
Politechnika �l¡ska

Wydziaª Automatyki, Elektroniki i Informatyki

Rozprawa doktorska

Modelowanie odpowiedzi

komórek nowotworowych na

stres indukowany terapi¡

Jan Poleszczuk

Promotor: dr hab. n. med. Maria Wideª

Kopromotor: dr hab. Urszula Fory±

Gliwice, 2013





...





Spis tre±ci

Spis tre±ci i

1 Wprowadzenie 1

1.1 Motywacja prowadzonych bada« i przedmiot pracy . . . . . . . . . 1
1.2 Cel i tezy pracy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3
1.3 Przewodnik po rozdziaªach . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4

2 Stan wiedzy i hipoteza badawcza 7

2.1 Dziaªanie promieniowania jonizuj¡cego na komórki . . . . . . . . . 8
2.2 Biaªko p53 � stra»nik genomu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8
2.3 Popromienne efekty s¡siedztwa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9

2.3.1 Eksperyment E. C. Mackonis i in. . . . . . . . . . . . . . . . 12
2.4 Program senescencji komórkowej . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
2.5 Hipoteza badawcza . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16

3 Wyniki eksperymentalne 19

3.1 Materiaªy i metody . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
3.1.1 Linie komórkowe i metoda hodowli . . . . . . . . . . . . . . 19
3.1.2 Metody napromieniania i badania efektu s¡siedztwa . . . . 20
3.1.3 Metody pomiaru frakcji prze»ywaj¡cych komórek klonogen-

nych . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
3.1.4 Pomiar frakcji komórek w stanie senescencji . . . . . . . . . 22
3.1.5 Pomiar apoptozy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
3.1.6 Pomiar caªkowitej liczby komórek pozostaj¡cych w doªkach

i insertach po zako«czeniu koinkubacji . . . . . . . . . . . . 23
3.2 Wyniki przeprowadzonych eksperymentów . . . . . . . . . . . . . . 24

3.2.1 Frakcja komórek pozostaj¡cych w doªkach i insertach po
zako«czeniu koinkubacji . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24

3.2.2 Odsetek komórek w stanie senescencji . . . . . . . . . . . . 25
3.2.3 Poziomy apoptozy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28

i



ii SPIS TRE�CI

3.2.4 Frakcje prze»ywaj¡cych komórek klonogennych . . . . . . . 29
3.3 Analiza wyników i wnioski . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31

3.3.1 Korelacje . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32

4 Rozszerzenie radiobiologicznego modelu liniowo-kwadratowego 39

4.1 Radiobiologiczny model liniowo-kwadratowy . . . . . . . . . . . . . 40
4.1.1 Dopasowanie modelu LQ do danych eksperymentalnych . . 41

4.2 Rozszerzony model LQ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43
4.2.1 Napromienianie i koinkubacja . . . . . . . . . . . . . . . . . 44
4.2.2 Pozytywny wpªyw komórek w stanie senescencji podczas

dalszej hodowli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45
4.2.3 Dopasowanie rozszerzonego modelu do danych eksperymen-

talnych . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
4.3 Wnioski . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53

5 Model hybrydowy 55

5.1 Sformuªowanie modelu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
5.1.1 Cykl komórkowy a heterogeniczno±¢ populacji . . . . . . . . 56
5.1.2 Bezpo±redni wpªyw promieniowania jonizuj¡cego na komórki 64
5.1.3 Wpªyw komórek w stanie senescencji . . . . . . . . . . . . . 67

5.2 Symulacje . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 73
5.2.1 Zwi¦kszona prze»ywalno±¢ komórek napromienionych . . . . 73
5.2.2 Zwi¦kszona prze»ywalno±¢ komórek pod osªon¡ . . . . . . . 76

5.3 Wnioski . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 77

6 Podsumowanie 79

Bibliogra�a 83

A Procedury eksperymentalne i numeryczne 93

A.1 Frakcja prze»ywaj¡cych komórek klonogennych . . . . . . . . . . . 93
A.2 Funkcje sªu»¡ce do wybierania miejsca dla komórki potomnej . . . 94
A.3 Funkcje generuj¡ca macierze i wektory okre±laj¡ce ukªad równa«

ró»niczkowych liniowych wynikaj¡cy z metody elementów sko«czo-
nych . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 96

B Wykorzystane narz¦dzia statystyczne 99

B.1 Test t-Studenta ró»nicy pomi¦dzy ±rednimi . . . . . . . . . . . . . 99
B.2 Zale»no±¢ pomi¦dzy zmiennymi . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 100
B.3 Wspóªczynnik determinacji modelu . . . . . . . . . . . . . . . . . . 101

Spis rysunków 103

Spis tabel 108



Rozdziaª 1

Wprowadzenie

1.1 Motywacja prowadzonych bada« i przedmiot pracy

Na podstawie danych zebranych z placówek medycznych szacuje si¦, »e w samym
2012 roku w Europie na raka zachorowaªo ponad 3,45 miliona osób [33]. Co wi¦cej,
odnotowano jednocze±nie 1,75 miliona zgonów spowodowanych chorobami nowo-
tworowymi. W samej Unii Europejskiej w roku 2012 u 1,4 miliona m¦»czyzn i 1,2
miliona kobiet zdiagnozowano nowe przypadki nowotworów, a 707 tys. m¦»czyzn
i 555 tys. kobiet zmarªo w wyniku choroby nowotworowej. Najcz¦±ciej wykry-
wanymi nowotworami w Europie byªy: rak piersi (464 tys. przypadków), jelita
grubego (447 tys. przypadków), prostaty (417 tys. przypadków) i pªuc (410 tys.
przypadków). Jak ªatwo zauwa»y¢, powy»sze cztery typy nowotworów stanowi¡
mniej wi¦cej poªow¦ wszystkich odnotowanych przypadków raka w Europie. Do
zgonu pacjenta najcz¦±ciej dochodziªo z powodu raka pªuc (353 tys. zgonów), je-
lita grubego (215 tys. zgonów), piersi (131 tys. zgonów) i »oª¡dka (107 tys.). Te
zatrwa»aj¡ce dane spowodowaªy, »e na caªym ±wiecie od wielu lat prowadzone
s¡ intensywne badania nad biologi¡ nowotworów, których nadrz¦dnym celem jest
opracowanie lepszych metod walki z rakiem i, co za tym idzie, znacz¡ce wydªu»enie
»ycia chorych.

Coraz cz¦±ciej przy badaniu nowotworów wykorzystuje si¦ zaawansowane mo-
dele matematyczne, które sªu»¡ lepszemu poznaniu mechanizmów rz¡dz¡cych roz-
wojem nowotworu i optymalizacji interwencji farmakologicznej czy te» chirurgicz-
nej. W literaturze mo»na znale¹¢ ró»ne przykªady pokazuj¡ce, »e takie modelo-
wanie przynosi wymierne korzy±ci. W szczególno±ci na podstawie modelu procesu
krwiotwórczo±ci autorstwa prof. Lasoty i doc. Wa»ewskiej-Czy»ewskiej zapropo-
nowano now¡ metod¦ leczenia biaªaczki [96], czyli nowotworu ukªadu krwiono-
±nego. Widz¡c potrzeb¦ wi¦kszego zaanga»owania matematyków w badania nad
nowotworami, w trakcie studiów doktoranckich zajmowaªem si¦ modelowaniem
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2 ROZDZIA� 1. WPROWADZENIE

matematycznym ró»nych aspektów inicjacji i rozprzestrzeniania si¦ nowotworu
w organizmie nosiciela. W celu dokªadnego zrozumienia pierwszych etapów karcy-
nogenezy, czy te» wpªywu stosowanych leków na ju» rozwini¦ty nowotwór, nale»y
zej±¢ na poziom pojedynczej komórki i zbada¢ ekspresj¦ poszczególnych genów,
która w znacznym stopniu determinuje sposób funkcjonowania komórki. Dlatego
wa»ne jest rozwijanie modeli ekspresji genów i badanie ich wªasno±ci. W serii prac,
które ukazaªy si¦ w roku 2011 [12, 34, 65], udaªo nam si¦ stworzy¢ i przeanalizo-
wa¢ zarówno stochastyczny jak i deterministyczny opis ekspresji genu, gdy jedna
z rozwa»anych reakcji po±rednich zachodziªa z pewnym opó¹nieniem czasowym.
Wynik pozwoliª odrzuci¢ wcze±niejsze rezultaty, które istnienie eksperymentalnie
obserwowanych oscylacji w ilo±ci biaªka wyja±niaªy poprzez obecno±¢ rozwa»anej
przez nas opó¹nionej reakcji. Drugim bardzo wa»nym zagadnieniem, które by-
ªo przeze mnie badane w trakcie studiów doktoranckich, jest proces angiogenezy
nowotworowej, czyli proces, w którym ju» rozwini¦ty nowotwór, poprzez wysy-
ªanie odpowiednich sygnaªów, rekrutuje z otaczaj¡cej go tkanki nowe naczynia
krwiono±ne [73, 74, 76]. Gªównym celem mojej pracy byªo zbadanie mo»liwych
scenariuszy leczenia nowotworów, gdy wykorzystujemy substancje atakuj¡ce na-
czynia krwiono±ne nowotworu. Wyniki potwierdziªy przypuszczenia biologów, »e
jednoczesne podanie tych substancji razem ze standardowo podawan¡ chemiote-
rapi¡ mo»e prowadzi¢ do zwi¦kszenia skuteczno±ci leczenia. Prowadziªem równie»
badania dotycz¡ce m. in. rozwoju nowotworu, gdy pacjent zaka»ony jest jedno-
cze±nie wirusem HIV [75], czy te» wra»liwo±ci nowotworu na stres, jakim jest
immunoterapia, w przypadku bardzo niebezpiecznego nowotworu mózgu [72].

Prowadzone przez biologów i matematyków badania nie dotycz¡ jedynie odpo-
wiedzi komórek na stres zwi¡zany z zastosowaniem nowatorskich metod leczenia,
lecz równie» i tych stosowanych obecnie. Nadal do±¢ du»ym wyzwaniem jest peª-
ne zrozumienie zasad rz¡dz¡cych odpowiedzi¡ nowotworu (nie tylko na poziomie
pojedynczej komórki) na ±rodki terapeutyczne stosowane od wielu lat, takie jak
promieniowanie jonizuj¡ce wykorzystywane przy radioterapii. Radioterapia sta-
nowi od dawna wa»ny element walki z nowotworami. Szacuje si¦, »e okoªo poªowa
wszystkich pacjentów z rozpoznanymi nowotworami poddawana byªa radioterapii
na którym± z etapów leczenia [25, 32]. Co wi¦cej, stanowiªa ona element tera-
pii u okoªo 40% wszystkich pacjentów, których udaªo si¦ skutecznie wyleczy¢
z pierwotnego nowotworu [38]. Mimo tak du»ej skuteczno±ci radioterapii, w radio-
biologii, nauce zajmuj¡cej si¦ wpªywem promieniowania jonizuj¡cego na komórki,
nadal pozostaje wiele zjawisk i procesów, które nie doczekaªy si¦ dotychczas peª-
nego wyja±nienia. Dobrym przykªadem takiego zjawiska jest popromienny efekt
s¡siedztwa, który nieco ponad dwie dekady temu zachwiaª podstawami radiobio-
logii. Efekt ten poddaª próbie jeden z wa»niejszych paradygmatów radiobiologii
mówi¡cy o tym, »e do zmian w komórkach napromienianej tkanki dochodzi wy-
ª¡cznie na skutek bezpo±redniego przej±cia fotonów lub cz¡steczek promieniowa-
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nia jonizuj¡cego przez komórk¦, w której gªówn¡ tarcz¡ podatn¡ na uszkodzenia
jest DNA. W opozycji do tego paradygmatu znalazªy si¦ wyniki eksperymentalne
pokazuj¡ce, »e nienapromienione komórki wykazuj¡ zmiany podobne do tych po-
wstaj¡cych po bezpo±rednim napromienieniu, gdy komórki znajduj¡ce si¦ w ich
pobli»u (s¡siaduj¡ce) s¡ napromieniane maªymi dawkami promieniowania. Od mo-
mentu opublikowania pierwszych wyników wiele bada« potwierdziªo, »e odpowied¹
populacji komórkowej na promieniowanie jonizuj¡ce nie daje si¦ sprowadzi¢ do
prostego zagregowania odpowiedzi poszczególnych komórek i nale»y uwzgl¦dni¢
popromienny efekt s¡siedztwa, por. [10, 83] i podane tam pozycje bibliogra�cz-
ne. Co wa»ne, zmiany w komórkach docelowo nienapromienianych nie musz¡ by¢
dla nich niekorzystne i, co pokazano w [63], ró»ne dawki promieniowania mo-
g¡ prowadzi¢ do zupeªnie nieoczekiwanych i niekorzystnych z punktu widzenia
radioterapii efektów. W zwi¡zku z tym kluczowe wydaje si¦ by¢ peªne zrozumie-
nie popromiennego efektu s¡siedztwa i dokªadniejsze uwzgl¦dnienie jego wpªywu
w obecnie stosowanych protokoªach radioterapeutycznych. Dzi¦ki temu mo»e uda
si¦ zwi¦kszy¢ skuteczno±¢ metody, która ju» obecnie jest tak szeroko stosowana.

1.2 Cel i tezy pracy

Podstaw¡ niniejszej pracy jest nowatorska hipoteza o kluczowej roli programu
senescencji komórkowej dla wyst¦powania popromiennego efektu s¡siedztwa. Hi-
poteza ta mówi, »e substancje odpowiedzialne za indukowanie zmian w komórkach
nie poddawanych bezpo±redniemu dziaªaniu promieniowania jonizuj¡cego wydzie-
lane s¡ przez komórki w stanie senescencji. Te ostatnie pojawiaj¡ si¦ w populacji
na skutek bezpo±redniego dziaªania promieniowania jonizuj¡cego. Co najwa»niej-
sze, mo»emy wyró»ni¢ dwa typy wydzielanych przez nie substancji:

1. substancje mog¡ce uszkadza¢ DNA innych komórek, b¦d¡ce cz¡steczkami
o krótkim okresie poªowicznego rozpadu;

2. substancje pobudzaj¡ce inne komórki do kolejnych podziaªów, b¦d¡ce biaª-
kami o dªugim okresie staªej biologicznej aktywno±ci.

Substancje pierwszego typu, maj¡ce relatywnie krótki zasi¦g dziaªania, odpowia-
daj¡ za najcz¦±ciej obserwowany szkodliwy (obni»aj¡cy prze»ywalno±¢, zwi¦ksza-
j¡cy niestabilno±¢ genetyczn¡) wpªyw komórek napromienionych na komórki s¡-
siaduj¡ce. Natomiast substancje drugiego typu, które maj¡ du»y zasi¦g dziaªa-
nia, odpowiadaj¡ za wyst¦powanie niestandardowych typów efektów s¡siedztwa,
takich jak zwi¦kszenie prze»ywalno±ci komórek napromienionych, gdy komórki
znajduj¡ce si¦ w ich otoczeniu otrzymaªy niewielkie dawki promieniowania.

Celem pracy byªo zwery�kowanie tej hipotezy za pomoc¡ serii eksperymen-
tów przeprowadzonych na komórkach nowotworowych oraz na podstawie prze-
widywa« modeli matematycznych, które na niej bazuj¡. Zadaniem tych drugich



4 ROZDZIA� 1. WPROWADZENIE

byªo dokªadne wyja±nienie, jak interakcja komórek z substancjami obu rozwa»a-
nych typów mo»e doprowadzi¢ do wyst¡pienia typowych oraz niestandardowych
popromiennych efektów s¡siedztwa.

1.3 Przewodnik po rozdziaªach

Niniejsza rozprawa doktorska skªada si¦ z sze±ciu rozdziaªów, z których ka»dy
rozpoczyna si¦ krótkim streszczeniem.

Rozdziaª pierwszy stanowi wst¦p, w którym przedstawiona jest motywacja dla
przeprowadzonych bada« oraz najwa»niejsze stawiane tezy.

W rozdziale drugim przedstawione s¡ najwa»niejsze procesy i mechanizmy
biologiczne, stanowi¡ce integraln¡ cz¦±¢ postawionej w pracy hipotezy badawczej.
Rozdziaª rozpoczyna si¦ od opisu wpªywu, jaki promieniowanie jonizuj¡ce mo»e
mie¢ na napromienian¡ komórk¦ oraz mechanizmów, jakimi dysponuje komórka,
aby uchroni¢ si¦ przed negatywnymi skutkami promieniowania. W dalszej cz¦±ci
rozdziaªu znale¹¢ mo»na dokªadne opisy popromiennego efektu s¡siedztwa oraz
zjawiska senescencji komórkowej, które stanowi¡ podstaw¦ stawianej na ko«cu
rozdziaªu hipotezy badawczej.

W rozdziale trzecim przedstawione s¡ wyniki eksperymentów wykonanych
w celu zwery�kowania postawionej hipotezy. Rozdziaª rozpoczyna si¦ od opisu
materiaªów i metod wykorzystanych w trakcie eksperymentów. Przedstawione s¡
wykorzystane linie komórek ludzkich, metody hodowli, napromieniania oraz ba-
dania siªy efektu s¡siedztwa. W pierwszej cz¦±ci rozdziaªu znajdziemy równie»
dokªadny opis wykorzystanych metod pomiaru poszczególnych charakterystyk po-
pulacji komórkowej. W drugiej cz¦±ci rozdziaªu przedstawione s¡ szczegóªowe wy-
niki poszczególnych eksperymentów oraz analiza ich znaczenia dla postawionej
hipotezy badawczej. Wykorzystuj¡c narz¦dzia statystyki, badane s¡ korelacje po-
mi¦dzy poszczególnymi zmiennymi oraz ró»ne zale»no±ci wyników napromieniania
od statusu genu TP53.

