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Radiologicka fyzika a radiobiologie

Teorie a modely preziti bunék (radiobiologie Il)

1 Biofyzikalni ustav Lékarské fakulty Masarykovy university, Brno




Uvodem

Teorie a modely preziti bunék vychazeji predevsim z rozboru
zavislosti preziti bunék na davce zareni, tj. tzv. krivek preziti.
Experimenty jsou provadeny s bunkami in vitro, zpoCatku s
mikroorganismy, a teprve od padesatych let 20. stoleti i s bunkami
tkanovych kultur, které mohou byt i bunkami nadorovymi nebo z
nadoru odvozenymi.

Tato prednaska bude do jisté miry sledovat historicky vyvoj nazoru
v této oblasti.

Zde presentované teorie a modely maji velky vyznam pro
pochopeni radioterapeutickych zasad a postupu, v€etné
pochopeni nezadoucich pozdnich nasledku ozarovani.




Pojem klonogenniho preziti

Klonogenni (reprodukcni) preziti bunky je stav, kdy je bunka schopna
dalSiho rozmnozovani, napriklad vytvoreni kolonie na Petriho misce. Nejde
tedy o preziti jednotlivé bunky, nybrz o zachovani schopnosti reprodukce
(za rozhodujici kritérium je ,smluvné” povazovana schopnost bunky vytvorit
50 potomku). V opacném pfipadé hovorfime o reprodukéni smrti.

K usmrceni jednotlivé buriky by bylo nutno aplikovat davky o nekolik radu
vysSSi nez postacuje k jejich reprodukcni smrti.

Klonogenni preziti je vsak obtizné definovatelne u bunék diferencovanych
tkani, které maji jen malou mitotickou aktivitu a nemohou se delit
neomezene. U téchto tkani pak musely byt vyvinuty jiné metody hodnoceni
radiosenzitivity.




Model zasahove teorie

Lea (1955). Vseobecna vychodiska modelu:

1. Usmrceni bunky (ztrata jeji reprodukcni schopnosti Cili
klonogenni usmrceni) je vysledkem vicestupnového procesu.

2. Nutnym prvnim krokem je absorpce energie v urcitem kritickem
objemu.

3. Ukladani energie v podobé ionizaci nebo excitaci v kritickem
objemu vede k poskozeni molekul v bunce.

4. Vyjadrenim techto poskozeni je ztrata schopnosti bunek délit se.




Model zasahové teorie

Dalsi predpoklady, ktere ucCinil Lea, aniz si byl védom ulohy DNA v
celem procesu:

1. Uvnitf buiky existuje urCity diskrétni a fyzikalné popsatelny
prostor predstavujici terC pro ucinek ionizujiciho zareni.

2. 'V jedné bunce muze existovat vice (pfredem neznamy pocet)

terCu a inaktivace n z nich vede ke ztraté reprodukéni

schopnosti.

Predavani energie je diskrétni a nahodny (stochasticky) proces.

Pravdépodobnost zasahu jednoho mista neovliviuje

pravdépodobnost zasahu jiného mista. (= nezavislé

pravdépodobnosti zasahu)
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RozliSujeme jedn e exponencialni krivky bez raméenka a s raméenkem.

Krivky bez ramenka jsou typické pro haploidni bunky a prokaryota (a
pouzijeme-li zareni s vysokym LET).

Tento tvar napovida, ze za biologicky efekt odpovidaji jednotlivé jednoduché
udalosti. S je podil poctu bunék prezivsich urcitou davku a poctu bunék
prezivSich davku nulovou (mohou totiz umirat z riznych jinych duvodu,
nejen vlivem zareni).
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Krivky s raménkem jsou typické pro diplodni burniky a eukaryota (a zareni s
nizkym LET). Tento tvar napovida, Ze pro pokles klonogenni potencialu
(reprodukcni schopnosti) je nutna akumulace poskozeni.

Existuje ur¢ita minimalni davka, ktera musi byt prekroCena, aby takovyto

pokles nastal.
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Kfivka A charakterizuje zabijeni bunék zafenim o vysokém LET {jednozasahova
kinetika), B se vztahuje k zareni o nizkém LET s kinetikou MTSH.

