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Tissue and molecular response to the ionizing
radiation

Odpowiedz tkankowa i molekularna
na dziatanie promieniowania jonizujacego

Review article/Artykut pogladowy

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

Wspotczesna radioterapia nowotworow opiera si¢ w znacznej mierze na wiedzy o fizyce pro-
mieniowania i podstawowych mechanizmach radiobiologicznych w tkankach guza i tkankach
zdrowych. Postgp w biologii molekularnej i radiobiologii promieniowania jonizujacego, pro-
wadzi do lepszego zrozumienia mechanizmoéw wczesnych i poznych efektow leczenia. Tym
samym pojawiaja si¢ mozliwosci badania nowych metod diagnostycznych i terapeutycznych
w leczeniu nowotworow.

Praca opisuje mechanizmy molekularne i tkankowe, dzialania promieniowania jonizujacego na
guz NOWotworowy.

Stowa kluczowe: radioterapia, cytokiny, DNA
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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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WPROWADZENIE

Komorki fizjologiczne w tkankach wspoldziataja z sasia-
dujacymi komorkami poprzez biatka macierzy pozako-
morkowej ECM (extracellular matrix), cytokiny i czyn-
niki wzrostu.

W normalnych warunkach, w tkankach zachodza
okreslone interakcje pozakomodrkowych czynnikoéw
z komorkami, ktore kontroluja krytyczne funkcje takie jak
szybki wzrost, réznicowanie i $mier¢ komoérki. W guzie
nowotworowym, zmiany wewnatrzkomorkowe obejmu-
jace rozwo6j uszkodzen od przednowotworowych do
ztosliwych, wptywaja na przestrzen pozakomoérkowa.

Niedawne prace dostarczyly dowodow wykazujacych,
ze zmiany w przestrzeni pozakomodrkowej, szczegdlnie
ECM, moga poprzedza¢ wewnatrzkomorkowe modyfika-
cje 1 w ten sposob przyczyniaja si¢ do inicjacji transfor-
macji nowotworowej [1,2,3].

Postep w biologii molekularnej i radiobiologii promie-
niowania jonizujacego, prowadzi do lepszego zrozumie-
nia mechanizmoéw wczesnych i1 péznych efektow lecze-
nia. Tym samym pojawily si¢ mozliwosci badania no-
wych metod diagnostycznych i terapeutycznych w lecze-
niu nowotworow.

Praca opisuje molekularne mechanizmy dzialania
promieniowania jonizujacego na tkanki guza nowotwo-
rowego.

POSREDNIE EFEKTY DZIAtANIA PROMIENIO-
WANIA JONIZUJACEGO NA STRUKTURY
NIE ZWIAZANE Z DNA

Opisano mechanizmy, w ktorych zostaty zidentyfikowa-
ne czynniki niekomdrkowe, szczegodlnie modyfikujace
odpowiedz guza na cytotoksyczne dziatanie promienio-
wania jonizujacego lub chemioterapii [4,5].

W pierwszych przyktadach uzyto ludzkie monoklo-
nalne przeciwciato lub farmakologiczne inhibitory kina-
zy tyrozyny, skierowane przeciw receptorowi dla naskor-
kowego czynnika wzrostu (EGFR) [6,7], przeciw recep-
torowi czynnika wzrostu $rddblonka naczyniowego
(VEGFR) lub przeciw receptorowi ptytkowego czynni-
ka wzrostu (PDGFR) [8,9,10].

Chociaz EGFR jest wyrazony w komarkach pochodze-
nia endotelialnego, strategie anty VEGFR i anty PDGFR
sa uwazane glownie jako podej$cie antyangiogenne.

Ta terapeutyczna interwencja moze powodowac z jed-
nej strony, zniszczenie komorek guza przez spadek utle-
nowania i w konsekwencji spadek odzywiania guza,
z drugiej strony, mogtaby wywola¢ przemodelowanie
patologicznego unaczynienia z konsekwencja ulepszo-
nej perfuzji doprowadzajac do wzrostu prawdopodo-
bienstwa kontrolowania proliferacji guza przez promie-
niowanie jonizujace. Klinicznie ten model terapii mo-
lekularnej nie zostat wprowadzony z powodu krytycz-
nych pytan odnosnie skuteczno$ci 1 mozliwych efektow
ubocznych w tkankach normalnych [11,12].

