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Streszczenie

Krzywa przezywalnos$ci komorek opisuje zalezno$¢ pomiedzy dawka promieniowania jonizujacego a liczba
komorek, ktore przezyly. W przypadku nowotwordw, ktore maja by¢ wyeliminowane z organizmu konieczne
jest zabicie komoérek w rozumieniu definicji radiobiologicznej, tj. pozbawienie ich zdolnoéci proliferacji,
ktoéra odpowiada za rozprzestrzenianie sie i wzrost agresywnosci. jako$ciowy opis krzywych przezywalnosSci
komorek po dzialaniu promieniowania jonizujacego jest stosunkowo prosty, jednak wyjaénienie odpowiedzi
biologicznej w kontekscie zjawisk biofizycznych wymaga wprowadzenia modeli teoretycznych, ktoére nie
zawsze idealnie odzwierciedlaja dane eksperymentalne. Celem niniejszej pracy jest opisanie najczesSciej
stosowanych modeli matematycznych opisujacych ksztalt krzywej przezywalnosci komorek ssaczych.

Abstract

The cell survival curve describes the relationship between the dose of ionizing radiation and the number
of surviving cells. In tumour the cells should be eliminated within the meaning of the radiobiological
definition: by deprivation of their ability to proliferate, which is responsible for the spread and increase of
aggressiveness. Qualitative description of cell survival curves after ionizing radiation is relatively simple, but
the explanation of the biological response in the context of biophysical phenomena requires the introduction
of theoretical models that do not always perfectly reflect the experimental data. The main aim of this article
is to explain the most commonly used mathematical models describing the shape of the survival curve of
mammalian cells.
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Krzywa przezywalnosci komorek opisuje zaleznos¢ pomiedzy dawka promieniowania jonizujacego a liczba
komorek, ktore przezyty. Pojecie przezycia (ang. survival, S) i $mierci komoérek moze mie¢ rézne definicje
w zaleznosci od kontekstu. Komorki zréznicowane, ktore nie proliferujg (np. komorki migsni, komodrki nerwowe
czy komoérki wydzielnicze) uwazane sg za martwe wowczas, kiedy utracg swoja funkcje. Natomiast w przypadku
komorek dzielacych sie (komorki macierzyste uktadu krwiotworczego, czy komorki nabtonka jelit) Smieré oznacza
utrat¢ zdolnosci do proliferacji, czyli utrat¢ integralno$ci reprodukcyjnej. Niekiedy mowi si¢ o tzw. $mierci
reprodukcyjnej. Jest to mierzony punkt koncowy (ang. end point) w eksperymentach prowadzonych w hodowlach
komérkowych in vitro. Taka zawezona definicja przezycia i $mierci komoérek funkcjonuje w radiobiologii. Oznacza
to, ze komorki mogg by¢ obecne w srodowisku, oddziatywac ze sobg, a nawet by¢ zdolne do przejscia jednego czy
dwoch kolejnych podzialow mitotycznych. Niemniej jednak, komorki ktére utracity zdolnos¢ do nieograniczonego
podziatlu i wytwarzania duzej liczby komorek potomnych z zasady uwazane sa za martwe. Komorki, ktore przezyja
dziatanie promieniowania jonizujacego, zachowajga mozliwos¢ podziatu i produkowania tzw. kolonii komoérek nazywa
si¢ komorkami klonogennymi (ang. clonogenic) [1]. Ta definicja znajduje zastosowanie w radiobiologii zwierzat, roslin
i ich tkanek, takze nowotworowych.

W przypadkunowotworow, ktore majg by¢ wyeliminowane z organizmu konieczne jest zabicie komdrek w rozumieniu
definicji radiobiologicznej, tj. pozbawienie ich zdolnosci proliferacji, ktora odpowiada za rozprzestrzenianie si¢ i wzrost
agresywnosci. Opisano rézne mechanizmy $mierci komérkowej [2]. W przypadku wigkszosci komoérek poddanych
dziataniu promieniowania jonizujacego $mier¢ nast¢puje na skutek nieprawidtowego podziatu, tj. w wyniku tzw.
katastrofy mitotycznej. Wykazano, ze aby zniszczy¢ funkcje komorek niedzielacych si¢ konieczne jest napromienienie
dawka 100 Gy, natomiast w przypadku komorek proliferujacych srednia dawka letalna wynosi zaledwie 2 Gy [3].

