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Podstawowym celem radioterapii jest zniszczenie komorek
nowotworowych poprzez napromienienie tkanki nowotworo-
wej z uwzglednieniem jedynie niezbednego marginesu. Pomi-
mo tego, ze objetos¢ napromienionych tkanek jest zazwyczaj
niewielka w stosunku do catego ciata, efekty indukowane
przez promieniowanie jonizujace dotyczg catego organizmu
i moga by¢ obserwowane systemowo na poziomie moleku-
larnych sktadnikéw krwi. O efektach promieniowania decyduje
wielkos¢ dawki i objetos¢ napromienionych tkanek. Jednak in-
tensywnos¢ zmian systemowych obserwowanych na poziomie
catego organizmu, na przyktad w krwi, zalezy réwniez od
swoistej radiowrazliwosci uszkodzonych tkanek oraz rodzaju
i nasilenia odczynéw toksycznych indukowanych przez promie-
niowanie. Systemowe efekty promieniowania mozna rejestro-
wac na poziomie proteomu i metabolomu surowicy. Do
analizy tych komponentéw krwi wykorzystuje sie zwykle tzw.
.techniki wysokoprzepustowe”, do ktérych nalezg przede
wszystkim metody oparte o spektrometrie mas. Celem niniej-
szej pracy jest przeglad dostepnych danych na temat swoistych
zmian obserwowanych na poziomie proteomu i metabolomu
surowicy u pacjentéw onkologicznych eksponowanych na
promieniowanie jonizujgce w trakcie radioterapii. Nie ulega
watpliwosci, ze obserwowane efekty sg zwigzane przede
wszystkim z toksycznoscig promieniowania, a w szczegoélno-
sci z nasileniem odczynéw zapalnych i odpowiedzi immuno-
logicznej.
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WSTEP

Radioterapia (RT), zaréwno samodzielna jak
i uzupetniajgca jest efektywng metodg leczenia
pacjentOw z nowotworami litymi. W RT stosu-
je si¢ promieniowanie jonizujace (IR, ang. ioni-
zing radiation) w celu uszkodzenia DNA oraz
innych struktur komérkowych, co prowadzi do
zahamowania proliferacji i indukcji $mierci
uszkodzonych komérek nowotworowych. Po-
nadto, w ostatnich latach zwraca sie¢ uwage
rowniez na posrednie efekty promieniowania
jakimi sg uszkodzenia unaczynienia guza oraz
stymulacja odpowiedzi immunologicznej w od-
powiedzi na tak zwang immunogenng $mier¢
komérek nowotworowych. Chociaz IR pierwot-
nie kierowane jest na objeto$¢ guza, uszkadza
réwniez otaczajace tkanki zdrowe. W ostatnich
dwu dekadach RT jest coraz czesciej dostarcza-
ne za pomocg réznych zaawansowanych tech-
nologicznie metod np. wykorzystujacych modu-
lacje intensywnosci wigzki (IMRT, ang. inten-
sity modulated radiation therapy). Dzieki tej
technice mozliwe jest podanie wyzszych dawek
promieniowania do obszaru guza z jednocze-
snym obnizeniem dawki dostarczanej do otacza-
jacych tkanek zdrowych [1]. Jednakze, poten-
cjalng wadg IMRT jest ekspozycja duzych ob-
jetoSci tkanek zdrowych na niskie dawki pro-
mieniowania, co moze wywota¢ ogdlnoustro-
jowa odpowiedZ organizmu na RT. Uszkodze-
nia wywolane promieniowaniem jonizujgcym,
poza bezposrednig eliminacjg komérek nowo-
tworowych, prowadzg do zmian w komunika-
¢ji miedzykomoérkowej, odpowiedzi uktadu
odpornosciowego i zapalnego, proceséw odbu-
dowy tkanek oraz hipertrofii pozostalych ko-
morek by zrownowazyé apoptoze [2]. Wielkosé
urazu zwijzanego z promieniowaniem, zarOw-
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no na poziomie komoérkowych jak i tkanko-
wym, przede wszystkim zalezy od dostarczonej
dawki, ale réwniez od objetosci napromienio-
nej tkanki, rezerwy funkcjonalnej jak i organi-
zacji strukturalnej narazonego narzadu [3].
Obecnie ekspozycja na niskie dawki promienio-
wania (< 0.1 Gy) duzych objetosci ciala (a na-
wet calego organizmu) zdarza si¢ coraz czesciej
nie tylko w przypadku radioterapii onkologicz-
nej. Dlatego tez konieczne staje sie opracowa-
nie nowych modeli eksperymentalnych, ktore
moglyby umozliwi¢ analize ogdlnoustrojowych
skutkow biologicznych niskich i srednich dawek
promieniowania.

