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1 Wprowadzenie

Promieniowanie jonizujace znajduje szerokie zastosowanie w medycynie, miedzy innymi w diagnostyce
obrazowej oraz radioterapii. Skutecznos¢ leczenia zalezy od odpowiedzi komoérek na zdeponowana dawke
promieniowania, dlatego istotnym zagadnieniem radiobiologii jest badanie przezywalnosci komérek po
napromienieniu. Jedna z najczesciej stosowanych metod oceny promieniowrazliwosci jest test klonogenny,
pozwalajacy okresli¢ zdolnos¢ pojedynczych komérek do dalszego wzrostu i tworzenia kolonii po ekspozycji
na promieniowanie.

Celem niniejszego do$wiadczenia byla analiza wplywu promieniowania 3 na przezywalno$¢ komorek
glejaka linii MO59K. W tym celu wyznaczono wydajno$é tworzenia kolonii oraz frakcje przezywajacych
komoérek dla réznych dawek promieniowania, a nastepnie sporzadzono krzywa przezywalnosci.

2 Wstep teoretyczny

Promieniowanie jonizujace jest zdolne do przekazywania energii atomom i czasteczkom, prowadzac do
ich wzbudzenia. W tkankach biologicznych skutkuje to powstawaniem wolnych rodnikéw oraz bezposred-
nimi, jedno- lub podwoéjnoniciowymi, uszkodzeniami DNA. Pekniecia podwéjnoniciowe tancucha DNA sa
najbardziej niebezpieczne, poniewaz najczesciej prowadzg bezposrednio do $mierci komérki. W przypad-
ku promieniowania o niskim wspdélczynniku liniowego przekazywania energii (LET), takiego jak wiazka
elektronéw wykorzystana w niniejszym do$wiadczeniu, zachodza uszkodzenia bezposrednie (elektron tra-
fiajacy w lancuch DNA), ale réwniez posrednie wywolane radioliza wody i powstawaniu reaktywnych
form tlenu, ktére nastepnie reaguja z materialem genetycznym oraz innymi strukturami znajdujacymi sie
wewnatrz komorki.

W badaniach zostata wykorzystana linia komérkowa M059K, wyprowadzona z ludzkiego glejaka (glio-
blastoma). Linia ta jest powszechnie wykorzystywana w badaniach radiobiologicznych jako model nowo-
tworu o zachowanej zdolnoéci do naprawy uszkodzen DNA. Z tego wzgledu stanowi wartosciowy model
do badan wplywu promieniowania na przezywalno$¢ komérek nowotworowych oraz skuteczno$é mecha-
nizméw naprawczych.

Zdolnosé komérek do naprawy uszkodzen DNA jest jednym z glownych czynnikéw determinujacych ich
odpowiedz na promieniowanie jonizujace. Skutki oddziatywania promieniowania zaleza od zdeponowanej
dawki oraz zdolnosci komoérek do naprawy powstalych uszkodzen. Jezeli mechanizmy naprawcze okaza sig
niewystarczajace lub naprawa przebiegnie nieprawidtowo, komérka traci zdolnosé do dalszych podzialéw
lub ulega smierci. Z tego wzgledu analiza przezywalno$ci komoérek stanowi jedna z podstawowych metod
oceny biologicznych efektéw promieniowania.

Do iloéciowej oceny promieniowrazliwosci komérek stosuje sie test klonogenny, ktéry pozwala okresli¢
zdolnos¢ pojedynczej komdrki do utworzenia kolonii po napromienieniu. Za komérke przezywajaca uznaje
sie taka, ktora zachowala mozliwoéci do proliferacji i utworzyta kolonie liczaca niemniej niz 50 komérek.
Wyniki testu przedstawia sie¢ w postaci krzywej przezywalnosci, opisujacej zalezno$é¢ pomiedzy zastoso-
wang dawka promieniowania a frakcja komérek zachowujacych zdolno$é do tworzenia kolonii. Im bardziej
stromy przebieg krzywej, tym wiekszy spadek przezywalnosci komérek wraz ze wzrostem dawki [1].

Podstawowym parametrem wykorzystywanym w analizie wynikow jest wydajnosé tworzenia kolonii
PFE (Plating Efficiency), okreslajaca stosunek liczby utworzonych kolonii do liczby wysianych komérek
dla prébki kontrolnej:
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gdzie Niolonii to liczba zliczonych kolonii, natomiast Nyysianych to liczba wysianych komorek.

Na podstawie warto$ci PE wyznacza sie frakcje przezywajacych komérek SF (Surviving Fraction),
zdefiniowana jako:
Niolonii
SF=—""7-—— 2
wasianych -PE ( )
Wraz ze wzrostem dawki promieniowania warto$¢ ta powinna maleé¢, odzwierciedlajac zwigckszajaca
si¢ liczbe nieodwracalnych uszkodzen komorek. Analiza zaleznoéci SF od dawki umozliwia oceng promie-
niowrazliwosci badanej linii komérkowej.

