a c¢-FLIPs) a naopak inhibice pro-
apoptotickych regulatori (Bad, Bim a kaspaza 9; Allan et al., 2003; Bonni et al., 1999;
Boucher et al., 2000; Jost et al., 2001, Tamamoto et al., 1999). Clenové této signélni drahy,
jako je naptiklad RAS a RAF, jsou povazovany za onkogeny. Podobné jako AKT/PKB
signalni draha, je aktivni ERK pfi¢itano zvySeni radiorezistence malignit a inhibitory této
kaskady vykazuji potencial radiosenzibilizujicich latek (Song ef al., 2018; Toulany et al.,
2016).

35



Aktivace AKT/PKB a ERK tak pfispiva k racionalizaci podani IGF-1, jakozto
ochrann¢ho faktoru pted ionizujicim zafenim. Aktivace PI3K a ERK rovnéz piispiva k

racionalizaci podani IGF-1, jakozto ochranného faktoru pfed ionizujicim zarenim.
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2 Cile diplomové prace

A. Zhodnoceni vlivu IGF-1 na dlouhodobé ptezivani zvifat po jednordzovém ozareni
déavkami 14, 15 a 16 Gy s krytim hlavy

B. Zhodnoceni vlivu IGF-1 aplikovaného v riznych davkovacich schématech na stav
stfevni sliznice 6. den po jednorazovém ozateni davkami 12 a 14 Gy s krytim hlavy

C. Zhodnoceni vlivu IGF-1 aplikovaného v riznych davkovacich schématech na stav

krevniho obrazu 6. den po jednorazovém ozateni davkami 12 a 14 Gy s krytim hlavy
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Pokusna zvirata

Pro pokus byly dodany samice laboratornich mysi kmene C57B1/6 firmou Velaz s.r.0.
(Unétice, Ceska republika). Staii jedincl se pohybovalo mezi 12 a 16 tydny a jejich vaha byla
18 — 23 g. Tato zvifata byla chovéana v klimatizované mistnosti za teploty 22 + 2 °C, relativni
vlhkosti 50 £ 10 % s osvétlenim od 7:00 do 19:00. Potrava se skladala vyhradné z krmiva
DOS-2B (BIOPO spol. s.r.0., Brno, Ceska republika). Pitny rezim byl zajistén vodou
z vodovodniho tfadu v napajecce. VSechna zvirata byla pfed zahdjenim experimentu nejméne
15 dna ponechana v akreditovaném vivariu pro pfizptisobeni se novému prostiedi. Prace se
zvifaty byla schvalena etickou komisi FVZ UO (Hradec Kralové, Ceska republika) a

probihala podle platné Ceské a evropska legislativy pro praci s laboratornimi zvifaty.

3.2 Zdroj zareni

Zdrojem y zafeni byl kobaltovy zdroj (*°Co, Chirana, Praha, Ceské republika). Davkovy
piikon zdroje je kontrolovan jednou ro¢n€ pomoci dozimetru PTW-Unidos 1001 (sériové
Cislo 11057) s ioniza¢ni komorou PTW TM 313 (sériové Cislo 0012; RPD Inc., Albertville,

Minnesota, Spojené staty americke).

3.3 Zpisob ozareni experimentilnich zviiat

Ozéfeni zvifat probihalo ze vzdalenosti 1 m s davkovym piikonem 0,29 Gy/min u
prvniho experimentalniho modelu a 0,27 Gy/min u druhého experimentalniho modelu (viz
kap. 3.4.1 a 3.4.2). Pfed vlastnim ozafenim byly pokusné mysi nejprve uvedeny do lehké
narkoézy intramuskulami aplikaci smési Rometaru (20 mg/ml; Spofa, Praha, Ceska republika),
Narkamonu (50 mg/ml; Zentiva, Praha, Ceska republika) a fyziologického roztoku (B Braun
Melsungen AG, Melsungen, Némecko). Tato smés byla pfipravena v poméru 1 dil Rometaru,
3 dily Narkamonu a 12 dilt fyziologického roztoku a nasledné podana subjektim v davce 10
ml/kg. Po uvedeni do narkézy byla zvifata umisténa do komurky vyrobené z plexiskla (VLA
JEP, Hradec Kralové, Ceska republika) o rozmérech 6,5 x 3,0 x 2.5 cm (délka x &itka x
vyska) a fixovany drzatky okolo krku pro zajiSténi stabilni polohy a konzistentniho
jednostranného ozafeni v zadopfedni expozici. Pii ozafeni byla zvifatim kryta hlava a krk
olovem o tloustce 10 cm (Chirana, Praha, Ceska republika). Po ozafeni byla zvifata pfenesena

do vivaria.
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3.4 Experimentilni modely

3.4.1 Experimentalni model 1

Tento experiment byl zaméfen na vliv rekombinantniho lidského ristového faktoru
IGF-1 (Uc¢inné latka mekasermin v pfipravku Increlex; Ipsen Pharma, Boulogne-Billancourt,
Francie) na pfezivani laboratornich mysi po jednordzovém ozéfeni davkami 14, 15 a 16 Gy
s krytim hlavy. Pokus zahrnoval 200 mysi, jez byly rozdé€leny do 10 skupin po 20 jedincich
dle schématu znazornéného v tabulce 4. Po ozafeni byl kontrolnim skupinam aplikovan
fyziologicky roztok. IGF-1 byl podan ve dvou riznych davkach — 0,2 a 1,0 mg/kg vahy
zvitete, priCemz pro fedéni ucinné latky IGF-1 byl pouzit fyziologicky roztok. Jak
fyziologicky roztok u neozatené kontrolni skupiny a ozarené neléCené skupiny, tak IGF-1 byl

aplikovan podkozné v objemu 10 ml/kg vahy zvifete ve 3 davkach 1, 24 a 48 hodin po

expozici ionizujicimu zéfeni. U zvifat bylo denné€ hodnoceno prezivani.

Tabulka 4. Rozd¢leni skupin laboratornich mysi v experimentu 1.

Skupina | Davka zareni Doba podani Koncentrace | Doba podani

[Gy] fyziologického roztoku IGF-1 IGF-1
[hod] [mg/kg] [hod]

1 0 1,24, 48 - -

2 14 1,24, 48 - -

3 14 - 0,2 1,24, 48

4 14 - 1,0 1,24, 48

5 15 1,24, 48 - -

6 15 - 0,2 1,24, 48

7 15 - 1,0 1,24, 48

8 16 1,24, 48 - -

9 16 - 0,2 1,24, 48

10 16 - 1,0 1,24, 48
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3.4.2 Experimentalni model 2

Na zaklad¢ prvniho experimentdlniho modelu byl pro dalsi pokusy vybran IGF-1
v davce 1 mg/kg vahy zvifete. Druhy experiment byl zaméfen na to, do jaké miry muze
zména davkovaciho rezimu rustového faktoru dale ovlivnit regeneraci stfevni sliznice a
zmeény krevniho obrazu vyvolané ionizujicim zéafeni. Tento experiment prob&hl na 96
laboratornich mysich. Zvirata byla rozdélena do 16 skupin po 6 jedincich dle schématu
znazornéného v Tabulce 5. Kontrolni neozafena zvitata byla podrobena stejnym proceduram
jako subjekty v ostatnich skupindch, byl pouze vynechan krok ozafeni. Zvirata, ktera byla
ozafena, byla vystavena 12 a 14 Gy. Nizsi davky ionizujiciho zafeni byly zvoleny proto, aby
byl 1épe zachycen regeneracni ucinek rustového faktoru. Schéma podkozni aplikace IGF-1

vdavce 1 mg/kg vahy zvifete a objemu 10 ml/kg vahy zvifete je rovnéz znézornéno

v Tabulce 5.

Tabulka 5. Rozdéleni skupin laboratornich mysi v experimentu 2.

Skupina | Davka zareni | Pocet davek IGF-1 | Doba podani IGF-1
[Gy] [hod]

1 0 - -

2 12 - -

3 12 1 1

4 12 2 1,24

5 12 3 1,24, 48

6 12 4 1,24, 48, 72

7 12 5 1,24, 48, 72, 96

) 12 3 2448, 72

9 0 - -

10 14 - -

11 14 1 1

12 14 2 1,24

13 14 3 1,24, 48

14 14 4 1,24, 48,72

15 14 5 1,24, 48, 72, 96

16 14 3 2448, 72
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Z davodu odlisnych davkovacich schémat IGF-1 nebyl negativni (kontrolni neozafena
zvitfata) a pozitivni kontrolni skupiné (ozafena a neléCena zvifata) aplikovan fyziologicky
roztok.

Po Sesti dnech od ozéafeni byly vSechny testované subjekty usmrceny cervikalni
dislokaci. Pti pitvé byl ze vSech jedinct odebran vzorek krve pro analyzu krevniho obrazu a

Casti tenkého stieva pro histologické vysetieni.

3.5 Analyza krve

Krev byla odebrana punkci pfi autopsii z pravé komory. Odebrani bylo uskute¢néno
pomoci injekEnich jehel (velikost 21 G; Chirana T. Injecta a.s, Stard Turna, Slovenska
republika) potazenych Li-heparinem (5000 Ul/ml; Zentiva) do 2ml plastovych odbérovych
kapilar s 2 pl 80 IU iontové vyvazeného Li-heparinu (Scanlab Systems, Praha, Ceska
republika). Vzorky pak byly ihned preneseny do hematologické laboratoie a nejpozdéji do 1
hodiny vyhodnoceny hemoanalyzatorem ABX Pentra 60 C+ (Trigon-Plus s.r.o., Cestlice,

Ceska republika). Absolutni po&ty krevnich bungk byly stanoveny méfenim v triplikatu.

