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Vybrané radioanalytické metody
ve sluzbach experimentalni

biologie rostlin

Radioanalytické metody vyuzivajici ionizujici zafeni jsou pro vétsinu laiki
znamé v souvislosti s 1ékarskymi diagnostickymi technikami nebo lé¢bou kar-
cinogennich onemocnéni. Ionizujici zafeni je vSak mozné vyuzit i ve vyzkumu
jinych oblasti, napt. na datovani v geologii ¢i archeologii. V tomto ¢lanku pfi-
bliZime moZnosti jeho pouziti ve studiu rostlinnych objekt, tedy v experimen-
talné botanicky zaméfeném vyzkumu, kterému se vénujeme na katedi'e eko-
chemie a radioekologie Fakulty prirodnich véd Univerzity sv. Cyrila a Metodéje

v Trnavé na Slovensku.

Radioaktivita pfedstavuje pfirozenou nebo
uméle navozenou pfeménu ¢i rozpad jader
atomu. Takova pfeména je (zjednoduseng)
provazend vyzéafenim ¢astic o (v podstaté
atomt helia 4He?*) nebo ¢astic - (elek-
tront), B+ (ekvivalentd kladné& nabitého
elektronu — pozitronu) ¢i y-fotont. Po pfe-
méné jader maji vyzafené (emitované)
Castice raznou energii a od toho se odviji
ijejich vyuziti (obr. 1).

Pro pochopeni radioanalytickych metod
je tteba definovat pojem nuklid jako prvek
charakterizovany urc¢itym poc¢tem protont
a neutronu v jadre. Radionuklid (radio-
aktivni nuklid) je atom, ktery ma nestabil-
ni jadro a nadbyte¢nou jadernou energii,
a proto podléhé pfeménsg, pfi niz vyzatuje
urcity typ zafeni. Rizné atomy jednoho
prvku, které majf stejny pocet protond, ale
navzédjem se lisi po¢tem neutront a maji
tedy i rozdilné nukleonové ¢islo (soucet
protont a neutront, ktery se pise v expo-
nentu pfed znackou prvku), mohou byt
stabilni, nepodléhajici rozpadu (stabilni
nuklidy), nebo rozpadu podléhajici (radio-
izotopy). Radioizotopy mohou skodlivé
pusobit na Zivé organismy v dtsledku vy-
zafovaného ioniza¢niho zéafeni, pficemz
jeho vliv na organismy zavisi na druhu
zateni, jeho energii a absorbované davce.
V neskodné mite se pfirozené vyskytuji
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kolem nés (napt. draslik 49K, radium ?26Ra
nebo thorium 232Th). Pro radioanalyzu
u rostlin se pfed vice nez 70 lety zacal po-
uzivat radioizotop uhliku 'C pf¥i studiu
fotosyntézy. Intenzita emitovaného zafeni
tohoto radioizotopu klesne na polovinu
zhruba za 20 min (polocas pfemény — T, ,).
Proménou 3+ a elektronovym zachytem se
méni na stabilni izotop boru 'B. BéZné se
pouZivé i radioizotop dusiku **N (T, ma
asi 10 min). Ac¢koli oba prvky jsou neza-
stupitelné jako kli¢ové slozky zivych orga-
nismi, jejich nevyhodou je pomérné krat-
ka doba ,,zivotnosti“. Béhem experimentu
by u pouzitého izotopu totiZ nemélo pro-
béhnout vice nez 10 polocasti rozpadu (pak
zbyde jen 1/1024 z ptivodnfho mnozstvi).
Napft. s radioizotopem !'C (a latkami jim
znatenymi) se neda pracovat déle neZ 200
minut. Delsf dobu lze pouzit napt. izotopy
meédi %4Cu (polocas pfemény 12,8 hod.),
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zinku ®5Zn (244 dni) nebo manganu %*Mn
(312 dni). Izotopy jsou vSak pouzitelné
i jako chemicky vazand soucast vétsi mo-
lekuly. Typickym piikladem je D-glukéza
znacena fluorem *8F (T, 109,8 min), kterd
se jako radiofarmakum aplikuje v diagnos-
tickych lékarskych metodach ke zjisténi
rakovinnych bunék — ty ji metabolizuji
nejintenzivnéji a radioaktivni ,loziska“
odhalf umisténi nadoru.