RADIOTERAPIA A STAN ZAPALNY

Stan zapalny jest kluczowym elementem odpo-
wiedzi biologicznej po uszkodzeniu komérki
w zwigzku z infekcjg lub tzw. jatlowym uszko-
dzeniem (np. $miercig tejze komorki). Proces
ten jest aktywowany przez system odpornoscio-
wy w celu zablokowania lub unieszkodliwienia
niszczacego bodzca, a nastepnie rozpoczecia
regeneracji. Chociaz proces zapalny jest zdrowg
reakcja organizmu na uszkodzenie czy infekcje,
moze w przypadku ztej regulacji zosta¢ wyko-
rzystany przeciw organizmowi. Przykladowo,
przewlekle stany zapalne mogg sprzyjaé wszyst-
kim etapom progresji nowotworu. W procesie
nowotworzenia mamy najczeSciej do czynienia
ze wspoOlistnieniem pro- i przeciw-nowotworo-
wych czynnikéw zapalnych oraz odpornoscio-
wych, a rozwdj nowotworu zwigzany jest z prze-
wagg procesOw pro-nowotworowych [4].
Promieniowanie jonizujace wplywa na sys-
tem odporno$ciowy poprzez zwiekszenie eks-
presji czynnikéw biorgcych udzial w stanie
zapalnym [5]. Kluczowa jest tutaj wywolana
przez promieniowanie aktywacja kaskady cyto-
kin [6]. Warto réwniez pamietaé o tym, ze
radioterapii poddawani sg najczesciej pacjenci
z nowotworami, u ktérych poziom czynnikéw
zapalnych jest znamiennie podwyzszony w sto-
sunku do zdrowych [7]. Réwnowaga cytokin
pro- i przeciwzapalnych przed leczeniem jest
o tyle wazna, ze ma ona ogromy wplyw na ra-
diooporno$¢ nowotworu oraz stopiel popro-
miennej toksyczno$ci tkanek zdrowych. To
wlasnie te dawki promieniowania, ktére nie sg
w stanie zabi¢ komoérki, aktywujg procesy pro-
zapalne zaro6wno w komoérkach nowotworo-
wych jak i zdrowych. Najczeséciej wymienianym
czynnikiem, ktory Iaczy kancerogeneze, stan
zapalny oraz radiooporno$¢ jest NF-kB, a czyn-
niki, ktérych poziom po promieniowaniu si¢

podnosi sg zwykle od niego zalezne. Przyktado-
wo, ludzkie komoérki raka jamy ustnej po pro-
mieniowaniu zwigkszyty produkcje IL-1, IL-6
oraz GM-CSF [8], podczas gdy komorki ludz-
kiego glejaka wykazywaly nadekspresje IL-6
oraz IL-8 [9]. W przypadku cytokiny TNFa
literatura w wickszo$¢ przypadkéw wskazuje
popromienng stymulacje [10, 11]. Szerszy opis
wspoélzaleznosci pomiedzy promieniowaniem
jonizujacym a stanem zapalnym zostal juz wcze-
$niej przedyskutowany w innych pracach prze-
gladowych [12, 13].