3.6 Histologické vySetieni tkani stieva
Zaroven s krevnimi vzorky byly odebrany i Casti dvanactniku (duodenum), la¢niku

(Jejunum) a kycelniku (ileum). Vzorky byly odebrany z presn¢ definovanych oblasti stfeva

dle Tabulky 6.

Tabulka 6. Misto odbéru vzorku stfeva

Tkan Misto odbéru
duodenum 0,5 — 1 cm od gastroduodenalniho prechodu
jejunum 4 — 5 cm od gastroduodenalniho prechodu
ileum 1 — 2 cm od ileocekalniho usti

Vyjmuté organy byly zafixovany v roztoku 10% neutralniho formalinu (Bamed s.r.0.,
Litvinovice, Ceska republika). Z fixovanych vzorkd stfeva byly nejprve vyhotoveny
mikroskopické preparaty barvené hematoxylinem-eozinem. Poté se tyto preparaty hodnotily
okulometricky pomoci mikroskopu nebo byly nafoceny a analyzovany pomoci pocitaCové

analyzy obrazu.
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3.6.1 Zhotoveni preparati

3.6.1.1 Odvodéni preparatu a zaliti do parafinu

Z fixovanych organa byl nejprve vymyt formalin pod tekouci vodou po dobu 1 h.
Nasledovalo odvodnéni pomoci vzestupné alkoholové fady (Kulich, Hradec Kralové, Ceska
republika) a xylenu (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika) a zaliti do parafinu (Paramix,
Holice, Ceska republika) pomoci tkafiového procesoru Leica TP1020 (Leica, Wetzlar,
Némecko). Koncentrace alkoholu a doba setrvani vzorkd stfeva v jednotlivych laznich je
znazornéna v Tabulce 7.

Odvodnéné vzorky byly nasledné zality do parafinovych bloc¢ka a po jejich ztuhnuti
bylo pfikroceno ke krajeni. Krajeni bylo provedeno pomoci mikrotomu model SM 2000R
(Leica). Byly piipraveny fezy o tloustce 5 um. Z kazdého bloCku byly pfipraveny nejmén¢ 3

fezy.

Tabulka 7. Prabéh odvodnéni odebranych vzorka v tkanovém procesoru

Poradi Lazen Doba lazné
1 ethanol 70% 1 hod
2 ethanol 70% 1 hod
3 ethanol 80% 2 hod

4 ethanol 90% 1 hod
5 ethanol 95% 1 hod
6 ethanol 95% 1,5 hod
7 ethanol 99% 3 hod
8 xylen 1,5 hod
9 xylen 1,5 hod
10 xylen 1,5 hod
11 parafin 4 hod
12 parafin 5 hod

3.6.1.2  Natazeni na podlozni skla
Ukrojené tfezy byly nejprve pieneseny na ethanolem odmasténa podlozni skla (Bamed
s.r.0.) a podlity 0,5% roztokem zelatiny (Bamed s.r.0.). Aby se fez natahnul, umistily se skla

na ploténku vyhtéatou na 37 az 40 °C. Nadbytecna zelatina byla nasledn¢ slita a nechala se
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okapat. Poté se preparaty umistily do termostatu Memmert BE 500 (Memmert GmbH +
Co.KG, Schwabach, Némecko) a pii 37 °C se nechala odpafit prebytecna voda.

3.6.1.3  Odparafinovani

Z fezt natazenych na podlozni sklicka byla dale nutné odstranit parafin, aby mohly byt
preparaty obarveny. Pro odparafinovani byla skla postupné umisténa do lazni xylenu,
sestupné alkoholové fady a deionizované vody dle Tabulky 8. Deionizovana voda byla

vyrobena pomoci piistroje Aqual 29 (Aqual s.r.0., Lelekovice, Ceska republika).

Tabulka 8. Prabéh odparafinovani preparata.

Poradi Lazen Doba lazné
1 xylen 10 min

2 xylen 10 min

3 xylen 10 min

4 ethanol 96% 10 min

5 ethanol 96% 10 min

6 ethanol 70% 10 min

7 deionizovand voda | 5 min

Preparaty zbavené parafinu byly nasledné obarveny Gillovym hematoxylinem (Merck,
Kenilworth, New Jesrey, Spojené staty americké) a eozinem (Sigma-Aldrich, St. Louis,

Missouri, Spojené staty americké).

3.6.1.4 Barveni hematoxylinem-eozinem

Pro obarveni vzorkdi hematoxylinem-eozinem bylo nejprve nutné pfipravit roztok
Gillova hematoxylinu. Hematoxylin, jodi¢nan draselny a siran hlinity (oba od Sigma-Aldrich)
byly za stalého michéani rozpustény v deionizované vodé. Za neustalého michani k nim byl
posléze ptidan ethylenglykol (Sigma-Aldrich) a jako posledni 100% ledova kyselina octova
(Sigma-Aldrich). Pfesna mnozstvi jednotlivych chemickych latek pro vyrobu 1 1 Gillova

hematoxylinu jsou uvedena v Tabulce 9.
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Tabulka 9. Slozeni roztoku Gill hematoxylin.

LATKA Hmotnost/objem jednotlivych polozek
hematoxylin 4g
KIO3 0,4g
Al2(SO4)3 352¢
deionizovand voda | 710 ml
ethylenglykol 250 ml
CH;COOH 40 ml

V takto pfipraveném roztoku byly preparaty ponechany 3 minuty. Poté byly oplachnuty
deionizovanou vodou a na n¢kolik vtefin vlozeny do 70% ethanolu. Nasledovala diferenciace
v kyselém alkoholu, ktery byl piipraven smichanim 200 ml 100% ethanolu, 7,5 ml 37% HCI
(Sigma-Aldrich) a 900 ml deionizované vody, aby do$lo ke zbarveni tkani do modra. Potom
byla skla omyta v kohoutkové a nasledné v deionizované vod¢. Cely postup diferenciace

hematoxylinu a oplachu je zndzornén v Tabulce 10.

Tabulka 10. Prubéh diferenciace a oplachu diferencovanych preparata.

Poradi Lazen Doba lazné
1 ethanol 70% 5s

2 kysely alkohol 5s

3 pramenita voda 20 min

4 deionizovand voda | 1 min

Nakonec byly preparaty barveny 1% vodnym roztokem eozinu, oplachnuty
deionizovanou vodou a promyty ve vzestupné alkoholové tfadé, acetonu (Sigma-Aldrich) a

xylenu (viz Tabulka 11).
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Tabulka 11. Barveni eozinem a odvodnéni preparatt.

Poradi Lazen Doba lazné
1 eosin 1% 1 min

2 deionizovana voda | oplach

3 ethanol 70% 2 min

4 ethanol 80% 2 min

5 ethanol 96% 2 min

6 aceton 2 min

7 xylen 5 min

8 xylen 5 min

9 xylen 5 min

3.6.1.5  Zamontovani

Poslednim krokem zhotovovani preparatd bylo jejich zamontovani do montovaciho
média DPX (Sigma-Aldrich), které bylo zvoleno jak z cenového hlediska, tak pro svijj index
lomu, jez je velmi blizky kiemicitému sklu, aby nedochazelo ke zmeénam zabarveni tkané. Na
vzorky se nejprve pomoci sklenéné ty&inky (Verkon s.r.o., Praha, Ceska republika) nakapalo
montovaci medium a poté se opatrné piilozilo kryci sklicko (Bamed s.r.o.), tak aby byly
vytlaCeny bubliny vzduchu. Hotové preparaty byly umistény do termostatu, aby montovaci

médium zaschnulo.

3.7 Hodnoceni preparati

Ve vzorcich obarvenych hematoxylinem-eozinem byl zhodnocen histopatologicky stav
sliznice, spocitany klky a ptrezivajici krypty (definované dle Withers a Elkind, 1970) a byla
provedena morfometricka analyza délky 10 nejdelSich klki a 10 nejhlubsich krypt. Pro
analyzu histopatologického stavu sliznice a hodnoceni poctu klkti a viabilnich krypt byl
pouzit mikroskop Olympus BX-51 (Olympus, Tokyo, Japonsko). Morfometricka analyza byla
provedena na stejném mikroskopu, ale navic byla pouzita kamera DP-71 (Olympus) pro

portizeni mikroskopickych snimkd.
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3.7.1 Histopatologicky stav sliznice
Celkovy histopatologicky stav sliznice vychazel z okulomotorického hodnoceni 4

ukazatelt dle nasledujiciho semikvantitativniho skore:

a) atrofizace:
0 — nepfitomna;
1 — tbytek < 50 % délky < 50 % klku;
2 —Ubytek < 50 % délky > 50 % klkt nebo ubytek > 50 % délky < 50 % klku;
3 — tbytek > 50 % délky > 50 % klku.

b) naru$eni kontinuity sliznice:
0 — nepfitomno;
1 — pfitomny ojediné€lé mikroeroze (< 5 v 1 celistvém prafezu vzorku) v rozsahu
n€kolika bunék;
2 — mnohoCetné¢ mikroezore (> 5) nebo rozsahlé eroze zasahujici do

subepitelidlniho vaziva.

c) otok
0 — nepfitomen;
1 — subepitelovy otok postihujici <25 % klka;
2 — subepitelovy otok postihujici > 25 % klku a/nebo otok bunék na povrchu
<25 % klku a/nebo otok lamina propria ¢i submukoézy <25 % prufezu vzorku;
3 — otok buné€k na povrchu > 25 % klku a/nebo otok lamina propria ¢i submukézy
> 25 % prafezu vzorku.
d) zanét:

0 — infiltrace maximaln€ 1 az 2 granulocyty na zorné pole;
1 — 3 az 10 granulocytl na zorné pole;
2 — 10 — 50 granulocytt na zorné pole;

3 — vice nez 50 granulocytl na zorné pole pti 400nasobném zvétseni.

