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W 1994 r. ukazata sie praca [1] podsumowujgca wie-
loletnie badania wykonane w Zakfadzie Radiobiologii
i Ochrony Zdrowia Instytutu Badan Jadrowych. Byty to ba-
dania nad dziedzicznymi uszkodzeniami popromiennymi
komorek mysiej biataczki L5178Y-S (LY-S), zaréwno pu-
blikowane [2-3], jak niepublikowane. Miarg opisywanych
uszkodzen byto uposledzenie wzrostu: komérki kontrolne
podwajaty swoja liczbe co 11-12 godzin, natomiast w ho-
dowlach komoérkowych po ekspozycji na promieniowanie
X (0,25-6 Gy) obserwowano wydtuzony czas podwajania
i obnizong wydajno$¢ klonowania. Zmiany te utrzymy-
waty sie przez diugi czas, zas po klonowaniu w miekkim
agarze widoczne byly liczne klony o $rednicy mniejszej niz
w przypadku klonowania komorek kontrolnych. Podobne
skutki opisywano w réznych liniach komoérek ssakow [4-9]
i przyjat sie termin klony wolno rosnace lub ,wolne klony”
(ang. slow clones).

W odréznieniu od prac innych autoréw, w badaniach
wolno rosnacych klonéw LY-S izolowano je i $ledzono ich
wzrost w hodowlach zawiesinowych przez wiele pokolen
komoérkowych. Otrzymano takze 2 pokolenia klonéw po-
tomnych, z ktérych wybierano klony o najwyzszym czasie
podwajania do ponownego rozklonowania i obserwacji
wzrostu. Okazato sie, ze mozna w ten sposob otrzymac
klony rosnace coraz wolniej, o coraz nizszej wydajnosci
klonowania i obnizonej zywotnosci, zatem mamy do czy-
nienia z cechami dziedziczonymi. Zaskakujgca byta jeszcze
inna wifasciwos$¢: po przeniesieniu do hodowli zawiesi-
nowej, po wielu pokoleniach komérkowych obserwowa-
no w hodowlach wolno rosnacych powrét do kontrolnej
szybkosci wzrostu i zywotnosci.

Hodowle kontrolne (tj. nienapromienione) takze za-
wieraty klony, ktére po przeniesieniu do hodowli za-
wiesinowej miaty przez kroétki czas podwyzszony czas
podwajania, jednak szybko nastepowat powrét do
wiasciwego linii LY-S czasowi podwajania (10-12h).
Znacznie powolniejszy byt taki powrét w klonach

otrzymanych z hodowli po napromienieniu dawka
3 Gy promieniowania X, pozostawiajacg przy zyciu 0,06 %
komérek. R6znice miedzy tymi grupami klonéw ilustruje
rys. 1.

Obserwacja odnowy popromiennej w wiele pokolen
komoérkowych po ekspozycji na promieniowanie X byta
W niezgodzie z przyjetymi teoriami dziedziczenia uszko-
dzen popromiennych. Przyjmowano, ze otrzymane w wy-
niku klonowania,makrokolonie” (widoczne okiem niezbro-
jonym) zawierajg komérki, ktére sa potomstwem komérki
napromienionej. Skoro taka komorka i otrzymane z niej ko-
morki potomne byty zdolne do wielu podziatéw, oznaczato
to brak popromiennych uszkodzen DNA lub ich skuteczna
naprawe. Mozna tez byto uzna¢, ze btedna naprawa jakie-
gos$ odcinka DNA nieistotnego dla funkcjonowania komér-
ki nie odbija sie na zdolnosci do podziatéw mitotycznych.
Z obserwadji linii komorek chomika chinskiego [10] wyni-
kato, Ze obecnos¢ uszkodzen nienaprawionych powoduje
$mier¢ po 2-5 podziatach. Pozostajace przy zyciu komorki
iich komorki potomne nie tworzg makrokolonii w standar-
dowym dla danej linii komoérkowej czasie (rys. 1, droga A).

