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Summary

Contemporary radiotherapy is bases in the considerable part for knowledge about the radiation

physics and basic radiobiological mechanisms in the tumor tissues and healthy tissues. Advan-

ce in molecular biology and radiobiology of the radiation ionizing, he sells to the better un-

derstanding of the mechanisms early and late effects of treatment. The investigations of new

diagnostic and therapeutic methods the same appear the possibility in the treatment of tumours.

The work describes molecular and tissue mechanisms, the efficacies of the radiation ionizing

on the neoplasmic tumor.
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Streszczenie

Współczesna radioterapia nowotworów opiera się w znacznej mierze na wiedzy o fizyce pro-

mieniowania i podstawowych mechanizmach radiobiologicznych w tkankach guza i tkankach

zdrowych. Postęp w biologii molekularnej i radiobiologii promieniowania jonizującego, pro-

wadzi do lepszego zrozumienia mechanizmów wczesnych i późnych efektów leczenia. Tym

samym pojawiają się możliwości badania nowych metod diagnostycznych i terapeutycznych

w leczeniu nowotworów.

Praca opisuje mechanizmy molekularne i tkankowe, działania promieniowania jonizującego na

guz nowotworowy.
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WPROWADZENIE
Komórki fizjologiczne w tkankach współdziałają z sąsia-

dującymi komórkami poprzez białka macierzy pozako-

mórkowej ECM (extracellular matrix), cytokiny i czyn-

niki wzrostu.

W normalnych warunkach, w tkankach zachodzą

określone interakcje pozakomórkowych czynników

z komórkami, które kontrolują krytyczne funkcje takie jak

szybki wzrost, różnicowanie i śmierć komórki. W guzie

nowotworowym, zmiany wewnątrzkomórkowe obejmu-

jące rozwój uszkodzeń od przednowotworowych do

złośliwych, wpływają na przestrzeń pozakomórkową.

Niedawne prace dostarczyły dowodów wykazujących,

że zmiany w przestrzeni pozakomórkowej, szczególnie

ECM, mogą poprzedzać wewnątrzkomórkowe modyfika-

cje i w ten sposób przyczyniają się do inicjacji transfor-

macji nowotworowej [1,2,3].

Postęp w biologii molekularnej i radiobiologii promie-

niowania jonizującego, prowadzi do lepszego zrozumie-

nia mechanizmów wczesnych i późnych efektów lecze-

nia. Tym samym pojawiły się możliwości badania no-

wych metod diagnostycznych i terapeutycznych w lecze-

niu nowotworów.

Praca opisuje molekularne mechanizmy działania

promieniowania jonizującego na tkanki guza nowotwo-

rowego.

POŚREDNIE EFEKTY DZIAŁANIA PROMIENIO-
WANIA JONIZUJĄCEGO NA STRUKTURY
NIE ZWIĄZANE Z DNA
Opisano mechanizmy, w których zostały zidentyfikowa-

ne czynniki niekomórkowe, szczególnie modyfikujące

odpowiedź guza na cytotoksyczne działanie promienio-

wania jonizującego lub chemioterapii [4,5].

W pierwszych przykładach użyto ludzkie monoklo-

nalne przeciwciało lub farmakologiczne inhibitory kina-

zy tyrozyny, skierowane przeciw receptorowi dla naskór-

kowego czynnika wzrostu (EGFR) [6,7], przeciw recep-

torowi czynnika wzrostu śródbłonka naczyniowego

(VEGFR) lub przeciw receptorowi płytkowego czynni-

ka wzrostu (PDGFR) [8,9,10].

Chociaż EGFR jest wyrażony w komórkach pochodze-

nia endotelialnego, strategie anty VEGFR i anty PDGFR

są uważane głównie jako podejście antyangiogenne.