Celkové histopatologické skore bylo dano souctem vsech 4 ukazatelt.
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3.7.2 Pocet klku a viabilnich krypt

Pocet klki a viabilnich krypt byl hodnocen okulometricky pii 200, respektive
320nasobném zvétSeni.

Klk byl definovan jako vilozni utvar vyc¢nivajici nad uroveri sliznice a obsahujici
minimaln€ 20 jadernych bunek. Jejich pocet byl hodnocen v 1 pii¢ném a cirkularn€ celistvém
fezu.

Viabilni krypty byly vtenkém stfevé (duodenum, jejunum a ileum) definovany
ptitomnosti 10 a vice bun¢k nepanethova typu v 1 cirkularné celistvém, pfi¢ném fezu.

Pocet klka i viabilnich krypt byl hodnocen v kazdé Casti stfeva vzdy ve 3 fezech.

Vysledné Cislo u kazdého zvifete predstavoval prumér téchto hodnot.

3.7.3 Morfometricka analyza

Pti celkovém 160nasobném zvétSeni byly pomoci programu CellSens Entry (Olympus)
portizeny snimky 15 — 20 nejdelSich klka a nejhlubsich krypt v prafezu vzorku. Délka objektt
byla néasledn€¢ méfena pomoci programu urceného pro analyzu obrazu ImagePro verze 7.0
(Media Cybernetics Inc., Rockville, Maryland, Spojené staty americké). Délka klka byla
definovana v pficném prufezu klku a predstavovala ji spojnice centra jeho zakladny a
vrcholku. Hloubku krypt reprezentovala spojnice centralnich Casti baze a usti krypty. Pro
kalkulaci priméru a dalsi statistickou analyzu byla v kazdém vzorku hodnocena pouze délka

10 nejdelsich klkt a 10 nejhlubsich krypt.

3.8 Statisticka analyza

Prezivani zvifat v rdmci prvniho experimentdlniho modelu bylo hodnoceno pomoci
programu IBM SPSS Statistics verze 24 (IBM, Armonk, New York, Spojené staty americke).
Byla pouzita Kaplan-Meieroviivova analyza. K urCeni rozdili mezi jednotlivymi skupinami
nasledoval post hoc Breslowv test. Uroveil statistické vyznamnosti byla stanovena na
hladin€ p < 0,05.

K ur€eni vyznamnosti rozdilu dat ziskanych v druhém byl pouzit Kruskal-Wallisav test.
Stanoveni statistické vyznamnosti mezi jednotlivymi skupinami bylo provedeno post hoc
pomoci Mann-Whitneyho testu. Uroved statistické vyznamnosti byla stanovena na hlading
p <0,05.

Data jsou v grafech uvedena jako prameéry jednotlivych skupin + dvojnasobek

smérodatné odchylky prameéru (2 x SEM).
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4 Vysledky

4.1 Experimentalni model 1 (vliv IGF-1 na prezivani zvirat)

Prezivani zvifat bylo testovano na modelu mysi kmene C57BIl/6J po jednorazovém
ozafeni davkami 14, 15 a 16 Gy s krytim hlavy. Jednotlivym skupinam po 20 jedincich byl
subkutanné aplikovan fyziologicky roztok v pfipadé neozarené kontrolni skupiny (fialova
kiivka znazornéné pouze v Grafu 1) nebo ozarené neléCené skupiny (modré kfivky) nebo
rustovy faktor IGF-1 v davce 0,2 (Cervené kiivky) nebo 1 mg/kg (zelené kfivky) t€lesné

hmotnosti v intervalu 1, 24 a 48 hodin po ozafeni.

Graf 1. PocCet prezivajicich jedinct po jednorazovém ozareni davkou 14 Gy s krytim hlavy

v zavislosti na Case a podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti ozafené skupiné bez 1é¢by (p <0,05).

Pii 14 Gy byl nalezen signifikantni rozdil mezi kontrolni skupinou a skupinou lé¢enou
davkou 0,2 mg/kg (p = 0,01). Median pfeziti se zvysil ze 163 na 200 dni. Po podani IGF-1
v davce 1 mg/kg doslo k statisticky vyznamnému zvySeni medianu pfeziti na 200 dnd (p =
0,039; viz Graf' 1).
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Graf 2. Pocet prezivajicich jedinct po jednorazovém ozareni davkou 15 Gy s krytim hlavy

v zavislosti na Case a podani IGF-1.
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Graf 3. Pocet prezivajicich jedinct po jednorazovém ozafeni davkou 16 Gy s krytim hlavy

v zavislosti na Case a podani IGF-1.
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Po ozafeni 15 Gy doSlo pit aplikaci IGF-1 v davce 0,2 mg/kg k nesignifikantnimu
zvySeni medianu preziti z 12 dnt na 131 dnd. Statisticky vyznamné zlepSeni bylo vS§ak mozné
pozorovat pii podani IGF-1 v davce 1 mg/kg, kdy se median zvysil na 157 dnt (p = 0,007).
Signifikantni rozdil byl nalezen 1 pfi hodnoceni obou Ié¢enych skupin (p = 0,021; Graf 2).

Jak je patrné z Grafu 3 1écba ristovym faktorem IGF-1 pfi 16 Gy jiz k signifikantnim

zménam oproti neléfené skupiné nevedla. Rozdily byly nalezeny pouze mezi skupinami

lé€enymi IGF-1 (p = 0,013).
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4.2 Experimentalni model 2

V ramci popisu vysledkti druhého experimentalniho modelu je hodnocen tG¢inek radiace
na jednotlivé parametry a do jaké miry muze 1éCba riznymi davkovymi rezimy IGF-1
poskozeni ve srovnani s ozarenou neléenou skupinou ovlivnit. Signifikantni rozdily mezi
skupinami zvitat lé¢enych IGF-1 nejsou dale rozebirany s vyjimkou rozdilu mezi ¢asnym tii a
Ctyt davkovym rezimem a tfemi davkami ristového faktoru podanymi s latenci, pokud byl

ptitomen (viz Tabulka 14., kapitola 4.2.6).

4.2.1 Duodenum

4.2.1.1 Vliv IGF-1 na atrofii sliznice

V duodenu nebyly po ozafeni 12 Gy piitomny jakékoliv signifikantni rozdily
histopatologického skore atrofie. Tento parametr zaznamenal 133% vzestup po ozafeni 14 Gy
u nelécené skupiny (p = 0,002). Lécba rustovym faktorem oproti této skupiné signifikantni

zmeény nevyvolala (Graf 4).

Graf 4. Mira atrofie histopatologického skore v duodenu 6. den po jednordzovém ozateni
davkou 12 nebo 14 Gy s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v zavislosti na
podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).
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4.2.1.2 Vliv IGF-1 na rozsah erozi
Ackoliv byly v jednotlivych pfipadech po ozéafeni 14 Gy drobné eroze v povrchovém
epitelu duodena pfitomny, nebyly mezi skupinami pfitomny statisticky vyznamné rozdily

(Graf'5).

Graf 5. Rozsah erozi v duodenu 6. den po jednordzovém ozareni davkou 12 nebo 14 Gy

s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v z&vislosti na podani IGF-1.
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4.2.1.3  Vliv IGF-1 na intenzitu otoku
Po ozafeni 14 Gy vzrostlo u neléCené skupiny histopatologické skére otoku o 233 %
(p = 0,002). Vliv aplikace IGF-1 na rozsah otoku ve sliznici duodena nebyl pozorovan

(Graf 6).

4.2.1.4  Vliv IGF-1 na stupen zianétu
Histopatologické skore zanétu vykazovalo narust o 117 % po ozafeni 14 Gy u neléCené

skupiny (p = 0,002). Lécba pomoci IGF-1 tento ukazatel signifikantn€ neovlivnila (Graf 7).
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Graf 6. Intenzita otoku v duodenu 6. den po jednordzovém ozateni davkou 12 nebo 14 Gy

s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v z&vislosti na podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).

Graf 7. Stupen zanétu v duodenu 6. den po jednorazovém ozareni davkou 12 nebo 14 Gy

s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v z&vislosti na podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p < 0,05).
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4.2.1.5 Vliv IGF-1 na celkové histopatologické skore
K statisticky vyznamnému vzrastu celkového histopatologického skore doslo po ozareni
14 Gy (o0 500 %, p = 0,002). I zde podani rastového faktoru nevykazovalo oproti ozafenym

skupinam vyznamné rozdily (Graf 8).

Graf 8. Celkové histopatologické skore v duodenu 6. den po jednorazovém ozafeni davkou

12 nebo 14 Gy s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v zavislosti na podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p < 0,05).

42.1.6  Vliv IGF-1 na pocet klku
Pocet kiktu v duodenu po ozafeni nevykazoval, at’ jiz bez nebo s 1é¢bou IGF-1, jakékoliv

vyznamné zmeny (Graf 9).

