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Streszczenie

Rak piersi jest najczeSciej wystepujacym typem nowotworu wsérdd kobiet. Ze wzgledu na odmienne
typy histologiczne guzdw, stosuje sie rozne podejscia terapeutyczne. NajczesSciej jest to leczenie skojarzone,
obejmujace chirurgiczne usuniecie ogniska nowotworowego, radioterapie oraz leczenie cytostatykami.
Jednakze glownym celem kazdej stosowanej terapii jest zniszczenie komorek nowotworowych przy
odpowiednio niskim uszkodzeniu tkanek zdrowych. Celem pracy byta ocena wpltywu stosowanych klinicznie
schematéw napromieniania radioterapeutycznego, za pomoca wigzki promieniowania jonizujacego.

Zbadano wplyw wielko$ci dawki (ang. Dose, D) o Gy; 1,0 Gy; 2,0 Gy; 4,0 Gy oraz mocy dawki (ang. Dose
Rate, DR) 300 i 600 cGy/min na komorki raka piersi. W doswiadczeniu wykorzystano dwie linie komérkowe
raka piersi MDA-MB-231 oraz MDA-MB—468, zaliczajace sie do typu potrdjnie negatywnego (ang. triple
negative breast cancer, TNBC). Przy pomocy testow klonogennych obliczono frakcje przezywalno$ci (ang.
surviving fraction, SF) dla poszczegolnych dawek oraz wykreslono krzywe przezycia bedace zaleznoécia
SF(D). Wykazano, ze wraz ze wzrostem dawki, przezywalno$¢ komorek maleje, zgodnie z zalozeniami
modelu liniowo-kwadratowego. Poréwnujac obydwie linie komoérkowe, zaobserwowano réznice w krzywych
przezywalno$ci obejmujacych niskie dawki promieniowania. W przypadku MDA-MB-231, w przedziale
dawki ponizej 2 Gy, stwierdzono znaczne obnizenie przezywalnosci, ktore sugeruje wystapienie zjawiska
hiperwrazliwo$ci na promieniowanie. Odmienne wyniki zaobserwowano dla linii MDA-MB—-468 w zakresie
<2 Gy, gdzie wspolczynnik SF przezycia przekraczal warto$ci powyzej 1,0, co moze Swiadczy¢ o wzmozonej
stymulacji proliferacji.

Nie wykazano istotnych roznic w krzywych przezywalnosci pomiedzy zastosowaniem dwoch roéznych
mocy przy tej samej dawce. Poprzez zwiekszenie DR, skraca sie czas trwania ekspozycji. Sledzac wykreélone
zalezno$ci SF(D), mozna jednoznacznie okresli¢, jak dany typ linii nowotworowej odpowiada na traktowanie
roznymi schematami promieniowania.
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Abstract

Breast cancer is the most common type of cancer among women. Due to different histological types of
breast cancer, various forms of therapeutic approaches are applied. Most often, it is a combination of different
types of treatments that includes surgical removal of cancer, radiotherapy and treatment with cytotoxic
drugs. However, the main goal of any treatment is to kill cancer cells with a sufficiently small damage to
healthy tissues.

The effect of four doses (D) 0.0 Gy; 1.0 Gy; 2.0 Gy; 4.0 Gy as well as two dose rates (DR) 300 and
600 cGy/min was investigated on two triple negative breast cancer (TNBC) cell lines MDA - MB - 231 and
MDA - MB - 468. The essential part of the work was to perform a clonogenic assay, on the basis of which the
surviving fraction (SF) for individual doses was calculated and survival curves, which are the function of
SF(D), were plotted. After analysis, it was found that with increasing dose, cellular proliferation decreased in
line with the linear-quadratic model. Considering both cell lines, differences in the shape of the curves were
observed for low radiation doses. In the case of the MDA-MB-231 line, in the range below 2 Gy, there was
a significant decrease in survival, which suggests hypersensitivity to radiation. A different situation occurred
for MDA-MB-468 in the range of <2 Gy, where an increase in the survival fraction above 1.0 was observed,
which may indicate an increased stimulation of proliferation.

