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Krzywe przezywalnosci

Krzywa przezywalnosci
komorek opisuje zaleznosc
pomiedzy dawka
promieniowania
jonizujgcego a liczbg

komorek, ktore przezyty.
Pojecie przezycia (ang.
survival, S, lub survival
fraction, SF) i Smierci
komodrek moze miec rozne
definicje w zaleznosci od
kontekstu (np. utrata
funkcji do proliferacji =
namnazania)

SF 10 =

promieniowanie
o niskimLET

promieniowanie
o wysokimLET

1 LAl 41 1 I 1 ]
4 8 12 16
dawka [Gy]
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SF e
L P(S) = exp (-D/D,)

Model jednotarczowy .

@ W DNA wystepujg sekwencje, ktore
odpowiadajg za utrzymanie zdolnosci ‘
reprodukcyjnych komorek (,tarcza”) e T S

f
dawka [Gy]

# Teoria tarczy opiera sie na tym, ze uszkodzenie
promieniowaniem jonizujgcym tych specyficznych

rejonow powoduje inaktywacje komorki, czyli utrate
klonogennosci

# Zakfada sie, ze jedno trafienie w ,tarcze” za pomoca
promieniowania jonizujgcego prowadzi do Smierci
komorki

# Zjawisko to opisano biofizycznie za pomocg modelu

jednotarczowego (ang. single-target single-hit model), a
krzywa ma ksztatt krzywej eksponencjalnej (patrz rys. 1)
4
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‘Model wielotarczowy
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Parametry opisujace model wielotarczowy sa zalezne od siebie zgodnie
Z Wyrazeniem:

ogn=p/p,  |S(a,m,D)=1—-(1-e)".



Slajd dzieki uprzejmosci J. Harasimowicza

Model liniowo-kwadratowy

100

Survival
=
1

10-2

Loeouml e

U inl

— p(s)=e(-aD - BD?)

Parametry alfa |
beta sg wyznaczane

10-3

eksperymentalnie

duza wartos¢

mata wartos¢

g
B

'g = okresla (w Gy) réowny stosunek czesci liniowej i kwadratowej krzywej

: dominuje sktadnik liniowy — niska zdolnos¢ regeneracyjna — mate D,

: dominuje sktadnik kwadratowy — wysoka zdolnos¢ regeneracyjna — duze D,




Krzywe przezywalnosci a
promieniowrazliwosc

N

krzywa 2

DQ = miara szerokosci ramienia

D, = miara promieniowrazliwosci
= dawka, ktora powoduje obnizenie
przezywalnosci do 37%
mierzona na prostej

DO =15Gy

Dawka (Gy)

Slajd dzieki uprzejmosci J. Harasimowicza



EFEKTY NIELINIOWE I
NIECELOWANE (NON-
TARGETED) W
NAPROMIENIOWANYCH

KOMORKACH
- PROMIENIOWRAZLIWOSC
- NIESTABILNOSC GENOMOWA

- EFEKT SASIEDZTWA
- ODPOWIEDZ ADAPTACYJNA 3




 PROMIENIOWRAZLIWOSE,
PROMIENIOPODATNOSC,
PROMIENIOOPORNOSC

(RADIOWRAZLIWOSC,
RADIOOPORNOSC)
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Definicje #1

# Promieniowrazliwosc (radiowrazliwosc, ang.
radiosensitivity) - jest to ogolnie rzecz ujmujac
nadwrazliwos¢ na dziatanie promieniowania
jonizujacego dla danego rodzaju komorek / tkanek /

organizmow, w odniesieniu do skutkow

deterministycznych (tj. krotkoterminowych, zwigzanych
ze Smiercig / uszkodzeniem komorek)

@ Komorka / tkanka / organizm bardziej
promieniowrazliwy odpowiada bardziej negatywnie na
promieniowanie — stromsza krzywa przezywalnosci

# Odwrotnoscig jest promienioopornosc (radioopornosc)
# Hiper-promieniowrazliwos¢ — bedzie omdéwiona pozniej

Krzysztof W. Fornalski 10
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Definicje #2

# Promieniopodatnosc (radiopodatnos¢, ang.
radiosusceptibility) — to samo co promieniowrazliwosc,
ale w odniesieniu do skutkdw stochastycznych, tj.
dtugoterminowych, przede wszystkim z punktu widzenia
indukcji nowotworu

# Za promieniowrazliwos¢ odpowiadajg inne mechanizmy
niz za promieniopodatnosc

# Jednakze w literaturze radiobiologicznej bardzo czesto
nie rozrdznia sie obu tych termindw i okresla sie je
lgcznie po prostu jako promieniowrazliwos¢ w
odniesieniu do wszelkich skutkow

# Sporadycznie pojawia sie trzeci termin: radiodegeneracja

(nienowotworowe uposledzenie organu/tkanki) i



Radiowrazliwosc, radiopodatnosc, radiodegeneracja

Ferlazzo: Cancers
2019, 11(7), 905

oy, 1
TN

Major origin  Cellular death Cellular transformation Accelerated aging
Major clinical features Burns RI cancers Cataracts
Dermatitis Leukemia Non-cancer effects of
Proctitis Sarcoma Cardiovascular system
Thyroid cancer Bone system
Threshold doses 200-500 mSv 100-200 mSv 200 mSv ?
Dose-effect model LQ model LNT/NLT models ?
Degree of elucidation ++4+ ++ +
Prediction endpoints:
at the molecular model H2AX or pATM foci G2 or HPRT assays Telomere assays ?
at the cellular model Clonogenic survival ? ?

at the clinical model CTCAE/RTOG grades ERR of cancer ?
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Promieniowrazliwosc i
promieniopodatnosc

