A frakcionalt besugarzas
sugarérzékenyité hatasa

Drahos Agnes,! DAm Annamaria,! Oreg Zsolt?

10rszagos ,Frédéric Joliot-Curie” Sugarbiologiai és Sugaregészségiigyi Kutato Intézet,
2Semmelweis Egyetem Egészségiigyi Féiskolai Kar

A hiperfrakcionalt sugarkezelés hatasat vizsgaltuk két human melanéma-sejtvo-
nalon. A sejteket 1-8 frakciéban 6sszesen 4 Gy gamma-besugarzasnak tetttik ki in
vitro. A kezeléseket akut hipoxidban is elvégeztiik. Vizsgaltuk tovabba, hogy a be-
sugarzas frakcionalasa hogyan befolyasolja a bioreduktiv szerként alkalmazott
dibromodulcitol sugarérzékenyité hatasat. A sejtek tulélését kozvetleniil a keze-
lések utan, valamint 24 6ra elteltével a klonogenitasi index meghatarozasaval
vizsgaltuk. Az apoptozis kimutatasat a kezeléseket kovetéen 72 6ran at TUNEL
modszerrel végeztiik. Eredményeink szerint a 0,5 Gy besugarzas hatdsara a
hipoxias sejtek sugarérzékenysége nagyobb volt, mint a normoxias sejteké. A dib-
romodulcitol sugarérzékenyité hatasa a dozis frakcionalasaval megnévekedett.
Az apototikus sejtek aranya sokkal magasabb volt a frakcionalt besugarzas hata-
sara, mint az ugyanazon dozist egyszerre kapott sejteké. Eredményeink a 0,5 Gy
frakcionkénti dozisu frakcionalt besugarzas jelentdségét hangsulyozzak. Magyar
Onkologia 48:323-331, 2004

To determine whether hyperfractionated treatment has benefits in the radiation
therapy, two melanoma cell lines were irradiated with eight 0.5 Gy fractions as
well as one single 4 Gy in vitro. The radiation was performed in air and in hypoxia
as well. Cells were also irradiated in the presence of dibromodulcitol, a
bifunctional alkylating agent with a weak radiosensitizer effect. The aim of the
study was to examine whether hyperfractionation can influence the
radiosensitizing effect of the bioreductive agent. Survival of the cells was
determined immediately and 24 hours after various treatments by cell counting in
hemocytometer and clonogenic assay. The number of the apoptotic cells was
determined by the TUNEL assay and was followed up to 72 hours after treatment.
Hypoxic cells had higher sensitivity than normoxic cells after 0.5 Gy irradiation.
Radiosensitizing enhancement of DBD was higher with fractionated irradiation.
The number of the apoptotic cells was significantly higher after hyperfractionated
treatments than after single dose treatment combinations. Our results showed the
significance of the hyperfractionated irradiation with 0.5 Gy per fraction in vitro.
Drahos A, Ddam A, Oreg Z. Radiosensitizing effect of hyperfractionated radiation.
Hungarian Oncology 48:323-331, 2004

B N

Bevezetés

Az akcerelalt besugarzas célja a daganatosproli-
feracio csokkentése a teljes besugarzasi id6 lero-
viditésével, amely a relapszusok megel6zésére
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kedvezé hatasu. Ezzel ellentétben a hiperfrakcio-
nalas kihasznalja a tumoros és a normalis sejtek
kiilonbozé sugarérzékenységét, novelve a tera-
pias hatasfokot. Az utébbi idében szamos klinikai
tanulmany jelent meg az akcerelalt hiperfrakcio-
nalt besugarzas sikeres alkalmazasarol kiilonbo-
z6 daganatok, igy az agydaganatok (1, 2) és a fej-
nyaki daganatok (3, 4) kezelésében.

A nagyon alacsony (0,5 Gy koriili) dozissal
végzett hiperfrakcionalt besugarzas az in vitro ta-
nulmanyok szerint egy hatasos daganatspecifi-
kus sugarérzékenyit6 eszkoz lehet, mert ebben a
dozistartomanyban a hipoxids sejtek érzéke-
nyebbek a besugarzasra, mint a jol oxigenalt sej-
tek (5). A hiperfrakciondlt besugarzas optimalis
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dozisa 0,4-0,6 Gy koriili, ahol a hipoxia ,védéhata-
sa” a minimalisra tehet6 (6). A hipoxia okozta su-
garrezisztencia elvesztése a frakcionalaskor arra
vezethet6 vissza, hogy a sejtekben ezek az ala-
csony dozisok nem képesek a javitd (repair) me-
chanizmusokat beinditani.

Nemrégiben fedezték fel, hogy az indukalha-
té repair a f6 tényez6, amely befolyasolhatja a
sejtre jellemzd (intrinsic) sugarérzékenységet a
klinikailag mérvadé dézisnal (2 Gy). Valészint-
sithet6, hogy az extrém hiperfrakcionalas elénye
leginkabb azoknal a sejttipusoknal jelenik meg,
amelyeknél kimutathaté az alacsony dozisu hi-
perérzékenység (HRS = hyper-radiosensitivity) és
a megnovekedett sugarrezisztencia a magasabb
dozisoknal (IRR=induced radioresistance). Az
egyel6re vitatott, hogy az indukalt sugarrezisz-
tencia és a 2 Gy-nél mérhet6 sugarérzékenység
jol korreldl-e egymassal (5, 6, 7).

Egy masik hipotézis a szenzitiv szubpopula-
ciok szerepét magyarazza. Eszerint a sejtciklus
bizonyos fazisaiban levé sejtek sugarérzékenysé-
ge nagyobb, mint varhaté lenne. A HRS/IRR mo-
dell szerint az alacsony dozisu besugarzas elsé-
sorban a szenzitiv sejciklusbeli fazisban levé sej-
teket eliminalja, és magasabb dézisok sziiksége-
sek a rezisztens fazisban levd sejtek elpusztitasa-
hoz. Az indukalhatd repair valasz egy arany for-
mdjaban szamszersithetd, az a /o, a hiperérzé-
keny alacsony dozist szakasz meredeksége a li-
nedris-kvadratikus (LQ) modell szerint. Emellett
az eredeti fliggvény LQ-IR formuldjdban az IRR-
nek van egy kilonos szerepe, leirja a repair in-
dukcidjahoz sziikséges dozist, és ennek figyelem-
bevételével a tulélési gorbe jobb illeszkedése ér-
het6 el az alacsonyabb dézisoknal. De egyik mo-
dell sem képes igazan leirni a szamos ismételt kis
dozisfrakcioju besugarzas hatasat.