Pti laboratorni praci obvykle pouzivame
radioizotopy ve velmi nizkych koncentra-
cich (tzv. beznosi¢ové roztoky radioizoto-
pd), a proto k nim pfiddvame nosicové lat-
ky (stabilni izotopy daného prvku) anebo
indikatory. V praxi to znamena, Ze do vzor-
ku s prislusnou stabilni formou prvku pti-
ddme zndmé mnozstvi radioaktivniho izo-
topu, a tedy ho fedime. Na konci pokusu
fedéni zohlednime p¥i stanoveni obsahu
daného kovu ve vzorku. Pokusné rostliny
prijimaji radioizotopy ze zZivného média
kofeny, pfi¢emz jejich transport a chovani
v rostliné se 1i8{ od p¥islusnych stabil-
nich forem pouze minimalné. V nasleduji-
cim textu popiSeme vybrané metody, kte-
ré takové radionuklidy nebo radioizotopy
vyuzivaji pro studium rostlin, jmenovité
autoradiografii, scintila¢ni gamaspektro-
metrii a pozitronovou emisni tomografii.
Vsechny maji velmi dobré uplatnéni nejen
pro pfimou detekci a kvantifikaci (kovo-
vych) radioizotopt v rostling, ale umoziuji
sledovat i jejich transport a ukladéni v rost-
linnych pletivech.

e Autoradiografie

Tonizujici zafeni je neviditelné, a musi byt
proto pfeménéno na jinou, sndze méri-
telnou veli¢inu. Vétsinou jde o elektricky
proud, p¥ipadné chemickou nebo svétel-
nou energii. Jednu z nejjednodussich zobra-
zovacich a v soucasnosti uz klasickych
radioanalytickych metod pfedstavuje auto-
radiografie, kterd v pomérné tenkych vzor-
cich (napft. pletiva rostlin) umoziiuje dete-
kovat zatreni radionuklidd aplikovanych
na fotografickém filmu. Princip metody je
zaloZeny na interakci chemikalii v tenké
vrstvé Zelatiny na filmu (nejcastéji halo-
genidy stifbra) a ionizujiciho zafeni ve tmé,
¢imz se aktivuji kationty stfibra v mistech
zasazenych zéfenim a vznika latentni zobra-
zeni. V dal§im kroku je film vyvolan — ve
vyvojce s redukénim ¢inidlem (napf. hyd-
rochinonem) se ozéfené kationty stf¥ibra
redukuji na elementarni stfibro a vytvoii
na filmu tmavé skvrny. Neozafené ionty
stiibra ztstavaji beze zmény a zanechaji
po odmyti bilé pozadi. Tim se na filmu
vytvoli ,,otisk“ pozice radionuklidi v ana-
lyzované rostliné (obr. 2).

Dnes se d4 metoda autoradiografie po-
uzit klasickou cestou, ale i ve spojeni s in-
formac¢nimi technologiemi. Mnohé vysoce
kvalitni skenovaci a zobrazovaci systémy
(zalozené pfedevsim na principu fosfo-
rescence) jsou vhodné na detekci i na kvan-
tifikaci zateni. Metodu lze pouzit napi. na
pozorovan{ a vyhodnoceni strategii rost-
lin pro ukladani toxickych kovi v riznych
rostlinnych pletivech. Jak vyplyvé z obr. 2,
rozloZeni piijatych kovt (jejich izotopt)
na drovni celych rostlin neni viibec ho-
mogenni ¢i rovnomérné. Rostliny totiz
uplatiiuji fadu mechanismd, s rozdilnou
uspésnosti, aby odstranily nebo alespori
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1 Schéma znazortiuje zachyceni
jednotlivych druht zateni konkrétnimi
materidly: alfa zdfen{ zachyceno jiz listy
rostlin, beta zafeni hlinfkovym plechem
a gama zéafen{ vrstvou olova.

2 Autoradiogram zobrazujici rozloZeni
kadmia 19°Cd v pletivech séji lustinaté
(Glycine max). Volné vysu$ena rostlina
na filtraénim papiru pred expozici na
rentgenovém filmu (obr. A); vyvolany
film v ptvodni ¢ernobilé skéle (B)

a autoradiogram upraveny pocitatovym
programem (C, barevnou verzi snimku
najdete na webové strance Zivy).

Bq — Becquerel, jednotka aktivity zdroje
radioaktivniho zafeni. Foto M. Bardacové
3 a4 Scintilatni gamaspektrometr

(ten na snimku je vysoky asi 50 cm)

s krystalem jodidu sodného aktivovaného
thalliem v olovéném stinéni (obr. 3,

foto V. Adamcova) a schéma principu
fungovani tohoto detektoru (4).

