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Znamiona raka ("Hallmarks of Cancer")

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Hanahan & Weinberg, Cell 2000



Znamiona raka ("Hallmarks of Cancer")

Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Enabling Characteristics

Hanahan & Weinberg, Cell 2013
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o Radioterapie do leczenia
nowotwor zastosowano po raz
pierwszy juz w 1896 roku.

@ Szacuje sig, ze w ostatnigj
dekadzie okoto potowa
wszystkich pacjentéw z
rozpoznanymi nowotworami
poddawana byta radioterapii na
ktéryms$ z etapdw leczenia.

o Co wiecej, stanowita ona
element terapii u okoto 40%
wszystkich pacjentéw, ktérych
udato sie wyleczy¢ z
pierwotnego nowotworu.

Zrédto obrazka:

https://pl.wikipedia.org/wiki/Radioterapia



Dziatanie promieniowania jonizujgcego

@ Promieniowanie nadajace tadunek elektryczny atomom, ktére byty
wczesniej elektrycznie obojetne, na drodze wybijania elektronéw z
powtok elektronowych.

@ Jonizacja zasad azotowych (adeniny, guaniny, cytozyny i tyminy)
sktadajacych sie na ni¢ DNA, moze prowadzi¢ do powstawania w niej
peknie¢ i co za tym idzie uszkodzen materiatu genetycznego, ktérego
integralno$¢ jest niezbedna dla przezycia i funkcjonowania komorek.

@ Do powstawania peknie¢ dochodzi w duzo wiekszym stopniu poprzez
oddziatywanie nici DNA z produktami przemian chemicznych wody,
wywotanych pochtonieciem przez nie promieniowania jonizujacego
(radioliza wody).



Dziatanie promieniowania jonizujgcego

Przyjmuje sie, ze najbardziej szkodliwe dla komérki jest tzw. dwuniciowe
pekniecie (ang. Double Strand Break - DSB), czyli powstanie
jednoczesnych peknie¢ na obu niciach DNA na tyle blisko siebie, ze
dochodzi do rozerwania catego tancucha DNA.
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Dziatanie promieniowania jonizujgcego

Pojedyncze i podwdjne pekniecia nici DNA s3 wykrywane poprzez
odpowiednie biatka detektorowe, ktére przekazuja nastepnie sygnat
kolejnym biatkom mediatorowym.
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Dziatanie promieniowania jonizujgcego

Nastepujace potem kaskady sygnatéw prowadzi do zmian w regulacji
réznorodnych aspektéw funkcjonowania komérki. Podjeta jest préba

naprawy DNA.
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Biatko p53 — straznik genomu

@ Jednym z najwazniejszych biatek regulujacych odpowiedz komérki na
powstanie uszkodzen w nici DNA jest biatko p53.

@ Jego rola polega na wydtuzaniu czasu pomiedzy kolejnymi
podziatami komérki co umozliwia naprawe uszkodzen DNA
indukowanych réznymi czynnikami egzo- i endogennymi.

o Co najwazniejsze, jesli uszkodzenia s3 zbyt rozlegte lub naprawa
nieskuteczna, biatko p53 uruchamia proces zaprogramowanej
"samobdjczej” Smierci komérkowej — apoptozy.

o Mutacje w genie TP53, ktére uposledzaja jego dziatanie, stanowia
najbardziej rozpowszechnione zmiany genetyczne odnajdywane w
nowotworach ludzkich (okoto 50%).



Badanie frakcji komérek klonogennych

Metoda powszechnie stosowana od lat pie¢dziesigtych ubiegtego wieku do
mierzenia wptywu radioterapii na komorki.

Komérka, wokét ktérej po czasie odpowiadajacym okofo 5-6 cyklom
podziatu komérkowego (7-14 dni) powstanie kolonia sktadajaca sie z co
najmniej 50 komoérek, nazywamy klonogenna. Ten typ komdrek napedza
wzrost nowotworu.