Zdolnos$¢ pojedynczej komoérki do utworzenia kolonii komorek widocznych nieuzbrojonym okiem (bez uzycia
mikroskopu) jest wystarczajacym dowodem na zachowanie przez t¢ komorke wiasciwosci reprodukcyjnych. Utrata tej
zdolnosci w funkcji dawki jest opisywana krzywa przezywalnosci (ang. dose-survival curve). Wyznaczanie krzywych
przezywalnosci komorek w zaleznosci od dawki promieniowania jest jednym z najprostszych, ale fundamentalnych
eksperymentow radiobiologicznych (Ryc. 1).

Komorki adherentne (czyli przyklejone do powierzchni hodowlanej) po napromienieniu okreslona dawka sa
przenoszone do zawiesiny za pomocg roztworu trypsyny, ktory powoduje odklejenie komorek od naczynia. Nastepnie
komorki sg liczone i ustalona liczba komoérek jest wysiewana na nowe naczynie hodowlane. Hodowla jest prowadzona
przez kolejne tygodnie (1 do 3, w zaleznosci od rodzaju komorek). Komorki, ktore zachowaty zdolnos¢ do podziatow
tworza widoczne kolonie. Wszystkie komorki w kolonii pochodza od pojedynczej komorki, ktora przezyta zadang
dawke. Test klonogenny wykonuje si¢ zawsze w odniesieniu do kontroli, tj. komoérek, ktére nie byly napromieniane

(ang. sham) po to, aby okresli¢ poczatkowa wydajno$¢ hodowli (ang.

LT, plating efficiency, PE).
\ ~ hodowla jednowarstwowa
+tpsyna Wydajnos$¢ hodowli oblicza sie ze wzoru:
—sienie OQ __ liczba kolonii na plytce
Komorki FPE = o . N P x100 (1)
w zawiesinie Sezba komérek 100 200 500 1000 liczha wysieanych komorek

dawka

pomenomne, l"ey l“*v l“ﬁy l"ﬁy Przyklad:

Jezeli wysiano 100 komorek w kontroli, nastepnie po
l zakonczeniu testu na tej samej plytce (nienapromienianej)
() policzono 60 kolonii, oznacza to, ze wydajno$¢ hodowli wynosi:

hodowla (1 -3 tygodni)

o

PE= (60/100)x100=60%. Rownoczesnie nalezy zalozy¢ hodowle
essakaont o e komorek, ktére bedg napromieniane. Zwykle liczba wysiewanych

P o - - komorek jest wieksza niz w kontroli, nalezy jednak ustali¢ ja

Rycina 1 s = ows w0 eksperymentalnie dla danego rodzaju hodowli. Frakcje komérek
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przezywajacych (ang. surviving fraction, SF) (lub inaczej: wspolczynnik przezycia komorek) oblicza sie
zgodnie ze wzorem:
liezba kolonii na plytee

SF = )

. . _PE
liceba komorek wysianych x "E}

Caly eksperyment powtarza si¢ dla wybranych dawek (Ryc. 1). Liczba komoérek dla danego testu i liczba powtorzen
jest ustalana eksperymentalnie dla zakresu badanych dawek: zbyt mata liczba obniza istotno$¢ statystyczna wynikow,
zbyt wysoka uniemozliwia prawidtowe zliczenie kolonii.

Ksztalt krzywych przezywalnosci

Krzywe zaleznosci przezywalnosci komorek ssaczych od dawki zwykle przedstawiane sa w postaci liniowo-
kwadratowej, gdzie przezywalno$¢ jest oznaczona w skali logarytmicznej. Ksztatt krzywej przezywalnosci zalezy
od rodzaju promieniowania (ryc. 2). W przypadku niskich dawek
promieniowania stabo jonizujacego (ang. sparsely ionizing), tj. SE 10
o matym wspoélczynniku liniowego przekazywania energii (ang. =
linear energy transfer, LET), krzywa przezywalnosci ma poczatkowo =
ksztatt prostej o skonczonym nachyleniu poczatkowym. Oznacza to,
ze wspotczynnik przezycia komorek (SF) jest wykladniczg funkcja
dawki. Ze wzrostem dawki wykres przechodzi w krzywa, ktorej
nachylenie wzrasta w zakresie dawek do kilku grejow. Krzywa
przezycia komoérek ma tendencje do ponownego przybierania 01
ksztattu prostej w przypadku wysokich dawek promieniowania. :
W praktyce klinicznej taka sytuacja mialaby miejsce wowczas,
gdyby dzienna dawka frakcyjna przekraczala 2 Gy. Stosowanie 0.01
promieniowania wywotujacego gesta jonizacje osrodka (ang. densely E
ionizing) o duzym wspoétczynniku LET, np. czastek o, powoduje, ze -
ksztatt krzywej przezywalnosci jest zblizony do linii prostej, zatem \
wspoltezynnik przezycia komorek jest wykladnicza funkcjg dawki @9 gt b
(ryc. 2) [4]. dawka [Gy]