Egy masik fontos figyelembe veendd tényezo
a sugarbiologidban az oxigén hatdsa, a sugarha-
tasra adott valasz befolyasoldsa oxigénnel. Az
oxigenaltsdg sugarhatast fokozo aranyat (OER),
vagyis a levegében és a hipoxidban besugarazott
sejtek eltéré sugarérzékenységét széles kortien
tanulmanyoztak. Szamos kisérletes tanulmany
arra utal azonban, hogy az oxigén sugarérzéke-
nyité hatasa alacsony doézisoknal csokkenni lat-
szik (8, 9). Viszont csak néhany tanulmdnyban
tették fel a kérdést, vajon az apoptozis indukcio
csokken-e, ha a sejteket hipoxidban sugarazzak
be, ahhoz képest, ha aerob korillmények kozott
torténik mindez (10). Ha a hipoxias védelem az
apoptotikus sejthalalnal kifejezettebb, mint a
nekrozisnal, akkor az azt jelenti, hogy a kiillonb-
ség és a novekedés az apoptotikus sejtek aranya-
ban klinikai jelentdséggel birhat.

Egy szamitogépes szimulacios vizsgalat meg-
mutatta, hogy az OER dozisfliggése csak akkor je-
lentkezik, ha a valaszt egyenlé dézisfrakciok sti-
muléljak a normoxias és a hipoxias oldalon. Ez a
helyzet a klinikumban, amikor egy megfelelé do-
zist adnak le egy daganatra, amely normoxias és
hipoxias sejteket egyarant tartalmaz (6, 11). Je-
len tanulmanyunkban pontosan ugyanazt a frak-
cionalasi menetet alkalmaztu hipoxidban és leve-
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g6ben, hogy direkt modon osszevethessiik a frak-
cionalt alacsony dozistu besugarzas hatasat.

A koloniaképzés egy széleskoriien tanulma-
nyozott végpont a sugarbiolégidban, az apoptdzis
szerepét a sugarzas okozta klonogenitasi képes-
ség elvesztésében azonban nemigen vizsgaltak.

A technika fejlédése lehet6vé tette, hogy
megvizsgaljuk a ,rizik6-sejtek” pontos szamat egy
koloniaképzési modszerrel. Ez egyrészt elérhetd
fluoreszcens sejtszamlalassal  (fluorescence
activated cell sorter, FACS), ekkor 1ézerfény se-
gitségével szamoljuk meg a sejteket, igy ponto-
san lehet tudni, hogy mennyi sejtet tesziink ki,
vagy a Kkiiiltetés utan a sejteket pasztazo mikro-
szkoppal pozicionélni lehet (Dynamic Microscopic
Image Processing System, DMIPS). Mindkét tech-
nikaval beindithatunk azonban bizonyos stressz-
folyamatokat, mivel a lézerfény, ill. a mikro-
szkop fénye kelthet ilyen hatasokat. Lehetséges
még a hagyomanyos koloniaképzési vizsgalat al-
kalmazdsa, amennyiben a sejteket alacsony
denzitasban sugarazzuk be. Ennélfogva a DMIPS
hasznalata nem feltétleniil sziikséges ezeknek a
hatdsoknak a tanulméanyozasahoz (7).

A dibromodulcitol (Mitolactol?, Elobromol¥,
DBD) egy bifunkcionlis alkilalészer, amelyet szé-
leskorten alkalmaznak kiilénbozé daganatok ke-
zelésében (12). A klinikai adatok azt mutattdk,
hogy a radioterapia DBD-vel vagy Carmustinnal
(CCNU) kombindlva szinnifikdnsan jobb tulélést
eredményezett, mint a besugarzas dnmagaban
(13). DBD és Lomustin (BCNU) kombinaci6ja
hasznos és jol torelalhaté adjuvansa a malignus
glioma sebészi és sugarterapias kezelésének (14).
Igéretes eredményekrsl szamoltak be human xe-
notranszplantalt melanoma és egérszarkoma ke-
zelésében is (15, 16). A DBD-nek van egy gyenge
sugarérzékenyit6 hatdsa in vitro rendszerekben is.
Laphamsejtes karcinoma kombinalt kezelése be-
sugarzassal és DBD-vel a sejtproliferacio gatlasat
eredményezte a mitotikus aktivitas gatlasaval és
az apoptotikus aktivitas eldsegitésével (17).

Az elmult két évtizedben kiilonféle frakciona-
lasi modok és néhany 4j sugarérzékenyité jelent
meg a tumorkezelés javitasara. Jelen kisérlete-
inkben a melandmasejtek tulélését, proliferacio-
jat és klonogenitasat vizsgatuk in vitro hiperfrak-
cionalt besugarzasok hatasara. Tébbszori 0,5 Gy
dozist alkalmaztunk normoxiaban és hipoxiaban,
naponta két alkalommal. Vizsgaltuk tovabba azt,
hogy vajon a hiperfrakcionalas milyen hatassal
van a DBD sugarérzékenyité és alkilalo hatasara.
Ez a kisérletsorozat in vitro adatokkal szolgalhat
a kombinalt modalitasi daganatkezelés jobb
megértéséhez a klinikai gyakorlat szamara is.