Sktad molekularny krwi pobranej
przed radioterapig jako potencjalny
wskaznik promieniowrazliwosci

Wskazniki promieniowrazliwosci pozwalaja na
predykeje toksycznosci radioterapii bazujac na
ocenie skladu molekularnego jeszcze przed
rozpoczeciem leczenia. Pozwala to na selekcje
pacjentéw pod wzgledem prognozowanej odpo-
wiedzi na RT, a nastepnie indywidualne dopa-
sowanie schematu leczenia. Pacjenci, ktdrzy nie
sg nadwrazliwi na promieniowanie jonizujace
mogg w ten sposéb otrzymaé wyzsza dawke, co
pozwala na poprawe skuteczno$ci wyleczenia
nowotworu w tej grupie. Takie podejscie okre-
§la si¢ mianem medycyny precyzyjnej czy tez
spersonalizowanej. Uzyteczne wskazniki pro-
mieniowrazliwo$ci mogg by¢ wykrywane row-
niez wéréd molekularnych sktadnikéw krwi.
Jedna z technik, ktéra pozwala na wykrycie
i oznaczenie poziomu wybranego biatka jest test
immunologiczny np. ELISA, gdzie kazde biatko
jest analizowane osobno przy uzyciu dedykowa-
nego przeciwciala. Pierwsza praca, w ktorej
szukano wskaznikéw predykeyjnych toksyczno-
Sci leczenia polegata na analizie probek osocza
technikg ELISA pod katem cytokin potencjalnie
zwigzanych z objawowym urazem pluc wywo-
tanym przez promieniowanie jonizujace (ang.
symptomatic radiation-induced lung injury)
[14]. Badanie to ujawnilo znamiennie nizsze po-
ziomy IL-8 w prébkach przed leczeniem u pa-
cjentoéw, ktérzy musieli sie pdzniej zmagal z ta-
kimi urazami. Na podstawie otrzymanych wy-
nikéw wyciggnieto wnioski, iz IL-8 chroni przed
objawowym urazem pluc wywolanym przez
promieniowanie jonizujgce. W innych pracach
pokazano natomiast, ze IL-8 przejsciowo regu-
luje migracje¢ neutrofili w trakcie poczatkowych
etapéw rozwoju procesu zapalnego [15].
Z drugiej jednak strony, przewlekly wzrost IL-
8 moze doprowadzi¢ do nieodwracalnego
uszkodzenia migragji neutrofili [16]. Analiza po-
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ziomu cytokin byta réwniez uzyta do poszuki-
wania wskaznikéw ostrej popromiennej tok-
sycznosci uktadu pokarmowego oraz moczowo-
plciowego w surowicy pobranej przed radiote-
rapig od pacjentéw z nowotworami ptuc. W
pracy tej [17] pokazano korelacje toksycznosci
leczenia wraz ze wzrostem pozioméw IL-1 oraz
IL-2. W innych pracach wykazano natomiast
stymulowang przez promieniowanie produkcje
IL-1, co chronito komérki hematopoetyczne
[18], podczas gdy IL-2 stymulowalo wzrost
komérek T oraz B jak i produkeje innych cy-
tokin [19].

Kolejng technika stosowang w badaniach
proteomicznych dotyczacych toksycznosci pro-
mieniowania jest metoda oparta o spektrome-
trie mas (MS, ang. mass spectrometry). Tech-
nika ta pozwala miedzy innymi na wykonanie
profilu molekularnego wybranej prébki biolo-
gicznej za pomocag MALDI-ToF (ang. Matrix-
Assisted Laser-Desorption and Tonization — Time
of Flight). W procedurze tej probka jest miesza-
na z matryca na stalowej plytce, a nastgpnie
uprotonowana po desorpgcji indukowanej przez
$wiatlo lasera. Wytworzone w ten sposéb jony
molekularne sg przyspieszane w polu elektro-
magnetycznym, a czas przelotu danego jonu
odzwierciedla stosunek masy do tadunku. Po-
wstale w ten spos6b widma masowe zawieraja
informacje o intensywnos$ci danego jonu oraz
jego warto$ci m/z (zazwyczaj odpowiadajacej
masie molekularnej analitu powigkszonej o mase
jednego protonu) [20]. Opierajac si¢ na wie-
losktadnikowym profilu najbardziej znamien-
nych jonéw mozna stworzy¢ charakterystyczng
sygnature (tzw. ,odcisk palca”) danego stanu
chorobowego. Wykorzystanie takiej sygnatury
pozwala osiggnaé¢ wysokie zrdéznicowanie mie-
dzy grupami, nawet jesli poszczegblne sklado-
we uzywane osobno na to nie pozwalaja. Takie
podejscie stosowane bylo w bardzo wielu pra-
cach, a jego potencjal zostal udokumentowany
na przykladzie detekgji i klasyfikacji nowotwo-
réw [21, 22]. Dalsze studia wykazaty, iz wielo-
sktadowe profile proteomiczne krwi moga od-
zwierciedlaé¢ ogodlna odpowiedZ organizmu na
terapi¢ przeciw-nowotworowg [23].

