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PROMIENIQWRAZLIWOSC OSOBNICZA
— CZY MOZLIWE JEST JEJ PRECYZYINE
OKRESLENIE?

Individual radiosensitivity
— is it possible to precisely determine it?

Anna Matyjanka, Krzysztof W. Fornalski

Streszczenie: Miedzynarodowa Komisja Ochrony Radiologicznej (ICRP) powotfata do zycia Grupe Robocza (Task Group) nr 128
poswiecong mozliwosci indywidualizacji ochrony radiologicznej (,Individualisation and Stratification in Radiological Protection:
Implications and Areas of Application”). Przyczyna takiego dziatania jest miedzy innymi fakt, iz wiele najnowszych badan naukowych
potwierdzito, ze kazdy organizm w rézny sposéb reaguje na takie same dawki promieniowania jonizujacego. Najwiecej danych na
ten temat pochodzi od pacjentéw onkologicznych, u ktérych przed zastosowaniem radioterapii wykonywane sg badania radiobio-
logiczne, majace na celu oszacowanie czy reakcja organizmu na promieniowanie nie bedzie zbyt nasilona (tzw. promieniowrazli-
wosc). W niniejszej pracy zaproponowano przyktadowa mozliwos¢ zindywidualizowania podejscia do ochrony radiologicznej, ktéra
z zasady nie uwzglednia takich czynnikéw wptywajacych na odpowiedz na dziatanie promieniowania jonizujacego, jak wtasnie
promieniowrazliwos¢. W artykule dokonano przegladu metod radiobiologicznych, ktérych potencjalne wykorzystanie do szacowa-
nia promieniowrazliwosci zostato przetestowane w kilku wybranych pracach naukowych. Na tej podstawie zaproponowano wiasny
uproszczony dwuparametryczny schemat badan, ktérego celem jest wyznaczenie poziomu promieniowrazliwosci, mogacy miec
potencjalne zastosowanie w ochronie radiologicznej pracownikdw narazonych na dziatanie promieniowania jonizujacego.

Abstract: Tinternational Commission on Radiological Protection (ICRP) created a Task Group no. 128 on the possibility of
individualization of radiation protection (,Individualisation and Stratification in Radiological Protection: Implications and Areas of
Application”). The reason for that is the fact, that many recent scientific studies showed, that each organism responses in different
way for the same doses of ionizing radiation. Most of existing studies describe oncological patients which are radiobiologically
tested before the radiotherapy, to assess their individual radiosensitivity (to prevent overreaction to radiation). In the presented
paper we proposed exemplary approach to individualization of radiation protection, because today radiation protection does not
implement the radiosensitivity phenomenon. This article contains the review of radiobiological methods from selected scientific
studies which can be potentially used for radiosensitivity assessment. Based on that we proposed a simplified two parametric
radiosensitivity test which can be potentially able to adapt for individual radiation protection of workers.

Stowa kluczowe: ochrona radiologiczna, promieniowanie jonizujace, promieniowrazliwos¢, promieniopodatnosé, metody
radiobiologiczne
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Wstep

W wyniku dziatania promieniowania jonizujacego
mozliwe jest wystapienie dwoch rodzajow skutkéw
dla catego organizmu: stochastycznych i determini-
stycznych. Efekty deterministyczne to efekty wczesne
i wynikaja ze $mierci komorek lub ich nieprawidtowego
funkcjonowania. Przyktady efektéw deterministycz-
nych to zapalenie skéry i zapalenie bton sluzowych. Po-
jawiaja sie zazwyczaj po przekroczeniu pewnej dawki
progowej i nasilajg sie wraz z jej wzrostem. Wystepuja
w niewielkim czasie po ekspozycji na promieniowanie.
Zwiekszone ryzyko wystapienia skutkéw determini-
stycznych w zdrowych tkankach po napromieniowaniu
okreslane jest jako promieniowrazliwosé¢/radiowrazli-
wos¢ (ang. radiosensitivity). Z kolei efekty stochastycz-
ne to efekty pézne i pochodza gtéwnie z namnazania
komorek, ktére ulegty mutacji (@ wiec stabilnym niele-

talnym uszkodzeniom DNA). W ochronie radiologicznej
postuluje sie, iz wraz ze zwiekszeniem dawki wzra-
sta prawdopodobienstwo wystapienia tych efektéw
(model LNT), ale nie ich nasilenia. Powszechnie jest
przyjete, ze wystepowanie efektéw stochastycznych
nie wigze sie z wartoscig progowa, aczkolwiek bardzo
wiele badan temu przeczy, co stanowi obszerny temat
analiz wptywu niskich dawek promieniowania na ryzy-
ko radiacyjne (celowo nie bedziemy wchodzi¢ gtebiej
w ten temat). Efekty stochastyczne dotycza wiec no-
wotworéw indukowanych promieniowaniem jonizuja-
cym, a ktére pojawiaja sie nawet do kilkunastu lat po
narazeniu. Zwiekszone ryzyko pojawienia sie skutkow
stochastycznych definiowane jest jako promieniopo-
datnos¢ (ang. radiosusceptibility) [4]. Nadal jednak
trwaja dyskusje nad takim podziatem, jak i zwigzanym
z tym nazewnictwem. Powoduje to, ze dla obu przy-
padkéw (stochastycznych i deterministycznych) nadal
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potocznie jest uzywane jedno wspdlne okreslenie - ra-
diowrazliwos¢ (lub promieniowrazliwosc). Takiego tez
okreslenia bedziemy uzywac w dalszej czesci artykutu.

1. Promieniowrazliwosé

Szacuje sig, iz od 5% do 15% populacji ludzkiej moze
by¢ promieniowrazliwa. Liczby te pochodzg z obserwa-
¢ji niepozadanych efektéw ubocznych wystepujacych
u pacjentéw leczonych za pomoca promieniowania jo-
nizujgcego, jednakze nie jest to grupa reprezentatywna
dla populacji. Szczesliwie jest coraz wiecej badan do-
tyczy takze badania promieniowrazliwosci wéréd oséb
zdrowych. Dzieki temu jest szansa, aby zagadnienie pro-
mieniowrazliwosci zostato w przysztosci uwzglednione
w zasadach ochrony radiologicznej, by mdéc precyzyj-
niej i bardziej indywidualnie chroni¢ osoby zawodowo
narazone na promieniowanie jonizujace [5]. Obecnie
okreslone w ustawie — Prawo atomowe [6] dawki gra-
niczne dla pracownikéw narazonych na dziatanie pro-
mieniowania jonizujgcego (6 mSy, 20 mSv lub 100 mSv
w ciggu 5 lat) zostaty ustalone na podstawie rekomen-
dacji Miedzynarodowej Komisji Ochrony Radiologicznej
ICRP (ang. International Commission on Radiological
Protection). Okreslono je bazujac na dwczesnej wiedzy
o skutkach zdrowotnych wywotanych dziataniem pro-
mieniowania jonizujacego u 0séb poddanych radiote-
rapii oraz w duzej mierze u oséb, ktére przezyty atak
bombowy na Hiroszime i Nagasaki lub tez byty nara-
zone na wiekszy poziom promieniowania, na przyktad
podczas wypadkéw radiacyjnych. W konsekwencji tego
powszechnie w ochronie radiologicznej przyjmowany

Rys. 1. Rozktad zmiennosci wystepowania powaznych skutkéw
ubocznych po przebytej radioterapii w grupie 85 pacjentéw, dla tkan-
ki zdrowej. Rozktad Gaussa sugeruje, ze radiowrazliwos¢ jest cechg
populacyjng

Number of patients - liczba pacjentéw; Normal tissue response — nor-
malna odpowiedZ tkanek; Sensitive — wrazliwa; Moderate — umiarko-
wanag; Insensitive — niewrazliwa [3]

Fig. 1. Distribution of variability in the occurrence of serious side effects
after radiotherapy in a group of 85 patients, for healthy tissue. The Gaus-
sian distribution suggests that radiosensitivity is a population trait [3]

jest wspomniany juz model liniowy bezprogowy (LNT
- Linear-non-threshold) dla efektéw stochastycznych,
ktéry zaktada, ze kazda dawka wywotuje negatywne
skutki i wymagana jest ochrona nawet przed najmniej-
szym dziataniem promieniowania jonizujgcego. Mimo
wielu badan dowodzacych, ze skutki wywotywane od-
dziatywaniem promieniowania sg rézne w zaleznosci od
wielu czynnikéw, miedzy innymi indywidualnej promie-
niowrazliwosci, nie zmienito to zalecen ICRP odnosnie
dawek granicznych. Dlatego tez nadal obowigzujace
w Polsce i na $wiecie przepisy dotyczace ochrony radio-
logicznej nie uwzgledniajg indywidualnej promienio-
wrazliwosci. Przyjecie scisle okreslonych dawek granicz-
nych, jednakowych dla kazdego cztowieka, jest tatwe
i tanie we wprowadzeniu i uzywaniu, jednakze istnieje
silna potrzeba indywidualizacji dawek w wielu sytu-
acjach. Przykladem jest leczenie radioterapeutyczne
lub, w przysztosci, dalekie podréze kosmiczne. Uprosz-
czenia przyjete przez ICRP wynikajg z obawy, ze system
ochrony radiologicznej statby sie zbyt skomplikowany
w stosowaniu. Dodatkowo nie uzywanie indywidual-
nych parametréw, jak pte¢, pozwala unikna¢ proble-
mow prawnych oraz etycznych [7].