Anyag és modszer

Sejtvonalak, a sejttenyésztés korillményet

Az RPMI 8322 human melandéma-sejtvonalat
Margareta Edgren és Laszlo Revesz (Karolinska
Institute, Stockholm) bocsatotta rendelkezéstink-
re. A torzseket monolayer kultiraban tartottuk
fenn, 25 cm?es szovettenyészté flaskdban 5 ml
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médiumban. A sejteket Eagle’s MEM (E-MEM,
M7270, Sigma) tapfolyadékban tartottuk, kiegé-
szitve 10% fotalis borjusavéval (Gibco), 2,2 g/l
nétrium-bicarbonattal és 10* TU/ml streptomy-
cin/penicillinnel. A sejtvonalat 98% paratartal-
mu 5% CO, és 95 % levegs gazkeverékben 37 °C
termosztatban tartottuk. Az exponencialis nove-
kedési fazisban levé sejteket hetente kétszer atol-
tottuk. A kisérletekhez az exponencidlisan no-
vekvé sejtkulturakat tripszineztiik, a sejteket
megszamoltuk, és megfeleld sejtszamot 6 cm at-
mérdjl Petri-csészébe tettiink, a talélést kolonia-
képzési technikaval kovettik.

Besugdrzasi koriilmények

A Petri-csészébe megfeleld sejtszamban kitett sej-
teket 3 oraig hagytuk letapadni 37 °C-on. Ezutan
szobahémérsékleten, 0,28-0,40 Gy/min doézistel-
jesitménnyel %°Co gamma-besugarzast kaptak
(Gammatron-3 Therapy Unit, Siemens). A sejtek-
r6l a médiumot a besugarzas utan azonnal eltavo-
litottuk, és friss médiummal pétoltuk. A kontroll
sejteket ugyanilyen modon kezelttik, csak nem
kaptak besugarzast. A sejteket ezutan az inkuba-
torba visszatettiik, és hagytuk 7 napig, hogy a
makroszkopos (50-200 sejt) kolénidk kifejlédje-
nek. A kolonidkat metilénkék festéssel jol latha-
tova tettiik, megszamoltuk, és megadtuk a tulélé-
si frakciot. A kezeletlen kontroll sejtek klonoge-
nitasa 60-65% volt.

Kombindlt kezelés DBD-vel és besugdrzdssal

A DBD sugarérzékenyité hatasanak vizsgalatat
ugy hataroztuk meg, hogy a sejteket 1 6ran at 5
pg/ml DBD-t tartalmaz6 médiummal inkubaltuk,
és a besugarzast is ebben végeztiik. Az optimalis
DBD-koncentraciét elékisérletekben hataroztuk
meg. A tapfolyadékot kozvetleniil a besugarzas
utan frissre cseréltiik. A talélési frakciot a fenti-
ekhez hasonléan hataroztuk meg. A DBD-vel el6-
kezelt és a DBD nélkiili besugarzasokat parhuza-
mosan végeztiik. Egyszerre hat Petri-csészébe a
megfeleld szamu sejtet kiiiltettilk, és harmat csak
besugarzassal kezeltlink, hdaromnal pedig a DBD-
kezelést is elvégeztik. A hat (hipoxia szempont-
jabol parhuzamosan kezelt) Petri-csésze egyidé-
ben, random moédon ugyanazon besugarzo do-
bozban volt elhelyezve az elkezelés és a besu-
garzas alatt.

Kezelések hipoxidban

Minden egyes és kombinalt kezelést hipoxias ko-
rillmények kozott is elvégeztiink. A hipoxiat a be-
sugarzas alatt ugy biztositottuk, hogy a sejteket 1
oraval a besugdarzas el6tt és a besugarzas alatt egy
dobozban helyeztiik el, amelyben folyamatosan
biztositottuk a 95% N, és 5% CO, gizkeverék
aramlasat. A kisérleteket (hipoxidban és normo-
xidban egyarant) iiveg Petri-csészében parhuza-
mosan végeztik.

Mindezek alapjan a kezelési csoportok a ko-
vetkezdk voltak:

A FRAKCIONALT BESUGARZASSUGARERZEKENYITA HATASA

. Kezeletlen kontroll (dlbesugarazott),

. Hipoxiés kontroll (albesugarazott),

. Besugarazott (levegében),

. Besugarazott (hipoxias),

. DBD-kezelt (leveg6ben),

. DBD-kezelt (hipoxidban),

. DBD-kezelt besugarazott (levegében),
. DBD-kezelt besugarazott (hipoxias)

O N O Ul v W~

Frakciondlt besugdrzdsok és kombindlt kezelések

A kovetkez6 kisérletekben a besugarzasi doziso-
kat 1-8 frakcioban adtuk, 0,5-4 Gy dsszdozisbhan.
Naponta két frakciot alkalmaztunk, 6 oras ku-
lonbséggel, amig a sejtek az 6sszddzist meg nem
kaptak. A frakcionkénti dozis 0,5-1,0-2,0-4,0 Gy
volt. A sugarérzékenyit6 hatas mérésére 5 pg/ml
DBD-t tartalmazo tapfolyadékban elkezeltiik a
sejteket 1 6ran keresztiil, minden egyes besugar-
zési frakcié alkalmaval. Az Osszes frakcionalasi
kisérletet hipoxidban is elvégeztiik, minden keze-
1éskor biztositva az 1 6ras el6kezelést.

A sejteket a kezelési periodusban szérum-
mentes tapfolyadékban tartottuk, hogy a reverzi-
bilis G, sejtciklus fazisban maradjanak. Azért volt
szitkség erre, hogy kikiiszoboljiikk a sejtciklus
progressziojabol adodd hibakat, és a 4 nap eltelté-
vel is egysejtes (illetve minél kisebb) mikrokol6-
niakat kezeljiink. A szérummentes tapfolyadékot
naponta cseréltiik. Az egyszeri besugarzast a 4.
napon végeztiik. Mind a hiperfrakcionalt mind az
egyszeri besugarzast kovetéen a sejtek tapfolya-
dékat szérummal kiegészitett médiumra cserél-
tiik, hogy a sejtosztodasi ciklus beindulhasson, és
a koloniak illetve az apoptozis kialakuljon. A kép-
z6dott kolonidkat a kezelést koveté 7. napon sza-
moltuk meg. A talélést a kezeletlen szérummen-
tes tapfolyadékban tartott kontroll szazalékaban
adtuk meg.