4.2.1.7 Vliv IGF-1 na délku klku

Po ozafeni 12 Gy doslo u nelécené skupiny k 22% prodlouzeni délky klkt v duodenu
(p < 0,001). Ve srovnani stémito zvifaty se délka klka dale signifikantné zvysila ve
skupinach 1éCenych 2, 3 a 4 davkami ristového faktoru a 3 davkami IGF-1 podanymi
s latenci, a to 0 18 % (p < 0,001), 15 % (p < 0,001), 9 % (p = 0,029), respektive 8 % (p =
0,026, Graf 10).
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Graf 9. Pocet klka v pficném fezu duodena 6. den po jednorazovém ozafeni davkou 12 nebo

14 Gy s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v zavislosti na podani IGF-1.
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Graf 10. Délka klka v pficném fezu duodena 6. den po jednorazovém ozafeni davkou 12

nebo 14 Gy s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v zavislosti na podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).
°Signifikantni rozdil proti ozafené skuping bez 1¢€by (p <0,05).
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Davka 14 Gy vyvolala u neléCenych mysi pokles vysky klka o 26 % (p <0,001). Oproti
této skupiné doslo k vyznamnému prodlouzeni délky klka pfi aplikaci 2, 3 a 4 davek IGF-1 a
3 davek rustového faktoru podanymi s latenci, a to o 28 % (p = 0,001), 28 % (p < 0,001),
36 % (p < 0,001), respektive 22 % (p = 0,0006).

Signifikantni rozdil byl nalezen mezi 4 davkami IGF-1 a 3 davkami IGF-1 podanymi
s latenci po ozafeni 14 Gy. Latence vedla k 10 % poklesu délky klka (p = 0,023; Graf 10).

4.2.1.8  Vliv IGF-1 na pocet krypt
Ve srovnani s kontrolni skupinou se v duodenu pocet viabilnich krypt snizil po ozareni
12 a 14 Gy u neléCenych mysi o 45 %, respektive 49 % (ob&€ p = 0,002). Oproti zvifatim,
kterym nebyla podéana lécba, nevykazoval IGF-1 na pocet viabilnich krypt jakykoliv vliv.
Nalezen byl pouze signifikantni rozdil mezi ¢asnym a pozdnim 3davkovym rezimem po
ozafeni 14 Gy, kdy 1é¢ba s latenci vykazovala 25% pokles poctu viabilnich krypt (p = 0,009;
Graf 11).

Graf 11. Pocet viabilnich krypt v pficném tezu duodena 6. den po jednorazovém ozateni
davkou 12 nebo 14 Gy s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v zavislosti na
podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).
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4.2.1.9 Vliv IGF-1 na hloubku krypt

Davka 12 Gy vedla u neléenych zvitat k 44% prodlouzeni krypt (p < 0,001). Na rozdil
od této skupiny bylo mozné pozorovat signifikantni rozdil u mysi léCenych 1, 2, 3 a 4
davkami IGF-1. U téchto skupin se délka krypt navic zvysila o 13 % (p = 0,001), 14 % (p =
0,001), 15 % (p < 0,001), respektive 14 % (p = 0,003; Graf 12).

Po ozareni 14 Gy doslo ve skupiné bez 1é¢by k 49% naristu hloubky krypt (p < 0,001).
Oproti této skupiné se dale tento parametr zvysil pfi aplikaci 3 a 4 davek IGF-1 a 3 davek
IGF-1 podanymi s latenci, a to 11 % (p = 0,001), 16 % (p < 0,001), respektive 16 % (p =
0,003; Graf 12).

Signifikantni rozdil byl nalezen mezi 3 a 4 davkami IGF-1 a 3 davkami IGF-1
podanymi s latenci po ozafeni 12 Gy. Latence vedla k 10% (p = 0,022), respektive 9%
poklesu délky klka (p = 0,029; Graf 12).

Graf 12. Hloubka krypt v pti¢ném fezu duodena 6. den po jednordzovém ozareni davkou 12

nebo 14 Gy s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v zavislosti na podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).
°Signifikantni rozdil proti ozafené skuping bez 1¢€by (p <0,05).
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4.2.2 Jejunum

4.2.2.1 Vliv IGF-1 na miru atrofie

Vjejunu nebyly po ozareni

12

Gy patné jakékoliv signifikantni rozdily

histopatologického skore atrofie. Tento parametr zaznamenal 167% vzestup po ozafeni 14 Gy

u nelécené skupiny (p = 0,015). Lécba rustovym faktorem oproti této skupiné signifikantni

zmeény nevyvolala (Graf 13).

Graf 13. Mira atrofie histopatologického skére v jejunu 6. den po jednordzovém ozareni

davkou 12 nebo 14 Gy s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v zavislosti na

podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p < 0,05).

4.2.2.2 Vliv IGF-1 na rozsah erozi

V piipad€¢ erozi nebyly mezi skupinami v jejunu nalezeny jakékoliv statisticky

vyznamné rozdily (Graf 14).

4.2.2.3 Vliv IGF-1 na intenzitu otoku

Po ozateni 14 Gy vzrostlo u neléené skupiny histopatologické skore otoku v jejunu o

167% (p = 0,002). Vliv aplikace IGF-1 na rozsah otoku ve sliznici jejuna zaznamenan nebyl

(Graf' 15).
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Graf 14. Rozsah erozi v jejunu 6. den po jednordzovém ozafeni davkou 12 nebo 14 Gy

s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v z&vislosti na podani IGF-1.
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Graf 15. Intenzita otoku v jejunu 6. den po jednordzovém ozatfeni davkou 12 nebo 14 Gy

s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v z&vislosti na podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).
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4.2.2.4 Vliv IGF-1 na stupen zanétu
Po ozateni 12 a 14 Gy nebyly u neléCenych jedincti pozorovany signifikantni zmény
histopatologického stupné zanétu v jejunu. Oproti t€émto skupinam nevykazovala aplikace

IGF-1 jakykoliv uc¢inek (Graf 16).

Graf 16. Stupeni zanétu v jejunu 6. den po jednordzovém ozafeni davkou 12 nebo 14 Gy

s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v z&vislosti na podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).

4.2.2.5 Vliv IGF-1 na celkové histopatologické skore
K statisticky vyznamnému vzrustu celkového histopatologického skore v jejunu doslo
po ozafeni 14 Gy (0 433 %, p = 0,002). 1 zde 1é¢ba rastovym faktorem nevykazovala oproti

této skupin€ vyznamné rozdily (Graf 17).

4.2.2.6 Vliv IGF-1 na pocet klku

Pocet klkt v jejunu nevykazoval mezi skupinami jakékoliv vyznamné rozdily (Graf 18).

60



Graf 17. Celkové histopatologické skére v jejunu 6. den po jednordzovém ozareni davkou 12

nebo 14 Gy s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v zavislosti na podani IGF-1.
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celkové histopatologické skore v jejunu

*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).

Graf 18. Pocet klkt v pficném fezu jejuna 6. den po jednorazovém ozafeni davkou 12 nebo

14 Gy s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v zavislosti na podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).
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4.2.2.7 Vliv IGF-1 na délku klku

Po ozafeni 12 Gy doslo u neléCené skupiny k 1,1nasobnému prodlouzeni délky kika
v jejunu (p = 0,001). Ve srovnani s témito zvifaty se délka klka dale signifikantné zvysila ve
skupinach lécenych 1 a 4 davkami IGF-1 a 3 davkami IGF-1 podanymi s latenci, ato o 11 %
(p <0,001), 11 % (p = 0,002), respektive 15 % (p < 0,001; Graf 19).

Davka 14 Gy vyvolala u neléCenych mysi pokles vysky klka o 28 % (p <0,001). Oproti
této skupin€ doslo k 19% prodlouzeni délky klka po aplikaci 3 davek IGF-1 (p = 0,001) a
naopak k dal§imu poklesu o 14 % po podani 5 davek IGF-1 (p = 0,023; Graf 19).

Signifikantni rozdil byl nalezen mezi obéma 3davkami rezimy po ozéfeni 12 a 14 Gy,
kdy lécba s latenci vyvolala pii 12 Gy o 10 % vyssi (p = 0,017) a pfi 14 Gy o 22 % nizsi
ucinek (p < 0,001; Graf 19).

Graf 19. Délka klka v pficném fezu jejuna 6. den po jednorazovém ozareni davkou 12 nebo

14 Gy s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v zavislosti na podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).
°Signifikantni rozdil proti ozafené skuping bez 1¢¢by (p < 0,05).

4.2.2.8 Vliv IGF-1 na pocet krypt

Ve srovnani s kontrolni skupinou se v duodenu pocet viabilnich krypt snizil po ozareni
12 a 14 Gy u neléCenych mysi o 47 %, respektive 62 % (ob€ p = 0,002). Oproti zvifatim,
kterym nebyla podana 1écba, nevykazovala 1éCba ristovym faktorem na tento parametr
jakykoliv uc¢inek (Graf 20).
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Signifikantni rozdil byl nalezen mezi obéma tii davkymi rezimy po ozéafeni 14 Gy, kdy

aplikace IGF-1 s latenci vyvolala o 23 % niz§i u€inek (p = 0,009; Graf 20).

Graf 20. Pocet viabilnich krypt v pficném fezu jejuna 6. den po jednorazovém ozareni
davkou 12 nebo 14 Gy s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v zavislosti na
podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).

4.2.2.9 Vliv IGF-1 na hloubku krypt

Davka 12 Gy vedla u neléenych zvitat k 44% prodlouzeni krypt (p < 0,001). Na rozdil
od této skupiny bylo mozné pozorovat signifikantni rozdil u mysi 1éenych 1, 2, 3, 4 a 5
déavkami IGF-1 a 3 davkami IGF-1 aplikovanymi s latenci. U téchto skupin se délka krypt
navic zvysila o 14 % (p = 0,008), 9 % (p = 0,028), 26 % (p < 0,001), 25 % (p < 0,001), 19 %
(p <0,001), respektive 25 % (p = 0,003).