W rozdziale czwartym przedstawiony jest pierwszy z rozwa»anych modeli ma-
tematycznych, który, opieraj¡c si¦ na postawionej hipotezie i wynikach przepro-
wadzonych eksperymentów, rozszerza powszechnie stosowany w radiobiologii mo-
del liniowo-kwadratowy (model LQ, ang. linear-quadratic model). Proponowane
rozszerzenie bierze pod uwag¦ substancje czynnie wydzielane przez wyindukowa-
ne promieniowaniem komórki w stanie senescencji, które mog¡ mie¢ ró»norodny
wpªyw na otoczenie. W rozdziale przedstawione s¡ równie» wyniki dopasowywa-
nia proponowanego modelu do danych eksperymentalnych dotycz¡cych zarówno
komórek bezpo±rednio napromienianych, jak i tych przebywaj¡cych jedynie w ich
s¡siedztwie.

W rozdziale pi¡tym przedstawiony jest model matematyczny opisuj¡cy prze-
strzenny i czasowy rozwój populacji komórkowej, która poddana zostaªa dziaªa-
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niu promieniowania jonizuj¡cego. Model oparty jest na asynchronicznym auto-
macie komórkowym, którego ewolucja silnie zale»y od wpªywu substancji wydzie-
lanych przez komórki w stanie senescencji. Jednocze±nie zmiany w czasie st¦»e«
tych substancji opisuj¡ równania ró»niczkowe cz¡stkowe, których struktura zale-
»y bezpo±rednio od aktualnego stanu automatu komórkowego. Celem rozdziaªu
jest sprawdzenie, czy model matematyczny bazuj¡cy na postawionej hipotezie
badawczej mo»e jako±ciowo odda¢ wyniki eksperymentów uzyskanych przez E. C.
Mackonis [63], z których wynikaj¡ niestandardowe typy efektu s¡siedztwa.

Rozdziaª szósty, ostatni, zawiera podsumowanie rezultatów przedstawianych
w rozprawie.





Rozdziaª 2

Stan wiedzy i hipoteza

badawcza

Streszczenie

W rozdziale drugim przedstawione s¡ najwa»niejsze procesy i mechanizmy bio-
logiczne, stanowi¡ce integraln¡ cz¦±¢ postawionej w pracy hipotezy badawczej.
Rozdziaª rozpoczyna si¦ od opisu wpªywu, jaki promieniowanie jonizuj¡ce mo»e
mie¢ na napromienian¡ komórk¦ oraz mechanizmów, jakimi dysponuje komórka,
aby uchroni¢ si¦ przed negatywnymi skutkami promieniowania. Wa»nym elemen-
tem mechanizmu ochronnego komórki jest biaªko p53, które odgrywa znacz¡c¡
rol¦ w procesie naprawy DNA. W zwi¡zku z tym, w kolejnym podrozdziale przed-
stawione jest jego dziaªanie. W dalszej cz¦±ci rozdziaªu znale¹¢ mo»na dokªadny
opis popromiennego efektu s¡siedztwa, zjawiska, które nieco ponad dwie dekady
temu zachwiaªo teoretycznymi podstawami radiobiologii, dziedziny nauki zajmuj¡-
cej si¦ oddziaªywaniem promieniowania jonizuj¡cego na organizmy »ywe. Wpªyw
tego zjawiska na wyniki napromieniania ilustruje eksperyment przeprowadzony
przez zespóª E. C. Mackonis w 2007 roku, do którego odnosz¡ si¦ równie» na-
st¦pne rozdziaªy. Ostatni proces biologiczny, którego poznanie niezb¦dne jest do
postawienia i zrozumienia rozwa»anej w pracy hipotezy badawczej, to zjawisko se-
nescencji komórkowej. Dokªadny opis tego zjawiska znajduje si¦ w przedostatniej
cz¦±ci rozdziaªu. Na ko«cu rozdziaªu postawiona jest hipoteza badawcza, wery�-
kowana w dalszych rozdziaªach na drodze eksperymentów biologicznych i mode-
lowania matematycznego.
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8 ROZDZIA� 2. STAN WIEDZY I HIPOTEZA BADAWCZA

2.1 Dziaªanie promieniowania jonizuj¡cego na komórki

Promieniowanie jonizuj¡ce, powszechnie wykorzystywane w leczeniu nowotworów,
jest promieniowaniem, które ªadunek elektryczny nadaje atomom, wcze±niej elek-
trycznie oboj¦tnym. Dzieje si¦ to na skutek wybijania elektronów z powªok elek-
tronowych, co prowadzi do powstania dodatnich jonów i ujemnie naªadowanych
swobodnych elektronów [86]. Jonizacja zasad azotowych (adeniny, guaniny, cyto-
zyny i tyminy) skªadaj¡cych si¦ na ni¢ DNA, mo»e prowadzi¢ do powstawania
w niej p¦kni¦¢ i co za tym idzie uszkodze« materiaªu genetycznego, którego in-
tegralno±¢ jest niezb¦dna dla prze»ycia i funkcjonowania komórek [2]. Jednak do
powstawania p¦kni¦¢ dochodzi w du»o wi¦kszym stopniu poprzez oddziaªywanie
nici DNA z produktami przemian chemicznych wody, wywoªanych pochªoni¦ciem
przez ni¡ promieniowania jonizuj¡cego (radioliza wody) [55, 82]. Jednymi z takich
szkodliwych produktów s¡ rodnik hydroksylowy czy anionorodnik ponadtlenko-
wy [55]. Dodatkowo, reakcje zasad azotowych tworz¡cych DNA z produktami
radiolizy wody mog¡ doprowadzi¢ do wyst¡pienia licznych mutacji, potencjalnie
±miertelnych dla komórki [55]. Przyjmuje si¦, »e najbardziej szkodliwe dla komórki
jest tzw. dwuniciowe p¦kni¦cie (ang. Double Strand Break - DSB), czyli powstanie
jednoczesnych p¦kni¦¢ na obu niciach DNA na tyle blisko siebie, »e dochodzi do
rozerwania caªego ªa«cucha DNA [54].

Pojedyncze i podwójne p¦kni¦cia nici DNA s¡ wykrywane poprzez odpowied-
nie biaªka detektorowe, które przekazuj¡ nast¦pnie sygnaª kolejnym biaªkom me-
diatorowym. Nast¦puj¡ce potem kaskady sygnaªów prowadz¡ do zmian w regulacji
ró»norodnych aspektów funkcjonowania komórki, takich jak rozpocz¦cie procesu
naprawy DNA poprzez aktywacj¦ odpowiednich biaªek, spowolnienie ju» rozpo-
cz¦tego cyklu podziaªu komórkowego aby zwi¦kszy¢ zasób dost¦pnego czasu na
napraw¦, zwi¦kszenie poziomu dost¦pnych budulcowych elementów DNA (deok-
synukleotydów, dNTP), czy te» w ostateczno±ci, gdy uszkodzenia s¡ zbyt du»e,
wprowadzenie komórki na szklak zaprogramowanej ±mierci komórkowej (apopto-
zy) [54, 59], por. rys. 2.1. W rzeczywisto±ci, w momencie wykrycia uszkodzenia
DNA dochodzi do zmian w poziomach ekspresji bardzo wielu biaªek i liczba zmian
w mechanizmach regulacji komórkowej wykracza daleko poza te wyszczególnione
powy»ej. Warto podkre±li¢, »e p¦kni¦cia jednoniciowe s¡ stosunkowo ªatwo napra-
wiane i to te dwuniciowe s¡ du»ym wyzwaniem dla wbudowanych mechanizmów
naprawy DNA, stanowi¡c realne zagro»enie dla funkcjonowania komórki [54].

2.2 Biaªko p53 � stra»nik genomu

Jednym z najwa»niejszych biaªek reguluj¡cych odpowied¹ komórki na powstanie
uszkodze« w nici DNA jest biaªko p53 (kodowane przez gen TP53 poªo»ony na
chromosomie 17), którego zasadnicza rola polega na wydªu»aniu czasu pomi¦dzy
kolejnymi podziaªami komórki. Do spowolnienia cyklu komórkowego na skutek
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Rysunek 2.1: Schematyczne przedstawienie odpowiedzi komórki na powstanie
dwuniciowego p¦kni¦cia DNA. Biaªka detektorowe wykrywaj¡ powstaªe p¦kni¦cie
i przekazuj¡ sygnaª dalej do biaªek mediatorowych. Ró»norakie kaskady sygnaªowe
prowadz¡ do zmian w regulacji ró»nych aspektów funkcjonowania komórki.

dziaªania biaªka p53 dochodzi w fazie G1, podczas której ma miejsce synteza ró»-
nych enzymów potrzebnych gªównie do replikacji DNA w nast¦pnej fazie [29].
Wydªu»enie cyklu umo»liwia napraw¦ uszkodze« DNA indukowanych ró»nymi
czynnikami egzo- i endogennymi, co zapobiega przekazywaniu zaburze« genetycz-
nych komórkom potomnym. Ponadto, je±li uszkodzenia s¡ zbyt rozlegªe lub na-
prawa nieskuteczna, biaªko p53 uruchamia proces zaprogramowanej �samobójczej�
±mierci komórkowej � apoptozy [37, 64]. Ze wzgl¦du na tak du»e znaczenie dla
mechanizmów utrzymuj¡cych spójno±¢ DNA gen TP53, którego produktem jest
biaªko p53, zwany jest �stra»nikiem genomu�. Dodatkowo, mutacje w genie TP53,
które upo±ledzaj¡ jego dziaªanie, stanowi¡ najbardziej rozpowszechnione zmiany
genetyczne odnajdywane w nowotworach ludzkich [42]. W przypadku nowotworu
pªuc, okr¦»nicy, czy jajnika mutacja genu TP53 odnajdywana jest w okoªo 50%
wszystkich zdiagnozowanych przypadków [42].

2.3 Popromienne efekty s¡siedztwa

Nieco ponad dwie dekady temu poddano próbie jeden z wa»niejszych paradyg-
matów radiobiologii mówi¡cy o tym, »e do zmian w komórkach napromienianej
tkanki dochodzi wyª¡cznie na skutek bezpo±redniego przej±cia fotonów lub cz¡ste-
czek promieniowania jonizuj¡cego przez komórk¦, w której gªówn¡ tarcz¡ podatn¡
na uszkodzenia jest DNA. W [68] H. Nagasawa i J. Little donie±li, »e nienapro-
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mienione komórki pochodz¡ce z jajnika chomika chi«skiego (Cricetulus griseus)
wykazuj¡ zwi¦kszon¡ cz¦sto±¢ wymiany materiaªu genetycznego pomi¦dzy sio-
strzanymi chromatydami (identycznymi kopiami tego samego chromosomu, które
powstaj¡ przed podziaªem komórki), gdy komórki znajduj¡ce si¦ w ich pobli»u s¡
napromieniane maªymi dawkami promieniowania α. Od momentu opublikowania
tamtych wyników wiele bada« potwierdziªo, »e odpowied¹ populacji komórkowej
na promieniowanie jonizuj¡ce nie daje si¦ sprowadzi¢ do prostego zagregowania
odpowiedzi poszczególnych komórek, por. [10, 83, i podane tam pozycje biblio-
gra�czne]. W radiobiologii zacz¦ªo zyskiwa¢ na znaczeniu zjawisko najcz¦±ciej na-
zywane popromiennym efektem s¡siedztwa, czyli, w najszerszej mo»liwej de�nicji,
zjawisko polegaj¡ce na wywoªaniu zmian w komórce poprzez poddanie innej ko-
mórki dziaªaniu promieniowania jonizuj¡cego [10]. Wnikliwy czytelnik zauwa»y,
»e w powy»szej de�nicji nie jest wyszczególniony ani rodzaj zmian, z jakimi mamy
do czynienia w komórkach, ani w jakiej odlegªo±ci od siebie znajduj¡ si¦ badane
komórki, ani co dziaªo si¦ z komórk¡, w której zaobserwowano zmiany. Wydaje
si¦, »e wszystkie badane do tej pory niebezpo±rednie efekty promieniowania joni-
zuj¡cego mo»na podzieli¢ na trzy klasy efektów, które odnosz¡ si¦ bezpo±rednio
do mo»liwych scenariuszy napromieniania organizmu ludzkiego [10].

Pierwsza klasa efektów, badana po raz pierwszy w [68] i nazywana dalej po
prostu klas¡ efektów s¡siedztwa (ang. bystander e�ects), odnosi si¦ do ukªadów,
w których napromieniona zostaje caªa populacja komórek, lecz przy wykorzysta-
niu na tyle maªych dawek, »e tylko niektóre komórki do±wiadczaj¡ bezpo±rednie-
go dziaªania promieniowania. W tej sytuacji napromienione komórki wywoªuj¡
zmiany w komórkach nienapromienionych, które równie» znajduj¡ si¦ w obszarze
dziaªania promieniowania jonizuj¡cego, por. rys. 2.2A. Tego typu ukªady ekspe-

Rysunek 2.2: Podziaª efektów popromiennych w zale»no±ci od sposobu napromie-
niania. Klasyczny efekt s¡siedztwa (A) wyst¦puje, gdy jedynie niektóre komórki
z napromienianej populacji otrzymuj¡ niezerow¡ dawk¦ promieniowania. Efekt
widza (B) ma miejsce, gdy dochodzi do zmian w komórkach, które byªy poza
napromienianym rejonem. Efekt kohorty (C) obejmuje zmiany, jakie wywoªuj¡
pomi¦dzy sob¡ komórki, które otrzymaªy pewn¡ dawk¦ promieniowania. Szary
kolor na rysunkach oznacza komórk¦, która otrzymaªa niezerow¡ dawk¦ promie-
niowania, a strzaªki � mo»liw¡ sygnalizacj¦ mi¦dzykomórkow¡.
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rymentalne in vitro maj¡ za zadanie odwzorowa¢ zachowanie komórek in vivo

w momencie, gdy ludzkie ciaªo poddawane jest maªym dawkom promieniowania,
np. podczas prze±wietle« bezpiecze«stwa na lotniskach [51] czy w trakcie lotów
na du»ych wysoko±ciach [13].

Druga klasa efektów, nazywana klas¡ efektów widza (ang. abscopal e�ects),
odnosi si¦ do sytuacji, w której dochodzi do napromienienia jedynie pewnej cz¦±ci
organizmu (np. tkanki nowotworowej przy stosowaniu radioterapii), czyli opisuje
ukªady, w których badane s¡ zmiany w komórkach znajduj¡cych si¦ poza rejonem
napromieniania, por. rys. 2.2B. Dobrym przykªadem ilustruj¡cym t¦ klas¦ efektów
s¡ wyniki eksperymentu przedstawionego w [17], gdzie badano wpªyw napromie-
niania nogi myszy na wzrost guza znajduj¡cego si¦ w okolicach linii ±rodkowej
grzbietu. Okazaªo si¦, »e wzrost nowotworu jest wyra¹nie sªabszy, gdy ma miej-
sce napromienianie jednej z ko«czyn. Powszechnie przyjmuje si¦ jednak, »e efekt
widza, który obserwuje si¦ in vivo, stanowi raczej odpowied¹ caªego organizmu
na efekt zastosowania promieniowania jonizuj¡cego, ani»eli jedynie rezultat wysy-
ªania ró»nego rodzaju sygnaªów przez komórki bezpo±rednio napromienione [67].
Efekt widza in vivo zale»y w du»ym stopniu od komórek ukªadu odporno±cio-
wego, od ci¡gªego transportu substancji przez ukªad krwiono±ny, czy wysiªków
caªego organizmu do odzyskania sprawno±ci po przynajmniej cz¦±ciowym uszko-
dzeniu napromienianego organu. W zwi¡zku z tym, wszelkie eksperymenty in

vitro, w których bada si¦ jedynie wpªyw sygnaªów wysyªanych przez komórki bez-
po±rednio napromienione do komórek nienapromienionych, niezale»nie od tego czy
znajdowaªy si¦ w napromieniowywanym rejonie, czy te» nie, okre±la si¦ mianem
eksperymentów badaj¡cych efekt s¡siedztwa.

Ostatnia, najrzadziej badana eksperymentalnie klasa efektów, nazywana kla-
s¡ efektów kohorty (ang. cohort e�ects), odnosi si¦ do sytuacji, w której ka»da
komórka z napromienionej populacji otrzymaªa pewn¡ dawk¦ promieniowania jo-
nizuj¡cego (niekoniecznie t¦ sam¡) i badane s¡ te zmiany komórek, które zostaªy
wywoªane przez sygnaªy pochodz¡ce od innej komórki napromienionej [57], por.
rys. 2.2C. W takim ukªadzie ka»da z komórek skªadaj¡cych si¦ na napromienion¡
populacj¦ jest zarówno odbiorc¡, jak i nadawc¡ sygnaªu. Z tego typu sytuacj¡
in vivo ma si¦ do czynienia w przypadku miejsc, które diagnostycznie prze±wie-
tlono promieniami Roentgena, b¡d¹ te» w przypadku klinicznego zastosowania
radioterapii, w miejscu napromienienia nowotworu [10].