Niewatpliwie tlen jest czynnikiem krytycznym dla
efektow uszkadzajacych DNA wywotanych promie-
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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 o
(TNFo), interleukins IL1 and IL6, the transforming fac-
tor TGF [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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niowaniem jonizujacym, dlatego masywne niedotlenienie
w wigkszosci guzow litych wydaje sig¢ by¢ przeszkoda
w uzyskaniu efektu terapeutycznego.

Whbrew wyraznym efektom radioterapii wyrazanych
przez eliminacjg¢ bardziej utlenowanych komorek i w ten
spos6b wywotanie przemodelowania tkanki guza, po-
trzebne sa aktualne badania nad tym zjawiskiem, by
zrozumie¢ rozwoj i réznorodnos¢ niedotlenienia guza
1 zidentyfikowa¢ potencjalne geny i/lub biatka dla tera-
pii celowane;.

Wiele badan wskazuje na znaczenie czynnikow zapal-
nych przede wszystkim cytokin w odpowiedzi na dzia-
fanie promieniowania jonizujacego [13,14]. Z kolei wie-
le cytokin uwalnianych w napromienianym narzadzie jak
np. tumour-necrosis factor-o. TNFo ,interleukiny IL1
i IL6, czynnik transformujacy TGFf [15] moze induko-
wac¢ produkcje znacznych ilosci reaktywnych form tlenu
[16,17], robwniez na poziomie catego organizmu.

Ponadto niedawne badania wykazaty, ze promienio-
wanie jonizujace prowadzi do aktywacji leukocytow [14],
ktore moga prowadzi¢ do ,,wybuchu tlenowego” (ang.
respiratory burst) [18], powodujac w konsekwencji pro-
dukcje znacznych ilosci reaktywnych form tlenu, takich
jak nadtlenk wodoru, co jest zwiazane z indukcja uszko-
dzen DNA. W tym kontek$cie nalezy wspomnie¢, ze
ekspozycja na aktywowane leukocyty powoduje mody-
fikacje zasad DNA w komorkach docelowych, typowe dla
tych, wywotanych przez rodniki hydroksylowe [19,20].

Rycina 1 obrazuje schemat odpowiedzi komérkowej
na dziatanie promieniowania jonizujacego.

ODPOWIEDZ MOLEKULARNA NA USZKODZENIA
DNA WYWOtANE PROMIENIOWANIEM
JONIZUJACYM

Uszkodzenie DNA wywotane promieniowaniem jonizu-
jacym, indukuje procesy komoérkowe prowadzace do
zatrzymania cyklu komorkowego Iub apoptozy, zapew-
niajac, ze uszkodzenia genomu nie beda przekazane dla
komorek potomnych. Prawdopodobnie wiele uszkodzen
DNA jest naprawianych do$¢ szybko, a $ciezki punktow
kontrolnych zostaja uruchomione tylko w obecnos$ci
uszkodzen, ktore sg trudne do naprawy, lub kiedy pozio-
my uszkodzen sa duzo wigksze niz normalnie [21,22].
Podwojne przerwy nici DNA (DSB) (ang. Double Strand
Break) ogolnie sa przyjmowane jako krytyczne, ponie-
waz moga prowadzi¢ do przeorganizowania genomu
w komorkach.

Poczatkowy sensor takiego uszkodzenia to zespot Ku,
ktory taczy i1 aktywuje kinazg DNA-Biatko (ang. DNA-
Protein kinase), (DNA-PK) inicjujac procesy naprawy.
Inny gtowny sensor to zmutowana kinaza ataxiatelangiec-
tasia (kinaza ATM) (ang. ataxiatelangiectasia mutated
kinase), ktora jest uruchomiona w miejscu przerwy DNA
przez fosforylacje, prawdopodobnie jako konsekwencja
miejscowych zmian w strukturze chromatyny [23].

DNA-PK lub aktywacja ATM prowadza do szybkiej
i obszernej fosforylacji okreslonego biatka histonowego
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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].