There were no major differences between the use of the two different dose rates, thus with increased
DR, only the duration of exposure is reduced. By following SF (D) dependency, it is possible to determine
unequivocally how different types of cancer lines respond to different radiation patterns.

Stowa kluczowe: moc dawki, rak piersi, radioterapia

Keywords: dose rate, breast cancer, radiotherapy

Wstep

Wedhug najnowszych danych, 3 najczeSciej diagnozowane nowotwory wsrdd kobiet to raki: piersi, ptuca
i oskrzeli oraz jelita grubego, ktore lacznie stanowia polowe wszystkich przypadkow w skali §wiatowe;.
Analizujac badania przeprowadzone przez American Cancer Society, rak piersi stanowi 30% wszystkich
nowo zdiagnozowanych przypadkow raka u kobiet (1). Co wiecej, zachorowalno$§é na nowotwor piersi stale
wzrasta, a wyniki 5-letnich przezy¢ sa wciaz niezadowalajace (2). Jedna z przyczyn jest zbyt pdzny czas
diagnozowania choroby, wynikajacy z niskiego odsetka kobiet uczestniczacych w badaniach profilaktycznych
(3). Ok. 10-15% wszystkich guzéw stanowi rak potrojnie negatywny, ktérego nazwa wigze sie z brakiem
ekspres;ji receptorow estrogenowych, progesteronowych oraz receptora naskorkowego czynnika wzrostu na
powierzchni komorek. Z tego wzgledu nowotwory te charakteryzuja sie wysokim stopniem zlosliwosSci oraz
wieksza sklonno$cia do tworzenia przerzutéw w jamie brzusznej. Co wiecej, ma to konsekwencje w postaci
ograniczonego dzialania terapii celowanych, dlatego najczeSciej stosowana metoda leczenia jest leczenie
radioterapeutyczne (4). Oszacowano, ze ok. 40% pacjentdow zdiagnozowanych na raka zostanie skierowanych
na radioterapie, a ok. 50% 0s6b cierpigcych na nowotwor bedzie wymagalo tego rodzaju terapii w pewnym
momencie ich leczenia (5). Glownym celem radioterapii jest uszkodzenie komérek nowotworowych przy
jednoczesnym zachowaniu tkanki zdrowej (6). Wykorzystywane promieniowanie jonizujace oddziatuje na
struktury biologiczne znajdujace sie w komorce poprzez dzialanie posrednie (poprzez radiolize wody) oraz
bezposrednie. Glownym efektem uzytego promieniowania jest wystapienie letalnych dwuniciowych peknieé¢
DNA. Ponadto obserwuje sie uszkodzenie bialek i lipidow. Dzialanie promieniowania jonizujacego wywoluje
finalnie tzw. katastrofe mitotyczna, przez co komorka nie jest w stanie ulegac cytokinezie i obumiera (7).
W zalezno$ci od sposobu dostarczania promieniowania, wyrdzniamy rézne metody radioterapeutyczne
m.in. teleradioterapie (wigzka promieniowania jest dostarczona ze zZrodla zewnetrznego) oraz brachyterapie
(polegajacanaumieszczeniuzroédla promieniowaniawguzie) doleczeniawewnetrznegolub powierzchniowego.
NajczeSciej stosowana metoda jest napromienianie pacjenta megawoltowa wigzka fotonowa, ktora stanowi
forme wysokoenergetycznego promieniowania elektromagnetycznego generowanego przez akceleratory
liniowe (8).
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W przypadku promieniowania X lub y, moc dawki (ang. Dose Rate, DR) jest jednym z czynnikéw, ktore
okreslaja biologiczne konsekwencje zaabsorbowanej dawki (ang. Dose, D). Mianem mocy dawki okre§lamy
ilo§¢ promieniowania jonizujacego zaabsorbowana w danej jednostce czasu (9). W radioterapii wykorzystuje
sie szeroki zakres mocy dawek, od kilku cGy dziennie do setek Gy w ulamku sekundy. Gléwny efekt tempa
absorpcji dawek w leczeniu radioterapeutycznym znajduje sie w zakresie od okolo 0,1 Gy/h do kilku Gy/min
(10). DR w radioterapii jest dobrze znanym parametrem i opiera sie na prostej zalezno$ci: promieniowanie
dostarczane przy wyzszej warto$ci mocy jest biologicznie bardziej skuteczne (zabija wiecej komorek), niz
ta sama dawka dostarczana przy mocy nizszej. W miare zmniejszania sie jej warto$ci i wydluzania czasu
ekspozycji, efekt biologiczny, na ogdl ulega zmniejszeniu. Klasyczny efekt mocy dawki (ang. Dose Rate Effect,
DRE), znaczacy w radioterapii, wynika z naprawy subletalnego uszkodzenia (ang. Sublethal Damage Repair,
SLD), ktore wystepuje podczas ekspozycji. Wielko$¢ wplywu DR wynikajacego z naprawy SLD jest r6zna
w zalezno$ci od typu komorek (11). Stosowanie promieniowania o duzej i matej mocy odnosi r6zne skutki
w reakcji zar6wno komorek prawidlowych, jak rowniez nowotworowych (12,13).