Nie jest jednoznaczny równie» rodzaj zmian, jakie zachodz¡ w komórkach
otrzymuj¡cych sygnaªy od komórek bezpo±rednio napromienionych. Efekt ko«-
cowy zale»y w du»ym stopniu od ukªadu eksperymentalnego, linii komórkowej
oraz wielko±ci dawki promieniowania [10]. Najcz¦±ciej obserwuje si¦ zmiany nie-
korzystne dla komórek, które dotycz¡ m. in. obni»enia frakcji prze»ywaj¡cych ko-
mórek klonogennych [66] (de�nicja w podrozdziale A.1 w dodatku), zwi¦kszonej
cz¦sto±ci wymiany materiaªu genetycznego mi¦dzy chromosomami [60, 68] oraz
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zwi¦kszenia niestabilno±ci genetycznej b¦d¡cej wynikiem ró»nego typu aberracji
chromosomowych czy indukcji mikroj¡der, co mo»e doprowadzi¢ nawet do ±mier-
ci komórki na drodze apoptozy [77]. W dost¦pnej literaturze mo»na jednocze±nie
znale¹¢ informacje o pozytywnych zmianach, jakie zachodz¡ w komórkach od-
bieraj¡cych sygnaªy, w±ród których mo»na wyró»ni¢ np. zwi¦kszenie odporno±ci
komórek na promieniowanie jonizuj¡ce [53] czy te» zwi¦kszenie cz¦sto±ci wyst¦po-
wania podziaªów komórkowych w populacji [52]. �cie»ki sygnaªowe odpowiedzialne
za wyst¦powanie efektów s¡siedztwa nie zostaªy do ko«ca poznane, ale mo»na wy-
ró»ni¢ kilka wewn¡trz- i zewn¡trzkomórkowych cz¡stek sygnaªowych, które maj¡
dla nich kluczowe znaczenie, por. [83, i podane tam pozycje bibliogra�czne]. Spo-
±ród nich mo»na wyró»ni¢ m. in. reaktywne formy tlenu, tlenki azotu, interleukin¦
8, biaªko p53 oraz biaªko NF-κB.

2.3.1 Eksperyment E. C. Mackonis i in.

W pracy z roku 2007 [63] E. C. Mackonis wraz ze wspóªpracownikami opisa-
ªa eksperyment znakomicie ilustruj¡cy, jak niejednoznaczny mo»e by¢ ko«cowy
rezultat napromieniania, gdy w badanym ukªadzie wyst¦puje efekt s¡siedztwa.
W eksperymencie dokonano porównania prze»ywalno±ci komórek czerniaka (ang.
melanoma, MM576, zªo±liwy nowotwór skóry) dla ró»nych dawek i wzorców na-
promieniania. Komórki posiewane byªy na dno specjalnie przygotowanych butelek
hodowlanych, na które nakªadano odpowiednio spreparowane osªony radiacyjne.
Obok caªkowitego braku osªony radiacyjnej rozwa»ane byªy dwa wzorce napro-
mieniania: w pierwszym przypadku osªon¦ naªo»ono na 75% caªkowitego obszaru
hodowli i odsªoni¦ta zostaªa jedynie pierwsza ¢wiartka powierzchni hodowlanej;
w drugim przypadku zasªoni¦to te» 75% caªkowitego obszaru, jednak obszar od-
sªoni¦ty podzielony byª na trzy identyczne i równo rozªo»one pr¡»ki, por. rys. 2.3.
Butelki poddawane byªy dziaªaniu promieniowania jonizuj¡cego o ró»nych daw-

Rysunek 2.3: Przestrzenne wzorce napromieniania rozwa»ane przez
E. C. Mackonis i in. [63]. Ciemnoszare fragmenty przedstawiaj¡ obszary
butelek hodowlanych, które byªy osªoni¦te przed promieniowaniem.

kach: 3, 6, 10 i 20 Gy. Dodatkowe szczegóªowe pomiary pokazaªy, »e w ka»dym
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z rozwa»anych scenariuszy, przez zastosowane osªony przeciwradiacyjne przedo-
stawaªa si¦ nieznaczna ilo±¢ promieniowania jonizuj¡cego, wywoªuj¡ca uszkodze-
nia jedynie w niewielkiej cz¦±ci komórek. W czasie 5 minut po napromienieniu
wymieniano po»ywk¦ hodowlan¡ (medium), a nast¦pnie po upªywie 10-12 dni
obliczono frakcj¦ prze»ywaj¡cych komórek klonogennych in situ (de�nicja w pod-
rozdziale A.1 w dodatku), czyli kolonie zliczane byªy bezpo±rednio w butelce,
w której dochodziªo do napromieniania. Frakcje prze»ywaj¡ce obliczano dla caªej
butelki oraz oddzielnie dla obszarów odsªoni¦tych i zasªoni¦tych (poprzez porów-
nywanie odpowiednich obszarów). Z uwagi na niezerow¡ dawk¦ promieniowania
przedostaj¡c¡ si¦ przez osªony radiacyjne, obszary otwarty i zamkni¦ty zde�nio-
wano jako obszary, do których docieraªo odpowiednio 90% i 10% caªkowitej do-
starczonej dawki. Co wa»ne, pomocnicze eksperymenty wykazaªy, »e w trakcie
napromieniania i dalszej hodowli nie dochodziªo do przemieszczania si¦ komórek
pomi¦dzy poszczególnymi obszarami. Cz¦±¢ uzyskanych wyników przedstawiona
jest w tabeli 2.1. Zebrane dane wskazuj¡ na dwa niestandardowe rodzaje odpowie-
dzi komórek na sygnaªy generowane przez komórki napromienione. W tabeli 2.1
na kolor zielony zaznaczono wyniki wskazuj¡ce na zwi¦kszenie prze»ywalno±ci ko-
mórek klonogennych w populacji komórek nieosªoni¦tych przed promieniowaniem,
gdy w ich otoczeniu znajdowaªy si¦ komórki, które, mimo przebywania pod osªo-
n¡ radiacyjn¡, otrzymaªy niewielkie dawki promieniowania. Rzeczywi±cie, frakcje
prze»ywaj¡cych komórek klonogennych w tym przypadku (0,528 oraz 0,710) s¡
znacznie wi¦ksze od tej zmierzonej dla populacji nie maj¡cej tego typu s¡siedztwa
(0,279). Z kolei kolorem »óªtym zaznaczono dane, które wskazuj¡ na zwi¦kszenie
prze»ywalno±ci komórek klonogennych w populacji komórek osªoni¦tych zasªon¡
radiacyjn¡, w momencie gdy komórki s¡siaduj¡ce (nie znajduj¡ce si¦ pod zasªo-
n¡) otrzymaªy wysokie dawki promieniowania. Powy»sze wyniki maj¡ zasadnicze
znaczenie wobec coraz precyzyjniejszych aparatów sªu»¡cych napromienianiu no-
wotworów, które poprzez przestrzenn¡ modulacj¦ wielko±ci dawki maksymalizu-
j¡ dawk¦ aplikowan¡ w rejon nowotworu i minimalizuj¡ dawk¦ promieniowania
odbieranego przez otaczaj¡c¡ zdrow¡ tkank¦ [39]. Wydaje si¦, »e aby nale»ycie
zoptymalizowa¢ aplikowan¡ dawk¦, nale»y zrozumie¢ skomplikowane mechanizmy
stoj¡ce za popromiennym efektem s¡siedztwa.

2.4 Program senescencji komórkowej

Senescencj¦ komórkow¡ de�niuje si¦ jako nieodwracalne zatrzymanie cyklu po-
dziaªu komórki, która pozostaje mimo tego przy »yciu i jest dalej metabolicznie
aktywna [58]. Po raz pierwszy senescencj¦ zaobserwowano eksperymentalnie w la-
tach 60. XX wieku, gdy po wykonaniu kilkudziesi¦ciu pasa»y cz¦±¢ z hodowanych
komórek ludzkich zaniechaªa podziaªów [48, 49]. Komórki w stanie senescencji
mo»na rozpozna¢ po zwi¦kszonej w stosunku do komórek aktywnie dziel¡cych si¦
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Dawka
Wzorzec

na±wietlania

Caªkowita
frakcja

prze»ywaj¡ca

Frakcja
prze»ywaj¡ca
w obszarze

nieosªoni¦tym

Frakcja
prze»ywaj¡ca
w obszarze
zasªoni¦tym

3 Gy Pr¡»ki 0,832 ± 0,093 0,528 ± 0,067 0,822 ± 0,100

6 Gy Pr¡»ki 0,978 ± 0,169 0,213 ± 0,041 1,034 ± 0,196

10 Gy Pr¡»ki 0,757 ± 0,127 0,021 ± 0,013 0,970 ± 0,167

20 Gy Pr¡»ki 0,914 ± 0,094 0,000 ± 0,000 1,535 ± 0,131

3 Gy �wiartka 0,665 ± 0,085 0,710 ± 0,136 0,705 ± 0,096

6 Gy �wiartka 0,818 ± 0,112 0,113 ± 0,032 0,838 ± 0,107

10 Gy �wiartka 0,641 ± 0,082 0,010 ± 0,008 0,848 ± 0,110

20 Gy �wiartka 0,791 ± 0,087 0,014 ± 0,007 1,313 ± 0,153

3 Gy Brak osªony 0,279 ± 0,100

6 Gy Brak osªony 0,062 ± 0,023

10 Gy Brak osªony 0,009 ± 0,006

20 Gy Brak osªony 0,000 ± 0,000

Tabela 2.1: Podsumowanie wyników eksperymentalnych przedstawionych w [63].
Kolorami zaznaczone s¡ zestawy warto±ci, które wskazuj¡ na pozytywny (zwi¦k-
szaj¡cy prze»ywalno±¢) wpªyw sygnaªów wysyªanych przez komórki napromienio-
ne.

obj¦to±ci, czy te» powi¦kszonym j¡drze komórkowym, por. rys. 2.4. Dochodzi rów-
nie» do szeregu zmian biochemicznych wewn¡trz komórki, z których najcz¦±ciej
stosowanym markerem do oznaczania senescencji jest zwi¦kszony poziom enzymu
β-galaktozydazy [27]. Dalsze eksperymenty wykazaªy, »e istnieje sko«czona liczba
podziaªów, które komórka mo»e wykona¢ zanim wejdzie w stan senescencji lub
zginie (limit Hay�icka). Pokazano, »e limit Hay�icka zale»y silnie od tego, jakiego
typu jest badana komórka i z jakiego organizmu pochodzi [18]. Co wi¦cej, wykaza-
no istnienie korelacji pomi¦dzy dªugo±ci¡ »ycia, a wielko±ci¡ limitu Hay�icka [81].
W zwi¡zku z tym od wielu lat senescencj¦ komórkow¡ wi¡»e si¦ bezpo±rednio
z procesem starzenia organizmu. Eksperymenty wykorzystuj¡ce enzym telomera-
zy, który odbudowuje ko«cowe fragmenty chromosomów (telomery) [44], wyka-
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Rysunek 2.4: Komórki raka jelita grubego HCT116 p53 +/+ w stanie senescen-
cji (A) oraz HCT116 p53 −/− wykazuj¡ce morfologiczne cechy apoptozy (B)
po ekspozycji na dawk¦ 8 Gy promieniowania X. Komórka w stanie senescencji
charakteryzuje si¦ du»o wi¦ksz¡ obj¦to±ci¡ oraz znacz¡co powi¦kszonym j¡drem.
Zdj¦cia z eksperymentów wªasnych.

zaªy, »e wej±cie w stan senescencji po wyczerpaniu liczby mo»liwych podziaªów
stanowi konsekwencj¦ stopniowego skracania telomerów, maj¡cego miejsce przy
ka»dym podziale komórki [3, 11, 47].

Pocz¡tkowo s¡dzono, »e stan senescencji komórkowej jest jedynie efektem
ubocznym intensywnego hodowania komórek in vitro i w organizmie »adna z ko-
mórek nie ma realnej mo»liwo±ci wyczerpania dost¦pnej puli podziaªów. W opo-
zycji do tego pogl¡du stoi fakt, »e obecno±¢ komórek w stanie senescencji za-
obserwowano in vivo w wielu ró»nych tkankach [20]. Jednak nie ma pewno±ci,
czy senescencja komórkowa wykryta in vivo wywoªana jest przez skracanie te-
lomerów, poniewa» wykazano, »e w stan senescencji mo»e wprowadzi¢ komórk¦
szereg innych bod¹ców. Jednym z najwa»niejszych i najcz¦±ciej wyst¦puj¡cych
bod¹ców indukuj¡cych senescencj¦ komórkow¡ jest wyst¡pienie odpowiednio du-
»ych uszkodze« DNA, które powstaj¡ w skutek poddawania komórek ró»nego
rodzaju stresom, takim jak dziaªanie promieniowania jonizuj¡cego czy reaktyw-
nych form tlenu (ang. stress induced senescence, SIS) [58]. Do indukcji senescencji
komórkowej mo»e równie» prowadzi¢ aktywacja onkogenu (ang. oncogene-induced
senescence, OIS) [85] lub mutacja genu supresorowego (ang. PICS � PTEN loss-

induced senescence, PPIS) [19]. Onkogen oraz gen supresorowy s¡ genami, które
mog¡ prowadzi¢ do transformacji komórki w komórk¦ nowotworow¡ poprzez od-
powiednio ich aktywacj¦ oraz dezaktywacj¦ [99]. Wyniki eksperymentów sugeruj¡,
»e nie ma jednej uniwersalnej ±cie»ki sygnaªowej prowadz¡cej do stanu senescencji
komórkowej [88]. Mimo tego uniwersaln¡ wydaje si¦ by¢ zale»no±¢ programu se-
nescencji komórkowej od statusu genu TP53. Wiele eksperymentów wykazaªo, »e
komórki z w peªni funkcjonalnym genem TP53 z wi¦kszym prawdopodobie«stwem
wchodz¡ w stan senescencji komórkowej wywoªanej stresem w porównaniu z ko-
mórkami, w których doszªo do uszkodzenia tego genu [8]. Istnieje wiele hipotez,
które próbuj¡ wyja±ni¢, jak¡ przewag¦ ewolucyjn¡ daje posiadanie programu se-
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nescencji komórkowej. Najcz¦±ciej przytaczana mówi o tym, »e senescencja sªu»y
jako dodatkowy mechanizm zapobiegaj¡cy powstawaniu nowotworu [61].

Ostatnie lata pozwoliªy na dokªadniejsze zbadane wpªywu obecno±ci komó-
rek w stanie senescencji na ich bezpo±rednie otoczenie. Okazaªo si¦, »e wi¦ksza
cz¦±¢ z komórek, które weszªy w stan senescencji komórkowej wykazuje równie»
dobrze zde�niowany zespóª daleko id¡cych zmian w wbudowanych mechanizmach
regulacyjnych (ang. senescence-associated secretory phenotype, SASP) [24]. Zmia-
nom tym towarzyszy ogromny wzrost ekspresji ponad 40 zwi¡zków przenosz¡cych
sygnaªy pomi¦dzy komórkami, które mog¡ mie¢ ró»noraki wpªyw na otaczaj¡ce
±rodowisko [21, 100]. Pokazano, »e komórki w stanie senescencji wykazuj¡ce jedno-
cze±nie SASP mog¡ w otaczaj¡cej populacji zwi¦ksza¢ cz¦sto±¢ zachodz¡cych po-
dziaªów komórkowych, powodowa¢ odró»nicowywanie si¦ komórek (zmniejszanie
ich specjalizacji), zwi¦ksza¢ tempo migracji, czy te» stymulowa¢ proces angioge-
nezy (proces powstawania nowych naczy« krwiono±nych) [24]. Co wa»ne, jednym
z elementów SASP jest wydzielanie przez komórki reaktywnych form tlenu i tlen-
ku azotu [94, 98], które s¡ uwa»ane za jedne z wa»niejszych cz¡stek sygnalizacyj-
nych towarzysz¡cych efektowi s¡siedztwa [83]. Wyniki eksperymentów wskazuj¡,
»e SASP jest zachowany w ró»nych typach komórek pochodz¡cych od ró»nych ga-
tunków [22, 23] i mo»e zosta¢ wywoªany za pomoc¡ chemioterapii, która powoduje
uszkodzenia DNA [23].

2.5 Hipoteza badawcza

Na podstawie przedstawionych powy»ej opisów zjawisk biologicznych mo»emy wy-
sun¡¢ badan¡ w niniejszej pracy hipotez¦, która mówi o kluczowej roli programu
senescencji komórkowej dla wyst¦powania popromiennego efektu s¡siedztwa. Roz-
wa»my populacj¦ komórek hodowan¡ w postaci pojedynczej warstwy umieszczonej
na pªaskim podªo»u, która poddawana jest bezpo±redniemu dziaªaniu promienio-
wania jonizuj¡cego. Na skutek wyindukowanych uszkodze« DNA, cz¦±¢ komórek
w populacji wchodzi w stan senescencji komórkowej odznaczaj¡cy si¦ jednocze-
±nie SASP. Komórki te zaczynaj¡ wydziela¢ do otaczaj¡cego je mikro±rodowiska
substancje, spo±ród których mo»emy wyró»ni¢ dwa interesuj¡ce nas typy:

1. substancje mog¡ce uszkadza¢ DNA innych komórek, b¦d¡ce cz¡steczkami
o krótkim okresie poªowicznego rozkªadu (np. wymieniony wcze±niej tlenek
azotu);

2. substancje pobudzaj¡ce inne komórki do kolejnych podziaªów, b¦d¡ce biaª-
kami o dªugim okresie niezmiennej biologicznej aktywno±ci, por. rys. 2.5.

