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Abstract

Attheend ofthelast centuryionizing radiation treatment became a viable alternative for radical mastectomy
in treatment of breast cancer. However, small doses of radiation delivered to the whole breast after the
surgical removal of the tumor can cause damage to the tissue surrounding the tumor. To minimize that
damage and reduce the duration of the treatment, high single dose radiation administered intraoperatively
to the tumor bed has been developed. Although the direct effect of the ionizing radiation on cancer cells has
been described in many experiments, the indirect effect and the effect on tumor microenvironment are not
so often discussed. Although irradiation works mainly by directly killing cancer cells remaining after the
surgery, it has been shown that unirradiated cells adjacent to them are also affected. This bystander effect is
mediated through cell-to-cell junctions and soluble factors like pro-inflammatory cytokines, growth factors
and pro-angiogenic factors, which are capable of changing the dynamics of tumor growth. Radiotherapy
also exerts its effect on cancer cells by altering the biology of tumor microenvironment. Changes in the
molecular composition of wound fluid that accumulates after surgery and changes to the breast stroma
caused by ionizing radiation can significantly change the microenvironment. Full understanding of the
molecular processes that occur after the irradiation of tumor bed is of crucial importance for safe usage of
intraoperative radiotherapy.
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Wstep

W ciggu ostatniego stulecia radykalna mastektomia stanowila glowna metode terapii pacjentow
z nowotworem piersi. Dopiero pod koniec dwudziestego wieku mastektomia zostala zastgpiona przez
zastosowanie oszczedzajacego zabiegu chirurgicznego polaczonego z frakcjonowanag radioterapia zewnetrzna
(ang. external beam radiation therapy, EBRT), co znacznie obnizylo ryzyko wystapienia u pacjentow wznowy
miejscowej [1]. Pomimo osiagania dobrych wynikow leczenia bez wystepowania ciezkich skutkdw ubocznych,
czas trwania terapii EBRT stanowi powazne ograniczenie. Pacjenci mieszkajacy w duzej odleglosci od
o$rodka radioterapii lub pacjenci wycieficzeni po przebytej chemioterapii czesto nie otrzymuja radioterapii
po wycieciu guza lub poddawani sa zabiegowi mastektomii [2]. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢
zastosowanie Srodoperacyjnej radioterapii (ang. intraoperative radiotherapy, IORT), ktora podawana jest
w jednej dawce w trakcie zabiegu chirurgicznego do lozy po wycieciu guza. Rezultaty badan klinicznych
ELIOT i TARGIT-A pokazaly, ze zastosowanie tej metody w odpowiednio wyselekcjonowanej grupie
pacjentow moze przynie$¢ lepsze wyniki niz zastosowanie techniki EBRT [3, 4]. Jednak efekty dzialania
srodoperacyjnej radioterapii na mikrosrodowisko guza nie sa dobrze poznane. Wykazano, ze proces zapalny
wywolany zabiegiem chirurgicznym moze stymulowa¢ wzrost pozostalych po zabiegu operacyjnym komorek
nowotworowych [5]. Co wiecej, najnowsze wyniki badan sugeruje, ze proces ten moze by¢ hamowany
poprzez zastosowanie radioterapii [6]. Lepsze zrozumienie interakcji zachodzacych pomiedzy komoérkami
nowotworu piersi i mikro§rodowiskiem guza w odpowiedzi na napromieniowanie moze pozwoli¢ na odkrycie
nowych strategii terapii nowotwordéw piersi.