Obecnie radiowrazliwos¢ jest testowana klinicznie
jedynie przy planowaniu leczenia onkologicznego,
w kilku przypadkach: gdy pacjent cierpi na rzadkie cho-
roby genetyczne, na przyktad zespét ataksja-telean-
giektazja (mutacje w genie ATM) lub zespét LIG4 (mu-
tacja w genie LIG4) [4]. Pacjenci z takg zdiagnozowang
chorobg cierpig na mutacje gendw, ktére sg niezbedne
do prawidtowej naprawy DNA [7]. Podobnie w przy-
padku kilku czestszych choréb jak choroby neurode-

Rys. 2. Rozktad zmiennosci wystepowania powaznych skutkéw ubocz-
nych (wyrazony, jako poziom zaczerwienienia, ktdry zostat zmierzony
za pomocq spektrofotometru) po przebytej radioterapii u 38 pacjentéw
znowotworem piersi, dla tkanki zdrowej. Niesymetryczny rozktad Gaussa
moze wskazywac na hiperpromieniowrazliwos¢ oséb z ogona rozktadu.
Number of patients - liczba pacjentéw; Redness rate — poziom zaczer-
wienienia [3]

Fig. 1. Distribution of variability in the occurrence of serious side effects
after radiotherapy in a group of 85 patients, for healthy tissue. The Gaus-
sian distribution suggests that radiosensitivity is a population trait [3]
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generacyjne, twardzina uktadowa lub cukrzyca, ktére
rowniez s zwigzane z pewnym stopniem wrazliwosci
na promieniowanie. Ponadto, gdy w rodzinie pacjen-
tow wystepowaty choroby nowotworowe, oraz gdy
pacjentem jest dziecko [4]. llustracje zr6znicowanej od-
powiedzi tkankowej pacjentéw onkologicznych przed-
stawiono narys. 1. Wykres ten jest w przyblizeniu gaus-
sowski i obrazuje jak naturalnie zréznicowane moga
by¢ reakcje organizmdéw na dziatanie promieniowania
jonizujacego, co sugeruje klasyczny rozktad radiowraz-
liwosci wsrdd ludzi jako cechy populaciji.

Wystepowanie rzadkich choréb genetycznych, kto-
rych jednym z objawéw jest bardzo silna promienio-
wrazliwos¢, swiadczy o tym, ze jest to cecha uwarun-
kowana genetycznie. Jednakze te schorzenia dotycza
bardzo matego odsetka populacji, dlatego prawdo-
podobnie promieniowrazliwos¢ obserwowana u oséb
niecierpigcych na zadng chorobe genetyczna, wynika
ze wspotdziatania wiekszej liczby genéw. Oznacza to,
ze promieniowrazliwos¢ jest ztozong i indywidualng
cechg, na ktéra wptyw ma wiele czynnikéw. Zaliczamy
do nich miedzy innymi wiek, pte¢ oraz styl zycia (na
przyktad palenie tytoniu, aktywnosc fizyczna, dieta) [7].
Wszystkie te czynniki powoduja, ze przepisy ochrony
radiologicznej powinny uwzgledniaé promieniowrazli-
wosc i nalezatoby stosowac indywidualne podejscie do
kazdego cztowieka podczas kwalifikowania go do pracy
przy narazeniu na promieniowanie jonizujace [15]. Do-
datkowo, poza promieniowrazliwoscig, na odpowiedz
organizmu na dzialanie promieniowania jonizujgcego
wptyw ma réwniez stochastyczna natura zdarzen we-
wnatrzkomérkowych wywotanych promieniowaniem.
Wszystkie te czynniki sprawiaja, ze bardzo trudno jest
przewidzie¢ indywidualne reakcje organizmu na pro-
mieniowanie [7].

2. Hiper-promieniowrazliwos¢

Obnizona przezywalnos¢ komoérek w stosunku do
oczekiwanej, wynikajacej z popularnego biofizyczne-
go modelu liniowo-kwadratowego, wystepujaca dla
dawek ponizej 0,3 Gy nazywana jest hiper-promie-
niowrazliwoscig, HRS (ang. hiper-radiosensitivity), na
mate dawki promieniowania. Z efektem tym jest zwia-
zane zjawisko wystepujace dla dawek w przedziale
0,3-0,6 Gy, okreslonego jako zwiekszona radioopor-
nos¢, IRR (ang. increased radioresistance), dla ktoérej
nastepuje wzrost przezywalnos¢ [8]. Efekt HRS/IRR dla
krzywej przezywalnosci zaprezentowano na rys. 3. Po-
ziom dawki, ponizej ktorej wystepuje zjawisko hiper
-promieniowrazliwosci moze by¢ rézny w zaleznosci od
rodzaju komorek [9].

Nadal nie s3 w petni poznane mechanizmy odpo-
wiedzialne za wystepowanie zjawiska HRS. Mozliwe
jest powigzanie zjawiska hiper-promieniowrazliwosci
z wadliwym systemem naprawy DNA oraz regulacja cy-

Rys. 3. Typowa krzywa przezycia komérek z dowodami na hiper-pro-
mieniowrazliwos¢ (HRS) oraz radioopornos¢ (IRR). Linia przerywana
przedstawia ekstrapolacje niskiej dawki z liniowego modelu kwadrato-
wego (LQ) zastosowanego do danych dla wysokiej dawki. Dose — dawka
(pochtonieta), Survival - przezywalnos¢ [8]

Fig. 3. Typical cell survival curve with evidence of hyper-radiosensitivity
(HRS) and radioresistance (IRR). The dashed line represents the low dose
extrapolation from the linear quadratic (LQ) model applied to the high
dose data [8]

klu komorkowego. Jedna z hipotez zaktada, ze zjawisko
HRS jest wynikiem ominiecia przez komérke punktu
kontrolnego G2/M i wystapienie procesu apoptozy [8].

3. Metody szacowania promieniowrazliwosci

Znalezienie metody umozliwiajacej okreslenie pro-
mieniowrazliwosci osobniczej jest bardzo istotne dla
ochrony radiologicznej pracownikéw zawodowo na-
razonych na dziatanie promieniowania jonizujacego.
Podobnie jak wazne jest obecnie przy planowaniu ra-
dioterapii. Ze wzgledu na mnogos$¢ czynnikéw wpty-
wajacych na radiowrazliwos¢ okreslenie jej jest bardzo
ztozonym zagadnieniem. Wiekszos¢ obecnie wykorzy-
stywanych metod jest opartych na réznych procesach
komérkowych takich jak przezywalnos¢ komédrkowa,
zdolno$¢ do naprawy uszkodzen, tworzenie aberra-
¢ji chromosomowych lub apoptoza (programowana
Smier¢ komorki). Te parametry sg elementem réznicu-
jacym w testach szacujgcych promieniowrazliwos¢ [10].
Idealna metoda powinna spetnia¢ nastepujace zato-
zenia: nieinwazyjnos¢, duza czutos¢ i swoistos¢, krotki
czas trwania umozliwiajacy stosowanie kliniczne oraz
mozliwos¢ automatyzacji [11].

Aktualnie prowadzone sg badania w kierunku okre-
$lania indywidualnej promieniowrazliwosci na bazie
testow jednoparametrycznych (oszacowanie jednego
parametru okreslajagcego promieniowrazliwos¢) oraz
wieloparametrycznych  (znacznie doktadniejszych,
ale tez drozszych i pracochtonnych). Ponizej pokrétce
omowiono najwazniejsze z nich, ktére moga zostac wy-
korzystane do oszacowania promieniowrazliwosci.
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e Analiza aberracji chromosomowych

Aberracje chromosomowe to wszystkie nieprawi-
dtowosci w budowie fizycznej chromosomoéw. Wy-
rézniamy aberracje liczbowe, czyli zmiany w liczbie
chromosomoéw, oraz aberracje strukturalne — zmiany
w morfologii chromosomow [12]. Do ich analizy zazwy-
czaj wykorzystuje sie limfocyty krwi obwodowej, po-
niewaz krew jest tatwo dostepng tkanka i obiega caty
organizm, wiec moze by¢ odzwierciedleniem proceséw
fizyko-chemicznych catego organizmu. Jednymi z cze-
Sciej wykorzystywanych aberracji do oceny promienio-
wrazliwosci sg chromosomy dicentryczne, chromosomy
pierscieniowe, translokacje oraz ztamania chromatydo-
we. W celu ich analizy limfocyty krwi sa stymulowane
do podziatu komdérkowego, poniewaz wiekszos¢ z nich
znajduje sie w spoczynkowej fazie GO cyklu komérko-
wego. Nastepnie s3 zatrzymywane w poczatkowym
etapie mitozy (metafazie), co umozliwia ich obserwacje
i analize pod mikroskopem. Jednym z czesciej stosowa-
nych testow, ktéry wykorzystuje analize aberracji chro-
mosomowych, jest G2-test. W tym badaniu limfocyty
krwi obwodowej PBL (ang. peripheral blood lymphocy-
tes) s naswietlane w fazie G2 cyklu komérkowego i na-
stepnie analizowane po ich zatrzymaniu w metafazie.
Liczba zaobserwowanych aberracji, ktére nie zostaty
naprawione w punkcie kontrolnym G2/M, stuzy do sza-
cowania poziomu promieniowrazliwosci [13].

