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Testy predykcyjne promieniowrazliwosci tkanek prawidlowych
— stan obecny i perspektywy

Dorota Stonina

Pomimo duzego wysitku wlozonego w zrozumienie mechanizmow odpowiedzialnych za wczesne i pdzne reakcje popromienne
tkanek prawidlowych, porownanie komorkowej promieniowrazliwosci z promieniowrazliwosciq kliniczng u chorych
na nowotwory w wiekszosci badari nie przyniosto oczekiwanych rezultatow i testy promieniowrazliwosci nie znalazly
dotychczas zastosowania w praktyce klinicznej. W pracy omowiono wyniki bada# z zastosowaniem rdznych testow oceny
promieniowrazliwosci komarek prawidlowych i przedstawiono potencjalne przyczyny braku korelacji z promieniowrazliwoscig
kliniczng. W swietle przedstawionego pismiennictwa niewqtpliwie najbardziej obiecujqcq formq oceny parametrow
biologicznych komorek jest radiogenomika. W porownaniu do klasycznych metod oceny promieniowrazliwosci na podstawie
przezycia komorek czy uszkodzeri DNA, radiogenomika, oparta glownie na technologii mikromacierzy, daje mozliwosc
oceny wielu istotnych parametrow biologicznych, co z pewnoscig przyczyni sie do lepszego zrozumienia patogenezy odczynow
popromiennych i rozwoju strategii modulowania odpowiedzi tkanek prawidlowych.

Predictive assays for normal tissue radiosensitivity
— the current state and the prospects

Much effort has been made to understand the molecular mechanisms underlying acute and late normal tissue reactions
after radiotherapy in cancer patients. However, the data published so far about the possibility of predicting the risk of
normal tissue reactions on the basis of cellular radiosensitivity of respective patients appear to be very contradictory, and no
clinically applicable assay has yet been established. The paper discusses the results of numerous studies applying different
radiosensitivity tests and presents the potential causes of the lack of correlation with clinical radiosensitivity. Given the
complexity of the molecular pathogenesis of the normal tissue response, studies involving clonogenic assays, assays of DNA
damage, chromosome damage or involving single or a few genes, appeared not to be the proper step forward in this area of
research. The very promising methodologies rapidly developed for high thorough put analysis seem to be gene expression
profiling and single nucleotide polymorphisms (radiogenomics). With these methods, further radiobiological research on
normal tissue reactions to radiation should lead to better understanding of their pathogenesis, and enable the development
of strategies directed at intervention and modulation of the normal tissue response.
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Schematy radioterapii stosowane od lat w leczeniu no-
wotworow ztosliwych zaktadaja podawanie takiej dawki
promieniowania, ktora stwarza dla indywidualnego cho-
rego najwigksza szanse miejscowego wyleczenia nowo-
tworu i rownoczesSnie wiaze si¢ z najnizszym ryzykiem
popromiennego uszkodzenia zdrowych tkanek. W wyniku
wielu badan klinicznych i radiobiologicznych rozpozna-
no czynniki kliniczne, ktére maja decydujace znaczenie
w przewidywaniu nasilenia odczyndéw popromiennych.
Wykazano mianowicie, ze ryzyko wystapienia nasilonych
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wczesnych odczyndéw popromiennych u chorych po ra-
dioterapii zalezy od tempa akumulacji dawki promie-
niowania, objetosci napromienianych tkanek zdrowych
i lokalizacji guza, natomiast nasilenie p6Znych odczynow
popromiennych jest uzaleznione od wysokoS§ci dawki
catkowitej i frakcyjnej oraz objetosci napromienianych
tkanek krytycznych. Poniewaz objawy wczesnych odczy-
néw popromiennych moga by¢ leczone farmakologicz-
nie w trakcie radioterapii, poczatkowo sadzono, ze ich
nasilenie nie jest tak istotne, jak w przypadku pdznych
odczyn6éw popromiennych. Obecnie wiadomo, ze nasi-
lone wczesne odczyny popromienne moga by¢ przyczyna
wystapienia w tej samej tkance tzw. nastgpowych p6znych
odczynoéw popromiennych (consequential late effects).



Mozliwe do przyjecia ryzyko wystapienia okreslonego
typu odczynu popromiennego ustalano empirycznie na
podstawie czg¢stoSci obserwowanych wezesnych i p6Znych
odczynéw u chorych, bez uwzgledniania roéznic w ich
osobniczej tolerancji. Liczne badania kliniczne wykazaly
jednak, ze chorzy leczeni taka sama dawka promieniowa-
nia i wedlug takiego samego schematu frakcjonacji r6znig
si¢ stopniem nasilenia wczesnych i p6znych odczynow
popromiennych [1, 2], a takze wykazuja r6zng reakcje
nowotworu na leczenie promieniowaniem.

Na podstawie badan klinicznych uwaza sig¢, ze przy-
czyng okoto 30% rdznic migdzyosobniczych w tolerancji
na promieniowanie moga by¢ niedokfadnoSci w okre-
Sleniu warunk6éw napromieniania. Na przyklad, nawet
w grupie chorych majacych teoretycznie otrzymacé takie
samo leczenie (identyczna dawka catkowita i frakcyj-
na), z powodu réznic w budowie anatomicznej objgtosci
napromienianych tkanek moga by¢ rozne. Z tego samego
powodu indywidualny rozktad dawki w tkance powoduje,
ze dawka calkowita oraz dawka frakcyjna np. na poziomie
skory czy tkanki podskérnej moze by¢ rézna u réznych
chorych. Krzywe przezycia dla komorek tkanek p6zno
reagujacych na promieniowanie maja stromy przebieg, co
oznacza, ze nawet nieznaczne rdznice w dawce frakcyjnej
maja wplyw na ryzyko p6znych odczynéw popromien-
nych. Na indywidualne r6znice w odpowiedzi popromien-
nej zdrowych tkanek moga mie¢ wplyw takze czynniki
zwigzane bezposrednio z chorym, jak: wiek, palenie tyto-
niu, poziom hemoglobiny oraz wspdlistniejace choroby,
np. cukrzyca, nadci$nienie i miazdzycowe stwardnienie
naczyn. Poniewaz jednak wplyw tych czynnikéw jest
niejednoznaczny i nie zostal potwierdzony w badaniach
duzych grup chorych, uwaza sig¢, ze ich udzial w powsta-
waniu réznic w nasileniu odczynéw popromiennych
pomiedzy chorymi jest niewielki [1, 2]. Poznanie zatem
innych niz kliniczne przyczyn réznic w tolerancji chorych
na leczenie promieniowaniem powinno przyczynic si¢ do
lepszej identyfikacji chorych z wigkszym lub mniejszym
ryzykiem wystgpienia powikian popromiennych i do dal-
szej optymalizacji leczenia napromienianiem.