Rycina 2

N

promieniowanie
o niskimLET

promieniowanie
o wysokimLET

Cel pracy

Przedstawiony powyzej jakosciowy opis krzywych przezywalnosci komorek po dziataniu promieniowania
jonizujacego jest stosunkowo prosty, jednak wyjasnienie odpowiedzi biologicznej w konteks$cie zjawisk biofizycznych
wymaga wprowadzenia modeli teoretycznych, ktore nie zawsze idealnie odzwierciedlaja dane eksperymentalne.

Celem tej pracy jest opisanie najczesciej stosowanych modeli matematycznych opisujacych ksztatt krzywej
przezywalnosci komorek ssaczych.

Odpowiedz na promieniowanie jonizujace na poziomie molekularnym

Promieniowanie jonizujace powoduje $mieré komoérek poprzez wytworzenie wtérnie naladowanych czastek
i wolnych rodnikow w jadrze, ktore uszkadzaja DNA [5]. Kazdy 1 Gy promieniowanie jonizujacego o niskim LET
powoduje okoto 1000 uszkodzen zasad DNA, okoto 1000 uszkodzen pojedynczoniciowych (ang. single-strand breaks,
SSB) oraz 20 — 40 uszkodzen podwoéjnoniciowych (ang. double-strand breaks, DSB). Smiertelno$¢ komoérek wywotana
promieniowaniem jonizujacym zwiazana jest przede wszystkim z liczbg nienaprawionych uszkodzen typu DSB [6].
Jezeli $miertelnos¢ komorek jest modyfikowana przez zamiane LET, poziomu utlenowania, stezenia grup tiolowych,
czy temperature, to dla takiej samej ustalonej dawki liczba DSB koreluje z liczba komorek zabitych. Uszkodzenia
DNA typu SSB, uszkodzenia zasad nukleotydowych czy wigzania krzyzowe DNA-biatko nie odzwierciedlajg zmian
w populacji zabitych komorek dla zadnych z wymienionych radiouczulaczy i radioprotektoréw. Zatem podwojnoniciowe
uszkodzenia DNA sg uwazane za najbardziej ,,$mierciono$ne” uszkodzenie komorki. W szczegolnych przypadkach
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(komorki bardzo wrazliwe, odpowiedz na bardzo niskie dawki, czy odpowiedz na promieniowanie o wysokim LET)
wystarczy jedno uszkodzenie typu DSB w tancuchu DNA (jedno ,trafienie”, ang. one ‘hit’), aby doprowadzi¢ do
znaczacych aberracji chromosomowych i, w konsekwencji, do sterylizacji komorki [7].

Teoria tarczy a model jednotarczowy

W DNA wystepuja sekwencje, ktére odpowiadaja za
utrzymanie zdolno$ci reprodukcyjnych komorek. Teoria
tarczy opiera si¢ na tym, ze uszkodzenie promieniowaniem
jonizujacym tych specyficznych rejonow  powoduje -
inaktywacje  komorki, czyli utrat¢ klonogennosci. -
Poczatkowo zaktadano, ze jedno trafienie w tarcze za
pomoca promieniowania jonizujacego prowadzi do $mierci
komorki. Zjawisko to opisano matematycznie za pomoca
modelu jednotarczowego (ang. single-target single-hit
model), akrzywa ma ksztatt prostej (ryc. 3) [8].

Rycina 3

0.1}

Aby otrzymaé¢ réwnanie krzywej przezywalnoSci 0.01 -
dla modelu jednotarczowego nalezy zastosowaé ’
statystyke Poissona. Statystyka Poissona opiera sie
na zalozeniu, ze podczas napromieniania komorek
nastepuje bardzo duza liczba trafienh w rézne komorki, 8
ale prawdopodobienstwo (p) ponownego trafienia w te dawka [Gy]
sama komorke jest bardzo male.

