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Woczoraj, dzis i jutro radiobiologii klinicznej

Anna Gasinska

Radiobiologia jako dyscyplina naukowa powstata na poczatku XX wieku, a jej rozwoj jest scisle zwigzany z rozwojem
radioterapii (RT). Radiobiologia kliniczna zajmuje sie badaniami translacyjnymi, tj. wdrazaniem osiggniec¢ naukowych
z zakresu badan podstawowych do praktyki klinicznej w celu optymalizacji leczenia przeciwnowotworowego u indy-
widualnego chorego. W pracy oméwiono w zarysie historie radiobiologii podzielonej arbitralnie na 4 okresy: radio-
biologie komérkowa (lata 1950-1970), eksperymentalna (lata 1970-1990), kliniczna (lata 1990-2000) i molekularna
(od 2001- obecnie). Przedstawiono najwazniejsze osiggniecia dokonane w tych okresach, majace istotny wptyw na
rozwdj RT. Oméwiono réwniez ewolucje radiobiologicznych testéw prognostycznych i predykcyjnych stosowanych
w RT w celu personalizacji leczenia przeciwnowotworowego oraz perspektywy ich rozwoju w najblizszej przysztosci.

Past, present and future of applied radiobiology

Radiobiology as a scientific discipline was created at the beginning of the 20t century and its development was
connected with progress of radiotherapy (RT). The main aim of radiation biology is to translate the findings from
basic research into clinical practice and aim to personalize anticancer treatment. In the paper the historical outline of
radiobiology is presented, divided arbitrarily into four periods: cellular radiobiology (1950), experimental radiobiology
(1970-1990), applied radiobiology (1990-2000) and molecular radiobiology (2001- present). The most significant
achievements which have had an influence on the development of radiation oncology in these periods are presen-
ted. Also the evolution of radiobiological prognostic and predictive tests applied in radiation oncology with the aim
to individualize anticancer treatment are described, with a perspective on their development in the nearest future.
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Radiobiologia jest naukg zajmujaca sie badaniem wpty-
wu promieniowania na komoérki, tkanki i organizmy. Jako
dyscyplina naukowa powstata na poczatku XX w., a jej rozwdj
jest scisle zwigzany z rozwojem radioterapii (RT). Radiobio-
logia kliniczna, zajmujaca sie wdrazaniem osiaggnie¢ nauko-
wych do praktyki klinicznej, stanowi naukowe zaplecze RT.
Ten kierunek badan nazywamy badaniami translacyjnymi,
symbolizuje go rysunek (ryc. 1) wykonany przez wybitnego
radiobiologa Jacka Fowlera przedstawiajacy pracownikéw
laboratorium Graya i lekarzy ze Szpitala Mount Vernon
w Londynie, gdzie po raz pierwszy zastosowano schemat

przyspieszonej RT — CHART (continuous hyperfractionated
radiation therapy) na podstawie badan radiobiologicznych
[1]. Rysunek ten symbolizujacy wspotprace radiobiologéw
zlekarzamiinowe kierunkibadan, przyjety zostat jako logo
Europejskiego Towarzystwa Badan Translacyjnych.
Historie radiobiologii mozna podzieli¢ arbitralnie na
4 okresy (tab. 1) obejmujgce rozwdj radiobiologii komédrko-
wej, eksperymentalnej, klinicznej i molekularnej. W pierw-
szym okresie badan, zapoczatkowanych odkryciem pro-
mieni Roentgena, do oceny wptywu promieniowania na
komorki wykorzystywano gtéwnie mikroorganizmy, muszki

1Zaklad Radiobiologii Klinicznej, Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Sklodowskiej-Curie, Oddzial w Krakowie

ZKatedra Kosmetologii, Gérnoslaska Wyzsza Szkola Handlowa
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Rycina 1. Rysunek wykonany przez Prof. Jacka Fowlera, obrazujacy
wspotprace lekarzy z naukowcami, a ilustrujgcy badania translacyjne
(wykorzystany za zgoda Autora)

owocowe, komorki roslinne, linie komérkowe. W drugim
okresie, nazwanym radiobiologig eksperymentalng, zaczeto
intensywnie wykorzystywac¢ w badaniach zwierzeta labora-
toryjne: myszy, szczury, $winki, chomiki i matpy. W trzecim
etapie (radiobiologia kliniczna), obejmujacym lata 90. do
konica XX wieku, koncentrowano sie na okreslaniu in vitro
lub in vivo parametréw biologicznych nowotwordw. Wptyw
na to miaty wyniki badan klinicznych, wykazujace rézna
odpowiedz na napromienianie chorych z tym samym typem
histologicznym nowotworu i leczonych wedtug takiego sa-
mego schematu RT. Przyjeto do dzi$ obowigzujgce zatozenie,
ze parametry biologiczne nowotworu wptywaja na odpo-
wiedZ popromienng guza i powodujg réznice odpowiedzi
na leczenie. Na tej podstawie powstata strategia terapeu-
tyczna polegajaca na prébie indywidualizowania leczenia
zaréwno napromienianiem, jak i chemioterapia w oparciu
o parametry biologiczne nowotworu (ekspresje biatek/ge-
néw odpowiedzialnych za wazne funkcje komorki), ktéra
powinna prowadzi¢ do poprawy wyleczalnosci chorych.
W tym okresie dokonat sie pewien postep, jednak, niestety,
badania te nie przyniosty w petni spodziewanych efektow.
Z poczatkiem XXI wieku dzieki rozwojowi technik moleku-
larnych notuje sie rozkwit radiobiologii molekularnej, ktéra