Badajac napromienione komorki eukariotyczne zaobserwowano rézne typy uszkodzen popromiennych
m.in. jedno- oraz dwuniciowe pekniecia DNA, zmiana lub odlaczenie zasady badz reszty cukrowe;j.
Zastosowanie dawki promieniowania fotonowego o wielko$ci 1 Gy skutkuje powstaniem ok. 1000
pojedynczych peknie¢ nici DNA (14). W rezultacie, moze doj$¢ zarowno do apoptozy lub nekrozy, jak
rowniez genetycznych uszkodzen, skutkujacych §miercia komorki lub niestabilnoscia genetyczna. Powyzsze
konsekwencje wywolane przez bezposrednia i posrednia jonizacje wynikaja z utlenienia (peroksydacji)
makroczasteczek komorki. Nalezy zauwazy¢, ze wydajno$¢é powstawania uszkodzen w organizmach zalezy
nie tylko od rodzaju struktury biologicznej, ale rowniez od liniowego transferu energii (ang. Linear Energy
Transfer, LET), przy jednoczesnym zachowaniu podobnych efektéw iloSciowych (15). Tempo absorpcji energii,
okreslone jako liniowy transfer energii, jest definiowane jako Srednia energia lokalnie przekazywana do
absorbujacego oSrodka przez elektron, podczas przechodzenia przez jednostke odleglo$ci w tym o$rodku (16).
Potencjalnie, wszystkie te czynniki obejmujace DRE moga mie¢ decydujacy wplyw na skutecznos$¢ leczenia
radioterapeutycznego, jak i na intensywno$¢ efektéw ubocznych zaréwno w tkankach nowotworowych
objetych polem napromieniowania, jak i okolicznych tkankach zdrowych znajdujacych sie w polu dawki.
Jednym z powszechnie uzywanych testow do oceny efektu promieniowania jonizujacego jest test klonogenny.
Umozliwia ocene roznic w zywotnosci reprodukeyjnej (klonogenno$¢; zdolno$¢ pojedynczej komorki
do tworzenia kolonii skladajacej sie z min. 50 klonow) pomiedzy komoérkami kontrolnymi, a komorkami
poddanymi dzialaniu czynnikoéw fizycznych i chemicznych tj. ekspozycja na promieniowanie jonizujace czy
cytostatykow. Test stal sie powszechnie akceptowana technika w radiobiologii oraz toksykologii. (17).