Substancje pierwszego typu, maj¡ce relatywnie krótki zasi¦g dziaªania, wywoªuj¡
kolejne uszkodzenia w otaczaj¡cych komórkach i, co za tym idzie, mog¡ wpro-
wadza¢ w stan senescencji kolejne komórki (równie» z SASP). Co najwa»niejsze,
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Rysunek 2.5: W wyniku dziaªania promieniowania jonizuj¡cego (obszar w czer-
wonym okr¦gu) w populacji indukowana jest pewna liczba komórek w stanie se-
nescencji (kolor zielony). Komórki te zaczynaj¡ wydziela¢ substancje o ograniczo-
nym zasi¦gu dziaªania i mog¡ce uszkodzi¢ DNA innych komórek (czarne okr¦gi
wyznaczaj¡ zasi¦g) oraz substancje o dalekim zasi¦gu dziaªania i mog¡ce pobudzi¢
komórki do podziaªów (zielone gwiazdki).

je±li bezpo±rednio nad warstw¡ napromienionych komórek umie±cimy warstw¦ ko-
mórek niepoddanych dziaªaniu promieniowania, substancje te wywoªaj¡ w nich
analogiczne zmiany. Zatem substancje pierwszego typu odpowiadaj¡ za najcz¦±ciej
obserwowany szkodliwy (obni»aj¡cy prze»ywalno±¢, zwi¦kszaj¡cy niestabilno±¢ ge-
netyczn¡) wpªyw komórek napromienionych na komórki s¡siaduj¡ce. Sygnaªy typu
drugiego natomiast, dzi¦ki zgoªa innemu sposobowi dziaªania, odpowiedzialne s¡
za wyst¦powanie niestandardowych typów efektów s¡siedztwa. Bez trudu mo»-
na wyobrazi¢ sobie ukªad eksperymentalny, w którym obie populacje komórek
s¡ od siebie oddalone na tyle, »e jedynie sygnaªy o dalekim zasi¦gu b¦d¡ mogªy
przekaza¢ mi¦dzy nimi jak¡kolwiek informacj¦. Przy koinkubacji zaobserwujemy
wtedy du»o wi¦ksze tempo rozwoju populacji komórek nienapromienionych, ni»
w przypadku ich samodzielnej hodowli. Jednak ciekawe i wymagaj¡ce zbadania
s¡ ukªady, w których oba typy sygnaªów odgrywaj¡ rol¦ i wynik wspólnej hodow-
li nie jest oczywisty. Powy»sze rozwa»ania podsumujemy krótko w nast¦puj¡cej
hipotezie.

Hipoteza. Wyst¡pienie popromiennego efektu s¡siedztwa jest konsekwencj¡ poja-

wienia si¦ w populacji bezpo±rednio napromienionej komórek w stanie senescencji

z SASP. Co wi¦cej, jego siªa zale»y bezpo±rednio od liczby komórek, w których

ten specy�czny fenotyp zostaª wyindukowany (pocz¡tkowo lub na skutek wtórnych

oddziaªywa«). Ró»ne typy popromiennego efektu s¡siedztwa s¡ natomiast zwi¡za-

ne z ró»nymi rodzajami substancji, które s¡ aktywnie wydzielane przez komórki

z SASP. Komórki s¡siednie znajduj¡ce si¦ w maªej odlegªo±ci od napromienio-

nej populacji s¡ pod niekorzystnym wpªywem substancji, które mog¡ uszkadza¢
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DNA komórki i, co za tym idzie, zmniejsza¢ ich prze»ywalno±¢. Gdy odlegªo±¢ jest

wi¦ksza, do komórek docieraj¡ jedynie substancje, które pobudzaj¡ je do kolejnych

podziaªów, czyli zwi¦kszaj¡ ich eksperymentalnie szacowan¡ prze»ywalno±¢.

Wa»nym wnioskiem wynikaj¡cym z powy»szej hipotezy jest to, »e siªa efektu
s¡siedztwa (liczba dotkni¦tych nim komórek) zale»y od tego jak cz¦sto komórki
wchodz¡ w stan senescencji przy danej dawce promieniowania. Poniewa» wiele eks-
perymentów wykazaªo, »e komórki z w peªni funkcjonalnym genem TP53 z wi¦k-
szym prawdopodobie«stwem wchodz¡ w stan senescencji komórkowej wywoªanej
stresem w porównaniu z komórkami, w których doszªo do uszkodzenia tego genu,
naturalnym wydaje si¦ badanie tej hipotezy przy wykorzystaniu komórek tego
samego typu, ale z ró»nym statusem tego genu.



Rozdziaª 3

Wyniki eksperymentalne

Streszczenie

W rozdziale trzecim przedstawione s¡ wyniki eksperymentów wykonanych w celu
zwery�kowania hipotezy badawczej postawionej w poprzednim rozdziale. Rozdziaª
rozpoczyna si¦ od opisu materiaªów i metod wykorzystanych w trakcie ekspery-
mentów. Opisane zostaªy wykorzystane linie komórek ludzkich, metody hodowli,
napromieniania oraz badania siªy efektu s¡siedztwa. W pierwszej cz¦±ci rozdziaªu
znajdziemy równie» dokªadny opis wykorzystanych metod pomiaru poszczegól-
nych charakterystyk populacji komórkowej. W drugiej cz¦±ci rozdziaªu przedsta-
wione s¡ szczegóªowe wyniki poszczególnych eksperymentów oraz analiza ich zna-
czenia dla postawionej hipotezy badawczej. Za pomoc¡ narz¦dzi statystyki zba-
dane zostaªy korelacje pomi¦dzy poszczególnymi zmiennymi oraz ró»ne zale»no±ci
wyników napromieniania od statusu genu TP53.

3.1 Materiaªy i metody

3.1.1 Linie komórkowe i metoda hodowli

Do eksperymentów wykorzystano trzy linie komórkowe: dwie wyprowadzone z ra-
ka okr¦»nicy (ang. human corolectar cancer, HCT116) oraz jedn¡ wyprowadzon¡
z ludzkich �broblastów (ang. normal human dermal �broblasts, NHDF). Linie
komórek HCT116 ró»niªy si¦ od siebie statusem genu TP53. Pierwsze miaªy po-
zostawiony gen TP53 w funkcjonalnej i niezmienionej formie (HCT116 p53 +/+),
podczas gdy drugie byªy tego genu caªkowicie pozbawione (HCT116 p53 −/−).
Obie linie raka okr¦»nicy zostaªy pozyskane z banku komórek mieszcz¡cego si¦
w Zakªadzie Biologii Nowotworów Instytutu Onkologii w Gliwicach. Wczesne pa-
sa»e ludzkich �broblastów zostaªy zakupione w �rmie Lonza Walkersville Inc.

19
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Hodowle komórek prowadzono w podªo»u Dulbecco's Modi�ed Eagle's Me-
dium/F12 Ham (DMEM/F12 1:1) �rmy Sigma-Aldrich. Podªo»e hodowlane zosta-
ªo dodatkowe wzbogacone inaktywowan¡ bydl¦c¡ surowic¡ pªodow¡ (�rmy PPA)
w ilo±ci 12% ko«cowej obj¦to±ci podªo»a. Aby unikn¡¢ zaka»enia próbki i co za
tym idzie znieksztaªcenia wyników eksperymentów, do podªo»a dodano dodatkowo
antybiotyku gentamycyny (�rmy Krka) w st¦»eniu 80 μg/ml. Wszystkie trzy linie
komórkowe byªy okresowo sprawdzane pod k¡tem infekcji przez mykoplazmy, któ-
re s¡ rodzajem bakterii pozbawionych ±ciany komórkowej i odpornych na szerokie
spektrum stosowanych obecnie antybiotyków. Do testu na obecno±¢ mykoplazm
wykorzystano zestaw Mycoplasma Stain Kit zakupiony w �rmie Sigma-Aldrich.
Hodowla odbywaªa si¦ w inkubatorze utrzymuj¡cym temperatur¦ 37 ◦C, 5% st¦-
»enie dwutlenku w¦gla oraz 95% wilgotno±¢ powietrza.

3.1.2 Metody napromieniania i badania efektu s¡siedztwa

Do badania efektu s¡siedztwa wykorzystano pªytki hodowlane FalconTM zaku-
pione w �rmie Becton-Dickinson. Na pojedynczy zestaw skªada si¦ pªytka, na
której znajduje si¦ sze±¢ izolowanych kolistych studzienek (doªków) oraz sze±¢
oddzielnych insertów, por. rys. 3.1. Spód insertów stanowi transparentna mem-

Rysunek 3.1: Zestaw wykorzystany do badania efektu s¡siedztwa. Do poszczegól-
nych doªków zawieraj¡cych napromieniane komórki, wstawiane s¡ inserty, w któ-
rych znajduj¡ si¦ komórki nie wystawione na dziaªanie promieniowania.

brana z g¦sto upakowanymi porami o ±rednicy 0,4 μm, przez które przedostaj¡
si¦ jedynie po»ywka hodowlana, biaªka i inne cz¡stki sygnaªowe. Insert jest tak
zaprojektowany, »e po wstawieniu na pªytk¦ jego spód znajduje si¦ w odlegªo±ci
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0,9 mm od dna doªka, czyli nie dochodzi do stykania si¦ komórek umieszczonych
w insercie i tych w doªkach, a transparentna membrana pozwala na obserwacj¦
komórek pod mikroskopem.

Na okoªo 20 godzin przed rozpocz¦ciem eksperymentu do ka»dego doªka pªytki
sze±ciodoªkowej i do insertów umieszczonych w oddzielnych pªytkach wysiewano
po 100 tys. komórek zawieszonych w 3 ml podªo»a hodowlanego. Tak przygo-
towane próbki byªy dalej inkubowane. W momencie rozpocz¦cia napromieniania
komórki w doªkach zajmowaªy okoªo 50% caªkowitej dost¦pnej powierzchni ho-
dowlanej wynosz¡cej 9,6 cm2. Przed napromienieniem podªo»e z doªków i insertów
byªo wymieniane na ±wie»e. Pªytki z komórkami rosn¡cymi w doªkach poddawane
byªy dziaªaniu promieniowania jonizuj¡cego w pojedynczej dawce wynosz¡cej 2,
4, 6 oraz 8 Gy (1 Gy = 1 J/kg; d»ul na kilogram [86]) i generowanej w tempe-
raturze pokojowej przez akcelerator elektronów Cliniac 600 �rmy Varian. Przy
ka»dej serii eksperymentów z ró»nymi dawkami promieniowania prowadzona byªa
równie» pªytka kontrolna (oznaczana przez dawk¦ 0 Gy), czyli nie poddawana
dziaªaniu promieniowania i traktowana analogicznie do pozostaªych. Natychmiast
po napromienieniu do doªków wstawiane byªy wcze±niej przygotowane inserty
z nienapromienianymi komórkami (s¡siednimi) i taki zestaw byª dalej inkubowa-
ny przez okre±lony czas. Caªo±¢ procedury eksperymentalnej ilustruje rysunek 3.2.
Dla wszystkich rozwa»anych dawek promieniowania i linii komórkowych, ka»dy

Rysunek 3.2: Ukªad eksperymentalny wykorzystany do badania efektu s¡siedz-
twa. Komórki po 20 godzinach od posiania w doªkach poddawane s¡ dziaªaniu
promieniowania jonizuj¡cego. Po upªywie okoªo 10 minut do doªków wstawiane sa
inserty z komórkami posianymi równie» 20 godzin wcze±niej.

eksperyment prowadzono w co najmniej czterech oddzielnych doªkach, czyli wy-
konano minimum cztery powtórzenia ka»dego eksperymentu.

3.1.3 Metody pomiaru frakcji prze»ywaj¡cych komórek klonogen-

nych

Do oceny prze»ywalno±ci komórek klonogennych napromienione komórki koinku-
bowano z nienapromienionymi, po czym inserty wyjmowano z doªków i komórki
zbierano oddzielnie z doªków i insertów za pomoc¡ roztworu trypsyny. Po kil-
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kuminutowej inkubacji i dodaniu ±wie»ej po»ywki hodowlanej w celu inaktywacji
zastosowanej trypsyny, zawiesin¦ z ka»dego doªka i insertu przenoszono do oddziel-
nych probówek i wirowano przez 2 minuty przy pr¦dko±ci 2000 obr/min. Medium
znad komórek osadzonych na dnie probówki byªo zlewane, a same komórki za-
wieszane w ±wie»ej porcji po»ywki. Za pomoc¡ hemocytometru okre±lana byªa
±rednia liczba komórek przypadaj¡cych na 1 ml tak przygotowanej zawiesiny i po
odpowiednim rozcie«czeniu zawiesina nanoszona byªa na pªytki Petriego o ±red-
nicy 6 cm. Tak przygotowane pªytki inkubowane byªy dalej przez 7 dni celem
okre±lenia frakcji prze»ywaj¡cych komórek klonogennych, por. dodatek A.1.

3.1.4 Pomiar frakcji komórek w stanie senescencji

Pomiar komórek w stanie senescencji odbywaª si¦ in situ, czyli bezpo±rednio w doª-
kach i insertach. Unikni¦to w ten sposób dodatkowego niekorzystnego oddziaªy-
wania na badane komórki. Do rozpoznawania komórek w stanie senescencji wy-
korzystany zostaª szeroko stosowany biochemiczny marker: zwi¦kszona ekspresja
zwi¡zanej z senescencj¡ β-galktozydazy (SA-β-gal, ang. senescence-associated

β-galactosidase) [27]. Do oznaczania komórek ze zwi¦kszon¡ ekspresj¡ SA-β-gal
wykorzystano komercyjny zestaw Senescence Cells Hostochemical Staining Kit
zakupiony w �rmie Sigma-Aldrich, który po zastosowaniu wybarwiaª komórki ze
zwi¦kszon¡ ekspresj¡ SA-β-gal na kolor zielony. Szacowania frakcji wybarwionych
komórek w caªej populacji dokonywano wizualnie przy wykorzystaniu odwróco-
nego mikroskopu. Za jego pomoc¡ rejestrowane byªy zdj¦cia zawieraj¡ce w kadrze
minimum 500 komórek, a nast¦pnie na ka»dym z nich zliczana byªa caªkowita
liczba komórek oraz liczba komórek wybarwionych na kolor zielony. W przypad-
ku ka»dej pªytki/doªka rejestrowane byªo minimum osiem zdj¦¢. Na rysunku 3.3
przedstawione jest przykªadowe zdj¦cie, które zostaªo poddane analizie.

3.1.5 Pomiar apoptozy

Pomiar apoptozy wykonywano jednocze±nie z analiz¡ indukcji mikroj¡der po
zastosowaniu bloku cytokinetycznego. W tym celu po napromienieniu komórek
w doªkach i poª¡czeniu z insertami, do podªo»a hodowlanego dodawano cyto-
chalazyn¦ B (toksyn¦ pochodz¡c¡ z grzybów ple±niowych, która blokuje podziaª
cytoplazmy, czyli cytokinez¦) w dawce 3 μl/ml. Po zako«czeniu koinkubacji, do
doªków oraz insertów wprowadzono enzym trawienny trypsyn¦ celem odseparowa-
nia komórek od podªo»a. Po kilkuminutowej inkubacji i dodaniu ±wie»ej po»ywki
hodowlanej w celu inaktywacji zastosowanej trypsyny, zawiesin¦ z ka»dego doªka
i insertu przenoszono do oddzielnych probówek i wirowano przez 2 minuty przy
pr¦dko±ci 2000 obr/min. Medium znad komórek osadzonych na dnie probówek
byªo zlewane, a same komórki zawieszane w 96% etanolu o temperaturze −20 ◦C
i przechowywane w zamra»arce przez kilka nast¦pnych dni. Komórki byªy nast¦p-
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Rysunek 3.3: Przykªadowe zdj¦cie fragmentu pªytki hodowlanej po przepro-
wadzeniu wybarwiania komórek odznaczaj¡cych si¦ zwi¦kszon¡ ekspresj¡ β-
galaktozydazy (komórek w stanie senescencji).

nie utrwalane w roztworze metanol:kwas octowy (3:1) i przygotowywano szkieªka
mikroskopowe, które byªy dalej analizowane w mikroskopie �uorescencyjnym, po
wybarwieniu �uorochromem DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindol) przy dªugo±ci
fali wzbudzenia 355 nm i emisji 460 nm. Komórki apoptotyczne byªy oceniane
wizualnie na podstawie charakterystycznych zmian morfologicznych, takich jak
zmniejszenie rozmiaru komórki, czy te» kondensacja chromatyny i fragmentacja
j¡dra komórkowego w pó¹nych fazach apoptozy.

3.1.6 Pomiar caªkowitej liczby komórek pozostaj¡cych w doªkach

i insertach po zako«czeniu koinkubacji

W celu oszacowania caªkowitej liczby komórek prze»ywaj¡cych napromienianie
i nast¦puj¡c¡ po nim koinkubacj¦, bezpo±rednio po zako«czeniu koinkubacji me-
dium ze wszystkich doªków oraz insertów zostaªo zebrane do oddzielnych pro-
bówek. Unikni¦to w ten sposób pomini¦cia przy dalszym zliczaniu tych komórek,
które nie przywarªy do podªo»a. Do doªków oraz insertów wprowadzono nast¦pnie
enzym trawienny trypsyn¦ celem odseparowania komórek od podªo»a. Po kilku-
minutowej inkubacji i dodaniu ±wie»ej po»ywki hodowlanej w celu inaktywacji
zastosowanej trypsyny, zawiesin¦ z ka»dego doªka i insertu przenoszono do tych
samych probówek, do których zebrano wcze±niej medium i wirowano przez 3 mi-
nuty przy pr¦dko±ci 2000 obr/min. Medium znad komórek osadzonych na dnie
probówek byªo zlewane, a same komórki utrwalane w 1 ml 96% etanolu o tempe-
raturze −20 ◦C i trzymane w zamra»arce przez kilka nast¦pnych dni. Ostatecznie,
niewybarwione komórki zliczano w komorze Bürkera korzystaj¡c z odwróconego
mikroskopu i kontrastu fazowego.
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3.2 Wyniki przeprowadzonych eksperymentów

W kolejnych podrozdziaªach przedstawione s¡ wyniki wszystkich eksperymentów,
które zostaªy przez nas przeprowadzone w celu sprawdzenia biologicznych pod-
staw hipotezy badawczej postawionej w tej pracy. Obja±nienie dla wszystkich
narz¦dzi statystycznych wykorzystanych w dalszej cz¦±ci rozdziaªu, takich jak
test t-Studenta, wspóªczynnik korelacji Pearsona czy wspóªczynnik determinacji
modelu R2, czytelnik mo»e odnale¹¢ w dodatku B do niniejszej rozprawy.