Od wielu lat celem badan radiobiologicznych jest
identyfikacja metod (testow predykcyjnych), ktore
w warunkach in vitro ocenialyby promieniowrazliwos¢
komorek prawidtowych i nowotworowych u indywidu-
alnych chorych przed leczeniem [2, 3]. W przypadku
komorek nowotworowych liczne badania wykazaly, ze
ocena ich promieniowrazliwosci jest niewystarczajaca
do przewidywania odpowiedzi nowotworu na leczenie.
Odpowiedz ta zalezy bowiem od wielu innych czynnikdw,
takich jak; frakcja komodrek klonogennych, tempo proli-
feracji komorek, frakcja komorek hipoksycznych, ploidal-
no$¢ oraz ekspresja onkogendw czy genéw supresorowych
[4]. Poniewaz tkanki prawidiowe sa wolne od hipoksji
i innych efektow wystepujacych w komorkach nowotwo-
rowych, wplywajacych na ich odpowiedz na radioterapie,
testy oceniajace promieniowrazliwo$¢ zdrowych komo-
rek moga dostarczy¢ bardziej wiarygodnych informacji
o efektywnoSci radioterapii i dlatego sga przedmiotem
niniejszego opracowania. Stwierdzenie duzej promie-

niowrazliwoSci komoérek prawidtowych moze wskazywaé
na wigksze ryzyko nasilonych odczynéw popromiennych
i w zwiazku z tym powinno sugerowac obnizenie dawki
catkowitej lub zastosowanie frakcjonacji oszczedzaja-
cej tkanki prawidiowe (hiperfrakcjonacji) u tych osob.
W przypadku chorych, ktérych tkanki zdrowe nie wyka-
zuja duzej promieniowrazliwo$ci (wigkszo$¢ chorych),
optymalizacja leczenia moze polega¢ na podwyzszeniu
dawki na nowotwor, co mogltoby wplynaé na czestosé
wyleczen miejscowych bez nasilenia p6Znych odczynow
popromiennych [2-4]. Warto wspomnie¢, ze badanie
wplywu promieniowania jonizujgcego na komorki pra-
widlowe ma podstawowe znaczenie takze dla ochrony
radiologiczne;j.

Genetyczne uwarunkowanie promieniowrazliwoSci

Obecnie uwaza si¢, ze 70% rdznic migdzyosobniczych
w tolerancji na promieniowanie jest zwigzanych z istnie-
niem indywidualnej wewnatrzkomoérkowej promienio-
wrazliwosci (intrinsic cellular radiosensitivity), uwarunko-
wanej genetycznie i cz¢Sciowo zaleznej od nieznanych
czynnikdéw epigenetycznych [2, 5]. Potwierdzeniem
genetycznych uwarunkowan osobniczej promieniowraz-
liwosci sa znane dziedziczne zespoly chorobowe, takie
jak: ataksja-teleangiektazja (AT — ataxia telangiectasia),
zespOl Nijmegen (NBS — Nijmegen breakage syndrome),
niedokrwisto$¢ Fanconiego (FA — Fanconis anemia), czy
brak enzymu ligazy IV (ligase IV deficiency), z ktorymi
jest zwiazana nadwrazliwoS$¢ na promieniowanie jonizujg-
ce i cytostatyki radiomimetyczne [6]. Przyczyna zachoro-
wan sa dziedziczne mutacje gendw odpowiedzialnych za
napraw¢ uszkodzen DNA. Pelny zesp6t objawow klinicz-
nych wystepuje tylko u homozygot, tj. nosicieli obu kopii
zmutowanego genu. Poniewaz zachorowalno$¢ na te ze-
spoly jest niezwykle rzadka (0,001-0,003% w populacji),
chorzy ci stanowig bardzo mata i dobrze rozpoznawalng
grupe wsrdd wszystkich nadmiernie promieniowrazliwych
pacjentow [6]. Przedmiotem zainteresowania sg zatem
pozostali chorzy, u ktorych nadmiernej promieniowraz-
liwosci nie da si¢ rozpoznaé przed leczeniem, z powodu
braku widocznych objawoéw klinicznych. U tych chorych
wystapia bardziej nasilone odczyny popromienne, ale
mieszczace si¢ jeszcze w granicach tolerancji [2, 4].
Poczatkowo przypuszczano, ze grupg osOb bez
objawow wyzej wymienionych zespotéw, a rownocze$nie
wykazujacych nadmierng promieniowrazliwos$¢, moga
tworzy¢ przede wszystkim heterozygotyczni, czyli bez-
objawowi nosiciele mutacji genéw, bedacych podlozem
zachorowan na te zespoly. Szacuje si¢, ze okoto 1%
osobnikow calej populacji jest heterozygotami mutacji
genu ATM (ataxia telangiectasia mutated) [7], natomiast
czestos¢ heterozygotycznego nosicielstwa ,,stowianskiej
mutacji” (657delS) genu NBSI w Polsce zostata osza-
cowana na 0,5-1% w zaleznoSci od regionu [8]. Przede
wszystkim wykazano, ze ryzyko zachorowania na nowo-
twory ztosliwe wsrod nosicieli tych mutacji jest 2-4-krot-
nie wicksze. Szacuje sig, ze okoto 7-10% chorych na raka
piersi jest nosicielami ,,specyficznych” mutacji (zmiany
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sensu) genu ATM [7]. Natomiast z badan Steffena i wsp.
[9, 10] populacji polskiej wynika, ze 2% chorych na raka
piersi, oraz okolo 4% chorych na czerniaka, lub chioniaki
nieziarnicze jest nosicielami ,,mutacji stowianskiej” genu
NBS1. Wyniki wielu badan potwierdzaja, ze komorki
heterozygotycznych nosicieli mutacji genu ATM oraz
NBS] sa bardziej wrazliwe na promieniowanie jonizuja-
ce niz komorki ludzi nie obcigzonych tym defektem. Ich
promieniowrazliwos$¢ jest poSrednia pomi¢dzy homozy-
gotami AT i NBS, a zdrowymi osobnikami [6]. Nieste-
ty, w wigkszoSci badan nie stwierdzono zwigkszonego
heterozygotycznego nosicielstwa typowych mutacji genu
ATM (prowadzacych do powstania ucigtej formy biatka
Atm) u chorych z nasilonymi odczynami popromiennymi
[5]- Dopiero, kiedy zastosowano technike denaturacyj-
nej, wysokosprawnej chromatografii cieczowej (DHPLC
— denaturing high-performance liquid chromatography),
ktora umozliwia detekcje niewielkich zmian w sekwencji
nukleotydéw (np. zamiana jednej zasady), lannuzzi i wsp.
[11] wykazali istotng korelacje pomiedzy wystepowaniem
mutacji zmiany sensu genu A7M i nasileniem p6Znych
reakcji popromiennych u chorych na raka piersi, a Cesa-
retti i wsp. [12] wykryli takie mutacje u chorych na raka
stercza z nasilonymi odczynami popromiennymi.