Cel pracy

Celem ogo6lnym pracy byla ocena wplywu zmiany mocy dawki promieniowania jonizujacego na
przezywalno$¢ (ang. surviving fraction, SF) linii komoérkowych potrojnie negatywnego raka piersi MDA —
MB — 2311 MDA — MB — 468. Cele szczegdlowe obejmowaly:

1. Ocene wplywu okreslonych dawek promieniowania jonizujacego na komorki obu linii
2. Analize roznic w przebiegu krzywych przezywalnosci przy DR: 300 cGy/min i DR: 600 c¢Gy/min

Material i metody
 Hodowla komoérkowa

Wykorzystane w do$wiadczeniach linie komoérkowe utrzymywane byly w warunkach standardowych,
tj. w temperaturze 37°C, w atmosferze wzbogaconej 5% CO, przy zachowanej wilgotnoSci wynoszgcej
okolo 95%. W doswiadczeniu wykorzystano linie komorkowe MDA — MB — 231 oraz MDA — MB — 468,
wyizolowane w latach 70’, z wysieku oplucnowego 51-letnich kobiet, odpowiednio: rasy Kaukaskiej oraz
Afroamerykanskiej, z przerzutowym gruczolakorakiem piersi. Obie linie sa adherentne, charakteryzujac
sie morfologia nablonkowa [7-9]. Podstawowym medium hodowlanym byla pozywka Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) (Biowest, Francja) suplementowana 10% plodowa surowica bydleca (ang. Fetal
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bovine serum, FBS) (Biowest, Francja) i 1% roztworu penicyliny/streptomycyny (P/S) (Gibco Invitrogen,
Carlsbad, CA, Stany Zjednoczone). Po osiggnieciu 90% konfluencji, komérki pasazowano (Srednio co 2
-3 dni). Po zebraniu medium i odplukaniu pozostalosci pozywki, buforem fosforanowym PBS (Gibco
Invitrogen, Carlsbad, CA, Stany Zjednoczone) pasaz wykonywano z wykorzystaniem 1x stezonej trypsyny
(Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA, Stany Zjednoczone).

e Plan napromieniania

Schematy napromieniania zostaly przygotowane w oparciu o standardowy system do planowania leczenia
Varian Eclipse (Varian Medical Systmes Inc, Stany Zjednoczone, CA), dzieki uprzejmosci dr Eweliny
Konstanty, kierownik Pracowni Dozymetrii Klinicznej w Wielkopolskim Centrum Onkologii im. Marii
Sklodowskiej-Curie w Poznaniu. Komérki napromieniono w fantomie wodnym za pomoca akceleratora
Varian UNIQUE (Wielkopolskie Centrum Onkologii, Poznan) (Varian Medical Systmes Inc, Stany
Zjednoczone, CA). Fantom wodny jest urzadzeniem wykorzystywanym podczas pomiaréw dozymetrycznych,
sklada sie z pleksiglasowego pojemnika wypelionego woda, ze wzgledu na parametry fizyko — chemiczne,
odpowiadajace tkance miekkiej.

e Napromienianie komodrek raka piersi

Po trypsynizacji komorki zostaly wysiane na 10 butelek hodowlanych bez wentylacji, o powierzchni 25
cm?. Po 24 godzinach butelki uzupelniono buforem fosforanowym w celu usuniecia pecherzykow powietrza
i zapewnienia jednorodnego rozkladu dawki. Nastepnie, butelki w fantomie napromieniano odpowiednio
dawkami: 1 Gy, 2 Gy, 4 Gy, (0 Gy — komorki kontrolne), wykorzystujac moce: 300 ¢cGy/min i 600 ¢Gy/min dla
kazdej podanej dawki promieniowania.

Po wykonanym napromienianiu, komorki poddano trypsynizacji po uprzednim usunieciu pozywki i PBS.
Nastepnie wprowadzono 10 ml $§wiezego medium do kazdej butelki i przeptukano. Do przygotowanych
probowek wlano zawiesine komoérkowa, odpowiednio z napromieniowanymi komoérkami o danej dawce
i mocy. Za pomoca licznika komérek Moxi Z (Orflo Technologies, Stany Zjednoczone, ID), zostala wyznaczona
liczba komérek na 1ml pozywki hodowlanej. Nastepnie komorki zostaly wysiane w odpowiednich liczbach
dla danej dawki.