Tabela I. Etapy rozwoju radiobiologii klinicznej

zajmuje sie oddziatywaniem promieniowania jonizujacego
na zywe organizmy na poziomie molekularnym. Rozpedu
nabiera strategia indywidualnego leczenia przeciwnowo-
tworowedo, a za date przetomowa uznaje sie rok 2001, kiedy
to wykazano, ze badania molekularne wykonane z pomoca
mikromacierzy DNA moga wyrézni¢ grupy chorych na rézne
podtypy raka piersi rézniace sie przezyciem [2].

Bardziej szczegétowy opis wymienionych okreséw w hi-
storii radiobiologii nalezy zacza¢ od daty odkrycia promieni
X przez Wilhelma Roentgena w 1895 roku (ryc. 2). Bez tego
wydarzenia, nagrodzonego Nagroda Nobla w 1901 roku, nie
bytoby nie tylko rozwoju radiobiologii, ale rowniez fizykii ra-
dioterapii. Henri Becquerel, powtarzajac eksperymenty prze-
prowadzone przezW. Roentgena z ruda uranu, w 1896 roku
odkrywa zjawisko naturalnej promieniotwérczosci (natural-
nego rozpadu promieniotwdrczego pierwiastkdw). Nastep-
nie Maria Sktodowska-Curie wraz z mezem Piotrem Curie
w 1898 roku odkrywaja dwa nowe pierwiastki— polonirad,
z ktoérych tylko ten ostatni odegra role w radioterapii. Rad
stat sie gtéwnym zrédtem promieniowania gamma, wyko-
rzystywanym do leczenia nowotwordw przez nastepnych
20 lat. Za odkrycie zjawiska naturalnej promieniotworczosci
pierwiastkdw chemicznych Maria i Piotr Curie wspdlnie
z Becquerelem w roku 1903 otrzymali Nagrode Nobla.

Zdrowotne konsekwencje mody na pierwiastki promie-
niotworcze, jaka zapanowata w tym czasie na swiecie (sto-
sowane w wodzie pitnej, kosmetykach, ubraniach) wkrétce
daty o sobie znac¢. Jako pierwszy na szkodliwy wptyw pro-
mieniowania zwrocit w 1900 r. uwage Piotr Curie, ktory
zaobserwowat zmiany skérne na przedramieniu wywotane
dziataniem radu. Eksperyment ten mozna uznac za pierwszy
w dziedzinie radiobiologii. Obserwowane przez Piotra Curie
uszkodzenie tkanek substancjami radioaktywnymi zostato
wykorzystane w niszczeniu komorek nowotworowych. Sku-
teczno$¢ dziatania promieniowania jonizujgcego badano
w réznych uktadach biologicznych (komorki, tkanki, organy).

W roku 1906 J. Bergonie i L.Tribondeau formutuja prawo,
ktore z pewnymi wyjatkami obowiazuje do dzis: promie-
niowrazliwos¢ komorki jest wprost proporcjonalna do zdol-
nosci podziatowej i odwrotnie proporcjonalna do stopnia

lata 1950-1970 lata 1970-1990

Radiobiologia
komodrkowa

Radiobiologia eksperymentalna

lata 1990-2000 2001 >
Radiobiologia Radiobiologia
kliniczna molekularna

Krzywe przezycia
tkanek prawidtowych

Zwrdcenie uwagi na

mozliwo$¢ modyfikacji

hipoksji i zwiekszenia

promieniowrazliwosci nowotworu

Wykazanie réznicy w reakcji popromiennej

Okreélanie parametréow  Genetyczne mierniki
biologicznych biologii nowotworéw
nowotworéw

Kinetyka wzrostu guza nowotworowego

Warto$¢ dawki frakcyjnej i czestosc jej

powtarzania decyduje o réznicy w odpowiedzi
guza nowotworowego i tkanek prawidtowych na

promieniowanie
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Rycina 2. Historia radiobiologii klinicznej obejmujaca okres do lat 30. u

jej zréznicowania [3]. W roku 1922 Claude Regaud, dyrektor
pawilonu biologiczno-chemicznego Instytutu Radowego
w Paryzu, na podstawie do$wiadczen z napromienianiem
jader barana doszedt do wniosku, ze najwieksza promienio-
czuto$¢ majg komorki w fazie mitozy, aw 1927 roku wykazat,
Ze barana nie mozna wysterylizowa¢ jednorazowg dawka
promieniowania bez wywotania rozlegtej martwicy skéry
[4]. Réwniez w 1927 roku Amerykanski zoolog Hermann
J. Muller, badajac muszke owocowg Drosophila melanoga-
ster, wykazat jako pierwszy, ze promieniowanie X wywotuje
mutacje w genach, za co w 1946 roku otrzymat Nagrode
Nobla. W tym samym roku biochemik niemiecki Otto Wart-
burg zwrdcit uwage na réznice w metabolizmie pomiedzy
tkanka prawidtowa, a nowotworem. Wykazat on, ze komérki
nowotworowe preferuja oddychanie beztlenowe (glikolize),
nawet w obecnosci tlenu [5], co — jak sugerowat — jest
efektem uszkodzenia mitochondriéw w komérkach nowo-
tworowych. Odkrycie to zostato zapomniane na dziesiatki
lat, jednak obecnie, dzieki postepowi biologii molekularnej,
przezywa renesans i jest przedmiotem intensywnych badan.

