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Streszczenie

Przez kilkadziesiat lat obowigzywat w radiobiologii poglad, ze uszkodzenia komérki wywota-
ne dziataniem promieniowania jonizujacego, takie jak: §mieré komorki, zmiany cytogenetyczne,
apoptoza, mutageneza i kancerogeneza sa wynikiem bezposredniej jonizacji waznych dla zycia
komorki makroczasteczek (gtéwnie DNA) lub reakcji tych makroczasteczek z produktami ra-
diolizy wody. Kilkanascie lat temu jednak zwrécono uwagg na trzeci mechanizm oddziatywania
promieniowania zwany ,.efektem widza” lub ,.efektem sasiedztwa” (bystander effect, lub radia-
tion induced bystander effect — RIBE). Efekt ten indukowany przez czynniki i sygnaty emito-
wane przez komoérki bezposrednio napromieniowane ujawnia si¢ w postaci obnizenia przezycia,
uszkodzen cytogenetycznych, wzrostu odsetka apoptozy i zmian biochemicznych w sasiaduja-
cych komérkach nieeksponowanych na promieniowanie. Popromienny efekt sasiedztwa wystgpuje
zwlaszcza w przypadku bardzo niskich dawek promieniowania alfa (rzedu mGy i cGy), ale tak-
Ze po napromieniowaniu komoérek promieniowaniem o niskim wspétczynniku liniowego przeka-
zywania energii (promieniowanie X, gamma) nawet w wyzszych, konwencjonalnie stosowanych
dawkach. Mechanizmy odpowiedzialne za efekt sasiedztwa sa ztozone i nie do korica poznane.
Uwaza sig, ze molekularne czynniki sygnalizacyjne uwalniane przez komérki napromieniowane
1 wysytane do medium lub poprzez migdzykomérkowe polaczenia szczelinowe indukuja rézne
Sciezki sygnatlowe w komérkach sasiadujacych, prowadzac do obserwowanych efektéw. Natura
tych czynnikéw moze by¢ rézna, jakkolwiek nie zostata ostatecznie zdefiniowana. Potencjalnie
zjawisko sasiedztwa moze miec istotne znaczenie w powstawaniu dziatai niepozadanych radio-
terapii, ogélnoustrojowych lub zlokalizowanych w tkankach nieobjetych polem napromieniania,
a takze w przypadku uzywanych w diagnostyce radiologicznej i radioizotopowej niskich dawek
promieniowania. Czynniki emitowane przez napromieniowane komoérki stanowia element ryzy-
ka indukcji niestabilnosci genetycznej, mutacji oraz nowotworzenia drugiego rzutu (second pri-
mary cancers). Moga one prawdopodobnie mie¢ swéj udziat w powstawaniu i nasileniu odczy-
néw popromiennych w tkankach zdrowych. Efekt sasiedztwa moze mie¢ zaréwno pozytywne,
jak i negatywne skutki w przypadku radioterapii. Jezeli komdrki nowotworowe bezposrednio po-
chtaniajace energi¢ promieniowania jonizujacego bgda — poprzez swoje sygnaty (sekrecyjne lub
przekazywane poprzez potaczenia migdzykomorkowe) — uszkadzaty sasiadujace komoérki nowo-
tworowe lub beda inicjowaty réznicowanie tych komoérek bedzie to dziatanie pozadane. Jezeli
natomiast uszkodzeniu ulegna komorki prawidtowe (komorki nabtonkowe, srodbtonkowe, fibro-
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Stowa kluczowe:

blasty, leukocyty), wowczas moze to by¢ niekorzystne, zwigkszajace dziatania niepozadane ra-
dioterapii w postaci péZnych powiklan popromiennych i nowotworéw wtérnych. Popromienny
efekt sasiedztwa moze mie¢ szczegdlne znaczenie w przypadku stosowania nowoczesnych tech-
nik napromieniania, takich jak tréjwymiarowa konformalna radioterapia (3D-CRT) i radioterapia
intensywnie modulowana dawka (IMRT), ktérych celem jest obnizenie dawki promieniowania
w tkankach zdrowych. Badania efektu sasiedztwa w warunkach in vivo na modelach zwierzgcych
wykazuja, ze uszkodzenia popromienne moga si¢ pojawiaé¢ w tkankach odlegtych od miejsca na-
promienienia, a ich obraz moze si¢ r6zni¢ w zaleznosci od typu tkanki. Jednak najnowsze wy-
niki doswiadczalne wykazuja, ze komodrki nienapromieniowane, bedace w sasiedztwie komorek
napromieniowanych moga obniza¢ efekty wywotane w nich przez promieniowanie. Mniej zna-
ne s3 nastgpstwa efektu sasiedztwa w przypadku frakcjonowania dawki. Popromienny efekt sa-
siedztwa, jego praktyczne skutki i mozliwosci modulowania dla celéw radioterapeutycznych sa
zatem ciagle niepewne i pozostaja przedmiotem intensywnych badan.

popromienny efekt sasiedztwa ¢ promieniowanie jonizujace * sygnalizacja miedzykomérkowa
* niestabilno$¢ genetyczna * apoptoza ° uszkodzenia cytogenetyczne ¢ badania in vitroi in
vivo * potencjalne znaczenie kliniczne
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Summary

It has long been a central radiobiological dogma that the damaging effects of ionizing radiation,
such as cell death, cytogenetic changes, apoptosis, mutagenesis, and carcinogenesis, are the re-
sults of the direct ionization of cell structures, particularly DNA, or indirect damage via water
radiolysis products. However, several years ago attention turned to a third mechanism of radia-
tion, termed the “bystander effect” or “radiation-induced bystander effect” (RIBE). This is in-
duced by agents and signals emitted by directly irradiated cells and manifests as a lowering of
survival, cytogenetic damage, apoptosis enhancement, and biochemical changes in neighboring
non-irradiated cells. The bystander effect is mainly observed in in vitro experiments using very
low doses of alpha particles (range; mGy, cGy), but also after conventional irradiation (X-rays,
gamma rays) at low as well as conventional doses. The mechanisms responsible for the bystan-
der effect are complex and still poorly understood. It is believed that molecular signals released
from irradiated cells induce different signaling ways in non-irradiated neighboring cells, leading
to the observed events. The molecular signals may be transmitted through gap junction intercel-
lular communication and through a medium transfer mechanism. The nature of these transmit-
ted factors are diverse, and still not definitely established. It seems that RIBE may have impor-
tant clinical implications for health risk associated with radiation exposure. Potentially, this effect
may have important implications in the creation of whole-body or localized side effects in tis-
sues beyond the irradiation field and also in low-dose radiological and radioisotope diagnostics.
Factors emitted by irradiated cells may result in the risk of genetic instability, mutations, and se-
cond primary cancer induction. They might also have their own part in inducing and extending
post-radiation side effects in normal tissue. The bystander effect may be a potentially harmful
or a useful event in radiotherapy. The elevation of damage to tumor cells not directly hit by ra-
diation or the initiation of tumor cell differentiation may increase the therapeutic ratio. If, ho-
wever, molecular species secreted by irradiated tumor cells in vivo damage neighboring normal
cells (epithelial and endothelial cells, fibroblasts, or lymphocytes), the bystander effect would be
harmful and could lead to increased side effects in normal tissue. This is especially important in
modern radiotherapy, as 3D conformal radiation therapy (3D-CRT) and intensity-modulated ra-
diation therapy (IMRT) are aimed at diminishing the radiation dose in normal tissues. Recent in
vivo studies on animals indicate that bystander effects may appear in organs and tissues remote
from the irradiated field and the extension of tissue damage seems to be tissue-type dependent.
However, recent experimental results indicate that non-irradiated cells that are neighbors of irra-
diated cells may diminish radiation damage in the radiation-focused cells. Less is known about
the bystander effect during fractionated irradiation. Thus the clinical implications of the bystan-
der effect and its possible modification for radiotherapeutic usefulness is still under debate.