A kombinalt kezelés sejtproliferaciora gyako-
rolt hatasat ugy is ellendriztilk, hogy a sejtte-
nyészté flaskaban besugarazott sejteknél az é16
sejtszamot kozvetlentil besugarzast kovetéen, ill.
24 ora elteltével meghataroztuk. A tulélé sejtsza-
mot a besugarazott sejteknél DBD jelenlétében és
anélkil is megadtuk. A kezeletlen kontroll és az
egyszer besugarazott csoportokat a hiperfrakcio-
nalt kezelt csoportokhoz hasonléan ugyanannyi
ideig szérummentes médiumban tartottuk. A tal-
élési frakciokat a kezeletlen kontroll szazaléka-
ban adtuk meg.

Az apoptotikus sejtpusztulds meghatdrozdsa

Az apoptotikus sejtek szamanak meghatarozasa
0, 24, 48 és 72 oraval a kezelési protokollokat ko-
veten tortént. Ezeket a kisérleteket csak 4 Gy és
8 x 0,5 Gy besugarzast kovetéen DBD-eldkezelés-
sel és anélkil végeztiik, biztositva a megfelel6 hi-
poxias és normoxias korillményeket. Az apoptoti-
kus sejtek kimutatasara 5x10* RPMI 8322 sejtet
tettink ki 1 ml tapfolyadékban 24-lyuka edé-
nyekbe (Nunc) gy, hogy a lyukakba elézéleg fe-
délemezt helyeztiink. A kezelési protokollokat a
fent részletezett modon végeztik. A kezelések
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utan a megfelelé idépontokban a sejteket kétszer
mostuk PBS-sel, majd 4% paraformaldehiddel fi-
xaltuk 30 percig. Az apoptotikus sejteket TUNEL
modszerrel jeloltiik (In Situ Cell Death Detection
Kit, AP, Boehringer Mannheim) a gyart6 utasita-
sait kovetve. Az apoptotikus sejteket fluoresz-
cens mikroszkoppal és fénymikroszkoppal egy-
arant megfigyeltiik. Legalabb 1000 sejtet szamol-
tunk meg lemezenként.

Statisztikai elemzés

Minden kezelést haromszor ismételtiink, kezelé-
senként harom parhuzamos mintat kezelve. A
tulélési gorbéket a hagyomanyos LQ és az LQ-IR
modell alapjan is megadtuk. Az adatokat az
atlag + standard hiba megadasaval abrazoltuk.
Doézispontonként vizsgaltuk a tulélési frakciok
szignifikans eltérését. Szignifikansnak a p>0,05
eltéréseket tekintetttk.

Annak megvizsgalasara, hogy van-e kiilénb-
ség a DBD sugdrérzékenyité hatasdban hipoxids
és normoxias koriilmények kozott, ha a besugar-
zast tobb frakcioban adtuk, képeztiik a hipoxias
és normoxids tulélési frakciok hanyadosat a
koliinb6zé besugarzasi doézisokat kovetéen DBD
jelenlétében és anélkil, a kovetkezd fiiggvény
szerint:

(tﬁlélési frakei¢ hipoxiaban)
SFRpgp, talélési frakeio levegdben / pyp

SFR.,, (mlelési frakcio hipoxidban)
talélési frakeio levegdben / ppp_

Ezeknek a szamoknak a megadasaval meg tudtuk
hatarozni a DBD hatasok ktlonbségét a frakcio-
nalt besugarzasok alkalmaval.

Az apoptotikus sejtek aranyat atlag+standard
hibaként adtuk meg. A statisztikai elemzéseket
varianciaanalizissel végeztitk (ANOVA) post hoc
Bonferroni and Scheffé’s tesztet alkalmazva az
idéfiiggésre, fliggetlen mintak t-probajat a DBD, a
frakcionalas és a hipoxia hatasra. A statisztikai
vizsgalatokat SPSS 10,0 szoftvercsomag segitségé-
vel végeztiik.

Eredmények

A sejtek tulélése egyszeri dozisu kezelés hatdsdra

A sejtvonal tulélési gorbéjén lathato volt a hiper-
sugarérzékenység/indukalt rezisztencia jellem-
zdje, tobbfazist talélési gorbét eredményezve, el-
sésorban az 1 Gy alatti tartomanyban. Az 1. dbran
lathat6 a melanoma sejtek tulélése csak besugar-
zast kovetéen és DBD-vel kombinalt kezeléskor.
A sejteket hipoxidban és levegében is besugaraz-
tuk, és tulélési gorbéket elkészitettiink. Ameny-
nyiben a gorbét az LQ modell alapjan illesztettiik,
az az alacsony dézistartomanyban nem illeszke-
dett jol.

Az LQ-IR modell (5) szerint illesztve a gorbét,
sokkal jobban illeszkedett az alacsony és a maga-
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sabb dozisoknal egyarant. Ezen melanoma sejt-
vonallal kapott eredmény is igazolja azt az irodal-
mi megallapitast, hogy az un. kis dozishatas azok-
nal a sejteknél jelentésebb, amelyek sugarrezisz-
tensebbek (18, 19).

A vizsgalt melanomasejtek tobbfazisu tulélési
gorbét mutattak 1 Gy alatt. A HRS/IRR mértéke
azonban nem valtozott jelentdsen attél fliggden,
hogy a kezelést levegdben vagy hipoxidban végez-
tilk, és hogy a DBD jelen volt-e a kezeléskor. A
HRS maximuma a 10-30 c¢Gy tartomanyban volt
legjellemzdbben kimutathato (1. dbra). A hipoxia
hatasa szignifikdnsan csak a 4 Gy dézisnal volt ki-
mutathat6 azonban, fiiggetlentil att6l, hogy DBD
kezelés tortént-e vagy sem. Az OER értéke 4 Gy
sugarkezeléskor DBD nélkiil 1,33 volt, DBD vel ki-
egészitve a kezelést pedig 1,8-nak mutatkozott. Ez
jelentésen elmarad attél az OER =3 értéktél, ame-
ly a nagyobb dozist besugarzaskor (a sejtek tulélé-
se 0,01) szokott mutatkozni, azonban lathaté egy
tendencia, amely az altalunk alkalmazott legna-
gyobb doézisnal mar szignifikans eltérést eredmé-
nyezett a hipoxias és a normoxias csoport kozott.