Na poczatku lat 40. ubiegtego wieku Londyn z powo-
dzeniem zaczyna konkurowac z Paryzem o pierwszenstwo
w badaniach radiobiologiczno-medycznych. W 1936 roku
J.C. Mottram w Londynie, napromieniat fragmenty nowo-
tworu w obecnosci tlenu lub bez niego i wykazat wptyw
tego pierwiastka na promieniowrazliwos¢ nowotworu [6].
W 1953 roku Alma Howard i Stephen Pelc w Hammersmith
Hospital w Londynie, analizujac cykl zyciowy komérek stoz-
ka wzrostu fasoli przy uzyciu izotopu fosforu, opisali fazy
cyklu komoérkowego (G1, S, G2, M) (ryc. 3) i wykazali, ze ko-
moérki syntetyzuja DNA tylko w fazie S [7]. Odkrycie to miato
ogromny wptyw na rozwoj wszystkich kierunkéw biologii.

biegtego wieku

Z poczatkiem lat 60. ubiegtego wieku i pdzniej panowato
przekonanie, ze za wiekszo$¢ niepowodzen radioterapii
duza odpowiedzialnos$¢ ponosi efekt tlenowy. Przekona-
nie to byto wynikiem badan pracownikéw Hammersmith
Hospital w Londynie, fizyka Hala Graya (wprowadzit ter-
min,efekt tlenowy”) i patologa Hugha Thomlinsona, ktérzy
w 1955 roku na podstawie mikroskopowej analizy utkania
raka ptuca wykazali, ze duza odlegto$¢ miedzy naczynia-
mi zaopatrujagcymi guz nowotworowy powoduje spadek
parcjalnego cisnienia tlenu i prowadzi do hipoksji duzych
fragmentéw guza, a w konsekwencji do zmniejszenia ich
promieniowrazliwosci [8]. Udowodnili tym samym istnienie
hipoksji w nowotworach i wprowadzili termin ,hipoksja
chroniczna”. Wykazali, ze komoérki w anoksji (niedotleno-
wane) s3 2,5-3 razy bardziej oporne na promieniowanie niz
komorki zawierajace prawidtowg ilos$¢ tlenu (normoksja).

Do potowy lat 50. w badaniach przezycia komoérek jako
funkcji dawki promieniowania stosowano jedynie mikroor-
ganizmy.W 1956 roku T. Puck i P. Marcus wykazali, ze komor-
ki ssakow (zastosowane w tych badaniach po raz pierwszy)
w wyniku popromiennych uszkodzen tracg zdolnos¢ do na-
mnazania sie. Przedstawili pierwsza krzywa przezycia dla ko-
morek ssakéw [9]. Termin ,przezycie komorki” (cell survival)
zostato zdefiniowane jako zachowanie zdolnosci do nieogra-
niczonego rozplemu w przypadku komérek proliferujacych
(macierzystych i klonogennych) lub zachowanie swoistych
czynnosci zyciowych w przypadku komorek nie proliferuja-
cych (np. komoérek nerwowych, miesniowych) po ekspozycji
na promieniowanie. Pojecie promieniowrazliwosci wpro-
wadzone przez Pucka i Marcusa do radiobiologii komérek
ssakow jest najpowszechniej uzywane przez radiobiologéw
w rozwazaniach nad oddziatywaniem promieniowania na
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Rycina 3. Historia radiobiologii klinicznej — lata 1950-1970

komorki. Wedtug tej koncepcji miara promieniowrazliwosci
komorek jest stopien utraty ich zdolnosci do wytwarzania
duzej liczby komérek potomnych droga proliferacji. Jedy-
nie komorki zachowujace te funkcje po napromienianiu sg
zdolne do utrzymania przy zyciu tkanki prawidtowej lub
do odrostu nowotworu. W radiobiologii bada sie zdolnos¢
indywidualnych komérek do wytwarzania komérek po-
tomnych w warunkach laboratoryjnych, uzywajac hodowli
komorkowych (in vitro, lub zwierzat (in vivo). Wyniki oceny
przezywalnosci komoérek sg przedstawiane w postaci krzy-
wych przezycia, tj. graficznego przedstawienia zaleznosci
skutkéw dziatania promieniowania ($mierci lub przezycia
komorki) od dawki promieniowania.

Pierwsza krzywa przezycia w warunkach in vivo dla ko-
mérek samoistnej biataczki limfatycznej myszy przedstawili
w 1959 roku H.B. Hewitt i C.W. Wilson [10]. Oceniali oni
zdolnos¢ napromienianych komoérek nowotworowych do
indukcji biataczki u myszy.