radiation-induced bystander effect ¢ ionizing radiation ¢ intercellular signaling ¢ genomic
instability » apoptosis ° cytogenetic damage ° in vitro and in vivo studies ¢ potential clinical
effect
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Istota radiobiologicznego efektu ,,sasiedztwa” (taka nazwa
naszym zdaniem lepiej okresla istot¢ problemu niz efekt
,.widza” bgdacy dostownym tlumaczeniem terminu anglo-
jezycznego ,,bystander effect’””) wydaje si¢ wolnorodnikowy
charakter oddzialywania energii promieniowania na zywa
komorke, ktérego konsekwencja jest indukowanie w ko-
morce czynnikow i sygnaléw, ktére nie tylko uszkadzaja
komérke napromieniowana, ale emitowane do srodowiska
powoduja zmiany w komoérkach nienapromieniowanych.
Zmiany te in vitro przypominaja zmiany obserwowane
w komorkach bezposrednio napromieniowanych i ujawniaja
si¢ jako: obnizony poziom przezycia, uszkodzenia cytoge-
netyczne (aberracje chromosomowe i mikrojadra), wzrost
poziomu apoptozy, zmiany ekspresji genéw i inne. Coraz
wigcej danych wskazuje, ze popromienny efekt sasiedz-
twa wystepuje takze w warunkach in vivo. Drogi sygnali-
zacyjne uruchamiane w tym procesie sa prawdopodobnie
réznorodne, poniewaz roznorodny charakter maja czynni-
ki molekularne, ktére moga indukowa¢ zmiany w komor-
kach niepoddanych bezposrednio dziataniu promieniowa-
nia. Oprécz krétko zyjacych wolnych rodnikéw tlenowych
i tlenku azotu wymienia si¢ tu rodniki dtugo zyjace, inter-
leukine 8, TGF-B i inne. Jest mozliwe, ze oddziatywania
tych czynnikéw z komérkami nienapromieniowanymi maja
znacznie wigkszy udziat w odpowiedzi tkanek zdrowych,
a takze nowotworowych na promieniowanie i sa bardziej
istotne dla przebiegu i nastgpstw terapii przeciwnowotwo-
rowej niz to si¢ sadzi obecnie. W pracy przedstawiono ob-
szerny przeglad réznorodnych aspektéw dotyczacych efektu
sasiedztwa opartych na dotychczasowej wiedzy literaturo-
wej 1 wynikach badan wtasnych.

HisToria ziawiska

Pierwsze spostrzezenia dotyczace zjawiska popromienne-
go efektu sgsiedztwa pochodza z poczatku lat dziewigc-
dziesiatych ubiegtego wieku. Nagasawa i Little [77] napro-
mieniajac niska dawka promieniowania alfa zaledwie 1%
komorek jajnikowych chomika chiriskiego (CHO) w ho-
dowli zaobserwowali, ze uszkodzenia w postaci wymia-
ny chromatyd siostrzanych wystapity w okoto 30% ko-
morek. Poziom tych uszkodzen wzrastat z dawka 0,3-2,5
mGy, po czym nie zwigkszal si¢. Kolejne eksperymenty
wykazywaty wzrost liczby komoérek z nadekspresja genu
TP53 po dawce 6 mGy promieniowania alfa, lecz nie po
ekspozycji na taka samag dawke promieniowania X [35].
Wkrétce okazalo sig, ze efekt ten wystgpuje takze po na-
promieniowaniu komérek promieniowaniem o niskim
wspotczynniku liniowego przekazywania energii (LET).
Zaobserwowano, ze czynniki indukujace obserwowane
efekty w komérkach nienapromieniowanych majq charakter
rozpuszczalny i moga by¢ przekazywane poprzez podioze
wzrostowe [25,72], lub poprzez migdzykomdrkowe pota-

czenia szczelinowe (gap junction intercellular communi-
cation — GJIC), [1]. Morthersil i Seymour [72] wykaza-
li, ze czynniki zawarte w podtozu hodowlanym zebranym
z komoérek nabtonkowych eksponowanych na promienio-
wanie gamma obnizato przezywalnos¢ komoérek klono-
gennych w hodowli komérek nienapromieniowanych, no-
wotworowych 1 nabtonkowych, a zatem kontakt komérek
napromieniowanych z nienapromieniowanymi nie byt ko-
nieczny. Autorzy ci zaobserwowali natomiast, ze efekt
obnizenia przezywalnosci komdrek nie wystgpowat gdy
uzywano podtoza zebranego z napromieniowanych fibro-
blastéw. Takie cytotoksyczne dziatanie kondycjonowanego
podioza z napromieniowanych komoérek (irradiation con-
ditioned medium — ICM) obserwowano w wielu uktadach
doswiadczalnych zaréwno po zastosowaniu promieniowa-
nia czasteczek a [25,59], jak i promieniowania fotonowe-
go [23,70]. Zaobserwowano tez, ze czynnikami sygnali-
zacyjnymi moga by¢ TNF-a i interleukina 8 [78], a efekt
sgsiedztwa wystgpuje w nienapromieniowanych fibrobla-
stach poprzez sygnaty przekazywane przez napromieniowa-
ne komorki droga potaczen szczelinowych [1]. Zamknigcie
potaczen szczelinowych przez lindan prowadzito do za-
hamowania efektu sasiedztwa wyrazajacego si¢ obnizona
ekspresja TP53, CDKN1A(p21) i CDC2 [1] lub zwigksze-
nia przezycia [11]. W kolejnych latach zgromadzono wie-
le eksperymentalnych dowodéw na potwierdzenie, ze po-
promienny efekt sasiedztwa moze si¢ wyrazaé w postaci
wzrostu odsetka mikrojader, apoptozy [57,74,85,86,87],
dwuniciowych peknig¢ DNA mierzonych ekspresja ufos-
forylowanego histonu H2A (YH2AX) [94], akumulacja
biatka p53 [98] i biatek ATM i ATR [15,16], zmianami
epigenetycznymi, takimi jak hipometylacja, a takze zmia-
nami ekspresji genéw [21,41,88,95]. W wielu tych ekspe-
rymentach wykazano, ze wyzsze dawki promieniowania,
a takze te stosowane w konwencjonalnej radioterapii réw-
niez indukuja efekty sasiedztwa, co potwierdza wnioski
wynikajace z ilosSciowego modelu biofizycznego Nikjoo
i Kvostunov [79,80], iz efekt sasiedztwa moze bys sktad-
nikiem odpowiedzi na promieniowanie zaréwno przy ni-
skich jak i wysokich dawkach.

Zastosowanie systeméw hodowli wycinkéw tkanek (eks-
plantéw) [7,8,75] 1 tréjwymiarowej hodowli in vitro przy-
pominajacych modele in vivo [9,10,104], a takze badania
na zwierzegtach [50,51,52] zwracaja uwage, iz zjawisko
popromiennego efektu sasiedztwa moze mie¢ znaczenie
kliniczne. Nie mozna zatem wykluczy¢, ze nasilenie od-
czynéw popromiennych w tkankach zdrowych podczas
frakcjonowanej radioterapii moze by¢ czgsciowo zwiaza-
ne z efektem sasiedztwa. Podejrzewa sig, ze efekt ten moze
takze prowadzi¢ do niestabilnosci genetycznej w warun-
kach in vivo, ktérego konsekwencja moze by¢ wzrost od-
czynéw popromiennych w tkankach zdrowych, a takze
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rozwdj nowotworéw drugiego rzutu [34]. Nie zawsze jed-
nak efekt sasiedztwa ma wytacznie dzialanie uszkadzaja-
ce. Sygnaty wysytane przez komoérki napromieniowane do
mikrosrodowiska wydaja si¢ indukowac bardziej ztozone
efekty w komoérkach nieeksponowanych na promieniowa-
nie, m.in. réznicowanie si¢ tych komoérek, prawdopodob-
nie jako kompleksowa odpowiedZ w celu zachowania in-
tegralnosci tkanek, wskazuja na to najnowsze badania na
eksplantach inkubowanych in vitro [8,104].