Pro kfivku B je ukazana zpétna extrapolace, kterd umoznuje uréit multiplicitu
teréh n. Kvazi-prahova davka Dq je uréena pruseéikem extrapolaéni pfimky s

Ednctou S=1.

(ponékud
predbihame)

Z krivek s raménkem
|ze ovSem leccos
vyCist.

Doporucuji zamyslet
se na tim, proC zareni
o nizkem LET
povede ke krivce s
ramenkem.




Upresnéni predpokladu modelu

1.

o o

Predpokladejme, ze populace je vystavena zareni o nizkém LET, takze se
ionizacCni udalosti se vzajemneé neovlivnuiji, jejich pravdépodobnost je mala v
malém tercovem objemu.

. Jako aktivni ozna¢ime takovou ,absorpéni“ udalost, ktera miize ale nemusi

vést k biologickému poskozeni. Tim jsou vylouCeny udalosti zavrSené jako
napf. rekombinace iontl nebo radikall a chemické restituce (poSkozeni pak
nemuze nastat!).

. Pfedpokladejme, ze burika obsahuje citlivy teréovy objem nebo objemy o

velikosti v.

. Jako V oznacCime celkovy bunécény objem celé ozarené populace. Bude to

tedy také soucin prumérného objemu bunky a jejich poctu.
Aktivni udalosti registrované v objemu v se nazyvaji zasahy.

. Jako D oznaclime hustotu aktivnich udalosti — poéet udalosti (zasahu) v

jednotkovém objemu. D je umérné davce a jako davku budeme tuto
velicinu, tj. hustotu udalosti, zatim oznacCovat.




Upresnéni predpokladi modelu

Je nutno si uvedomit, ze | pri velmi malych davkach je pocet
aktivnich udalosti (v podstate jednotlivych excitaci a ionizaci)
velmi velky.

Odpovida-li aktivni udalosti napr. 60 eV prenesenych ze
sekundarniho elektronu, pak pro davku 10 mGy vychazi 4000
udalosti v bunice o pruméru 20 um.




Vseobecna rovnice preziti

Pravdepodobnost toho, ze bude zaznamenana aktivni udalost kdekoliv v ozarené
populaci, tj. v kterékoliv jeji bunce, je dana pomerem tercoveho a celkoveho objemu
v/V. Vyplyva to z toho, ze z celkového pocCtu udalosti

A=V.D

(tj. hustoty D udalosti — zasahU - nasobené celkovym objemem V) je

v.D

udalosti je zaznamenano v citlivém objemu. Pomér téchto vyrazu je roven

v/V*.

Tento pomér je bezrozmérnym parametrem, ktery nazveme pravdépodobnosti
zasahu p. Jde zpravidla o malé Cislo.

*podobné jako: Pravdépodobnost zasazeni nasi republiky bludnou planetkou je dana pomérem
velikosti naseho Uzemi a povrchu Zemé, mame-li ovsem jistotu, Ze Zemé bude zasazena.




Vseobecna rovnice preziti

Na zakladé teorie pravdépodobnosti Ize formulovat tzv. vSeobecnou rovnici
preziti. S je pravdépodobnost preziti (1j. podil poCtu bunék prezivsich urcitou
davku a pocCtu bunék prezivsich davku nulovou) vztazena na jednu bunku:

h=D

S(p, ) = ) P(p,h,d)
h=0

Scitame pravdepodobnosti P pro vSechny mozné hodnoty h, coz je poCet
zasahu bunky potfebny k jejimu zaniku (hits!). Hodnota h muze hypoteticky
dosahnout Cisla A, tj. celkového poc¢tu udalosti (velmi nepravdépodobné).
Pri dalSich zjednodusenich Ize odvodit pak i jeji zvlastni reseni, napr.
jednozasahovy inaktivacni model (kfivka bez raménkal)




Jednozasahovy inaktivacni model

V tomto pripadée: h = 0 — bunka prezije, h = 1 nebo vice — bunka neprezije
(viz nize, co tim myslime — pokles na 37%).