Po ozéfeni 14 Gy doslo ve skuping bez 1écby k 100% nartstu hloubky krypt (p <0,001).
Oproti této skuping€ se tento parametr dale zvysil pii [€¢be 2 a 3 davkami IGF-1, a to o 12 %
(p <0,001), respektive 11 % (p = 0,005).

Signifikantni rozdil byl nalezen mezi obéma 3davkami rezimy po ozatfeni 14 Gy, kdy

1é¢ba s latenci vyvolala o 12 % nizsi acinek (p <0,001; Graf 21).
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Graf 21. Hloubka krypt v pfi€ném fezu jejuna 6. den po jednordzovém ozafeni davkou 12

nebo 14 Gy s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v zavislosti na podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).
°Signifikantni rozdil proti ozafené skuping bez 1¢€by (p <0,05).

4.2.3 lleum
4.2.3.1 Vliv IGF-1 na miru atrofie

U nelécené skupiny vedlo po ozafeni 14 Gy histopatologické skére atrofie v ileu k
vzestupu o 150 % (p = 0,015). Lécba rastovym faktorem oproti této skupiné€ signifikantni
zmény nevyvolala (Graf 22).

4.2.3.2 Vliv IGF-1 na rozsah erozi
V pfipadé erozi nebyly vileu mezi skupinami pozorovany jakékoliv statisticky

vyznamné rozdily (Graf 23).

4.2.3.3 Vliv IGF-1 na intenzitu otoku
Po ozafeni 14 Gy vzrostlo signifikantné u neléfené skupiny histopatologické skore
otoku vileu o 167 % (p = 0,002). Vliv aplikace IGF-1 na rozsah otoku ve sliznici ilea

zaznamenan nebyl (Graf 24).
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Graf 22. Mira atrofie histopatologického skore v ileu 6. den po jednordzovém ozateni davkou

12 nebo 14 Gy s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v zavislosti na podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).

Graf 23. Rozsah erozi v ileu 6. den po jednorazovém ozafeni davkou 12 nebo 14 Gy s krytim

hlavy u jednotlivych testovanych skupin v zavislosti na podani IGF-1.
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Graf 24. Intenzita otoku v ileu 6. den po jednorazovém ozareni davkou 12 nebo 14 Gy

s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v z&vislosti na podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).

4.2.3.4 Vliv IGF-1 na stupen zanétu
Histopatologické skore zanétu vykazovalo u neléené skupiny 83% nartist po ozafeni
14 Gy (p = 0,015). Lécba pomoci rustového faktoru tento ukazatel signifikantné neovlivnila

(Graf 25).

4.2.3.5 Vliv IGF-1 na celkové histopatologické skore

K statisticky vyznamnému vzrustu celkového histopatologického skore v jejunu doslo
po ozafeni 14 Gy (o 501 %, p = 0,002). Ani zde podani rastového faktoru nepfineslo
vyznamné rozdily (Graf 26).

4.2.3.6 Vliv IGF-1 na pocet klku

Pocet kiku v ileu vykazoval 32% pokles po ozareni 14 Gy u neléCené skupiny (p =
0,026). Nicméné terapie pomoci IGF-1 vu¢i pozitivnim kontrolam jakykoliv statisticky
vyznamny vliv neméla.

Signifikantni rozdil byl nalezen mezi 3 a 4 davkami IGF-1 a 3 davkami IGF-1
podanymi s latenci po ozafeni 14 Gy. Latence vedla k 30% (p = 0,009), respektive 27%
poklesu délky klkt (p = 0,015; Graf 27).
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Graf 25. Stupeni zanétu v ileu 6. den po jednorazovém ozafeni davkou 12 nebo 14 Gy

s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v z&vislosti na podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).

Graf 26. Celkové histopatologické skore v ileu 6. den po jednorazovém ozareni davkou 12

nebo 14 Gy s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v zavislosti na podani IGF-1.
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bez lécby latenci

*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).
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Graf 27. Pocet klku v pfi¢ném fezu ilea 6. den po jednorazovém ozateni davkou 12 nebo 14

Gy s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v zavislosti na podéani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).

4.2.3.7 Vliv IGF-1 na délku klku

Po ozafeni 12 Gy doslo u nelécené skupiny k snizeni délky klka vileu o 8 % (p =
0,002). Ve srovnani s témito zvifaty byla délka klka dale signifikantné vyssi ve skupinach
lé€enych 2, 3, 4 a 5 davkami IGF-1 a 3 davkami IGF-1 podanymi s latenci, a to 0 22 % (p =
0,022), 22 % (p < 0,001), 41 % (p < 0,001), 20 % (p < 0,001), respektive 15 % (p < 0,001).

Davka 14 Gy vyvolala u neléCenych mysi pokles vysky klka o 19 % (p <0,001). Oproti
této skupin€ doslo pfi aplikaci 2, 3 a 4 davek IGF-1 k 15% (p = 0,006), 13% (p = 0,003),
respektive 20% (p = 0,002) prodlouzeni délky klka. Naopak péti davkovy rezim délku klka
jesté vice snizil o dal§ich 16 % (p = 0,012; Graf 28).

Signifikantni rozdil byl nalezen mezi 4 davkami IGF-1 a 3 davkami IGF-1
aplikovanych s Casovym odstupem po ozareni 12 a 14 Gy. Latence vedla k 18% (p < 0,001),
respektive 10% poklesu ucinnosti (p = 0,046; Graf 28).
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Graf 28. Délka klka v pficném fezu ilea 6. den po jednorazovém ozafeni davkou 12 nebo 14

Gy s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v zavislosti na podéani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).
°Signifikantni rozdil proti ozafené skuping bez 1¢€by (p <0,05).

4.2.3.8 Vliv IGF-1 na pocet krypt

Ve srovnani s kontrolni skupinou se v ileu pocet viabilnich krypt snizil po ozéfeni 12 a
14 Gy u neléCenych mysi o 53 %, respektive 63 % (ob€ p = 0,002). Oproti zvifatim, kterym
nebyla aplikovana léc¢ba, nevykazoval IGF-1 na pocet viabilnich krypt jakykoliv vliv
s jedinou vyjimkou. Terapie IGF-1 vedla pouze k jedinému zlepSeni, a to pfi davce 12 Gy
v tii davkovém rezimu, pii kterém pocet viabilnich krypt byl vyssi o 13 % (p = 0,041) ve

srovnani s pozitivni kontrolou (Graf 29).

4.2.4 Vliv IGF-1 na hloubku krypt

Davka 12 Gy vedla u neléCenych zvirat k 13% prodlouzeni krypt (p < 0,001). Na rozdil
od této skupiny bylo mozné pozorovat signifikantni rozdil u mysi 1é€enych 3, 4 a 5 davkami
IGF-1 a 3 davkami IGF-1 podanymi s latenci, kde byla délka krypt vys$si o 9 % (p = 0,008),
33 % (p <0,001), 12 % (p <0,001), respektive 12 % (p = 0,003; Graf 30).

Po ozateni 14 Gy doslo ve skupiné bez 1é¢by k 26% nartistu hloubky krypt (p < 0,001).
Oproti této skuping se tento parametr dale zvysil o 8 % pfti 1écbé 2 davkami IGF-1 (p = 0,02,
Graf 30).
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Graf 29. Pocet viabilnich krypt v pficném fezu ilea 6. den po jednorazovém ozateni davkou

12 nebo 14 Gy s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v zavislosti na podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).
°Signifikantni rozdil proti ozatené skupiné bez 1¢¢by (p < 0,05).

Graf 30. Hloubka krypt v pficném fezu ilea 6. den po jednordzovém ozareni davkou 12 nebo

14 Gy s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v zavislosti na podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).
°Signifikantni rozdil proti ozafené skuping bez 1¢€by (p <0,05).
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Signifikantni rozdil byl nalezen mezi 4 davkami IGF-1 a 3 davkami IGF-1 podanymi
s latenci po ozafeni 12 Gy, pii kterych byla pozdni aplikace rastového faktoru o 15 % méné

ucinna (p < 0,001; Graf 30).

4.2.5 Krevniobraz
4.2.5.1 Vliv IGF-1 na pocet erytrocytu

Po ozafeni davkou 12 Gy a 14 Gy doslo k poklesu absolutnich hodnot erytrocytu
v krevnim obraze o 20 % (p = 0,002), respektive 17 % (p = 0,002). Aplikace ristového
faktoru v jakémkoliv davkovém rezimu nevedla u obou dévek ionizujictho zafeni

k signifikantni zméné (Graf 31).

Graf 31. PocCet erytrocytt v krvi 6. den po jednorazovém ozafeni davkou 12 nebo 14 Gy

s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v z&vislosti na podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).

4.2.5.2 Vliv IGF-1 na pocet trombocytu

Pocet trombocyta v krvi se po ozafeni snizil, a to 46 % pfi 12 Gy (p = 0,002) a 28 % pfi
14 Gy (p = 0,009). V porovnani se skupinou ozatenou 14 Gy byl pozorovan dalsi statisticky
vyznamny pokles o 9 % pii 1écbe 1 davkou IGF-1 (p = 0,004) a o 17 % po aplikaci 5 davek
IGF-1 (p = 0,026; Graf 32).
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Graf 32. Pocet trombocytt v krvi 6. den po jednorazovém ozafeni davkou 12 nebo 14 Gy

s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v z&vislosti na podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).
°Signifikantni rozdil proti ozatené skuping bez 1¢¢by (p < 0,05).