@

@

@

sprzyjaja jej pewne wrodzone (ptec, rasa) i nabyte (sprawnosc
fizyczna, metabolizm) cechy fizyczne
Ponadto pewne obcigzenia genetyczne oraz cechy takie jak wiek,

pte¢, stan zdrowotny organizmu, na ktory wptywa dieta, aktywnos¢
fizyczna, uzywki, zanieczyszczenia Srodowiska, inne choroby

W ocenie efektow dziatania promieniowania powyzsze czynniki
mozna traktowac dwojako — jako dodatkowe parametry przy ocenie
zaleznosci dawka-efekt dla catej populacji, lub jako tzw. czynniki
zaktocajace (w przypadku badan epidemiologicznych)

Poza wrazliwoscig osobniczg nalezy zwrdci¢ uwage na rozng
wrazliwos¢ samych tkanek, komorek czy komorek w roznych fazach
cyklu komorkowego

Jak dotad nie ustalono jaki procent ogolnej populacji mogtby
wykazywac nadwrazliwos¢ na mate dawki promieniowania
jonizujgcego.

13
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Promieniowrazliwosc

# Promieniowrazliwosc jest wiec cechg osobniczg,
czyli opisang rozktadem Gaussa

# Hiper-promieniowrazliwos¢ — cecha rzadka,
powoduje asymetrycznosc rozktadu (dtugi ogon)

N

Promieniowrazliwosc¢

mata
promieniowrazliwosé
(promienioopornosé)

duza
promieniowrazliwosé

hiper-promieniowrazliwos¢
(bedzie omdwiona dalej)

Krzysztof W. Fornalski 14
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Promieniowrazliwosc

A4

@
®

Jak powiedziano, promieniowrazliwos¢ odnosi sie do skutkow
deterministycznych, czyli skutkdw wczesnych zwigzanych z
uszkodzeniami catych tkanek

Najpowazniejszym skutkiem deterministycznym jest Smierc organizmu
W zwigzku z tym rozktad prawdopodobienstwa smierci od
napromienienia jedng duzg dawkg (impulsem dawki) mozna rowniez
Zal?lsac krzywa gaUSSOWSka’ Przyktadowy rozktad Gaussa wraz z jego dystrybuantg (p-twem zakumulowanym)
Zas p-tWO SkumU|Owane ;—H_x] = gestost prawdopodobienstwa —F{x]-—~dystryhuauta§
(dystrybuanta) krzywa T e e ——————
sigmoidalng |

Punkt przegiecia takiej
sigmoidy (czyli maksimum
rozktadu Gaussa) okresla
Srednie p-two Smierci
(réwne 12), co okresla sie
jako dawka letalna LD 3
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Wspotczynnik LD 5,

®Dawka letalna LDsg 3, (/ethal dose)
okresla jednorazowg dawke, przy ktorej
50% osobnikow danego gatunku

((:Fopulacji) umiera z przyc?/n
eterministycznych po 30 dniach od
napromienienia, bez podjecia leczenia

@ Innymi stowy: LD, okresla dawke
letalng (nie to samo co smiertelna)

#®Dla cztowieka wspotczynnik ten wynosi
(3)d52,!3} %o 6 Sv [siwertow], ale srednio
,5-4Sv

Krzysztof W. Fornalski 16




Postulaty ochrony radiologicznej

N
\\

2 Efekty deterministyczne Efekty stochastyczne
A
> o
3 =
N N
>
i 7
< jednak wiele danych
pokazuje, ze i tu jest prog
> >
Dawka Dawka

czyli dla 4 Sv mamy 50% ryzyko smierci po 30 dniach
oraz 20% wzrost ryzyka wystgpienia nowotworu za 10 lat



LDsy dla innych gatunkow

Pantofelek ok. 3000 Gy
Osa ok. 3000 Gy
Muszka owocowa ok. 1000 Gy
Karaluch 100 Gy
tosos 15 Gy
Szczur laboratoryjny 6 — 8 Gy
Swinia 2,7 - 4,0 Gy

Uwaga 1: zazwyczaj im organizm prostszy, tym ma wyzsze LD,
Uwaga 2: jednostka Sv (siwert) odnosi sie tylko dla cztowieka

Krzysztof W. Fornalski




RadiowrazliwoscC osobnicza

M6 472071 (S0)

» Badania na komodrkach wykazaty duza
zmiennosSc miedzy pacjentami pod wzgledem
wrazliwosci na promieniowanie.

» Opisywana przez rozktad normalny

» Podziat populacji na 3:

2 3 B 5 6 7 8

Individual radiosensitivity
(Lethal aberrations per lymphocyte at 6Gy)

} Radioresistant cells — -
Lowa, lowp ‘ WYSOka Wraz l IWOSC Ulrike Hoeller, Individual radiosensitivity
measured with lymphocytes may be used to
R predict the risk of fibrosis after radiotherapy
N\ \ ” & w for breast cancer,
% 0.1 5 N ‘ Sre d nia rea kCJ a Radiotherapy and Oncology, 2003.00
\
o N\
; Radjosensitive cells
2 \ k s 7
: Averadea, high © wysoka opornos¢
» o001
\\
\
Hyper-radiosensi\jve cells b
Higha, lowp
0.001 T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Dose (Gy)
1. Bodgi et al [ Journal of Theoretical Biolagy 394 (2016) 93-101

wiek, pte¢, srodowisko, dieta, aktywnosc

fizyczna, czynniki genetyczne
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Indywidualna radiowrazliwos¢

Tumour
cells

1 Réznice w ilosci uszkodzen
g - ] chromosomoéw w populacji:

® Breaks =
300 Cancer

™ LpOe patients
: with genetic

130 disorders

,,fanfer-p ronen

1.zdrowej

2

3

2.0bciazonej predyspozycjami

Number per 100 cells
— Pt —

b}

=

3

genetycznymi

3

801 Normal
donors

3. pacjentow ze zdiaghozowana

choroba nowotworowa

T - zdrowych komorek

Chromosomal radiosensitivity during the G; cell-cycle period of

sﬁmﬁblaﬁ’mmﬁx? with familial cancer o k om é re k NoOWOoOtwo rowyc h

RAM Parsuan®, Karucmine K. Sanrorn', ano Gary M. Jones'
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Promieniowrazliwosc