3 Przebieg doswiadczenia

3.1 Hodowla komérkowa

Przeprowadzono hodowle komoérek glejaka mézgu linii MO59K w Laboratorium Radiobiologicznym
w Srodowiskowym Laboratorium Ciezkich Jonéw. W zaleznosci od stopnia konfluencji komérek w na-
czyniu hodowlanym wymieniano pozywke lub przeprowadzano pasaz komoérkowy. Po czwartym pasazu
komorki umieszczono w specjalnych butelkach hodowlanych T-25 z podlozem hodowlanym [2].

3.2 Napromienianie

Tak przygotowane butelki z komérkami przetransportowano do Narodowego Centrum Badan Jadro-
wych w specjalnym, przeno$nym inkubatorze zapewniajacym stale warunki srodowiskowe [3].

Do napromieniania prébek wykorzystano akcelerator AQURE FLASH-RT generujacy wiazke elektro-
néw o energii 9 MeV (rys. 1). Kazda z butelek napromieniano inna dawka promieniowania (1,01 Gy;
4,64 Gy; 6,08 Gy; 7,22 Gy). Dokladne okreslenie zdeponowanej dawki byto mozliwe dzigki zastosowaniu
filméw radiochromowych Gafchromic.

Dodatkowo przygotowano butelki kontrolne, ktére podczas transportu byly narazone na takie same
warunki $rodowiskowe jak prébki napromieniane, jednak nie zostaly bezposrednio poddane dziataniu
wigzki promieniowania. W czasie napromieniania pozostalych prébek znajdowaly sie w odpowiedniej
odleglosci od akceleratora i stanowily prébe kontrolna (0 Gy). Po zakonczeniu ekspozycji wszystkie probki
przetransportowano z powrotem do Laboratorium Radiobiologicznego.

Napromienianie przeprowadzano w trzech kolejnych dniach, kazdorazowo wykorzystujac nowy zestaw
butelek z komérkami. W kazdym dniu préobki napromieniano tymi samymi dawkami promieniowania
oraz przygotowywano odpowiadajace im proby kontrolne. Dzieki temu dla kazdej dawki uzyskano trzy
niezalezne powtérzenia eksperymentu.

X

Rysunek 1: Akcelerator elektronowy AQURE FLASH - RT (fot. mgr Aleksandry Lenartowicz, NCBJ).



3.3 Utrwalanie szalek z komdorkami + liczenie kolonii

Po zakonczeniu inkubacji umozliwiajacej wzrost kolonii, komoérki utrwalono uzywajac roztworu for-
maldehydu i wybarwiono roztworem giemsy, co pozwolito na ich latwiejsza obserwacje pod mikroskopem.
Proces utrwalania zatrzymuje aktywnos¢ metaboliczng komérek, zachowujac przy tym strukture powsta-
lych kolonii, natomiast barwienie zwigksza kontrast migedzy koloniami a podlozem hodowlanym. Nastepnie
wszystkie szalki poddano dwudniowemu osuszaniu.

Kazda szalke analizowano przy uzyciu mikroskopu optycznego, zliczajac liczbe utworzonych kolonii.
Za kolonie uznawano skupisko komorek powstale z pojedynczej komoérki, zachowujacej zdolnosé do wie-
lokrotnych podziatow.

Uzyskane liczby kolonii postuzyly nastepnie do wyznaczenia wydajnosci tworzenia kolonii PE dla
prob kontrolnych oraz frakcji przezywajacych komérek SF dla poszczegdlnych dawek promieniowania.

4 Analiza wynikéw

W tabelach 2 i 3 w Suplemencie przedstawiono wyniki zliczen liczby kolonii dla szalek, na ktore zostaty
wysiewane komorki z butelek kontrolnych oraz wyniki zliczen kolonii dla szalek, na ktére wysiewano
komorki pochodzace z butelek napromienianych dawkami 1,01 Gy; 4,64 Gy; 6,08 Gy oraz 7,22 Gy.

Na podstawie uzyskanych wynikéw przeprowadzono analize danych w celu wyznaczenia krzywej prze-
zywalnosci komoérek:

1. Na podstawie wynikéw dla préb kontrolnych (tab. 2) obliczono $rednia liczbe kolonii na szalce oraz
niepewno$¢ wyrazona jako odchylenie standardowe $redniej dla kazdego powtérzenia eksperymentu.
Na tej podstawie obliczono $rednia wazona wraz z niepewno$cia.