W tym samym roku Mortimer Elkind i H. Sutton wykazali,
ze jeslijednorazowa dawka promieniowania zostaje podzie-
lona na dwie réwne frakcje i komoérkom pozostawi sie czas
(5-24 godz.) na naprawe uszkodzer popromiennych, to
przezycie komorek jest wyzsze, poniewaz w czasie przerwy
miedzyfrakcyjnej komoérki moga naprawic do 2/3 uszkodzen
popromiennych [11].To odkrycie miato bardzo duzy wptyw
na rozwdj radioterapii.

W latach 60. ubiegtego wieku przeprowadzono szereg
badan na zwierzetach w celu opracowania bezpiecznego
sposobu frakcjonowania dawki terapeutycznej. Autorami
jednego z nich, wykonanego na myszach w 1963 roku,
sg J. Fowler i B. Stern. Wykazali oni, ze zmiany liczby frakcji
i catkowitego czasu leczenia wptywajg niezaleznie na popro-
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mienny odczyn skory [12]. Byly to prace fundamentalne dla
radiobiologii klinicznej.

W 1966 roku Herman Suit z MD Anderson Hospital
w Houston i R. Wette napromieniali r6znymi dawkami guzy
mysie o podobnej wielkosci i obserwowali czestos¢ wznow
i wyleczen miejscowych nowotworu. Wprowadzili pojecie
dawki, ktéra powoduje wyleczenie miejscowe 50% nowo-
twordw i nazwali ja TCD50, co umozliwito poréwnywanie
efektow napromieniania w wielu osrodkach.

Rok pozniej, w 1967 roku, Rodney Withers z Houston
wprowadzit po raz pierwszy metode ilosciowej oceny prze-
zywalnosci napromienianych komérek macierzystych in situ
w skdrze myszy [13]. Napromieniat on maty obszar (1 cm)
skory myszy, ktéry oddzielat od reszty skéry pierécien na-
promieniony wysoka dawka, co uniemozliwiato migracje
komorek z nienapromienianego terenu. Nastepnie zliczat
kolonie powstate z przezywajacych komoérek macierzystych
skory. Metoda ta umozliwita w przysztosci badanie przezy-
walnosci komérek macierzystych réwniez innych tkanek.

Angielski patolog John Kerr [14] wprowadzit w 1972 .
pojecie apoptozy. P6zniej wykazano, ze wiekszos$¢ napro-
mienianych komérek ginie $miercig apoptotyczng (ryc. 4).

W 1975 roku Rodney Withers sformutowat cztery pro-
cesy biologiczne, zwane 4 R radioterapii, ktdre sa odpowie-
dzialne za reakcje popromienng guza nowotworowego [15].
Sa to: naprawa uszkodzen subletalnych i potencjalnie letal-
nych (repair), redystrybucja komorek w cyklu (redistribution),
repopulacja (repopulation) i reoksygenacja (reoxygenation).
Od tego czasu rozpoczeto okreslanie cech biologicznych
nowotworu odpowiedzialnych za wymienione procesy.

W 1981 roku Adam Michatowski, patolog z Centrum
Onkologii w Warszawie odegrat duza role w tworzeniu
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Rycina 4. Historia radiobiologii klinicznej — lata 1970-1990

koncepcji dotyczacej reakcji popromiennej réznych tkanek
prawidtowych oraz mechanizméw prowadzacych do fago-
dzenia nasilenia péznych uszkodzen popromiennych. Byt
on pierwszym popularyzatorem wiedzy radiobiologicznej
w Polsce. Podzielit tkanki na dwie kategorie: hierarchiczne
(hierarchical, H) i elastyczne (F-flexible; nie zawierajace od-
rebnej subpopulacji komérek macierzystych), lecz w jedna-
kowym stopniu zdolnych do rozplemu. Sugerowat, ze taki
podziat determinuje r6zng reakcje tkanek na napromienia-
nie: wczesny i pézny odczyn popromienny.

Koncepcja Michatowskiego zostata potwierdzona
w 1982 roku, kiedy to Howard Thames i wsp. [17] wykazali,
ze tkanki pézno reagujace sa bardziej wrazliwe (nawet na
niewielkie zmiany dawki frakcyjnej) od tkanek wczesnie re-
agujacych i wiekszosci guzow nowotworowych. Zmniejsze-
nie dawki frakcyjnej odpowiada za efekt ochronny w p6zno
reagujacych tkankach, poniewaz zwieksza sie ich tolerancja
i obniza ryzyko péznych powikfan.

Duze znaczenie dla rozwoju terapii przeciwnowotworo-
wej miato odkrycie w 1986 r. przez grupe J.M. Browna [18]
i G. Adamsa [19] lekéw bioredukcyjnych. Leki te ulegaja
bioredukgji do zwigzkéw toksycznych gtéwnie w komaérkach
hipoksycznych, dlatego moga by¢ dodatkowym czynnikiem
cytobdjczym w terapii nowotworowej.