# Oznacza to, ze:

= Komorki nowotworowe sg zazwyczaj duzo bardziej

promieniowrazliwe niz komorki zdrowe (fakt wykorzystywany w

radioterapii) — ale sg wyjatki!
= Osoby chore (onkologicznie) lub genetycznie obcigzeni (np.
mutacje BRCA) sg bardziej promieniowrazliwi — uposledzone

mechanizmy naprawy DNA
= PromieniowrazliwoSC moze sie zmieniC wraz z czasem

= ROZne typy komorek
| tkanek posiadajg
rozna
promieniowrazliwosc
i promieniopodatnosc!

Limited Data
Normal for Normal 4
Fibroblasts Keratinocytes

Sarcoma

Squamous Cell Carcinomas
of the Head and Neck
Derived from Failures

I
|
|
|
|
|
|
|
|

Sensitive ————— Wild Type ——— Resistant



Radiowrazliwosc¢ tkanek

Ostoniecie lub napromienienie narzadoéw krytycznych ma
zasadnicze znaczenie dla zwiekszenia lub zmniejszenia
szansy przezycia nhapromieniowanego osobnika.

pojecie narzadu krytycznego:

to taki narzad, ktory jest istotny dla funkcjonowania
organizmu i jest najbardziej uszkadzany przez
dany rodzaj promieniowania w danych warunkach
nhapromieniowania.

Np. dla promieniowania X i gamma narzadami krytycznymi sa
szpik, gonady i soczewka oka, dla izotopu jodu - tarczyca, a dla
przyjetych doustnie izotopow alfa-promieniotworczych -
Sluzowka jelit.

22
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Radiowrazliwos¢ komorkowa

Absorbed dose
4n 4n 2 4 6 8 10 12
] T T T T

1.Cykl komorkowy

10-1=

‘2-
2n+é8n w

2. Typ komorki | e, S

, Tkanki wydaja sie bardzie
wraZliwe na promieniowanie,
Jjezeli ich komorki sa mniej
zZroznicowane, maja wiekszy
potencjat proliferacyjny i
szybciej sie dziela”

— 3. Kinetyka procesow naprawczych DNA

23
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Zasada Bergonie-Tribondeau (1903)

#Najbardziej wrazliwe na
promieniowanie sg komorki szybko

dzielace sie (proliferujace) oraz
nisko zréznicowane
(niewyspecjalizowane)

#®Przyktady: szpik kostny, gonady,
komorki nabtonkowe, komorki
macierzyste

Krzysztof W. Fornalski 24
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Komorki bardzo
promieniowrazliwe

#® Komorki roznicujace sie (prekursorowe,
aktywnie proliferujace):
= Spermatocyty

s Komorki prekursorowe erytrocytow,
limfocytow, granulocytow

s Komorki warstw posrednich nabtonka 1
naskorka

Krzysztof W. Fornalski
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Komorki promieniowrazliwe

#Komorki macierzyste:
= Spermatogonie
= Komorki macierzyste szpiku kostnego

= Komorki krypt jelitowych
« Komorki warstwy podstawnej naskorka

Krzysztof W. Fornalski
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Komorki
Sredniopromieniowrazliwe

#Naczynia krwionosne

#Narzady migzszowe (nerki, watroba,
etc.)

# Tkanki tgczne
#Miesnie
#Ptuca

Krzysztof W. Fornalski 27
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Komorki stabo promieniowrazliwe

#Komorki nerwowe
# Krew obwodowa

#Komorki powierzchni nabtonka i
naskorka

#Kosci

Krzysztof W. Fornalski 28




Do jakiego poziomu mozna naprawic uszkodzenia
popromienne dla roznych poziomow promieniowrazliwosci?

N

L/
Repair of DNA-DSB from Different Patients
S
% © : | x-irradiation
o
g hyper-
o " sensitive L
Z 8 . >
ra) + AT-Patient =
© | sensitive L 2
=R i :
O 3
o o
Sa to tzw I resistant L
. o _ : =2
funkcje 0 30 60 90 120 150 180
Bodgi'ego Time of Repair (minutes)

Miiller WU et al., 2001 29




Promieniowrazliwosc a
zdolnos¢ do naprawy DNA

N

@ Komorki promieniowrazliwe wykazujg wiec mniejsze
prawdopodobienstwo skutecznej naprawy DNA, co
skutkuje albo Smiercig komorki (skutek
deterministyczny) albo zwiekszeniem czestosci
mutacji 2 nowotworzenie (skutek stochastyczny)

@ Kluczowe jest wiec okreslenie osdb (pacjentow)
bardzo promieniowrazliwych, co do ktorych istnieje
przeciwwskazanie do np. radioterapii
- hiper-promieniowrazliwosc

Promieniowrazliwos¢

mata
promieniowratliwoéé
(promienicopornoi)

\ 4

hiper-promieniowrazliwos¢
30




HIPER- ARRRRRAE
PROMIENIOWRAZLIWOSC

(HYPER-RADIOSENSITIVITY)

Krzysztof W. Fornalski 31
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Hiper-promieniowrazliwosc

L/

# standardowa promieniowrazliwosc jest opisywana krzywa
Gaussa a krzywe przezywalnosci zmieniajg swoje nachylenie,
zasadniczo dla catego przedziatu dawek, ale im dawka wieksza,
tym efekt silniejszy