Innymi badanymi uszkodzeniami sg translokacje.
Powstajg one na skutek ztamar chromosomoéw i wy-
miany tych fragmentéw miedzy chromosomami. Jedng
z czesciej wykorzystywanych metod do analizy trans-
lokacji jest technika FISH (ang. fluorescence in situ hy-
bridization). Polega ona na zastosowaniu sond moleku-
larnych, ktére wigzg sie z okreslonymi odcinkami DNA.
Metoda FISH wykorzystuje metody fluorescencyjne do
detekgji tych sond [12].

« Testognisk histonu y-H2AX

W miejscach, w ktérych pojawiajg sie podwdjnoni-
ciowe pekniecia DNA — DSB (ang. double strand bre-
ak), nastepuje fosforylacja H2AX (biatka tworzacego
chromatyne) i powstanie histonu y-H2AX. Fosforylo-
wana forma H2AX ufatwia pojawienie innych czynni-
kéw naprawy DNA i utrzymuje uszkodzone fragmenty
w bliskiej odlegtosci od uszkodzonego chromosomu.
W wyniku zgromadzenia w jednym miejscu czynnikéw
naprawy DNA powstaje tak zwane ognisko, ktore jest
mozliwe do zwizualizowania w mikroskopie z uzyciem
barwienia fluorescencyjnego. Test histonu y-H2AX jest
bardzo czutg metoda wykrywania uszkodzerh DNA,
ktéra mozna uzywac nawet dla tak niskich dawek jak
2 mGy. Zastosowanie tej metody jako pomiaru zdolno-
scinaprawy DNA - DRC (ang. DNA repair capacity), moze
by¢ wykorzystane do oceny promieniowrazliwosci [14].

Jednakze nie wszystkie syndromy radiowrazliwosci
(jednostki chorobowe, ktérych jednym z objawdw jest
wysoka radiowrazliwosc) sa zwigzane z wadami napra-
wy DSB, dlatego test ognisk histonu y-H2AX nie moze
samodzielnie prawidtowo rozpozna¢ wszystkich oséb
promieniowrazliwych [15].

« Test mikrojgdrowy

Mikrojadra, MN (ang. micronuclei), to owalnych
ksztattéw twory powstate z chromosoméw lub ich
fragmentoéw, ktére po nieprawidtowym podziale jadra
komérkowego pozostaty w cytoplazmie. Oznacza to,
ze powstawanie mikrojader jest zwigzane z aberracja-
mi chromosomowymi liczbowymi lub strukturalnymi,
utratg chromosomoéw lub ich fragmentéw. MN sa tatwe
do zwizualizowania za pomocg mikroskopu, co umozli-
wia ich zliczenie zaréwno w sposéb manualny jak i przy
uzyciu systemoéw analizy obrazu. Z powodu zaniku
liczby mikrojader wraz z dalszym podziatem komérki,
do ich badania najczesciej stosuje sie cytochlazyne B,
ktdra blokuje podziat cytoplazmy. Technika CBMN (ang.
cytokinesis-blocked micronucleus) umozliwia zliczanie
mikrojader w komoérkach dwujadrzastych [16].

« Test przedwczesnej kondensacji chromosomoéw
PCC

Technika PCC (ang. Premature chromosome con-
densation) polega na wywotywaniu kondensacji chro-
mosomodw, ktdre sa jeszcze w fazie spoczynku. Bada-
ne komorki s3 pobudzane do kondensacji za pomoca
faczenia z komoérkami mitotycznymi lub poddawania
dziataniu inhibitoréw fosfataz. Dzieki temu mozliwa
jest ocena aberracji chromosomowych w fazach G1
i G2, co umozliwia przeprowadzenie analiz réwniez na
komoérkach, ktére nie sg zdolne do podziatu (wejscia
w metafaze). Metoda ta jest szczegdlnie odpowiednia
dla analizy ztaman chromatydowych w fazie G2, ponie-
waz jest to najbardziej promieniowrazliwa faza cyklu
komérkowego [14].

« Analiza polimorfizmu pojedynczego nukleotydu
SNP

Polimorfizm pojedynczego nukleotydu, SNP (ang.
Single Nucleotide Polymorphism), to zmiennos$¢ kolej-
nosci nukleotydow w DNA miedzy przedstawicielami
danego gatunku lub miedzy parami chromosomoéw
jednego osobnika [17]. Kazdy organizm rézni sie mie-
dzy sobga zdolnoscig do reperacji uszkodzern DNA, co
moze by¢ zwigzane z polimorfizmem gendw ich napra-
wy. Badania SNP gendéw zwigzanych z mechanizmem
naprawy poprzez scalanie niehomologicznych koricow
DNA, NHEJ (ang. non-homologous end joining), wy-
kazaty ich powiazanie ze zwiekszong promieniowraz-
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liwoscia i wystepowaniem nowotworéw. Wiadomo
takze, ze btedy w procesach naprawy DNA zwiekszajg
radiowrazliwos¢ w przypadku niektérych choréb oraz
nowotworow. Jedna z metod analizy SNP jest PCR-RFLP
(ang. polymerase chain reaction amplified restriction
fragment length polymorphism) [18]. Polega ona na
powieleniu fragmentéw DNA za pomoca taricuchowej
reakcji polimerazy (PCR), a nastepnie przy uzyciu enzy-
mow restrykcyjnych pociecie ich na fragmenty o réznej
dtugosci. Wielkosci tych fragmentéw moga by¢ nastep-
nie poréwnywane miedzy osobami badanymi.

o Testprzezywalnosci SF2

Test przezywalnosci SF2 (ang. surviving fraction at
2 Gy) to badanie polegajgce na ocenie zdolnosci ko-
morek do podziatu (tworzenia kolonii) [19]. Pobrane
komorki sa naswietlane dawka 2 Gy, nastepnie zliczone
i hodowane przez nastepne 1-3 tygodnie, zaleznie od
rodzaju komérek. Réwnoczesnie hodowane sg réwniez
komorki nienaswietlone (kontrolne), w celu okreslenia
wydajnosci hodowli PE (ang. plating efficiency) [20].
Obliczona po tym czasie frakcja przezywalnosci SF2,
z réwnania 1, wykorzystywana jest do szacowania
poziomu promieniowrazliwosci. Najwieksza wada tej
metody jest dtugi czas jej trwania, ktéry moze wynosic
nawet do 4 tygodni (dla fibroblastéw) [19].

liczba komérek (po hodowli)
SF2 = (M

liczba komérek (przed hodowlq) - %

o Test kometowy

Test kometowy (ang. comet assay), nazywany réw-
niez elektroforeza (ruch czastek pod wptywem dziatania
pola elektrycznego) pojedynczych komorek, SCGE (ang.
single cell gel electrophoresis), stuzy do wykrywania
uszkodzerh DNA. Gdy test jest wykonywany w warun-
kach neutralnych (obojetne pH) pozwala na identyfika-
cje DSB. Metoda tego badania polega na umieszczeniu
i unieruchomieniu napromieniowanych komoérek w zelu
agarazowym, nastepnie za pomocg buforu lizujgcego
przerwania ciggtosci btony komérkowej i wykonaniu
elektroforezy na komoérkach umieszczonych w buforze
do elektroforezy. Probki poddane takiej procedurze sa
barwione i w kolejnym kroku analizowane za pomoca
metod komputerowych. Otrzymane do analizy obra-
zy przypominajg ksztattem komete, ktérej glowe two-
rzy materiat DNA pozostaty w jadrze komorkowym,
natomiast ogon zawiera uszkodzone fragmenty DNA
przemieszczone pod wptywem pola elektrycznego. Pa-
rametrem oceniajgcym uszkodzenia DNA w tescie kome-
towym jest najczesciej tzw. moment ogonowy, ktéry jest
réwny iloczynowi dtugosci komety i procentowej zawar-
tosci materiatu genetycznego w ogonie [21].

o Elektroforeza w zmiennym polu elektrycznym
PFGE

Elektroforeza w zmiennym polu elektrycznym (ang.
Pulse Field Gel Electrophoresis) jest metodg podobng
do wyzej opisanej SCGE. W tym tescie jednak préb-
ki zawierajgce uszkodzone DNA (pod wptywem pro-
mieniowania jonizujgcego), sa poddawane dziataniu
zmiennego pola elektrycznego. Dzieki temu mozliwe
jest rozdzielenie materiatu genetycznego pod wzgle-
dem ich rozmiaréw, poniewaz w zaleznosci od wielko-
$ci fragmentu DNA porusza sie on z r6zng predkoscia
w zelu agarazowym, w polu elektrycznym [22]. Wyniki
testu PFGE, w przypadku badan okreslajgcych promie-
niowrazliwos¢, okreslajg procent uwolnionego DNA
%FAR (ang. fraction of activity released) [23].