POPROMIENNY EFEKT SASIEDZTWA, NIESTABILNOSC GENETYCZNA
1 RADIOOPORNOSC ADAPTACYJNA

Popromienny efekt sasiedztwa i niestabilnos$¢ genetyczna
wydaja si¢ powigzane. Mianem niestabilnosci genetycz-
nej okresla si¢ op6zniony efekt obserwowany w postaci
letalnych mutacji, niestabilnych aberracji chromosomo-
wych, przekazywanych nastgpnym pokoleniom komo-
rek 1 opdzZnionej Smierci reprodukcyjnej (delayed repro-
ductive death — DRD) w odlegtych pokoleniach komérek
uprzednio eksponowanych na promieniowanie [30,71],
czy tez powstajacych de novo aberracji chromosomowych
[44,65,105] i mutacji genéw [58]. Opdzniona Smier¢ re-
produkcyjna wyraza si¢ obnizeniem wydajnosci klono-
wania, ktéra prawdopodobnie nie jest spowodowana pro-
cesem apoptozy, czy nekrozy, aczkolwiek wzrost odsetka
apoptozy jest réwniez jednym z markeréw popromienne-
go efektu sasiedztwa. DRD bywa gtéwnie obserwowana
w komoérkach o niezakléconych mechanizmach naprawy
dwuniciowych peknig¢ DNA [55,56], natomiast nie wy-
stepuje w komorkach z uposledzeniem tych mechanizméw
[19]. Wykazano ze klony komdrek charakteryzujace sig
popromienng niestabilnoscig genetyczna wydzielaja czyn-
niki cytotoksyczne przez wiele generacji uszkadzajac nie-
napromieniowane komoérki potomne [44] i efekt ten jest
niezalezny od migdzykomérkowych potaczen szczelino-
wych [76]. Badania niestabilnosci genetycznej indukowa-
nej w nielicznych komoérkach macierzystych szpiku myszy
czastkami alfa in vitro wykazaty znacznie wigksza licz-
be komérek z aberracjami chromosomowymi niz liczba
komorek napromieniowanych. Uszkodzenia te byty prze-
noszone na komoérki potomne tworzace kolonie komoérek
klonogennych [59]. Ponadto, frakcja przezywajaca komo-
rek klonogennych obnizata si¢ wraz z dawka znacznie bar-
dziej niz wynikaloby to z zabsorbowanej dawki, §wiadczac,
iz uszkodzenia letalne komoérek byty wynikiem oddzia-
tywania tych napromieniowanych z nienapromieniowa-
nymi. Obserwowano réwniez zwigkszong czgsto$¢ muta-
cji w locus dla genu hipoksantyno-guanino-fosforybozylo
transferazy (hprt) w odlegtych pokoleniach macierzystych
komérek hematopoetycznych myszy napromieniowanych
in vitro zaréwno promieniowaniem X jak i neutronowym
[33]. Réwniez ludzkie limfocyty T prezentowaly aberra-
cje chromosomowe utrzymujace si¢ w kolejnych pokole-
niach komérek, ktére zostaly uprzednio napromieniowane
dawka 3Gy promieniowania X [37]. Czynniki indukuja-
ce efekty ,,sasiedztwa” moga by¢ przekazywane poprzez
potaczenia migdzykomdrkowe (gap junction intercellular
communications) [4,113], lub w postaci molekutl sygna-
lizacyjnych wydzielanych do otoczenia [62,73]. Niektére
z tych czynnikdéw maja wtasciwosci klastogenne, wywo-
tujac uszkodzenia chromosoméw w komérkach niena-
promieniowanych, analogiczne jak bezposrednie dziata-
nie promieniowania jonizujacego.

Innym zjawiskiem, ktére towarzyszy dziataniu niskich da-
wek promieniowania jest zjawisko radioopornosci adapta-
cyjnej, ktéra indukowana niskimi dawkami promieniowa-
nia (rzedu mGy lub cGy) ujawnia si¢ wzrostem opornosci
na nast¢gpowe dawki rzedu kilku Gy [67,108]. Mechanizm
tego zjawiska nie jest dostatecznie poznany. Napromienianie
prowadzi do zaklécenia réwnowagi migdzy stanem sygna-
lizacyjnych czasteczek dziatajacych prooksydacyjnie i an-
tyoksydacyjnie [96]. Jedna z takich czasteczek moze by¢
tlenek azotu (NO). Obserwowano wzrost radioopornosci
komorek ludzkiego glejaka A-172 zawierajacego funkcjo-
nalny gen TP53 gdy koinkubowano je z napromieniowany-
mi (1-10 Gy promieni X) komérkami tej samej linii trans-
fekowanej zmutowanym genem p53 (A-172/mp53), lub
kiedy inkubowano je w medium pozyskanym z hodowli
komoérek napromieniowanych [70]. Wyrazem radioopor-
nosci byta akumulacja biatek p53 i HSP72, ktéra ulegata
obnizeniu po zastosowaniu ,,zmiatacza” tlenku azotu lub
inhibitora indukowalnej syntazy tlenku azotu.

Jak wspomniano wczesniej, efekt sasiedztwa wystepuje
zwlaszcza po zastosowaniu niewielkich dawek promie-
niowania czasteczkowego alfa, zas radioopornos¢ adapta-
cyjna jest indukowana niskimi dawkami promieniowania
gamma lub X. Sawant i wsp. [89] obserwowali, iz ekspo-
zycja komoérek C3H 10T91/2) na pojedyncze czastki pro-
mieniowania alfa, ktére trafiaty jedynie w jadra 10% komo-
rek powodowata Smier¢ znacznie wigkszej liczby komérek.
Jednakze zastosowanie 2 cGy promieniowania gamma 6
godzin przed ekspozycja na czastki alfa zmniejszato efekt
sgsiedztwa o potowg, czego wyrazem byt wzrost frakcji ko-
morek przezywajacych. W komoérkach tej samej linii ob-
serwowano réwniez wzrost opornosci na indukowang duza
dawka promieniowania gamma transformacj¢ nowotworo-
wa jezeli wezesniej eksponowano komorki na dawki rzedu
c¢Gy promieniowania gamma ’Co [3], a takze obnizenie
odsetka mikrojader — procesy, ktérym towarzyszyt wzrost
wydajnosci naprawy dwuniciowych pegknieé DNA [5].

Bardzo niskie dawki promieniowania fotonowego (~30 keV)
emitowanego przez radioizotop jodu -125, poczynajac od
mocy dawki 4 mGy/dziefi, a koriczac na 1,4 mGy/dzien
podczas 88 dni ekspozycji hodowli komérek hybrydo-
wych HeLa z fibroblastami ludzkimi réwniez powodowaty
wzrost opornosci tych komérek na indukcjg transformacji
nowotworowej po napromienieniu dawka 3 Gy promienio-
wania gamma *’Cs [26]. Zmniejszenie mocy dawki poni-
zej 1 mGy/dzien niwelowato odpowiedz adaptacyjna, co
sugeruje, ze raczej niska moc dawki, ale powyzej pewne-
go progu jest odpowiedzialna za tego typu radioadaptacje.

MECHANIZMY EFEKTU SASIEDZTWA

W komérkach napromieniowanych, poza bezposrednia jo-
nizacja makroczasteczek, dziataja uszkadzajaco reaktywne
formy tlenu (RFT), gtéwnie rodnik hydroksylowy (OHe),
H,O, i rodnik ponadtlenkowy (O,*"), ktérych efektem sa
przede wszystkim oksydacyjne uszkodzenia DNA [66,69].
Czas pottrwania RFT jest niezmiernie krotki, a odlegtosé
penetracji wyraza si¢ w ulamkach mikrometra z tego tez
wzgledu czynniki te nie moga dotrze¢ do komérek niena-
promieniowanych. Wykazano jednak, na podstawie elek-
tronowego rezonansu spinowego, ze po napromieniowa-
niu moga si¢ pojawia¢ w komoérce dtugo zyjace rodniki
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o okresie péttrwania ~20 godzin nawet w temperaturze
pokojowej [53], ktére wysytane do srodowiska moga by¢
czynnikami indukujacymi uszkodzenia DNA w komor-
kach nienapromieniowanych. Dtugo zyjace (wtdérne) rod-
niki maja prawdopodobnie mniejsza aktywnos¢ w uszka-
dzaniu DNA niz niezwykle aktywne rodniki powstajace
w chwili napromienienia. Dlatego tez uszkodzenia DNA
wywotane przez rodniki wtérne moga nie by¢ wystarcza-
jaca przeszkoda do zatrzymania replikacji DNA i moga
prowadzi¢ do powielania zmienionego DNA w kolejnych
generacjach komorek, a w koricu do mutacji i transfor-
macji nowotworowej [2,23,42,54]. Zastosowanie w wielu
eksperymentach zmiatacza rodnikéw — DMSO, zmniej-
szajace poziom uszkodzen DNA w komdrkach napromie-
niowanych i hamujace zjawisko sasiedztwa, zdaje si¢ po-
twierdzac rolg reaktywnych form tlenu jako inicjatorowych
czasteczek sygnalizacyjnych [32,39,46]. Réwniez zastoso-
wanie witaminy C, jako zmiatacza dtugo zyjacych rodni-
kéw obnizato poziom mikrojader w ludzkich fibroblastach
koinkubowanych z napromieniowanymi komérkami [32],
a takze w komorkach biataczki K562 traktowanych kon-
dycjonowana pozywka zebrana z komorek tej samej linii
po napromieniowaniu [49].