Bezposredni wplyw promieniowania jonizujacego na komorki raka piersi

Cho¢ wyniki badan klinicznych ELIOT i TARGIT opartych na IORT sa bardzo obiecujace, wiedza
o biologicznych i molekularnych efektach tej terapii pozostaje w duzej mierze niepoznana. Jedne z pierwszych
badan in vitro dotyczyly analizy poréwnawczej efektu biologicznego wywolanego przez wysokie dawki
promieniowania jonizujacego: 9 Gy i 23 Gy (odpowiednio dawka uzywana przy podaniu IORT jako ,boost”
przed dalszaradioterapia zewnetrzna i dawkauzywana przy podaniu IORT jako jedynej radioterapii). W swoich
badaniach Bravata i wsp. (2015) zastosowali linie komo6rkowa raka piersi MCF-7 [7]. Jest to linia komorek
typu luminalnego, posiadajaca niewielki odsetek nowotworowych komorek macierzystych, wykazujaca
ekspresje receptoroOw estrogenu i progesteronu i brak ekspresji receptora HER2 [8, 9]. Wykazano, ze na
skutek dawki promieniowania, w badanych komérkach dochodzilo do indukeji podwdjnych peknie¢ DNA,
mierzonych przez fosforylacje seryny 139 na histonie H2AX (yH2AX) [7]. Ich ilo$¢ korelowala z wartos$cia
dawki promieniowania. Dodatkowo analiza mikroskopowa polaczona z analizg aktywno$ci B-galaktozydazy
wykazaly zmiany morfologiczne charakterystyczne dla komoérek starzejacych sie. Analiza genetyczna
komoérek napromieniowanych dawka 9 Gy wykazala wzrost ekspresji gendéw zaangazowanych w regulacje
ekspresji genéw, cyklu komoérkowego i proceséw zapalnych oraz obnizenie ekspresji genéw zwiazanych ze
Sciezkami sygnalizacji komorkowej i z modulacja przebiegu apoptozy. Komérki traktowane dawka 23 Gy
wykazywaly wzrost ekspresji gendéw zaangazowanych w $mier¢ komérkowa oraz obnizenie ekspresji genow
zwigzanych z histonami i gen6éw zaangazowanych w aktywacje cyklu komoérkowego. Wyniki analiz ekspresji
gendw z uzyciem mikromacierzy wskazaly, ze odpowiedz komérek raka piersi na promieniowanie jonizujace
zalezna jest od wysokosSci podanej dawki. Co wiecej wykazano udzial jadrowego czynnika transkrypcyjnego
NFxB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NFxB), ktory wiazac sie do DNA
prowadzi do zmian w regulacji cyklu komérkowego i supresji apoptozy [10].

Badaniem molekularnych skutkéw dzialania nizszych dawek promieniowania w tym samym modelu
badawczymzajmowalisie Bong Cho Kimiwsp.[11]. Podobniejakwprzypadkuwyzszych dawek promieniowania
zaobserwowano zalezne od zastosowanej dawki promieniowania zmiany morfologiczne charakterystyczne
dla fenotypu komorek starzejacych sie [7]. Warto wspomnie¢, ze przyspieszenie procesu starzenia sie
komoérek moze by¢ jednym z gléwnych czynnikéw wplywajacych na utrate zdolno$ci reprodukcyjnych
nowotworéow litych [12]. Komérki napromieniowane dawka 6 Gy wykazywaly wzrost ekspresji genéw
utrudniajgcych zar6wno formowanie wlokien stresowych zbudowanych z aktyny jak i formowanie przyczepow
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ogniskowych. Ponadto w napromieniowanych komoérkach zmianie ulegla ekspresja genow zaangazowanych
w regulacje cyklu komorkowego, na przyklad ekspresja regulatora cyklu komoérkowego BTG1 (ang. B-cell
translocation gene 1, anti-proliferative), ktérego poziom jest zwiekszony w fazie Go i obnizony w fazie G1
[13]. W napromieniowanych komorkach zaobserwowano rowniez zmiany w ekspresji genow kodujacych
czynniki transkrypcyjne zwigzane z regulacja cyklu komorkowego, na przyklad obnizenie ekspresji czynnika
transkrypcyjnego 2 z rodziny E2F (ang. E2F transcription factor 2, E2F2) odpowiedzialnego za aktywacje
genow niezbednych do przej$cia punktu kontrolnego G1/S [14] oraz czynnika transkrypcyjnego M1 z rodziny
forkhead box (ang. Forkhead box M1, FOXM1) odpowiedzialnego za regulacje genow zwigzanych z faza G2
cyklu komérkowego [15]. Zmiany te spowodowaly zatrzymanie cyklu komoérkowego w fazach S i G2/M. Na
zahamowanie aktywnos$ci mitotycznej wskazywal rowniez fakt, ze dzialanie promieniowania na komorki
nowotworowe powodowalo obnizenie ekspresji genow odpowiedzialnych za strukture mikrotubul oraz za
organizacje i biogeneze wrzeciona kariokinetycznego [11].