W pierwszym badaniu, w ktérym do wykry-
cia peptydéw krwi zwigzanych z toksycznoscig
radioterapii uzyto techniki profilowania MAL-
DI analizowano peptydom osocza od pacjentéw
traktowanych radioterapia z powodu rakéw
regionu glowy i szyi (RGiSz) [24]. Analizowa-
ne prébki osocza zbierane byly przed leczeniem.
Jedyna sktadowa widma masowego, ktéra
wykazata znamienng rdznice w poréwnaniu

prébek pochodzacych od pacjentéw z niska oraz
wysoka ostra toksycznoscig Sluzéwki (AMR,
ang. acute mucosal reactions) byta komponen-
ta o masie 5308 Da. Cztery inne skladowe
(2219, 2454, 3431 and 5308 Da) wykazywaly
natomiast statystyczna korelacje z maksymalng
intensywnoécig AMR. Inne badanie wykorzystu-
jace profilowanie peptydomu pacjentéw podda-
nych radioterapii z powodu raka szyjki macicy
ujawnito 22 sktadowe zwigzane z podwyzszo-
nym ryzykiem zaleznego od promieniowania
ostrego zapalenia jelita (RTAISs, ang. radiation-
induced acute intestinal symptoms) [25]. War-
to jednak pamigtad, iz praktyczne zastosowanie
przedstawionych badafi opierajagcych sie na
profilowaniu proteomu/peptydomu krwi sg
ograniczone, poniewaz tego typu technika nie
dostarcza doktadnej identyfikacji réznicujace;j
sktadowe;j.

Chociaz profilowanie proteomu za pomoca
MALDI-MS btyskawicznie generuje szeroki
profil zwigzkéw w prébce, metoda ta nie po-
zwala nie identyfikacje znajdujacych si¢ tam
sktadowych. Najczesciej stosowang metodg do
identyfikacji biatek jest tandemowa spektrome-
tria mas (MS/MS) poprzedzona rozdzialem
biatek obecnych w mieszaninie (np. surowicy)
przy uzyciu chromatografii cieczowej (LC).
W tej technice prébka biatkowa jest trawiona
proteazg (np. trypsyna), dzieki czemu powstaja
peptydy, ktére moga by¢é rozdzielone na LC.
Prébka jest w ten sposob dzielona na frakcje
chromatograficzne, ktére moga byé oddzielnie
analizowane przez MS/MS. Wysokoprzepusto-
wa analiza LC-MS/MS typu ,,shotgun” zostata
uzyta do identyfikacji biatek osocza zwigzanych
z toksyczno$cig plucng wywotang przez promie-
niowanie jonizujgce (RILT, ang. radiation-indu-
ced lung toxicity) [26]. Badanie wykazato pod-
wyzszony poziom biatka C4BPA (ang. C4b-bin-
ding protein alpha) oraz VIN (ang. Vitronec-
tin) w probkach pobranych przed radioterapia
w grupie os6b, u ktorych pojawit sie co najmniej
drugi stopniefi toksycznosci popromienne;j.
C4BPA jest zwigzane z majacym prozapalny
charakter uktadem dopelniacza [27], podczas
gdy VTN jest zaangazowane w szlak zwloknie-
nia [28]. Obie $ciezki sq zaangazowane w pro-
ces gojenia sie uszkodzen popromiennych.
Podobne podejscie zostato zastosowane w trak-
cie poszukiwan bialek osocza zwigzanych z po-
promiennym zapaleniem ptuc (ang. radiation
pneumonitis) [29]. Badanie to pokazalo zna-
mienne powigzanie toksyczno$ci promieniowa-
nia ze zmierzonymi przed leczeniem pozioma-
mi bialek a2M, o1 AC, CFB, HPX, CO3, PLS2,
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HCII, CO4A, COS5 oraz ATIII. Dodatkowo,
a2M, ktérego poziom charakteryzowat si¢ naj-
wigksza znamiennoScig, zostal z sukcesem po-
twierdzony w dodatkowym badaniu przy uzy-
ciu testu ELISA na niezaleznej grupie 20 pacjen-
tow.