Promieniowanie X Eliminacja komérek nienaprawionych

ﬂ—- Komorki Il

Komérki ___— uszkodzone przez i Normallne.
w sl o : namnazanie
promieniowanieX A komérek
l B przezywajacych
Komorki
przezywajgce z Spowolniony
dysfunkcja —>  wzrost przez
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Rys. 1. Losy komodrek przezywajqcych ekspozycje na

promieniowanie X: eliminacja komdrek uszkodzonych letalnie
(A), spowolnione namnozenie sie komdrek niestabilnych
genetycznie, w stresie oksydacyjnym, z obnizonq zZywotnosciq

(B)
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Rys. 2. Powrét do kontrolnego czasu podwajania (TD) wolno
rosnqcych klondw izolowanych z hodowli kontrolnych | po
ekspozycjina 3 Gy promieniowania X. Wyniki obserwacji wzrostu
41 klondéw kontrolnych i 59 klondw izolowanych z hodowli
komdrek napromienionych. Czas podwajania oznaczano co ok.
48 godZzin od dnia osiqggniecia gestosci hodowli wynoszqcej 100
komdrek /mm?®. Klony z TD 9- 2 godZzin okreslano jako normailne,
z TD >12 godzin, jako wolno rosnqce. Rysunek wedtug pracy
z Radiat. Environ. Biophys. 33, 125-139 (1994), zmodyfikowany

Taki przebieg zdarzen byt spodziewany biorac pod uwage
uszkodzenia DNA, ich ekspresje na poziomie chromoso-
moéw i korelacje tych efektéw z przezywalnoscia. Taki tez
poglad przyjat sie w radiobiologii na wiele lat. Natomiast
wolno rosnace klony LY-S odznaczaty sie nizszym czasem
podwajania i po standardowym czasie 10 dni tworzyty
makrokolonie zréznicowanych rozmiaréw z wiekszg pro-
porcja matych klonéw niz komorki kontrolne; byty takze
zdolne do wzrostu w hodowli zawiesinowej. Tym niemniej,
ich powolny wzrost swiadczyt o odziedziczonych, niezdefi-
niowanych defektach (rys. 1, droga B). Jak juz wspomniano
- po dtuzszym czasie komorki potomne ,wolnych klonéw”
zaczynaty sie dzieli¢ réwnie szybko jak kontrolne. Nastepo-
wata zatem odnowa wewnatrzklonalna.

CHRONICZNY STRES OKSYDACYJNY,
ZMIANY EPIGENETYCZNE | EFEKTY NIECELOWANE

Mniej wiecej dwadziescia lat temu zainteresowanie
powolnym wzrostem ,wolnych klonéw” stopniowo wy-
gasato, poniewaz badania skupity sie na innych cechach
komorek przezywajacych. Cechy te pojawiaty sie po na-
promienieniu w pézniejszych pokoleniach komérkowych,
a rozpatrywane byty w kategoriach zjawisk ,non-targeted”
- niecelowanych (niekierowanych), takich jak efekt sa-
siedztwa (efekt widza) [11-14] i niestabilnos¢ genetyczna
[16]. Wiele wskazywato na epigenetyczny charakter szere-
gu zmian indukowanych przez promieniowanie jonizujace

[17, 18]. Oznacza to zmiany w ekspresji gendw niezalezne
od ich sekwencji nukleotydowej, zazwyczaj polegajace na
uniemozliwieniu transkrypcji w wyniku deacetylacji histo-
néw lub metylacji DNA.

Okazato sie, ze powolnemu wzrostowi ,wolnych klo-
néw” towarzyszy chroniczny stres oksydacyjny oraz nie-
stabilnos¢ genetyczna [19-23]. Za chroniczny stres oksy-
dacyjny odpowiada zaburzenie funkcji mitochondriéw,
w wyniku czego generowane sg nadmierne ilosci reaktyw-
nych pochodnych tlenu (RPT) [24 -27]. Spodziewano sie, ze
wysoki poziom RPT odpowiada za powtarzajace sie w ko-
lejnych pokoleniach komérkowych uszkodzenia widoczne
na poziomie chromosomowym, cechujgce niestabilnos¢
genetyczna. Nie stwierdzono jednak zwiekszenia uszko-
dzen oksydacyjnych zasad ani peknie¢ jednoniciowych
DNA. Na tej podstawie sformulowano wniosek, ze - aby
zadawalajaco wyjasni¢ nature niestabilnosci genetycznej
- nalezy uwzglednic¢ role innych niz jagdrowa tarcz promie-
niowania jonizujagcego oraz zajscie zmian epigenetycz-
nych [28, 29].