4. Opis analizowanych prac

Bazujagc na réznych testach radiobiologicznych
opisanych powyzej, dokonano analizy dostepnych
w literaturze miedzynarodowej danych dotyczacych
zrdznicowania promieniowrazliwosci oraz promienio-
podatnosci w populacji ludzkiej. Kryterium wyboru
prac byto poddanie testom predykcyjnym promienio-
wrazliwosci oséb zdrowych, przynajmniej jako czesci
kohorty uczestnikéw danego badania. Odrzucone zo-
staty prace, w ktérych testowano wytgcznie osoby cho-
re. Drugim kryterium byto wyznaczenie progu promie-
niowrazliwosci, ktory rozdzielat osoby badane na grupe
o prawidtowym poziomie promieniowrazliwosci oraz
o podwyzszonym poziomie. W nielicznych badaniach
zostat réwniez wyznaczony prég na promienioopor-
nos¢. Na tej podstawie wybrano osiem badan, w kto-
rych zostaty przetestowane limfocyty krwi obwodo-
wej (PBL). Uzyskanie tych prébek do testow jest proste
i mato inwazyjne, gdyz wymaga jedynie pobrania kilku
mililitrow krwi w zgieciu tokciowym. Komérki limfocy-
tow kraza po catym organizmie co pozwala przyja¢, ze
moga wiarygodnie odzwierciedlac reakcje catego orga-
nizmu na dziatanie promieniowania jonizujacego.

Ponadto opisano trzy publikacje, ktére opisujag me-
tody wieloparametryczne. Sg to gotowe algorytmy
réznicujace badang populacje ludzka pod katem indy-
widualnej promieniowrazliwosci. W tych pracach do
badan wykorzystano komérki fibroblastéw (pobierane
ze skory).

W tabeli nr 1 zebrano podsumowanie informagji
zawartych w osmiu analizowanych badaniach promie-
niowrazliwosci na komoérkach limfocytéw PBL, uszere-
gowanych wedtug daty publikacji (rozpoczynajac od
najstarszego wybranego badania). Znajdziemy w niej
informacje o przebadanych osobach (ich liczbie i sta-
nie zdrowia), parametrach (biomarkerach) mierzonych
w danych testach wraz z krétkim opisem tych testéw,
oraz wartosci biomarkeréw, dla ktérych przekroczone
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poziomy kwalifikujg osobe badang jako promienio-
wrazliwg lub promieniooporna (prég promieniowrazli-
wosci i promieniopodatnosci).

Same analizowane publikacje opisano bardziej
szczego6towo w kolejnej czesci artykutu.

4.1. Testy wykorzystujace limfocyty

Ponizej opisano szczegétowo publikacje zaprezen-
towane w tabeli 1, wraz ze skréconym opisem badanej
grupy oraz uzytej metody.

e Baria, K. et al., 2001. British Journal Of Cancer [1]

Do badania zakwalifikowano 66 zdrowych oséb, 34
z tagodnymi chorobami przewlektymi, 31 z nowotwo-
rami piersi, 27 z nowotworem szyjki macicy, 37 z nowo-
tworem jelita grubego i 35 z nowotworem ptuc. Krew
do badan zostata pobrana przed przebyta radio- lub
chemioterapig, w przypadku testowanych pacjentéw
onkologicznych. Wartos¢ progowa (100 aberracji/100
komoérek), dzielaca osoby badane na wrazliwe i nor-
malnie reagujace na dziatanie promieniowania, zostata
wyznaczona na 90 percentyl z rozktadu liczby aberra-
¢ji na 100 komoérek, dla oséb zdrowych. Liczba aber-
racji jest réznica miedzy aberracjami po naswietlaniu
i przed. W badaniu zatozono, ze dla kazdej pobranej
prébki zostanie przeanalizowanych po 50 metafaz, dla
obu czesci (przed i po napromieniowaniu). Dodatkowo

25 z 66 zdrowych oséb zostato poddanych badaniu
wielokrotnie (2-6 powtdrzen), umozliwiajac okreslenie
zmiennosci wewnatrzosobniczej. Obliczono warto$¢
wspodtczynnika zmiennosci CV (ang. coefficient of varia-
tion), ktérego wartos¢ wyniosta 10,3%. Poréwnujac ten
wynik z wartoscig CV=15,1%, obliczonga dla zmiennosci
miedzyosobniczej, uzyskano istotng statystycznie roz-
nice. Nie stwierdzono natomiast wptywu wieku oraz
ptci na wyniki testéw, dla wszystkich grup. Statystycz-
nie istotny odsetek osob, ktérych wyniki przekroczyty
wyznaczong warto$¢ progowa, otrzymano dla grupy
chorych na nowotwory piersi 39% (31 oséb) oraz no-
wotwory jelita grubego 30% (37 oséb). Rezultaty te sa
potwierdzeniem postawionej hipotezy, ze zwiekszona
promieniowrazliwos¢ chromosomalna jest znaczni-
kiem genetycznej predyspozycji do powszechnych no-
wotwordw [1], patrz rys. 4.

o Vral, A. etal., 2004. Toxicology Letters [24]

Prog odciecia na promieniowrazliwos¢ w pracy Vral,
A. et al., zostat wyznaczony na poziomie 90 percenty-
la rozktadu wynikéw dla kazdego badania (MN i G2).
Wszystkie zliczenia zostaty wykonane przez dwéch ba-
daczy, dla G2-testu kazdy z nich analizowat po 25 meta-
faz od wszystkich dawcéw, w przypadku MN-testu obie
osoby analizowaty po 500 komoérek dwujgdrzastych.
Wariant LDR (ang. low dose rate) testu mikrojgdrowe-
go byt wykonany dla 51 z 57 os6b. Wartosci koricowe

Rys. 4. Wykresy przedstawiajqce zaleznos¢ liczby pacjentéw (numer of patients) od liczby aberracji na 100 komérek (aberrations/ 100 cells) dla os6b:
zdrowych (normals), z tagodnymi chorobami przewlektymi (benign disease), nowotworami piersi (breast carcinoma), nowotworami szyjki macicy
(cervical cacinoma), nowotworami jelita grubego (colorectal carcinoma) i nowotworami ptuc (lung carcinoma). Pionowa linia wskazuje wyznaczony
prég promieniowrazliwosci. Litera n oznacza liczbe oséb, ktdra przekroczyta wartos¢ progowq [1]

Fig. 4. Graphs showing the relationship between the number of patients and the number of aberrations per 100 cells for people: healthy (normals),
with mild chronic diseases (benign disease), breast cancer, cervical cancer (cervical cacinoma), colorectal cancer and lung cancer. The vertical line
indicates the designated radiosensitivity threshold. The letter n denotes the number of people who exceeded the threshold value [1]
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mikrojgder oraz ztaman chromatydowych uzyskano
przez odjecie ich liczby powstatej spontanicznie (w nie-
naswietlonych prébkach) od liczby w probkach, ktére
zostaty napromieniowane. Dla wszystkich badan wy-
konany test chi-kwadrat potwierdzit wysoce istotng
zmienno$¢ miedzy dawcami. Sprawdzana byfa réw-
niez zmiennos¢ wewnatrzosobnicza. Dokonano tego
na podstawie powtarzanych w réznej liczbie (od 2 do
15) badan, na przestrzeni kilku lat, na 14 ochotnikach.
W tym przypadku wykonany test chi-kwadrat pozwolit
na potwierdzenie istotnej zmiennosci wewngatrzosob-
niczej, ale jedynie dla MN-testéw. Powodem tego moze
by¢ duzo wieksza liczba mikrojader niz ztaman chro-
matydowych. Do analizy zmiennosci wewngatrzosob-
niczej wykorzystano wyniki oséb, u ktérych wykonano
co najmniej 4 badania. Dodatkowo wykonano réwniez
F-test, w ktérym poréwnano wspoétczynniki zmienno-
sci obliczone dla zmiennosci wewnatrz- i miedzyosob-
niczej. Zarébwno dla G2 i MN-testu otrzymane rezultaty
wskazujg na brak istotnej réznicy. Moze to swiadczyc
o koniecznosci wykonywania wielokrotnie tego same-
go badania u jednej osoby w celu okreslenia jej promie-
niowrazliwosci [24].

e Vorobyova, N.Y., Osipova, A.N. & Pelevina, I.1I.,
2007. Bulletin Of Experimental Biology and Medi-
cine [25]

W badaniu Vorobyova, N.Y., Osipova, A.N. & Pelevi-
na, .. tylko osoby zdrowe i niepalace w wieku 30-50 lat,
zostaty zakwalifikowane do udziatu w badaniu. Wszyst-
kie osoby biorace udziat w badaniu zostaty podzielone
na 4 grupy. Granicg okreslajaca przynaleznos¢ do dane;j
grupy byta wartos¢ 95% przedziatu ufnosci wyznaczo-
na dla momentéw ogonowych komety oséb zdrowych
z grupy kontrolnej, w wariantach przed i po napromie-
niowaniu. Uzyskano nastepujacy podziat na grupy: | -
norma; Il - przekroczony poziom po napromienieniu;
[l - przekroczony poziom przed i po napromienieniu;
IV - przekroczony poziom przed napromienieniem
(patrz rys. 5). Piloci zakwalifikowani do badania uczest-
niczyli w lotach cywilnych, na réznych wysokosciach
(6000-17 000 m) oraz z ré6znym czasem trwania lotu
(390-4520 h). Zbadana grupa pilotéw miata znacza-
co wieksze rozproszenie rozktadu uszkodzern DNA na
podstawie przeprowadzonego testu Fishera, w poréw-
naniu do grupy kontrolnej. Wynik taki uzyskano dla
prébek analizowanych przed i po napromieniowaniu.
Astronauci byli badani 10-20 lat po odbytych misjach,
ktére trwaty od 11 do 679 dni (suma wszystkich misji).
Analiza wykazata te same zaleznosci, jak dla pilotéw
i 0s6b z grupy kontrolnej, jednak z mniej znaczaca réz-
nicg. Moze by¢ to wynikiem mniejszej licznosci grupy
astronautéw. Zostata uzyskana statystycznie istotna
korelacja miedzy poczatkowym poziomem uszkodzen
DNA, a tym po naswietlaniu dawka 1 Gy w przypadku

pilotéw i grupy kontrolnej. Poddanie dziataniu ludzi
na promieniowanie jonizujace powoduje wzrost zr6z-
nicowania poziomu uszkodzen oraz ztaman DNA. Brak
korelacji miedzy ciezkoscia tych efektéw i czasem nara-
zenia moze oznacza¢, ze wptyw na skutki uboczne ma
indywidualna reakcja organizmu [25].

