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Badanie wplywu mocy dawki na przezywalnos¢ komérek nowotworowych gruczotu
krokowego poddanych dziataniu promieniowania jonizujgcego.

1. Cel projektu

Celem projektu byta analiza odpowiedzi komorkowej opisanej testem klonogennym na
dziatanie promieniowania alfa ze zrodta Am-241. Komérki nowotworowe gruczotu krokowego
zostaty napromienione w taki sposéb, zeby dawka réwna 1 Gy zostata w nich
zaabsorbowana w réznym czasie (r6zna moc dawki). Czas napromieniania byt regulowany
liczbg warstw ochronnych folii Mylar oddzielajgcych szalke, na ktorej zostaty wysiane
komoérki od zréodta.

W ramach projektu zostaty przeanalizowane dwa niezaleznie wyhodowane replikanty. Dla
kazdego z nich obliczono frakcje przezywalnosci dla trzech réoznych mocy dawek. Wyniki
testu klonogennego =zostaty obliczone 2z uwzglednieniem przezywalnosci komoérek
kontrolnych, czyli takich, ktore nie zostaty poddane dziataniu czgstek alfa.

2. Wstep teoretyczny

Zgodnie z literaturg czas, w ktorym dawka zostata zaabsorbowana przez organizm ma
wptyw na skutek biologiczny jaki nastgpi po ekspozycji na promieniowanie jonizujgce [1].
Zgodnie z definicjg dawka pochtonieta w jednostce czasu to moc dawki, co wyraza sie za
pomocg ponizszego wzoru:
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Im wieksza moc dawki, tym krotszy czas jest do podania tej samej dawki. W przypadku
zrédta izotopowego moc dawki zwigzana jest z aktywnosciag tego zrodia.

Jednym z najbardziej przydatnych metod, pozwalajgcych oceni¢ wptyw danego rodzaju
promieniowania na komorki wyhodowane in vitro jest test klonogenny, inaczej test
przezywalnosci [2]. Aby go wykonaé, komérki sg wysiewane na szalki, napromieniane,
a nastepnie inkubowane. Niezbedne jest rowniez stworzenie probki kontrolnej, czyli szalki
z komérkami  niepoddawanymi napromienianiu. Na tej podstawie wyznacza sie
przezywalnos¢ komorek w zadanych warunkach stresowych. Test klonogenny jest



powszechnie stosowany m.in. ze wzgledu na jego duzg czutos¢, daje doktadne wyniki dla
nawet 0,05 Gy.

Parametrem czesto uzywanym do okreslenia rodzaju promieniowania jest wspoétczynnik
liniowego przekazu energii, tzw. LET (ang. Linear Energy Transfer). Mowi on, ile energii
czgstka jonizujgca przekaze osrodkowi wzdtuz swojej drogi. Wyraza sie wzorem

LET = dE (2)
dx

gdzie dE oznacza energie wytracong na odcinku drogi dx. Promieniowanie o wysokim LET,
tzw. promieniowanie gesto jonizujgce, cechuje sie wystepowaniem wielu aktéw jonizacji
wzdtuz drogi, tworzac tzw. kompleksowe uszkodzenie DNA. Taki rodzaj promieniowania
powoduje wiecej podwojnych peknie¢ nici DNA (ang. DSB - Double Strand Breaks) - niz
promieniowanie o niskim LET, dla ktérego uszkodzenia DNA nie sg skumulowane w jednym
miejscu, co czesto skutkuje przerwaniem tylko jednej nici DNA (ang. SSB - Single Strand
Breaks). Warto przy tym wspomniec, ze SSB sg z reguly szybko naprawiane przez komérke,
o ile zastosuje sie przerwe w napromienieniu. Naprawy DSB trwajg znacznie dtuzej i takie
uszkodzenia z wiekszym prawdopodobienstwem mogg spowodowac $mier¢ komorki.
Przykladem czastek o niskim LET sg fotony i elektrony, za$ czastki gesto jonizujgce to
neutrony i ciezkie jony.

Wyrézniamy dwa gtéwne sposoby oddziatywania promieniowania jonizujgcego z materiatem
biologicznym, oddziatywanie posrednie i bezposrednie. Oddziatywanie posrednie powoduje
radiolize wody i powstawanie wolnych rodnikéw, ktére uszkadzajg materiat genetyczny, zas
oddziatywanie bezposrednie powoduje uszkodzenie nici DNA.