W 1988 roku Rodney Withers, Taylor i Maciejewski prze-
analizowali dane kliniczne z 59 osrodkéw terapeutycznych
dotyczace leczenia napromienianiem chorych na raka no-
sowej czesci gardta i wykazali, ze repopulacja komorek no-
wotworowych przezywajacych napromienianie rozpoczyna
sie okoto 4 tygodnia od rozpoczecia RT. Wobec tego w celu
uzyskania takiego samego efektu podczas napromieniania
frakcjonowanego w dtuzszym czasie nalezy podac wyzsza
dawke promieniowania. llustruje to krzywa (ryc. 4) nazwa-
na kolokwialnie dog leg curve. W celu zniwelowania efektu

repopulacji raka ptaskonabtonkowego nalezy poda¢ dawke
wyzsza 0 0,6 Gy na kazdy dzien przedtuzonego leczenia [20].
Badania te wykazaty, ze repopulacja komérek klonogennych
guza po napromienianiu w zasadniczy sposéb wptywa na
odpowiedz popromienna. W zwigzku z tym catkowity czas
leczenia ma istotne znaczenie dla wynikéw radioterapii.
Konsekwencja tego stwierdzenia sg wazne teoretyczne
i praktyczne wnioski dotyczace sposobéw frakcjonowania
dawki i stosowania wzoréw dawek réwnowaznych w ra-
dioterapii.

W 1985 roku Gordon Steel zwrécit dodatkowo uwage na
wewnatrzkomérkowa promieniowrazliwos¢, czyli promie-
niowrazliwos$¢ wtasciwa, zalezna od gendw. Okreslona ona
zostata jako 5 R radioterapii (intrinsic radiosensitivity) [21].

W 1989 roku Jack Fowler zaproponowat wzér do ob-
liczania dawki efektywnosci biologicznej, uwzgledniaja-
cy parametry biologiczne takie jak wewnatrzkomoérkowa
promieniowrazliwos¢, tempo proliferacji czy czas naprawy
uszkodzerr popromiennych. Umozliwit on poréwnywanie
efektéw dziatania réznych schematéw napromieniania.
Wspétczynnik o/ stat sie parametrem zastepujacym rodzaj
tkanki w wyniku dopisania w indeksie dolnym informacji,
czy dotyczy ona wczesnych (Gy10), czy péznych odczynéw
(Gy3). W ten sposéb odrézniono dawke fizyczng promie-
niowania od koncepcyjnej dawki efektywnej biologicznie
[22, 23].

Lata 90. ubiegtego wieku to okres odkrycia zjawisk
wystepujacych po dziataniu bardzo matych dawek promie-
niowania, ktére obality podstawowe dogmaty radiobiologii
(ryc. 5). Do zjawisk wystepujacych na poziomie matych da-
wek promieniowania zaliczamy: odpowiedz adaptacyjna,
nadwrazliwos¢ komoérek na poziomie matych dawek — hy-
perradiosensitivity (HRS) i increased radiation resistance (IRR),
niestabilnos¢ genetyczng oraz efekt widza [24].
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Rycina 5. Historia radiobiologii klinicznej — lata 90. XX wieku i wspotcze$nie

Opisanie wymienionych zjawisk ma powazne konse-
kwencje, poniewaz zaprzeczajg rekomendowanemu przez
miedzynarodowa komisje ochrony radiologicznej (ICRP)
liniowemu, bezprogowemu modelowi zaleznosci efektu
od dawki (obowigzujacemu od 1960 roku) i wskazuje na
istnienie progu dla efektu biologicznego.

Odkrycie w 1989 r. odpowiedzi adaptacyjnej wykazato,
ze mate dawki promieniowania jonizujacego (0,5-20 cGy)
moga indukowac w komdrkach naprawe uszkodzeri DNA, co
sprawia, ze podanie drugiej wyzszej dawki wywotuje mniej-
szy efekt od oczekiwanego. Dowiodto to, ze efekt dziatania
dawki fizycznej jest rézny po powtdrnej ekspozycji, co prze-
czyto obowigzujacym wédwczas zatozeniom o takim samym
efekcie dziatania kazdej dawki promieniowania. Nieréwny
efekt dziatania promieniowania wykazuje réwniez zjawisko
niestabilnosci genetycznej, ktére polega na wystepowaniu
podwyzszonej liczebnosci mutacji (genowych i chromoso-
mowych) przez wiele generacji komorek po napromienianiu.

W 1994 roku Brian Marple i Michael Joiner [25] opisali
zjawisko nadwrazliwosci na mate dawki promieniowania
(hyperradiosensitivity, HRS) i wzrostu promienioopornosci
po wyzszych dawkach (increased resistance, IRR). Badajac
linie komdrkowa V79 chomika chinskiego udowodnili, ze
po bardzo matych dawkach promieniowania (< 30-60 cGy)
przezycie komorek jest nizsze niz przewidywane na podsta-
wie modelu LQ. Hipoteza ta jest nadal sprawdzana w wa-
runkach in vivo.

Przez dziesieciolecia uwazano, ze aby promieniowanie
jonizujace zabito komorke, przez jadro komérkowe musi
przejs¢ czastka lub foton, ktéry uszkadza DNA. Pod koniec
ubiegtego wieku ten dogmat radiobiologii zostat podwazo-
ny — okazato sig, ze $miertelnie uszkodzona moze by¢ nie
tylko bezposrednio trafiona komorka, ale i sasiadujaca z nig
komorka,widz". Efekt ten, nazwany efektem widza (bystan-
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der effect, BE), opisany zostat po raz pierwszy w komérkach
nabtonkowych i nowotworowych w 1997 roku przez Carmel
Mothersill i Colina Seymoura [26].