3.2.1 Frakcja komórek pozostaj¡cych w doªkach i insertach po za-

ko«czeniu koinkubacji

Co byªo do przewidzenia, wyniki eksperymentalne pokazuj¡ wyra¹nie, »e stosu-
nek liczby komórek znajduj¡cych si¦ w doªkach po 48 godzinach koinkubacji do
ich liczby przed napromienianiem maleje wraz ze wzrostem dawki promieniowa-
nia, por. rys. 3.4. Jednak bior¡c po uwag¦ kluczow¡ rol¦ biaªka p53 dla mecha-

Dawka (Gy) 0 2 4 6 8

HCT116 p53 +/+
100 % 73,04 % 54,71 % 49,37 % 41,91 %

± 10,82 % ± 7,1 % ± 5,96 % ± 9,42 %

HCT116 p53 −/− 100 % 80,73% 51,30 % 48,89 % 45,99 %
± 7,47 % ± 2,95 % ± 8,21 % ± 9,35 %

Rysunek 3.4: Zmierzony eksperymentalnie stosunek liczby komórek znajduj¡cych
si¦ w doªkach po 48 godzinach koinkubacji do ich liczby przed napromienianiem.
Przedstawione s¡ ±rednia i odchylenie standardowe z czterech niezale»nych ekspe-
rymentów.



3.2. WYNIKI PRZEPROWADZONYCH EKSPERYMENTÓW 25

nizmów naprawy DNA, mo»e zaskakiwa¢ bardzo maªa ró»nica pomi¦dzy obiema
rozwa»anymi liniami HCT116, por. rys. 3.4. Z przeprowadzonego testu t-Studenta
dla wykonanych pomiarów wynika, »e niezale»nie od rozwa»anej dawki promienio-
wania, ró»nice pomi¦dzy obiema liniami nie s¡ statystycznie istotne (p-warto±¢ >
0,3). Wynik ten jest jednak w zgodzie z wynikami eksperymentalnymi przedsta-
wionymi w [70], gdzie poprzez dokªadny pomiar odsetka nienaprawionych dwu-
niciowych p¦kni¦¢ DNA wykazano, »e ró»nice w efektywno±ci naprawy DNA po-
mi¦dzy liniami HCT116 o ró»nym statusie genu TP53 s¡ pomijalne. Co ciekawe,
w matematycznym modelowaniu procesów nowotworowych cz¦sto zakªada si¦, »e
prawdopodobie«stwo prze»ycia komórki nowotworowej napromienionej dawk¡ D
jest równe frakcji prze»ywaj¡cych komórek klonogennych (SF), por. np. [31, 71].
Jednak tak zde�niowane prawdopodobie«stwo jest o kilka rz¦dów wielko±ci mniej-
sze ni» to sugerowane przez prezentowane powy»ej wyniki eksperymentalne, por.
rys. 3.11. W szczególno±ci, dla dawki 8 Gy warto±¢ SF dla napromienianych ko-
mórek HCT116 p53 +/+ wynosi 0,015, podczas gdy po 48 godzinach koinkubacji
wielko±¢ populacji w doªku to mniej wi¦cej 42% wielko±ci wyj±ciowej populacji.

W przypadku komórek s¡siaduj¡cych, czyli tych znajduj¡cych si¦ w inser-
tach, ró»nice pomi¦dzy obiema rozwa»anymi liniami komórkowymi HCT116 s¡
wyra¹niejsze ni» w przypadku komórek znajduj¡cych si¦ doªkach, por. rys. 3.5.
Widzimy, »e wzgl¦dna wielko±¢ populacji po 48 godzinach koinkubacji, tak jak
w poprzednim przypadku, maleje wraz ze wzrostem dawki promieniowania, ale
jest wyra¹nie mniejsza dla komórek z funkcjonalnym genem TP53. Rzeczywi±cie,
korzystaj¡c z testu t-Studenta stwierdzamy, »e statystycznie istotna ró»nica (p-
warto±¢ < 0,05) ujawnia si¦ dla dawek 4 i 6 Gy. W przypadku pozostaªych dawek,
p-warto±¢ testu nie pozwala na rozró»nienie obu linii, lecz patrz¡c na uªo»enie
punktów eksperymentalnych, zaªo»enie o ró»nicy pomi¦dzy obiema liniami dla
dawki 8 Gy wydaje si¦ by¢ maªo dyskusyjne. Jednak co najwa»niejsze, powy»szy
wynik bezpo±rednio wskazuje na wyst¦powanie efektu s¡siedztwa oraz na to, »e
jest on silniejszy w przypadku komórek z funkcjonaln¡ postaci¡ genu TP53.

3.2.2 Odsetek komórek w stanie senescencji

Pomiar odsetka komórek w stanie senescencji zostaª wykonany po 48 godzinach
koinkubacji napromienionych doªków z insertami. Uzyskane wyniki wskazuj¡ na
istotn¡ ró»nic¦ pomi¦dzy obiema rozwa»anymi liniami HCT116, gdy porównuje si¦
wzgl¦dn¡ ilo±¢ senescencji wywoªanej promieniowaniem jonizuj¡cym, por. rys. 3.6.
Wyra¹nie wida¢, »e dla dawek powy»ej 2 Gy odsetek komórek w stanie senescen-
cji w caªej populacji w przypadku linii komórek z funkcjonaln¡ postaci¡ genu
TP53 (p53 +/+) jest du»o wy»szy ni» dla linii komórek tego genu pozbawionych
(p53 −/−). W przypadku dawki 8 Gy ró»nica pomi¦dzy obiema liniami jest ponad
czterokrotna. Obliczona p-warto±¢ testu t-Studenta, wynosz¡ca mniej ni» 0,05 dla
dawek wi¦kszych ni» 2 Gy, potwierdza istotno±¢ tych ró»nic. Wydaje si¦ ponad-
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Dawka (Gy) 0 2 4 6 8

HCT116 p53 +/+
100 % 82,91% 74,69 % 69,99 % 73,3 %

± 12,76 % ± 5,95 % ± 6,82 % ± 17,35 %

HCT116 p53 −/− 100 % 95,66% 94,99 % 98,92 % 92,07 %
± 6,68 % ± 3,5 % ± 9,4 % ± 6,04 %

Rysunek 3.5: Zmierzony eksperymentalnie stosunek liczby komórek w insertach
po 48 godzinach koinkubacji do ich liczby przed koinkubacj¡. Przedstawione s¡
±rednia i odchylenie standardowe z czterech niezale»nych eksperymentów.

to, »e zale»no±¢ odsetka komórek w stanie senescencji od dawki promieniowania
jest w przypadku linii HCT116 p53 +/+ wykªadnicza. Rzeczywi±cie, dopasowanie
modelu wykªadniczego do danych eksperymentalnych dotycz¡cych linii HCT116
p53 +/+ jest du»o lepsze ni» dopasowanie modelu liniowego. W przypadku tego
pierwszego wspóªczynnik determinacji R2, który mówi o jako±ci danego dopaso-
wania, wynosi 0,973, podczas gdy dla modelu liniowego R2 = 0, 8557.

Niemal idealnie liniow¡ zale»no±¢ odsetka komórek w stanie senescencji od
wielko±ci dawki promieniowania obserwujemy natomiast w populacji komórek s¡-
siaduj¡cych, por. rys. 3.7. Obserwujemy równie», tak jak w poprzednim przypad-
ku, wyra¹nie wi¦ksz¡ wzgl¦dn¡ ilo±¢ wzbudzonej senescencji w komórkach z funk-
cjonalnym genem TP53 (p53 +/+). Statystyczna istotno±¢ tych ró»nic ujawnia
si¦ równie» powy»ej dawki 2 Gy. Wynik ten sugeruje, tak jak pomiar wzgl¦d-
nej liczby komórek prze»ywaj¡cych koinkubacj¦, »e efekt s¡siedztwa wyst¦puj¡cy
w przypadku obu linii komórkowych mo»e mie¢ ró»n¡ siª¦. Co wi¦cej, porównu-
j¡c poziom senescencji w komórkach bezpo±rednio napromienianych, otrzymujemy
wyra¹ny marker odró»niaj¡cy obie linie.

W celu sprawdzenia, czy zale»no±¢ poziomu senescencji od dawki promie-
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Dawka (Gy) 0 2 4 6 8

HCT116 p53 +/+
0,6 % 1,94 % 4,57 % 6,67 % 15,83 %
± 0,09 % ± 0,47 % ± 0,64 % ± 2,07 % ± 4,31 %

HCT116 p53 −/− 0,28 % 1,19% 2,28 % 3,09 % 3,63 %
± 0,01 % ± 0,7 % ± 0,23 % ± 0,7 % ± 0,81 %

Rysunek 3.6: Odsetek komórek w stanie senescencji w populacji komórek bezpo-
±rednio napromienianych. Pomiar zostaª wykonany po 48 godzinach koinkubacji.
Przedstawione s¡ ±rednia i odchylenie standardowe z o±miu niezale»nych ekspery-
mentów.

niowania nie jest specy�czna dla linii komórkowej HCT116, przeprowadzony zo-
staª dodatkowy eksperyment na linii nietransformowanych �broblastów ludzkich
(NHDF). Jak poprzednio, pomiar odsetka komórek w stanie senescencji zostaª
wykonany po 48 godzinach koinkubacji �broblastów w napromienionych doª-
kach razem z �broblastami w nienapromienionych insertach. Okazuje si¦, »e tak
jak w przypadku linii HCT116, obserwujemy zwi¦kszanie si¦ odsetka senescen-
cji w caªkowitej populacji wraz ze wzrostem stosowanej dawki promieniowania
jonizuj¡cego, por. rys. 3.8. Zale»no±¢ ta speªniona jest równie» dla �broblastów
s¡siaduj¡cych, czyli znajduj¡cych si¦ w koinkubowanych insertach. Podobnie jak
w przypadku bezpo±rednio napromienianej linii HCT116 p53 +/+ zale»no±¢ ta
wydaje si¦ by¢ nieliniowa. W przypadku �broblastów s¡siaduj¡cych lepszy wspóª-
czynnik determinacji R2 = 0, 9891 otrzymujemy równie» stosuj¡c model wykªad-
niczy (R2 = 0, 8371 dla modelu liniowego). Dodatkowy pozytywny rezultat dla
nietransformowanych �broblastów sugeruje, »e zale»no±¢ poziomu senescencji od
dawki promieniowania mo»e by¢ zjawiskiem uniwersalnym.
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Dawka (Gy) 0 2 4 6 8

HCT116 p53 +/+
0,48 % 1,2% 1,6 % 2,32 % 2,89 %
± 0,07 % ± 0,24 % ± 0,32 % ± 0,27 % ± 0,6 %

HCT116 p53 −/− 0,27 % 0,78% 0,71 % 0,99 % 1,1 %
± 0,03 % ± 0,49 % ± 0,24 % ± 0,1 % ± 0,18 %

Rysunek 3.7: Odsetek komórek w stanie senescencji w populacji komórek znajdu-
j¡cych si¦ w insertach s¡siaduj¡cych z napromienionymi doªkami. Pomiar zostaª
wykonany po 48 godzinach koinkubacji. Przedstawione s¡ ±rednia i odchylenie
standardowe z o±miu niezale»nych eksperymentów.

3.2.3 Poziomy apoptozy

Pomiar odsetka komórek apoptotycznych w populacji, tak jak w poprzednich przy-
padkach, wykonano po 48 godzinach koinkubacji. Odwrotnie ni» w przypadku od-
setka senescencji, odsetek komórek apoptotycznych w populacji napromienionej
jest wyra¹nie wi¦kszy w populacji pozbawionej funkcjonalnej formy genu TP53,
por. rys. 3.9. Wida¢, »e w przypadku pomiaru odsetka apoptozy ma miejsce du»y
rozrzut pomiarów wokóª estymowanych ±rednich. Jednak posªuguj¡c si¦ testem
t-Studenta mo»na stwierdzi¢, »e obserwowane ró»nice pomi¦dzy obiema liniami
s¡, mimo tak du»ych waha«, statystycznie istotne. Z uwagi na uªo»enie punktów
pomiarowych ci¦»ko jest natomiast stwierdzi¢, jakiego typu jest zale»no±¢ odsetka
komórek apoptotycznych od wykorzystanej dawki promieniowania.

W przypadku komórek s¡siaduj¡cych pomiary apoptozy wykazuj¡, »e jej odse-
tek w populacji zale»y od dawki promieniowania w taki sam sposób, jak w przy-
padku komórek bezpo±rednio napromienianych, por. rys. 3.10. Wydawa¢ by si¦
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Dawka (Gy) 0 2 4 6 8

bezpo±rednio

napromieniane

0,3 % 2,15% 2,25 % 13,5 % 14,6 %
± 0,14 % ± 0,49 % ± 0,07 % ± 1,84 % ± 1,27 %

s¡siaduj¡ce
0,4 % 1% 1,5 % 3,95 % 8,3 %
± 0,11 % ± 0,3 % ± 0,57 % ± 1,34 % ± 1,41 %

Rysunek 3.8: Odsetek komórek w stanie senescencji zmierzony w populacji nie-
transformowanych ludzkich �broblastów (NHDF) bezpo±rednio napromienianych
w doªku oraz koinkubowanych w s¡siaduj¡cych insertach. Pomiar zostaª wykonany
po 48 godzinach koinkubacji. Przedstawione s¡ ±rednia i odchylenie standardowe
z czterech niezale»nych eksperymentów.

mogªo jednak, »e zale»no±¢ ta jest w tym przypadku wyra¹nie liniowa. Wspóª-
czynnik determinacji R2 modelu liniowego wynosi w tym przypadku 0,8674 oraz
0,8536 dla odpowiednio komórek p53 −/− oraz p53 +/+, czyli model liniowy
stanowi do±¢ dobry opis tej zale»no±ci. Powy»sze wyniki, tak jak te prezentowane
we wcze±niejszych podrozdziaªach, sugeruj¡, »e siªa efektu s¡siedztwa jest ró»na
dla komórek ró»ni¡cych si¦ statusem genu TP53.

3.2.4 Frakcje prze»ywaj¡cych komórek klonogennych

Inaczej ni» w poprzednich przypadkach, komórki wykorzystane do eksperymen-
talnego wyznaczenia frakcji prze»ywaj¡cych komórek klonogennych zebrano ju»
po 24 godzinach koinkubacji napromienionych doªków z insertami. Okazuje si¦,
»e dla populacji bezpo±rednio napromienianej ró»nica w prze»ywalno±ci pomi¦-
dzy obiema rozwa»anymi liniami komórkowymi jest nietrywialna i silnie zale»y
od zastosowanej dawki promieniowania, por. rys. 3.11. Wydawa¢ by si¦ mogªo,
»e dla mniejszych dawek promieniowania (2 i 4 Gy), to komórki z funkcjonal-
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Dawka (Gy) 0 2 4 6 8

HCT116 p53 +/+
2,8 % 5,49 % 6,04 % 7,1 % 6,7 %
± 0,13 % ± 0,16 % ± 1,46 % ± 2,4 % ± 2,69 %

HCT116 p53 −/− 2,34 % 9,65% 9,61 % 9,68 % 13,41 %
± 0,83 % ± 3,99 % ± 3,65 % ± 2,95 % ± 1 %

Rysunek 3.9: Odsetek komórek apoptotycznych w populacji bezpo±rednio na-
promienianej w doªkach. Pomiar zostaª wykonany po 48 godzinach koinkubacji.
Przedstawione s¡ ±rednia i odchylenie standardowe z czterech niezale»nych ekspe-
rymentów.

nym genem TP53 (p53 +/+) odznaczaj¡ si¦ ni»sz¡ prze»ywalno±ci¡ komórek klo-
nogennych. Jednak w obu przypadkach nie jest to ró»nica statystycznie istotna
(p-warto±¢>0,17 w te±cie t-Studenta) i nie mo»na mie¢ pewno±ci, »e taka zale»-
no±¢ ma miejsce. Sytuacja zmienia si¦ dla wi¦kszych dawek promieniowania (6
i 8 Gy), kiedy to komórki pozbawione funkcjonalnej formy genu TP53 odzna-
czaj¡ si¦ mniejsz¡ prze»ywalno±ci¡. Dla wi¦kszych dawek promieniowania ró»nice
w wyznaczonej frakcji prze»ywaj¡cych komórek klonogennych s¡ ju» statystycznie
istotne.

W przypadku komórek s¡siednich, czyli tych znajduj¡cych si¦ w insertach, sy-
tuacja jest mniej skomplikowana. Dla ka»dej z rozwa»anych dawek komórki z funk-
cjonalnym genem TP53 (p53 +/+) odznaczaj¡ si¦ mniejsz¡ prze»ywalno±ci¡ ko-
mórek klonogennych, por. rys. 3.12. Wida¢ wyra¹nie, »e ró»nica pomi¦dzy obiema
liniami zwi¦ksza si¦ razem ze zwi¦kszaniem dawki promieniowania jonizuj¡cego.
Wynik ten stanowi kolejne potwierdzenie silnej zale»no±ci efektu s¡siedztwa od
statusu genu TP53.
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Dawka (Gy) 0 2 4 6 8

HCT116 p53 +/+
2,77 % 5,63% 5,02 % 6,35 % 8,06 %
± 0,19 % ± 1,05 % ± 1,94 % ± 1,21 % ± 2,2 %

HCT116 p53 −/− 2,56 % 9,3% 8,99 % 10,55 % 14,33 %
± 1,92 % ± 1,73 % ± 3,78 % ± 4,9 % ± 2,44 %

Rysunek 3.10: Odsetek komórek apoptotycznych w populacji znajduj¡cej si¦ w ko-
inkubowanych insertach. Pomiar zostaª wykonany po 48 godzinach koinkubacji.
Przedstawione s¡ ±rednia i odchylenie standardowe z czterech niezale»nych ekspe-
rymentów.