# Jednakze w pewnych sytuacjach, dla waskiego przedziatu dawek
(gtdwnie dla dawek niskich) moze pojawic sie tzw. hiper-

promieniowrazliwosc¢, co objawia sie

1

ztamaniem krzywej przezywalnosci

01
I
(.
- 001
L

0.001

0.7

Surviving Fraction

0.0001

hiper-

0.8 promieniowrazliwosé
0.00001

0.7

10
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Surviving fraction

1
0.9

0.8}
0.7

0.6}

0.5}

0.4t

03}

0.2

Hiper-promieniowrazliwosc

\ ’

. 09
0.8

modyfikacja
Krzywej
przezywalnosci
komorkowej

Dose/Gy
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Cellular survival responses of

L okalne maksimum

=
o
g
&
o —
£
2
e
-
)

—@— GM38

05 =

—{ = GM10

04 1 | | 1
0.0 05 1.0 1.5 2.0

vy ray dose (Gy)

two normal human fibroblast strains. GM38 and GM10, following exposure to 60Co y-radiation




Hiper-promieniowrazliwosc
(hyper-radiosensitivity, HRS)

N

# Okazuije sie, ze u niektorych osob obserwuije sie
mieszany efekt bardzo duzej nadwrazliwosci na mate
dawki promieniowania jonizujgcego (HRS, ang. Low~
Dose Hyper—Radiosensitivity) z efektem zwiekszonej
opornosci (IRR, ang. Increased Radlioresistance) na
dawki nieznacznie wieksze, powyzej 300 mGy.
Odpowiedz ta obser-
wowana jest zazwyczaj
u pacjentow leczonych
na choroby nowotworo-§
we, ktorych system £
immunologiczny jest ¢
modulowany przez

rozne czynniki 07, 05 i 15

1

‘s.‘\‘-\

“‘w\\\

-
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-
R
-
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HRS - Definicja

HRS/IRR - wzrost wrazliwosci (Smiertelnosci) komorek
napromienianych matymi dawkami promieniowania
poprzedzajacy efekt zwiekszone] opornosci na promieniowanie
(radioopornosci).

Efekt wystepuje po jednorazowym napromienianiu -
w przedziatach dawek:
HRS: 0-300 mGy e -

IRR:300-600 mGy §

Wyjasnienie efektu jest oparte o prég
dawki na aktywacje procesow

‘ naprawczych.

Slajd dzieki uprzejmosci Joanny Reszczynskiej
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HRS - obecny stan wiedzy

» Istnieje szereg publikacji sugerujacych wystepowanie HRS( Joiner
2001, Marples 2008, Krueger 2010, Stonina 2016).

» W badaniach in vitro HRS wykazano na okoto 75% z 50 linii
komorkowych (gtownie komorek nowotworowych)

» U zdrowych dawcow efekt wystepuje gtownie w komorkach skory
(Martin 2014).

Glioma

Colorectal

Prostate
Bladder Malignant

cells

Cervix

Lung epithelial

Breast

Melanoma

Head & Neck squamous ca
Oral squamous ca
Neuroblastoma

Sarcoma

Mouse hamster ovarian

Hamster Fibroblast
Rat fibroblasts
Human fibroblasts
Lung epithelial
Human Keratinocytes

3 HRS-
@8 HRS+

Normal
Cells

O 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Number of cell lines tested for HRS
Martin et al. Cancer Letters (2014) 349, 98-106

37
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HRS - zaleznosc¢ od fazy cyklu
kOmérkOWEQO »  Punkty kontrolne cyklu

komorkowego sa

mechanizmami nadzoru.
punkt kontrolny- M 12 h

intagralnoiéé DNA

N

punkt kontroiny -
organizacja chromosomdw

» Zatrzymanie zostaje
zwolnione dopiero po
zakonczeniu naprawy.

61 s . JeZin_ naprawa nie jest

’ mozliwa, uszkodzone
komorki sa usuwane
przez zaprogramowana
sSmierc komorki. —

cykl komérkowy

punkt kortrolny. , punkty kontrolne -
prawidlowoi replikaci iloéé skiadnikéw ediywerych
S integralnosc DNA

» wczesny punkt kontrolny G2/M zatrzymuje progresje komorek M '
napromieniowanych G2 , pozny G2 /M - ktore byty napromieniane ”0"“3'8 ;
we wczesniejszych fazach cyklu komorkowego |

* niepowodzenie aktywacji wczesnego punktu kontrolnego G2/M

koreluje z nadwrazliwoscia na promieniowanie o niskiej dawce.

Know the signs.

Slajd dzieki uprzejmosci Joanny Reszczynskiej




Krzywe przezywalnosci dla
HRS - Model Joiner‘a

N

# Wystepowanie hiper-radiowrazliwosci (HRS) oznacza
znaczng modyfikacje krzywej przezywalnosci
komorkowej — powoduje to, ze wiekszosc istniejgcych
modeli nie sprawdza sie

# W zwigzku z tym modyfikuje sie istniejgcy model
liniowo-kwadratowy (LQ) wprowadzajgc dodatkowe
parametry

# Jednym z modeli jest model Guirado’a, gdzie wartosc
D, jest dobierana z pewnego rozktadu

# Duzo czesciej stosuje sie jednak model Joiner’a,
zwany Modelem Indukowanej Naprawy (Induced
Repair)

Krzysztof W. Fornalski 39




Model Joinera

N

# Zfamana krzywa przezywalnosci dla HRS
nazywa sie czasami krzywg Joinera

# Wychodzimy od wyktadnika dla modelu LQ:
Y = ad + Bd?

# W modelu Joiner'a wyktadnik musi
uwzgledniac rozne wspotczynniki nachylenia
alfa w zaleznosci od dawki oraz dawke
progowgq d:

d
Y = a, [1 + ("TS/HLr - 1)3‘51 d + Bd?