BliZe v textu. Upraveno podle:

J. Tolgyessy a kol. (2001)

5 Pozitronovy emisni tomograf
microPET pouZzivany na pracovisti katedry
ekochemie a radioekologie Fakulty pfirod-
nich véd Univerzity sv. Cyrila a Metodé&je
v Trnavé (obr. vlevo). Detekéni tunel

s ltzkem detektoru microPET tomografu
(vpravo). Foto V. Adamcova

6 Princip pozitronové emisni tomo-
grafie. BliZe v textu. Upraveno podle:

S. R. Cherry a S. S. Gambhir (2001)

zmirnily toxicitu kov1, pfipadné aby je
uskladnily ve zvlastnich bunéénych kom-
partmentech (organelach, jako je buné¢na
sténa apod.) v neskodné formé (o toleranci
rostlin k téZkym kov@m viz nap¥. Ziva
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2017, 4: 156—158). Vétsina rostlin vyuziva
chemické bariéry (pfedevsim v bunéénych
sténdch), aby toxické kovy zistaly v kofe-
nech a nepronikly do fyziologicky citlivych
nadzemnich ¢asti. U nékterych rostlin vsak
takové bariéry selhdvaji. Tyto poznatky
mohou byt dtlezité napt. z hlediska pro-
dukce potravin z rostlin v kontaminova-
nych oblastech. Autoradiografie je vhod-
na pro detekci zafeni radioizotopi jako
napt. uhliku C, kadmia '°°Cd, cesia 3’Cs
nebo kobaltu 5°Co.

e Scintila¢ni gamaspektrometrie

Na rozdil od autoradiografie pfedstavuje
scintila¢ni gamaspektrometrie kvantitativ-
ni metodu, kterd mé iroké uplatnéni ze-
jména v jaderném primyslu, geochemic-
kém vyzkumu, ale i v astrofyzice. Je v8ak
vysoce spolehlivou a pomérné rychlou me-
todou i pro biologické analyzy. Podobné
jako optické spektrometrické systémy také
scintila¢ni gamaspektrometrie zachytédva
spektra (rozsahy nebo 8kély) zafeni rizné
energie a intenzity emitovaného z analy-
zovaného vzorku. Ve své podstaté vyhod-
nocuje fotony viditelného zafeni, které
vznikaji po interakci ionizujicitho zareni
s latkou (detektorem). Vyuziva tedy pfemé-
nu energie ionizujiciho zafeni na energii
viditelného nebo ultrafialového (UV) zare-
ni, kterd je uz dobfe definovanou a métitel-
nou veli¢inou. Tento luminiscencni jev se
oznacuje jako scintilace a dochézi k nému
v krystalech, nejbézné&ji jodidu sodného
aktivovaného thalliem.

Jednotlivé scintilace béhem analyzy za-
znamenava scintila¢ni detektor (obr. 3 a 4).
Ionizujici zafeni (fotony) pfi dopadu na
krystal scintilatoru ztraceji veskerou ener-

gii pfi ionizaci molekul krystalu. Takto vy-
buzené ¢astice viak po kratké dobé (10° az
1079 s) prechéazeji zpét do zdkladniho sta-
vu a Cast energie se pfemeéni na energii
viditelného nebo UV svétla v podobé své-
telnych zablesku (scintilaci). Zablesky do-
padaji na fotokatodu, z niz vyréazeji foto-
elektrony. Aby vsak byly detekovatelné
a méfitelné, museji byt ve fotondsobici
systémem dynod (stupniovitych elektrod)
zesilené 10*-107krat, coz uz postacuje ke
vzniku kratkodobého, ale méfitelného elek-
trického proudu. Kazdé ionizujici zareni
ma typickou energii charakteristickou pro
dany radionuklid a ur¢itou intenzitu. Proto
scintila¢ni gamaspektrometry umséji toto
zafen{ nejen kvantifikovat, ale i kvalita-
tivné rozeznat dany radionuklid.
Analyza vzorku je jednoduché a pomér-
né rychla. Vzorek staci vliozit do dutiny
tvaru vélce v olovéném plasti detektoru
(obr. 3), ptikryt olovénym krytem pro sti-
nénf pozadi (které by mohlo interferovat
s analyzou) a pomoci pocitace vyhodnotit,
o jaky radionuklid jde a jeho mnozstvi ob-
sazené ve vzorku. Napf. pfi hydroponic-
kych pokusech miizeme studovat dynami-
ku pffjmu kadmia koteny tak, Ze postupné
odebirdme a analyzujeme vzorky zivného
roztoku s pfitomnym izotopem %°Cd (napft.
po 5 ml) a sledujeme postupny tbytek
109Cd z roztoku. Po pomérné rychlém sta-
noveni (zavisi na zjistované aktivite, vétsi-
nou do 10 min) miizeme vzorek vratit zpét
do zivného roztoku a pokracovat v experi-
mentu. Na konci pak 1ze v gamaspektro-
metru analyzovat i samotnou rostlinu, vy-
susenou a homogenizovanou (rozdrcenou
nebo rozemletou). Takto stanovime, kolik
radioizotopu (a tedy i studovaného kovu)
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se skute¢né nahromadilo v rostliné nebo
jejich ¢astech na jednotku susiny. Podmin-
kou analyzy je dodrZovat geometrii méteni
(umisténi vzorku v detektoru) a rozdily
v hustoté analyzovaného vzorku. Touto me-
todou jsme napt. zjistili, Ze rychlost pfijmu
kadmia je u rtiznych odrid séji lustinaté
(Glycine max) zna¢né variabilni (Bardéaco-
va a kol. 2017). Jednou z p¥icin je pravdé-
podobné schopnost kofenovych bunék
u nékterych odrtd zachytavat kov uz na
povrchu bunéénych stén, coz znemozni
kadmiu pronikat do pletiva.