Ta terapeutyczna interwencja może powodować z jed-

nej strony, zniszczenie komórek guza przez spadek utle-

nowania i w konsekwencji spadek odżywiania guza,

z drugiej strony, mogłaby wywołać przemodelowanie

patologicznego unaczynienia z konsekwencją ulepszo-

nej perfuzji doprowadzając do wzrostu prawdopodo-

bieństwa kontrolowania proliferacji guza przez promie-

niowanie jonizujące. Klinicznie ten model terapii mo-

lekularnej nie został wprowadzony z powodu krytycz-

nych pytań odnośnie skuteczności i możliwych efektów

ubocznych w tkankach normalnych [11,12].

Niewątpliwie tlen jest czynnikiem krytycznym dla

efektów uszkadzających DNA wywołanych promie-

INTRODUCTION
Physiological cells in tissues cooperate with the neigh-

bouring cells by means of proteins of the extracellular

matrix (ECM), cytokines, and growth factors.

In normal conditions, extracellular factors interact

with cells in tissues, controlling the critical functions

such as fast growth, differentiation and death of cells.

In a neoplastic tumour, intracellular changes, including

the development of lesion from the pre-neoplastic stage

to malignancy, exert an influence on the extracellular

space.

Recent studies have supplied evidence confirming

that changes in the extracellular space, particularly the

ECM, may precede intracellular modifications, and

therefore contribute to initiating neoplastic transforma-

tions [1, 2, 3].

Progress in molecular biology and radiobiology of

ionizing radiation leads to a better understanding of the

mechanisms of early and late therapeutic results. This

provides possibilities of studying new diagnostic and

therapeutic methods in the treatment of neoplasms.

The present work describes the molecular mecha-

nisms of the effects of ionizing radiation on the tissues

of neoplastic tumours.

INDIRECT EFFECTS OF IONIZING RADIATION
ON STRUCTURES UNRELATED TO DNA
In the described mechanisms non-cellular factors were

identified that are particularly active in modifying the

response of the tumour to the cytotoxic effect of ioniz-

ing radiation or chemotherapy [4, 5].

In the first examples, human monoclonal anibody or

pharmacological tyrosine kinase inhibitors were used,

directed against the epidermal growth factor receptor

(EGFR) [6, 7], against the vascular endothelial growth

factor receptor (VEGFR), or against the platelet-derived

growth factor receptor (PDGFR) [8, 9, 10].

Even though the EGFR is manifested in cells of

endothelial origin, the anti-VEGFR and anti-PDGFR

strategies are mostly regarded as an anti-angiogenic

approach.

This therapeutic intervention may cause, on the one

hand, a destruction of the tumour cells by reducing the

oxygenation and, consequently, nutrition of the tumour;

on the other hand, it might result in a remodelling of

pathological vascularization, followed by an improved

perfusion, leading to an increased probability of control-

ling the tumour’s proliferation by means of ionizing

radiation. This model of molecular therapy has not been

introduced into clinical use due to critical questions

concerning its efficacy and possible adverse effects in

normal tissues [11, 12].
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niowaniem jonizującym, dlatego masywne niedotlenienie

w większości guzów litych wydaje się być przeszkodą

w uzyskaniu efektu terapeutycznego.

Wbrew wyraźnym efektom radioterapii wyrażanych

przez eliminację bardziej utlenowanych komórek i w ten

sposób wywołanie przemodelowania tkanki guza, po-

trzebne są aktualne badania nad tym zjawiskiem, by

zrozumieć rozwój i różnorodność niedotlenienia guza

i zidentyfikować potencjalne geny i/lub białka dla tera-

pii celowanej.

Wiele badań wskazuje na znaczenie czynników zapal-

nych przede wszystkim cytokin w odpowiedzi na dzia-

łanie promieniowania jonizującego [13,14]. Z kolei wie-

le cytokin uwalnianych w napromienianym narządzie jak

np. tumour-necrosis factor-α TNFα ,interleukiny IL1

i IL6, czynnik transformujący TGFβ [15] może induko-

wać produkcję znacznych ilości reaktywnych form tlenu

[16,17], również na poziomie całego organizmu.