3.3 Analiza wyników i wnioski

Ze wzgl¦du na postawion¡ w pracy hipotez¦ badawcz¡, szczególnie interesuj¡ce
s¡ dla nas zale»no±ci pomi¦dzy poziomem wzbudzonej senescencji, a siª¡ wyst¦-
puj¡cego efektu s¡siedztwa. W celu dokªadnego przebadania tych zale»no±ci osza-
cowane zostaªy m. in. wspóªczynniki korelacji pomi¦dzy poszczególnymi zmien-
nymi. Do przeprowadzenia analizy statystycznej wykorzystali±my niekomercyjny
pakiet statystyczny R z wbudowanymi w niego funkcjami cor.test (do wyliczania
wspóªczynnika korelacji i p-warto±ci) oraz lm (do obliczania parametrów najlepiej
pasuj¡cego liniowego modelu badanej zale»no±ci). W przypadku funkcji cor.test
zastosowane zostaªy domy±le warto±ci parametrów, czyli przy wykorzystaniu tej
procedury obliczany byª wspóªczynnik korelacji Pearsona.
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Dawka (Gy) 0 2 4 6 8

HCT116 p53 +/+
1 0,24 0,071 0,036 0,015

± 0,054 ± 0,019 ± 0,0049 ± 0,0013

HCT116 p53 −/− 1 0,32 0,094 0,015 0,0013
± 0,08 ± 0,013 ± 0,0057 ± 0,0009

Rysunek 3.11: Zmierzona eksperymentalnie frakcja prze»ywaj¡cych komórek klo-
nogennych dla populacji komórek bezpo±rednio napromienianych. Przedstawione
s¡ ±rednia i odchylenie standardowe z czterech niezale»nych eksperymentów.

3.3.1 Korelacje

Z uwagi na brak odniesienia do wzgl¦dnej wielko±ci populacji, bezpo±rednie bada-
nie zale»no±ci ró»nych charakterystyk komórek s¡siaduj¡cych od odsetka komórek
w stanie senescencji w populacji napromienionej (por. rys. 3.6) mo»e okaza¢ si¦
myl¡ce. Rzeczywi±cie, mo»na wyobrazi¢ sobie sytuacj¦, w której obserwowana
jest bardzo silna zale»no±¢ pomi¦dzy warto±ci¡ tego odsetka a np. wzgl¦dn¡ licz-
b¡ komórek w populacji s¡siaduj¡cej po 48 godzinach koinkubacji. Taka sytuacja
sugerowaªaby, »e rzeczywi±cie komórki w stanie senescencji odgrywaj¡ w efekcie
s¡siedztwa kluczow¡ rol¦. Mogªoby si¦ jednak okaza¢, »e ubytek komórek pod
wpªywem napromieniania jest na tyle du»y, »e w rzeczywisto±ci liczba komórek
w stanie senescencji malaªaby z dawk¡. Oczywi±cie, w takiej sytuacji nie ma mo»-
liwo±ci, aby to komórki w stanie senescencji byªy odpowiedzialne za pogª¦biaj¡cy
si¦ wraz z dawk¡ spadek prze»ywalno±ci w populacji s¡siedniej. Dlatego w dalszej
cz¦±ci, jako podstawow¡ zmienn¡ sprawdzan¡ pod wzgl¦dem wyst¦puj¡cej kore-
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Dawka (Gy) 0 2 4 6 8

HCT116 p53 +/+
1 0,68 0,54 0,25 0,034

± 0,11 ± 0,1 ± 0,12 ± 0,0092

HCT116 p53 −/− 1 0,74 0,68 0,58 0,28
± 0,13 ± 0,13 ± 0,033 ± 0,057

Rysunek 3.12: Zmierzona eksperymentalnie frakcja prze»ywaj¡cych komórek klo-
nogennych dla populacji komórek koinkubowanych z komórkami bezpo±rednio na-
promienianymi. Przedstawione s¡ ±rednia i odchylenie standardowe z czterech nie-
zale»nych eksperymentów.

lacji, przyjmiemy wzgl¦dn¡ liczb¦ komórek w stanie senescencji, któr¡ szacowa¢
b¦dziemy jako iloczyn wzgl¦dnej liczby komórek po 48 h w populacji napromie-
nionej (por. rys. 3.4) i odsetka komórek w stanie senescencji po 48h koinkubacji,
tzn.

nsIR = odsetek komórek w stanie senescencji× wzgl¦dna wielko±¢ populacji .

Oczywi±cie, gdyby wyj±ciowe populacje byªy ró»nej wielko±ci, te» mieliby±my pro-
blem z interpretacj¡ tak zde�niowanej zmiennej. W takim przypadku powy»sze
wyra»enie powinno zosta¢ mody�kowane poprzez przemno»enie prawej strony
przez pocz¡tkow¡ liczebno±¢ populacji N . Jednak w naszym przypadku, nieza-
le»nie od badanej linii komórkowej oraz dawki promieniowania, w doªkach i in-
sertach posiewana byªa zawsze zbli»ona liczba komórek. Istnienie korelacji po-
mi¦dzy poszczególnymi zmiennymi sprawdzali±my operuj¡c na zbiorze danych,
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który powstaª po poª¡czeniu wyników dla obu badanych linii HCT116 (p53 +/+

i p53 −/−).
W pierwszej kolejno±ci sprawdzili±my jak analogicznie zde�niowana wzgl¦dna

liczba komórek w stanie senescencji w populacji s¡siaduj¡cej (nsBy) zale»y od
warto±ci nsIR, por. rys. 3.13. Okazuje si¦, »e obie te zmiennie zale»¡ od siebie

Rysunek 3.13: Zale»no±¢ pomi¦dzy wzgl¦dnymi liczbami komórek w stanie se-
nescencji w populacjach bezpo±rednio napromienianej oraz s¡siaduj¡cej. Ci¡gªa
linia przedstawia najlepiej odpowiadaj¡cy danym eksperymentalnym model linio-
wy (podane jest równie» odpowiadaj¡ce modelowi równanie wraz z wyliczonym
wspóªczynnikiem determinacji R2). Przerywane linie opisuj¡ 95% przedziaª ufno-
±ci dla modelu. Symbol *** oznacza p-warto±¢ dla korelacji (R) wynosz¡c¡ mniej
ni» 0,001.

w sposób niemal idealnie liniowy. Oszacowany wspóªczynnik determinacji wyno-
sz¡cy 0,91 wskazuje, »e na podstawie nsIR mo»emy z du»¡ dokªadno±ci¡ odtwo-
rzy¢ warto±¢ zmiennej nsBy. Wyliczone wspóªczynniki modelu liniowego nie tylko
pokazuj¡, »e wraz ze wzrostem liczby komórek w stanie senescencji ro±nie równie»
ich liczba w populacji s¡siaduj¡cej, ale te» »e dla rozwa»anych zakresów dawek
promieniowania i dla tych samych pocz¡tkowych liczebno±ci populacji, w popula-
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cji s¡siaduj¡cej jest zawsze okoªo cztery razy mniej komórek w stanie senescencji
ni» w populacji bezpo±rednio napromienianej.

Do±¢ siln¡ zale»no±¢ obserwujemy równie» zestawiaj¡c ze sob¡ zmienn¡ nsIR
z frakcj¡ prze»ywaj¡cych komórek klonogennych (cBy), por. rys. 3.14. Z danych

Rysunek 3.14: Zale»no±¢ pomi¦dzy wzgl¦dn¡ liczb¡ komórek w stanie senescen-
cji w populacji bezpo±rednio napromienianej i frakcj¡ prze»ywaj¡cych komórek
klonogennych w populacji s¡siaduj¡cej. Ci¡gªa linia przedstawia najlepiej odpo-
wiadaj¡cy danym eksperymentalnym model liniowy (podane jest równie» odpo-
wiadaj¡ce modelowi równanie wraz z wyliczonym wspóªczynnikiem determinacji
R2). Przerywane linie opisuj¡ 95% przedziaª ufno±ci dla modelu. Symbol ** ozna-
cza p-warto±¢ dla korelacji (R) wynosz¡c¡ mniej ni» 0,01.

wyra¹nie wynika, »e wraz ze wzrostem liczby komórek w populacji napromie-
nionej silnie maleje warto±¢ cBy. Wspóªczynnik determinacji modelu liniowego
opisuj¡cego t¦ zale»no±¢ jest w tym przypadku znacz¡co mniejszy i wynosi 0,73.
Mimo tego jest to nadal warto±¢ pozwalaj¡ca stwierdzi¢, »e model liniowy stanowi
do±¢ dobry opis badanego zjawiska, poniewa» na podstawie zmienno±ci zmiennej
nsIRmo»emy wyja±ni¢ wi¦kszo±¢ wariacji w warto±ciach zmiennej cBy. Jednak na
podstawie wspóªczynników okre±laj¡cych dopasowany model liniowy ªatwo wida¢
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ograniczenia dla jego stosowalno±ci. Od razu widzimy, »e nie mo»e on by¢ roz-
szerzony na wi¦ksze warto±ci zmiennej nsIR, poniewa» przewidywana wzgl¦dna
frakcja prze»ywaj¡cych komórek klonogennych w populacji s¡siaduj¡cej mogªaby
przyjmowa¢ w takim przypadku warto±ci ujemne.

Jako ostatni¡ zbadali±my zale»no±¢ pomi¦dzy warto±ciami zmiennej nsIR
a odpowiadaj¡cymi im wzgl¦dnymi wielko±ciami populacji s¡siaduj¡cej po 48 go-
dzinach koinkubacji (pBy), por. rys. 3.15. Równie» i w tym przypadku obserwo-

Rysunek 3.15: Zale»no±¢ pomi¦dzy wzgl¦dn¡ liczb¡ komórek w stanie senescencji
w populacji bezpo±rednio napromienianej i wzgl¦dn¡ wielko±ci¡ populacji s¡sia-
duj¡cej po zako«czeniu koinkubacji. Ci¡gªa linia przedstawia najlepiej odpowia-
daj¡cy danym eksperymentalnym model liniowy (podane jest równie» odpowia-
daj¡ce modelowi równanie wraz z wyliczonym wspóªczynnikiem determinacji R2).
Przerywane linie opisuj¡ 95% przedziaª ufno±ci dla modelu. Symbol ** oznacza
p-warto±¢ dla korelacji (R) wynosz¡c¡ mniej ni» 0,01.

wano statystycznie istotn¡ zale»no±¢ � wraz ze wzrostem warto±ci nsIR, czy-
li liczby komórek w stanie senescencji w populacji bezpo±rednio napromienianej,
maleje prze»ywalno±¢ komórek w populacji s¡siaduj¡cej (p-warto±¢<0,01 dla osza-
cowanego wspóªczynnika korelacji). Wspóªczynnik determinacji modelu liniowego
wynosz¡cy w tym przypadku 0, 6, mimo najni»szej warto±ci spo±ród wszystkich do
tej pory badanych zale»no±ci, nadal pozwala na stwierdzenie, »e opis liniowy jest
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opisem zadowalaj¡cym. Równie» i w tym przypadku ma on ograniczony zakres
stosowalno±ci, ze wzgl¦du na przewidywane ujemne warto±ci dla prze»ywalno±ci
komórek s¡siaduj¡cych, gdy warto±¢ nsIR przekroczy okoªo 20%.

Powy»sza analiza zale»no±ci dostarcza silnych przesªanek przemawiaj¡cych za
prawdziwo±ci¡ hipotezy badawczej postawionej w pracy. Okazaªo si¦ bowiem, »e
jedne z najwa»niejszych charakterystyk siªy efektu s¡siedztwa, czyli frakcja prze-
»ywaj¡cych komórek klonogennych oraz wzgl¦dna wielko±¢ populacji na koniec
procesu koinkubacji, zale»¡ silnie od liczby komórek w stanie senescencji wzbu-
dzonych bezpo±rednio w populacji napromienionej. Co wi¦cej, najsilniejsz¡ za-
le»no±¢ obserwujemy porównuj¡c wzgl¦dne liczby komórek w stanie senescencji
w populacjach bezpo±rednio napromienionych oraz s¡siaduj¡cych.





Rozdziaª 4

Rozszerzenie

radiobiologicznego modelu

liniowo-kwadratowego

Streszczenie

W rozdziale czwartym przedstawiony jest model matematyczny, który, opieraj¡c
si¦ na postawionej hipotezie i wynikach przeprowadzonych eksperymentów, roz-
szerza powszechnie stosowany w radiobiologii model liniowo-kwadratowy (model
LQ, ang. linear-quadratic model). Proponowane rozszerzenie bierze pod uwag¦
substancje czynnie wydzielane przez wyindukowane promieniowaniem komórki
w stanie senescencji, które mog¡ mie¢ ró»norodny wpªyw na otoczenie. Zakªada-
j¡c, »e siªa efektu s¡siedztwa zale»y od ilo±ci substancji wydzielanych przez ko-
mórki w stanie senescencji, o której zakªadamy, »e jest wprost proporcjonalna do
liczby komórek w stanie senescencji wyindukowanych w komórkach bezpo±rednio
napromienionych, otrzymali±my bardzo dobr¡ zgodno±¢ modelu z danymi ekspe-
rymentalnymi dotycz¡cymi frakcji prze»ywaj¡cych komórek klonogennych (SF)
w populacji koinkubowanej z komórkami bezpo±rednio napromienionymi. Ponad-
to, rozszerzaj¡c model o mo»liwy pozytywny (stymuluj¡cy podziaªy komórkowe)
wpªyw substancji wydzielanych przez komórki w stanie senescencji, otrzymali±my
równie» bardzo dobre dopasowanie modelu do danych eksperymentalnych dotycz¡-
cych SF w populacji komórek bezpo±rednio napromienianych. Co najwa»niejsze,
w przeciwie«stwie do standardowego modelu LQ, model rozszerzony dokªadnie
wyja±nia, dlaczego wyst¦puj¡ ró»nice w warto±ciach SF pomi¦dzy liniami komór-
kowymi ró»ni¡cymi si¦ statusem genu TP53.

39
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4.1 Radiobiologiczny model liniowo-kwadratowy

Modele matematyczne opisuj¡ce zale»no±¢ rezultatu leczenia od zastosowanej daw-
ki promieniowania stanowi¡ podstaw¦ wspóªczesnej radiobiologii. Jednym z naj-
cz¦±ciej badanych eksperymentalnie markerów wpªywu promieniowania jonizuj¡-
cego na »ywe komórki jest pomiar frakcji prze»ywaj¡cych komórek klonogennych
(SF), por. dodatek A.1. Kluczowym zagadnieniem dla radiobiologów jest opisanie
zale»no±ci warto±ci SF od dawki promieniowania oraz protokoªu jej dostarcze-
nia. Najcz¦±ciej wykorzystywanym do tego celu modelem matematycznym jest
radiobiologiczny model liniowo-kwadratowy [14, 28, 35, 69]. W przypadku gdy
rozwa»ania dotycz¡ krzywej prze»ycia uzyskanej dla pojedynczych dawek pro-
mieniowania jonizuj¡cego, model ten opiera si¦ na nast¦puj¡cych podstawowych
zaªo»eniach:

• Pojedyncze tra�enie mo»e wywoªa¢ dwuniciowe p¦kni¦cie DNA, w wyni-
ku czego mo»e doj±¢ do patologicznej zmiany w genotypie komórki i, co za
tym idzie, utraty klonogenno±ci. Zakªadamy, »e prawdopodobie«stwo takie-
go zdarzenia zale»y liniowo od dawki.

• Zmiany patologiczne mog¡ równie» powsta¢ na skutek bª¦dnej naprawy po-
ªo»nych blisko siebie dwuniciowych p¦kni¦¢ DNA, które powstaªy w wyniku
dwóch niezale»nych tra�e«. Przyjmuje si¦, »e liczba tego typu zmian jest
wprost proporcjonalna do kwadratu dawki promieniowania.

• Liczba patologicznych zmian przypadaj¡cych na pojedyncz¡ komórk¦ ma
w caªej populacji rozkªad Poissona.

Na podstawie powy»szych zaªo»e« postuluje si¦, »e w wyniku dziaªania promie-
niowania jonizuj¡cego w komórce dochodzi ±rednio do

Y = αD + βD2 (4.1)

patologicznych zmian w materiale genetycznym, czyli »e Y jest parametrem zaªo-
»onego rozkªadu Poissona. Ostatecznie, w populacji klonogenne pozostaj¡ jedynie
te komórki, w których nie doszªo do »adnej patologicznej zmiany, czyli frakcja
prze»ywaj¡cych komórek klonogennych w zale»no±ci od dawki (SF (D)) wyra»a
si¦ wzorem

SF (D) = e−Y = e−αD −βD
2
, (4.2)

gdzie D okre±la wykorzystan¡ dawk¦ promieniowania. Standardowy model LQ
uwzgl¦dnia równie» mechanizmy naprawy dwuniciowych p¦kni¦¢ DNA, co po-
zwala na rozwa»anie nie tylko pojedynczych dawek promieniowania, ale tak»e da-
wek frakcjonowanych, stosowanych w radioterapii, por. [14]. Przez lata powstaªo
wiele mody�kacji i rozszerze« modelu LQ uwzgl¦dniaj¡cych np. ró»ne fazy cyklu
komórkowego, czy te» ró»ne typy dwuniciowych p¦kni¦¢ DNA, które mog¡ by¢
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naprawiane z ró»n¡ skuteczno±ci¡ [45, 92, 93, 95]. Jednak w zwi¡zku z bezpo±red-
nim powi¡zaniem modelu LQ z dawk¡ promieniowania, jak do tej pory nie zostaª
on rozszerzony do opisu SF w populacji komórek s¡siaduj¡cych z komórkami bez-
po±rednio napromienionymi.