Jest to zjawisko polegajace na wystepowaniu
zmian w nienapromienianych komérkach znajdujacych sie
w sasiedztwie napromienianych. W BE moze dochodzi¢ do
mutacji lub transformacji komérek w wyniku dziatania wielu
czynnikéw, takich jak: reaktywne formy tlenu (RFT), tlenek
azotu, transformujacy czynnik wzrostu (TGF-f) wydziela-
ne do pozywki przez trafione bezposrednio czastkami lub
fotonami komorki. Moga one przechodzi¢ do sasiednich,
nietrafionych komérek przez ztacza szczelinowe. Sa to liczne
kanaliki w btonach plazmatycznych, przez ktére komorki
wymieniaja sie czasteczkami biatek i zwigzkéw niskocza-
steczkowych.

W 2003 roku badania M. Garcia-Barros i wsp. [27] wy-
kazaty, ze odpowiedz popromienna zalezy nie tylko od fe-
notypu nowotworu, ale réwniez od jego mikrosrodowiska
— apoptozy komérek srédbtonka naczyn krwionosnych.
Jezeli komorki srodbtonka naczyn nie ulegaty apoptozie po
napromienianiu, to wzrost nowotworu byt 2-4 razy szybszy.
A wiec komérki srédbtonka mozna opisywac jako rodzaj
tarczy dla RT.W zwigzku z tym celem leczenia napromienia-
niem staty sie réowniez biatka receptorowe znajdujace sie na
powierzchni komérek. Poznanie tych zjawisk przyczynito sie
do rozwoju terapii celowanej i radiobiologii molekularne;j.
Po okoto 20-letnim okresie poszukiwan odpowiednich mar-
keréw i metod ich wyréznienia rozpoczat sie okres indywi-
dualizacji (personalizacji) leczenia przeciwnowotworowego
na podstawie markeréw molekularnych.

Od dziesiecioleci stosowania radioterapii istniata potrze-
ba okreslenia czynnikéw prognostycznych wskazujacych na
to, kto wymaga leczenia, i predykcyjnych — wskazujacych
na to, jakie leczenie jest najwtasciwsze dla indywidualnego



chorego. Znajomos¢ czynnikéw predykcyjnych jest szcze-
go6lnie cenna, gdyz pomaga okresli¢ dawke promieniowania,
jaka nalezy zastosowac¢ w konkretnej sytuacji kliniczne;j.

Z poczatkiem lat 80. zaczeto publikowac wynikilicznych
badan klinicznych, ktére wykazaty, ze u chorych na te same
nowotwory, leczonych taka sama dawka promieniowania
iz zastosowaniem tego samego sposobu frakcjonacji, z roz-
na czestoscig dochodzi do miejscowych wyleczer nowotwo-
ru, inny jest takze stopien nasilenia wczesnych i péznych
odczynéw popromiennych. Zdano sobie wowczas sprawe
ztego, ze za te réznice moga by¢ odpowiedzialne biologicz-
ne cechy nowotworu. Nie byty one jednaki czesto nadal nie
sq brane pod uwage w planowaniu leczenia, takze i z tego
powodu, Ze nie zostaty jeszcze w petni poznane.

Jako czynniki prognostyczne uwzgledniane sa gtéw-
nie parametry kliniczne, takie jak: histologiczne utkanie,
umiejscowienie i zaawansowanie kliniczne nowotworu,
wiek, ptec i stan sprawnosci ustroju chorego oraz ewen-
tualne wspodtistnienie innych choréb. Na podstawie tych
parametréw mozna w przyblizeniu przewidzie¢ wynik le-
czenia. Znajomosc¢ tych czynnikédw moze takze stuzy¢ do
wytypowania chorych, ktérzy wymagaja uzupetniajgcego
leczenia, jednak nie maja one wigkszego znaczenia jako
czynniki predykcyjne, to jest takie, ktére pozwalajg na wybér
optymalnego sposobu leczenia indywidualnego chorego.
Do tego celu stuzy¢ moze okreslenie nie uwzglednianych
dotychczas rutynowo w praktyce klinicznej cech biologicz-
nych nowotworu. Okreslenie tych parametréw jest wazne,
poniewaz kazdy nowotwdr, nawet tego samego typu histo-
logicznego, moze sie rézni¢ cechami biologicznymi, gdyz
rézne czynniki genetyczne i Srodowiskowe moga wptywaé
na jego powstawanie.

Z poczatkiem lat 80. ubiegtego wieku radiobiolodzy za-
czeli okresla¢ przed leczeniem szybko$¢ wzrostu nowotworu
i promieniowrazliwo$¢ komérek nowotworowych, a takze
zwraca¢ uwage na odsetek komérek niedotlenowanych (ko-
morki hipoksyczne sg 3-krotnie bardziej promieniooporne
nizkomorki dobrze utlenowane) oraz na liczbe komoérek ule-
gajacych $mierci apoptotycznej (wieksza smiertelnos¢ mo-
gtaby wskazywac na lepsza reakcje nowotworu na leczenie).
Zaczeto okreslac ekspresje/nadekspresje onkogendw (erb-B,
Ki-ras, Nras, c-myc, Bcl-2) odpowiedzialnych za wzrost nowo-
tworu. Oceniano aktywnos¢ gendw supresorowych, a wia-
sciwie ich biatkowych odpowiednikéw (p53, RB, BRCA1,2)
odpowiedzialnych za hamowanie wzrostu nowotworu.