Ich frakcje w w populacji (PE) obliczamy w nastepujacy sposéb:

PE — liczba ufromowanych kolonii

liczba posianych komérek




Model formowania kolonii

Najprostszy model podziatu komérkowego
@ Rozwazmy populacje N komérek "luzno” posianych na ptytce
hodowlane;.
o Zatdézmy, ze przy kazdej prébie podziatu komérka umiera z pewnym
prawdopodobiefstwem p (z uwagi na niestabilno$¢ genetyczng).
o Zaktadamy, ze obie komérki potomne sg tak samo niestabilne, czyli
maja taka sama warto$¢ prawdopodobienstwa $mierci przy podziale
p.
@ Zaktadamy, ze czas cyklu komérkowego ma rozktad normalny o
Sredniej 26 godzin i odchyleniu standardowym 1 godziny.
Pytanie: Jaka bedzie frakcja przezywajacych komérek klonogennych w
populacji w zaleznosci od czasu hodowli i prawdopodobienstwa p?

Sprébujmy najpierw odpowiedzie¢ na to pytanie korzystajac z symulacji.



Funkcja zwracajaca wielkos¢ kolonii utworzonej z jednej

komorki

function y = wzrostKolonii(params, liczbaDni)
tend = 24*liczbaDni; %czas symulacji w godzinach
t = 0; %czas poczatkowy
%zaczynamy od pojedynczej komorki, losujemy dla niej czas cyklu
cells = normrnd(params.mu, params.sigma);

while t<tend
[w, i] = min(cells);
t = t+w;
cells = cells - w;
if rand()>params.p
cells(i) = normrnd(params.mu, params.sigma);
cells = [cells normrnd(params.mu, params.sigma)];

else
cells(i) = [1;
end
if length(cells)>100
break;
end
end
y = length(cells);

end



Skrypt rysujacy zaleznos¢ PE od p i liczby dni

%definiowanie parametrow
params.mu = 26;
params.sigma = 1;

N = 100; %liczba komorek

pMesh = linspace(0, 0.5,10);
dniMesh = linspace(7,14,5);
PE = zeros(length(pMesh),length(dniMesh));

for i = 1:length(pMesh)
for j = 1:length(dniMesh)
params.p = pMesh(i);
liczbaDni = dniMesh(j);
for k = 1:N
PE(i,j) = PE(i,j) + (wzrostKolonii(params, liczbaDni) > 50)/N;
end
end
end

[A,B] = meshgrid(pMesh, dniMesh);
surface(A,B,PE’)

xlabel (’Prawdopodobienstwo p’)
ylabel(’Liczba dni’)

zlabel (’PE’)



Zaleznos$¢ PE od p i liczby dni
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Zaleznos$¢ teoretyczna

Przy zatozeniu, ze mamy nieograniczong ilos¢ czasu na eksperyment
(liczba dnia obserwacji jest bardzo duza), mozna pokazaé, ze
prawdopodobienstwo, tego ze dana komédrka wraz ze swoimi wszystkimi
klonami umrze wynosi
P = min(1, ——).
1-p

Zatem PE powinno teoretycznie wynosié

PE:1—P:1—mNLT§;)

0.8

0.6 N

PE

0.4

0.2

I L L .
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Prawdopodobienstwo p



Frakcja przezywajacych komérek klonogennych

Po zaaplikowaniu promieniowania jonizujacego komérki posiewa sie na
ptytki hodowlane i po uptywie tego samego czasu co przy wyliczaniu
wartosci PE dla komérek nieleczonych znéw zliczane s3 kolonie.

Frakcje przezywajacych komérek klonogennych (SF) po ekspozycji na
czynnik okresla sie poprzez formute

Sp liczba ufromowanych kolonii po zastosowaniu leczenia

liczba posianych komérek x PE




Model formowania kolonii po napromienieniu

o Zatézmy, ze w eksperymencie posiewamy jedynie te komorki, ktére
przezyty dang dawke promieniowania.