W ostatnich latach zaobserwowano, ze w niekto-
rych grupach chorych na nowotwory az 40% osobnikow
wykazuje wigkszg chromosomalng promieniowrazliwos¢
(oceniang na podstawie uszkodzen chromosomoéw)
[przeglad w 13]. Dotyczy to przede wszystkim chorych na
raka piersi, chociaz wigksza chromosomalng promienio-
wrazliwos$¢, w poréwnaniu do grupy zdrowych dawcow,
stwierdzono réwniez w grupie chorych na nowotwory
dolnego odcinka przewodu pokarmowego (30% vs 9%),
miodych chorych (<45 lat) na nowotwory glowy i szyi
(38% vs 0%) i na inne nowotwory wystepujace w mtodym
wieku (44% vs 15%) [13]. Biorac pod uwage, ze liczba
heterozygotycznych nosicieli mutacji genu ATM, NBSI
i innych zespoldéw genetycznych wsrdd chorych na nowo-
twory nie przekracza 10%, wywnioskowano, ze tak czg-
sta podwyzszona chromosomalna promieniowrazliwo$¢
u chorych na wyzej wymienione nowotwory jest zwigzana
z mutacjami w genach o niskiej penetracji, kontroluja-
cych naprawe DNA, a zatem wplywajacych na promie-
niowrazliwo$¢ i bioracych udzial w kancerogenezie [13].
Badania ostatnich lat przyczynily si¢ do znacznego poste-
pu w zrozumieniu molekularnych podstaw promienio-
wrazliwoSci i na ich podstawie sugeruje si¢, ze dysfunkcja
wielu genéw kodujacych biatka, wiaczone w naprawe
DNA (Ku70, Ku80, Artemis, XRCC2, XRCC4, BRCA1,
BRCA2), moze przyczyni¢ si¢ do wigksze] klinicznej
promieniowrazliwosci u ludzi [6]. Dotychczasowe bada-
nia wskazuja jednak na brak wplywu mutacji w genach
BRCAI i BRCA?2 na kliniczng promieniowrazliwos¢ [5].

Metody oceny promieniowrazliwo$ci komoérek
Odpowiedz komorek na promieniowanie jonizujace moze

by¢ oceniana na poziomie komorki, chromosomu, DNA
lub genu. Metody oceny promieniowrazliwos§ci mozna

zatem podzieli¢ na 4 grupy. Do pierwszej z nich naleza
testy oparte na przezywalnosci komorek, migdzy innymi
test klonogenny SF2 (surviving fraction at 2 Gy), ocenia-
jacy zdolnos$¢ komdrek do tworzenia kolonii po testowej
dawce 2 Gy oraz testy oceniajace zywotno$¢ komorek,
np. na podstawie apoptozy. Druga grupe stanowia testy
oceniajace promieniowrazliwo$¢ chromosomalng. Wsrod
nich sa testy cytogenetyczne G0 i G2, badajace aberracje
chromosomowe w fazie GO i chromatydowe w fazie G2,
test mikrojadrowy (MN), metoda przedwczesnej kon-
densacji chromosoméw (PCC — premature chromosome
condensation) oraz metoda hybrydyzacji in situ (FISH
— fluorescence in situ hybridisation). Trzecia grupa testow
umozliwia oceng uszkodzen i zdolno$¢ do naprawy DNA.
Naleza do niej miedzy innymi test kometowy i metoda
elektroforezy w pulsujacym polu elektrycznym (PFGE
— pulsed field gel electrophoresis). Ostatnig grupe stanowig
testy oceniajace ekspresj¢ genoéw (genomika) metodami
immunohistochemicznymi lub biologii molekularnej, np.
Western blot, Northern blot, mikromacierze DNA (mic-
roarray assay), badajace polimorfizmy pojedynczych nu-
kleotydow (SNPs — single nucleotide polymorphisms), czy
oceniajace ekspresj¢ bialek (proteomika) [4].

Testy klonogenne SF2 sa powszechnie stosowane
w pracach badawczych dla oceny promieniowrazliwosci
komorek. Dzigki zastosowaniu technik zwickszajacych
ich czulos¢ stalo si¢ mozliwe doktadne badanie przezycia
komorek in vitro, nawet po bardzo niskich dawkach (0,05
Gy) promieniowania. Pomimo tego testy klonogenne nie
znalazly zastosowania w praktyce klinicznej, gléwnie ze
wzgledu na duzy naklad pracy oraz diugi okres oczekiwa-
nia na wynik (w przypadku fibroblastéw okoto 4 tygodni).
Poniewaz z zatozenia test predykcyjny musi cechowaé
czulo$¢, powtarzalnosé, niezalezna sita prognostyczna,
a ponadto test taki powinien by¢ szybki, prosty, tani i nie-
inwazyjny, wicksze szanse na zastosowanie w praktyce
klinicznej maja testy nieklonogenne. Testy te polegaja na
ocenie promieniowrazliwosci komdrek w sposob posred-
ni, na podstawie uszkodzefni chromosoméw (promienio-
wrazliwo$¢ chromosomalna), uszkodzen i naprawy DNA
oraz genéw (promieniowrazliwo$¢ molekularna).