Okazato sie jednak, ze wszystkie wymienione parametry
biologiczne w r6znym stopniu wptywaja na wyniki leczenia
i r6zna moze by¢ ich rola u indywidualnego chorego. Nie-
stety, pomimo prowadzonych przez ponad 20 lat badan
nie zostat opracowany panel testéw dla zadnego typu no-
wotworu, niezbedny do indywidualizacji leczenia. Mozna
wyrdznic szereg przyczyn tego stanu rzeczy. Po pierwsze, nie
zdawano sobie sprawy z heterogennosci nowotworu pod

wzgledem kazdej z badanych cech. Po drugie, nie opraco-
wano standardowych, obiektywnych metod do oceny cech
biologicznych nowotworéw. Po trzecie, publikowano prace,
w ktoérych formutowano wnioski na podstawie analizy mato
liczebnych grup chorych, ze zbyt krétkim czasem obserwa-
¢ji, co doprowadzato do publikowania pomiedzy osrodkami
sprzecznych wynikoéw.

W pierwszym etapie badan nad biologicznymi czynni-
kami prognostycznymi stosowano testy oparte na analizie
jednego markera. Zwracano szczegélnie uwage na 3 pod-
stawowe parametry biologiczne: proliferacje, promieniow-
razliwo$¢ komorek i hipoksje w nowotworze jako czynniki
odpowiedzialne za wynik radioterapii. Okazato sie jednak,
ze metody diagnostyczne oparte na jednym markerze maja
szereg ograniczen, np. mniejsza czutosc i swoistos¢ w przy-
padku zastosowania do diagnozowania licznej i hetero-
gennej grupy. Kazdy nowotwor, nawet tego samego typu
histologicznego, moze sie rézni¢ cechami biologicznymi,
gdyz rézne czynniki genetyczne i srodowiskowe moga
wptywac na jego powstanie, rozwdj i przebieg. Guz zawiera
heterogenng populacje komérek zaréwno pod wzgledem
proliferacji, jak i zréznicowania. Dlatego w nastepnym etapie
badan, w celu przewidzenia odpowiedzi nowotworu na
leczenie, koncentrowano sie na trzech wymienionych po-
wyzej parametrach biologicznych, wykorzystujac podwoj-
ne lub potréjne barwienia immunohistochemiczne, ktére
pozwalaty na ocene ekspresji r6znych biatek. Wykazano
jednak, ze nowotwory o podobnej promieniowrazliwosci
wiasciwej moga sie rézni¢ pod wzgledem proliferacji i hi-
poksji, podobnie jak nowotwory o podobnej proliferacji
moga wykazywac rézng promieniowrazliwos$¢ wiasciwa
i hipoksje. Dlatego obecnie preferuje sie analize setek lub
tysiecy genoéw lub biatek, na podstawie ktérych mozna
uzyskac wzor genetyczny i biatkowy dla tkanki, narzadu, r6z-
nych nowotwordéw u 0séb chorych lub zdrowych. Obecnie
i w najblizszej przysztosci do oceny trzech wymienionych
parametréw odgrywajacych najwieksza role w radioterapii
oprécz metod z zakresu biologii molekularnej bedzie moz-
na wykorzystywac nowe narzedzia diagnostyki obrazowej,
takie jak pozytonowa tomografia emisyjna (PET). Podajac
izotopowe znaczniki, takie jak fluorodeoksyglukoza, mozna
oceni¢ metabolizm nowotworu, za pomoca fluorotymidyny
— jego proliferacje, z uzyciem zas fluoromisonidazolu albo
fluoropochodnej etanizolu — hipoksje.

Metody molekularne w najblizszej przysztosci beda stu-
zy¢ do wyboru odpowiedniej sekwencji leczenia przeciwno-
wotworowego, zwanej obecnie onkologig teragnostyczna
(zintegrowang terapia skojarzona), w ktérej odpowiednia
sekwencja leczenia chirurgicznego, RT czy CHT bedzie opar-
ta o sygnatury molekularne nowotworu i ocene chemio- czy
promieniowrazliwosci komorek [28].

Obecnie trwajg intensywne prace nad opracowaniem
testow molekularnych, ktére mogtyby zosta¢ wykorzystane
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Rycina 6. Schemat przedstawiajacy wykorzystanie w najblizszej przysztosci testéw molekularnych stuzacych do indywidualizacji leczenia