Monitorowanie toksycznosci radioterapii
z wykorzystaniem markeréw molekular-
nych

Poza wskaznikami predykcyjnymi, ktére sa
w stanie oceni¢ indywidulang promieniowraz-
liwos¢ pacjenta na podstawie cech molekular-
nego mierzonych przed rozpoczeciem leczenia,
interesujaca grupa markeréw zwigzanych z pro-
mieniowaniem sg czynniki, ktérych poziom
zmienia si¢ w trakcie leczenia i rozwoju odczy-
néw popromiennych. Identyfikacja oraz anali-
za poziomu takich zwigzkéw pozwala na do-
kfadniejsze zrozumienie proceséw biologicznych
kryjacych si¢ za efektami ubocznymi promienio-
wania. Monitorowanie toksyczno$ci promienio-
wania jonizujacego przeprowadzone zostato po
raz pierwszy w badaniu majgcym na celu mo-
lekularng charakteryzacje RILT u pacjentow
leczonych radioterapig z powodu nowotworéw
ptuca [30]. Biatkowy sktad molekularny anali-
zowany byl w osoczu pobranym przed, w trak-
cie oraz po zakoficzeniu RT za pomocg techni-
ki LC-MS/MS. Rozwdj drugiego stopnia RILT
znamiennie korelowal z podwyzszonymi pozio-
mami C4BPA, VNT i CO3 w trakcie terapii
oraz po jej zakonczeniu. C4BPA oraz VNT
zostaly juz opisane we wczesniejszym rozdziale
jako sktadowe charakteryzujace sie wysokim
potencjalem predykcyjnym popromiennej tok-
syczno$ci. Z kolei CO3 jest zaangazowane
w kaskade sygnatowa uktadu dopetniacza pod-
czas reakcji zapalnej, ktéra wplywa na powsta-
nie oraz rozw0j RILT. Zwiazane z toksyczno-
$cig promieniowania skladniki proteomu byly
rowniez charakteryzowane metoda MALDI-MS
w surowicy pacjentéow poddanych RT z powo-
du RGiSz [31]. Badanie wykazalo silng korela-
cje miedzy maksymalng intensywnos$cia AMR
a indukowanymi przez promieniowanie zmia-
nami w poziomie 19 skladowych peptydomu
surowicy. Ciekawe badanie dotyczace zwiaza-
nych z RT cech proteomu surowicy pacjentow
leczonych z powodu RGiSz zostato przeprowa-
dzone metodag LC-MS/MS, co umozliwito iden-
tyfikacje biatek indukowanych przez promienio-
wanie [32]. Chociaz w pracy nie uwzgledniono
analizy nasilenia odczynéw popromiennych, to
uzyskane wyniki potwierdzity, ze gtéwna cechg

proteomu krwi w trakcie i po zakoficzeniu RT
jest podwyzszony poziom bialek zwigzanych
z ostra faza i odpowiedzig zapalna.