e Zamkniecie i analiza testu klonogennego

Po 14 dniach hodowli zakonczono testy klonogenne. Za moment §wiadczacy o zakonczeniu testu przyjeto
czas w ktorym kolonia komorek kontrolnych zlozona jest z co najmniej 50 komoérek. Nastepnie pozywka zostala
usunieta, dotek plytki 6-dotkowej przeptukano PBS. Komorki zostaly utrwalone z wykorzystaniem skazonego
alkoholu. W celu wybarwienia powstalych kolonii, komérki zostaly potraktowane 1% roztworem blekitu
kumassi. Po 10 minutach inkubacji barwnik aspirowano, odplukano pozostaly nadmiar i przeprowadzono
odczyt. Plytki zostaly sfotografowane za pomoca systemu ChemiDoc Touch Bio—Rad. Automatyczne
zliczenie kolonii zostalo wykonane za pomocg programu Gene Tools Syngene. Po zliczeniu kolonii, obliczono
wydajnosci posiewu (ang. plating efficiency, PE), wyrazajace stosunek zliczonych kolonii do liczby posianych
komorek. Na podstawie warto$ci PE komérek napromienianych i PE komérek kontrolnych, obliczono frakcje
komorek, ktore przezyly (ang. surviving fraction, SF) dla kazdej dawki i mocy (11,21).

Wyniki

W oparciu o wyniki eksperymentu wygenerowano krzywe przezycia linii MDA-MB-231 (ryc. 1) oraz
MDA-MB—468 (ryc. 2) dla zastosowanych DR w celu poréwnania przebiegu krzywych. Przeprowadzone
badania wykazaly spadek przezycia komorek raka piersi w funkeji wzrostu dawki promieniowania
jonizujacego zgodnie z przebiegiem krzywej w modelu liniowo-kwadratowym. Jednakze, dla linii MDA —
MB — 468 zaobserwowano poczatkowy wzrost przezywalnosci, po ktérym nastapil jej spadek oraz znaczaca
roznice w zastosowaniu dawki 4 Gy, gdzie DR: 600 ¢Gy/min skutkowalto obnizong proliferacja w stosunku
do mocy dwa razy mniejsze;j.
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Krzywa Przezycia MDA-MB-231
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Rycina 1. Krzywa przezycia linii MDA — MB — 231 dla zadanych dawek 1,0 Gy; 2,0 Gy; 4,0 Gy. DR: 300
¢Gy/min (kolor czerwony), DR: 600 ¢Gy/min (kolor niebieski).

Krzywa przezycia MDA-MB-468
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Rycina 2. Krzywa przezycia linii MDA — MB — 468 dla zadanych dawek 1,0 Gy; 2,0 Gy; 4,0 Gy. DR: 300
¢Gy/min (kolor czerwony), DR: 600 ¢Gy/min (kolor niebieski).

Dyskusja

Radioterapia szybko ewoluuje w kierunku dostarczania promieniowania z uzyciem wyzszych DR
w celu poprawy leczenia onkologicznego. Znajomo$¢ efektéw biologicznych w zaleznosci od stosowanych
schematow promieniowania ma na celu poszerzenie mozliwosci terapeutycznych w radioterapii, jednocze$nie
przyczyniajac sie do ograniczenia powiklan popromiennych. Wplyw promieniowania jonizujacego na
komorki koreluje w znacznym stopniu z mocg zastosowanej dawki (22).