przeciwnowotworowego

w terapii nowotworéw. Mozna je przeprowadzi¢ na trzech
poziomach: DNA, RNA i biatek [29]. Wykorzystywane sg osia-
gniecia trzech nastepujacych nauk: genomiki, transkryp-
tomiki i proteomiki. Genomika jest to dziedzina biologii
molekularnejzajmujaca sie analiza genomu ludzkiego. Gtéw-
nym celem jest poznanie sekwencji materiatu genetycznego
oraz okreslenie zaleznosci i interakcji wewnatrz organizmu.
W badaniach genomicznych mozna okresla¢ polimorfizmy
pojedynczych nukleotydéw, SNP (single nucleotide polymor-
phism). Zjawisko to okresla zmiennos¢ sekwencji DNA, ktéra
polega na wystepowaniu innych pojedynczych nukleotydow
(A, T, C, G) u réznych osobnikéw, co moze by¢ przyczyna
ich réznej reakcji na napromienianie. Inna technika geno-
miczna — poréwnawcza hybrydyzacja genomowa, CGH
(comparative genomic hybridization) jest metoda cytogene-
tyczna pozwalajaca na detekcje liczby kopii w kontrolnym
(prawidtowym) i badanym (nowotworowym) DNA. Coraz
czesciej w badaniach molekularnych wykorzystuje sie mikro-
macierze DNA. Sa to ptytki, na ktérych mozna badac jedno-
czasowo ekspresje wielu tysiecy gendw. Naukowcy uzywaja
czujnikéw DNA do dwéch podstawowych celdw: informacji
o réznych genach zawartych w badanych fragmentach DNA
oraz sprawdzenia ekspresji poszczegélnych gendw (tworza
profil ekspresji genéw). Dzieki chipom DNA mozna bada¢
réznice pomiedzy genami w zdrowych i nowotworowych
komoérkach, a takze wykazac réznice w ekspresji gendw i po-
tencjalnej reakcji nowotworu na leczenie.
Transkryptomika jest dziedzing, za pomoca ktérej moz-
na okresli¢ miejsce i czas aktywnosci gendéw. Celem jest
okreslenie transkryptomu, czyli ogétu czasteczek mRNA wy-
produkowanych przez komorki. Do rozpoznania sekwencji
mRNA wykorzystuje sie najczesciej jego zdolnos¢ do hybry-

462

dyzacjizcDNA. Hybrydyzacja kwaséw nukleinowych to zja-
wisko spontanicznego taczenia sie komplementarnych nici
kwaséw nukleinowych. Do innych metod mozna zaliczy¢
okreslenie microRNA (miRNA) — matych niekodujacych
fragmentow RNA (19-24 nukleotyddw), ktére hamuja eks-
presje gendw poprzez blokowanie translacji (przepisywanie
informacji z DNA na RNA).

Proteomika za$ jest nauka zajmujaca sie badaniem or-
ganizacji skladu oraz budowy ogétu biatek organizmu (czyli
proteomul). Przedmiotem proteomiki nie jest identyfikacja po-
jedynczych biatek (jak w klasycznych technikach biochemicz-
nych), ale jednoczesna analiza nawet tysiecy biatek w celu
wykazania réznic miedzy chorymi a zdrowymi osobami.

W tym celu wprowadzona zostata technologia mikroma-
cierzy biatkowych (protein microarray technology). W wyniku
identyfikacji miejsc fosforyzacji biatek na poszczegélnych
etapach progresji choroby lub przed leczeniem i po jego
zakonczeniu mozna bedzie mapowac szlaki sygnatowe bia-
tek. Wymaga to zastosowania zaawansowanych technik
bioinformatycznych oraz analiz statystycznych. Do celow
proteomiki mozna zaliczy¢ wyodrebnienie biatek wytwa-
rzanych przez poszczegélne komérki i narzady, zbadanie
ich wzajemnych zaleznosci i poznanie ich struktur trojwy-
miarowych w celu identyfikacji miejsc (tarczy) najbardziej
wrazliwych na dziatanie lekéw, ktére po przytagczeniu beda
mogty zmienia¢ aktywnos$¢ biatka. Dlatego badacze starajg
sie ustali¢ skfad biatek wytwarzanych przez komérki nowo-
tworowe pobrane od pacjentéw i na ich podstawie szukac
markeréw zwigzanych z najbardziej ztosliwymi postacia-
mi raka. Dlatego technologie proteomiczne moga pomac
w monitorowaniu leczenia przeciwnowotworowego oraz
w indywidualizowaniu terapii.



Jak wyglada przysztos¢ personalizowanej terapii? Na
podstawie niewielkiego wycinka nowotworu lub kropli krwi,
wydzieliny czy poptuczyn bedzie mozna okresli¢ przeciwcia-
fa, olinukleotydy, sekwencje jednoniciowego DNA oraz poli-
morfizmy pojedynczych nukleotydéw i na podstawie profilu
molekularnego wybra¢ odpowiednie leczenie (ryc. 6) [29].
Obecnie dostepne techniki sg w stanie je wyrézni¢, jednak
istnieje problem zich interpretacja. Sekwencja genéw oraz
obecnos¢ lub brak odpowiadajacego im RNA w komérkach
nowotworowych moze by¢ podstawa dla biologicznych
i klinicznych spekulacji, natomiast nie mozna jeszcze naich
podstawie podejmowac ostatecznych decyzji klinicznych.
Do rekomendacji testu w klinice wymagane jest przedsta-
wienie korelacji pomiedzy wynikami testu a przezyciem
tysiecy chorych. Poniewaz te badania prowadzone s inten-
sywnie na catym Swiecie, mozna mie¢ nadzieje, ze wkrétce
odpowiednie rekomendacje zostang opracowane dla kaz-
dego typu nowotworu i beda stuzy¢ do indywidualizacji
leczenia, na co lekarze, radiobiolodzy i przede wszystkim
pacjenci czekaja od dziesigtkow lat.
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