Jednak nie tylko DNA jest miejscem ataku reaktywnych
form tlenu, nie mniej waznymi sa czasteczki kwasow
ttuszczowych, w ktérych tancuchowa reakcja peroksyda-
¢ji prowadzi, poprzez krétko zyjace rodniki lipidowe, do
wytworzenia stabilnych korficowych produktéw, takich jak
dialdehyd malonowy (MDA), 4-hydroksynonenal (4HNE)
i inne o wtasciwosciach mutagennych i kancerogennych,
moga one bowiem tworzy¢ masywne addukty z DNA
[66,112]. Produkty koricowe peroksydacji lipidéw maja
wlasciwosci wtérnych przekaZnikéw, ktére moga akty-
wowac zaréwno kaskade sygnatéw prowadzacych do na-
prawy uszkodzen DNA, jak i do ich utrwalenia lub tez do
apoptozy [38]. W badaniach wiasnych obserwowaliSmy
wzrost stgzenia MDA zaréwno w napromieniowanych ko-
morkach czerniaka ludzkiego Me45 rosnacych w postaci
megakolonii, jak i w komédrkach z megakolonii rosnacych
w tym samym naczyniu hodowlanym chronionych przed
promieniowaniem odpowiednia przestona otowiang [87].
Jednoczesnie obserwowaliSmy w obu grupach, napromie-
nionych i sasiadujacych megakolonii, spadek aktywnosci
peroksydazy glutationowej (GSH-Pox) i mitochondrial-
nej dysmutazy ponadtlenkowej (MnSOD), a takze wzrost
peknigé DNA (jednoniciowych — SSB 1 dwuniciowych —
DSB) ocenianych technika elektroforezy pojedynczych ko-
morek na zelu agarozowym, a wyrazonych wieloscia mo-
mentu ogonowego lub dlugoscia ogona komety. Poziom
peknigé nici DNA byt nizszy w komoérkach nienapromie-
niowanych i pojawiat si¢ z kilkunastogodzinnym op6Znie-
niem w stosunku do obserwowanego w komérkach napro-
mieniowanych, co moze sugerowa¢ udziat dtugo zyjacych
rodnikéw w indukcji obserwowanego efektu sasiedztwa.
Przesunigte w czasie pojawianie si¢ dwuniciowych peknigc
DNA w komorkach sgsiadujacych wykazywano na podsta-
wie ekspresji ufosforylowanego histonu H2AX (YH2AX),
jako tzw. foci w warunkach in vitro [38,94] 1 ex vivo [90].
Podczas gdy fosforylacja histonu H2AX przy serynie 139
jest bardzo wczesnym procesem ujawniajacym si¢ w ko-
morkach napromieniowanych w miejscu dwuniciowych
peknie¢ DNA, gdzie formuje on dyskretne ogniska ztozo-
ne z wielu tysigcy czasteczek wykrywalnych immunocy-

tochemicznie, pojawianie si¢ ognisk YH2AX w komoérkach
koinkubowanych z napromieniowanymi lub inkubowanych
z ICM trwa nawet kilkanascie godzin. Ogniska YH2AX
kolokalizuja z innymi biatkami uczestniczacymi w kon-
troli cyklu i naprawie uszkodzenn DNA (ATM, MREII1,
NBS1, Rad50 1 53BP1), co §wiadczy o obecnosci dwuni-
ciowych pegknie¢ DNA w komoérkach eksponowanych na
sygnaly transmitowane przez komorki napromieniowane
[94]. Zastosowanie zwiazkéw obnizajacych poziom tlen-
ku azotu niwelowato efekt sasiedztwa ujawniajacy si¢ eks-
presja YH2AX.

Tlenek azotu wydaje si¢ wazna czasteczka sygnalizacyj-
na, transmitowang przez komoérki napromieniowane, ktéra
inicjuje zmiany w komodrkach nieeksponowanych na pro-
mieniowanie [69,70,91,93]. Ta mata czasteczka jest row-
niez wolnym rodnikiem i jest syntetyzowana z L-argininy
z udziatem enzymu syntazy tlenku azotu (NOS). Pelni
ona wazng role w wielu procesach biologicznych, czgsto
przeciwstawna, np. pobudzanie proliferacji lub apoptozy
przede wszystkim zaleznie od st¢zenia [93]. Tlenek azotu
niezbedny w organizmie jako wazodylatator, neuroprzekaz-
nik i immunomodulator, moze uszkadzaé DNA przez ge-
nerowanie peroksynitrytu (ONOO"), ktéry moze powodo-
wac oksydacje lub nitracje DNA [109]. Shao i wsp. [91,93]
wykazali, ze generowany przez promieniowanie NO indu-
kowat w napromieniowanych komérkach glejaka TGF-B1,
czynnik transkrypcyjny o wielorakiej funkcji, zaangazo-
wany w transkrypcj¢ biatek bioracych udziat w prolifera-
¢ji i réznicowaniu komoérek, immunomodulacji, kontroli
cyklu komérkowego i apoptozy [68]. Zastosowanie inhi-
bitora indukowalnej syntazy tlenku azotu lub przeciwciata
anty-TGF- obnizato odsetek mikrojader zaréwno w ko-
morkach bezposrednio napromieniowanych czastkami alfa,
jak 1w sasiadujacych z nimi komérkach nienapromieniowa-
nych wskazujac na dodatnie sprzgzenie zwrotne. Jednakze
rola NO jako mediatora efektu sasiedztwa nie byta obser-
wowana we wszystkich badanych liniach komérek gleja-
ka [70]. W kilku typach nowotworéw (rak okreznicy, rak
pluca i gardta) ekspresja indukowalnej syntazy tlenku azo-
tu (iNOS) byta jednoczesnie zwiazana z mutacja p53 [54]
wskazujac iz prawidtowe biatko TP53 moze negatywnie
regulowaé akumulacj¢ iNOS.

Wiele innych czynnikéw proponowano réwniez jako me-
diatory efektu ,,bystander”, wsréd nich interleuking 8 [78],
TNF-o i rozpuszczalne ligandy Smierci Fas i TRAIL [60].
Réwniez wiele Sciezek sygnatowych jest uruchamianych
w przekazywaniu efektu sasiedztwa. Sygnaty indukowane
w komérkach fibroblastéw ludzkich przez promieniowanie
alfa (0,3-3 cGy) i transmitowane droga potaczen szczelino-
wych lub wydzielane do otaczajacego srodowiska aktywuja
w komorkach sgsiednich kinazy MAP, biatka NF-xB, Raf-
1, ERK1/2, JNK, AP-1 i inne [4,61]. Poniewaz zastosowa-
nie dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy, enzyméw neutra-
lizujacych powstajace rodniki tlenowe i nadtlenek wodoru
powodowaly hamowanie efektu sasiedztwa w postaci m.in.
obnizenia poziomu mikrojader, zahamowania aktywacji ja-
drowego czynnika NF-xB i MAPK p38, mediatorem tych
procesow wydaja sig reaktywne formy tlenu i azotu [4].