Wykorzystany w tej pracy test klonogenny jest dobrze znanym i powszechnie stosowanym testem do oceny
radiowrazliwosci komoérek nowotworowych po ekspozycji na promieniowanie jonizujace (23). Zastosowana
metodg ilo$ciowego opisu odpowiedzi na promieniowanie jonizujace jest model liniowo-kwadratowy (ang.
Linear-quadratic model, LQ) (19), gdzie zalezno$¢ miedzy przezywalnoscia a dawka promieniowania
wyrazana jest za pomocg wielomianu drugiego stopnia. Stosunek oszacowanych parametrow, odpowiednio,
dla skladowej liniowej i kwadratowej, reprezentuje dawke przy ktorej oba parametry majg te sama wage
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przy analizie klonogennego przezycia. Stosunek ten jest znany jako stosunek a/f (24,25). Opisanie frakeji
przezywalno$ci komorek klonogennych (SF) w zalezno$ci od dawki promieniowania jonizujacego jest
kluczowym zagadnieniem radiobiologii. NajczeSciej wykorzystywanym do tego sposobem jest, wyzej
wspomniany, model liniowo-kwadratowy, oparty na 3 zalozeniach. Pojedyncze trafienie moze wywolaé
dwuniciowe pekniecie DNA, w wyniku czego moze doj$¢ do letalnej zmiany w genotypie komorki,
a w konsekwencji doprowadzi¢ do utraty klonogenno$ci. Prawdopodobienistwo takiego zdarzenia zalezy
liniowo od skladowej dawki (parametr a). Zmiany moga réwniez powsta¢ na skutek blednej naprawy
polozonych blisko siebie dwuniciowych peknieé DNA, ktore postaly w wyniku dwoch niezaleznych trafien.
Przyjmuje sie, ze liczba tego typu zmian jest wprost proporcjonalna do kwadratu dawki (parametr 3). Liczba
zmian przypadajacych na pojedyncza komorke ma w catej populacji rozklad Poissona. W przypadku modelu
LQ, teorie molekularne lezacych u podstaw mechanizmoéw biologicznych zostaly zdefiniowane w latach 7o0.
XX wieku i zostaly p6zniej udoskonalone (18). W ostatnich latach, dzieki szerszemu zastosowaniu modelu
liniowo — kwadratowego efekt mocy dawki zostal przeanalizowany, zuwzglednieniem aspektow biofizycznych,
w konsekwencji zaliczajac go do parametréw, ktére moga mieé¢ najwiekszy wplyw na odpowiedz biologiczna
(19). Ma on zasadnicze znaczenie dla metodologii LQ, bedac parametrem, ktory dla danej tkanki okresla
wrazliwo$¢ na promieniowanie. Znajomos$¢ i wykorzystanie tych wspolczynnikéw jest kluczowe podczas prob
definiowania nowych, lepszych metod dostarczania promieniowania (14). U obu linii spadek przezywalnosci
dla zastosowanego zakresu dawek, jest bardzo lagodny, co moze §wiadczy¢ o niskiej warto$ci wspdlczynnika
a/B. Uzyskane wyniki potwierdzaja dane literaturowe (9).

Zgodnie z oczekiwaniami (26) zwiekszenie dawki promieniowania znaczaco wplynelo na proliferacje
linii komoérkowych raka piersi prowadzac do zmniejszenia frakcji przezywajacej. Wraz ze zwiekszajaca sie
warto$cig dawki, komoérkowa proliferacja malala, natomiast nie wykazano wiekszych roéznic w przebiegu
krzywych dla dwoch réznych mocy dawek. Uwaza sie, ze w radioterapii klinicznej nie obserwuje sie wplywu
mocy dawki promieniowania w zakresie stosowanym w konwencjonalnej terapii wigzka promieniowania
uzyskiwana ze zrodel kobaltowych ¢°Co czy liniowych akceleratorow. Takie przekonanie okazuje sie
uzasadnione dla mocy w zakresie 1—-10 Gy/min (27). Klasyczna radioterapia wykorzystuje promieniowanie
jonizujace obejmujace dawki o duzym DR, tj. od ok. 1 do kilku Gy/min (10).

W przebiegu uzyskanych krzywych zauwazalne sa znaczne roéznice w zakresie niskich dawek. W przypadku
linii MDA — MB — 468 interesujacy jest wzrost SF powyzej wartosci 1,0. Mozna przypuszczaé, ze mniejsze
wartos$ci dawki dla tej linii powoduja stymulacje proliferacji, jako odpowiedz na czynnik niszczacy. Zalecane
jest powtorzenie eksperymentu dla wiekszej liczby dawek ponizej 1 Gy, w celu potwierdzenia tej hipotezy.
Tego typu stymulacja zostala okreSlona jako hormeza radiacyjna (28). Termin ten obejmuje stymulacje
kazdego ukladu na ekspozycje niskich dawek dowolnego czynnika (29). Liang et al. analizowali i poréwnywali
wplyw LDR na komoérki nowotworowe i prawidlowe (30). Fakt, ze niska dawka moze wywolywa¢ hormeze
w zdrowych komoérkach moze stanowi¢ nowe podejscie do zapewnienia pacjentom ekspozycji na LDR przed
wlasciwg radioterapia. Ma to na celu zmniejszenie stopnia uszkodzenia wywolanego przez radioterapie
normalnych tkanek, bez oslabienia dzialania terapeutycznego na komorki nowotworowe.