Pravdépodobnost preziti bunky (bez odvozeni, ale znamy exponencialni tvar
nam cosi napovida):

(Po zlogaritmovani
— —D/D, — _—kD dostavame rovnici pfimky
S=e (_ € ) se smérnici k)

D, je prevracena hodnota inaktivacniho koeficientu (D, = 1/k) a je to letalni
davka potfebna pro zredukovani frakce prezivsich bunék na hodnotu 1/e,
tj. 37% z hodnoty puvodni. Pfi této davce (D = D,) je primérny pocCet tercu
zasazenych v bunce roven 1.




Vicetercovy jednozasahovy model
(multi-target single-hit = MTSH)

Predpoklady:

1.V bunce existuje n tercu.

2. Kazdy terC ma stejnou pravdepodobnost q, ze bude zasazen.

3. Jeden zasah postacuje k inaktivaci terCe, nikoliv vsak celé
bunky.

4. Obecné plati, ze existuje funkce preziti podobne jako v
predchozim pripade jednozasahového modelu.

Bude-li pocet zasahu terél mensi nez n, pak burnka prezije.
Bude-li roven nebo vétsi nez n, pak bunka zahyne.




Vicetercovy jednozasahovy model
(multi-target single-hit = MTSH)

Pravdépodobnost preziti bunky (bez odvozeni a hlubsiho matematického
rozboru):

S(g,n,D)=1- (1 —e_qD)n

Vlastnosti MTSH modelu:

1. Kazda logaritmicky vyjadfena kfivka preziti pro S < 0,1 pfechazi v linearni zavislost —
vliv raménka se neuplatnuje.

2. Extrapolace této linearni zavislosti zpét k poCatku grafu poskytuje hodnotu n —
multiplicitu tercu

3. S vyjimkou zvlastniho pripadu n = 1 ma kazda krivka preziti raménko, které se

s Cislem n zvétsuje.

. Pro kterékoliv n > 1 ma krivka preziti nulovou smeérnici pri nulové davce.

g ma rozmeér a povahu inaktivacniho koeficientu a jeho prevracena hodnota ma pro

linearni Cast krivky preziti stejny vyznam jako D, v predchozim pripade.

(O




Kvazi-prahova davka

Kvazi-prahovou davku zjistime tak, ze protahneme linearni Cast logaritmické
krivky preziti tak, aby se protnula s poradnici pro S = 1. Tomuto bodu
odpovidajici davka je oznaCovana jako D, tj. kvazi-prahova davka. Plati:

D,=Dglnn
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Omezeni MTSH modelu

Existuji pripady, kdy postacCuje jediny zasah jedineho terCe pro inaktivaci
bunky — nepodafilo se experimentalné potvrdit nulovou smérnici zavislosti
preziti na davce pro nulovou davku. Revidovany — kombinovany model:

S(g,n,D)=¢e™ " [1 — (1 —e P )n]

g4 je inaktivacni koeficient pro tu Cast inaktivace, ktera vznika na zakladé jednotlivych
zasahu, a q,, je obvykly inaktivacni koeficient MTSH modelu.

Motivaci pro hledani lepSich modell se stalo to, Zze u vétSiny savcich (eukaryotickych) bunék
pfechazi raménko v linearni ¢ast zavislosti velmi zvolna.




Molekularni modely bunéecné smrti

Zasahova teorie se ve své puvodni podobé ukazala jako vhodna pro
modelovani ucinku na biochemicky vyznamné molekuly Ci na
mikroorganismy, avsak jiz méne na savcCi bunky. Jako vhodngjsi se
ukazal tzv. linearné-kvadraticky (LQ) model, v némz je uCinek zavisly
na prvni i druhé mocniné davky.

Problemy:

1. Experimentalni data ukazala, ze linearni Cast logaritmické krivky neni ve
skutecCnosti linearni, ale ze se jeji sklon zvetsuje. Z toho plyne, ze se s
rostouci davkou ponékud snizuje D, resp. zvétSuje inaktivacni koeficient
q.