Napromieniajac pojedynczymi jonami helu wytacznie
samo jadro, albo tylko cytoplazmg indukowano w komor-
kach HeLa efekt sasiedztwa obserwowany jako ekspresja
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53BP1, biatka wiazacego p53 tworzacego ogniska w miej-
scach dwuniciowych przerw DNA [98]. Zastosowanie in-
hibitora indukowalnej syntazy NO, aminoguanidyny lub
zmiatacza rodnikéw DMSO powodowato zahamowanie
ekspresji 53BP1 zaréwno w komorkach napromieniowa-
nych, jak i koinkubowanych z nimi komdérkach nienapro-
mieniowanych wskazujac na NO i RFT jako mediatoréw
tych uszkodzen. Jednoczesnie obserwowano, ze pod wpty-
wem dziatania antybiotyku filipin, ktéry uszkadza mikro-
domeny glikosfingolipidowe w btonie komérkowej naste-
powato zahamowanie przekazywania sygnatéw z komérek
napromieniowanych do sasiadujacych i drastyczne obnize-
nie skupisk 53BP1, co ujawnia iz przekazywanie sygnatéw
sasiedztwa jest zalezne od integralnosci btony komoérko-
wej. Natomiast integralnos$¢ blony nie byta niezbgdna do
generowania uszkodzeri w komoérkach napromieniowanych.
Takze obecnos¢ mitochondriéw byta niezbgdna do genero-
wania sygnatéw sasiedztwa przez komoérki napromieniowa-
ne, natomiast nie byta ona konieczna do ich odbioru [98].

Pewna rol¢ w przekazywaniu sygnatéw sasiedztwa zdaja
si¢ odgrywac¢ wapniowe kanaty jonowe. Zaobserwowano,
ze aminy biogenne, takie jak serotonina (5-hydroksytryp-
tamina, 5-HT) i dopamina moga by¢ przekaznikami sygna-
16w emitowanych przez komorki napromieniowane. Poziom
neuroprzekaznika 5-HT w medium hodowlanym obnizat
si¢ po napromienieniu komérek prawdopodobnie w wyni-
ku wiazania si¢ z receptorami 5-HT, ktdre stanowia kanaty
wapniowe, a jednoczes$nie obserwowano wzrost poziomu
mikrojader w tych komérkach [84]. Efekty te byty niwelo-
wane po traktowaniu komérek blokerem kanatéw wapnio-
wych kalcykludyna (calcicludin) lub rezerpina, ktora jest
naturalnym antagonista serotoniny [84,92].

Badania poziomu transkryptéw z uzyciem mikromacie-
rzy moga wskazaé Sciezki sygnalizacyjne i geny, ktore sa
zaangazowane w popromienny efekt sasiedztwa. Gandhi
i wsp. [29] badajac catkowita ekspresje¢ gendw (global gene
expression) zaobserwowali, ze po napromieniowaniu ludz-
kich fibroblastéw plucnych czastkami alfa w dawce 0,5 Gy
i 4-godzinnej koinkubacji z nienapromieniowanymi eks-
presja ponad 300 genéw w obu grupach, napromieniowa-
nej i nienapromieniowanej ulegata zmianie, przy czym 165
genéw byto wspdlnych dla obu grup. Wsrdd nich znajdowa-
ly si¢ geny, ktére ulegaty nadekspresji gtéwnie w komor-
kach napromieniowanych (CDKN1) i takie, ktére ulegaty
nadekspresji w réwnym stopniu w komérkach sasiaduja-
cych, a mianowicie regulowane przez NF-kB geny PTGS2
(cyklooksygenazy 2), IL8 i BCL2A1.

Chaudhry [21] natomiast obserwowat iz profil ekspresji
gendw rozni si¢ w komorkach fibroblastéw ludzkich bez-
posrednio napromieniowanych i w nienapromieniowanych
komorkach sasiadujacych poddanych tylko dziataniu pod-
toza kondycjonowanego. W tych pierwszych nadregulacji
ulegaty geny odpowiedzi na promieniowanie, natomiast
w komoérkach ,,bystander” nadregulacji ulegaty geny za-
angazowane w komunikacj¢ migdzykomérkowa.

W badaniach wtasnych, stosujac technike mikromacierzy
ocenialiSmy rowniez efekt sasiedztwa na poziomie geno-
mu. Zaobserwowali§my, ze podtoze pozyskane z hodow-
li komoérek czerniaka Me45 napromieniowane dawka 4Gy
fotonéw X (podtoze kondycjonowane) powodowato zmiany

ekspresji ponad 10 tysigcy genéw, podobne do tych induko-
wanych bezposrednio promieniowaniem X. Nadekspresji
ulegato ponad 5700 gendéw (stosunek sygnatu w grupie ba-
danej do sygnatu w kontroli, SR>1,1), za$ obnizonej eks-
presji (SR<0,9) ponad 5000 genéw mierzonej w komor-
kach po 36 godzinach od napromieniowania lub tylko po
inkubacji z kondycjonowanym podtozem [88]. Prawie 90%
tych genéw byto wspélnych dla obu grup doswiadczalnych
i obejmowato geny biorace udzial w interakcji neuronal-
nych ligandéw-receptoréw, interakcji cytokin, sygnaliza-
cji komorkowej zaleznej od jonéw wapnia, oksydatywnej
fosforylacji, metabolizmie puryn i regulacji cyklu komor-
kowego. Wszystkie te badania wskazuja na niezwykle zto-
zony mechanizm odpowiedzi komoérek zaréwno na pro-
mieniowanie jonizujace, jak i na sygnaly transmitowane
przez nie w celu komunikacji z komérkami sasiadujacymi.

RoLa BIALA P53 W 0DPOWIEDZI KOMOREK NA SYGNALY EFEKTU
SASIEDZTWA

Gen p53 jest genem supresorowym, ktory bierze udziat
w regulacji cyklu komérkowego i apoptozy. Jego zasad-
nicza rola polega na zapobieganiu przekazywania zabu-
rzen genetycznych komoérkom potomnym przez wydtuza-
nie fazy G1 cyklu komérkowego, co umozliwia naprawe
uszkodzenn DNA indukowanych réznymi czynnikami egzo-
i endogennymi, gtéwnie stresem oksydacyjnym Jesli uszko-
dzenie jest zbyt duze lub naprawa nieskuteczna, gen p53
uruchamia proces apoptozy poprzez wtasny produkt, biat-
ko p53, ktdre jest czynnikiem transkrypcyjnym wielu ge-
néw, m.in. bioracych udziat w naprawie DNA, regulacji
cyklu komérkowego i apoptozie [22,64,100].

Udziat biatka p53 w efekcie sasiedztwa jest jednak dyskusyj-
ny. Badania wykonane na liniach ludzkich fibroblastéw, kt6-
rych tylko niewielka czes¢ byta eksponowana na promieniowa-
nie alfa wykazaty znaczny wzrost biatka p53, a takze p21™!
nie tylko w komérkach, ktdrych jadra byty trafione czastkami
alfa, ale takze w komorkach nietrafionych [1]. Efekt ten zni-
kat po zastosowaniu inhibitora szczelinowych potaczen mig-
dzykomoérkowych. Podobnie, obserwowano ekspresje biatka
pS3 w komérkach nabtonkowych szczurzego pluca, ktdre sa-
siadowaty z komérkami napromieniowanymi czastkami alfa
[35]. Jednak obserwowano wzrost przezywalnosci komorek
klonogennych ludzkich fibroblastéw po dawce 2 i 4 Gy jeze-
li uprzednio eksponowano je na medium przeniesione z ho-
dowli tych samych fibroblastéw napromieniowanych dawka
zaledwie 1 cGy promieniowania gamma. Temu zjawisku to-
warzyszylo m.in. obnizenie poziomu biatka p53 oprécz wzro-
stu poziomu wewnatrzkomodrkowej puli reaktywnych rodni-
kéw tlenowych i biatka naprawy DNA, nukleazy APE [43].