Analizujac krzywa linii MDA — MB — 231 w tym samym zakresie dawek, zauwazalny jest znaczny spadek
wartoéci SF. By zweryfikowa¢ to zalozenie réwniez wskazane byloby powtdrzenie eksperymentu przy
wykorzystaniu wiekszej liczby niskich dawek ponizej 1,0 Gy. Obnizenie przezywalno$ci w obszarze niskich
dawek okreslane jest jako hiperwrazliwo$¢ na promieniowanie jonizujace (ang. hyper-radiosensivity,
HRS) (11). Zjawisko to, zostalo wczesniej opisane w badaniach Mitchella i Bedforda (31); wykazali oni
niewielka inwersje, ktora przypisano nizszej mocy dawki, z powodu akumulacji komérek w fazie G2, ktora
jest radiowrazliwg faza cyklu komoérkowego. Linie komoérkowe przejawiajace radiowrazliwo$é cechuja sie
mniejsza proliferacja po ekspozycji na niskie dawki, co jest prawdopodobnie wywolane malo wydajnym
radioochronnym mechanizmem naprawczym lub tylko cze$ciowo wykorzystang zdolnosScia naprawcza (31).

Ocena radiobiologicznej odpowiedzi komoérek na promieniowanie jonizujace moze by¢ pomocna przy
rozroznieniu populacji odpowiadajacych na zastosowana radioterapie lub wyksztalcenie opornosci. Ilo$ciowe
warto$ci odzwierciedlajace przezywalnos¢ klonogenna, w calym analizowanym zakresie dawek, moga
nie$¢ wazne informacyjne dla analiz korelacji profilowania z zestawami danych ekspresji genéw i innych
zmiennych (32,33). Grupa Oktaria (35) przeprowadzila eksperymenty in vitro w celu zbadania odpowiedzi
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linii komérkowych raka piersi (MCF-7) i glejaka zlo$liwego (9L), wystawionych na promieniowanie jonizujace
10 MV. Do analizy wykreslono krzywe przezycia w celu okredlenia wartosci a i f, majac na celu ocene
radiowrazliwo$ci. Wykorzystano dawki w zakresie do 8 Gy stosujac wybrane warto$ci DR: 50 ¢Gy/min i 5
Gy/min. Zmniejszenie mocy dawki nie miato wplywu na krzywa przezywalnos$ci komorek linii 9L, natomiast
zaobserwowano obnizenie proliferacji w przypadku MCF-7 wraz ze zmniejszeniem wartoSci DR. Uzyskane
dane podkreslaja znaczenie uwzglednienia parametréw nie tylko fizycznych, ale takze radiobiologicznych,
przy planowaniu konkretnego leczenia nowotworu. Inna grupa (36) zastosowala akcelerator liniowy Varian
Trilogy TX do napromieniania, a w rezultacie, bezpo$redniego poréwnania efektu trzech r6znych mocy dawki
(5,01; 9,99 i 29,91 Gy/min, z chwilowa dawka w impulsie 56,5; 112,8 i 338 Gy/s) na przetrwanie klonogenne.
Komoérki prawidlowe pluca (V79) oraz plaskonablonkowego nowotworu gardla (FaDu) napromieniano
dawkami w zakresie od 1 do 10 Gy w celu uzyskania krzywych przezywalno$ci w odpowiedzi na dawke.
W przypadku obu linii komérkowych réwniez nie zaobserwowano zadnych réznic wplywu zmiany DR na
przezycie komorek. W niektorych liniach komérkowych dopuszeza sie obnizanie DR, aby kontynuujac cykl,
doprowadzi¢ do akumulacji w G2, w celu wywolania odwrotnego efektu mocy (IDRE, ang. inverse dose
rate effect). Stosowany IDRE powoduje, ze krzywa przezywalno$ci staje sie bardziej stroma, przedstawiajac
mniejsze przezycie komorkowe. W ostatnich dziesiecioleciach odnotowano zwiekszong indukcje mutacji
lub aberracji chromosomowych (37,38) co znacznie wplywa na zjawisko IDRE. Chociaz zaklada sie udzial
sygnalizacji komorkowej w IDRE, mechanizm ten pozostaje niejasny. Ponowna ocena DRE na przezywalno$é
komorek, w tym IDRE, jest kluczowa kwestia z punktu widzenia radioterapii i ochrony radiologicznej (39).