2. Nelze ovérit, zda smérnice teCny ke krivce v pocCatku (pfi nulove davce)
je skutecne nulova. Proc asi?!

3. Neni vzat v uvahu Casove zavisly charakter enzymatickych oprav
poskozeni (DNA).




Predpoklady

1. TerCe jsou upresneny jako dvousroubovice DNA a jejich
kritické poskozeni jako dvouvlaknovy zlom.

2. Zlom je dusledkem preruseni chemickych vazeb v DNA.

3. Tato poskozeni DNA jsou za jistych okolnosti opravovana.
Modifikace radiobiologickych efektu muze byt dusledkem
meniciho se stupné reparace (opravy).

4. Procesy reparace zahrnuiji fyzikalné-chemickou rekombinaci,
procesy prenosu naboje, chemickou restituci a enzymatické
opravy. S ohledem na tyto opravy je implicitné uvazovan cas.

Toto vsechno se budeme pokouset matematicky vyjadrit!




Rozvinuti molekularniho modelu
—dN = KNdD = N = N, "’

N, je celkovy pocet kritickych vazeb v jednotkové hmotnosti, jejichz naruseni
vede k jednovlaknovému zlomu, N je pocet vazeb, které zlGistanou neporuseny
po davce zareni D, K je pravdépodobnostni konstanta pro preruseni vazby
jednotkovou davkou.

Pocet vazeb prerusenych v jednotkové hmotnosti je dan rozdilem

Zavedeme korekci na enzymatické opravy poskozeni: r je podil poskozenych
vazeb, které byly opraveny. Pak f = (1 —r) je podil vazeb, které nebyly opraveny.
Pak

Ny — N = fN(1 - e*KD)

udava pocet efektivnich jednovliaknovych ziomi DNA.




Pripomenuti: Preruseni retezce DNA

Dvouvlaknovy zlom — double-strand break (DSB) vznika
ruznymi mechanismy (pfimo i nepfimo):

a) Jeden zasah DNA vede k primému vzniku DSB v komplementarnich
mistech retézce nebo tzv. kooperativnimu vzniku DSB v blizkych
mistech obou fetézcu. (ozna¢ime jako mechanismus ,i)

b) Dva nezavislé zasahy komplementarnich rfetézcu v mistech
vzdalenych od sebe max. 10 bazi. Pri vetsi vzdalenosti udrzi
dvousSroubovici vcelku vodikove i jiné vazby. (oznaCime jako
mechanismus ,ii")




Odvozeni molekularniho modelu

Nyni uvazujeme duplexni DNA

n, — pocet kritickych vazeb ve vlakne 1

n, — pocet kritickych vazeb ve vlakne 2 (zrejme vetsinou plati n, =
Ny)

k — pravdepodobnostni konstanta pro naruseni vazby, analogie K z
predchoziho odvozeni, stejna pro obe vlakna

f,, f, — neobnovené podily vazeb ve vlakne 1 a 2

A je Cast davky D, ktera pusobi mechanismem ,i“

1 — A je Cast davky pusobici mechanismem ,ii"

Pozor! Symbol A zde znamena néco jiného, nez ve snimku 11 a 12 této
prednasky!




Odvozeni molekularniho modelu

Pro pocty jednovlaknovych zlomu vytvofenych mechanismem i
(2xSSB) pak pro viakno 1 a 2 dostavame (viz téz snimek 20):

qy = finy[1 - e*(-A0]
Ay = fon,[1 - e*(1-4D]

K tomu, aby nastal dvouvlaknovy zlom, musi byt jednovlaknové zlomy
efektivhé asociovany v Case a prostoru — zavadime proto faktor
efektivity E.

Dale zavedeme faktor pro opravu dvouvlaknovych zlomu f,.

Celkovy po€et neopravenych DSB na buriku je pak s ohledem na

pravdépodobnostni charakter vyrazu q, a g, dan jejich souinem®*, t;.

vyrazem:
Q; = Ef, f;n,fon, [1 - ek(1-AD]2
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Odvozeni molekularniho modelu

Analogicky plati pro mechanismus i (,jednozasahove DSB")
Q; = fonp(1 - e%o20),

kde n, je poCet mist v bunce, v nichz doslo k DSB, k; je

konstanta pravdepodobnosti zasahu, f, je neopraveny podil

DSB.