Zrodto Am-241, ktére zostato wykorzystane podczas eksperymentu, ulega rozpadom alfa
o energiach 5,433 MeV (85%) i 5,388 MeV (13%) przy niewielkim udziale (2%)
promieniowania gamma o energii 59,54 keV. Promieniowanie alfa charakteryzuje sie wysoka
wartoscig LET i gtdbwnie bezposrednim sposobem oddziatywania. Wysoka wartosé LET
wynika z faktu, ze czagstki alfa posiadajg fadunek 2+ i relatywnie duzg mase, przez co
poruszajg sie wolno i silniej jonizujg materie. Czgstka alfa sktada sie z dwoch protonow
i dwoch elektrondw, co odpowiada jonowi helu He?*. Schemat rozpadu ameryku, w wyniku
ktérego powstaje promieniowanie alfa, wyglada nastepujgco:
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3. Materiaty i metody

Projekt sktadat sie z kilku etapéw. W pierwsze] kolejnosci zostaty wysiane komorki
nowotworowe gruczotu krokowego DU-145 [3], ktore nastepnie zostaty poddane
promieniowaniu alfa ze zrédta Am-241. Po 14 dniach od napromienienia komorki zostaty
utrwalone. Ostatnim etapem byla analiza szalek w programie countPHICS [4] i policzenie
liczby powstatych kolonii w oparciu o test przezywalnosci [2]. Wszystkie prace wykonane
zostaty w Laboratorium Radiobiologicznym w Zaktadzie Fizyki Biomedycznej, a dla
zachowania sterylnych warunkéw wiekszos¢ procedur wykonywano w komorze laminarne;j.
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3.1 Wysianie komorek

Komorki hodowano w dwéch butelkach w pozywce DMEM, ktéra stanowi zrédto substanc;i
odzywczych: cukréw, aminokwasow, witamin, mineratow, etc. Pozywka zapewnia takze
wiasciwe pH. DMEM byta suplementowana FBS, czyli ptodowg surowicg bydlecg (ang. Fetal
Bovine Serum), wazng dla wzrostu i utrzymania hodowli. Aby zapobiec zakazeniom, dodano
takze antybiotyki - penicyline i streptomycyne.

Kazdorazowo do przeptukania komoérek stosowano DPBS, sél fizjologiczng bedaca
roztworem buforowym, pomagajgcg utrzymac¢ state pH. DPBS w swoim sktadzie zawiera
m.in. chlorek sodu, fosforan sodu i potasu. Stuzy takze do rozdzielania zlepionych komorek.
W zwigzku z tym, ze zywe, prawidtowo wysiane komorki przyklejajg sie do dna szalki, przy
pasazowaniu stosowano trypsyne - aminokwas, ktéry powoduje odklejanie sie komorek.

W pierwszym etapie eksperymentu z butelki z komdérkami wylano starg pozywke hodowlana.
Komorki przeptukano roztworem PBSu, nastepnie zlano go do czystej fiolki. Przeptukanie
PBS jest konieczne, bo umozliwia pozbycie sie FBS, ktory hamuje dziatanie trypsyny.
Komorki przemyto roztworem trypsyny i wstawiono szalki na 5 minut do inkubatora.
Nastepnie wyjeto je i po upewnieniu sie pod mikroskopem, ze komorki odkleity sie od
podtoza, wlano do nich swiezej pozywki, zeby zablokowaé dziatanie trypsyny, ktora inaczej
mogtaby uszkodzi¢ niezbedne aminokwasy komodrek. Matg objetosS¢ roztworu przelano do
eppendorfa, do ktérego dodano réwniez trypan blue, barwnik ktéry ma na celu wybarwienie
komorek. Roztwor wprowadzono na slajd, a nastepnie do licznika EVE, co pozwolito
sprawdzi¢ liczebnos¢ komoérek, jak takze obliczy¢ objetosé roztworu potrzebng do wysiania
150 000 komorek. Na kazde szkietko w szalce dodano pozywke wzrostowg i odtozono je do
inkubatora.

Liczebno$¢ komorek (zmierzona trzykrotnie) w prébkach przedstawia Tab. 1. Liczebnos¢
komorek zostata podana na mililitr roztworu. W ramach projektu zostato zaplanowane uzycie
dwoch hodowli i dwdch replikantéw z takiej samej liczby wysianych komérek dla danego
schematu napromieniania.

Tabela 1. Liczebnos¢ komérek zdrowych, martwych oraz ich suma i zywotnos¢ dla obu
hodowli w 1ml roztworu.