Zmniejszenie wartoSci mocy dawki przy napromienianiu linii nowotworowej pobranej z szyjki macicy
(HeLa) (40) z 1,54 do 0,37 Gy/h zwiekszylo skuteczno$¢ radioterapii, tak ze efekt koncowy LDR jest
porownywalny z zastosowaniem silnej ekspozycji. Przy DR: 1.54 Gy/h komorki sa blokowane w r6znych
fazach cyklu i nie proliferuja. Natomiast, wraz ze spadkiem mocy do DR: 0,37 Gy/h, komorki przechodza
do bloku w G2, czyli radiowrazliwej fazy cyklu. W tej fazie znaczace sa dwa punkty kontrolne (41). Pierwszy,
okreslany ,sinclair” indukowany przez niskie dawki (<0,3 Gy), zatrzymuje w fazie G2 kontynuacje cyklu
komorek uszkodzonych w fazie Gi lub S. Drugi punkt kontrolny fazy G2, ,wczesny”, niewrazliwy na
stosowanie dawek w zakresie 1-10 Gy, wywolywany przez bialko ATM, powoduje blok dalszej progresji
komorek w fazie G2 (42,43). Przypuszcza sie, ze HRS moze by¢ rezultatem efektu sgsiedztwa (bystander
effect), a podwyzszona wrazliwo$¢, wynikajac z genetycznej charakterystyki, moze prawdopodobnie
umozliwia¢ wystapienie podobnych efektéw w tkankach nienapromieniowanych (44). W praktyce, biorac pod
uwage teleradioterapie, napromienianie niskimi dawkami o matej mocy, wydaje sie by¢ szczegdlnie trudne
do zrealizowania ze wzgledu na dyskomfort pacjenta poddawanego kilkugodzinnej sesji napromieniania
koniecznej do dostarczenia dawki frakcyjnej 2 Gy lub wyzszej (45).

Wnioski

1. Na podstawie przeprowadzonego eksperymentu mozna stwierdzi¢, ze wzrost dawki spowodowal
$mier¢ komorek raka piersi zgodny z modelem liniowo — kwadratowym w przypadku obu linii
komoérek nowotworowych sutka, przedstawiajac obnizenie proliferacji wraz z rosnaca wartoscia
dawki promieniowania jonizujacego. Linia MDA-MB—-468 przy bardzo niskich dawkach (ponizej
1 Gy) prawdopodobnie wykazuje stymulacje proliferacji, natomiast w przypadku MDA — MB — 231
przypuszcza sie hiperwrazliwo$¢ w tym samym zakresie. Fakt, ze niskie dawki promieniowania
jonizujacego powoduja znaczne obnizenie zdolno$ci klonogennych komérek nowotworowych pozwala
wnioskowaé, ze ich stosowanie bedzie skutkowac efektywniejszym leczeniem terapeutycznym.

2. Porownujac krzywe przezycia przy zastosowaniu réznych mocy promieniowania, 300 ¢cGy/min i 600
¢Gy/min, nie mozna wykazaé réznic w ich przebiegu, pozwala to wnioskowaé, ze uzyty zakres DR jest
zbyt wysoki by zaobserwowac zmiany przezywalnosci komorek.
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