Zaktadajac, ze promieniowrazliwo$¢ wewnatrz-
komoérkowa jest uwarunkowana genetycznie sadzono,
ze promieniowrazliwo§¢ komdrek w hodowli bedzie
odzwierciedlaé¢ genetyczne wtasciwosSci osobnika, od
ktorego pochodzi i ze nadwrazliwos$¢ na promieniowanie
obserwowana w jednym typie komoérek prawidiowych
bedzie widoczna rowniez w innym typie komorek. Nie-
stety, chociaz w czg¢sci badan doswiadczalnych, obej-
mujacych ocen¢ promieniowrazliwosci dwoch rodzajow
komorek (np. limfocytéw i fibroblastow) od tych samych
dawcow, stwierdzono korelacje migdzy komérkami, to
brak takiego zwiazku w wigkszoSci badan [14, 15] suge-
ruje, ze czynniki genetyczne majace wplyw na promienio-
wrazliwo$¢ ulegaja ekspresji w r6znym stopniu, w zalez-
noSci od rodzaju komorek czy tkanek [1]. Tylko niektdre
ulegajg ekspresji w sposdb widoczny w kazdej tkance, jak
to ma miejsce w przypadku chorych na zespoly genetycz-
ne. Andreassen i wsp. [5] sugeruja, ze w duzym stopniu



odpowiedzialne za to sg sztuczne warunki hodowli in
vitro, odmienne dla réznych typéw komorek (czas hodow-
li, rodzaj pozywki, koncentracja surowicy, dodatek czyn-
nikoéw wzrostu), w ktorych moze dochodzi¢ do ekspresji
roznych gendw, majacych wplyw na promieniowrazliwos¢.
Klinicznym potwierdzeniem tego faktu jest brak zwigzku
pomiedzy ryzykiem wystapienia dwoch pdznych odczyndow
popromiennych (teleangiektazji i zwidknienia) [16, 17],
czy po6znego i wezesnego odczynu (zwldknienia i rumie-
nia lub zluszczania na mokro) [17] oraz istotna korelacja
dla tego samego odczynu popromiennego, wystepujace-
go w roznych miejscach [16]. Niezwykle istotng kwestig
oprdcz wyboru metody jest zatem wybor rodzaju komo-
rek prawidlowych, ktérych promieniowrazliwos¢ in vitro
moze korelowac¢ z promieniowrazliwoscig kliniczna.

Prawidtowymi komoérkami z wyboru do oceny pro-
mieniowrazliwosci sg najczesciej limfocyty krwi obwo-
dowej lub fibroblasty skory. Limfocyty krwi obwodowe;j
sg przede wszystkim wykorzystywane w biodozymetrii
do ustalania dawki pochtoni¢tej przy ekspozycji cate-
go ciata. Po pierwsze, dlatego, ze wraz z krwig kraza
po calym ciele i w zasadzie nie dzielg si¢ w organizmie
(tylko w hodowli in vitro), po drugie, dlatego, ze niektore
ich rodzaje sa dlugozyjace. Przyjmuje si¢, ze potowiczny
okres zycia limfocytow T wynosi okoto 3,5 roku. Na tej
podstawie mozna oszacowac wysokoS¢ dawki nawet wiele
lat po napromienianiu. Limfocyty wydaja si¢ szczegdlnie
atrakcyjne do pomiaru promieniowrazliwosci ze wzgledu
na tatwoS$¢ ich pozyskania od chorych i hodowli in vitro,
ktora nie powoduje dodatkowego uszkodzenia chromo-
soméw, oraz mozliwos¢ uzyskania wynikow w krotkim
czasie, co jest podstawowym wymaganiem stawianym
testom predykcyjnym.

W pordéwnaniu do limfocytow ocena promiemio-
wrazliwosci fibroblastéw jest duzo bardziej czasochtonna.
Ich pozyskanie wymaga wykonania biopsji, zwykle w znie-
czuleniu miejscowym. Wiaze si¢ takze z koniecznoScia
wyprowadzenia linii w celu uzyskania odpowiedniej liczby

komoérek do przeprowadzenia badan, co wymaga dluzszej
hodowli in vitro, a wigc wynik w wigkszym stopniu zalezy
od rodzaju pozywki, koncentracji surowicy czy czynnikow
wzrostu. Poniewaz jednak fibroblasty sa komo6rkami tar-
czowymi tkanki facznej, odpowiedzialnymi za powstanie
poznego odczynu popromiennego, ich wybor wydaje si¢
bardziej uzasadniony do przewidywania pdznych reakcji
popromiennych, np. zwtoknienia skory [17, 18].

W my§l sugestii, aby prognozowac nasilenie odczy-
néw popromiennych na podstawie promieniowrazliwosci
komorek tarczowych odpowiedzialnych za te odczyny,
Geara i wsp. [17] zaproponowali ocen¢ promieniowrazli-
wosci keratynocytow (komorek warstwy przypodstawnej
naskdrka) do przewidywania nasilenia wczesnych odczy-
néw popromiennych skéry lub btony §luzowej. Chociaz
utrzymanie pierwotnych keratynocytow w hodowli ir vitro
jest trudne ze wzgledu na ich szybkie réznicowanie si¢
i starzenie, mozliwo$¢ pozyskania keratynocytéw i fibro-
blastéw z jednego kawatka skdry oraz prognozowanie
o wczesnych 1 poéznych odczynach popromiennych na
podstawie ich promieniowrazliwosci jest kuszaca pro-
pozycja. Oprocz wspomnianych autoréw probg oceny
promieniowrazliwosci keratynocytéw od chorych na
nowotwory podjeli tylko Kiltie i wsp. [19] oraz Stonina
iwsp. [20].