Krzysztof W. Fornalski 40




Model Joiner'a

Oy - nachylenie - duze dawki g
35 "~ nachylenie - mate dawki . g %
~ dawka 0o
d - ” m E
©  prog dla efektu Q-
¢ OO >1
+ d.>0
modyfikacja w modelu liniowo-kwadratowym parametru alfa:

a(D,D.) = a, + (ag — a,)exp(— 2)

S(D) — e—arD—(aS—ar)e—D_‘—:XD—ﬂDz
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Frakcje przezywalnosci mozna przedstawic jako:
SF = E_(“s_‘rr}de_dfdae_fzrd_ﬁdz Cgl_S)

Biorac pod uwage. ze typowy ksztalt kizywe) Gompertza ma postac:

4 .
fx) = eae (4.6)

mozna zauwazyc, Ze typowa modyfikacja w modelu Indukowane) Naprawy wprowadza
mnoznik do przezywalnosci w modelu limowo-kwadratowym (r-nie (4.2)) w postaci funkcji
Gompertza oraz dawki d (Jak w przypadku wykladnika gompertzowskiego). Czesé
gompertzowska opisuje zapewne tworzenie uszkodzen. ktore jeszcze nie wywohya reakc)i

naprawczych organizmu, ktory wlacza sie dopiero po przekroczeniu pewnej liczby uszkodzen

komorkowych (Leblanc 1 in.. 2019). Oznacza to. ze przy malych dawkach bedziemy
obserwowali wzrost uszkodzen. a nastepnie ich stopniowe zmmniejszanie po przekroczeniu
pewne] dawki. Wartos¢ funkcji Gomertza f(d) jest mniejsza od jednosci. dawka w wykladniku
zwiazana jest z wygaszaniem efektu w momencie. gdy funkcja Joinera osiaga wartosci bliskie
d.. Wykladnik ¢ wskazuyje na gaszenie ciaglego wzrostu uszkodzen przez odpowiedz
adaptacyjna. To gaszenie jest przy bardzo malych dawkach niewielkie. a w poblizu d. staje sie

1stotne.

Fragment pracy doktorskiej dr J. Reszczynskiej

Uwaga: informacje o krzywej Gompertza oraz o odpowiedzi adaptacyjnej zostang podane na innym wyktadzie
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Wyjasnienie HRS

Istnieje kilka hipotez. ktore wyjasniaja oba zjawiska (HRS. IRR) 1 ich wzajemna relacje
(Marples 2004, 2008. Martin 2014). Najczesciej pojawiajacy sie w literaturze opis
mechanizmu HRS dotyczy braku aktywacji wezesnego punktu kontrolnego fazy G» cyklu
komorkowego (Slonina 1 m. 2017). zaleznego od koncentracji kinazy bialkowej ATM (ang.
Ataxia Teleangiectasia Mutated). W normalnych warunkach procesy aktywne w czasie bloku
cyklu  komorkowego. we wczesnym punkcie Kkontrolnym. zapobiegaja przejsciu
uszkodzonvch komorek w faze podzialu. W komodrkach HRS-pozytywnych zaklada sie. ze
istnieje pewien prog dawki na aktywacje tego punktu kontrolnego (Kruger 2007,
Przybyszewski 2008. Fermnet 2010, Stonina 2017). a wartos¢ dawki progowe) — aktvwacji
punktu naprawy G»/M — zalezy od ilosci indukowanych podwaéjnych uszkodzen nici DNA

(DSB). ktorych liczba szacowana jest na 10 — 20 (Lobrich 1 1., 2007, Piotrowski 1 m.. 2017).

Efekt nadwrazliwosci obserwowany jest dla komorek napromiemanych jedynie w fazie G,

cvklu komorkowego. dla réznych typow komorek (keratynocyty. fibroblasty. limfocyty) oraz

Fragment pracy
doktorskiej dr

roznych typow promieniowania (promiemowanie X. gamma. neutrony). Zjawisko HRS/IRR

J. Reszczynskiej obserwowane jest glownie w komorkach linii nowotworowvch lub wyselekcjonowanych.

zdrowych tkanek pochodzacych od pacjentéw leczonych onkologicznie. co wynika

z wiodacego zastosowania tych badan w celach poprawy jakosci radioterapii (Martin 1 1in..

2014). Od dawna wiadomo. ze jednym z czynnikoéw decydujacych o radiowrazliwosci

komorek jest cyvkl komérkowy (Sinclair. Morton 1965).



Przyktadowe badania HRS

N

L
W 2017 roku
wykonano
badania na
6-Ciu
zdrowych
ochotnikach
w NCBJ (we
wspotpracy z
IChT]) w
kontekscie
HRS

HRS jest
powsze-
chniejsze niz
sie wydaje!

Fragment pracy doktorskiej
dr J. Reszczynskiej
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Rysunek 4.11 (wykves 1-6) Zakves wartosci dawki pochlonietej ponizej 500 mGy. Zaleznosé
czestosci powstawania mikrojqder w komorkach dwujgdrzastych od dawki pochlonietej
dla limfocytow krwi obwodowej, w fazie G2 (dla poszczegélnych uczesmikow badania).
Na wykresie uwzgledniono wartosci odchylenia standardowego analizowanych preparatow.



Przyktadowe badania HRS

Jednakze efekt widoczny jedynie w fazie G2 — ponizej dane
zbiorcze dla fazy GO i G2

pokazuje jednoznaczny trend — w fazie Gy, ponize) 100 mSv — lekk: dolek

N

hormetyczny, w fazie G» — mewielk: efekt nadwrazliwose:.
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Rysunek 4.15: Zaleznosé czestosci powstawania mikrojgder w komorkach dwujgdrzastyeh od
dawki pochlonietej dla limfocytow krwi obwodowej (srednia wazona wzgl. liezby
Fragment pracy analizowanych komdrek BN) dla wszystkich oséb) Na wykresie uwzgledniono wartosci
doktorskiej odchylenia standardowego analizowanych preparatow. Ksztalt zaleznosci w obszarze dawek 45
dr J. Reszczynskiej  ponizej 1000 mGy. Faza GO (lewa strona) i Faza G; (po prawej stronie).