e Pozitronova emisni tomografie
Skute¢né vyznamny rozvoj jadernych tech-
nologii se datuje do prvni poloviny 20. sto-
leti. Americti jaderni fyzici Ernest Law-
rence a Milton Livingston v r. 1930 navrhli
a vybudovali prvni urychlovac ¢astic (cyk-
lotron), ¢imz byla zahéjena rozsahla vyro-
ba radioaktivnich izotopt a doba jejich na-
sledného vyuziti v lékafstvi, pramyslu,
zemédélstvi i vyzkumu. Diky propojeni
s rychle se rozvijejici vypocetni technikou
muZeme uZz vice nez 30 let hovofit o roz-
voji pozitronové emisni tomografie (PET).
Tomografie patfi v soutasnosti mezi nej-
citlivéjsi zobrazovaci metody. Proti jinym
diagnostickym metoddm je vsak jeji pied-
nosti, Ze poskytuje dynamické 2-D a 3-D
zobrazeni radioindikatorti v analyzovanych
objektech. Jde o neinvazivni techniku, kte-
ra zachyti pozitrony (f*) vysilané z radio-
aktivné znacenych biologicky aktivnich
latek. Podobné jako lékati sleduji pomoci
PET metabolické a fyziologické funkce lid-
skych tkani a organt (napf. metabolicky
velice aktivni rakovinné buiiky; viz Ziva
2013, 5: 202—205 nebo 2017, 6: 294-296),
v experimentalni biologii rostlin hodnoti-
me vizualné i kvantitativné ve skute¢ném
Case (real-time) procesy p¥ijmu a rozlozeni
latek a kovti v Zivych pletivech. Neni nutny
odbér vzorki ani fixace pletiv.

Pozitronovy emisni tomograf se bézné
sklada z detekéniho tunelu s moduly uspo-
fadanymi do kruhu, lizka a pracovni sta-
nice (poditace). Ridici software sbird, analy-
zuje a sklada idaje. P¥istroj PET pro rostliny
je mnohem mensi nez ten vyuZivany v 1é-
katstvi (obr. 5) a umoziiuje vsunout do de-
tekéniho tunelu poloZenou rostlinu mensich
az stfednich rozmeéra.

PET zachyti emitované pozitrony, které
maji kratkou drdhu doletu (nékolik pm az
mm), a proto je nelze pfimo analyzovat ve
studovaném objektu. Vyuziva vsak jejich
srazku se vsudypfitomnymi elektrony e
(jde vlastné o anti¢édstice pozitroni), p¥i-
¢emZ obé ptivodni &éstice paru zaniknou
a jejich hmota se pfeméni na néjakou for-
mu energie — tzv. anihilace (obr. 6). Takto
pii kazdé srazce vzniknou dva y-fotony
s energii 511 keV (511 tisic elektronvolti),
které je uz mozné analyzovat napt. scintilac-
nimi detektory (principem gamaspektro-
metrie). Pfitom je velice dtlezité, Ze vzniklé
y-fotony jsou emitovany v opaénych smé-
rech pod thlem 180° — na zakladé tohoto
jevu se da ur¢it pfesna poloha radioindikéa-
toru v biologickém objektu. P¥istroj k tomu
pouziva nezavislé a navzajem sparované
detekéni moduly uspotfddané do kruhu,
vzdy v protilehlé pozici (v koincidenci).
Toto usporadani do prstence umozni dob-
ré prostorové rozliseni impulzi. Detekéni
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7 a8 Detekce 2-deoxy-glukézy

s vdzanym radioizotopem fluoru 8F
(2-[*®F]FDG) v listu tabdku virginského
(Nicotiana tabacum). Kinetika p¥{jmu
byla zaznamendna béhem expozice

45 min (osa x) a systém microPET
vyhodnotil obsah znacené latky v fapiku
listu (¢tverce), v listové cepeli (krouzky)
a jejl §picce (trojuhelniky; obr. 7).