Zwiazek pomiedzy promieniowrazliwoScig oceniang
in vitro i promieniowrazliwoS$cig kliniczng

Chociaz liczne badania bezspornie potwierdzily istnienie
r6znic migdzyosobniczych w promieniowrazliwosci fibro-
blastow [20-25], limfocytow [14, 15, 22, 26] i keratynocy-
tow [19, 20], wyniki badan oceniajacych zwiazek pomig-
dzy indywidualna promieniowrazliwoscig i odpowiedzig
tkanek prawidfowych na napromienianie u chorych na
nowotwory sg niejednoznaczne (przeglad w Tabeli I).
Istotne korelacje pomig¢dzy promieniowrazliwoscia fi-
broblastow (oceniang testem SF2) i pdZnymi odczynami

Tab. 1. Zwigzek pomi¢dzy promieniowrazliwoscia in vitro komérek prawidlowych i odczynami popromiennymi u chorych na nowotwory

Autor Liczba . . Parametr Odczyny Istotnos¢
. Typ nowotworu Rodzaj komorek o g
[poz. piSm.] chorych in vitro popromienne statyst.
Begg i wsp. [21] 24 rak piersi fibroblasty SF2 rumien nie
Geara i wsp. [22] 20 teren glowy i szyi fibroblasty SF2 max. wezesne nie
max. péZne tak
21 teren glowy i szyi limfocyty SF2 max. wezesne nie
max. pézne nie
Brock i wsp. [23] 22 rak piersi fibroblasty SF2 rumien nie
telangiektazje nie
Jones i wsp. [38] 16 rak piersi limfocyty dicentryki p6ine nie
Johansen i wsp. [17] 31 rak piersi fibroblasty SF3,5 rumien nie
zwldknienie tak
Neubauer i wsp. [37] 66 gl. rak piersi limfocyty chromosomowe rearanzacje — max. wczesne
i pozne tak™
Russel i wsp. [24] 79 rak piersi fibroblasty SF2 zwldknienie nie
Johansen i wsp. [31] 36 rak piersi fibroblasty mikrojadra zwldknienie nie
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Autor Liczba . . Parametr Odczyny Istotnos¢
. Typ nowotworu Rodzaj komorek L .
[poz. pism.] chorych n vitro popromienne statyst.

Nachtrab i wsp. [32] 27 gl. rak piersi fibroblasty mikrojadra wezesne tak*

poine tak™
Rached i wsp. [39] 30 rézne limfocyty mikrojadra wczesne nie
Rudat i wsp. [28] 25 teren glowy i szyi fibroblasty SF2 pézne nie
Kiltie i wsp. [19] 32 rak piersi keratynocyty resztkowe DSB wezesne nie
pozne nie
Barber i wsp. [26] 19-123 rak piersi limfocyty aberracje chromatydowe wcezesne tak
mikrojadra pézne nie
wezesne nie
pozne nie
Stonina i wsp. [14] 31 rak szyjki macicy limfocyty mikrojadra max. wezesne nie
i glowy i szyi max. pézne nie
8  rak szyjki macicy fibroblasty mikrojadra max. wezesne nie
max. pdzne nie
Peacock i wsp. [25] 39+65 rak piersi fibroblasty Dy zwl6knienie nie
Oppitz i wsp. [27] 88 ¢l. rak piersi fibroblasty SF2 wezesne tak
pozne nie

Borgman i wsp. [29] 16 teren glowy i szyi fibroblasty SF2,

resztkowe DSB pozne nie

limfocyty aberracje chromosomowe poine tak™
Dickson i wsp. [30] 88 rak piersi fibroblasty resztkowe DSB pézine nie
Ruiz de Almodovar i wsp. [42] 189 rak piersi limfocyty poczatkowe DSB wezesne tak
Lee i wsp. [36] 38 rak prostaty limfocyty mikrojadra wezesne i pozne tak
Widet i wsp. [34] 55 rak szyjki macicy limfocyty mikrojadra max. wezesne tak
max. pézne tak
Hoeller i wsp. [33] 86 rak piersi limfocyty aberracje chromosomowe zwldknienie tak
Twardella i wsp. [40] 113 rak piersi limfocyty poczatkowe i resztkowe DSB  wezesne nie
Rieger i wsp. [45] 14 roézne limfocyty ekspresja genow wcezesne tak
El-Awady i wsp. [41] 25 rak piersi fibroblasty SF2, resztkowe DSB wezesne nie

Sprung i wsp. [15] 25 rak piersi limfocyty mikrojadra wezesne tak*

pozne nie*

fibroblasty mikrojadra wczesne nie*

pézne nie*
De Ruyck i wsp. [35] 62 rak szyjki macicy limfocyty aberracje chromatydowe, pozine tak
i endometrium SNPs pozne tak
Chang-Claude i wsp. [48] 104 rak piersi limfocyty SNPs wezesne tak
Andreassen i wsp. [50] 120 rak piersi fibroblasty SNPs zwldknienie nie
Hoeller i wsp. [49] 69 rak piersi limfocyty SNPs zwldknienie tak
Svensson i wsp. [46] 21 + 17 rak prostaty limfocyty ekspresja genow poine tak
Slonina i wsp. 32 rak szyjki macicy fibroblasty mikrojadra wczesne nie
[dane niepublikowane] pézne nie
27 rak szyjki macicy keratynocyty mikrojadra wezesne nie
pézne nie