Pojawieniu si¢ dwuniciowych peknie¢ DNA towarzyszy wia-
zanie si¢ biatka 53BP1 (p53-binding protein 1), ktérego ogni-
ska moga by¢ wykrywane immunocytochemicznie z uzyciem
fluorescencyjnie znakowanych przeciwcial. Wykazano, ze na-
promienianie wyltacznie cytoplazmy komoérek pojedynczymi
czastkami alfa indukowato wzrost ognisk 53BP1 nie tylko
w jadrach komérek napromieniowanych, ale i sasiadujacych
z nimi komoérek nienapromieniowanych [98]. Zastosowanie
inhibitoréw wobec reaktywnych rodnikéw tlenowych i tlen-
ku azotu zapobiegato tworzeniu si¢ peknig¢ DNA w ko-
morkach napromieniowanych i sasiadujacych, wskazujac
jednoczesnie, ze sygnaly efektu sasiedztwa transmitowane
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sg nie tylko migdzy komérkami, ale i migdzy przedziatami
wewnatrz komorki. Réwniez zastosowanie swoistego anty-
biotyku (filipin) wykazujacego powinowactwo do bton po-
wodowato obnizenie liczby skupisk 53BP1 w komoérkach ko-
inkubowanych ujawniajac, iz sygnalizacja efektu sasiedztwa
wymaga integralnosci btony komoérkowej [98].

Badania na zwierzgtach, ktérym podawano 1 Gy promie-
niowania X zar6wno na cale ciato, jak i jedynie na obszar
gltowy ujawnity ekspresje biatka p53 w Sledzionie zwie-
rzat, wskazujac na zaangazowanie genu p53 w efekt sa-
siedztwa in vivo [52].

Natomiast w badaniach wiasnych na komoérkach raka jelita
grubego, linii HCT116 rézniacych si¢ statusem genu p53,
stosujac uktad kokultywacji komérek napromieniowanych
na ptytkach 6-dotkowych z nienapromieniowanymi rosna-
cymi w specjalnych wktadkach (Corning) wykazalisSmy, ze
gen p53 nie jest niezbedny do ujawnienia popromiennego
efektu sasiedztwa. Obserwowali§my, iz nienapromieniowa-
ne komorki linii HCT116 p537- sa nawet bardziej wrazliwe
na indukcje apoptozy przez sygnaly wysytane przez napro-
mieniowane (dawka 2 Gy) komorki tej samej linii lub linii
p53**, niz komérki HCTp53++ (Widet i wsp. w przygoto-
waniu). W tych samych eksperymentach wykazano, ze po-
ziom mikrojader indukowanych w koinkubowanych z na-
promieniowanymi komérkami nie réznit si¢ w przypadku
obu linii. Zatem rézne kryteria oceny moga ujawnia¢ od-
mienng rol¢ genu p53 w odpowiedzi na sygnaly sasiedztwa.

POPROMIENNY EFEKT SASIEDZTWA MOZE DZIALAC DWUKIERUNKOWO

Najnowsze badania wykazuja, ze w uktadzie, gdy komorki
napromieniowane sa inkubowane w sasiedztwie komodrek
nienapromieniowanych wystepuje wzajemne oddziatywa-
nie obu tych populacji komoérek. Tak wige sygnaty wysyta-
ne sg nie tylko przez komoérki napromieniowane prowadzac
do powstania uszkodzenn w komoérkach nieeksponowanych
na dzialanie promieniowania, ale komoérki nieeksponowa-
ne probuja odpowiedzie¢ na sygnaty pochodzace z komé-
rek bezposrednio napromieniowanych. Eksperymenty wyko-
nane na komérkach czerniaka MMS576, ktérych celem byto
badanie wptywu modulacji pola napromieniania, przypo-
minajacego technike intensywnie modulowanej radioterapii
(IMRT), na przezywalnos¢ wykazaty, iz wzajemna komu-
nikacja komorek przebiega w trojaki sposéb [63]. Pierwszy
typ tej komunikacji, to klasyczny ,,bystander effect”, kiedy
komérki napromieniowane w jednej cz¢sci pola uszkadzaja
sasiadujace nienapromieniowane komorki rosnace w dru-
giej czesci pola. Drugi typ, to efekt powodujacy wzrost prze-
zywalnosci komoérek nienapromieniowanych koinkubowa-
nych z komérkami napromieniowanymi wysokimi dawkami
(6,10,20 Gy) lub nawet dawka letalna. Jednym z czynnikéw
odpowiedzialnych za ten proces jest wedlug autoréw ,,wy-
buch sygnatéw smierci” (,,death-burst signals”), ktéry po-
budza nienapromieniowane komorki do proliferacji, aczkol-
wiek autorzy nie okreslaja chemicznej natury tych sygnatéw.
Trzeci typ komunikacji powodowatl wzrost komérek, ktére
otrzymaly wysoka dawke promieniowania dzigki sygnali-
zacji pochodzacej od komoérek sasiadujacych napromienio-
wanych w drugiej czesci pola niska dawka [63].

Napromienianie fibroblastéw ludzkich niskimi dawkami
promieniowania alfa rtéwniez powodowato wzrost prolife-

racji, obnizenie poziomu biatka p53 i CDKNI1 (p21™Ya!)
i wzrost poziomu kinazy CDC2. Ten promitogenny efekt
byt zwiazany ze wzrostem poziomu TGFb1 indukowane-
go przez reaktywne formy tlenu [42].

Nasze niedawne badania ujawnity podobny do opisanego
przez Mackonisa [63] efekt sasiedztwa typu trzeciego, ktory
nazywamy ,.bilateralnym efektem sasiedztwa’ [107, Widet
i wsp. w przygotowaniu]. Stosujac system koinkubacji ko-
morek mysiego raka ptuca (LLC) napromieniowanych na
plytkach 6-dotkowych z nienapromieniowanymi fibrobla-
stami mysimi NIH3T3 rosnacymi we wktadkach badaliSmy
efekty wzajemnego oddziatywania komérek w postaci mi-
krojader i apoptozy. Komérkom rosnagcym w dotkach przed
napromienianiem wymieniano pozywke i napromieniano
dawkami 2 i 4 Gy promieniowania X generowanego przez
terapeutyczny akcelerator (Clinac 600). Natychmiast po na-
promieniowaniu w dotkach umieszczano wktadki z fibrobla-
stami bez medium hodowlanego. Srednica poréw (0,4 um)
umozliwiata przenikanie podtoza z dotkéw do wktadek, nie
pozwalajac na mieszanie si¢ komorek. Inna grupa napro-
mienionych komérek LLC byta koinkubowana z pustymi
insertami. Wyniki wykazaly, ze napromieniowane komor-
ki nowotworowe indukuja mikrojadra i apoptoze w koinku-
bowanych fibroblastach. Jednoczesnie zaobserwowalismy,
iz odsetek mikrojader i apoptozy w komérkach LLC koin-
kubowanych po napromienieniu z fibroblastami NIH3T3
obnizal si¢ w poréwnaniu z poziomem w komdrkach LLC
koinkubowanych z pustymi wktadkami. Mechanizm tego
zjawiska wymaga wyjasnienia. Mozemy przypuszczaé, ze
ma tu udziat TGF-f poniewaz wstepne wyniki uzyskane
technika ELISA wykazuja réznice w poziomie tej cytoki-
ny w medium zebranym z hodowli w obu tych uktadach
(Widet i wsp. w przygotowaniu). Wydaje sig, ze ten ,,0d-
wrotny fenomen sasiedztwa” jest cecha takze fibroblastéw
ludzkich, bowiem podobny efekt obnizenia poziomu mi-
krojader i apoptozy obserwujemy w napromieniowanych
komérkach czerniaka ludzkiego koinkubowanych z ludzki-
mi fibroblastami (Widet i wsp. niepublikowane). Opisany
efekt prawdopodobnie moze si¢ zdarzy¢ w radioterapii po-
wodujac obnizanie poziomu uszkodzen komoérek nowotwo-
rowych przez obecne w guzie fibroblasty.