Czynniki molekularne, ktérych zmiana po-
ziomu w trakcie radioterapii jest zwigzana
z rozwojem popromiennej toksycznodci byly
rowniez wykrywane w (fosfo)lipidomie surowi-
cy. Indukowane promieniowaniem istotne
zmiany obserwowane byly w przypadku 14 fos-
folipidéw, ktérych poziomy korelowaly z inten-
sywnoSciag AMR obserwowana u pacjentéow
poddanych RT z powodu RGiSz [33]. Dodat-
kowo, czesto$§¢ zmian obserwowanych po pro-
mieniowaniu byla znamiennie wigksza u pacjen-
téw z RGiSz niz w przypadku pacjentéw z no-
wotworami prostaty, gdzie leczenie promienio-
waniem bylo znacznie lepiej tolerowane a wy-
soka toksyczno$é popromienna byta bardzo
rzadko obserwowana [34]. Inna praca, w kté-
rej analizowano markery krwi zwigzane z tok-
sycznoSciag leczenia pacjentéw z RGiSz skupita
sie na metabolomie surowicy badanym z wyko-
rzystaniem techniki NMR [35]. To badanie wy-
konane zostato na prébkach surowicy zebranych
po potraktowaniu pacjentéw z RGiSz radiote-
rapig lub chemo-radioterapia. Prébki zostaty po-
dzielone na dwie grupy w zaleznosci od inten-
sywnosci ostrego odczynu. W grupie probek od
pacjentéw z wysoka toksycznoscig odnotowa-
no podwyzszone poziomy N-acetyloglikobiatek
i octan6w oraz obnizone poziomy rozgalezio-
nych aminokwaséw (leucyna, walina i izoleucy-
na), alaniny, kreatyniny, zwigzkéw zawierajg-
cych choling, karnityny i glukozy. Autorzy wska-
zuja, iz profile metaboliczne pacjentéw z wy-
sokg intensywnoscig ostrego odczynu sg zwig-
zane ze stanem zapalnym, przemianami w bto-
nie komoérkowej oraz metabolizmem energe-
tycznym.

WNIOSKI

Chociaz przedstawione wyniki dotyczgce zmian
w sktadzie molekularnym ludzkiej krwi w od-
powiedzi na toksyczno$¢ radioterapii opieraly
sie na roznych modelach klinicznych i zostaly
uzyskane z wykorzystaniem réznych technik
analitycznych, ogodlne wnioski sg podobne dla
wiekszosci opisanych badan. Przede wszystkim,
zaobserwowano korelacje pomiedzy wielkoscig
popromiennych zmian w sktadzie molekular-
nym krwi a rozwojem toksycznoSci tkanek
zdrowych. Wieksza tolerancja radioterapii zwig-
zana byla z nizsza czestoScig obserwowanych
zmian. Dodatkowo, gojenie si¢ odczynéw po-
promiennych bylo skorelowane w czasie z kom-
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pensacja popromiennych zmian. Poza tym,
wielko$é popromiennych zmian obserwowa-
nych na poziomie proteomu oraz metabolomu
wykazywala korelacje z objetoscig tkanek zdro-
wych znajdujacych si¢ w polu napromienienia.
Przedstawione wyniki wskazuja, iz uszkodzenia
tkanek zdrowych podczas radioterapii wywotuja
zar6wno lokalng jak i ogdlnoustrojowa odpo-
wiedz, ktére objawiajg sie w postaci ostrej tok-
syczno$ci popromiennej oraz zmian w profilu
molekularnym krwi. Reakcje zapalne sg kluczo-
wymi elementami ostrej odpowiedzi popro-
miennej. Dodatkowo, czynniki zwigzane ze
stanem zapalnym s rowniez gléwnymi zwiaz-
kami charakterystycznymi dla ogdlnoustrojowej
odpowiedzi na promieniowanie, co mozna obser-

wowaé zar6wno na poziomie proteomu jak
i metabolomu krwi. Ponadto wykazano, ze po-
ziomy cytokin pro-zapalnych przed RT zwigza-
ne byly z intensywnoscig ostrej toksycznos$ci
wywolanej przez radioterapie. Dlatego tez stan
proceséw zapalnych przed leczeniem moze by¢
traktowany jako potencjalny czynnik progno-
styczny umozliwiajacych oszacowanie indywidu-
alnej promieniowrazliwosci.
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