DSB - dwuniciowa przerwa DNA

SNPs — polimorfizmy pojedynczych nukleotydow
* —nie oceniono istotnosci korelacji, wykazano tylko wigksza promieniowrazliwos¢ komoérek od chorych z nasilonymi odczynami popromiennymi,
w poréwnaniu do grupy bez odczynéw



popromiennymi skory u chorych na nowotwory glowy
i szyi wykazali Geara i wsp. [22], natomiast u chorych
na raka piersi Johansen i wsp. [17]. Russell i wsp. [24]
obserwowali wprawdzie duze zréznicowanie w promie-
niowrazliwosci fibroblastow 79 chorych na raka piersi
leczonych napromienianiem, ale nie stwierdzili istotnych
korelacji pomiedzy promieniowrazliwoscig fibroblastow
i péznym odczynem popromiennym (zwldknienie). Po-
dobny wynik, braku zwigzku, uzyskal Peacock i wsp.
[25], Oppitz i wsp. [27], dla duzych grup chorych na raka
piersi, a takze Rudat i wsp. [28] i Borgman i wsp. [29]
u chorych na nowotwory terenu glowy i szyi. Dickson
i wsp. [30], oceniajac promieniowrazliwos¢ fibroblastow
(testem PFGE) chorych na raka piersi, takze nie wykazali
korelacji z p6znymi odczynami popromiennymi. ROwniez
Stonina i wsp. [14] oraz inni badacze [31, 32] wykazali
brak zwigzku pomigdzy promieniowrazliwoscia chromo-
somalng fibroblastow i promieniowrazliwoScig kliniczng
u chorych na raka szyjki macicy lub raka piersi.

Badania zwigzku pomiedzy promieniowrazliwos-
cig limfocytow i p6Znymi odczynami popromiennymi
u chorych na nowotwory takze nie dajg jednoznaczne;j
odpowiedzi. W przeciwienstwie do fibroblastow promie-
niowrazliwo$¢ limfocytdw najczeSciej ocenia si¢ testami
nieklonogennymi, badajacymi uszkodzenia chromoso-
mowe (promieniowrazliwo$¢ chromosomalna). Istotna
korelacje u chorych na nowotwory glowy i szyi wykazala
Borgman i wsp. [29], u chorych na raka piersi Hoeller
i wsp. [33], u chorych na raka szyjki macicy Widet i wsp.
[34] oraz De Ruyck i wsp. [35], a u chorych na raka ster-
cza Lee i wsp. [36]. Neubauer i wsp. [37] wykazali wpraw-
dzie, ze limfocyty izolowane od chorych na nowotwory,
u ktorych wystapily nasilone reakcje po radioterapii, byly
bardziej promieniowrazliwe od limfocytéw pobranych od
chorych bez odczyndw popromiennych, ale nie oceniali
istotnosSci tego zwiazku. Brak istotnych korelacji pomig-
dzy promieniowrazliwo$cia chromosomalng limfocytow
i p6Znymi odczynami popromiennymi u chorych na raka
piersi wykazali natomiast Jones i wsp. [38], Barber i wsp.
[26] oraz Sprung i wsp. [15], u chorych na nowotwory
terenu glowy i szyi oraz raka szyjki macicy Rached i wsp.
[39] oraz Stonina i wsp. [14], a u chorych na nowotwory
glowy i szyi testem SF2 Geara i wsp. [22].

Znane s3 tylko dwie prace dotyczace zwigzku pro-
mieniowrazliwosci keratynocytow z promieniowrazliwos-
cig kliniczna u chorych na nowotwory. Kiltie i wsp. [19]
wykazali brak zaleznoSci pomigdzy promieniowrazliwos-
cig keratynocytow, oceniang testem PFGE i p6znymi
odczynami popromiennymi dla grupy 32 chorych na raka
piersi. Natomiast Sfonina i wsp. (dane niepublikowane)
stwierdzili brak zwiazku pomi¢dzy indukcja mikrojader
w keratynocytach i p6znymi odczynami popromiennymi
u 27 chorych na raka szyjki macicy.

Wyniki wigkszoSci badafn wykazuja brak zwigzku
pomiedzy promieniowrazliwoscig komoérek prawidlowych,
oceniana in vitro i wezesnymi odczynami popromiennymi
[14, 17, 21-23, 40, 41], chociaz w kilku badaniach takie
korelacje znaleziono [26, 27, 34, 36, 42].

Pomimo ogromnego wysitku wlozonego w zrozumie-
nie mechanizméw odpowiedzialnych za wczesne i péZne
reakcje popromienne, porownanie komorkowej promie-
niowrazliwosci z odczynami popromiennymi w wigkszosci
badan nie przyniosto oczekiwanych rezultatow i testy pro-
mieniowrazliwosci nie znalazly dotychczas zastosowania
w praktyce klinicznej. W wielu przypadkach przyczyna
braku korelacji z pewnosciag bylo wiaczenie do badane;j
grupy chorych o réznym stopniu zaawansowania choroby,
u ktorych stosowano rézne schematy leczenia napromie-
nianiem, a takze wspOlne analizowanie r6znych odczy-
néw popromiennych, obserwowanych w roznym czasie po
radioterapii. Andreassen i wsp. [5] sugeruja natomiast,
ze sztuczne warunki in vitro, w jakich przeprowadza si¢
testy promieniowrazliwosci, moga indukowaé ekspresje
takich genow, ktore maja wplyw na promieniowrazliwos¢
komorek in vitro, natomiast nie maja wplywu na promie-
niowrazliwo$¢ kliniczng. Na tej podstawie mozna zaryzy-
kowaé pesymistyczne stwierdzenie, ze wigkszoS¢ testow
promieniowrazliwosci in vitro stosowanych do tej pory
moze nigdy nie uzyska¢ dostatecznej sily predykcyjne;.