Posredni wplyw promieniowania jonizujacego na komorki raka piersi

Promieniowanie jonizujace wplywa bezposrednio na komoérki uszkadzajac DNA i w konsekwencji
zmieniajac fenotyp komorki. Bezposrednie dzialania promieniowania jonizujacego na komoérki nowotworu
piersi zostaly opisane przez wielu autoréw [16, 17]. Poza dzialaniem bezposrednim, efekt promieniowania
moze by¢ takze obserwowany w komorkach, ktore nie ulegly napromienianiu, bedacych w sasiedztwie
komorek napromieniowanych. Ten fenomen nazwany zostal ,efektem sasiedztwa” (ang. radiation induced
bystander effect, RIBE) i obserwowany jest w wielu typach komérek na kilku poziomach biologicznych
(uszkodzenie DNA, niestabilno$¢ genomiczna, transformacja nowotworowa, $mieré komorki) [18-21].
RIBE zwigzany jest ze zmianami w obrebie blony komoérkowej i wytwarzaniem rozpuszczalnych sygnalow
immunologicznych, ktore inicjuja efektywna odpowiedZz immunologiczna — odpowiedZ immunologiczng
na indukowany promieniowaniem jonizujacym stres [22]. Efekt RIBE jest przynajmniej w czesci zalezny
od odpowiedzi immunologicznej. Poznanych jest wiele mechanizméw popromiennego efektu sasiedztwa,
jednym z najwazniejszych jest indukcja uszkodzen DNA przez reaktywne formy tlenu zwigzana z dzialaniem
odpowiedzi zapalnej [23]. Chociaz zmiany mikrosrodowiska guza moga spowalnia¢ tempo wzrostu guza,
badania wskazuja, ze mediatory popromiennego efektu sgsiedztwa moga rowniez powodowac przyspieszenie
wzrostu nowotworu [24]. Tsai i wsp. zbadali dzialanie promieniowania jonizujacego na komoérki zrebu piersi
oraz na hodowane w ich obecnos$ci komoérki nowotworowe [25]. Interakeje zostaly zbadane w przestrzennej
kokulturze fibroblastow wystawionych na chroniczne dzialanie niskich dawek promieniowania
z nienapromieniowanymi komoérkami nowotworu piersi linii MDA-MB-231 oraz z komdérkami epitelialnej
linii prawidlowych komérek gruczotu piersiowego MCF-10A. Fibroblasty poddane dzialaniu promieniowania
wykazywaly cechy charakterystyczne dla fenotypu komorek starzejacych sie jak wzrost aktywnosci
B-galaktozydazy, poziomu biatka p16 i wzrost autofluorescencji. W kokulturze z prawidlowymi fibroblastami
komorki MCF-10A tworzyly zorganizowane, rozbudowane struktury kanalikowe. Komoérki MCF-10A, ktére
hodowane byly w kokulturze z fibroblastami o fenotypie komérek starzejacych sie, nie wytwarzaly struktur
kanalikowych, a zamiast tego formowaly powiekszone i zdezorganizowane cysty. W kokulturze z MDA-
MB-231 fibroblasty wydzielaly metaloproteinazy degradujgce macierz, ktére wplywaja na inwazyjnosé
komorek nowotworowych piersi. Autorzy wskazuja, ze akumulacja fibroblastow starzejacych sie w zrebie
piersi moze tworzy¢ srodowisko zaburzajace powstawanie prawidlowych struktur kanalikowych i promujace
inwazyjno$¢ komoérek nowotworowych piersi [26].