KLASYFIKACJE POZIOMOW
PROMIENIOWRAZLIWOSCI

Krzysztof W. Fornalski
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Kto jest promieniowrazliwy?

N

@ Kryterium promieniowrazliwosci jest najczesciej
umowne i wieloaspektowe (tkanki, organizm)

# Decydujg wartosci parametrow znaczaco
roznigce sie od reszty

radiosensitive
hyper-radiosensitive

Frequency in population
radioresistant
radionormal

Radiosensitivity > 47




Promieniowrazliwosc dla populacji
ludzkie]

N

L

N.G. BURNET, J. JOHANSEN, I. TURESSON,

J. NYMAN, J.H. PEACOCK. DESCRIBING
PATIENTS' NORMAL TISSUE REACTIONS:
CONCERNING THE POSSIBILITY OF
INDIVIDUALISING RADIOTHERAPY DOSE
PRESCRIPTIONS BASED ON POTENTIAL
PREDICTIVE ASSAYS OF NORMAL TISSUE
RADIOSENSITIVITY. Int. J. Cancer (Pred.
Oncol.): 79, 606-613 (1998)

& Poziom promieniowrazliwosci bada sie na rozne sposoby

# Najczesciej badani sg pacjenci onkologiczni aby sprawdzi¢, czy
istnieje dodatkowe ryzyko zwigzane z radioterapig

Normal range

. e T —
Over-reactors (ORs)
-
o B
- Extreme Severe
g n.SD
) |
=
=p
<P
St
=
AT patients
180BR patient Fib10 patient 2
. AN !
highly moderately average moderately highly
radio-sensitive radio-resistant
(HR)
<«~——— Sensitive Resistant ——»

Idealised normal tissue response - relative scale

FIGURE 4 — Schematic representation of the frequency distribution of normal tissue responses amongst patients which would result from
identical radiotherapeutic treatment, based on a perfect theoretical end point without threshold or saturation. The proposed nomenclature for the
different categories of tissue effect is shown on an arbitrary scale. There is a range of reactions seen amongst normal patients, including some
which are greater than average. On the basis that this range is the result of differences in normal tissue sensitivity, patients in category S could be
designated “‘highly radiosensitive” (HR). They must be distinguished from patients with excessively sensitive normal tissues, so-called ORs,
though such patients are exceedingly rare. See text for further details.
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Przyktad z rodzimego podworka:
promieniowrazliwosc¢ badana w CLOR

Badanie zréznicowania osobniczej podatnosci
na indukcje¢ radiacyjnych zlaman

chromatydowych w chromosomach limfocytow

krwi obwodowej oséb zawodowo narazonych
na promieniowanie jonizujgce
g ’ " P | ika Szyman .2. . . r » " . r
dr Maria Kowaiska, mgr Monika Scymadska's. Rysunek 2. Aproksymacja normalnym rozkladem prawdopodobienstwa wynikéw

r Kamil Szewezak? , PR - .
i i i oznaczen czestosci indukowanych zlaman chromatydowych w LKO dwudziestu
szeSciu zdrowych pracownikow

35 97 percentyl = 0,380 .

llosc obserwacji
N
N [&)]

T T

W
T

http://clor.com.pl/multimedia/ 0 L L
promieniowrazliwosc_osobnicza.pdf 0 0.05 0.1 0.15 0,2 0.25 0,3 0,35 0,4 0,45 0,5
Zlamania chromatydowe / komorke




Metody wyznaczania
promieniowrazliwosci

N

#Model grecki — ztamania chromatydowe
przy napromienieniu limfocytow w fazie
G2

# Alternatywnie: innego rodzaju aberracje

Radiotherapy and Oncology 101 (2011) 28-34

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

Radiotherapy and Oncology

journal homepage: www.thegreenjournal.com

DNA damage
A standardized G2-assay for the prediction of individual radiosensitivity

Gabriel E. Pantelias *, Georgia 1. Terzoudi

laboratory of Radiobiology & Biodosimetry, National Center for Saentific Research “Demokritos”, Athens, Greece




Model grecki

L

N

Fig. 2. A high vield of chromatid breaks is observed in highly condensed peripheral
blood metaphase lymphocytes (pointed by arrows), despite the 4 h period allowed
for repair following 1 Gy of y-irradiation in G2 phase. The highly condensed
appearance of chromosomes at 4 h post-irradiation time confirms that chromo-
somes were exposed to colcemid for long time and, therefore, such cells were not

delayed by G2chedkpoint.

Korelacja pomiedzy
zdolnoscig naprawy

uszkodzen a ich
wystgpieniem

Whole Blood Split culture after 20min st
culture 1Gy Irradiation 7°C
A Analysis of
1 hour 4
=0h =72 +4mM coloesid chromatid hr_cuks
Caffeine block => G2cuf yield
“""‘f 1 hour Analysis of
Caffeine coleemid chromatid breaks
block = G2 yield

IRS = [1- (G2caf - G2)/ G2caf | x 100%

Fig. 5. Flow diagram of the proposed experimental methodology and detailed protoml to

level of AT patients, simulated by caffeine induced G2-chedkpoint abrogation.
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Fig. 4. Correlation between the G2-chedkpoint efficiency to peevent chromatd
breakage and G2-aberration yield per cell, after 1 Gy vy-irradiation, for 125 blood
donors with significant inter-individual radiosensitivity vanation. G2-chedkpoint
efficiency is calculated by the ratio (G2caf —G2)/G2caf.

itivity (IRS) as a percentage of high radiosensitivity




Porownanie rozktadow promieniowrazliwosci
dla pacjentow (z prawej) oraz osob zdrowych
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Fig. 6. GZ-chromosomal radiosensitivity  inter-individual  variation  analysis
obtained with the standardized G2-assay. On the basis of the mean value (MV)
and standard deviation (#5D) an individual can be dassified as “radioresistant™,
“radiosensitive”, or “normal” when [BS < MY =50, [B5> MV + 5D or MVY=50 < [BES
= MV + 50, respectively. The [ES cut-off value, above which an individual is
dassified as highly radiosensitive, is set at [BS = MV + 350, (A} Inter-individual
variaton in radiosensitivity obtained for 78 healthy blood donors, (B} Inter-
individual variation in radiosensitivity obtained for 78 cancer patients (72 tested
before radiation therapy and 6 tested after they had experienced adverse radiation
effects) and & AT patients. The AT patients were used as positive controls.