4.2.5.3 Vliv IGF-1 na pocet lymfocytu

Davka 12 Gy a 14 Gy vyvolala signifikantni pokles po¢tu lymfocyti o 81 %, respektive
83 % (obé p = 0,002). Oproti témto skupinam lécba rustovym faktorem nevykazovala
signifikantni vliv.

Statisticky vyznamny rozdil byl nalezen mezi obéma tii davkovymi rezimy po ozareni

14 Gy, kde latence vedla k 51% poklesu poctu lymfocyta (p = 0,026; Graf 33).

4.2.5.4 Vliv IGF-1 na pocet monocytu

Mnozstvi monocytl se po expozici ionizujiciho zafeni 12 Gy v krvi laboratornich zvirat
zvysilo 2,6krat (p = 0,015). Dalsi statisticky vyznamné zmény byly zaznamenéany pouze pfi
porovnani skupiny ozafené 14 Gy (bez 1é¢by) a skupin 1éCenych 3 a 4 davkami IGF-1 a 3
davkami IGF-1 podanymi s latenci. Ve skupinach léCenych rastovym faktorem byl pocet

monocytu vyssi 3,1- (p = 0,045), 2.4- (p = 0,041), respektive 2,0nasobné (p = 0,045; Graf 34).
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Graf 33. Pocet lymfocytt v krvi 6. den po jednorazovém ozafeni davkou 12 nebo 14 Gy

s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v z&vislosti na podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).

Graf 34. Pocet monocyti v krvi 6. den po jednorazovém ozaieni davkou 12 nebo 14 Gy

s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v z&vislosti na podani IGF-1.
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*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).
°Signifikantni rozdil proti ozafené skuping bez 1¢€by (p <0,05).
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4.2.5.5 Vliv IGF-1 na pocet neutrofilua

Pocet neutrofila v krvi pokusnych subjektt se vlivem ionizujiciho zafeni signifikantné
snizil o 57 % pi1 12 Gy (p = 0,004) a 0o 79 % po ozareni 14 Gy (p = 0,002). Statisticky
vyznamn¢ rozdily byly nalezeny pouze pfi porovnani skupiny ozarené 14 Gy bez terapie IGF-
1 a skupin, kterym byly aplikovany 3 a 4 davky rustového faktoru a 3 davky s Casovym
odstupem. Ve srovnani s ozafenou neléCenou skupinou pocty neutrofilnich granulocytu
v téchto skupinach vzrostly 2,6- (p = 0,041), 1,4- (p = 0,045) a 1,7nasobné (p = 0,004; Graf
34).

Signifikantni rozdil byl nalezen mezi obéma tii davkovymi rezimy po ozafeni 12 Gy,

kde latence vedla k 26% poklesu zastoupeni neutrofilnich granulocytt (p = 0,026; Graf 34).

Graf 35. Pocet neutrofild v krvi 6. den po jednorazovém ozafeni davkou 12 nebo 14 Gy

s krytim hlavy u jednotlivych testovanych skupin v z&vislosti na podani IGF-1.
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neozaiena ozafena IGF-1 IGF-1 IGF-1 IGF-1 IGF-1 IGF-1
kontrola skupina 1davka 2davky 3 davky 4 davky 5davek 3 davkys
bez lécby latenci
*Signifikantni rozdil proti neozatené kontrolni skupiné (p <0,05).
°Signifikantni rozdil proti ozafené skuping bez 1¢¢by (p < 0,05).

4.2.6 Celkové zhodnoceni signifikantnich zmén
Nasledujici tabulky (Tabulka 12 a 13) byly vytvoteny pro zhodnoceni celkového ucinku

jednotlivych davkovacich rezimi IGF-1 ve vSech Castech gastrointestinalniho traktu (vice viz
diskuze).

Po ozateni davkou 12 Gy bylo celkové skore regenerace 4, 4, 6, 5, 4 a S po aplikaci 1, 2,
3, 4 a 5 davek IGF-1 a 3 davek ristového faktoru podanych s latenci (Tabulka 12).
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Po ozareni davkou 14 Gy bylo vysledné skore regenerace 1, 4, 5, 4, 1 a 3 po aplikaci 1,

2,3, 4 a5 davek IGF-1 a 3 davek IGF-1 podanych s latenci (Tabulka 13).

Tabulka 12. Signifikantni zmény stfevnich ukazatell pozorované oproti ozafené, nelécené

skupiné pii davce 12 Gy v experimentalnim modelu 2.

skupina
Ukazatel 1D 2D 3D 4D SD 3 DL
délka klkl v duodenu + + + +
délka klkd v jejunu + n T
délka klki v ileu + + + + + +
pocet krypt v ileu +
hloubka krypt v duodenu | + + + + +
hloubka krypt v jejunu + + + + + +
hloubka krypt v ileu + + +
celkové skore 4 4 6 5 4 5

+ signifikantni vzestup proti ozafené neléCené skuping
D — davkovy rezim, D1, — ddvkovy rezim podany s latenci

Tabulka 13. Signifikantni zmény stfevnich parametrii pozorované oproti ozafené, nelécené

skupiné pii davce 14 Gy v experimentalnim modelu 2.

skupina

Ukazatel 1D 2D 3D 4D SD 3 DL
délka klka v duodenu + + + +
délka klkd v jejunu + -

délka klku v ileu + + + -

hloubka krypt v duodenu + + + n
hloubka krypt v jejunu + + + + + n
hloubka krypt v ileu + +

celkové skore 1 4 5 4 1 3

+ signifikantni vzestup nebo - signifikantni pokles proti ozarené nelécené skupiné
D — davkovy rezim, D1, — ddvkovy rezim podany s latenci

75



Utelem posledni tabulky bylo celkového zhodnoceni viech signifikantnich zmén, které
nalezeny mezi obéma tfi davkovymi rezimy, kdy davka 14 Gy vedla pfti latenci k poklesu
skére regenerace o 5. Hodnoceny byly také rozdily mezi Ctyt davkovym rezimem a 3 davkami
IGF-1 podanymi s latenci. Zde pfi davce 12 a 14 Gy vedla pozdni aplikace ristového faktoru
k poklesu skore regenerace shodné€ o 3 (Tabulka 14).

Tabulka 14. Signifikantni zmény stfevnich parametra 3davkového rezimu IGF-1 podaného

s latenci proti Casnym 3- a 4davkovym schématim.

skupina
12 Gy 14 Gy
Ukazatel 3D 4D 3D 4D

pocet klku v ileu - -

délka klku v duodenu -

délka klku v jejunu + -

délka klku v ileu - -

pocet krypt v duodenu -

pocet krypt v jejunu -

hloubka krypt v duodenu | - -

hloubka krypt v jejunu -

hloubka krypt v ileu -

celkové skore 0 -3 -5 -3

+ signifikantni vzestup nebo - signifikantni pokles proti ddvkového rezimu IGF-1 podaného s latenci
D — davkovy rezim
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5 Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo zhodnotit moznosti modulace poskozeni stfevni
sliznice vyvolaného ionizujicim zafenim pomoci ristového faktoru IGF-1. Tyto experimenty
probihaly v ramci projektu zaméfeného na vyuziti preparatd dostupnych v humanni mediciné
pro mitigaci radianiho poSkozeni. Pfipravek obsahujici rekombinantni lidsky IGF-1 se
nazyva Increlex (UCinna latka mecasermin), ktery je terapeuticky indikovan k dlouhodobé
1é¢bé rastovych poruch déti a dospivajicich od 2 do 18 let se zavaznou primarni deficienci
IGF-1 (Ranke et al, 2009). Dalsi indikace tento 1ék nema. Na druhou stranu, lze ale
racionalizaci jeho pouziti stran mitigace radia¢niho poskozeni stfevni sliznice nalézt naptiklad
v praci Wilkinsové ef al. (2002), jez prokéazali, ze IGF-1 stimuluje proliferaci bunék
Luberkithnovych krypt po ozafeni a snizuje pocet apoptotickych bunék v kompartmentu
kmenovych bunék. Tento rastovy faktor rovnéz inhibuje apoptozu endotelovych bunék cév
gastrointestinalniho traktu indukovanou ionizujicim zafenim (Qiu ef al., 2010). Jejich viabilita
vyznamn¢ ovliviiyje latkovou vyménu v mikroprostedi krypt a ztrata téchto bunek piispiva
k dysfunkci kmenovych bun€k po ozareni (Paris et al., 2001).