EFext SASIEDZTWA IN VIVO

Zjawisko popromiennego efektu w tkankach odlegtych od
miejsca napromieniowania nazwane w jezyku angielskim
,.abscopal effect” zaobserwowano ponad 50 lat temu jako
zmiany hematologiczne szpiku kostnego u dzieci, ktdre
byly napromieniane na okolicg §ledziony w procesie le-
czenia biataczki [81]. Podobne doniesienia pojawialy sig
w latach 60. ub.w., inspirujac tym samym badania in vitro,
w ktérych wykorzystujac surowicg uzyskana od chorych
po radioterapii, indukowano uszkodzenia cytogenetyczne
w limfocytach w hodowli [36]. Obserwacje, iz napromie-
nianie guza umiejscowionego na jednym boku myszy po-
wodowalo takze zahamowanie wzrostu guza lezacego poza
polem napromienienia, byly thumaczone jako efekt aktywa-
¢ji uktadu immunologicznego [24]. Ciekawe jest jednak to,
iz zahamowanie wzrostu guza lezacego poza polem napro-
mieniania byto zalezne od dawki frakcyjnej i liczby frakcji
[18], a zastosowanie inhibitora biatka p53 (pifthrin-ot) ni-
welowato to hamowanie wzrostu wskazujac, ze mediatorem
efektu ,,abscopal” moze by¢ biatko p53. Doniesienia ostat-
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nich kilku lat potwierdzaja, ze efekt ten moze by¢ uwaza-
ny za efekt sgsiedztwa in vivo, aczkolwiek zjawisko takie
nie dotyczy wylacznie promieniowania [45].

Przekonujace zmiany potwierdzajace wystgpowanie efek-
tu sasiedztwa in vivo obserwowano w obre¢bie jednego na-
rzadu [47]. Jezeli podstawe pluca szczura napromieniano
dawka 10 Gy, ostaniajac jednoczesnie pozostate 70% ptu-
ca, to znaczace zmiany w postaci wczesnych uszkodzen
DNA (mikrojader) obserwowano w obrgbie ostonigtych
szczytow ptuca. Poza tym obserwowano, ze rézne frag-
menty pluca réznig si¢ poziomem mikrojader w odpowie-
dzi, czy to na bezposrednie napromienienie, czy tez tylko
na sygnaly efektu sasiedztwa [47]. Uszkodzeniom DNA
w komorkach fibroblastéw ptucnych lezacych w polu na-
promienienia, ale takze w mniejszym stopniu poza polem
napromienienia towarzyszyty zmiany ekspresji cytokin
prozapalnych (IL-1, IL-6, TNF-a, TGF-f), oraz aktywa-
cja makrofagéw [96], sugerujac, ze czynniki zapalne indu-
kowane przez reaktywne formy tlenu w komérkach ukta-
du immunologicznego sa mediatorami uszkodzenn DNA
w docelowych komérkach tkanki ptucne;.

Wyniki badan na zwierzgtach wykazuja, ze napromienio-
wanie jedynie glowy myszy dawka 1 Gy wywotuje podobne
zmiany jakosciowe w §ledzionie, takie jak napromienianie
calego ciata wyrazajace si¢ w postaci nadekspresji biatka
p53, zmiany tempa proliferacji mierzone ekspresja antygenu
proliferacyjnego Ki67, jak réwniez wzrostu odsetka apopto-
zy 1 dwuniciowych peknie¢ DNA, ktérych markerem byty
ogniska histonu YH2AX [52]. Proces fosforylacji jest jed-
nym z wielu typéw modyfikacji histonéw obejmujacych po-
nadto metylacje, acetylacje i ubikwitynacjg, ktére sa okre-
Slane mianem zmian epigenetycznych. Zaobserwowano, ze
indukowana przez promieniowanie jonizujace hipometyla-
cja byta zwiagzana z naprawa DNA [82,83]. Wykazano, ze
po ekspozycji obszaru hipokampa u szczuréw na dwukrotna
dawke 10 Gy promieniowania X wystgpowaty w §ledzionie
znaczne zmiany w metylacji DNA, w ekspresji metylotrans-
feraz i biatka wiazacego grupy metylowe, retrotransposomal-
nego elementu LINE-1, oraz nadekspresja jednego z mikro
RNA, miR-194, utrzymujace si¢ od 24 godzin do siedmiu
miesigcy, ktérym towarzyszyla obnizona ekspresja onko-
genéw NOTCH1, MYC oraz biatek E2F3 i cykliny D1 [40].
A zatem transkrypcyjnie regulowane zmiany epigenetyczne
sa niewatpliwie zwigzane z popromiennym efektem sasiedz-
twa, lecz moga by¢ swoiste dla niektérych tkanek, bowiem
podobne zmiany nie wystgpowaty w tkance skérnej [40,50].

Wszystkie te doswiadczenia wskazuja, ze komorki i tkanki
napromieniowane in vivo wysylaja sygnaly, ktére sa prze-
kazywane droga parakrynng i endokrynna i sa w stanie
indukowac¢ pegknigcia DNA, apoptoze, efekty klastogen-
ne, a takze zmiany epigenetyczne, ktére prowadza do nie-
stabilnosci genetycznej. Konsekwencja tych dlugo utrzy-
mujacych si¢ zmian moga by¢ pézne efekty popromienne,
a takze nowotwory drugiego rzutu.

POTENCIALNE KONSEKWENCJE KLINICZNE POPROMIENNEGO EFEKTU
SASIEDZTWA

Wprawdzie bezposrednie ekstrapolowanie wynikéw z eks-
perymentéw in vitro do sytuacji in vivo w radioterapii,
gdzie mamy do czynienia z tréjwymiarowa struktura tka-

nek nie jest mozliwe, to nalezy przypuszczad, ze efekt sa-
siedztwa wiaze si¢ z ryzykiem popromiennych powiktan
w tkankach zdrowych wlacznie z indukcja mutacji i wtér-
nych nowotworéw. Sugeruje si¢, ze u chorych poddanych
radioterapii niestabilnos$¢ genetyczna, ktéra przybiera po-
sta¢ opdZnionej $mierci reprodukcyjnej (DRD) moze mieé
udzial w powstawaniu odczynéw popromiennych w tkan-
kach prawidtowych z powodu zwigkszonej utraty komor-
kowej, dtuzszej odnowy i w konsekwencji wzrostu uszko-
dzen [34]. Zwigkszony poziom aberracji chromosomowych
i mikrojader wykrywa si¢ po roku u chorych poddawanych
radioterapii np. z powodu nowotwordw regionu glowy i szyi
[28]. Zjawisko DRD zwiazane z obecnoscia zwigkszonego
odsetka stabilnych i niestabilnych aberracji chromosomo-
wych wykrywano w limfocytach u chorych leczonych na-
promienianiem z powodu zesztywniajacego zapalenia kre-
gostupa nawet po 30 latach od radioterapii (cytowane za
[34]). Jednakze inne badania wykonane u 0séb dorostych
wiele lat po radioterapii stosowanej w wieku dziecigcym
nie wykazaty niestabilnosci genetycznej [99] podobnie jak
u 0s6b majacych zawodowy kontakt z promieniowaniem,
ktérzy doznali skazenia wewngtrznego plutonem co naj-
mniej 10 lat wezesniej [106].

Z kolei, powstanie w wyniku niestabilnosci genetycznej mu-
tatorowego fenotypu, mogtoby — jak si¢ wydaje — zwigkszac
prawdopodobienstwo indukcji nowotworéw wtérnych. Na
modelu zwierzgcym wykazano, ze promieniowanie joni-
zujace indukuje niestabilno$¢ genetyczng ujawniajaca si¢
jako op6Znione mutacje genu p53, czgstsza transformacja
w komoérkach nablonkowych gruczotu mlecznego i w kon-
sekwencji rozwéj nowotworu [103].