Wiarygodne wyjasnienie braku korelacji promie-
niowrazliwo$ci komorkowej z promieniowrazliwoscia
kliniczng przedstawil Dikomey i wsp. [43]. Podstawa
do tego byla praca Junga i wsp. [44], ktorzy, analizujac
kinetyke powiktan popromiennych w duzych grupach
chorych, wykazali, ze ryzykiem wystapienia nasilonych
p6znych odczynéw popromiennych zagrozeni sa wszyscy
chorzy po radioterapii. To oznacza, ze chorzy, u ktérych
wystapily powiktania popromienne, niekoniecznie musza
charakteryzowac si¢ nadmierng promieniowrazliwoscia
komorkowa 1 wyjasnia widoczny w wielu badaniach brak
istotnych r6éznic w promieniowrazliwo$ci komorkowej
pomiedzy grupami chorych, u ktorych wystapily nasilone
pozZne odczyny popromienne i bez odczynow [24-26, 28].
W zwiazku z powyzszym Dikomey i wsp. [43] zalozyli,
ze chociaz ryzyko wystapienia powiktan popromiennych
istnieje dla wszystkich chorych, to bg¢dzie ono rozne dla
grup chorych wyodrebnionych na podstawie ich komor-
kowej promieniowrazliwoSci, wigksze w przypadku
grupy promieniowrazliwych chorych i mniejsze w przy-
padku promienioopornych chorych. Dlatego autorzy ci
zaproponowali nowa metod¢ analizy danych uzyskanych
z testow promieniowrazliwosci i korelacji z odczynami
popromiennymi. Wedtug nich istotne korelacje pomig-
dzy promieniowrazliwoSciag komodrkowa i promienio-
wrazliwoscig kliniczng mozna uzyskac¢ tylko wtedy, gdy
ryzyko p6znych odczynéw popromiennych analizuje si¢
oddzielnie dla kazdej grupy chorych, wyodrebnionej na
podstawie ich komorkowej promieniowrazliwosci, czyli
oddzielnie dla grupy os6b o wysokiej, Sredniej i niskiej
promieniowrazliwos$ci. Wstepne wyniki badan potwier-
dzaja stusznos$¢ powyzszych zatozen. Hoeller i wsp. [33]
wykazali 2,3-krotnie wigksze roczne ryzyko wystapie-
nia zwidknienia skory u chorych na raka piersi z duza
chromosomalng promieniowrazliwoscia, w porownaniu
do pozostatych chorych, a De Ruyck i wsp. [35] wykaza-
li 9,2-krotnie wigksze roczne ryzyko péznych powiktan
popromiennych dla grupy chorych na raka szyjki macicy
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z duza chromosomalng promieniowrazliwoscia. Wydaje
si¢, ze wyniki tych badan moga sktoni¢ niektérych bada-
czy do powtornej analizy swoich danych, z uwzglednie-
niem podziatu na grupy chorych wediug ich komdrkowe;j
promieniowrazliwosci. Nalezy jednak pamigtaé, ze propo-
nowany przez Dikomeya i wsp. [43] typ analizy wymaga
wlaczenia do badan bardzo duzej liczby chorych, oraz ze
w tym typie analizy testy promieniowrazliwosci stuza do
oceny ryzyka powiktaf dla poszczeg6lnych grup chorych
i na jej podstawie nie mozna zidentyfikowac chorego,
u ktorego wystapi nasilony odczyn popromienny.

Nowe wyzwania — radiogenomika

Najnowszy kierunek badan nad promieniowrazliwoScia
opiera si¢ na zalozeniu, ze kliniczna promieniowrazli-
wos¢ tkanek prawidfowych jest ztozong cechg (complex
trait) i ze rdznice migdzyosobnicze w nasileniu odczynow
popromiennych sa uwarunkowane osobniczg zmienno§cia
genetyczng w wielu genach [5]. Do rozwoju tego kierunku
badan, ktéremu nadano nazwe¢ radiogenomika (radioge-
nomics) [3, 5], przyczynit si¢ duzy postep w technikach
biologii molekularnej, przede wszystkim rozwdj technolo-
gii mikromacierzy DNA (microarray assay), dzigki ktorym
mozliwa jest ocena ekspresji wielu tysigcy genéw rowno-
czesnie. Jest kilka kategorii genéw, ktorych zmienno$¢é
genetyczna moze mie¢ wplyw na promieniowrazliwos¢
kliniczna. Do tej pory zidentyfikowano okoto 130 genéw
wlaczonych w naprawe uszkodzenn DNA, kontrole cyklu
komorkowego i apoptozeg. Oprocz tego wplyw na pro-
mieniowrazliwo$¢ maja geny cytokin zwigzanych z proce-
sem zapalnym i zwloknieniem popromiennym (7GF-B),
oraz geny kodujace enzymy-antyutleniacze (katalaza,
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD - superoxid dismutase),
peroksydaza glutationu), ktére wytapuja reaktywne rod-
niki tlenowe (ROS - reactive oxygen species). Zwigkszong
aktywno$¢ enzymatyczng manganowej dysmutazy ponad-
tlenkowej (MnSOD) wykazano w ludzkich limfocytach
po napromienianiu [5]. Takze czynniki wplywajace na
metabolizm i homeostaze moga mie¢ udzial w kliniczne;j
promieniowrazliwoSci.

Wstepne badania ekspresji genéw w tkankach pra-
widtowych (limfocytach lub fibroblastach) chorych na
nowotwory, majace na celu predykcje odczyndéw popro-
miennych, sg zachg¢cajace (Tab. I). Rieger i wsp. [45]
wykazali korelacje pomigdzy ekspresja 24 gendw w liniach
limfoblastow 14 chorych na nowotwory po napromie-
nianiu in vitro 1 wezesnymi odczynami popromiennymi.
Svensson i wsp. [46] wykazali natomiast istotny zwigzek
pomiegdzy nasileniem pdznych odczyndéw popromiennych
w grupie 38 chorych na raka stercza i Iaczng ekspresja
wielu genéw (gene sets) w limfocytach napromienianych
in vitro. Co ciekawe, w obydwu badaniach wykazano
korelacje z ekspresjg podobnych grup genéw (apopto-
zy, metabolizmu biatek i ubikwitynacji, przekazywania
sygnalow). Zachecajace sg takze wyniki badan Quarmby
i wsp. [47], ktorzy wykorzystali mikromacierze DNA do
zbadania ekspresji cytokin (cytokin gene array) w fibro-
blastach chorych na raka piersi i wykazali wigksza eks-

presj¢ cytokin w komorkach chorych z nasilonym p6Zznym
odczynem popromiennym (zwloknieniem), niz u chorych
bez odczynow.

Z projektu badania genomu ludzkiego wiadomo, ze
istnieja duze réznice genetyczne pomigdzy osobnikami.
Za okoto 90% naturalnie wystepujacych réznic w sek-
wencji DNA genomu ludzkiego sa odpowiedzialne poli-
morfizmy pojedynczych nukleotydéw (SNPs) [5]. Uwaza
si¢, ze SNPs sa obecne w jednej na 1000 par zasad, co
daje liczbe kilku milionéw SNPs w genomie ludzkim. To
dalo podstawe do sugestii, ze SNPs w genach zwigzanych
z odpowiedzig biologiczng na promieniowanie jonizuja-
ce moga mie¢ wplyw na kliniczng promieniowrazliwos¢
[5]- Zaleta badaf polimorfizmdw jest to, ze wystepuja we
wszystkich tkankach i moga by¢ badane nawet w tatwo
dostepnych limfocytach.