K ovéfeni ucinkd IGF-1 byly v ramci této studie jako pokusné subjekty pouzity mysi
kmene C57B1/6J. Pii srovnani odliSnych kmend mys$i jsou tato zvifata povazovana za
radiorezistentni (Newman et al., 2014). Stfedni letalni davky (LDso/30) ionizujicitho zafeni
vedouci k thynu mysi C57Bl1/6J z divodu hematologické formy akutni nemoci z ozafeni se
pfi celotélové expozici pohybuje v rozmezi 7,76 — 8,05 Gy (Garrett ef al., 2014; Plett ef al.,
2014; van Os ef al., 1997). Pro indukci gastrointestinalniho poSkozeni vedoucimu k umrti
vSech zvitat v prabéhu 7 dnt je nutné pfi celotélovém ozareni zvysit davku na 13 Gy (Pejchal
et al., 2015; Wang et al., 2004). Pokud vsak je, stejn¢ jako u naseho experimentalniho
modelu, kryta hlava nebo je ozarena pouze abdominalni dutina za uU¢elem zachovéni
dostate¢ného mnozstvi nepoSkozené kostni drené€, aby nemohlo dojit k sou€asnému rozvoji
letalniho hematologického poskozeni, LDso stran gastrointestinalni formy akutni nemoci
z ozafeni vzrusta piiblizné k 15 Gy. Rovnéz dochazi k posunu doby tmrti, nebot vSechna
zvitata sledovana v prub&hu 1 mésice umiraji 6. — 18. den po ozafeni (Gong ef al., 2016, Lee
et al., 2008). Podobny nélez byl pozorovan i u naSeho modelu. Pokud bychom napfiklad
provedli probitovou analyzu za pouziti volné dostupného softwaru vyvinutého doc. Alpha
Rajem (Raj, 2010), je u neléenych mysi hodnota LDsy = 15,00 Gy (95% interval
spolehlivosti = 14,53 — 15,49 Gy). K amrtim, kterd lze pficist poskozeni stifevni sliznice,

dochéazelo 7. — 14. den po vystaveni zafeni. Kryti hlavy nicméné neochrani ostatni organové
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soustavy vuéi expozici. Kritické jsou zejména plice. U samic mysi C57BL/6J lezi spodni prah
rozvoje letalniho radianiho poSkozeni plic po ozafeni hrudniku pti davce 12 Gy (Jackson et
al., 2016). Po piekroCeni tohoto prahu dochéazi k rozvoji dvou klinicko-patologickych
jednotek — akutni radia¢ni pneumonitis a radiacni fibrozy plic (Beach et al., 2018). Akutni
radiaCni pneumonitis se v zavislosti na davce manifestuje v intervalu 1 — 6 mésicl, zatimco
radiaCni fibréza se vyviji 6 — 24 mésici po ozafeni plicni tkané (Beach er al., 2018).
V piipad€ naSeho experimentalniho modelu 1 byla u neléCenych zvifat po expozici 14 — 16
Gy a prekroCeni faze kritické stran rozvoje gastrointestinalni formy ANO pozorovana umrti
vintervalu 97 — 300 dna. Ackoliv by Casova souslednost mohla roli obou klinicko-
patologickych jednotek naznaCovat, nelze zcela vyloucit ani vyznam poskozeni funkce jinych
organovych soustav.

Vramci prvniho experimentdlniho modelu byl rovnéz hodnocen vliv IGF-1 na
dlouhodobé prezivani mysi. Rustovy faktor byl podan v davce 0,2 a 1 mg/kg vahy zvifete 1,
24 a 48 hodin po ozareni. Vzhledem k nizké incidenci letality v ¢asné fazi po ozareni 14 Gy,
nebylo mozné u tohoto modelu pii této davce vliv IGF-1 stran rozvoje gastrointestinalni
formy akutni nemoci z ozafeni zhodnotit. Na druhou stranu ob¢ davky pteziti zvirat podstatne
zlepsily, coz poukazuje na schopnost IGF-1 mitigovat radia¢ni poskozeni i v dalsich tkanich.
Signifikantni zmény v Casné fazi byly zaznamenany pii ddvce 15 Gy a pouze po podéni 1
mg/kg IGF-1. Po ozafeni 16 Gy jiz ristovy faktor na délku nasledného prezivani nevykazoval
ucinek. Pro pfeziti organismu pii expozici dutiny bfisni vysokym davkam ionizujiciho zareni
je stézejni udrzZeni integrity povrchového epitelu stievni sliznice. Ta je zajiS§téna pouze
v ptipade, kdyz v intervalu pfiblizné 3 — 5 dnl po ozareni dojde k obnove regenerace
v dostateCném mnozstvi krypt (Kim ez al., 2017). Po ozafeni samic mysi kmene CS7BL/6J
davkou 16 Gy byly ale celkové ztraty regenerujicich stfevnich krypt natolik vysoké, ze se tato
déavka ionizujictho zareni stava vysoce letalni stran gastrointestinalni formy akutni nemoci
z ozateni (Booth et al., 2012; Paris ef al., 2001). Vysoka mira apoptdzy kmenovych bunek a
progenitort také vysvétluje neucinnost terapie rustovymi faktory, nebot’ jejich piitomnost je
pro fungovani stfevni sliznice nezbytna (Hérodin a Drouet 2005).

Na zakladé vysledkd prvniho experimentalniho modelu byla pro druhy experiment
vybrana davka 1 mg/kg IGF-1. Cilem druhého modelu bylo dosazeni optimalniho
davkovaciho rezimu ristového faktoru. Hodnoceno bylo celkem 6 odlisnych davkovacich
schémat. Davka ionizujiciho zafeni byla pro tento experiment snizena na 12 a 14 Gy, aby byl
1épe zachycen regenera¢ni ucinek rustového faktoru. Odbér vzorka probéhl 6. den po ozafeni.

V tomto intervalu probihala ve sliznici gastrointestinalniho traktu regenerace. Davka 12 Gy
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vyvolala zna¢ny ubytek Luberkithnovych krypt. Tato situace nastavd, pokud v obdobi
pocateCnich ztrat spojenych se zvySenou apoptotickou aktivitou dojde v kryptach k eliminaci
vSech pfiblizné 4 — 6 kmenovych bunék a 30 — 40 casnych progenitord. Tyto Casné
progenitory, presn¢ji dcefinné buiky 1., 2. a pravdépodobné i 3. generace, mohou pii pozbyti
vSech kmenovych bunék projit procesem dediferenciace a opétovné ziskat potencial kmenové
buniky (Potten a Grant 1998; Sato a Clevers, 2013; van Es ef al., 2012). Aby se ztrata krypt
vykompenzovala, je ve zbyvajicich prezivajicich kryptach proliferace znaln¢ zesilena
(Pejchal er al., 2015). V ptipadé naSeho experimentalniho modelu se tento fakt projevil
prodlouzenim jejich hloubky. Produkce novych enterocytii a poharkovych bun€k byla navic
v pfipadé duodena a jejuna natolik intenzivni, ze doslo k i prodlouzeni délky klka. Po ozafeni
davkou 14 Gy byly patrna progrese zmeén. Ve srovnani s nizsi davkou byl 6. den po ozéreni
vyrazngj§i ubytek krypt a prodlouzeni jejich délky. Tvorba novych bungk jiz vSak nedokézala
pln€¢ kompenzovat potieby povrchového kompartmentu. Délka klku klesla, a v pfipadé
duodena a ilea doslo 1 ksnizeni jejich poCtu. Stim byly spojeny i napadné zmény
histopatologické urovni. Byla patrné atrofie stfevni sliznice, doprovazena projevy zanétu —
otok, infiltrace neutrofilnimi granulocyty, a v jednotlivych piipadech doslo dokonce 1
k mirnému naruSeni kontinuity stfevni sliznice v podobé& drobnych erozi.

Aplikace IGF-1 celkové regeneraci stievni sliznice podporuje. Vysledky ukazuji, ze
tento rustovy faktor aplikovany po ozafeni zvySuje hloubku krypt, coz se dale promita do
povrchového kompartmentu prodlouzenim klkd. Po expozici 12 Gy a aplikaci IGF-1 ve 3
déavkach 1, 24 a 48 hodin po ozareni doslo dokonce k navySeni poctu viabilnich krypt v ileu.
Tento efekt by mohl souviset s vice nez dvojnasobnym relativnim zastoupenim IGF-1R
v tomto useku stfeva ve srovnani s duodenem a jejunem (MacDonald, 1999). Rozdilna
davkova schémata nicméné ukazuji odlisny ucinek jak v ramci jednotlivych tGseka tenkého
stfeva, tak mezi nimi. Pro zhodnoceni vysledného ucinku byly vytvoteny Tabulky 12 a 13.
Ackoliv tyto tabulky maji své limity, které by napt. mohly lezet v otdzce, jaky parametr 1épe
odrézi stav regenerace stievni sliznice po ozafeni, umoziuji davkovaci rezimy porovnat.
Z tabulek vyplyva, ze se vzrustajicim po¢tem davek rastového faktoru aplikovanych 1 hodinu
po ozafeni a poté v dennich intervalech se efekt IGF-1 zvySuje az k maximu, jez bylo
dosazeno podanim 3 dévek 1, 24 a 48 hodin po ozafeni. Nasledné jeho ucinek klesal. Velky
propad ulinnosti byl zaznamenan zejména mezi podanim 4 (1, 24, 48 a 72 h.) a 5 davek
(1,24, 48, 72 a 96 h.). Mechanismus, ktery by tento jev vysvétloval, zistava neznamy.
Teoretické vysvétleni by mohlo spocivat v kinetice bunécnych d&ji. Po expozici vysokym

davkam ionizujiciho zafeni se v pribéhu 2 dnl po ozafeni aktivuje apoptéza bun€k a
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mitotickd aktivita se za¢ne blizit témer k nulovym hodnotam (Crescenti ef a/., 2011; Oh et al.,
2010; Pejchal er al., 2015). V této fazi by opakovana aplikace rustového faktoru mohla prispét
k ochran€¢ kmenovych bunék nebo <Casnych progenitort aktivaci antiapoptotickych
mechanismi a podporou reparace DNA (Davaadelger ef al., 2017, Venkatachalam et al.,
2017). Dal$i dny apoptoticka aktivita klesa, proliferace se ale postupné obnovuje (Pejchal et
al., 2015). Vtomto obdobi by naopak prevaha stimulace bunécného cyklu nad anti-
apoptotickych pusobenim mohla u bunék s nedostateCné opravenou DNA v kone¢ném
disledku apoptozu indukovat (Darzynkiewicz ef al., 2012).