A DBD sugarérzékenyité hatasa hipoxiaban 2
Gy besugarzas felett volt szignifikans, ekkor a SER
értéke 4 Gy-nél 1,58 volt. Levegben besugarazva
a sejteket pedig a DBD kezelés hatdsa nem mutat-
kozott szignifikansnak, a maximalis SER érték 1,2
volt az altalunk alkalmazott dézistartomanyban.
A sugarérzékenyit6ként alkalmazott DBD hatasa
a dozis novekedésével a hipoxia hatashoz hason-
l6an szignifikdns tendencidt mutatott abban az
esetben, ha a kezelés hipoxidban tortént.

A kombinalt kezelést kovetéen a kialakult ko-
loniak a mikroszképos megfigyeléskor kevesebb
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1. dbra.

RPMI 8322 melanoma
sejtek sugdrérzékenyseé-
ge (A) és DBD eldkeze-
léssel (B) besugdrzdskor
és eldtte 1 oraval
NoYmoxids (négyzet) vs.
hipoxids (hdromszog)
kériilmények kozott.

A tulélési gorbék az
LQ/IR model szerint
késziiltek. A hipoxia
hatdsa 4 Gy-nél
szigifikdans (p < 0,05),

a DBD hatdsa 2 ill.

4 Gy-nél szignifikdns

a hipoxidaban végzett
kezeléskor (p<0,05).



2. dbra. RPMI 8322
melanoma sejtek szama
4 Gy besugdrzds utdan
kozvetleniil (fehér) és 24
ora mulva (fekete).

O =normoxidban,

H = hipoxidban,
D=DBD jelenlétében.
1-4. oszlop: 4 Gy egy
frakcioban; 5-8. oszlop:
8x0,5 Gy. Jelentdsen
alacsonyabb volt a tul-
€lés a hiperfrakciondlt
csoportban a kezelés

sejtbdl alltak, mint a csak besugarazott sejtekbdl
képzddott kolonidk, jelezve bizonyos sejtciklus-
beli késést.

Sejtproliferdcio hiperfrakciondlt kezeléseknél

A frakcionalas sejtproliferaciéra gyakorolt hata-
sat vizsgaltuk DBD jelenlétében és anélkiil. Az
€16 sejtek meghatarozasa vitalis festéssel tortént
a kezelések végén és 24 ora elteltével. Az 1ill. 8
frakcioban leadott 4 Gy 0sszdozis hatasara élve
maradt sejtek szamat vetettiik 6ssze. A 2. dbrdn
lathato az €16 sejtek szama a 4 napig szérummen-
tes tapfolyadékban tartott, besugarazassal és
DBD-vel nem kezelt kontroll szazalékaban koz-
vetleniil kezelés utan és 24 6ra mulva. A hiper-
frakcionalas dramaian csokkentette az €16 sejtek
szamat a nyolc besugarzast kovetéen (p=0,01).
Ez volt a kezelés negyedik napja, erre az idépont-

befejezésekor (0 h), ra a sejtek a szérummegvonas miatt is a sejtciklu-
amely 24 h elteltével is sukban megtorpantak. Azt is figyelembe kell ven-
megmaradt. ni, hogy ez alatt a négy nap alatt a sejtek egy ré-
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1,2

14

SFRpeoe/SFRpgo-
o o o
IS [e)} [0

| | |

o
N
|

o
|

0,5

Frakciészam:

W1 W2 O4 B8

I I
1 2 4

dézis/frakcio (Gy)

MRAGYAR ONKOLGGIA 48. FVFOLYAM 4. SZAM 2004

sze mikrokoloniakat alakitott ki, amelyben azok
esetleg érzékenyebbek lehetnek, mint az egye-
dilall6 sejtek (20). Amikor a teljes dézist egy
frakcioban kaptdk a sejtek, a sejtszam csokkené-
se nem volt olyan jelentds. Ekkor a besugarzast
kovetéen 75-90%-ra csokkent a talélés, a kezelés
korilményeit6l fliggéen (normoxia/hipoxia,
DBD jelenléte). Sejtszamolassal csak csekély kii-
1onbséget talaltunk a talélé sejtek szaméban a
normoxias és a hipoxias csoportok kozott 24 6ra
elteltével. A DBD kezelések a hipoxias hiperfrak-
cionalast kivéve tovabb csokkentették az €16 sej-
tek szamat, a szer citotoxikus hatasa 24 6ras sejt-
szamolaskor jelentkezett, szignifikans kiillonbsé-
get az egyszer kezelt csoportok kozott tudtunk ki-
mutatni. Ezzel a kisérleti elrendezéssel nehéz
megitélni, vajon kizarélag a sejtciklus hatasa,
vagy az apoptozis beinduldsa vagy a mikrokolo-
niak korai pusztulasa felelds ezért a jelents sejt-
pusztulasért a hiperfrakcionalast kévetGen. Ne-
héz megbecstilni a tobbszori DBD kezelés citoto-
xikus hatasat, amely szintén része volt a prolife-
racios aktivitas modosulasanak.

Ezt a vizsgalatot, a sejtszamolast kovetéen ko-
loniaképzési vizsgalattal egészitettiik ki. A képzo-
dott kolonidk szama 8x0,5 Gy kezelést kovetGen
jelentdsen csokkent, 23% volt normoxidban és
47% hipoxiaban. A koléniaszdm majdnem nulla
volt a DBD-kezelt csoportokban.

A hiperfrakciondlt kezelések sugdrérzékenyito
hatdsa

A dozisfrakcionalas és az alkilaloszer kozos hata-

sat a koloniaképzéssel mért tuléléssel detektal-

tuk. A dozis-hatas Osszefiiggést harom kiilonbézé

kisérleti elrendezéshen vizsgaltuk:

(1.) 4 Gy 6sszdozis 1 - 2 - 4 - 8 frakcidban,

(2.) inkubalas és besugarzds dozis-frakcionalassal
normoxias és hipoxias koriilmények kozott, és

(3.) DBD hidnya és jelenléte besugarzaskor a fen-
ti két kisérleti elrendezéshen.

A kovetkez6 jelenségeket tapasztaltuk:

A hiperfrakcionalas énmagaban csokkentette
a tulélg kolonidk szamat. Ennek mértéke fiiggott
a frakcioszamtol és a frakcionkénti dozistdl, igy
ugyanazon 0sszdozist kovetéen a koloniaszam
alacsonyabb volt, ha a frakciészam nétt.