Ponadto niedawne badania wykazały, że promienio-

wanie jonizujące prowadzi do aktywacji leukocytów [14],

które mogą prowadzić do „wybuchu tlenowego” (ang.

respiratory burst) [18], powodując w konsekwencji pro-

dukcję znacznych ilości reaktywnych form tlenu, takich

jak nadtlenk wodoru, co jest związane z indukcją uszko-

dzeń DNA. W tym kontekście należy wspomnieć, że

ekspozycja na aktywowane leukocyty powoduje mody-

fikacje zasad DNA w komórkach docelowych, typowe dla

tych, wywołanych przez rodniki hydroksylowe [19,20].

Rycina 1 obrazuje schemat odpowiedzi komórkowej

na działanie promieniowania jonizującego.

ODPOWIEDŹ MOLEKULARNA NA USZKODZENIA
DNA WYWOŁANE PROMIENIOWANIEM
JONIZUJĄCYM
Uszkodzenie DNA wywołane promieniowaniem jonizu-

jącym, indukuje procesy komórkowe prowadzące do

zatrzymania cyklu komórkowego lub apoptozy, zapew-

niając, że uszkodzenia genomu nie będą przekazane dla

komórek potomnych. Prawdopodobnie wiele uszkodzeń

DNA jest naprawianych dość szybko, a ścieżki punktów

kontrolnych zostają uruchomione tylko w obecności

uszkodzeń, które są trudne do naprawy, lub kiedy pozio-

my uszkodzeń są dużo większe niż normalnie [21,22].

Podwójne przerwy nici DNA (DSB) (ang. Double Strand

Break) ogólnie są przyjmowane jako krytyczne, ponie-

waż mogą prowadzić do przeorganizowania genomu

w komórkach.

Początkowy sensor takiego uszkodzenia to zespół Ku,

który łączy i aktywuje kinazę DNA-Białko (ang. DNA-

Protein kinase), (DNA-PK) inicjując procesy naprawy.

Inny główny sensor to zmutowana kinaza ataxiatelangiec-

tasia (kinaza ATM) (ang. ataxiatelangiectasia mutated

kinase), która jest uruchomiona w miejscu przerwy DNA

przez fosforylację, prawdopodobnie jako konsekwencja

miejscowych zmian w strukturze chromatyny [23].

DNA-PK lub aktywacja ATM prowadzą do szybkiej

i obszernej fosforylacji określonego białka histonowego

Undoubtedly, oxygen is the critical factor for DNA-

damaging effects produced by ionizing radiation, there-

fore massive hypoxia in the majority of solid tumours

seems to be an obstacle in achieving therapeutic results.

In spite of visible effects of radiotherapy, manifested

in the elimination of more oxygenated cells, resulting in

a remodelling of the tumour tissue, updated studies of the

phenomenon are necessary in order to understand the

development and diversity of tumour hypoxia as well as

to identify potential genes and/or proteins for targeted

therapy.

Numerous studies point to the importance of inflam-

matory factors, particularly cytokines, in the response to

ionizing radiation [13, 14]. Many cytokines released in

the irradiated organ, e.g. the tumour-necrosis factor α
(TNFα), interleukins IL1 and IL6, the transforming fac-

tor TGFβ [15] may, in their turn, induce the production

of large quantities of reactive oxygen species (ROS) [16,

17], even on the level of the whole organism.

Moreover, recent studies have demonstrated that ion-

izing radiation causes leucocyte activation [14], which

may lead to a respiratory burst [18], producing in con-

sequence considerable quantities of reactive oxygen

species, such as hydrogen peroxide, and inducing DNA

damages. It should be reminded here that exposure to

activated leucocytes causes modifications of DNA bases

in target cells that are typical for those produced by

hydroxyl radicals [19, 20].