@ Przyjmijmy, ze promieniowanie jonizujace zwieksza
prawdopodobienstwo $mierci komérki przy podziale

p=min(p(1+c),1).

@ Zatézmy, ze eksperyment dla PE przeprowadzony zostat dla 8
dniowego okna czasowego.

Pytanie: Jak wyglada zalezno$¢ SF od parametréw p oraz c?



Skrypt wyznaczajacy zaleznos¢ na drodze symulacji

params.mu = 26;
params.sigma = 1;

N = 100; %liczba komorek
liczbaDni = 8;

%rozwazanae wartosci dla p
pMesh = linspace(0,0.3,10);
cMesh = linspace(0,2,5);

PE = zeros(length(pMesh),length(cMesh));
for i = 1:length(pMesh)
for j = 1:length(cMesh)
params.p = min(pMesh(i)*(1+cMesh(j)),1);
for k = 1:N
PE(i,j) = PE(i,j) + (wzrostKolonii(params, liczbaDni) > 50)/N;
end
end
end

[A,B] = meshgrid(pMesh, cMesh);
surface(A,B,PE’)

xlabel (’Prawdopodobienstwo p’)
ylabel (’Parametr c’)

zlabel (’PE’)



Zaleznos¢ pomiedzy SF a prawdopodobienstwem p i
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0.1 1

0.15 Parametr c

Prawdopodobienstwo p



Model liniowo-kwadratowy

o Kluczowym zagadnieniem dla radiobiologéw jest opisanie zaleznosci
wartosci frakcji przezywajacych komérek klonogennych (SF) od
dawki promieniowania oraz protokotu jej dostarczenia.

o Najczesciej wykorzystywanym do tego celu modelem
matematycznym jest radiobiologiczny model liniowo-kwadratowy.

o W przypadku gdy rozwazania dotycza krzywej przezycia uzyskanej
dla pojedynczych dawek promieniowania jonizujacego, model ten
opiera sie na trzech prostych zatozeniach.



Zatozenia modelu liniowo-kwadratowego

© Pojedyncze trafienie moze wywotaé dwuniciowe pekniecie DNA, w
wyniku czego moze doj$¢ do patologicznej zmiany w genotypie
komorki i, co za tym idzie, utraty klonogennosci. Zaktadamy, ze
prawdopodobienstwo takiego zdarzenia zalezy liniowo od dawki.

@ Zmiany patologiczne moga réwniez powstaé na skutek btednej
naprawy potozonych blisko siebie dwuniciowych peknie¢ DNA, ktére
powstaty w wyniku dwdch niezaleznych trafien. Przyjmuje sie, ze
liczba tego typu zmian jest wprost proporcjonalna do kwadratu
dawki promieniowania.

@ Liczba patologicznych zmian przypadajacych na pojedyncza komoérke
ma w cafej populacji rozktad Poissona (P(k) = A\e=*/k!).



Model liniowo-kwadratowy

Na podstawie powyzszych zatozen postuluje sie, ze w wyniku dziatania
promieniowania jonizujacego w komérce dochodzi $rednio do

Y =aD + 3D?

patologicznych zmian w materiale genetycznym, czyli Y jest parametrem
zatozonego rozktadu Poissona.

Ostatecznie, w populacji klonogenne pozostaja jedynie te komorki, w
ktérych nie doszto do zadnej patologicznej zmiany, czyli frakcja
przezywajacych komérek klonogennych w zaleznosci od dawki (SF(D))
wyraza sie wzorem

SF(D) = exp(—Y) = exp(—aD — $D?)

gdzie D okresla wykorzystang dawke promieniowania.



Model liniowo-kwadratowy dobrze opisuje dane

eksperymentalne
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Efekty nielokalne

A Efckt sasiedztwa B Efekt widza C Efekt kohorty
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Efekty nielokalne

Komérki sasiadujace
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