Chorzy napromieniani z powodu nowotworéw wykazuja
w poréwnaniu z osobami zdrowymi wzrost zachorowalno-
Sci na nowotwory pierwotne drugiego rzutu [12,14,48,101],
aczkolwiek popromienny efekt sasiedztwa nie musi by¢ je-
dyna przyczyna tego wzrostu. Wiadomo bowiem, ze istotny
wplyw na powstawanie nowotworéw moga mie¢ czynniki
srodowiskowe oraz predyspozycje genetyczne. Wraz z roz-
wojem nowoczesnych technik napromieniania, takimi jak
tréjwymiarowa radioterapia konformalna (3D-CRT) i radio-
terapia intensywnie modulowana dawka (IMRT), ktérych
celem jest obnizenie dawki w tkankach zdrowych, rosnie
zagrozenie niepozadanymi efektami wynikajacymi z mozli-
wego efektu sasiedztwa, zwlaszcza, ze przy tych technikach
napromieniania wigksze obj¢tosci prawidtowych tkanek sa
eksponowane na mniejsze dawki [31]. Ryzyko wtérnych
nowotwordw rosnie zwlaszcza w raku stercza [14] i szyjki
macicy [12,48,101]. W terapii przeciwnowotworowej ster-
cza chirurgia i radioterapia sa metodami o poréwnywalnej
skutecznos$ci, zatem ewentualne pdZne nastgpstwa w po-
staci wtérnych nowotworéw powinny by¢ brane pod uwa-
g¢, zwlaszcza u mtodszych 0s6b z perspektywa dtuzszego
czasu przezycia. Brenner i wsp. [14] poréwnujac czgstos¢
wystepowania nowotworéw drugiego rzutu u chorych na
raka stercza leczonych wylacznie chirurgicznie (ponad 50
tys.) i chorych poddanych radioterapii (ponad 70 tys.), za-
obserwowali statystycznie znamienny, chociaz niewielki
wzrost ryzyka nowotworéw wtérnych w tej ostatniej gru-
pie (6%, p=0,02). Ryzyko to wigzalo si¢ z dawka i z cza-
sem latencji i rosto ze wzrostem czasu przezycia. Wynosito
ono 15% dla chorych przezywajacych ponad 5 lat i 34%
dla chorych przezywajacych ponad 10 lat. Pojawiajace sig
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nowotwory byly to nowotwory lite, takie jak rak pecherza,
jelita grubego i ptuc oraz migsaki, te ostatnie w obregbie
pola napromienienia. Autorzy nie obserwowali przypad-
kéw biataczki w grupie badanych chorych.

Ryzyko wtérnych nowotworéw po radioterapii raka szyjki
macicy jest podobne jak w raku stercza. Badania Kleinerman
i wsp. [48], w ktorych réwniez poréwnywano ryzyko wy-
stapienia wtérnych nowotworéw u chorych napromienia-
nych z powodu inwazyjnego raka szyjki macicy (prawie 50
tys.) z grupa chorych nienapromienianych, przezywajacych
ponad 30 lat wykazaly 12% wzrost zachorowan na nowo-
twory wtorne, przy czym po 10 latach wzrost ten wynosit
15%, a po 20 latach 26%. Nowotwory, takie jak rak okrez-
nicy i odbytnicy, pgcherza, pochwy i jajnika byty w obre-
bie pola, ktore objete byto wysoka dawka promieniowa-
nia, natomiast pojawity si¢ nieliczne przypadki biataczki.
Jednakze potowe nowotworéw wtdérnych stanowit rak ptu-
ca. Pojawienie sig raka ptuca, narzadu relatywnie odlegtego
od miejsca napromieniowania guza pierwotnego, w ktérym
dawka promieniowania oszacowana byta na ~0,6 Gy [14],
wydaje si¢ zwiazane z efektem sasiedztwa indukowanym
przez czasteczki sygnalizacyjne, potencjalnie mutagenne
i kancerogenne generowane przez napromieniowane komor-
ki, aczkolwiek podtoze genetyczne, czynniki srodowiskowe
i styl zycia u tych chorych moze tez mie¢ znaczacy udziat.

Opracowania Followilla i wsp. [27] w oparciu o wylicze-
nia rownowaznej dawki na cale ciato podanej technika
IMRT wysokoenergetycznego promieniowania generowa-
nego przez obecne akceleratory terapeutyczne, wskazuja,
ze w poréwnaniu z konwencjonalng radioterapia ryzyko
wtérnych nowotworéw litych znacznie wzrasta. Wzrost
ten jest zalezny od energii promieniowania X i wynosi 1%
dla energii 6 MV, 4,5% dla energii 18 MV i 8,4% dla 25
MYV w poréwnaniu z 0,4, 1,6 i 3% odpowiednio dla tych-
ze samych energii promieniowania X podanego w sposéb
konwencjonalny. Z opracowania tego wynika, ze ryzyko
powstawania biataczek w systemie napromieniania inten-
sywnie modulowana dawka réwniez wzrasta.

Ostatnio w kilku opracowaniach [97,101,102,110] zwréco-
no uwage na problem nowotworéw wtérnych jako nastep-
stwa radioterapii. W oparciu o badania epidemiologiczne
oraz radiobiologiczne dane eksperymentalne, Suit i wsp.
[97] stwierdzaja, ze zaleznos¢ ryzyka indukcji nowotwo-
ru od dawki jest ztozona i rézni si¢ nie tylko migdzy ga-
tunkami ssakéw, migdzy osobnikami danego gatunku, ale
moze by¢ r6zna dla ré6znych tkanek i organéw. I tak rosnie
ono wraz z dawka 1-45 Gy w raku zotadka i trzustki, lecz
zaleznos$¢ ta jest niezmienna w zakresie dawek 1-60 Gy
w raku pecherza, a nawet negatywna w raku okreznicy [97].
Zjawiska te sa trudne do wyttumaczenia. Moze to prawdo-
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podobnie by¢ wynikiem wigkszej niestabilnosci genetycz-
nej, jako efektu sasiedztwa przy nizszych dawkach poda-
nych na obszar guza, a jednoczes$nie zahamowania emisji
sygnatéw sasiedztwa przez letalnie uszkodzone wyzszy-
mi dawkami komérki.

Migdzynarodowa Komisja do Spraw Ochrony Radio-
logicznej podkresla trzy ustalone na podstawie réznych
badan wnioski:

1) wigkszo$¢ nowotworéw wtérnych pojawia si¢ w bliskim
sasiedztwie pola napromieniowania, a wigc w obszarze
wysokich i Srednich dawek,

2) dzieci sg znacznie bardziej wrazliwe na kancerogenne
dziatanie promieniowania jonizujacego,

3) rézne organy réznia si¢ bardzo znacznie pod wzgledem
podatnosci na kancerogenez¢ indukowang promieniowa-
niem [cytowane za 48].

Jednakze niezbedne sa zintegrowane badania radiobiolo-
g6w, fizykéw i biologéw nad tym problemem, aby opra-
cowaé wlasciwe zalecenia i protokoty, ktére moga nawet
zmieni¢ dotychczasowa koncepcje¢ radioterapii. Zamiast
dazy¢ do podania maksymalnie tolerowanej dawki przez
dany organ, nalezy raczej dazy¢ do podania na guz mini-
malnej dawki skutecznej [102].

Mozliwe jest jednak, iz prozyciowe sygnaty wysylane
przez letalnie uszkodzone komérki, jak te obserwowane
przez Mackonisa i wsp. [63] moga zwigkszaé szanse prze-
zycia innych, mniej uszkodzonych komérek guza w obrg-
bie pola napromienienia i moga stanowic¢ ryzyko powsta-
nia wzZnowy miejscowe;j.

Wydaje sig, ze efekt sgsiedztwa moze miec tez korzystny
wplyw na wyniki radioterapii, a mianowicie w terapii ra-
dioizotopowej i w brachyterapii [13,111], w ktérych komér-
ki guza napromieniowane w wyniku pochtonigcia izotopu
lub absorpcji energii sa w bezposrednim sasiedztwie z ko-
moérkami nienapromieniowanymi, indukujac w nich uszko-
dzenia. Efekt sasiedztwa moze tez zwiekszac uszkodzenia
w komérkach nowotworowych poddanych terapii neutrono-
wo-boronowej (boron neutron capture therapy) [6]. Opisany
wcezesniej ,,abscopal efekt” jest takze przykladem ujaw-
niajacym korzystne dziatanie napromieniowanych komo-
rek nawet na odlegte od nich komoérki nowotworowe [45].

Zatem, potencjalne i realne konsekwencje kliniczne po-
promiennego efektu sasiedztwa istnieja, jednak jak dotad
nie jesteSmy w stanie przewidywac czy i jaka postacé beda
one przybieraly u danego pacjenta bez znajomosci podio-
za genetycznego jego radiowrazliwosci. Tym bardziej nie
jestesmy jeszcze w stanie modulowac odpowiedzi pacjen-
ta na sygnaly generowane w tym procesie.
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