Celkovy stredni pocet DSB na bunku:
Q=Q;+Q;=




Odvozeni molekularniho modelu

Pomoci konstanty umernosti p prevedeme pocCet DSB na pocCet
smrtelnych DSB. Zavedeme téz nové konstanty:

Qp = p{x(1 - e*02D) + P(1 - e(1-2)D)2)
Tato rovnice urcuje pocet letalnich DSB na jednu bunku, které vyvola
davka D, jejiz kvalita je dana veliCinou A. NeurcCuje podil bunék usmrcenych
nebo prezivsich.
Bunika ovSem muze byt zabita jen jednou a dalSi ozarovani pak jiz plsobi

na mensi poc€et bunék. Toto je tzv. poissonovské usmrcovani bunék
zname Vv biologii, pro které je podil usmrcenych bunek dan vyrazem:




Odvozeni molekularniho modelu

Pro velmi mala k a k, (malé pravdépodobnosti zasaht mechanismem i a ,ji%, s
uvazenim aproximace eX = 1 + x pro velmi mala x) lze pfedchozi vyraz
zjednodusit a napsat pro podil prezivsich bunék:

S = egP(aD +pD2) . InS=-p(aD + BDZ)
B =fy.E.np.n,.fi .6, k2.(1 — A)?

Nyni je zfejmé, proC se model nazyva linearné kvadraticky. Konstanta p byva
nékdy zahrnovana do koeficientd a a 3. Odvozena rovnice byva nékdy
zapisovana i v jiné uzitecneé formeé — linearizované, kdy vyjadrujeme vyraz InS/D v
zavislosti na davce (parametry a a [3 Ize nyni snadno graficky urcit):

1%? =-pla+pD)




Teorie dualniho ucinku zareni
(nepovinné pro RA)

Linearné-kvadraticky model odstranil nekteré zasadni potize s jednozasahovym
modelem, zejména s tvarem krivky, avSak objevily se vuci nému vyhrady, které
vedly k tvorbé dalSich modelu.

Teorie dualniho uc€inku zareni vznikla na zakladé pozorovaného zvySovani
relativni biologické uc¢innosti (RBE)" neutronového zareni pfi poklesu jeho
davky. Neutrony se vyznacuji vysokym LET a soudilo se, ze A komponenta
davky, ktera vyvolava DSB jedinym zasahem, je u neutront dominantni,
zatimco u rtg zareni je dominantni komponenta 1 — 4. Toto se vSak nepotvrdilo.

*RBE — relativni biologicka uc€innost je pomér davek zareni referencniho, o nizkém
LET (napf. y Co-60) a zareni uvazovaného, které maji stejny biologicky ucinek.




Teorie dualniho ucinku zareni - odvozeni

Predpoklady pro odvozeni modelu dualniho ucinku zareni:

1. Vystaveni bunék pusobeni ionizujiciho zafeni vede v bunkach k tvorbé
sublézi a poCet téchto sublézi je pfimo umérny pfedané energii (davce).

2. Biologicka leze vznika na zaklade interakce dvou sublézi, které museji
byt v urCité vzdalenosti na subcelularni urovni.

3. Jakmile Iéze jednou vznikne, existuje jista pravdepodobnost, ze povede
k biologickému poskozeni.

4. Vsechny dvojice sublézi, ktere vznikly v jistém intervalu vzdalenosti,
maji stejnou pravdepodobnost vzajemne interakce. Mimo tento interval —
citlivé misto - je pravdépodobnost jejich interakce nulova. Jde tedy o
skokovou funkci vzdalenosti sublézi s moznymi hodnotami
pravdépodobnosti interakce 0 a 1.




Teorie dualniho ucinku zareni - odvozeni

Podle Goodheada je stfedni pocet lézi (nikoliv sublézi) funkci davky:

E(D) = j E(z)f(z,D)dz

kde f(z,D)dz je pravdépodobnost, Ze pro davku D ma specificka energie hodnotu z az z +
dz. Specificka energie je energie predana na jednu ionizacni udalost jednotkoveé
hmotnosti. Je to vlastnost druhu zafeni a vyznacuje se jistou podobnosti svého vyznamu
A funkci v LQ modelu.