2. Korzystajac ze Sredniej wazonej, wyznaczono wydajnosé tworzenia kolonii (PFE) wraz z niepewno-
Scia, korzystajac ze wzoru 1 (PE = 0, 1433 £+ 0,0076).

3. Dla kazdej dawki promieniowania wyznaczono $rednig liczbe kolonii na szalce na podstawie trzech
niezaleznych powtérzen (trzech kolejnych dni napromieniania), wraz z niepewnoscia.

4. Dla kazdego powtdrzenia w obrebie danej dawki obliczono frakcje przezywajacych komérek (SF)
zgodnie ze wzorem 2, wraz z niepewnoscig wyznaczong na podstawie propagacji niepewnosci.

5. Dla kazdej dawki obliczono koncowa warto$¢ frakcji przezywajacych jako srednia wazona z trzech
powtorzen wraz z niepewnoscia, ktéra postuzyta do konstrukeji krzywej przezywalnosci.

Uzyskane wyniki frakcji przezywajacych dla kolejnych dawek wraz z niepewnosciami przedstawiono
w tabeli 1 oraz na rysunku 2.

Dawka (Gy) SF
0 1,000 + 0, 056
1,010 + 0,035 0,322 £ 0,098

4,640 £0,071 | 0,0227 £ 0,0022
6,080 £ 0,077 | 0,0007 + 0,0014
7,220 £ 0,069 | 0,000084 = 0, 000081

Tabela 1: Frakcja przezywajacych komérek (SF) w zaleznosci od dawki.
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Rysunek 2: Frakcja przezywajacych komérek (SF) w zaleznosci od dawki. Uzyto skali logarytmicznej
na osi Y. Linia przerywang zaznaczono lini¢ trendu.

5 Podsumowanie

Celem przeprowadzonego doswiadczenia byla analiza wplywu promieniowania [ na przezywalno$é
komoérek glejaka linii M059K z wykorzystaniem testu klonogennego. Na podstawie liczby powstatych
kolonii wyznaczono wydajno$é¢ klonowania dla préb kontrolnych oraz frakcje przezywajacych komorek
dla poszczegdlnych dawek promieniowania.

Otrzymana krzywa jest zgodna z przewidywaniami. Wyniki wykazaly wyrazna zaleznos¢ pomiedzy
dawka promieniowania, a przezywalnoécia komorek. Wraz ze wzrostem dawki zaobserwowano systema-
tyczny spadek wartosci frakcji przezywajacych. Oznacza to, ze promieniowanie [ istotnie ogranicza zdol-
nos¢ komoérek M059K do dalszych podziatéw.

Przeprowadzone doswiadczenie pozwolito zapoznaé sie z metodologia testu klonogennego oraz sposo-
bem ilosciowej oceny promieniowrazliwosci komoérek na podstawie wyznaczonej frakcji SF.
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6 Suplement

Dawka
(Gy)

Data
napromieniania

Numer
szalki

Liczba kolonii
po napromienianiu

Liczba poczatkowo
wysianych komérek

0 Gy

20.02

—_

74

137

71

21.02

186

130

112

22.02

70

7

78

0 Gy

20.02

34

66

58

21.02

59

30

20

22.02

56

49

42

0 Gy

20.02

54

54

38

21.02

80

72

75

22.02

80

72

Qo DO | QO D] | QO| DO| | Qo DO| | o DN | Wo| D] | Qo D] | Wo| N| | Wo| N

75

500

Tabela 2: Wyniki zliczen liczby kolonii na szalkach z butelek kontrolnych z kolejnych powtérzen

eksperymentu. Na podstawie testu Q - Dixona przyjeto liczbe 186 jako btad gruby i nie uwzgledniano
jej w dalszej analizie [4].




Dawka Data Numer Liczba kolonii Liczba poczatkowo
(Gy) napromieniania szalki pPo napromienianiu wysianych komoérek
1 130
20.02 2 120
3 -
1 -
1,010 £ 0,035 Gy 21.02 2 - 3000
3 Z
1 Z
22.02 2 129
3 200
1 69
20.02 2 62
3 84
1 149
4,640 £ 0,071 Gy 21.02 2 - 20000
3 165
1 59
22.02 2 59
3 27
1 38
20.02 2 36
3 Z
1 74
6,080 £ 0,077 Gy 21.02 2 65 25000
3 30
1 20
22.02 2 39
3 33
1 12
20.02 2 -
3 Z
1 24
7,220 £ 0,069 Gy 21.02 2 23 75000
3 Z
1 7
22.02 2 11
3 8

Tabela 3: Wyniki zliczen liczby kolonii na szalkach z butelek napromienianych z kolejnych powtérzen
eksperymentu. Znak ,~” oznacza brak mozliwosci zliczenia liczby kolonii przy uzyciu mikroskopu.
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