Wazng role w dzialaniu RIBE na komorki nienapromieniowane odgrywaja mediatory wydzielane do
mikrosrodowiska przez komoérki nowotworowe. Veldwijk i wsp. wykazali, ze komo6rki nowotworu piersi linii
MDA-MB-231 oraz MCF-7 poddane dzialaniu promieniowania o dawce 5, 10 lub 15Gy wydzielaja do medium
hodowlanego mediatory RIBE wplywajace na zdolnos¢ do tworzenia kolonii nienapromieniowanych komorek.
Medium zebrane znad hodowli napromieniowanych komoérek nowotworu piersilinii MDA-MB-231 oraz MCF-
7 po podaniu komoérkom nienapromieniowanym wywolywalo zalezny od dawki efekt obnizajacy zdolnos¢
komorek do wzrostu jako kolonii. Takie medium posiadalo réwniez zdolno$¢ do wydtuzenia czasu, w ktérym
poziom yYH2AX w komorkach MCF-7 jest podwyzszony, co wskazuje na wydluzenie proceséw naprawy DNA
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[27]. Badanie to pokazuje, ze efekty posrednie promieniowania znacznie zwiekszaja efektywnos$¢ radioterapii
podawanej w wysokich dawkach, jak w przypadku IORT.

Zmiany w mikrosrodowisku nowotworu

Wystapienie wznowy ogniska pierwotnego jest uznawane za jeden z gtownych czynnikow decydujacych
o0 przezyciu pacjentéw z nowotworem piersi [28]. Wiekszo$¢ wznéw miejscowych wystepuje w tym samym
kwadrancie, w ktorym nowotwor pojawit sie pierwotnie, co wskazuje na mozliwo$¢ zaangazowania komorek
nowotworowych pozostalych w lozy po wycieciu guza [29]. Wykazano, ze zabieg chirurgiczny usuniecia guza
zmienia kinetyke pojawienia sie mikrometastazy nowotworu piersi [30]. Potwierdza to wcze$niej postawiong
hipoteze, ze sam zabieg chirurgiczny jest czynnikiem zwiekszajacym ryzyko wystapienia przerzutow, co
udowodniono na modelach zwierzecych [31, 32]. Dodatkowo wykazano, ze plyn pooperacyjny wytwarzajacy
sie w miejscu zabiegu chirurgicznego po usunieciu guza piersi, indukuje proliferacje HER2 pozytywnych
komorek raka piersi w warunkach in vitro [6, 29]. Przewaga wystepowania przerzutdw w obrebie blizny
pooperacyjnej zainicjowala szereg badan naukowych, a w ich konsekwencji badan klinicznych, ktérych
celem byla ocena, czy zlokalizowana radioterapia, jaka jest radioterapia $rédoperacyjna, bedzie bardziej
skuteczna w hamowaniu powstania lokalnej wznowy niz standardowa pooperacyjna radioterapia calej
piersi. Uzasadnieniem takiego podejscia jest fakt, ze wzrost dawki promieniowania powoduje zwiekszenie
lokalnej kontroli nowotworu (ang. local tumor control), co jest podstawowym celem radioterapii. Badania
przeprowadzone przez Beletti i wsp. wskazuja, ze zastosowanie radioterapii $§rodoperacyjnej (badanie
kliniczne TARGIT) modyfikuje wlasciwo$ci plynu pooperacyjnego uzyskanego z drenazu rany (ang. wound
Sfluid, WF) [6]. Komorki linii nowotworu piersi hodowane w obecno$ci WF zebranego od pacjentek, ktore
zostaly poddane IORT, charakteryzowaly sie znaczaco uposledzona zdolnoscia ruchu, inwazyjnoscia oraz
zdolnoScia do wzrostu w kulturze przestrzennej w poroéwnaniu z kulturg komorek linii nowotworowe;j
w obecno$ci WF zebranego od pacjentek, ktore nie otrzymaly IORT. Analiza profilu biatkowego WF zebranego
od pacjentek po IORT wykazala obnizony poziom bialek zwigzanych ze wzrostem i ruchliwos$cia nowotworu.
Wyniki te pokazuja, ze zastosowanie radioterapii wplywa na komorki nowotworu piersi poprzez indukcje
zmian w mikrosrodowisku guza.