ZMIANY EPIGENETYCZNE W GENOMIE JADROWYM
A FUNKCJA MITOCHONDRIOW

W ostatnich latach ukazato sie szereg prac wskazu-
jacych na zwigzek miedzy dysfunkcjg mitochondridow
a niestabilnoscig genetyczng i zmianami w metylacji DNA
jadrowego [30-37]. Stres oksydacyjny powoduje podnie-
sienie poziomu mutacji w genomie mitochondrialnym
(mtDNA): mtDNA nie jest ostoniety biatkami histonowy-
mi i styka sie z btong mitochondrialng, narazony jest za-
tem silnie na uszkodzenia wywotywane przez RPT, ktére
generowane s3 W bezposrednim sasiedztwie. Poniewaz
mtDNA koduje niektére sktadniki fancucha oddechowego,
mutacje w mtDNA prowadza do nieprawidtowego funk-
cjonowania mitochondriéw i dalszego zwiekszenia stresu
oksydacyjnego. Okazato sie, ze istnieje zwigzek miedzy
mutacjami mtDNA i metylacjg jadrowego DNA [32-34, 38,
39].

Odpowiadajace za to mechanizmy molekularne nie
zostaty jeszcze poznane. Za istotng rolg metylacji DNA
w niestabilnosci genetycznej przemawia jednak praca
Rugo i wsp. [40]: na modelu mysich zarodkowych komé-
rek macierzystych wykazano, ze metylotransferaza DNA
jest niezbedna do indukgji niestabilnosci genetycznej za
posrednictwem efektu widza wywotanego promieniowa-
niem jonizujacym. Rys. 3 przestawia hipotetyczne (bo jesz-
cze niewyjasnione i niepotwierdzone doswiadczalnie we
wszystkich szczegoétach) powigzania prowadzace od indu-
kowanego przez promieniowanie uszkodzenia mitochon-
drialnego fancucha przenoszenia elektronéw do zmian
epigenetycznych i do kancerogenezy popromienne;j.

Opublikowany ostatnio przeglad [41] wykazuje prze-
konujaco, ze charakterystyczng cechg nowotworéw jest
zaburzenie epigenezy prowadzace do heterogennosci
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Rys. 3. Hipotetyczne powiqgzania miedzy indukowanym przez
promieniowanie uszkodzeniem mitochondrialnego faricucha
przenoszenia elektrondéw (faricucha oddechowego) a zmianami
epigenetycznymi

komoérek w obrebie guza i utatwiajace selekcje komorek
najlepiej przystosowanych do warunkéw otoczenia. Wia-
domo takze o roli mitochondriéw i stresu oksydacyjnego
w procesie kancerogenezy [42, 43]. Mozna przypuszczad,
ze identyczne procesy zachodza w hodowlach komoérek
pochodzacych z ,wolnych klonéw". Zatozenie to wyjasnia
skad sie brata heterogenno$¢ klonéw wolno rosnacych,
ktére pochodzity od pojedynczych komérek, a zatem po-
winny byty mie¢ identyczny genom, wskazuje tez, w jaki
sposéb w klonach LY-S zachodzita odnowa wewnatrzklo-
nalna, ktérej mechanizm pozostat w publikacji [3]1z 1994 .
niewyjasniony.

ODNOWA WEWNATRZKLONALNA: CZY TO WYNIK
SELEKCJI W KOMORKOWYCH POPULACJACH
MITOCHONDRIALNYCH ?