Wstepne badania sugeruja, ze wystepowanie poli-
morficznych alleli genéw zwigzanych z promieniowraz-
liwoSciag moze by¢ przyczyna réznic migdzyosobniczych
w nasileniu odczynéw popromiennych [przeglad w 5]. De
Ruyck i wsp. [35] znalezli korelacje pomi¢dzy promienio-
wrazliwoScia kliniczng chorych na nowotwory ginekolo-
giczne i polimorfizmami genéw naprawy DNA; XRCC!
(mniejsze ryzyko pdznego odczynu jelit), XRCC3 (wigk-
sze ryzyko poznego odczynu jelit) w limfocytach, nato-
miast Chang-Claude i wsp. [48] zaobserwowali mniejsze
ryzyko wystapienia nasilonego wczesnego odczynu u cho-
rych na raka piersi (z prawidlowa masg ciata), z rowno-
czesnymi polimorfizmami w genach XRCC1I i APEX.
Hoeller i wsp. [49] rowniez w badaniach na limfocytach
wykazali zwigzek pomiedzy promieniowrazliwoscia kli-
niczng chorych na raka piersi a polimorfizmami genow
TGFBI (wigksze ryzyko zwidknienia), ATM i SOD2
(mniejsze ryzyko zwtoknienia). Andreassen i wsp. [50]
chociaz poczatkowo zaobserwowali zwiazek pomiedzy
polimorfizmami gendw TGFBI, XRCCI1, XRCC3, SOD2
w fibroblastach a zwtGknieniem, to w ostatnich badaniach
na wigkszej grupie chorych na raka piersi stwierdzili brak
takiego zwigzku.

O duzym zainteresowaniu rolg polimorfizmow
(badanych zar6éwno w limfocytach, jak i fibroblastach)
w promieniowrazliwosci klinicznej §wiadcza dwa duze
wielooSrodkowe badania prowadzone w Europie; projek-
ty ,GENEPI” i ,RAPPER” oraz amerykansko-europejski
projekt ,,Gene-PARE”, majace na celu oceng wystepo-
wania polimorfizméw w wielu genach zwigzanych z pro-
mieniowrazliwoscig u 2-4 tys. chorych na nowotwory. Tak
duza liczba chorych wtaczonych do badan jest niezbedna
z uwagi na opinig, ze rdéznice w promieniowrazliwosci
klinicznej moga by¢ silnie uwarunkowane rzadko wyste-
pujacymi polimorfizmami, albo uwarunkowane licznymi
polimorfizmami, z ktérych kazdy ma nieznaczny wplyw
na promieniowrazliwos¢ kliniczna. Podstawowym zada-
niem w tych badaniach jest wybor chorych i zgroma-
dzenie o nich jak najwigkszej iloSci informacji. Przede
wszystkim chorzy wlaczeni do badan powinni by¢ leczeni
w podobny sposdb i mie¢ bardzo dobrze przygotowana
dozymetri¢ tak, aby znana byta doktadna dawka promie-
niowania pochlonigta przez tkanki prawidlowe oraz obje-



to§¢ napromienionej tkanki krytycznej, w ktorych ocenia
si¢ nasilenie odczynu popromiennego. Biorac pod uwage,
ze pewne geny moga ulegac ekspresji tylko w niektérych
tkankach lub odpowiadaé tylko za pewne typy reakcji
popromiennej, w badanej grupie chorych niezbgdna
jest ocena nasilenia odczynéw popromiennych w wielu
tkankach prawidlowych (r6zne clinical endpoints), ale
tych samych dla kazdego chorego. Niezwykle istotna jest
czesta, regularna i precyzyjna ocena nasilenia wezesnych
odczynéw popromiennych, z uwagi na ich role w naste-
powych pdznych odczynach popromiennych w pewnych
tkankach prawidtowych. Chociaz tak zaplanowane bada-
nia wymagaja wieloletniej, ogromne;j i $cistej wspotpracy
lekarzy, biologdw i fizykdw, wydaje sig, ze jest to jedyna
droga do poznania genetycznych czynnikdéw warunku-
jacych kliniczng promieniowrazliwo$¢. Dopiero na tej
podstawie i dysponujac testami o duzej sile predykcyjne;j
bedzie mozna uzyskaé odpowiedZ na pytanie, czy zna-
jomos¢ indywidualnego profilu genetycznego przyczyni
si¢ 1 w jakim stopniu do precyzyjniejszego przewidywa-
nia odpowiedzi tkanek prawidiowych i optymalizowania
leczenia promieniowaniem u chorych na nowotwory.

Podsumowujac, w Swietle przedstawionego pis-
miennictwa, w ktorym notujemy sprzeczne informacje
na temat tych samych parametréw promieniowrazliwo-
Sci, w chwili obecnej zaden test oceny promieniowraz-
liwosci nie moze by¢ rekomendowany do zastosowania
w praktyce klinicznej. W dalszym ciagu zatem to czynniki
kliniczne maja decydujace znaczenie w przewidywaniu
odpowiedzi tkanek prawidlowych u chorych na nowo-
twory. Niewatpliwie najbardziej obiecujaca forma oceny
parametrow biologicznych komorek jest radiogenomi-
ka, a w przyszloSci takze proteomika i transkryptomika.
W poréwnaniu do klasycznych metod oceny promienio-
wrazliwoSci na podstawie przezycia komorek czy uszko-
dzefi DNA, radiogenomika, oparta gtéwnie na technolo-
gii mikromacierzy, daje mozliwo$¢ oceny wielu istotnych
parametrow biologicznych, co z pewnoScia przyczyni si¢
do lepszego zrozumienia patogenezy odczynéw popro-
miennych i rozwoju strategii modulowania odpowiedzi
tkanek prawidiowych.
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