Vramci druhého experimentdlniho modelu byla rovnéz testovana efektivita tfi
davkového schématu s opozdénym zaCatkem aplikace (24, 48 a 72 h po ozéfeni). Oproti
nelécené skupin€ ucinnost vykazuje. VSak ve srovnani s Casnym tii davkovym a Ctyf
davkovym rezimem nicméné signifikantné klesa (viz Tabulka 14). V tenkém stieve lze
maximum apoptotické aktivity zaznamenat v intervalu 3 — 6 hodin po expozici zafeni (Potten
a Grant, 1998). Pro zachranu co nejvétsSitho mnozstvi kmenovych bun€k a casnych
progenitory, je proto nutné s aplikaci zacit co nejdiive po ozareni zasazeného jedince.

DalSim cilem diplomové prace bylo zhodnotit zmény, ke kterym dochazi v krvi.
Ackoliv byla u experimentalnich zvifat kryta hlava, byla stale signifikantni ¢ast kostni diené
vystavena davkam ionizujictho zafeni, pifi kterych v exponovanych oblastech preziva méné
nez 0,1 % kmenovych bunék (Fliedner ef al., 2002). Poskozena kostni dfefi se mize do urCité
miry regenerovat homingem neposkozenych kmenovych bunék a progenitoru (Caocci ef al.,
2017; Imai et al., 1999). Na druhou stranu, obnova vykazuje urCitou latenci, proto byly
v krevnim obraze 6. den po ozéfeni ptitomny zmény v krevnim obraze. Nejvyssi ubytek dle
naSich vysledkti vykazovaly lymfocyty. Lymfocyty jsou nejcitlivéjsi buniky periferni krve.
Jejich ztraty jsou zpusobeny poskozenim kostni dien€ a thymu, jakozto organu podilejiciho se
na zrani imunokompetentnich bunék. K poklesu poctu navic pfispiva indukce apoptdzy a
redistribuce téchto bun¢k do perifernich lymfatickych tkani (Zdrojewicz ef al., 2016). Vice
odolné byly granulocyty. Piestoze maji tyto butiky v krevnim ob&hu pomérné kratky polocas
— cca 7 hodin, v exponovanych, ireverzibilné poSkozenych oblastech kostni diené zistava
piitomna vysoka funk¢ni rezerva radiorezistentnich nezralych, ned€licich se granulocytl a
zralych bunék (Fliedner et al., 2007). Na rozdil od lymfocytt, bylo u této populace v nasem
experimentalnim modelu mozné pozorovat davkoveé-zavisly pokles. Tento jev mohl souviset
s vyS$$i mirou poSkozeni stfevni sliznice a rozvojem zanétu pozorovanym po ozafeni 14 Gy.
Dale z hlediska zmén v krevnim obraze nasledovaly trombocyty. Za fyziologickych podminek

mlze trombocyt setrvat v krevnim ob¢hu az 12 dni (Fliedner ef al., 2002). Polyploidni
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megakaryocyty jsou navic pomeérné radiorezistentni a mohou vytvafet funkeni rezervu
(Gruzdev et al., 1996). V piipadé trombocyti demonstruji nase vysledky opacny trend ve
vztahu k davce ionizujiciho zafeni, nez jaky byl nalezen u granulocytd. Mechanismus, ktery
by tento d¢j vysvétloval, neni znam. Svoji roli by podobné mohl sehravat rozvoj] zanétu a
produkce prozanétlivych cytokind, jako jsou napf. IL-3 nebo IL-6, jez také podporuji
trombogenezi (Kiang a Fukumoto, 2014). Nejmensi pokles byl zaznamenan u erytrocytu.
Tyto zmény s nejvyssi pravdépodobnosti vysvétluje doba, jiz tyto terminalné diferencované
bunky setrvavaji v krevnim ob&hu — asi 120 dni (Fliedner ef al., 2002). Ve srovnani s vyse
jmenovanymi druhy krevnich bunék byl u monocytu pozorovan odlisny trend. Po ozafeni 12
Gy jejich pocet vyznamné vzrostl, zatimco pfi 14 Gy dosahoval pouze kontrolni Grovng.
Monocyty jsou jaderné buriky schopné proliferace (Swirski ef al., 2014). Produkce cytokind
ozafenymi tkanémi muze stimulovat jejich mitotickou aktivitu a pfispét k jejich uvolnéni do
krevniho ob&hu (Langstein ef al., 2000). Rozvoj zanétu ve stfevni sliznici by, podobné jako u
granulocytt, mohl jejich migraci do tohoto organu zesilit a vysvétlit jejich pokles po ozafeni
14 Gy.

Aplikace rastového faktoru v nékterych davkovych rezimech ovlivnila v periferni krvi
pocet trombocytd, monocytu a granulocytd. Podani 1 nebo 5 davek IGF-1 vedlo po ozafeni 14
Gy k signifikantnimu poklesu trombocytu. Chen e al. (2012) sledoval G¢inky IGF-1 (100 pg/
kg po dobu 7 dnl) na rozvoj hematologického poskozeni u mysi kmene Balb/c po
celotélovém ozafeni 5 Gy. Rustovy faktor mnozstvi trombocytil v periferni krvi neovlivnil do
9. dne po ozareni. Od 11. dne vSak byla pozorovana rychlejsi regenerace trombogeneze mysi
1écenych IGF-1. Signifikantni zmény nebyly pozorovany ani u naSeho modelu po ozareni 12
Gy. Pi1 vyssi davce tak spiSe mohlo sehrat roli poskozeni stievni sliznice, tvorba erozi, ktera
mohou byt spojena s krvacenim, jez s kinetikou trombocytd mohla dale interferovat. Co se
tyCe monocytl a granulocyty, nastalo po podani 3 (at jiz ¢asné nebo s latenci) a 4 davek IGF-
1 zvySeni jejich poctu v krvi po ozafeni davkou 14 Gy. A€koliv Chen ef al. (2012) pozoroval
u vySe zminéného modelu vyss§i obnovou granulocyti vlivem IGF-1 jiz 7. den po ozafeni,
néalez nesignifikantnich zmén po expozici 12 Gy a selektivni G€innost tii a Ctyt davkovych
reziml naznaCuje, ze zde roli mohla sehrat spiSe mitigace radiacniho poskozeni

gastrointestinalniho traktu.
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6 Zavér

Ukolem diplomové prace bylo zhodnotit uginek IGF-1 na dlouhodobé piezivani
experimentalnich zvifat po jednordzovém ozafeni davkou ionizujiciho zareni 14, 15 a 16 Gy
s krytim hlavy. Dalsim cilem bylo klasifikovat vliv inzulinu podobného faktoru 1,
aplikovaného v riznych davkovacich schématech, na stav stfevni sliznice a krevniho obrazu
po celotélovém vystaveni davkdm 12 a 14 Gy s krytim hlavy. Pro tyto oba pokusné modely
byly zvoleny samice mysi kmene C57B1/6J, kterou jsou v porovnéni s jinymi kmeny vice

radiorezistentni.

Nami zvoleny rustovy faktor pfi hodnoceni dlouhodobého ptezivani laboratornich mysi
1épe fungoval na prodlouzeni medianu preziti v davce 1 mg/kg hmotnosti zvifete, a to jak pfi
vystaveni davce 14 Gy, tak i 15 Gy. Sice aplikace rastového faktoru v mnozstvi 0,2 mg/kg
rovnéz median preziti pokusnych subjekti po ozafeni 14 Gy zvysila, nicméné pro dalsi
experimentalni model byla zvolena davka 1 mg/kg pro signifikantné€jsi posun délky zivota po
ozafeni a pro statisticky rozdil mensi 0,05. Podani inzulinu podobného faktoru 1 nemélo na

dobu pfeziti po expozici zafeni o intenzit€ 16 Gy zadny znatelny vliv.

V druhém ukolu pfi hodnoceni histopatologického hlediska byly zachyceny parametry
poskozeni sliznice zejména po ozareni davkou 14 Gy ve vét§iné usecich tenkého stieva.

Podani IGF-1 pomaha ke zmirnéni téchto zkoumanych parametru.

Analyza klku a krypt ukazuje, Ze se populace krypt a klku stfevni sliznice po ozafeni 12
a 14 Gy snizuji a 1é¢ba rastovym faktorem na jejich poCty nema znaény vliv s vyjimkou ilea
po expozici 12 Gy, kdy po aplikaci tii davkového rezimu bez latence, doslo k navySeni po¢tu
viabilnich krypt. Naopak délky klkii a hloubky krypt se po ozafeni obecné prodlouzily a pfi

pouziti t¢hoz davkovaciho schématu se prodlouzeni jesté vice zvétsilo.

Zhodnoceni absolutnich po¢ti vybranych krevnich elementd, byl obecné pozorovan
trend v poklesu jejich zastoupeni v krvi. Nicméné nejsignifikantnéji tyto hodnoty zvysovalo
davkovaci schéma se tfemi davkami rustového faktoru bez Casového odstupu. Rozdil byl
zaznamenan zejména v piipadé monocytu, kdy doslo po expozici 14 Gy ke zvySeni jejich

zastoupeni po aplikaci Ctyt a ti1 davek IGF-1 s latenci 1 bez.

Celkove se jevi tifi davkovy rezim s aplikaci rustového faktoru po 1, 24 a 48 hodinach

jako nejoptimalngjsi pro podporu opravnych intestinalnich mechanisma.
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Po zhodnoceni jak histopatologickych parametrt, tak i morfologické a morfometrické
analyzy, lze potvrdit regeneracni vliv rastového faktoru IGF-1 na stfevni sliznici, jeZ byla

poskozena ionizujicim zarenim.
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