4.1.1 Dopasowanie modelu LQ do danych eksperymentalnych

Wykonane przez nas pomiary frakcji prze»ywaj¡cych komórek klonogennych wy-
kazaªy znaczne ró»nice pomi¦dzy komórkami linii HCT116 ró»ni¡cymi si¦ statu-
sem genu TP53, por. rys. 3.11. W zwi¡zku z tym, w celu dopasowania modelu
LQ (4.2) do danych eksperymentalnych nale»aªo zaªo»y¢ ró»ne wspóªczynniki α
i β dla obu linii komórkowych (HCT116 p53 +/+ i HCT116 p53 −/−), czyli
nale»aªo estymowa¢ cztery niezale»ne parametry. W ka»dym przypadku minima-
lizowana byªa suma normalizowanych przez wariancj¦ kwadratów ró»nic pomi¦dzy
wynikiem pomiaru eksperymentalnego a przewidywaniem modelu LQ (4.2), czyli
funkcja

f(α, β) =
∑

D=2,4,6,8

(SFα,β(D)−mD)2

σ2D
,

gdziemD oraz σ2D okre±laj¡ odpowiednio ±redni¡ oraz wariancj¦ z wykonanych po-
miarów. Wszystkie minimalizacje wykonane zostaªy przy u»yciu funkcji lsqnonlin
z komercyjnego pakietu do oblicze« numerycznych (MATLAB R© R2012b z Opti-
mization ToolboxTM, The MathWorks Inc., Natick, MA, 2012). Aby zmniejszy¢
ryzyko znalezienia jedynie minimum lokalnego, w ka»dym przypadku generowa-
ne byªo 1000 losowych zestawów parametrów pocz¡tkowych i dla ka»dego z nich
przeprowadzona zostaªa minimalizacja.

W przypadku linii komórkowej HCT116 p53 −/− model LQ bardzo dobrze
odwzorowaª eksperymentalnie wyznaczon¡ zale»no±¢ frakcji prze»ywaj¡cych ko-
mórek klonogennych od wykorzystanej pojedynczej dawki promieniowania, por.
rys. 4.1. Krzywa wynikaj¡ca z modelu LQ przechodzi w jej przypadku niemal ide-
alnie przez ka»dy punkt pomiarowy, co znajduje potwierdzenie w bardzo maªym
ko«cowym bª¦dzie dopasowania modelu, por. tabela 4.1. Jednak dla linii komór-

Tabela 4.1: Bª¡d dopasowania modelu liniowo-kwadratowego do danych ekspery-
mentalnych opisuj¡cych frakcj¦ prze»ywaj¡cych komórek klonogennych.

Bª¡d dopasowania

Caªkowity HCT116 p53 +/+ HCT116 p53 −/−

12,0239 11,4445 0,5794

kowej z funkcjonalnym genem TP53 (HCT116 p53 +/+) model LQ wyra¹nie
nie odwzorowuje danych eksperymentalnych dotycz¡cych mniejszych dawek pro-
mieniowania (2 i 4 Gy). W obu przypadkach krzywa opisywana przez model nie
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Rysunek 4.1: Krzywe wynikaj¡ce z modelu liniowo-kwadratowego (4.2) dla komó-
rek bezpo±rednio napromienianych i otrzymane w wyniku dopasowywania modelu
do danych eksperymentalnych. Parametry odpowiadaj¡ce krzywym na wykresie
przedstawione zostaªy w tabeli 4.2.

przechodzi nawet przez przedziaª okre±lony przez otrzymane eksperymentalnie od-
chylenia standardowe. Tak du»a niedokªadno±¢ w odwzorowaniu danych ma swoje
odzwierciedlenie w warto±ci bª¦du dopasowania, który jest niemal dwadzie±cia ra-
zy wi¦kszy ni» w przypadku linii komórkowej bez funkcjonalnego genu TP53, por.
tabela 4.1. Co ciekawe, w skali logarytmicznej punkty eksperymentalne dla linii
HCT116 p53 +/+ wydaj¡ si¦ ukªada¢ na krzywej ±ci±le wypukªej (por. rys. 4.1),
podczas gdy krzywe wynikaj¡ce z modelu LQ s¡ w tej skali wkl¦sªe niezale»nie od
przyj¦tych warto±ci parametrów.

Obserwowane ró»nice w warto±ciach SF pomi¦dzy obiema liniami HCT116
mo»na próbowa¢ wyja±ni¢ przez ró»nice w efektywno±ci mechanizmów naprawy
nici DNA. Rzeczywi±cie, gen TP53 koduje jedno z najwa»niejszych biaªek regulu-
j¡cych odpowied¹ komórki na uszkodzenia DNA, por. podrozdziaª 2.2. Spodziewa¢
si¦ zatem mo»na wyra¹nie mniejszych estymowanych warto±ci parametrów α i β
dla linii komórkowej z funkcjonaln¡ postaci¡ genu TP53. W tabeli 4.2 przedsta-
wione s¡ warto±ci tych parametrów estymowane na podstawie naszych danych
eksperymentalnych. Widzimy, »e jedynie ró»nice w warto±ciach parametru β od-
zwierciedlaj¡ wi¦ksz¡ efektywno±¢ mechanizmów naprawy w komórkach z funk-
cjonalnym genem TP53. Porównuj¡c jego warto±ci widzimy, »e komórki HCT116
p53 +/+ w porównaniu z komórkami HCT116 p53 −/− s¡ praktycznie niewra»li-
we na podwójne dwuniciowe p¦kni¦cia. Zupeªnie odwrotna zale»no±¢ ma miejsce
w przypadku parametru α, czyli proporcji zmian patologicznych indukowanych
przez pojedyncze dwuniciowe p¦kni¦cia DNA do wielko±ci dawki promieniowania.
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Tabela 4.2: Parametry modelu liniowo-kwadratowego (4.2) otrzymane w wyniku
dopasowywania modelu do danych eksperymentalnych opisuj¡cych frakcj¦ komó-
rek prze»ywaj¡cych.

Warto±¢
Parametr Opis

p53 +/+ p53 −/−

α

proporcja zmian patologicznych b¦d¡cych
wynikiem dwuniciowych p¦kni¦¢ DNA
indukowanych jednym tra�eniem wi¡zki

promieniowania do wielko±ci dawki

0,5406 0,3968

β

proporcja zmian patologicznych b¦d¡cych
wynikiem bª¦dnej naprawy dwuniciowych
p¦kni¦¢ DNA indukowanych przez dwa

niezale»ne tra�enia do kwadratu
wykorzystanej dawki

4,89×10−16 0,0516

Dla komórek p53 +/+ jego warto±¢ jest niemal 40 % wi¦ksza ni» dla komórek
p53 −/−, co wydaje si¦ by¢ caªkowicie niezgodne z hipotez¡ o wi¦kszej efek-
tywno±ci naprawy dwuniciowych p¦kni¦¢ DNA, gdy gen TP53 jest caªkowicie
funkcjonalny. Co ciekawe, wyniki eksperymentów przedstawione w [70] sugeruj¡,
»e ró»nica w efektywno±ci naprawy dwuniciowych p¦kni¦¢ pomi¦dzy komórkami
linii HCT116 p53 −/− i HCT116 p53 +/+ jest zaniedbywalnie maªa. W zwi¡zku
z tym parametry α oraz β powinny by¢ dla obu linii komórkowych takie same,
a co za tym idzie, model LQ nie jest w stanie odwzorowa¢ otrzymanych przez nas
wyników eksperymentalnych. Widzimy zatem, »e model LQ mimo do±¢ dobrego
dopasowania do danych eksperymentalnych, nie dostarcza »adnych dodatkowych
informacji na temat badanego zjawiska i nie mo»e sªu»y¢ wyja±nieniu obserwowa-
nych ró»nic pomi¦dzy badanymi liniami komórkowymi.

4.2 Rozszerzony model LQ

Najwa»niejszym celem, który przy±wieca rozbudowaniu standardowego modelu
LQ, jest rozszerzenie jego stosowalno±ci na populacj¦ komórek s¡siaduj¡cych z ko-
mórkami bezpo±rednio napromienionymi. Ponadto, chcieliby±my wyja±ni¢ obser-
wowane eksperymentalnie ró»nice pomi¦dzy frakcj¡ prze»ywaj¡cych komórek klo-
nogennych w komórkach ró»ni¡cych si¦ statusem genu TP53. Zgodnie z postawio-
n¡ w podrozdziale 2.5 hipotez¡ badawcz¡, podstawowe zaªo»enie rozszerzonego
modelu stanowi kluczowa rola komórek w stanie senescencji. W standardowym
modelu LQ przyjmujemy, »e obni»enie prze»ywalno±ci komórek jest skutkiem po-
wstawania patologicznych zmian w nici DNA na skutek dziaªania promieniowa-
nia jonizuj¡cego. Jednak na obni»on¡ prze»ywalno±¢ komórek klonogennych mog¡
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mie¢ równie» wpªyw substancje wydzielane przez komórki w stanie senescencji,
por. podrozdziaª 2.4. W dalszej cz¦±ci b¦dziemy zakªada¢, »e substancje te mog¡,
tak jak promieniowanie jonizuj¡ce, uszkadza¢ ni¢ DNA i prowadzi¢ do patologicz-
nych zmian w kodzie genetycznym komórki. Z drugiej strony, substancje wydzie-
lane przez komórki w stanie senescencji mog¡ równie» stymulowa¢ komórki do
podziaªu, co w oczywisty sposób mo»e zwi¦ksza¢ odsetek komórek klonogennych
znajduj¡cych si¦ w populacji. Efekt ten nale»y równie» uwzgl¦dni¢ w modelu, któ-
rego zadaniem jest opisanie zale»no±ci SF od zastosowanej dawki promieniowania.

4.2.1 Napromienianie i koinkubacja

Inaczej ni» w standardowym modelu liniowo-kwadratowym przyjmujemy dalej,
»e liczba patologicznych zmian, do których dochodzi w komórkach napromienia-
nych, zale»y nie tylko od zastosowanej dawki promieniowania jonizuj¡cego, ale
równie» od ilo±ci substancji wydzielanych przez znajduj¡ce si¦ w populacji ko-
mórki w stanie senescencji ze specy�cznym fenotypem SASP. Zakªadamy, »e ilo±¢
tych substancji (nS(D)) jest wprost proporcjonalna do liczby komórek w stanie
senescencji z SASP wyindukowanych w populacji napromienianej, czyli mo»na j¡
wyrazi¢ przez nast¦puj¡c¡ zale»no±¢

nS = Dox · sD,IR ·N · P (D) , (4.3)

gdzie Dox jest wspóªczynnikiem zakªadanej proporcjonalno±ci, N to liczba komó-
rek w hodowli w momencie bezpo±rednio poprzedzaj¡cym napromienianie, a P (D)

oraz sD,IR okre±laj¡ odpowiednio prawdopodobie«stwa tego, »e komórka przetrwa
napromienienie oraz tego, »e komórka, która przetrwaªa, wejdzie na ±cie»k¦ sene-
scencji z SASP, w momencie gdy stosowana jest dawka promieniowania o wielko-
±ci D. Stosuj¡c dalej formalizm modelu liniowo-kwadratowego dla komórek bez-
po±rednio napromienianych, ±redni¡ liczb¦ zmian patologicznych powstaªych na
skutek dziaªania promieniowania (Y ) wyra»amy jako

YIR =
(
αD + βD2

)
+
(
α1nS + β1n

2
S

)
, (4.4)

gdzie wyrazy w pierwszym nawiasie, odpowiadaj¡ce bezpo±rednio modelowi LQ,
opisuj¡ uszkodzenia wywoªane dziaªaniem promieniowania jonizuj¡cego, nato-
miast wyrazy w drugim nawiasie opisuj¡ szkodliwy wpªyw substancji wydzie-
lanych przez komórki w stanie senescencji z SASP. Parametry α oraz β w modelu
LQ stanowi¡ konglomeraty parametrów opisuj¡cych m. in. zastosowane promie-
niowanie jonizuj¡ce [28]. W zwi¡zku z tym nale»aªo zaªo»y¢ inne warto±ci tych pa-
rametrów dla uszkodze« zwi¡zanych z dziaªaniem substancji wydzielanych przez
komórki w stanie senescencji i dlatego wprowadzone zostaªy parametry α1 oraz
β1.

Zaproponowany podziaª liczby zmian patologicznych (4.4) ze wzgl¦du na ¹ró-
dªo pochodzenia pozwala na bezpo±rednie rozszerzenie modelu na komórki s¡sia-
duj¡ce, które nie zostaªy poddane dziaªaniu promieniowania jonizuj¡cego. Je±li
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zaªo»ymy, »e odlegªo±¢ pomi¦dzy obiema populacjami komórek jest na tyle maªa,
»e komórki s¡siaduj¡ce s¡ pod wpªywem tej samej ilo±ci substancji wydzielanych
przez komórki w stanie senescencji co populacja bezpo±rednio napromieniana, to
liczb¦ zmian patologicznych w populacji komórek s¡siednich (YBY ) mo»emy wy-
razi¢ jako

YBY = α1nS + β1n
2
S , (4.5)

czyli liczba patologicznych zmian wywoªanych przez komórki w stanie senescen-
cji jest taka sama jak w populacji komórek bezpo±rednio napromienianych, por.
równanie (4.4). W przypadku stosowanego przez nas ukªadu eksperymentalnego
odlegªo±¢ pomi¦dzy obiema warstwami komórek wynosiªa 0,9 mm, co jest nie-
wielkim odst¦pem w porównaniu ze ±rednic¡ pªytki hodowlanej, która wynosiªa
3,4 cm. Zakªadaj¡c tak jak w standardowym modelu LQ poissonowski rozkªad
liczby patologicznych zmian w caªej populacji komórek, otrzymujemy nast¦puj¡ce
wyra»enia na fk(D), czyli prawdopodobie«stwo, »e napromienianie oraz dalsza
koinkubacja nie wywoªaªy w komórce »adnej patologicznej zmiany,

fk,IR(D) = exp
(
−
(
αD + βD2

)
−
(
α1nS + β1n

2
S

))
(4.6)

w przypadku komórek bezpo±rednio napromienianych oraz

fk,By(D) = exp
(
−α1nS − β1n2S

)
(4.7)

w przypadku komórek s¡siaduj¡cych.
Wyra»enia (4.6) i (4.7) s¡ w oczywisty sposób bardzo uproszczonym opisem

badanego zjawiska. Po pierwsze, substancje wydzielane przez komórki w stanie se-
nescencji z SASP nie stanowi¡, tak jak promieniowanie jonizuj¡ce, pojedynczego
impulsu, lecz s¡ produkowane przez komórki w sposób ci¡gªy. Dlatego nale»aªoby
uwzgl¦dni¢ mechanizmy naprawy DNA i zastosowa¢ formalizm modelu LQ odno-
sz¡cy si¦ do dawek promieniowania równo rozªo»onych w czasie. Po drugie, rze-
czywista populacyjna frakcja komórek w stanie senescencji mo»e ulega¢ zmianom
w czasie, poniewa» pozostaªe komórki ulegaj¡ kolejnym podziaªom, albo dochodzi
do indukcji senescencji w kolejnych komórkach. Jednak uwzgl¦dnienie tych dwóch
procesów wymagaªoby wprowadzenia wielu zmian bardzo komplikuj¡cych model,
co nie koniecznie musi prowadzi¢ do du»ej poprawy ilo±ciowego opisu zjawiska.
Powy»sze zaªo»enia s¡ jedynie pierwszym przybli»eniem i, co mo»na zobaczy¢
w nast¦pnych cz¦±ciach rozdziaªu, wystarczaj¡, aby dobrze odwzorowa¢ wyniki
eksperymentalne.

4.2.2 Pozytywny wpªyw komórek w stanie senescencji podczas dal-

szej hodowli

Po napromienieniu i 24 godzinnej koinkubacji komórki z obu populacji zostaj¡
zebrane, przeliczone i posiane na pªytkach hodowlanych (o ±rednicy 6 cm) w ce-
lu zbadania frakcji prze»ywaj¡cych komórek klonogennych. Przy zaªo»eniu, »e
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g¦sto±¢ z jak¡ komórki zostaªy posiane jest na tyle maªa, »e zasi¦g dziaªania ne-
gatywnych substancji wydzielanych przez komórki w stanie senescencji jest zbyt
maªy aby wywoªa¢ dalsze zmiany patologiczne w genotypie hodowanych komó-
rek, mogliby±my przyj¡¢, »e frakcja prze»ywaj¡cych komórek klonogennych (por.
dodatek A), czyli

SFD =
liczba wyro±ni¦tych kolonii po dawce D promieniowania

liczba posianych komórek× PE komórek nienapromienianych

b¦dzie wynosi¢ odpowiednio fk,IR(D) i fk,By(D) (patrz równania (4.6) i (4.7))
dla komórek napromienianych i s¡siaduj¡cych.