Kilonbség mutatkozott az oxigenaltsagtol fiig-
géen, a hipoxia védé hatasa csak 1 Gy felett je-
lentkezett.

A DBD sugarérzékenyit6 hatasa legkifejezet-
tebben a magasabb sugardézisoknal volt kimutat-
hato, de a DBD hatasa nem latszott hipoxiafiiggé-
nek ezekben az alacsony dézistartomanyokban.

A kombinalt hatas szamszert kifejezése érde-
kében szamoltunk a kovetkez6 ardnnyal:

SFRDBD +

SFRppp-

(lasd: Anyag és modszer). A 3. dbrdn ennek értéke-
it tintettiik fel a frakcionkénti dozis fiiggvényében.
A DBD sugdrhatas-modosit6 hatasa kevésbé volt ki-
fejezett hipoxidban, bar a hipoxids sejtek a maga-
sabb dozistartomanyban érzékenyebbek voltak io-
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nizalo sugarzasra DBD-vel. Ez a viszonylag ala-
csony frakcidszam csak a tendencidk érzékelteté-
sére alkalmas, és csak mérsékelt hatast eredmé-
nyezett. Mindenesetre a tendencia azt mutatta,
hogy a DBD sugarérzékenyit6 hatasa kifejezettebb
volt, ha a frakcidoszamot noveltik. A tulélési frak-
ciok aranya a 0,5 Gy 8 frakcigjat kovetéen majd-
nem a 4 Gy egyszeri dozissal megegyezé aranyt
mutatott. Amikor a frakcionkénti dozis 1 vagy 2 Gy
volt, az arany magasabbnak mutatkozott.

Apoptotikus sejtek detektaldsa kiilonbizo kezelé-
seket kovetden

Az alkalmazott proliferacios vizsgalatokban a ttlélg
sejtek szamat a kezeletlen kontrollhoz hasonlitot-
tuk a kezeléseket kovetéen, majd 24 ora elteltével.
A kezelt sejtek szamanak relativ csokkenése nem
mutatta, hogy ez vajon a sejtciklus csokkenésének
vagy a sejtek pusztulasanak volt koszonhetd. En-
nek eldontésére vizsgaltuk az apoptotikus DNS-
fragmentaciot. A besugarzasok és a kombinalt ke-
zelések iddbeli fiiggésének és az apoptotikus sejtek
aranyanak meghatarozasara a TUNEL modszert
vélasztottuk. A kezeletlen kontroll csoportban az
apoptozis 2%o volt (4. dbra). Az Gsszes kezelt cso-
portban lathato, hogy a kezelés befejezése utan
kozvetlentil rendkiviil alacsony volt az apoptotikus
sejtek aranya, amely a szérummentes kornyezet-
ben nem meglepd. A kezelés utdn a normal szé-
rumtartalmu tapfolyadék visszaadasaval, a sejtcik-
lus beindulasaval az apoptézis kiilonb6zé mértékii,
a kezelésektdl fliggé emelkedését tapasztaltuk.

A kimutathaté apoptotikus sejtszam relative
alacsony maradt a 4 Gy egyszerre alkalmazott be-
sugarzast kovetéen. Az apoptotikus sejtarany eny-
he novekedését tapasztalhattuk 24 6ra (kb. 2 sejt-
ciklus) és 72 6ra elteltével a levegben tortént be-
sugarzast kovetéen. Az apoptotikus sejtek aranya
48 oraval a kezelést kovetéen 6%-ig emelkedett,
majd 72 ora elteltével 4%-ra csokkent, amennyi-
ben DBD volt jelen a besugarzaskor. A 4 Gy-es
hipoxias besugarzas nem indukalta a DNS frag-
rollhoz képest nem tapasztaltunk emelkedést. A
normoxidban és a hipoxidban végzett kezelés az
apoptotikus sejtek szamanak szignifikans eltérését

mivel klinikai szempontbodl ez a kezelési mod nem
relevans.

A hiperfrakcionalds, vagyis a 4 Gy 6sszdozis 8
frakcioban jelentésen megvaltoztatta az apoptozis
el6fordulasat, az egyszerre leadott és a hiperfrak-
cionalt kezelés eredménye szignifikansan killonbo-
z0ott (p=0,0001).

Az apoptoétikus sejtszam szignifikdnsan nétt a
besugarazatlan kontroll szintjéhez és a 4 Gy egy-
szeri dozis szintjéhez képest is. Az apoptozis induk-
ci6 egy egyhe tovabbi novekedést mutatott 24 6ra
eleteltével, majd egy maximummal 48 6randl, de
még 72 ora elteltével is magasan maradt a normo-
xias besugarzast kovetden.

A DBD jelenléte tovabb novelte az apoptétikus
sejtek aranyat. A hipoxidban tortént besugarzas
apoptozis indukcitja két hullamban jelentkezett,
24 ill. 72 6raval a kezelés befejezése utan, amely a
sejtpusztulasi program egy bizonyos késését mu-
tatja. Ez arra utal, hogy a besugarazott sejteknek
elére kell haladniuk a sejtcikluson ahhoz, hogy
apoptozisba kertiiljenek. A besugarzas DBD-vel
kombinalva indukalta a legnagyobb aranyu
apoptozist, ami 24 éran beliil bekovetkezett, majd
72 6raig alacsonyabb szinten maradt, amikor egy
masodik hulldimban, bar alacsonyabb szinten teté-
z0tt. A DBD hatdsa osszességében azonban nem
volt szignifikdns sem normoxidban, sem hipoxia-
ban, annak ellenére, hogy az egyes idépontokban
eltéréseket lehetett kimutatni.

Egy késoi apoptozis volt még megfigyelhetd a
frakciondlt besugarzast kovetGen, ami azt jelzi,
hogy a besugarzas egy perzisztalo karosodast oko-
zott, amelyre a sejtek egy vagy tobb osztodassal
reagaltak, vagyis kései apoptozisha mentek. A DBD
befolyasolta az apoptétikus folyamatot, de csak az
elpusztult sejtek szamanak enyhe névekedését le-
hetett kimutatni normoxidban. A hiperfrakcionalas
hipoxidban DBD-vel kombinalt esetben egy csok-
kent apoptozis indukcidhoz vezetett, 24 oraval a
kezelés utan mutatott maximumot, és késébb csak
néhany sejt pusztult el apoptozissal.