T
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Individual Radiosensitivity
(% of AT radiosensitivity level)

Ataxia Telangiectasia (AT) is a human disorder conferred by
mutations in ATM [11]. The AT-cells have long been known to be
defective in radiation-induced G2/M-phase checkpoint arrest [23]
and, more recently, AT-cells have also been shown to display a
DSB repair defect
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Aberracje a promieniowrazliwosc

# Badania roznego rodzaju aberracji
chromosomowych (w tym dicentrykow,
ztaman chromatydowych czy mikrojader) dla
napromienionych limfocytow in-vitro to

najpowszechniejsza metoda szacowania
promieniowrazliwosci

# Jednak takie jednoparametryczne podejscie
bywa zawodne, gdyz wiele czynnikdw wptywa
na promieniowrazliwosc i nie mozna bazowac
jedynie na jednym kryterium = badania
wielokryterialne
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Modele francuskie — zespot
prof. Nicolasa Foray'a

100
Moderate
Radiosensitivity
Delayed ATM

10 —

GROUP Il
<1%

Normalized Surviving fraction at 2 Gy (%)

Non-viability
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Syndromes prevalence



The radiation-induced ATM nucleoshuttling (RIANS) model and its applications. (A) Representative image of pATM
immunofluorescence before or after irradiation (2 Gy) in human normosensitive control fibroblast cell lines. (B) Schematic
illustration of the three groups of radiosensitivity defined from the RIANS model. (C) Schematic illustration of the
hyperradiosensitivity to low doses (HRS) and the adaptive response (AR) phenomena and of the effect of the combination of
statins and bisphosphonates (zoledronate+pravastatin, (ZOPRA)) on the RIANS. Since the link between radiosensitivity and the

nuclear membrane permeability is still unknown, membranes are represented in the same manner.

Zrédto: Berthel, Foray,
Ferlazzo: Cancers
2019, 11(7), 905
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After ieradiation
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ataxia telangiectasia mutated (ATM) protein is a
major stress response factor involved in the DNA
repair and signaling that appears upstream most of
pathways involved in the three precited radiation
induced effects

DYGRESJA:

Z Wikipedii: Kinaza biatkowa
ATM (ataxia telangiectasia
mutated) — kinaza biatkowa
serynowo-treoninowa (EC
2.7.1.11), aktywowana przez
przerwania obu nici podwajnej
helisy DNA. Biatko enzymu
kodowane jest przez gen ATM
w locus 11g22.3. Kinaza ATM
fosforyluje szereg biatek,
odgrywajgcych role w
zatrzymaniu cykiu
komorkowego, apoptozie i
naprawie DNA. Substratami tej
kinazy sg m.in. p53, CHK2,
BRCA1, H2AX, RAD17, RAD9 i
NBS1. Gen jest przepisywany
na dwa rozne transkrypty,
dajgce dwie izoformy biatka.

Nazwa genu pochodzi od
jednostki chorobowej, w ktorej
ten gen jest uszkodzony,
aziedziczonego w sposob
autosomalny recesywny
zespotu ataksja-
teleangiektazja. Kinaza nalezy
do rodziny kinaz PI3/PI4,




Przyktadowe podejscie —

N

model francuski z 2008 r.

Int. §. Radiat. Biol., Vol. 84, No. 2, February 2008, pp. 107125 informa

healthcare

DNA double-strand break repair defects in syndromes associated with

acute radiation response: At least two different assays to predict
intrinsic radiosensitivity?

AURELIE JOUBERT"?, KRISTIN M. ZIMMERMAN', ZUZANA BENCOKOVA',
JEROME GASTALDOQ', NICOLE CHAVAUDRA®, VINCENT FAVAUDON?,
COLIN F. ARLETT?, & NICOLAS FORAY'

YInserm, U647, ID17, European Synchrotron Radiation Facility, Grenoble, France, *Institut de Radioprotection et de Siireté
Nucléaire, BP1 7, Fontenay-aux-Roses, France, >"UPRES EA-2710, Institut Gustave-Roussy, Villejuif, *Inserm, U612,
Institut Curie, Centre Universitaire, Orsay, France, and >Department of Biological Sciences, Brunel University, Uxbridge,
Middlesex, UK
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Surviving fraction at 2 Gy

(delayed plating)

Uzywane komorki: fibroblasty,
‘a nie limfocyty

100 -

s

Figure 1. Surviving fractions after 2 Gy (SF2). Survival curves of
each fibroblast cell line of the collection were obtained from three
ndependent experiments at least after immediate (ip) and delayed
24 h (dp) plating. Each survival data i represented by the
mean + standard error of at least three independent experiments.
SF2dp were plotted against the corresponding SF2ip and data
were fitted to a polynomial formula: SF2dp—= 2.65 SF2ip-0.0616
SF?_ip3 (r=0.95; p < 0.005; solid line). Three significandy distinct
groups of cells lines were defined (confidence zones in dotted
lines). Open squares represent the data from the radioresistant
CHO and radiosensitive CHO-xrs6 rodent cell lines.
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Porownanie kategorii promieniowrazliwosci z punktu
widzenia radioterapii (tj. mozliwosci naprawy zdrowych
komorek miedzy frakcjami)

.......