Fig. 1 presents a diagram of cellular response to the

effects of ionizing radiation.

THE MOLECULAR RESPONSE TO DNA
DAMAGES CAUSED BY IONIZING RADIATION
A DNA damage caused by ionizing radiation induces

cellular processes leading to an arrest of the cellular cycle

or to apoptosis, which prevents the genome damage from

being transmitted to descendant cells. Most probably,

many DNA damages are repaired fairly quickly, and the

paths of control points are only activated if the damage

is difficult to repair or when the damage levels are much

higher than normal [21, 22]. DNA double strand breaks

are generally regarded as critical since they may lead to

a genome reorganization in cells.

The initial sensor of this type of damage is the Ku

complex, which binds and activates the DNA-Protein

kinase (DNA-PK), initiating the repair processes. Another

main sensor is the ataxia telangiectasia mutated kinase

(ATM), activated at the site of a DNA break through

phosphorylation, most probably as a consequence of local

changes in chromatin structure [23].

DNA-PK or ATM activation leads to a quick and

extensive phosphorylation of a certain histone protein –

H2AX, which seems to perform the function of a mark-

er for the sites of DNA double breaks by providing

a structural basis for the consecutive recruitment of DNA

repair proteins [24].
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- H2AX, które wydaje się spełniać rolę markera dla

miejsc podwójnych przerw DNA przez dostarczanie

strukturalnej podstawy dla kolejnej rekrutacji białek

naprawy DNA [24].

Immunocytochemiczna demonstracja miejsc z g-H2AX,

spełnia rolę określonego i wrażliwego markera podwójnej

przerwy nici DNA, ponieważ każda podwójna przerwa jest

związana z widocznym skupieniem g-H2AX [25].

ATM kinaza jest nowotworowym białkiem 53 (Tumor

Protein 53; TP53, również zwany p53), który działa jako

supresor guza z powodu bycia głównym regulatorem

punktów kontrolnych cyklu komórkowego i apoptozy po

uszkodzeniu DNA, i zdolny jest do indukcji naprawy

DNA przez mechanizmy transkrypcyjne i nietranskryp-

cyjne, jak również bezpośrednie interakcje z białkami

naprawy [26,27,28]. Ponieważ p53 może wywołać apop-

Fig. 1. A diagram of cellular re-
sponse to ionizing radiation. IR
stimulates an activation of many
cellular inflammatory processes. As
a result, numerous cytokines are
excreted into the intercellular
space and Reactive Oxygen Species
(ROS) and/or Reactive Nitrogen
Species (RNS) are induced. The
released free oxygen radicals cau-
se a number of damages of DNA,
proteins and lipids
Ryc. 1. Schemat obrazujący odpo-
wiedź komórkową na działanie
promieniowania jonizującego. IR
stymuluje aktywację wielu komó-
rek procesów zapalnych. W efekcie
następuje wydzielanie licznych cy-
tokin do przestrzeni międzykomór-
kowej i indukcja Reaktywnych
Form Tlenu i/lub Azotu (RFT)
i (RNOS). Uwolnione wolne rodni-
ki tlenowe powodują szereg uszko-
dzeń DNA, białek i lipidów

An immunocytochemical demonstration of sites with

g-H2AX plays the role of a defined and sensitive mark-

er of DNA double breaks since each double break is

associated with a visible concentration of g-H2AX [25].

ATM kinase is the tumour protein 53 (TP53, also

called p53), acting as a tumour suppressor because it is

the main regulator of the cellular cycle control points and

apoptosis after a DNA damage, and is capable of induc-

ing DNA repair by transcribing and non-transcribing

mechanisms as well as direct interactions with the repair

proteins [26, 27, 28]. As p53 may cause apoptosis or an

arrest of the cellular cycle, a p53-dependent genotype has

a strong influence on the consequences of cellular re-

sponses and determines the basic effects of an applica-

tion of radiotherapy [29].
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tozę lub zatrzymanie cyklu komórek, genotyp p53-zależ-

ny, ma ważny wpływ na konsekwencje odpowiedzi ko-

mórkowych i jest determinantem zasadniczych efektów

prowadzonej radioterapii [29].