Az apoptozis idébeli lezajlasat statisztikailag
nem taldltuk szignifikinsnak, azonban mivel a
vizsgalatok diszkrét idGpontokban torténtek, és
csak az in situ apoptoézis kimutatasat engedte meg
az altalunk alkalmazott modszer, ezért a kiilonbozé

4. dbra.

Apoptozis index RPMI
8322 melanoma sejtek
4 Gy 1-8 frakcicban
tortént besugdrzdsa
utan kiilonbézo ido-
pontokban, normoxids
vs. hipoxids kovillmé-
nyek kozott, DBD nel-
kiil (A) és DBD jelenlét-
¢ben (B). Az egyszer ke-
zelt csoportokban az
apoptozis aranya egyet-
len iddpontban sem ér-
te el az 5%-ot. A keze-
lés hiperfrakciondldsa
szignifikdansan névelte
az apoptozist. A DBD
hatdsa és az apoptozis
idobeli lefolydsa nem

eredményezte egyszeri 4 Gy besugarzast kovetéen  kezelések soran hasonlésagok és kiilonbségek mu- mutatkozott szignifi-
(p=0,017). Ennek csak elméleti jelentdsége van, tatkoztak az idében. Igy a levegdben kezelt hiper- kansnak.
% %
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frakcionalt csoportoknal az apoptoézis a 48. 6raban
volt a legmagasabb, mind a DBD-vel is kezelt, mind
a csak besugarzassal kezelt csoportokndl. A hipo-
xidban elvégzett kezelésnél azonban a kétfazisu
apoptozis indukcié volt inkabb jellemz6, ami els6-
sorban a 24. 6rdban, masodsorban a 72. 6raban
eredményezett csucsokat, ez utébbiak alacsonyab-
bak voltak.

Az apoptozis vizsgalataval egyidében a mitoti-
kus sejteket is megszamoltuk a fed6lemez tenyé-
szeteken (az adatokat nem abrazoltuk). Azt tapasz-
taltuk, hogy ugyanezekben a diszkrét idépontok-
ban a mitdzis aranya majdnem nullara csokkent,
amennyiben barmelyik DBD-vel kombinalt
hiperfrakcionalt kezelést alkalmaztuk, ami valoszi-
ntleg a szer mit6zisgatlo szerepével is osszefliggés-
be hozhat6 (17).

Megbeszélés

Jelen in vitro vizsgalatunkban megmutattuk, hogy
a hiperfrakcionalt 4 Gy gamma-besugarzas hatdso-
sabban pusztitotta a sejteket, mint az egyszerre
adott kezelés. Ha az 6sszdozist 2-8 frakciéban al-
kalmaztuk, a klonogenikus tulélés a frakcioszamtol
¢s a frakcionkénti dozis fliggvényében csokkent. A
hipoxidban torténé dozisfrakciondlds a sejtek
sugérérzékenységét tovabb fokozta, ami a maga-
sabb dozisokkal végzett kezelések tulélési tapaszta-
latai alapjan nem vart eredmény. A bifunkcionalis
alkilez6szer, a DBD alkalmazasa csak mérsékelt to-
vabbi toxicitasbeli novekedést eredményezett.

A DBD egy gyenge sugarérzékenyit6 szer,
amelynek azonban ezen hatdsa nem kizardlag a
hipoxias sejtekhez kapcsolodik. Megvizsgaltuk a
DBD sugarérzékenyit6 hatasanak dozisfiiggését.
Megallapitottuk, hogy ez a hatas a magasabb dézi-
soknél kifejezettebb volt, de ki lehetett mutatni az
alacsony dozisoknal is. A besugarzas frakcionalasa,
minden frakciéban DBD kezelés kiegészitésével
eredményes volt. A DBD sejtciklus specifikus hata-
st, maximdlis a tumorsejtek G, fazisiban, mig a
dianhidro-galactitol (DAD), amely a DBD aktiv
metabolitja, a legerGsebb hatast a késéi S-fazisban
mutatja (21, 22). A hiperfrakciondlasi kisérletek-
ben a sejtek tobbsége G, fazisban volt, mivel a tap-
folyadékot a kezelések megkezdése el6tt 24 6raval
szérummentesre cseréltiik, és a kezelések alatt vé-
gig igy tartottuk (19).