Replikant | Pomiar | Wszystkie komorki Zywe Martwe Zywotnosé
1 24 - 10° 2,3 - 10° 1,0 - 10* 96%
1 2 3,8-10° 3,5-10° 2,5-10° 93%
3 4,1 -10° 3,1-10° 1,0 - 10 76%
1 1,6 - 10° 1,1 - 10° 50 - 10* 69%
2 2 2,5 10° 25 - 10° 0,5 - 10* 98%
3 1,5 - 10° 1,4 - 10° 0,5 10* 97%




Srednia liczba komérek zywych w 1 ml replikanta 1 wyniosta: 3-10°, a dla replikanta 2:
1,7-10°,

3.2 Napromienienie komoérek

Po uptywie 2 dni od wysiania komorek szalki wyjeto z inkubatora w celu poddania ich
dziataniu promieniowania alfa o trzech réznych wartosciach mocy dawki ( 1,1 mGy/s; 5,8
mGy/s; 11,2 mGy/s). Szkietka z komérkami zostaty przetozone do szalek Petriego. W kazdej
serii eksperymentu zostaty wykorzystane 4 szalki z wysianymi komorkami. Moc dawki byta
modyfikowana przez dokfadanie kolejnej warstwy folii Mylar, ostabiajgcej czagstki alfa
emitowane ze zrodta. Dla probki o najwiekszej mocy dawki byta to 1 warstwa, dla
nastepnych 2 i 3 warstwy. Probka kontrolna rowniez byta przykryta 1 warstwg folii. Kazdag
z szalek napromieniano oddzielnie. Zrédto ktadzione byto bezposrednio na folii Mylar,
a szalki wstawiane byty do inkubatora na czas napromieniania. Dokladne czasy
napromieniania podane sg w Tab. 2.

Tabela 2. Czasy napromieniania szalek (lub samej obecnosci warstwy Mylaru na kontroli)

Liczba warstw Mylaru Czas naromieniania [s] Moc dawki [mGy/s]
1 89 11,2
2 172 5,8
3 916 1,1
1 916 0

W celu odklejenia komérek od szkietek dodano 0,5 ml trypsyny. Nastepnie zostawiono je
w inkubatorze na czas 5 minut. Po upewnieniu sie pod mikroskopem, ze komorki sie odkleity
przeptukano szalki 4,5 ml medium, aby zneutralizowac trypsyne. Nastepnie zbadano ich
liczebnos¢ i wyznaczono proporcje objetosci roztworu komérek i medium do rozsiania
komorek na wiekszych szalkach. Srednig liczebno$é komérek (na 1 ml) dla poszczegéinych
replikantéw przedstawiajg Tab 3.

Tabela 3. Usrednione liczby zywych komorek w 1ml roztwordw, dla wszystkich badanych

probek

Moc Dawki Replikant 1 Replikant 2
0 58- 10 6,0- 10
1,1 7,3 - 10* 6,2 - 10*
5,8 10,1- 10* 6,7 - 10*
11,2 9,3 - 10* 7,0- 10




3.3 Utrwalenie komoérek

Po 14 dniach od wysiania na szalkach powstaly kolonie, ktére mozna byto zaobserwowac
gotym okiem. W celu utrwalenia komérek wylano starg pozywke i przeptukano szalki
roztworem PBS. Do szalek dodano 10% roztwor formaldehydu (po to by utrwali¢ komorki)
i odczekano 10 minut. Po tym czasie formaldehyd wylano i przeptukano szalki wodg
destylowang. W celu wybarwienia komérek do szalek wlano 20% roztwor Giemsy i réwniez
odczekano 10 minut.

3.4 Test klonogenny

Celem testu klonogennego jest wyznaczenie tzw. frakcji przezywalnosci (ang. SF - Surviving
Fraction) na podstawie szalek z komoérkami napromienionymi i nienapromienionymi.
Wielko$¢ ta jest opisywana ponizszym wzorem:

_ wydajnosc¢ klonowanianapromienionej probki

SF
wydajnosc¢ klonowania komorek kontrolnych

(4)

gdzie komorki kontrolne to komérki nienapromienione.

Do wyliczenia SF potrzebna jest znajomos$¢ wydajnosci klonowania. Jest to tzw. parametr
PE (ang. Plating efficiency), czyli stosunek liczby powstatych kolonii (przy czym za kolonie
uwazamy skupisko min. 50 komorek) do liczby wysianych komoérek. Wyraza sie on wzorem:

_ liczba powstatych kolonii
E=— - .
liczba wysianych komorek

®)

Przez wzglad na wptyw promieniowania jonizujgcego na komorki (patrz rozdziat 2.) dla
prébki kontrolnej wysiano 3000 komorek, czyli znacznie mniej niz 50 000 w pozostatych
prébkach.