Udaje o p¥ijmu ve 3-D zobrazeni (8).
Upraveno podle: D. Partelova a kol.
(2014 a 2016)

9 Univerzita sv. Cyrila a Metodégje

v Trnavé byla zaloZena v r. 1997.
Ackoli vékem mlad4, reprezentuje
nejstarsi zvyky a tradice z doby

Velké Moravy. Ve svém nazvu nese
jména patront vzdélani a vérozvésti.
Katedra ekochemie a radioekologie
Fakulty p¥irodnich véd vznikla v r. 2010
a jejl odborné zaméieni reaguje

na soucasné potfeby ochrany a obnovy
zivotniho prostedi. Z archivu autorek

moduly PET byvaji nejcastéji zaloZzené na
anorganickych scintilatorech, p¥ipojenych
na fotonasobi¢, podobné jako u gamaspekt-
rometru. Po dostate¢né dlouhém case zis-
kavani vzniklych impulzt a na zédkladé
dostate¢ného mnozstvi analyzovanych pri-
marnich tdajt jsme schopni provést rekon-
strukci 2-D nebo 3-D obréazku (obr. 6).

K nejpouzivanéj$im pozitronovym zari-
¢im ve vyzkumu rostlin patii radioizotopy
halogent, pfedevsim fluoru ®F vazaného
v molekule 2-deoxy-glukézy (2-['®F]FDG),
dale kysliku 30, dusiku 13N, uhliku C,
a v neposledni fadé kovt jako gallium
68Ga, méd %*Cu nebo kadmium '°97Cd.
Vybér radioizotopu zavisi na dobé polo-
¢asu rozpadu a zptisobu jeho aplikace, ale
také na studovaném biologickém objektu
a hodnocenych fyziologickych nebo meta-
bolickych procesech. Perspektivy PET ve
vyzkumu rostlin rozsifuje jeji schopnost
kvantifikovat radioindikatory v mnozstvich

nebo koncentracich t&zko rozlisitelnych
jinymi destruk&nimi nebo invazivnimi
metodami. Napf. pfi jedné takové analyze
b&hem 45 minut dokaZe PET zaznamenat
v rtiznych ¢astech zcela neporusené rost-
liny i fddové odlisnd mnozstvi radioindi-
kétoru (obr. 7 a 8).

PET ma obrovsky vyznam v rostlinné
biologii pro studium mechanismu p¥fjmu,
translokace a hromadéni tézkych kovi
v pletivech pfi feSeni problému jejich vzriis-
tajici zatéze v Zivotnim prostfedi. Ovliviiu-
jinejen vynosy a kvalitu plodin, ale vstupu-
ji i do potravniho Fetézce a ohrozuji zdravi
zivocichi, véetné ¢lovéka. Na druhé strané
je PET velice ndpomocné pii rozvoji fyto-
remedia¢nich metod — ekologickych po-
stupt, které vyuzivaj{ k dekontaminaci
ptid rychle rostouci rostliny s velkou pro-
dukci biomasy a ur¢itou toleranci k toxic-
kym kovim. MtzZe se uplatnit i pfi hleda-
ni mechanismi pro cileny transport Zivin
(hnojiv) v rostlinach. Tato technika ma vsak
urc¢ita omezeni (viz déle).

Velkou vyzvou pro védce je napt. vylep-
Sovéni detekénich a pocitacovych systémuti
specialné pro ucely vyzkumu rostlin. Také
je potfeba hledat a zkouset nové pozitro-
nové zatice, aby se rozsitily moznosti jejich
uplatnéni. V 1ékatstvi jsou napf. systémy
PET doplnény o dalsi detekéni systémy,
mimo jiné pocitacovou tomografii (CT),
zaloZenou na vyuziti rentgenového zafeni
jako zdroje signali, nebo magnetickou re-
zonanci (MR). Kombinace technik (PET-CT
nebo PET-MR) kvalitativné nasobi vypovéd-
ni hodnotu ziskanych zdznamu a ddaju.
P¥istroj PET pro vyzkum rostlin je soucasti
vyzkumu i vyuky na nasi katedfe v rdmci
akreditovanych programu bakalafského
a inzenyrského studia Ochrana a obnova
zivotniho prostiedi v oboru Environmentél-
ni inZenyrstvi.

Seznam pouzité literatury uvadime
na webové strance Zivy.
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