Az egyszerre adott kezelések a melanomasej-
tek tobbfazisu talélési gorbéjét mutattak az 1 Gy
alatti tartomanyban. A HSR/IR mértéke és minta-
zata a kovetkezo feltételektdl fiiggott: normoxias
vagy hipoxias kértlmények és a DBD jelenléte. A
hipoxias sejtek az alacsony dézistartomanyban ér-
zékenyebbek voltak a normoxias sejteknél. A sejt-
vonalakra jellemz6 a hiper-sugarérzékenység
(HRS) a nagyon alacsony dozistartomanyokban
(<10 cGy), ami nem varhaté a magasabb dézisok
okozta hatas alapjan. Amint a dozis kb. 30 cGy folé
emelkedik, megnovekedett sugarrezisztencia
(IRR) tapasztalhato kb. 1 Gy dozisig, ahol a sugarre-
zisztencia maximalis, és a sejt tulélése innentdl a
szokasos csokkend gorbelefutast mutatja, ahogyan
a dozis novekszik (23). Feltételezhets, hogy a
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HRS/IRR a sejtek repair képességéhez kotheto,
azonban a folyamat pontos mtikodése és az aktiva-
ci6s mechanizmusok még nem ismertek. A DNS
karosodasa és kijavitodasa is valoszintileg ehhez
kapcsolodik (24). Rdadasul a kérnyezeti feltételek
(pl. szérummegvonds vagy a sejtstirtiség hatdsa),
genetikai vagy epigenetikai tényezok szintén befo-
lyasolhatjak a hyper-sugarérzékenységet és az in-
dukalt sugéarrezisztenciat. A hiperfrakcionalt besu-
garzas hatékonyabban indukélta a tumorsejtek
pusztulasat kisérletes (19) és klinikai (9) korillmé-
nyek kozott is. Kisérleteinkben 4 Gy dsszdézist ad-
tunk 1-8 frakcidban, négy nap alatt. Kimutattuk a
sejtek a frakcioszamtol és a frakcionkénti dozistol
fliggd csokkent klonogenitasat. A kol6niaszam ala-
csonyabb volt, ha ugyanazt az 6sszddzist 2-8 frakci-
6ban adtuk. A hipoxias védelem csak 1 Gy felett
volt kimutathaté. A DBD jelenléte nem befolyasol-
ta a sugarhatast az alacsony dézistartomanyban (1
Gy alatt), mikdzben a szer nem fejtette ki sugardo-
zisfliggd hatasat. Hiperfrakcionalasi eredményeink
Short (19) eredményeivel 6sszevethet6k. Abban a
tanulmanyban a szerzék szignifikdinsan nagyobb
sejtpusztulast tudtak kimutatni napi tobbszori kis-
dozisu besugarzassal, dsszehasonlitva ugyanannak
a doézisnak a napi egyszeri leadasaval. Kisérleteik-
ben G, fazisban tartott sejteket 0,4 Gy dozissal ke-
zeltek 4 oras kiilonbséggel naponta 3 alkalommal,
amellyel csokkent talélést mutattak ki az 1,2 Gy
napi egyszeri alkalmazasédhoz képest 5 napos keze-
lési periddus utdn (19). Kimutattak, hogy a maso-
dik dézisra adott valasz a HRS-pozitiv és -negativ
sejteknél egyarant fliggott a frakciok kozott eltelt
id6t6l, hasonlo hatasokat kivaltva az aszinkron és a
G, fazisban tartott kultirdkban egyarant. Az ered-
mények szerint a sejtciklus progresszioja nem ma-
ga volt az oka a tulélés id6fiiggo eltéréseinek frakci-
onalt dézist kévetden, bar a HRS jelenség mértéke
a sejtciklus fiiggvényében valtozo lehet.

Az utébbi idében kialakult vélemények alapjan
a hiper-sugarérzékenység nem kapcsolhat6 az apop-
tozishoz (23, 25). Vizsgalatunkban levegében és hi-
poxidban besugarazott sejtek apoptdzis indukcigjat
vetettiik 6ssze 4 Gy 1 ill. 8 frakcidban valo leadésat
kovetéen. A modszer kifejezetten az apoptotikus
sejtek in situ kimutatasara alkalmas, és az apototi-
kus folyamat befejeztével a lemezrél a tapfolyadék-
ba kertilg, flotalo sejteket mar nem tudja kimutatni,
azonban a nekrotikus sejtek elkiilonitése a modszer-
rel elérhet6. Ennek alapjan az apoptdzis index és a
tulélési adatok egymas kiegészitését szolgalhatjak a
hiperfrakciondlt sugarzas tanulmanyozasaban. Nem
vizsgaltuk az apoptdzis indexet 4 Gy-nél kisebb le-
adott dozisoknal, mert ezekben az esetekben az
apoptoézis aranya varhatéan alacsonyabb, és célunk
els6sorban a frakcionalas, a hipoxia és a DBD hata-
sanak kimutatdsa volt. Alapvet6 sugarbiologiai ta-
nulmanyok alapjan a hipoxia védi a sejteket a sugar-
zas-indukalta klonogenitas csokkenéstdl és az apop-
tozistol a magasabb dozisoknal. Alacsonyabb sugar-
dozisoknal Hopcia és mtsai kimutattdk, hogy a
HL60 sejtek apoptozisa besugarzas utan 2 nappal be-
kovetkezik és az apoptézis mitotikus pusztulés része
(vagyis az apoptdzis néhany mitézis utan alakul ki)
(26). A hipoxias sejtek szignifikdnsan fokozottan el-
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lenalltak az apoptézisnak, mint a levegében besuga-
razott sejtek. Mi azt tapasztaltuk, hogy a frakciona-
las onmagaban fokozta az apoptétikus sejtpusztulast
levegdben és hipoxidban egyarant, amit a DBD je-
lenléte részben modositott. Az apoptézis idébeli le-
futasa valoszintileg a szer apoptozis tamogaté hata-
sanak volt koszonhet6. Ez valdszintsiti, hogy a mito-
tikus sejthalal és a DNS toredezése egyik magyara-
zata lehet a frakcionalas okozta megnévekedett sejt-
pusztulasnak. A sajat proliferacios kisérleteink alap-
jan a sejtciklus perturbacigjanak jelentésége nem
zarhato ki. A bystander hatas, vagyis azon sejtek ka-
rosoddsa, amelyek maguk nem kaptak talalatot (27)
szerepet jatszhatnak a tobbszori besugarzas utani
helyreallitodasban. Az elsé dozis utan kialakul by-
stander hatasok szerepet jatszhatnak sugarzast ka-
pott sejtek végsé reakcidjaban a kovetkezo sugarza-
sok alkalmaval (25, 28).

In vitro kisérleteinkben a hiperfrakcionalas ha-
tasossagat mutattuk ki a melanémasejtek pusztula-
saban. Az irodalmi adatok a melanéma palliativ te-
rapidjaban els6sorban a konvenciondlis vagy a
hipofrakcionalt besugarzast mutatjak elényosnek
(29-31). Harney és munkatarsai azonban a kozel-
multban iv vivo is kimutattak az alacsony doézisa
hiperfrakcionalt kezelés jo hatasat a melanéma ke-
zelésében, bar egyeldre még csekély szamu beteg-
anyagon (32).

A bifunkcionalis alkilezészer enyhén modosi-
totta frakcionalt dozis hatasat. Mig a pontos mecha-
nizmus nem ismert, ugy gondoljuk, hogy tovabbi
in vitro vizsgélatok sziikségesek azoknak a ténye-
z6knek az azonositasara, amelyek szerepet jatsza-
nak a dozisfrakcionalds hatasmechanizmusaban,
hogy megérthessiik az in vivo radioterapia mecha-
nizmusait.
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