Komérkowa populacja mitochondriéow jest hetero-
genna, zwilaszcza w warunkach stresu oksydacyjnego.
W dodatku, w czasie dtugotrwatej hodowli podziaty mito-
tyczne dajg poczatek komoérkom o identycznym genomie
jadrowym, lecz podziat mitochondriéw miedzy komorki
potomne jest przypadkowy i moze by¢ nierbwnomierny.
Stwarza to mozliwos¢ zréznicowania populacji pod wzgle-
dem nasilenia stresu oksydacyjnego i zmian epigenetycz-
nych. Po dziesigtkach lub setkach podziatéw dochodzi do
selekcji komorek z przewaga mitochondriéw “dobrej jako-
ci”i korzystnymi dla wzrostu zmianami epigenetycznymi.
Mozna przypuszczac, ze na tym polegata opisana w ko-
morkach LY-S odnowa wewnatrzklonalna. W okresie popu-
larnosci badan klonéw wolno rosnacych problem ten nie
zostat rozwigzany, za$ w latach nastepnych uwaga radio-
biologéw skupita sie na innych zagadnieniach. Zmienity
sie takze kryteria oceny uszkodzen popromiennych, dzieki

szybkiemu rozwojowi odpowiednich technik doswiad-
czalnych oparte raczej na wskaznikach molekularnych niz
komérkowych. Nalezy doda¢, ze badania wolno rosnacych
klonéw dostarczyty jednego z najwczesniejszych opisow
niecelowanych efektéw promieniowania jonizujacego, za-
nim jeszcze termin ten powstat.

Odnowa wewnatrzklonalna wydaje sie w tej chwili
mato znaczacym epizodem w historii badan radiobiolo-
gicznych. Zastuguje jednak na uwage, poniewaz nie moz-
na wykluczy¢ jej dziatania in vivo. Zrozumienie jej uwarun-
kowan moze miec znaczenie zaréwno dla zapobiegania
odrostowi guza po radioterapii, jak i dla zmniejszenia ryzy-
ka kancerogenezy popromiennej.

prof.dr hab. Irena Szumiel,

Centrum Radiobiologii i Dozymetrii Biologicznej,
Instytut Chemii i Techniki Jgdrowej,
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Literaura

[1] J.Z.Beer, . Szumiel. Slow clones, reduced clonogenicity, and in-
traclonal recovery in X-irradiated L5178Y-S cell cultures, Radiat.
Environ. Biophys. 33 (1994) 125-139.

[2] J.Z.Beer,B. Ziemba-Zak, O. Rosiek, J. Sablinski, I. Szumiel, M. Ko-
pec. Regeneration of proliferative activity in the progeny of muri-
ne lymphoma cells L5178Y irradiated with X-rays, Bull. Acad. Pol.
Sci. Biol. 18 (1970) 581-584.

[3]1 J. Z. Beer, I. Szumiel. Heritable cell cycle disturbances and late
recovery in x-irradiated murine lymphoma L5178Y-S cell popu-
lations in vitro, Adv. Exp. Med. Biol. 53 (1975) 497-509.

[4] K.R.Trott, O. Hug. Intraclonal recovery of division probability in
pedigrees of single x-irradiated mammalian cells. Int. J. Radiat.
Biol. 17 (1970) 483-486.

[5] L.Gorgojo,.J. B. Little. Expression of lethal mutations in progeny
of irradiated mammalian cells, Int. J. Radiat. Biol. 55 (1989) 619-
630.

[6] W.P.Chang, J. B. Little. Delayed reproductive death in X-irradia-
ted Chinese hamster ovary cells, Int. J. Radiat. Biol. 60 (1991) 483-
496.

[71 W.P. Chang, J. B. Little. Delayed reproductive death as a domi-
nant phenotype in cell clones surviving X-irradiation, Carcinoge-
nesis 13 (1992) 923-928.

[8] M. Fitzek, K. R. Trott. Clonal heterogeneity in delayed decrease
of plating efficiency of irradiated Hela cells, Radiat. Environ. Bio-
phys. 32 (1993) 33-39.