Olive tail moment after exposure, arb. units
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Rys. 5. Rozktad momentéw ogonowych komety przed napromienio-
waniem (ang. initial olive tail moment) oraz po napromieniowaniu
dawkq 1 Gy (ang. olive tail moment after exposure) dla pilotow (1), gru-
py kontrolnej (2), astronautdw (3). Przerywane linie wyznaczajq granice
grup I-IV [25]

Fig. 5. Distribution of the comet’s tail moments before irradiation
(initial olive tail moment) and after irradiation with a dose of 1 Gy (olive
tail moment after exposure) for pilots (1), control group (2), astronauts
(3). The dashed lines mark the boundaries of groups I-1V [25]

o Terzoudi, G.I. et al., 2009. International Journal
Of Oncology [26]

W badaniu Terzoudi, G.I. et al., limfocyty krwi obwo-
dowej zostaty poddane badaniu za pomocg G2-testu
w dwodch wariantach: klasycznym oraz z zastosowa-
niem kofeiny. Kofeina zostata uzyta, aby unikna¢ punktu
kontrolnego na granicy faz G2/M cyklu komérkowego.
Umozliwito to zliczenie wszystkich ztamarn chromaty-
dowych, ktére powstaty na skutek dziatania promienio-
wania jonizujgcego. Na podstawie liczby uszkodzen,
otrzymanej dla obu wariantéw testu, wyznaczony zostat
parametr indywidualnej promieniowrazliwosci, IRP (ang.
individual radiosensitivity parameter), bedacy réznica
zkaman chromatydowych w badaniu bez i z kofeina. Pa-
rametr IRP odzwierciedla efektywnos¢ naprawy uszko-
dzenn DNA w punkcie kontrolnym G2/M, co oznacza, ze
im wieksza wartos¢ tego parametru tym skuteczniejsza
naprawa aberracji i nizszy poziom promieniowrazliwosci
(rys. 6). W obu wariantach okoto 50 komérek, od kazdego
dawcy, zostato wykorzystanych do obliczer uszkodzen
chromosomoéw. Dla zwyktego G2-testu wyznaczono
prég na promieniowrazliwos¢ dla 90 percentyla rozkta-
du liczby aberracji, co dato wartos¢ 3,7 ztaman chroma-
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tydowych na komérke. Dla badania z uzyciem kofeiny
wyznaczony parametr IRP umozliwit okreslenie progu
na promieniowrazliwos$¢ na poziomie 3,9. Wartos¢ ta
jest roznicg wartosci sredniej MV (@ang. mean value) i od-
chylenia standardowego SD (ang. standard deviation).
Dodatkowo jako prég wysokiej promieniowrazliwosci
przyjeto wartosc ponizej 3,1 (MV-2SD). Wyznaczono row-
niez prég na promienioopornos¢ dla IRP w zakresie 5,5-
6,3, oraz na wysoka promienioopornos¢ — wartosc IRP
powyzej 6,3. W celu okreslenia, ktéry wariant G2-testu
jest lepszym wyznacznikiem poziomu promieniowrazli-
wosci, zbadano komérki 5 oséb chorych na nowotwory,
u ktoérych zdiagnozowano skutki uboczne radioterapii.
Klasyczne badanie okreslito 3 z 5 przebadanych oséb
jako promieniowrazliwe, natomiast badanie z wykorzy-
staniem kofeiny przyporzadkowato wszystkie 5 os6b do
grupy promieniowrazliwej. Wykonano réwniez badania
na komoérkach oséb chorych na zespét ataksja-telean-
giektazja, lepsze rezultaty uzyskano takze dla badania
z uzyciem kofeiny [26].

Rys. 6. Rozktad liczby przebadanych oséb (ang. No. of donors) w za-
leznosci od wyznaczonej wartosci IRP (individual radiosensitivity pa-
rameter), okreslajqcej réznice ztamari chromatydowych w badaniu
z kofeing i bez, na komdrke (chromatid breaks/ cell). IRP jest wiec od-
wrotnie proporcjonalne do promieniowrazliwosci; Highly radiosensitive
- wysoce promieniowrazliwi, radiosensitive — promieniowrazliwi, nor-
mal - w normie, radioresistant — promieniooporni, highly radioresistant
— wysoce promieniooporni [26]

Fig. 6. Distribution of the number of tested people (No. of donors) de-
pending on the determined IRP value (individual radiosensitivity para-
meter), determining the difference in chromatid breaks in the study with
and without caffeine, per cell (chromatid breaks/cell). IRP is therefore
inversely related to radiosensitivity; Highly radiosensitive, radiosensiti-
ve, normal, radioresistant, highly radioresistant [26]

« Pantelias, G.E. & Terzoudi, G.I., 2011 Radiothera-
py And Oncology [13]

Badania opisane w pracy Pantelias, G.E. & Terzoudi,
G.l., zostaty wykonane analogicznie do wyzej oméwio-
nej pracy Terzoudi, G.l. et al.. Jednakze dla liczby ztaman
chromatydowych w komérkach niepoddanych dziataniu
kofeiny, nie zostat wyznaczany prég na promieniowrazli-
wosc¢. Natomiast w metodzie z uzyciem kofeiny wartos¢
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Rys. 7. Wykresy przedstawiajqce rozktady liczby oséb zdrowych (wy-
kres A) i 0s6b chorych na nowotwdr lub AT (wykres B) w zaleznosci od
indywidualnej promieniowrazliwosci. No. of healthy individuals - licz-
ba zdrowych os6b, Indiviidual Radiosensitivity — indywidualna promie-
niowrazliwos¢, Radioresistant — promieniooporny, normal — w normie,
Radiosensitive — promieniowrazliwy, Highly Radiosensitive — wysoce
promieniowrazliwy, No. of cancer and AT patients — liczba pacjentéw
znowotworamilub AT, % of AT radiosensitivity level - poziom procento-
wy promieniowrazliwosci chorych na AT [13]

Fig. 7. Graphs showing the distribution of the number of healthy people
(graph A) and people suffering from cancer or AT (graph B) depending
on individual radiosensitivity.

Yeah. of healthy individuals — the number of healthy people, Individual
Radiosentsitivity — individual radiosensitivity, Radioresistant — radio-
resistant, normal — within the norm, Radiosensitive — radiosensitive,
Highly Radiosensitive — highly radiosensitive, No. of cancer and AT pa-
tients — number of patients with cancer or AT, % of AT radiosensitivity
level - percentage level of radiosensitivity of AT patients [13]

parametru okreslajacego radiowrazliwos¢ IRS (ang. indi-
vidual radiosensitivity), byt obliczany z réwnania 2:

RS=—2%_100% @
2ca
gdzie:
G2 - liczba ztaman chromatydowych na komérke, po
napromieniowaniu bez uzycia kofeiny,
G2caf - liczba ztaman chromatydowych na komorke,
po napromieniowaniu z uzyciem kofeiny.
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Parametr IRS jest okreslany jako procent wysokie-
go poziomu promieniowrazliwosci, ktéry jest uzyski-
wany przez pacjentéw chorych na zespoét ataksja-te-
leangiektazja (AT). Zatozono, ze wartos¢ G2caf u oséb
zdrowych odzwierciedla poziom G2 u pacjentéw z AT.
Potwierdzity to wyniki otrzymane dla 6 pacjentéw AT,
ktérzy zostali sklasyfikowani jako osoby wysoce pro-
mieniowrazliwe. Rozktad promieniowrazliwosci oséb
zdrowych dopasowano do rozktadu normalnego
i otrzymano wartosci: MV=40,1% oraz SD=+9,8%. Na
tej podstawie wyznaczono progi klasyfikujgce osoby
badane jako: promieniowrazliwe (MV+SD), promie-
niooporne (MV-SD) oraz wysoce promieniowrazliwa
(MV+3SD) [13] (rys. 7).