0.001 ! - 1 L L1
12 16

Stad, dla kazdej komorki:
p (przezycia) = p (S) = p (0 trafien) = exp (-D/D) 3)

gdzie D jest dawka, przy ktorej Srednio wystepuje jedno trafienie na jeden cel (kazda komorka otrzymuje jedno
trafienie), D/D jest $rednig liczbg trafief w tarcze (w komorke). Zgodnie z definicjg funkcji wyktadniczej (y=e,
exp(x)) dawka D obniza liczb¢ komorek przezywajacych z 1 do 0,37 (e = 0,367...) lub z 0,1 do 0,037 itd.

Model wielotarczowy

Model wielotarczowy (ang. multitarget model) byt stosowany w radiobiologii wiele lat i pewne jego elementy
sg ciggle prawdziwe [9]. W tym modelu pojawiajg si¢ dodatkowe zmienne. Nachylenie poczatkowe krzywej
przezywalnosci (z ang. tzw. initial slope) zalezy od pojedynczego $miertelnego trafienia w tarcze (single-hit przy
dawce D)), natomiast koficowe nachylenie (z ang. tzw. final slope), od wielu trafien (multi-hit przy dawce D). Ponadto,
wystepuje wielkosé D, (ekstrapolowana do n), ktora charakteryzuje szeroko$¢ ramienia krzywej przezywalno$ci (Ryc.
4a). Model wielotarczowy jest stosowany do opisu odpowiedzi biologicznej komorek ssaczych na wysokie dawki
promieniowania jonizujgcego. Liczbowo wielkosci D, i D sg zalezne od poczatkowego i koncowego nachylenia krzywej
przezywalnosci komorek. W obu przypadkach okreslajg one dawke, przy ktorej nastgpuje obnizenie przezywalnosci
komorek o 37% (0,37) w stosunku do wartosci pierwotnej. Jak pokazano na ryc. 4 warto$¢ D, jest dawka, ktorg nalezy
poda¢, aby obnizy¢ przezywalnos¢ komorek do 0,37 w poczatkowym przebiegu krzywej, natomiast wartos¢ D jest
dawka , ktorg nalezy podac, aby obnizy¢ przezywalno$¢ w koncowym przebiegu krzywej z 0,1 do 0,037 lub z 0,01 do
0,037 itd. Poniewaz liczba komorek jest oznaczana w skali logarytmicznej, a krzywa przezywalno$ci zbliza si¢ do
prostej dla wyzszych dawek, to dawka potrzebna do zmniejszenia populacji komoérek (do wartosci 0,37 ) jest taka sama
niezaleznie od liczno$ci populacji wyjsciowej. Wielko$¢ ekstrapolowana n jest miarg ,,szerokos$ci” ramienia krzywej
(im wieksze n, tym szersza krzywa). Inng miara szerokosci krzywej jest tzw. dawka quasi-progowa (ang. quasitreshold
dose) D, czyli taka dawka, w ktorej prosta cz¢$¢ krzywej przezywalnosci, ekstrapolowana ,,do tylu”, przecina o$ SF
w punkcie 1 (Ryc. 4b). Dawka progowa, to jest taka dawka, ponizej ktorej nie obserwuje si¢ efektu biologicznego [10].

W praktyce dawka progowa nie istnieje, poniewaz nie mozna powiedzie¢, ze promieniowanie jonizujace nie
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| Rycina 4
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I
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a 0 4 8 12 16 b 0 4 8 12 16
| dawka [Gy] ’ dawka [Gy]