........

Number of unrepaired DSB

Group |

Group Il

Group Il

Time after the 15! radiotherapy session

Figure 6. Potental occurrence of assue overreactions following
radiotherapy sessions according to the radiosensitovity groups
defined here. The radiotherapy fracnonated sessions lead to the
progressive accumulanon of unrepairable DNA damage. By
hypothesiang that ussue overreacuons following radiotherapy
sessions occur at a given level unrepamrable DNA damage per cell
(dotted lines), reated group II cells may reach this level after some
consecutive sessions according to their radiosensitvity whereas the
group III cells may reach it at the first sessions.
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Przyktadowe podejscie —
~model francuski z 2013 r.

_E

Joumal of Theoretical Biology 333 (2013) 135-145

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect - Journal of
Theoretical
. . ‘Biology
Journal of Theoretical Biology <
FI SEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/yjtbi

A single formula to describe radiation-induced protein relocalization: @CMk
Towards a mathematical definition of individual radiosensitivity

Larry Bodgi *°, Adeline Granzotto?, Clément Devic?, Guillaume Vogin ?, Annick Lesne €,
Jean-Francois Bottollier-Depois ¢, Jean-Marc Victor €, Mira Maalouf®, Georges Fares®,
Nicolas Foray **

* Institut national de la Santé et de la Recherche Médicale (INSERM), UMR 1052 —Radiobiology Group, Cancer Research Centre of Lyon, 28 Rue Laennec,
69008, Lyon, France

® Université Saint-Joseph, Faculté des sciences, 1107-2050 Beyrouth, Liban

© Centre National de la Recherche Scientifigue (CNRS ), UMR7600, laboratoire de physique théorigue de la matiére condensée, 75252 Paris, France

¢ Instinut national de la Radioprotection et de la Streté Nucléaire (IRSN)—DRPH, Service de Dosimémrie Exterme, 92260 Fontenay-aux-Roses, France

Krzysztof W. Fornalski 60




Podstawy modelu: dynamika
‘napraw uszkodzen typu DSB

dN(t)
Tz(Krcc_Kmp)N (1)

where K. is the DNA damage recognition rate and K;p, is the DNA
damage repair rate.
The number of DNA damage with a given repair
rate k, n(t, k), varies with post-irradiation time t, as follows:

dn(t, k)
i = —kn(t.k) (8a)
n(t. k)= n(0, ke ™ (8b)
arcpbrcp
Kien(t) = —————
3 1+ brept

where a.ep and by, are adjustable parameters.

W efekcie otrzymujemy funkcje Bodgi‘ego

— jest to zaleznosc liczby obserwowanych ognisk
(punktow uszkodzen DNA) od czasu. Rownanie to
uwzglednia procesy indukcji nowych ognisk oraz
zaniku istniejgcych (naprawa)

1 dsec 1 dxp
Nit) = = | -
®) C(l (1+bmt) )(Hbmpu—w)

Przyktadowe ksztatty funkgji
Bodgi'ego dla réznych parametréw

wejsciowych réwgania:
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Zastosowanie dla dwoch rodzajow ognisk (markerow):
histonu y-H2AX (z lewej) oraz biatka pATM (z prawej)

1
A - B o
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In response to DSB inducers, the ATM protein kinase is known
to auto-phosphorylate (pATM forms) and to phosphorylate H2AX

proceed to a nucleo-shutlling from cytoplasm to nucleus and

1 )a;a (y~H2AX) (Foray et al., 2003; Guo et al., 2010). The pATM forms

1 + brep(t—tp)

relocalize as discrete foci (Krueger et al., 2007; Yang et al., 2011).

As DNA scaffold constituents, the y-H2AX forms are systematically 62
visible as nuclear foci at the DSB recognition sites.



W efekcie mozna to potaczyc w
prosty test dwoch parametrow:

C/ a : abnormal nucleoshuttling b : normal nucleoshuttling
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pATM i phosphorylated ATM protein - Quantitative definition of the radiosensitivity groups from Bodgi's function
parameters:  b..(yH2AX) values from data provided by the 45 cell lines of the

fosforylowana kinaza biatkowa collection were plotted against b [pATM) values.
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# Zastosowanie krzywej przezywalnosci
opartej o model liniowo-kwadratowy
(LQ) przy badaniu kinazy biatkowej ATM
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Podstawa modelu:
modyfikacje modelu LQ

N

# W modelu LQ istotne byty parametry ai 8

# Bazujac na funkcji Bodgi‘ego oraz dynamice
kinazy biatkowej ATM (jako element

mierzalny) zmodyfikowano oba parametry:

From the above formulas and by defining the average, min-
imal and maximal values of o and B as, &, % %mae B Pmin
Bmaxs, and by considering: Aax = a—o and AP = BB it
appears that as first approximation

A‘S B"\ax Au ? Bmax
G-l @ R

2 ‘i :
o B=Prm——  with o=&/rmn
®? + (o0 — o) \' B
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Number of yH2AX foci per cell
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Figure 3. Representative example of Knetics of yH2AX and pATM fod and survival curves of the 3 groups of human radiosensitivity. Immunofluorescence against
vHZAX (A) and pATM (B) antibodies was applied to unimadiated and irmadiated (2 Gy) radioresistant HF19 (group |), radiosensitive 84BR {group 1l) and hyper-sensitive
ATSBI group Ill) fibroblast cell lines, Each plot represents the mean = Qandard error of the mean of triplicates. Survival curves are represented by the fit of the corre-

sponding data.




Ostatecznie otrzymujemy zakresy obu
parametrow zwigzane z promieniowrazliwoscia
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