« Brzozowska, K. et al., 2012. International Journal
Of Radiation Biology [2]

W pracy Brzozowska, K. et al. oprécz wykonanych
G2-testow, przeprowadzono réwniez testy ognisk
histonu y-H2AX oraz testy identyfikujace apoptoze.
Jednakze dla dwéch ostatnich badan nie wyznaczono
progu klasyfikujagcego badanych jako osoby promie-
niowrazliwe. Testy przeprowadzono na materiale po-
branym od 50 pacjentéw ze zdiagnozowanym rakiem
prostaty, ktorzy byli poddani radioterapii. Potowa pa-
cjentow zostata okreslona jako osoby, ktére doswiad-
czyty powaznych skutkdw ubocznych po przebytym
leczeniu, na podstawie kwestionariusza EPIC (ang.
Expanded Prostate Cancer Index Composite). Ankiety
zostaty przeprowadzone ostatniego dnia leczenia oraz
2 i 16 miesiecy po jego zakonczeniu. Badanie pacjen-
tow z powaznymi skutkami ubocznymi oraz bez umoz-
liwito sprawdzenie, czy wykonane testy prawidtowo
klasyfikujg pacjenta jako osobe promieniowrazliwa.
Testy wykonano réwniez na materiale pobranym od 23
zdrowych mezczyzn, dobranych pod wzgledem wieku
do pacjentéw onkologicznych. Grupy oséb badanych
poréwnywano na podstawie réznicy liczby aberracji po
i przed napromieniowaniem. Do analizy zostaty wyko-
rzystane tylko wyniki oséb, ktérych czestos¢ wystepo-
wania aberracji znajdowata sie miedzy 25 a 75 percen-
tylem. Uzyskano istotnie statystycznie réznice miedzy
pacjentami ze skutkami ubocznymi i osobami zdrowy-
mi, a takze miedzy pacjentami bez skutkéw ubocznych
i osobami zdrowymi. Moze to $wiadczy¢ o wptywie
obecnosci guza nowotworowego na zwiekszenie po-
ziomu promieniowrazliwosci. Warto$¢ 90 percentyla,
z rozktadu aberracji oséb zdrowych, zostata okreslona
jako prog powyzej ktérego osoby sa uwazane za pro-
mieniowrazliwe. Prég obliczono dla wynikéw uzyska-
nych przed i po napromienieniu. 22 pacjentéw zostato
uznanych za promieniowrazliwych, w przypadku wyni-
kéw po naswietlaniu, z czego 50% to pacjenci ze stwier-
dzonymi skutkami ubocznymi radioterapii. Otrzymane
rezultaty poddaja watpliwos¢ skutecznego przewidy-

wania wystgpienia powaznych negatywnych skutkéw
radioterapii przy zastosowaniu jedynie G2-testu. [2]

o Mumbrekar, K.D. et al., 2016. DNA Repair [27]

Badanie przeprowadzono na 100 zdrowych oso-
bach, z tej samej grupy etnicznej i spoteczno-kulturo-
wej, ktdére nie byty narazone diagnostycznie i zawodo-
wo na dziatanie promieniowania jonizujgcego. Wsrod
uczestnikdéw byto 54 mezczyzn i 46 kobiet. Probka krwi
pobrana od kazdego dawcy zostata czesciowo wyko-
rzystana do wyizolowania materiatu DNA, a czesciowo
do wyizolowania limfocytéw krwi obwodowej. Uzyska-
ny materiat genetyczny wykorzystano do analizy dzie-
sieciu wybranych SNP w dziewieciu réznych genach.
Do przeprowadzenia genotypowania zostata uzyta
metoda PCR-RFLP. Limfocyty krwi obwodowej pod-
dano testowi ognisk histonu y-H2AX. Kor\cowe warto-
sci liczby ognisk na komorke sa roznica liczby ognisk
po i przed napromienieniem. Stwierdzono znaczacy
wzrost ztaman podwdjnoniciowych w probkach prze-
badanych po uptywie 0,25 h od dziatania promieniowa-
nia jonizujgcego u kobiet, w poréwnaniu do mezczyzn.
Uzyskane wyniki testu wykonanego po 6 h pozwolity
na podziat uczestnikow badania na trzy grupy: ,nor-
malni” (MV4SD), ,wrazliwi” (>MV+SD), ,odporni” (<MV
-SD). Zbadano réwniez zwigzek miedzy testowanymi
SNP, a DSB i ich naprawa. W tym celu poréwnano liczbe
ognisk y-H2AX, w badanych odstepach czasowych, dla
réznych genotypow. Dla wynikéw prébek analizowa-

Rys. 8. Rozktad liczby 0séb (wyrazona w procentach) od liczby ognisk
na komdrke po 6h po naswietlaniu dawkq 2 Gy promieniowania X.
Occurrence — wystepowanie, numer of foci/cel at 6 hr — liczba ognisk/
komérke po 6 godzinach, mean - srednia, SD (standard deviation) — od-
chylenie standardowe [27]

Fig. 8. Distribution of the number of people (expressed as a percentage)
from the number of foci per cell 6 hours after exposure to a dose of 2 Gy
of X-rays. Occurrence — occurrence, number of foci/cel at 6 hr — number
of foci/cell after 6 hours, mean - average, SD (standard deviation) —
standard deviation [27]
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nych po 3i 6 h nie stwierdzono wptywu polimorfizmu
na poziomy DSB. Jednakze dla rezultatow otrzymanych
po czasie 0,25 h wykryto wptyw polimorfizmu w genie
XRCCé6. Dla tego genu osoby z genotypem CC+CG wy-
kazaty istotnie mniejszg indukcje podwdjnoniciowych
peknie¢ w poréwnaniu z genotypem GG. Wsréd oséb
zdrowych odnotowano wptyw polimorfizmu pojedyn-
czego nukleotydu SNP o numerze rs2267437 na induk-
cje DSB. Natomiast rs1805388 byt zwigzany ze zwiek-
szonga radioopornoscia [27], rys. 8.

« Vozilova, A.V. & Akhmadullina, Y.R., 2019. Rus-
sian Journal Of Genetics [28]

Do badania przeprowadzonego przez Vozilova, AV.
& Akhmadullina, Y.R., zostaty wybrane osoby z miejsco-
wosci potozonych nad rzeka Tecza (w Rosji), ktore byty
narazone na chroniczng ekspozycje spowodowang za-
nieczyszczeniem wody przez odpady promieniotwor-
cze z zaktadu atomowego Majak w latach 1948-1956.
Badania przeprowadzono na osobach obu pfci, urodzo-
nych przed 1960 r., u ktérych nie wystepowaty choroby
autoimmunologiczne, nowotworowe lub przewlekte
zapalne, nie przyjmowaty antybiotykéw i cytostaty-
kéw oraz nie byty poddane dziataniu promieniowania
jonizujacego w ciggu 6 miesiecy przed pobraniem krwi.
W toku przeprowadzonych badan cytogenetycznych
dwiema metodami, stwierdzono wzrost wskaznikow
cytogenetycznych u okoto 10% badanych. Nie stwier-
dzono wptywu skumulowanej dawki w czerwonym
szpiku kostnym RBM (ang. red bone marrow) po prze-
wlektej ekspozycji na promieniowanie na radiowrazli-
wos¢ limfocytow T, poniewaz nadmierne uszkodzenie
DNA w limfocytach obserwowano u dawcéw zaréwno
przy niskich, jak i wysokich dawkach RBM (od 0,007 do
2,78 Gy). Wartosci skumulowanej dawki zostaty wcze-
$niej wyznaczone w laboratorium biofizycznym, przy
uzyciu systemu dozymetrycznego TRDS-2016. Wy-
soki poziom aberracji chromosomowych byt czesciej
wykrywany u kobiet, jednakze test mikrojgdrowy nie
wykazat wptywu réznicy pici. Nie wykryto réwniez
wptywu wieku na radiowrazliwos¢ limfocytéw T u oséb
w badanym przedziale wiekowym (48-89 lat). Grupy
0s0b, u ktérych byty wykonywane analizy aberracji,
nie byty réwnoliczne. Prébki nienapromienione zba-
dano dla wszystkich 533 os6b, napromienione daw-
kami 2, 1i 0,5 Gy dla odpowiednio 33, 33 i 108 oséb.
Grupy 1 i 2 Gy zawieraty tych samych dawcoéw. Liczba
aberracji tylko u jednej kobiety przewyzszata préog wy-
znaczonej promieniowrazliwosci zaréwno dla probek
nienapromienionych i napromienionych dawkga 0,5 Gy.
W grupach dla dawek 1i2 Gy rézne osoby przekroczyty
wyznaczony prég promieniowrazliwosci, zadna z nich
nie przekroczyta tego progu w przypadku prébek nie-
napromienionych. W przypadku testu mikrojgdrowego
powtarzalnos¢ dla obu prébek wykryto u 3 kobiet i 7

mezczyzn. Probki nienapromienione i napromienione
dawka 1 Gy dla testu mikrojgdrowego réwniez nie byty
réwnoliczne. Badania wykonano dla 388 i 294 prébek
od kobiet oraz 245 i 203 od mezczyzn. Otrzymane dane
Swiadcza o tym, ze nie jest mozliwe okreslenie promie-
niowrazliwosci catego organizmu zaproponowanymi
badaniami cytogenetycznymi [28].