K. ROSZKOWSKI, A. MUCHA-MALECKA

- H2AX, ktore wydaje si¢ spetnia¢ rol¢ markera dla
miejsc podwojnych przerw DNA przez dostarczanie
strukturalnej podstawy dla kolejnej rekrutacji biatek
naprawy DNA [24].

Immunocytochemiczna demonstracja miejsc z g-H2AX,
spetnia rolg okreslonego i wrazliwego markera podwdjnej
przerwy nici DNA, poniewaz kazda podwojna przerwa jest
zwiazana z widocznym skupieniem g-H2AX [25].

ATM kinaza jest nowotworowym biatkiem 53 (Tumor
Protein 53; TP53, réwniez zwany p53), ktory dziata jako
supresor guza z powodu bycia gtdéwnym regulatorem
punktow kontrolnych cyklu komoérkowego i apoptozy po
uszkodzeniu DNA, i zdolny jest do indukcji naprawy
DNA przez mechanizmy transkrypcyjne i nietranskryp-
cyjne, jak rowniez bezposrednie interakcje z biatkami
naprawy [26,27,28]. Poniewaz p53 moze wywotaé 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

Promieniowanie jonizujace J

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 obrazujacy odpo-
wiedz komodrkowa na dziatanie
promieniowania jonizujacego. IR
stymuluje aktywacje wielu komé-
rek proceséw zapalnych. W efekcie
nastepuje wydzielanie licznych cy-
tokin do przestrzeni miedzykomor-

T

komorka tuczna

&
\

/ \
aktywacia

neutrofil makrofag

“"Respiratory brust"

kowej i indukcja Reaktywnych Uwolnienie wolnych
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dzenn DNA, biatek i lipidéw M-CSF E 0
RFT RNOS i
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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 10° 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.

3(9) 2009
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toze lub zatrzymanie cyklu komorek, genotyp p53-zalez-
ny, ma wazny wplyw na konsekwencje odpowiedzi ko-
moérkowych 1 jest determinantem zasadniczych efektow
prowadzonej radioterapii [29].

W kazdej komorce obecna jest pewna ilo§¢ oksyda-
cyjnych modyfikacji zasad azotowych. Jest to wyraz
rownowagi istniejacej miedzy powstawaniem RFT ata-
kujacych DNA w przebiegu wielu proceséw metabolicz-
nych i usuwaniem uszkodzen tych biomolekul przez
swoiste enzymy reperujace DNA. Nie wiadomo aktual-
nie jak wysoki jest endogenny poziom tych potencjalnie
mutagennych uszkodzen. Autorzy stosujacy rozne tech-
niki analityczne podaja obecnie warto$ci w zakresie od
0,2 — do kilku modyfikacji/10° par zasad dla komorek
prawidtowych [30,31]. Wydaje si¢ jednak, ze poziom ten
wykazuje znaczne zroznicowanie migdzyosobnicze
[32,33].

W komoérce wystepuje rownowaga pomigdzy produk-
cja RFT, powodujacych powstawanie oksydacyjnych
uszkodzen DNA, a usuwaniem tych uszkodzen (tzw.
,»poziom podstawowy”, ang. background level) [35].

Analizujac zawarto$ci oksydacyjnych uszkodzen
DNA w moczu mozna oceni¢ skal¢ naprawy na pozio-
mie calego organizmu. Wysokie poziomy wydalanych
z moczem oksydacyjnych uszkodzen DNA sa wskazni-
kiem nasilonego poziomu stresu oksydacyjnego, ale moga
rowniez odzwierciedla¢ wysoka sprawno$¢ systemow
naprawy tychze uszkodzen (stres oksydacyjny moze by¢
wysoki, a mechanizmy naprawy usuwaja jego skutki).
Natomiast potaczenie danych o poziomie podstawowym
wlasciwym dla kazdego pacjenta, z analiza wydalanych
w moczu 8-oksyGua i 8-oksydG, moze wyraznie obra-
zowac informacje o mechanizmach naprawy DNA.

Poznanie mechanizméw odpowiedzi komoérkowe;j
i molekularnej na promieniowanie jonizujace stosowane
w radioterapii nowotworow, daje mozliwosci opracowa-
nia nowych obszaréw dla terapii celowanej i skuteczne-
go podejscia terapeutycznego w odniesieniu do guza
nowotworowego.
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