Plyn pooperacyjny posiada wlasciwoséci stymulujace wzrost komoérek nowotworu piersi, jednakze
mechanizmy tej stymulacji nie sa dobrze poznane [29]. Badania przeprowadzone przez Segatto i wsp.
udowodnily, ze stymulacja komoérek nowotworu piersi za pomoca plynu drenazowego zebranego od
pacjentek po wycieciu guza aktywuje Sciezke przekaznika sygnatu i aktywatora transkrypcji 3 (ang. signal
transducer and activator of transcription 3, STAT3) w tych komoérkach [33]. Sciezka STAT3 odgrywa wazna
role w regulacji ekspresji genow odpowiedzialnych za proliferacje, samoodnowe, réznicowanie, apoptoze
i przezycie komorek [34] oraz ma wplyw na wzrost i progresje komorek nowotworu piersi [35, 36]. Autorzy
udowodnili, ze komorki réznych podtypéw patologicznych raka piersi (linie bazalne MDA-MB-231 i MDA-
MB-468, luminalna MCF-7 i pozytywna dla HER-2 BT-474), ktérym podano plyn drenazowy wykazuja
wieksza zdolno$¢ do wzrostu whodowli 3D (mammosfery) niz komorki, ktorym podano standardowo uzywany
stymulator hodowli 3D — czynnik wzrostu naskérka (ang. epidermal growth factor, EGF). Zastosowanie
inhibitoréw STAT3 spowodowalo obnizenie zdolno$ci do formowania mammosfer indukowanej przez WF.
Stymulacja WF wykazuje réwniez zdolno$¢ do wzbogacania populacji komorek nowotworowych w komorki
inicjujace wzrost nowotworu, co sugeruje, ze plyn ten ma wysokie wlasciwos$ci indukujace wystapienie
wznowy miejscowej. Wyniki te zostaly takze potwierdzone w warunkach in vivo. Wyciszenie szlaku STAT3
spowodowalo opdznienie formowania sie nowotworu i obnizylo jego szybkosé proliferacji. Dodatkowo
znaczaco obnizylo czestos¢ wystapienia wznowy miejscowej po wycieciu guza w modelu mysim [37].

Stymulacja komorek nowotworowych plynem drenazowym w warunkach in vitro spowodowala
wzbogacenie komorek w populacje CD44+/CD24-/low, ktéra ma wieksze zdolnosSci do tworzenia nowotworow
oraz wlasciwo$ci charakterystyczne dla komoérek macierzystych [38][46-47][Zaleska et al. Oncology
Letters, w druku]. Wplyw stymulacji komérek plynem drenazowym na ekspresje markeré6w CD44 i CD24
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w duzym stopniu zalezal od zastosowanej linii komoérkowej. Po podaniu WF potrojnie negatywnym liniom
komoérkowym BT-549 i MDA-MB-468 populacja CD44+/CD24-/low zwiekszyla sie, za$ po podaniu IR-WF
(ang. irradiated wound fluid) populacja ta zmalala. Komoérki linii SK-BR-3 wykazywaly wzrost populacji
CD44+/CD24-/low zaré6wno po stymulacji WF jak i IR-WF, za§ komérki luminalnej linii MCF-7 wykazaly
obnizenie populacji CD44+/CD24-/low po stymulacji WF i IR-WF. Wyniki te pokazuja, ze zabieg wyciecia
guza moze wplywac¢ na macierzysto$¢ komorek nowotworu piersi.