4.2, Testy wykorzystujace fibroblasty

Jak pokazano w powyzszym przegladzie prac, ba-
dania dotyczgce promieniowrazliwosci catego organi-
zmu w odniesieniu do limfocytéw krwi obwodowej nie
zawsze sg wiarygodne i cechujg sie duzg zmiennoscia.
W szczegolnosci nie zawsze odpowiedz limfocytow jest
tozsama z odpowiedzig innych tkanek, chociaz olbrzy-
mig zaleta badan na limfocytach jest ich praktycznie
nieinwazyjne pobieranie od osoby badane;j.

Innym mozliwym typem komorek sg fibroblasty
pobierane ze skdry. Metoda ta jest jednak nieco bar-
dziej inwazyjna, niemniej jednak wiele prac badaw-
czych poszto w tym kierunku, a wyniki sg obiecujace.
Najwazniejsze z nich zostaty streszczone w przegladzie
ponizej.

o Joubertetal. Int. J. Radiat. Biol. vol. 84, 2008 [23]

W przypadku badan Joubert et al. do testéw wyko-
rzystano 40 nietransformowanych (tj. nienowotworo-
wych) ludzkich fibroblastéw, pochodzacych od oséb
zdrowych oraz cierpigcych na 8 réznych syndroméw cho-
robowych. Cechag wspdlng tych choréb jest ostra reakcja
komorkowa na dziatanie promieniowania jonizujacego.
Przyktadami takich syndroméw sa: zesp6t ataksja-tele-
angiektazja, zespét Nijmegen NBS (ang. Nijmegen bre-
akage syndrome) lub skéra pergaminowata barwnikowa
XP (Xeroderma pigmentosum). W badaniu zatozono, ze
komorki pochodzace od oséb cierpigcych na wymie-
nione choroby, dokonuja naprawy ztaman chromatydo-
wych (CB) oraz podwdjnoniciowych peknie¢ DNA (DSB)
w sposéb nieprawidlowy. Z tego powodu poddano
sprawdzeniu zalezno$¢ miedzy promieniowrazliwoscia
komorkowa i naprawa tych uszkodzen. Komérki podda-
ne testom w 95-99% znajdowaty sie w fazie GO/G1 cyklu
komorkowego, w celu unikniecia wptywu faz cyklu ko-
morkowego na otrzymane wyniki [23].

Jako pierwszy zostat wykonany test przezywalno-
$ci SF2. Do analiz wybrano wyniki z wariantu SF2dp
(ang. delayed plating), w ktéorym komérki hodowano
po uptywie 24 h od naswietlania dawka 2 Gy. Na pod-
stawie testu SF2dp badane komérki podzielono na trzy
grupy pod wzgledem poziomu promieniowrazliwosci:
grupa | wyniki powyzej 45% (radioopornosc), grupa |l
osoby o umiarkowanej promieniowrazliwosci (7-45%),
grupa lll wyniki ponizej 7% (wysoka promieniowrazli-
wos¢) [23], rys. 9.
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Rys. 9. Zestawienie wynikdw testow przezywalnosci dla badanych linii
komérkowych, w dwdch wariantach: hodowla natychmiast po naswie-
tlaniu (os pozioma) i opéZzniona hodowla (po 24 h, os pionowa). Kaz-
dy zilustrowany wynik (zaznaczony okregiem) zostat otrzymany przez
obliczenie sredniej z minimum trzech powtdrzonych eksperymentéw,
z zaznaczonymi wartosciami odchylenia standardowego. Surviving
fraction at 2 Gy - frakcja przezywalnosci po dawce 2 Gy, delayed plating
-opdZniona hodowla, immediate plating - natychmiastowa hodowla,
group —grupa [23]

Fig. 9. Summary of the results of survival tests for the tested cell lines, in
two variants: culture immediately after irradiation (horizontal axis) and
delayed culture (after 24 h, vertical axis). Each result illustrated (circled)
was obtained by calculating the average of a minimum of three replica-
te experiments, with standard deviation values indicated.

Surviving fraction at 2 Gy - survival fraction after a dose of 2 Gy, delayed
plating - delayed culture, inmediate plating - immediate culture, gro-
up —group [23]

Nastepnie komorki z wyznaczonych grup promie-
niowrazliwosci poddano testom: PCC, immunofluore-
scencyjnym z uzyciem réznych markeréw (anty-pH2AX,
anty-MDC1, anty-pDNA-PK, anty-MRE11), PFGE i pla-
zmidowym. Testy te umozliwiaja oszacowanie niena-
prawionych CB i DSB. Dla zdefiniowanych wcze$niej
grup |, Il'i Il obliczono procent nienaprawionych zfa-
man chromatydowych, przy uzyciu techniki PCC i uzy-
skano odpowiednio wartosci: 9-11%, 12-20%, 20-42%.
Otrzymane rezultaty testéw SF2dp i PCC, sugerujg, ze
przezywalnos¢ komorkowa jest odwrotnie proporcjo-
nalna do nienaprawionych ztaman chromatydowych.
Analogiczna zalezno$¢ zostata stwierdzona réwniez
pomiedzy przezywalnoscig komérkowsq i liczbg DSB na
podstawie wynikéw testu PFGE (%FAR - wartos¢ okre-
slajaca procent uwolnionego DNA) orazimmunofluore-
scencji pH2AX (ilos¢ ognisk na komorke).

Przeprowadzone testy zwigzane z DSB umozliwity
dopasowanie cech komérkowych do wczedniej okre-
slonych grup oraz ich dokfadniejszy podziat:

« Grupa | - wyniki dla PFGE (%FAR<4, pomiar 24h
po napromieniowaniu) i immunofluorescencji
(<4 ognisk H2AX na komoérke, pomiar 24h po
napromieniowaniu),

« Grupa Il - wyniki dla PFGE (%FAR<10, pomiar
24h po napromieniowaniu) i immunofluorescen-
¢ji (<4 ognisk H2AX na komorke, pomiar 24h po
napromieniowaniu),

« Grupa llla - wysoki poziom nienaprawionych DSB
w wynikach testéw PFGE (%FAR po 6h w zakre-
sie 6-20) i immunofluorescencyjnych (6-20 ognisk
H2AX na komorke po 24h),

« Grupa lllb - wysoki poziom nienaprawionych DSB
w wynikach testow PFGE (%FAR po 6 h >60, po 24h
>30) i immunofluorescencyjnych (>30 ognisk H2AX
na komorke po 24h) [23].

» Bodgi et al. Journal of Theoretical Biology, 333,
2013 [29]

W tej pracy autorzy zaproponowali formute, nazwa-
na funkcja Bodgi'ego (réwnanie 3), ktéra opisuje kinety-
ke pojawiania i zanikania ognisk jgdrowych zwigzanych
z naprawg i sygnalizacja uszkodzenn DSB, powstatych
w wyniku oddziatywania na komérke réznych czynni-
kow stresowych, na przyktad promieniowania jonizuja-
cego. Petna postac funkcji Bodgi‘ego to:

)%9)-( 1 o @3)

—1.D.(1 1
N(t)_ID(1 ( 1+brep'(t_to)

1+b

rec

gdzie:

N(t) - liczba indukowanych DSB,

I - indukowana liczba ognisk na dawke 1 Gy,

D - dawka,

a_. b, - parametry szybkosci rozpoznawania ognisk,
d., b,ep — parametry szybkosci naprawy uszkodzer DNA,
t, — opbéznienie migdzy rozpoznaniem ogniska i napra-
wg uszkodzenia.

Detekcja ognisk jgdrowych danego biatka uczestni-
Cz3cego w rozpoznaniu i naprawie uszkodzen DNA jest
mozliwa z wykorzystaniem testéw immunufluorescen-
cyjnych. Wykonano takie badania na 45 komorkach
fibroblastéw pobranych od osdb, ktére byty leczone
za pomoca radioterapii. Zliczono fosforylowane formy
biatek pH2AX i pATM. Nastepnie dopasowano wyniki
do funkgcji Bodgi'ego i dokonano podziatu na poziomy
promieniowrazliwosci. Poniewaz ogniska pATM poja-
wiajg sie przed pH2AX, moga zosta¢ uznane za wskaz-
nik czasu rozpoznania uszkodzenia DNA. Natomiast
pojawienie pH2AX moze odzwierciedla¢ moment roz-
poczecia naprawy tych uszkodzen. Zestawienie para-
metréw brec(pATM) z brep(pHZAX) umozliwito najlepsze
rozréznienie linii komdrkowych (rys. 9), w poréwnaniu
zinnymi wyznaczonymi parametrami. Z tych powodéw
dokonano nastepujacego podziatu: pod wzgledem
prametru brep(pHZAX) grupa | (>0.02 [1/min]), 1l (0.005,
0.02), 11l (<0.005), pod wzgledem parametru brec(pATNl)
podgrupa a (<0.14) i podgrupa b (>0.14). Grupa |, I, Il
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to odpowiednio osoby radiooporne, o umiarkowane;j
promieniowrazliwosci i wysoce promieniowrazliwe
(rys. 10). Natomiast podgrupy a oraz b dokonuja rozréz-
nienia na nieprawidtowe i prawidtowe przemieszczanie
czastek w komorce (nucleo-shuttling) [29].

Rys. 10. Podziat na grupy pod wzgledem poziomu promieniowraz-
liwosci na podstawie parametréw funkcji Bodgi'ego brec(pATM)
i brep(pH2AX).