W każdej komórce obecna jest pewna ilość oksyda-

cyjnych modyfikacji zasad azotowych. Jest to wyraz

równowagi istniejącej między powstawaniem RFT ata-

kujących DNA w przebiegu wielu procesów metabolicz-

nych i usuwaniem uszkodzeń tych biomolekuł przez

swoiste enzymy reperujące DNA. Nie wiadomo aktual-

nie jak wysoki jest endogenny poziom tych potencjalnie

mutagennych uszkodzeń. Autorzy stosujący różne tech-

niki analityczne podają obecnie wartości w zakresie od

0,2 – do kilku modyfikacji/106 par zasad dla komórek

prawidłowych [30,31]. Wydaje się jednak, że poziom ten

wykazuje znaczne zróżnicowanie międzyosobnicze

[32,33].

W komórce występuje równowaga pomiędzy produk-

cją RFT, powodujących powstawanie oksydacyjnych

uszkodzeń DNA, a usuwaniem tych uszkodzeń (tzw.

„poziom podstawowy”, ang. background level) [35].

Analizując zawartości oksydacyjnych uszkodzeń

DNA w moczu można ocenić skalę naprawy na pozio-

mie całego organizmu. Wysokie poziomy wydalanych

z moczem oksydacyjnych uszkodzeń DNA są wskaźni-

kiem nasilonego poziomu stresu oksydacyjnego, ale mogą

również odzwierciedlać wysoką sprawność systemów

naprawy tychże uszkodzeń (stres oksydacyjny może być

wysoki, a mechanizmy naprawy usuwają jego skutki).

Natomiast połączenie danych o poziomie podstawowym

właściwym dla każdego pacjenta, z analizą wydalanych

w moczu 8-oksyGua i 8-oksydG, może wyraźnie obra-

zować informacje o mechanizmach naprawy DNA.

Poznanie mechanizmów odpowiedzi komórkowej

i molekularnej na promieniowanie jonizujące stosowane

w radioterapii nowotworów, daje możliwości opracowa-

nia nowych obszarów dla terapii celowanej i skuteczne-

go podejścia terapeutycznego w odniesieniu do guza

nowotworowego.

Every cell contains a certain number of oxydating

modifications of nitrogen bases. This is a manifestation

of the balance between the creation of DNA-attacking

ROS in the course of numerous metabolic processes and

the elimination of the biomolecular damage by specific

DNA-repairing enzymes. So far it has not been deter-

mined how high the endogenic level of the potentially

mutagenic damages might be. At present, authors using

various analytical techniques quote values ranging from

0.2 to several modifications in 106 of base pairs for

normal cells [30, 31]. It seems, however, that the level

displays strong interindividual variations [32, 33].

In a cell, there is a balance between the production

of ROS, causing oxydative damages of DNA, and the

repair of the damages (so called background level) [35].

An analysis of the content of oxydative DNA dam-

ages in urine may help assess the scale of repair on the

level of the whole organism. High levels of oxydative

DNA damages eliminated with the urine indicate an

intensified level of oxydative stress; they may also reveal

high efficiency of damage repair systems (the oxydative

stress may be high and the repair mechanisms eliminate

its effects). A combination of the background level data,

specific for each patient, with an analysis of 8-oxyGua

and 8-oxydG may supply clear information on the DNA

repair mechanisms.

A study of the mechanisms of cellular and molecular

response to ionizing radiation applied in the radiothera-

py of neoplasms presents an opportunity to open new

fields for targeted therapy and effective therapeutic ap-

proach to neoplastic tumours and healthy tissue in the

irradiated area.
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