[9] D.C.Brown, K. R. Trott. Clonal heterogeneity in the progeny of
HelLa cells which survive X-irradiation, Int. J. Radiat. Biol. 66(1994)
151-155.

[10] M. M. Elkind, A. Han, K.V. Volz. Radiation response of mammalian
cells grown in culture IV. Dose dependence of division delay and
post-irradiation growth of surviving aand non-surviving Chinese
hamster cells, J. Nat. Cancer Inst. 30 (1963) 705-721.

[11] W. F. Morgan, A. Hartmann, C. L. Limoli, S. Nagar, B. Ponnaiya. By-
stander effects in radiation-induced genomic instability, Mutat.
Res. 504 (2002) 91-100.

PTJVOL.57 2.1 2014



40

IRENA SZUMIEL PTJ

[12] J. B. Little, E. I. Azzam, S. M. de Toledo, H. Nagasawa. Bystander
effects: intercellular transmission of radiation damage signals,
Radiat. Prot. Dosimetry 99 (2002) 159-162.

[13] C. Mothersill, C. Seymour. Radiation-induced bystander effects:
Past history and future directions, Radiat. Res. 155 (2001)759-767.

[14] K. M. Prise, O. V. Belyakov, M. Folkard, B. D. Michael. Studies of
bystander effects in human fibroblasts using a charged particle
microbeam, Int. J. Radiat. Biol. 74(1998) 793-798.

[15] I. Szumiel. The bystander effect: is reactive oxygen species the
driver? Nukleonika

[16] U. Aypar, W. F. Morgan, J.E. Baulch. Radiation-induced genomic
instability: are epigenetic mechanisms the missing link? Int. J. Ra-
diat. Biol. 87 (2011) 179-191.

[17] O. Kovalchuk, J. E. Baulch. Epigenetic changes and nontarge-
ted radiation effects--is there a link?, Environ Mol. Mutagen. 49
(2008) 16-25.

[18] W. F. Morgan. Is there a common mechanism underlying geno-
mic instability, bystander effects and other nontargeted effects
of exposure to ionizing radiation? Oncogene 22 (2003) 7094-
7099.

[19] S. M. Clutton, K. M. Townsend, C. Walker, J. D. Ansell, E. G. Wright.
Radiation-induced genomic instability and persisting oxidative
stress in primary bone marrow cultures, Carcinogenesis 17 (1996)
1633-1639.

[20] C. L. Limoli, A. Hartmann, L. Shephard, C. R. Yang, D. A. Boothman,
J. Bartholomew, W. F. Morgan. Apoptosis, reproductive failure,
and oxidative stress in Chinese hamster ovary cells with compro-
mised genomic integrity, Cancer Res. 58 (1998) 3712-3718.

[21] C. L. Limoli, E. Giedzinski, W. F. Morgan, S. G. Swarts, G. D. Jones,
W. Hyun. Persistent oxidative stress in chromosomally unstable
cells, Cancer Res 63 (2003) 3107-3111.

[22] G. J. Kim, G. M. Fiskum, W. F. Morgan. A role for mitochondrial dys-
function in perpetuating radiation-induced genomic instability,
Cancer Res. 66 (2006) 10377-10383.

[23] G. J. Kim, K. Chandrasekaran, W. F. Morgan. Mitochondrial dys-
function, persistently elevated levels of reactive oxygen species
and radiation-induced genomic instability: a review, Mutagene-
sis 21 (2006) 361-367.

[24]J.K.Leach, T.G.Van, P.S. Lin, R. Schmidt-Ullrich, R. B. Mikkelsen. lo-
nizing radiation-induced, mitochondria-dependent generation
of reactive oxygen/nitrogen, Cancer Res. 61 (2001) 3894-3901.

[25] R. E. Rugo,R. H. Schiestl. Increases in oxidative stress in the proge-
ny of X-irradiated cells, Radiat. Res. 162 (2004) 416-425.