wywotuje skutkow ponizej okreslonej dawki. Parametry opisujace model wielotarczowy sg zalezne od siebie zgodnie
Z wyrazeniem:
logn = Dq/ D, @)
Model liniowo-kwadratowy
Modelem matematycznym, ktory jest obecnie stosowany z wyboru Rycina 5
do opisu zdarzen biologicznych po podaniu dawki promieniowania
jonizujacego jest model liniowo-kwadratowy (ang. linear-quadratic model,
LQ) [11]. W modelu tym zatozono wystepowanie dwoch statych opisujacych 1 -
$mier¢ komorki na skutek dziatania okreslonej dawki. Pierwsza stala jest -~
wprost proporcjonalna do zadanej dawki (o), a druga do kwadratu jej I
wielkosci (B). Wprowadzenie statych, ktore maja wptyw na przezywalnosc¢ |
komorek i zalezg od dawki i jej kwadratu wynika z mechanizmu dziatania _— : niski
promieniowania jonizujacego: aberracje chromosomow, ktore sg letalne dla 001 LET I LET
komorki (np. chromosomy dicentryczne, mostki anafazowe, pier$cienie) sg . : \
wywolywane przez uszkodzenia obu nici DNA. B\ \
Rownanie opisujace ksztalt krzywej przezywalnosci komorek oo | T e
w modelu liniowo-kwadratowym mozna najproéciej zapisaé dawka [Gy]
wyrazeniem:
-In (S) = aD +pD?
p(survival) = exp(-aD -pD?)
—xD— 807
s=7F ©)
gdzie S oznacza populacj¢ komorek, ktore przezyty dawke D, awyrazenia o1 3 sa statymiréwnania odpowiedzialnymi
za uszkodzenia $miertelne (o) i potencjalnie $miertelne (). Rownanie krzywej opisujacej przezywalno$¢ komorek
w modelu LQ najlepiej charakteryzuje odpowiedz radiobiologiczng na dawki promieniowania jonizujacego w zakresie
0 — 3 Gy. Wykres przezywalnosci (ryc. 5) jest pochylony w calym przebiegu i jest asymptota krzywej LQ. Ksztatt
krzywej (,,nachylenie”) zalezy od stosunku uszkodzen $miertelnych (letalnych) o i potencjalnie $miertelnych
(subletalnych) B, czyli od wielkosci a/B, co wynika z:
aD = pD’
lub:
D=/ 6)

SF 1

T r1rmm

TT

T

T T TTI

T TTTITT
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Zatem nalezy podkresli¢, ze letalne i subletalne uszkodzenia komorek prze dane dawce sa takie same przy dawce
réwnej stosunkowi o/f.

Wnioski

Model LQ w jego najbardziej aktualnej wersji opisuje zabicie komorek na skutek dzialania promieniowania
jonizujacego uwzgledniajac ponizsze mechanizmy:

(a) Promieniowanie jonizujace powoduje powstanie dwuniciowych pgknig¢ DNA (DSB) proporcjonalnie do
dawki.

(b) DSB DNA moga zosta¢ naprawione z stalg wydajnoscig A (A = In2/T, ,, gdzie T, , jest potowicznym czasem
naprawy). W praktyce moze wystapi¢ wigcej niz jeden typ DSB, ktoére moga by¢ naprawiane z réznymi
predkosciami. Model LQ moze by¢ rozszerzony do takich przypadkow.

(c) W czasie naprawy DSB czesto wystepuja btedy lub kolejne uszkodzenia wywotane inng $ciezka jonizacji
(np. przez inny foton), co moze powodowac $miertelne zmiany (najczesciej aberracje chromosomowe)
proporcjonalnie do kwadratu dawki (por. wzor (6)). Dwie niezalezne $ciezki jonizacji moga si¢ pojawic
w rdéznym czasie w ciggu catego procesu leczenia. Umozliwia to naprawe pierwszego uszkodzenia typu DSB,
zanim nastapi kolejne, co lezy u podstaw frakcjonowania dawki i jest istotg modelu LQ.

(d) Ponadto pojedyncze $ciezki jonizacji (trafienia) moga wywotywaé $miertelne zmiany w komorce; ich
mechanizm jest rozny, ale wydajno$¢ powstawania jest liniowo proporcjonalna do dawki [12].

Podsumowanie

Mechanistyczny model liniowo-kwadratowy jest obecnie najczescie] stosowanym narzedziem do
ilosciowego szacowania zalezno$ci efektu od dawki 1 sposobu jej frakcjonowania w radioterapii (ponad 1600
artykutow w bazie PubMED). Wykorzystywany jest powszechnie do obliczania dawek izoefektywnych
dla réznych schematow frakcjonowania leczenia, glownie dlatego, Ze jest oparty na danych uzyskanych
w do$wiadczeniach biologicznych, a jednocze$nie ma niewiele zmiennych, co powoduje, ze znajduje
zastosowanie praktyczne. Co wigcej model LQ w wielu aspektach potwierdza prawidtowo$¢ innych bardziej
skomplikowanych modeli mechanistycznych, a takze wlasnosci predykcyjne dla frakcjonowania obliczane
na podstawie zaleznosci liniowo-kwadratowej zostaty dobrze udokumentowane. Model ten jest walidowany
do dawki frakcyjnej okoto 10 Gy, postuluje si¢ nawet, ze zasadne byloby jego stosowanie do dawki 18 Gy,
jednak jak dotad nie zostato to udowodnione w praktyce kliniczne;.
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