Innym czynnikiem majacym znaczacy wplyw na nowotworzenie jest aktywno$¢ kinazy serynowo
treoninowej - p70S6K, zaangazowanej w regulacje wzrostu, przezycia i metabolizmu komoérek [39].
W pierwotnych nowotworach piersi amplifikacja regionu 17q23 zawierajacego region kodujacy p70S6K
zostala zaobserwowana w 12.5% przypadkow [40]. Zwiekszona aktywno$¢ tego bialka jest zwigzana
zprzezyciem komorek nowotworowych pozostalych wlozy guza po jego wycieciu. Rola p70S6Kw powstawaniu
wznoéw nowotworu piersi zostala potwierdzona eksperymentalnie przez wszczepienie myszy komorek
nowotworowych piersi, w ktérych wywolano obnizenie aktywnoS$ci kinazy p70S6K [37]. Segatto i wsp.
udowodnili, ze stymulacja komorek linii nowotworowych piersi za pomoca plynu drenazowego powoduje
wzrost aktywnos$ci p70S6K [40]. Autorzy pokazali réwniez, ze komorki linii nowotworu piersi, u ktérych
wywolano obnizenie aktywnosci p70S6K, po wszczepieniu do myszy formowaly guzy wolniej i wykazywaly
zmniejszong inwazyjno$¢ do okolicznych tkanek w poréwnaniu z komorkami z nie zmieniong aktywnos$cia
p70S6K. Komorki z obnizona aktywnos$cig p70S6K hodowane w warunkach in vitro wykazywaly obnizona
przezywalno$é, tempo wzrostu i zdolnoéé do proliferacji nawet po stymulacji WF. Autorzy wskazuja, ze
aktywacja czynnika transkrypcyjnego z rodziny onkogendw zwigzanych z glejakiem (ang. glioma-associated
oncogene family zinc finger 1, Gli1) (czynnik transkrypcyjny zwiekszajacy proliferacje) i wzrost ekspresji
antyapoptotycznego bialtka Bcl2 (ang. B-cell lymphoma) wywolane aktywnoscia p70S6K sg odpowiedzialne
za zdolno$¢ do przezywania komoérek nowotworowych w niekorzystnych warunkach in vitro [41]. Rola jaka
p70S6K odgrywa w tempie wzrostu guza pierwotnego, ucieczce komorek przed apoptoza i zdolnosci do
przezycia w niekorzystnych warunkach sprawia, ze kinaza ta moze sta¢ sie celem terapii nowotwordw piersi,
za$ obnizenie jej aktywnos$ci mogloby pomdc w zmniejszeniu czestosci wystepowania wzndéw miejscowych.

Whnioski

Obecnie 5-tygodniowa radioterapia zewnetrzna poprzedzona wycieciem guza jest standardowg terapia
stosowana w leczeniu nowotworow piersi. Metoda ta daje poréwnywalne rezultaty do mastektomii, przez
co stosowana jest jako alternatywa wywolujaca mniejsze obcigzenie pacjenta [42]. Koncepcja zastosowania
jednej dawki promieniowania podanej jedynie do lozy guza powstala w oparciu o fakt, ze wiekszo$¢ wznow
miejscowych pojawia sie w regionie ogniska pierwotnego [43, 44]. Badanie mikro$rodowiska guza po
napromieniowaniu moze pomoc w zrozumieniu jego wplywu na wzrost i progresje nowotworu. Udowodniono,
ze wysokie dawki promieniowania dzialaja nie tylko poprzez bezposrednie wywolywanie uszkodzen DNA
ale rowniez pobudzaja immunologiczng odpowiedz przeciwnowotworowa zwigzana z limfocytami T, a takze
zwiekszaja populacje aktywowanych limfocytow T [24, 45]. Srodoperacyjna radioterapia podawana do lozy
guza po jego wycieciu wplywa na ekspresje bialek zawartych w plynie drenazowym znaczaco zmniejszajac
jego zdolno$¢ do przyspieszania wzrostu guza [6]. Jako ze dzialanie wielu cytokin i chemokin nie jest do
konica poznane, zmiany zachodzace w mikro$rodowisku wywolywane przez promieniowanie moga mieé
efekt zarowno hamujacy jak i przyspieszajacy wzrost komoérek nowotworowych. Wtaénie dlatego poznanie
wplywu promieniowania na nowotwor i jego Srodowisko jest kluczowe dla oceny wplywu terapii IORT na
zdrowie pacjenta.
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