[26] T. Yamamori, H. Yasui, M. Yamazumi, Y. Wada, Y. Nakamura, H. Na-
kamura, O. Inanami. lonizing radiation induces mitochondrial
reactive oxygen species production accompanied by upregula-
tion of mitochondrial electron transport chain function and mi-
tochondrial content under control of the cell cycle checkpoint,
Free Radic. Biol. Med. 53 (2012) 260-270.

[271T. Yoshida, S. Goto, M. Kawakatsu, Y. Urata, T. S. Li. Mitochondrial
dysfunction, a probable cause of persistent oxidative stress after

exposure to ionizing radiation, Free Radic. Res. 46 (2012) 147-153.

[28] W. F. Morgan, A. Hartmann, C. L. Limoli, S. Naga, B. Ponnaiya. By-
stander effects in radiation-induced genomic instability, Mutat.
Res.504 (2002) 91-100.

[29] L. Huang, A. R. Snyder, W. F. Morgan. Radiation-induced genomic
instability and its implications for radiation carcinogenesis, On-
cogene 22(2003) 5848-5854.

[30] D. J. Smiraglia, M. Kulawiec, G. L. Bistulfi, S. G. Gupta, K. K. Singh.
A novel role for mitochondria in regulating epigenetic modifica-
tion in the nucleus, Cancer Biol. Ther. 7 (2008) 1182-1190.

[31] M. Takasugi, S. Yagi, K. Hirabayashi, K. Shiota. DNA methylation
status of nuclear-encoded mitochondrial genes underlies the
tissue-dependent mitochondrial functions. BMC Genomics
(2010) 19;11:481.

[32] S.Minocherhomji, T. O.Tollefsbol, K. K.Singh. Mitochondrial regu-
lation of epigenetics and its role in human diseases, Epigenetics
7(2012) 326-334.

[33] P. . Chinnery, H. R. Elliott, G. Hudson, D. C. Samuels, C. L. Relton.
Epigenetics, epidemiology and mitochondrial DNA diseases, Int.
J Epidemiol. 41 (2012) 177-187.

[34] D. Bellizzi, P. D’Aquila, M. Giordano, A. Montesanto, G. Passarino.
Global DNA methylation levels are modulated by mitochondrial
DNA variants, Epigenomics. 4 (2012) 17-27.

[35] O. Kovalchuk, J. E. Baulch. Epigenetic changes and nontarge-
ted radiation effects--is there a link? Environ. Mol. Mutagen. 49
(2008) 16-25.

[36] Y. lInytskyy, O. Kovalchuk. Non-targeted radiation effects - an epi-
genetic connection, Mutat. Res. 714 (2011) 113-125.

[37] J. Tamminga, O. Kovalchuk. Role of DNA damage and epigenetic
DNA methylation changes in radiation-induced genomic instabi-
lity and bystander effects in germline in vivo. Curr Mol Pharmacol
4(2011) 115-125.

[38] R. K. Naviaux. Mitochondrial control of epigenetics, Cancer Biol.
Ther. 7 (2008) 1191-1193.

[39] P. D'Aquila, G. Rose, M. L. Panno, G. Passarino, D. Bellizzi. SIRT3
gene expression: a link between inherited mitochondrial DNA
variants and oxidative stress, Gene 497 (2012) 323-329.

[40] R. E. Rugo, J. T. Mutamba, K. N. Mohan, T. Yee, J. R. Chaillet,
J. S. Greenberger, B. P. Engelward. Methyltransferases mediate
cell memory of a genotoxic insult, Oncogene 30(2011)751-756.

[41]W.Timp, A. P. Feinberg. Cancer as a dysregulated epigenome allo-
wing cellular growth advantage at the expense of the host. Nat.
Rev. Cancer 13 (2013) 497-510.

[42] W. C. Copeland, J. T. Wachsman, F. M. Johnson, J. S. Penta. Mito-
chondrial DNA alterations in cancer. Cancer Invest 20 (2002) 557-
5609.

[43] J. Lu, L. K. Sharma, Y. Bai. Implications of mitochondrial DNA mu-
tations and mitochondrial dysfunction in tumorigenesis. Cell Res.
19 (2009) 802-815.

PTJVOL.57 2.1 2014