4. Wyniki

W celu wyznaczenia frakcji przezywalnosci obliczono za pomocg programu countPHICS
liczbe kolonii komérkowych na szalkach kontrolnych oraz na szalkach poddanych ekspozyciji
na promieniowanie alfa o réznej mocy dawki. Na podstawie liczby kolonii i liczby wysianych
komoérek zostaty policzone wydajnosci klonowania zgodnie ze wzorem (5) z podrozdziatu 3.4
oraz wartosci SF na podstawie wzoru (4) z tego samego podrozdziatu dla poszczegdinych
replikantow. Wartosci frakcji przezywalnosci dla zastosowanych trzech schematéw
napromienienia zostaly przedstawione w Tab. 4. Za niepewnosci pomiarowe liczby komérek
i kolonii ustalono pierwiastek z liczby zliczen w oparciu o zatozenia rozktadu Poissona.
Niepewnos¢ $redniej liczby komorek i kolonii zostata obliczona jako niepewnosc¢ ztozona
z odchylenia standardowego sredniej i niepewnosci zliczania komorek. Niepewnosc¢
wyznaczenia wydajnosci klonowania i frakcji przezywalnosci zostata wyznaczona metodg
rézniczki zupetnej.



Tabela 4. Frakcja przezywalnosci SF dla réznych replikantéw

Moc Dawki [mGy/s] SF Replikant nr 1 SF Replikant nr 2 Srednie SF
1,1 0,0159 (0010) 0,068 (006) 0,029 (004)
5,8 0,057 (002) 0,022 (002) 0,048 (003)
11,2 0,074(003) 0,058 (004) 0,070 (004)
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Rysunek 1. Frakcja przezywalnosci komérek w funkcji mocy dawki

Wykorzystywany program umozliwit rowniez zmierzenie rozmiaru poszczegolnych kolonii dla
kazdej z szalek. Przykfadowy rozktad rozmiaréw kolonii zostat przedstawiony na Rys. 2. Po
dopasowaniu rozktadu Weibulla do wszystkich histogramow rozmiaréw kolonii wszystkich
badanych szalek, zostaty policzone wartosci $rednie z odchyleniami standardowymi. Srednie
rozmiary kolonii (usrednione dla obu replikantow) zostaty zaprezentowane w funkcji mocy
dawki na Rys.3.
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Rysunek 3. Srednie rozmiary kolonii w funkcji mocy dawki

4. Wnioski

Celem niniejszej pracy byto zbadanie wptywu mocy dawki na frakcje przezywalnosci
komodrek nowotworowych gruczotu krokowego DU-145 przy zastosowaniu testu
klonogennego. Na podstawie uzyskanych danych nie mozna jednoznacznie postawic
twierdzenia definiujgcego zachowanie komorek pod wptywem zadanych warunkow. Jak
pokazuje Rys. 1 w przypadku replikanta nr 1 oraz dla $rednich wartosci z dwéch badanych
replikantdow wyliczona frakcja przezywalnosci wskazuje na to, ze im mniejsza moc dawki tym
prawdopodobienstwo przezycia komérek spada. Ta zaleznos¢ zostata réwniez
zaobserwowana dla komérek HelLa poddanych dziataniu promieniowania gamma (tzw.



odwrotny efekt mocy dawki) [5]. Z drugiej jednak strony analizujgc dane replikanta nr 2
zauwaza sie wzrost SF dla mocy dawki réwnej 1,1 mGy/s w stosunku do pozostatych. Dla
tego ostatniego przypadku niepewnos¢ pomiarowa okazuje sie by¢ najwyzsza.

Warto zwréci¢é rowniez uwage na znaczgco mniejszg wydajnos¢ klonowania probki
kontrolnej w przypadku replikanta nr 2. Fakt ten oraz wyzej wymienione rdoznice
w otrzymanych wynikach eksperymentu mozna ttumaczy¢ w pierwszej kolejnosci tym, iz oba
replikanty pochodzity z dwéch réznych hodowli i byly przygotowywane niezaleznie przez
rézne osoby. Ponadto badanie przeprowadzaty osoby niewprawione w pracy laboratoryjnej
z wykorzystaniem tego typu aparatury oraz dla ktérych byta to pierwsza préba wykonania
testu przezywalnosci. W zwigzku z powyzszym szalki mogty zosta¢ przygotowane
z niewystarczajgcg precyzjg, co rzutuje na otrzymane wyniki zwiekszajgc niepewnosé
pomiarow wynikajgcg z metodyki pracy. Dla wszystkich mocy dawek najwiecej byto kolonii o
wielkosci mniejszej niz 1000 pikseli. Dla wigkszych mocy dawek spadek liczebnosci kolonii
byt szybszy wraz z ich wzrostem niz dla nizszych mocy dawek. Dodatkowo wraz ze
wzrostem mocy dawki do 6mGy/s sredni rozmiar kolonii malat.
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