Radioresistance - radioopornos¢, Complete DSB repair — catkowita na-
prawa DSB, Fast DSB recognition — szybkie rozpoznanie DSB, Fast ATM
nucleo-shutteling — szybkie przemieszczanie czqstek ATM w komorce,
Low genomic instability — niska niestabilnos¢ genetyczna, abnormal
nucleoshuttling - nieprawidtowe przemieszczanie czqstek, normal nuc-
leoshuttling — prawidtowe przemieszczanie czqstek [29]

Fig. 10. Division into groups according to the level of radiosensitivity
based on the Bodgi function parameters brec(pATM) and brep(pH2AX).
Radioresistance, Complete DSB repair, Fast DSB recognition, Fast ATM
nucleo-shutteling — rapid movement of ATM particles in the cell, Low
genomic instability - low genetic instability, abnormal nucleoshuttling
— abnormal movement of particles, normal nucleoshuttling — proper
movement of particles [29]

» Bodgi and Foray. Int. Journal of Radiation Biolo-
gy, vol. 92, 2016 [30]

Autorzy pracy postawili hipoteze, ze pod wptywem
dziatania promieniowania jonizujacego dochodzi do
monomeryzacji kinaz ATM, proporcjonalnej do dawki.
Nastepnie powstate w cytoplazmie monomery ATM
przenikaja do jadra komoérkowego i tam uczestnicza
W procesie rozpoznania i naprawy podwdjnonicio-
wych uszkodzenn DNA. Hipoteza ta doprowadzita do
interpretacji modelu liniowo-kwadratowego zakfada-
jacej, ze parametr a odnosi sie do rozpoznanych, ale
nienaprawionych DSB. Natomiast parametr (3 dotyczy
uszkodzen, ktére nie zostaty zlokalizowane. W celu we-
ryfikacji poprawnosci zaproponowanego modelu prze-
badano 42 nietransformowanych (nienowotworowych)
ludzkich fibroblastéw i 18 linii komérkowych pocho-
dzacych od guzéw nowotworowych. Wyniki uzyskano
z wykonanych testéw immunofluorescencyjnych z uzy-

ciem przeciwciat yH2AX i pATM oraz testow przezy-
walnosci SF2. Na ich podstawie dokonano podziatu na
grupy w zaleznosci od poziomu promieniowrazliwosci:
grupa | - radiooporna, niskie ryzyko wystapienia nowo-
tworu, petne i prawidtowe rozpoznanie i naprawa DSB;
grupa Il - umiarkowana promieniowrazliwos¢, wysokie
ryzyko wystapienia nowotworu, niepetne rozpoznanie
uszkodzen z opdznieniem w zakresie od 10 minut do
1 h, niepetna i podatna na btedy naprawa DSB; grupa
Il - hiperpromieniowrazliwos¢ i wysokie ryzyko wysta-
pienia nowotworu, niepetna i podatna na btedy napra-
wa DSB [30].

5. Czy mozliwe jest obiektywne i pewne okreslenie
indywidualnej promieniowrazliwosci?

Na chwile obecng nigdzie w literaturze naukowej
nie istnieje uniwersalny test, ktéry w sposéb jedno-
znaczny wyznaczytby indywidualng promieniowrazli-
wosc¢ cztowieka. Mozna jednakze pokusic sie o coraz to
lepsze przyblizenia rzeczywistosci, na przyktad stosu-
jac testy wieloparametryczne. Jednym z takich podejs¢
moze by¢ zaproponowanie testu opartego jednocze-
$nie na limfocytach i fibroblastach przez potaczenie
najlepszych cech obu tych metod.

Proponowane przez nas podejscie do wyznacza-
nia poziomu promieniowrazliwosci jest podejsciem
hybrydowym poprzez wykonanie dwdch testéw, dla
dwoch réznych typoéw komérek (limfocytéw i fibrobla-
stow). W przypadku przekroczenia wartosci progowych
dla obu testéw osoba moze by¢ klasyfikowana jako
promieniowrazliwa.

Proponowany schemat skfada sie wiec z dwoch te-
stow, ktdre zostaty opisane we wczesniej zaprezento-
wanym przegladzie:

A. Test G2 zobecnoscia kofeiny (Pantelias, G.E. & Terzo-
udi, G.l., 2011 Radiotherapy and Oncology [13]): 50<
IRS [%],

B. Test immunofluorescencyjny dla pH2AX (Bodgi et
al. Journal of Theoretical Biology, 333, 2013[29]): b
<0,005 [1/min].

Wykorzystanie dwoch silnych testéw sprawdzaja-
cych skutecznos¢ naprawy uszkodzerr DNA dla dwéch
réznych ludzkich typéw komorek, wydaje sie lepszym
i bardziej uniwersalnym sposobem na przewidywanie
odpowiedzi organizmu na dziatanie promieniowania
jonizujgcego niz badania tylko jednego typu komorek.
Test G2 z obecnoscia kofeiny zostat wybrany miedzy in-
nymi, dlatego ze zostat sprawdzony dla facznej grupy
177 0s6b. Dodatkowo jest on zmodyfikowanym testem
G2, ktéry dzieki zastosowaniu kofeiny sprawdza me-
chanizm rozpoznawania i naprawy punktu kontrolnego
G2/M. Test dla przeciwciat H2AX réwniez opiera wyzna-
czenie poziomu promieniowrazliwosci na sprawdze-
niu mechanizmu naprawy uszkodzern DNA. Jednakze
w przypadku tego testu komorki sa napromieniowane

rep
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Rys. 11. Schemat pozwalajqcy na sklasyfikowanie osoby badanej jako osoby promieniowrazliwej. Oznaczenia osi A oraz B odpowiadajq opisanym
powyzej testom (dla limfocytéw i fibroblastéw). Ciemnofioletowy obszar wyznacza wyniki badan, ktérych uzyskanie oznacza uznanie osoby za pro-
mieniowrazliwg. Kolor jasnofioletowy pokrywa obszary, dla ktérych tylko jeden z dwéch przeprowadzonych testéw spetniat postawione kryterium

promieniowrazliwosci

Fig. 11. Diagram allowing for the classification of the examined person as a radiosensitive person. The A and B axis designations correspond to the
tests described above (for lymphocytes and fibroblasts). The dark purple area marks the test results that mean a person is considered radiosensitive.
The light purple color covers areas for which only one of the two tests performed met the radiosensitivity criterion

w fazie GO/G1, co uruchamia inne mechanizmy napra-
wy. Z tych powoddéw wybrany test immunofluorescen-
cyjny wydaje sie by¢ dobrym testem w parze z G2-te-
stem z kofeing. Sposréd testow na fibroblastach, test
immunofluorescencyjny dla pH2AX uzyskuje rezultaty
znacznie szybciej niz testy klonogenne (godziny vs ty-
godnie) i okresla mechanizm naprawy DSB DNA, ktéry
jest najczesciej wystepujagcym mechanizmem naprawy
peknie¢ dwuniciowych DNA.

Przedstawiony schemat jest jedynie luzng autorska
propozycja i nie zostat oparty o dedykowane badania
radiobiologiczne. Niemniej jednak w sposéb prosty
i precyzyjny okresla dwa niezalezne parametry, ktérych
przekroczenie definiuje nam osobe promieniowrazli-
wa, co schematycznie zobrazowano ciemnym kolorem
na rys. 11. Jest to z pewnoscig kolejny krok w kierunku
zindywidualizowania ochrony radiologicznej - przynaj-
mniej w perspektywie zidentyfikowania os6b promie-
niowrazliwych, aby méc chronic ich zycie i zdrowie.

Podsumowanie

Kwestia wyznaczania indywidualnej promienio-
wrazliwosci jest problemem niezwykle ztozonym
i stworzenie jednego spdjnego i catkowicie uniwersal-
nego testu medycznego moze by¢ wrecz niewykonal-
ne. Promieniowrazliwos$¢ osobnicza moze sie zmieniac
wraz z wiekiem i przebytymi chorobami, w szczegdl-

nosci osoby z chorobami nowotworowymi charakte-
ryzujg sie zazwyczaj wiekszg promieniowrazliwoscia.
Istotne jest rowniez poznanie ewentualnych cech dzie-
dzicznych, ktére w sposéb istotny moga wptywad na
zdolnosci naprawy DNA po uszkodzeniach popromien-
nych (taka cechg jest m.in. mutacja w genach BRCA1
i BRCA2). Nie w petni poznane zagadnienie promienio-
wrazliwosci wymaga dalszych badan, gdyz jest wysoce
prawdopodobne, iz ochrona przed promieniowaniem
jonizujgcym w przysztosci bedzie oparta w wiek-
szej mierze o cechy indywidualne, niz jest to obecnie
praktykowane. Z tego tez powodu Miedzynarodo-
wa Komisja Ochrony Radiologicznej (ICRP) powotata
dedykowang grupe robocza, aby moc oceni¢ szanse
i mozliwosci wprowadzenia w przysztosci zindywidu-
alizowanej ochrony radiologiczne;j.

Anna Matyjanka,
dr hab. inz. Krzysztof W. Fornalski,
Wydziat Fizyki, Politechnika Warszawska
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