S ohledem na pfedchozi muzeme stredni pocet lézi v citlivém misté napsat jako
E(z) = kz2

konstanta k zde representuje biologické vlastnosti systému.




Teorie dualniho ucinku zareni - odvozeni

Specificka energie z je pfimym méfitkem poctu sublézi, protoze jednim z pfedpokladd modelu
je to, ze subléze je pfimo spojena se specifickou energii. Vyraz z je ve druhé mocninég,
protoze subléze interaguji v parech. Pak

E(D) = j E(z)F(z,D)dz = j kz* [f (z, D)dz = kz* (D)

sze stfedni hodnota druhé mocniny z pro davku D. Na zakladé interpretace
experimentu pak byl odvozem konec€ny vztah pro pocCet Iézi vyjadfujici teorii
dualniho ucinku:

E(D) = k(D + D?)




Teorie dualniho ucinku zareni - odvozeni

Toto je opéet tzv. poissonovské usmrcovani bunek, pro ktere je
podil prezivsich bunek dan vyrazem:

SIS, = e(@ + D)

V logaritmickem vyjadreni jde opet o linearne-kvadraticky vyraz.




Repair-misrepair model bunecného preziti

(nepovinné)

OdliSny pfistup — model se vice zabyva procesem reparace:

a) Existuje poCateCni proces fyzikalniho pfenosu energie, ktery je nasledovan
presunem predané energie a vytvoreni relativne stabilnich
radiochemickych produktu.

b) Chemicka faze procesu je nasledovana fazi biochemickou, ktera zahrnuje
procesy reparace nebo zesileni poskozeni nebo jeho fixace, provazené
posloupnosti fyziologickych stavu bunky.

[ 4

c) Bunky, pokud preziji, mohou jevit trvalou zménu feonotypu.




Repair-misrepair (RMR) model bunécného preziti

Na dalsim obrazku predstaveny model RMR popisuje
vytézek relevantnich makromolekularnich lézi na jednu
bunku jako fukci davky (D).

Existuje na Case f zavisla transformace téchto lézi a pridruzene,
na case a na davce zavislé, pravdepodobnosti preziti (S,
Jrepair®), smrti (L) a zmutovani (M, ,misrepair®).

Tento model take postuluje tridu lezi U, které Ize oznacit jako
léze neutralni nebo ,neprojevené” a jsou tu ruzné stavy
reparace (R), které jsou dusledkem transformace U |ézi.




Stabilni

makromolekularni léze

(1 ms) U(t)

!

|_inearni reparacni procesy
(linearni zavislost na
koncentraci lézi U)

léze neutralni -
,2neprojevené” U(t)

——

Kvadratické reparacni
’rocesy (zavislost na kvadraty
koncentrace lézi U)

R (1) Rq (1)
Buikyse |\ | by A
Letalita L zb}/tkov_y m Zivotaschopni mutanti
lézemi U (M)




Repair-misrepair (RMR) model bunécéného preziti

Jinearnich” a ,kvadratickych” oprav lezi
vzniklych mechanismem ,i* a ,,ii".
Priklady jednoduchych reseni: (a)
vychazi z predstavy, ze vsechny
Jinearni“ opravy jsou spravné a

,kvadratické" plus U leze vedou ke . aD &q
S=e 1+ —
E

€= A/k je pomér rychlostnich konstant D £
_aD a
S=e ] +—
E

smrti bunky. (b) dtto avSak nekteré
linearni opravy nemuseji byt spravné (¢
je pravdepodobnost toho, ze linearni
oprava je spravna).




Zaverem

Jinym zpresnujicim modelem je tzv. letalni — potencialne letalni
model.

Po vyhodnoceni alternativ ke klasickému linearnée-kvadratickemu
modelu (LQ model) se vSak doslo k zaveru, ze tento model plne
vyhovuje pro popis experimentalnich vysledku pokud je frakce
prezivsich bunek vetsi nez jedna tisicina. Za techto podminek jiné
modely k LQ modelu konverguji. LQ model se plné osvedcil napt. |
jako vychodisko pro planovani frakcionovane terapie.
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