Wyniki bada« wskazuj¡ jednak na istnienie substancji wydzielanych przez ko-
mórki w stanie senescencji z SASP, które mog¡ pobudzi¢ inne komórki do po-
dziaªów i, co za tym idzie, potencjalnie zwi¦kszy¢ tempo formowania si¦ kolonii,
por. podrozdziaª 2.4. O substancjach tych zakªadamy, »e s¡ biaªkami o relatywnie
dªugim czasie trwania, wi¦c mog¡ dociera¢ do komórek znajduj¡cych si¦ w du-
»ej odlegªo±ci. W przypadku gdy badana jest klonogenno±¢ komórek w popula-
cji, wpªyw tych substancji nie powinien zosta¢ pomini¦ty i wyra»enie opisuj¡ce
frakcj¦ prze»ywaj¡cych komórek klonogennych SF nale»y podda¢ dalszym mody-
�kacjom. W tym celu wyznaczmy najpierw liczb¦ komórek w populacji, które s¡
potencjalnie klonogenne (Npk). Z de�nicji b¦d¡ to wszystkie te komórki, które po
napromienieniu i koinkubacji nie s¡ klonogenne i nie weszªy w stan senescencji
komórkowej. Niech funkcja fsen(D) okre±la frakcj¦ komórek w stanie senescencji
(nie tylko z SASP) w caªej populacji na koniec koinkubacji. W oczywisty sposób
dla tej samej dawki promieniowania warto±¢ funkcji fsen(D) nie mo»e przekro-
czy¢ warto±ci 1 − fk(D)PE, poniewa» z de�nicji komórka klonogenna nie mo»e
by¢ komórk¡ w stanie senescencji. Zakªadaj¡c, »e frakcja komórek klonogennych
w±ród komórek posianych jest taka sama jak w caªej koinkubowanej populacji,
liczb¦ komórek potencjalnie klonogennych mo»emy wyrazi¢ jako

Npk = N
(

1− fk(D)PE
)(

1− fsen(D)

1− fk(D)PE

)
= N

(
1− fk(D)PE− fsen(D)

)
,

gdzie N oznacza liczb¦ posianych komórek, fk(D)PE to cz¦±¢ populacji, która jest
klonogenna oraz fsen(D)/(1 − fk(D)PE) to cz¦±¢ komórek w stanie senescencji
w populacji pomniejszonej o komórki klonogenne. Przyjmujemy dalej, »e caªko-
wita liczba utworzonych kolonii w zale»no±ci od dawki promieniowania (Nkol(D))
wyra»ona jest jako suma kolonii utworzonych przez komórki klonogenne, w któ-
rych nie doszªo do »adnych zmian pod wpªywem promieniowania i koinkubacji
oraz pewnej cz¦±ci komórek potencjalnie klonogennych, która utworzy kolonie pod
wpªywem substancji wydzielanych przez komórki w stanie senescencji z SASP

Nkol(D) = fk(D)PE ·N + g(fSASPsen (D))Npk ,

gdzie funkcja g opisuje prawdopodobie«stwo, »e komórka potencjalnie klonogenne
uformuje koloni¦, a fSASPsen (D) okre±la frakcj¦ komórek w stanie senescencji z SASP
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w caªej populacji na koniec koinkubacji. O funkcji g zakªadamy, »e dla maªych
argumentów, czyli dla maªej frakcji komórek w stanie senescencji, prawdopodo-
bie«stwo pobudzenia komórki jest niskie. Dodatkowo, wraz ze wzrostem warto±ci
argumentu prawdopodobie«stwo powinno rosn¡¢ w sposób odzwierciedlaj¡cy aku-
mulacj¦ sygnaªów. Wreszcie zakªadamy, »e nawet przy granicznej warto±ci argu-
mentu nie wszystkie komórki potencjalnie klonogenne mog¡ zosta¢ pobudzone do
uformowania kolonii. Na podstawie powy»szych zaªo»e« przyjmujemy arbitralnie,
»e g jest funkcj¡ Hilla

g(s) = gmax
sn

θn + sn
, (4.8)

z 0 < gmax < 1 oraz θ, n ∈ R+.
Ostatecznie, po dokonaniu prostych przeksztaªce«, dochodzimy do nast¦puj¡-

cego modelu opisuj¡cego frakcj¦ prze»ywaj¡cych komórek klonogennych

SF (D) = fk(D) +
g
(
fSASPsen (D)

)
PE

(
1− fsen(D)− fk(D)PE

)
, (4.9)

gdzie funkcja fk(D) opisana jest równaniem (4.6) w przypadku komórek bezpo-
±rednio na±wietlanych oraz równaniem (4.7) w przypadku komórek s¡siaduj¡cych,
a funkcja g opisana jest równaniem (4.8).

4.2.3 Dopasowanie rozszerzonego modelu do danych eksperymen-

talnych

Sformuªowanie rozszerzonego modelu (4.9) zawiera w sobie wiele zmiennych i pa-
rametrów, które mo»na wyznaczy¢ eksperymentalnie. Po pierwsze zakªadamy, »e
w przypadku eksperymentu kontrolnego (dawka 0 Gy) wszelkie komórki b¦d¡-
ce w stanie senescencji nie wykazuj¡ jednocze±nie fenotypu SASP. Innymi sªowy
przyjmujemy, »e sD,IR oraz fSASPsen (D) s¡ równe zero dla D = 0. Zaªo»enie to jest
podyktowane faktem, »e do wzbudzenia fenotypu SASP niezb¦dny jest pewien
poziom uszkodze« DNA. Po drugie przyjmujemy upraszczaj¡ce zaªo»enie, »e dla
rozwa»anych przez nas dawek promieniowania (2, 4, 6 i 8 Gy) odsetek komórek,
w których nie doszªo do indukcji uszkodze« DNA, jest na tyle maªy, »e wszystkie
komórki w stanie senescencji odznaczaj¡ si¦ jednocze±nie fenotypem SASP. Za-
tem dla dawek 2 Gy i wi¦kszych zakªadamy, »e fSASPsen (D) jest to»samy z fsen(D).
W przypadku tego drugiego, warto±ci dla poszczególnych dawek bierzemy bezpo-
±rednio z pomiarów frakcji komórek w stanie senescencji, por. rys. 3.6 oraz 3.7,
poniewa» pomiar zostaª wykonany dokªadnie na koniec koinkubacji. W przypad-
ku parametru sD,IR dla D > 0 nie sposób okre±li¢ momentu, w którym nale»y
dokona¢ pomiaru frakcji komórek w stanie senescencji, aby jak najlepiej okre±li¢
jego warto±¢. Je±li pomiar ma miejsce niedªugo po wykonaniu napromieniania,
to wi¦kszo±¢ z komórek, która weszªa na ±cie»k¦ senescencji, mo»e nie rozwin¡¢
wystarczaj¡cej liczby charakterystycznych zmian, aby zosta¢ poprawnie sklasy�-
kowana jako takowa. Z drugiej strony, frakcja komórek w stanie senescencji mo»e
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ulega¢ zmianom w czasie, poniewa» pozostaªe komórki ulegaj¡ kolejnym podzia-
ªom albo dochodzi do indukcji senescencji w kolejnych komórkach. Jednak o war-
to±ciach sD,IR zakªadamy, »e s¡ one takie same jak warto±ci fsen(D). Oczywi±cie
dla krótkiego okresu koinkubacji warto±ci te powinny by¢ zbli»one i ró»nice po-
jawia¢ si¦ mog¡ wraz z wydªu»aniem okresu koinkubacji. W naszym przypadku
koinkubacji trwaj¡ca 48 godzin wydaje si¦ zbyt krótka, aby ró»nice te byªy bardzo
istotne. Z danych eksperymentalnych mo»emy równie» w sposób przybli»ony od-
czyta¢ prawdopodobie«stwo, »e komórka przetrwa proces napromieniania P (D).
Za warto±ci tej funkcji przyjmujemy zmierzony stosunek liczby komórek po 48 go-
dzinach po napromienieniu do pocz¡tkowej liczby komórek, por. rys. 3.4. Z danych
odczytujemy równie» warto±ci parametrów PE dla obu linii (0,457 dla HCT116
p53 +/+ i 0,285 dla HCT116 p53 −/−) oraz liczby posianych komórek dla ka»de-
go z rozwa»anych przypadków. Co najwa»niejsze, zakªadamy równie», »e ró»nice
pomi¦dzy rozwa»anymi liniami HCT116 odzwierciedlone s¡ jedynie przez ró»nic¦
w ilo±ci wywoªanej senescencji, a nie w warto±ciach parametrów rozszerzonego mo-
delu. W ten sposób odzwierciedlony zostaje fakt, »e nie zaobserwowano istotnej
ró»nicy w efektywno±ci naprawy dwuwiciowych p¦kni¦¢ DNA dla obu linii [70].

Ostatecznie, jednocze±nie estymujemy siedem parametrów α, β, α1Dox, β1D2
ox,

gmax, θ, n wspólnych dla obu linii komórkowych oraz populacji napromienianej
i s¡siaduj¡cej. Tak jak w przypadku standardowego modelu LQ, przy estymacji
warto±ci parametrów minimalizowana byªa suma normalizowanych przez warian-
cj¦ kwadratów ró»nic pomi¦dzy wynikiem pomiaru eksperymentalnego a przewi-
dywaniem modelu, czyli funkcja

f(p) =
∑

D=2,4,6,8

(SFp(D)−mD)2

σ2D
,

gdzie p okre±la wektor parametrów modelu, a mD oraz σ2D okre±laj¡ odpowiednio
±redni¡ oraz wariancj¦ z wykonanych pomiarów. Minimalizacje wykonane zostaªy
przy u»yciu funkcji lsqnonlin z komercyjnego pakietu do oblicze« numerycznych
(MATLAB R© R2012b z Optimization ToolboxTM, The MathWorks Inc., Natick,
MA, 2012). Aby zmniejszy¢ ryzyko znalezienia jedynie minimum lokalnego, w ka»-
dym przypadku generowane byªo 1000 losowych zestawów parametrów pocz¡tko-
wych i dla ka»dego z nich przeprowadzona zostaªa minimalizacja.

W przypadku populacji komórek HCT116 p53 −/−, które zostaªy poddane
bezpo±redniemu dziaªaniu promieniowania jonizuj¡cego, model rozszerzony prze-
widuje krzyw¡ niewiele ró»ni¡c¡ si¦ od krzywej otrzymanej przy wykorzystaniu
standardowego modelu LQ, por. rys. 4.2A i 4.1. Dla mniejszych dawek promienio-
wania (2 i 4 Gy) model rozszerzony nieco dokªadniej przewiduje punkty otrzymane
eksperymentalnie, lecz radzi sobie wyra¹nie gorzej dla dawki promieniowania wy-
nosz¡cej 8 Gy. Jednak ró»nice te przekªadaj¡ si¦ na nieznaczn¡ ró»nic¦ w bª¦dzie
dopasowania (patrz tabele 4.3 i 4.1) wynosz¡c¡ mniej ni» 4%. W zwi¡zku z tym nie
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Rysunek 4.2: Krzywe wynikaj¡ce z rozszerzonego modelu liniowo-
kwadratowego (4.9) dla komórek bezpo±rednio napromienianych (A) oraz
s¡siaduj¡cych (B), które zostaªy otrzymane w wyniku dopasowywania modelu do
danych eksperymentalnych. Parametry odpowiadaj¡ce krzywym na wykresach
przedstawione zostaªy w tabeli 4.4.

jest mo»liwe stwierdzenie, który z rozwa»anych modeli lepiej odwzorowuje dane
dotycz¡ce prze»ywalno±ci komórek klonogennych linii HCT116 p53 −/−. Zupeª-
nie inna sytuacja ma miejsce dla linii komórkowej z w peªni funkcjonalnym genem
TP53 (HCT116 p53 +/+), por. rys. 4.2A. Model rozszerzony, w przeciwie«stwie
do standardowego modelu LQ, bardzo dobrze odwzorowaª prze»ywalno±¢ komórek
klonogennych dla mniejszych dawek promieniowania (2Gy i 4Gy) przy jednocze-
snym zachowaniu jako±ci dopasowania dla wi¦kszych dawek. W dodatku udaªo
si¦ odwzorowa¢ wypukªy charakter krzywej, na której ukªadaj¡ si¦ punkty eks-
perymentalne. Lepsza jako±¢ dopasowania w stosunku do standardowego modelu
LQ oddana jest równie» w bª¦dzie dopasowania, który w przypadku linii HCT116
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Tabela 4.3: Bª¡d dopasowania rozszerzonego modelu liniowo-kwadratowego (4.9)
do danych eksperymentalnych opisuj¡cych frakcj¦ prze»ywaj¡cych komórek klo-
nogennych.

Bª¡d dopasowania

Komórki napromienione

Caªkowity HCT116 p53 +/+ HCT116 p53 −/−

6,7233 6,1633 0,56

Komórki s¡siednie

Caªkowity HCT116 p53 +/+ HCT116 p53 −/−

21,999 5,1777 16,8215

p53 +/+ jest niemal dwukrotnie mniejszy, por. tabele 4.3 i 4.1.

Oprócz lepszego odwzorowania danych eksperymentalnych dotycz¡cych po-
pulacji komórek bezpo±rednio napromienionych, model rozszerzony do±¢ dobrze
przewidziaª zale»no±¢ prze»ywalno±ci komórek klonogennych od dawki promienio-
wania w populacji komórek s¡siaduj¡cych, por. rys. 4.2B. Wiernie odwzorowany
zostaª fakt, »e komórki z funkcjonalnym genem TP53, b¦d¡ce mniej wra»liwe
na wi¦ksze dawki promieniowania (8 Gy), przewiduj¡ jednocze±nie wi¦ksz¡ siª¦
efektu s¡siedztwa. Jako±¢ dopasowania modelu do danych nie jest ju» tak dobra
jak w przypadku bezpo±redniego napromieniania, ale nale»y pami¦ta¢ o tym, »e
krzywa ta w du»o wi¦kszym stopniu polega na dokªadno±ci danych eksperymen-
talnych. Przypomnijmy, »e ilo±¢ substancji uszkadzaj¡cych DNA szacujemy jako
iloczyn wzgl¦dnej liczby komórek oraz odsetka komórek w stanie senescencji po
48 godzinach koinkubacji.

Co ciekawe, model rozszerzony przewiduje bardzo zbli»one warto±ci parame-
trów α i β do tych uzyskanych za pomoc¡ standardowego modelu LQ dla linii
HCT116 p53 −/−, por. tabele 4.2 i 4.4. Estymowana za pomoc¡ rozszerzonego
modelu warto±¢ parametru β jest jedynie o okoªo 12 % wi¦ksza, a parametru α
okoªo 35 % mniejsza, od tej przewidywanej przez model LQ. Niestety, w zwi¡z-
ku z tym, »e analogiczne parametry opisuj¡ce odpowied¹ na sygnaªy emitowane
przez komórki w stanie senescencji (αs i βs) mno»one s¡ przez wspóªczynnik tªu-
macz¡cy liczb¦ komórek w stanie senescencji na ilo±¢ substancji (Dox), nie mo»na
bezpo±rednio porówna¢ ich warto±ci. Bardzo ciekawa jest natomiast uzyskana war-
to±¢ parametru gmax, który opisuje ograniczenie górne dla prawdopodobie«stwa
pobudzenia komórki potencjalnie klonogennej. Rozszerzony model przewiduje, »e
jedynie okoªo 1% komórek potencjalnie klonogennych mo»e mie¢ wkªad do wy-
znaczanej warto±¢ SF. Jednak nale»y pami¦ta¢, »e maksymalny odsetek komó-
rek w stanie senescencji uzyskany przez nas eksperymentalnie wynosi okoªo 15%.
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Tabela 4.4: Parametry zmody�kowanego modelu liniowo-kwadratowego (4.9)
otrzymane w wyniku dopasowywania modelu do danych eksperymentalnych opi-
suj¡cych frakcj¦ komórek prze»ywaj¡cych.

Parametr Opis Warto±¢

α

proporcja zmian patologicznych b¦d¡cych wynikiem
dwuniciowych p¦kni¦¢ DNA indukowanych jednym
tra�eniem wi¡zki promieniowania do wielko±ci

dawki

0,253

β

proporcja zmian patologicznych b¦d¡cych wynikiem
bª¦dnej naprawy dwuniciowych p¦kni¦¢ DNA
indukowanych przez dwa niezale»ne tra�enia do

kwadratu wykorzystanej dawki

0,0576

αS ×Dox

proporcja zmian patologicznych b¦d¡cych wynikiem
dwuniciowych p¦kni¦¢ DNA indukowanych jednym
tra�eniem wi¡zki promieniowania do wzgl¦dnej

liczby komórek w stanie senescencji

37,9784

βS ×D2
ox

proporcja zmian patologicznych b¦d¡cych wynikiem
bª¦dnej naprawy dwuniciowych p¦kni¦¢ DNA
indukowanych przez dwa niezale»ne tra�enia do
kwadratu wzgl¦dnej liczby komórek w stanie

senescencji

184,4925

gmax parametry funkcji opisuj¡cej
prawdopodobie«stwo wzbudzenia do
utworzenia kolonii komórki jedynie

potencjalnie klonogennej

0,008654

n 30,387

θ 0,04418

W zwi¡zku z tym nie mo»na mie¢ pewno±ci, »e przebieg krzywej g(s) powy»ej tej
warto±ci jest przez nas dobrze zde�niowany i, co za tym idzie, warto±¢ parametru
gmax nie mo»e by¢ wi¦ksza.

Uproszczenie funkcji g(s)

Du»a oszacowana warto±¢ parametru n (por. tab. 4.4) wskazuje, »e funkcja g(s) (4.8),
która opisuje w modelu prawdopodobie«stwo pobudzenia komórek potencjalnie
klonogennych do szybkich podziaªów, mo»e by¢ do±¢ dobrze przybli»ona przez
prostsz¡ nieci¡gª¡ funkcj¦ przeª¡czeniow¡, czyli funkcj¦ postaci

g̃(s) =

{
0 dla s < s̃

gmax dla s ≥ s̃ ,
(4.10)

gdzie parametr s̃ jest punktem nieci¡gªo±ci. Za punkt s̃ przyjmujemy punkt prze-
gi¦cia funkcji g(s), czyli punkt, w którym jej druga pochodna zmienia znak. Po
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obliczeniu drugiej pochodnej

g′′(s) = −gmaxnsn−2θn
sn(n+ 1) + θn(1− n)

(θn + sn)3
(4.11)

i przyrównaniu jej do zera, otrzymujemy nast¦puj¡ce wyra»enie na punkt nieci¡-
gªo±ci funkcji g̃(s) (4.10):

s̃ = θ n
√

(n− 1)/(n+ 1) , (4.12)

które dla oszacowanych wcze±niej warto±ci parametrów (por. tab. 4.4) przyjmuje
w przybli»eniu warto±¢ 0, 04418 (praktycznie nieodró»nialn¡ od θ). Porównanie
przebiegu wyj±ciowej funkcji g(s) z jej skokowym przybli»eniem przedstawione
jest na rysunku 4.3. Widzimy, »e rzeczywi±cie ró»nica pomi¦dzy obiema funk-

Rysunek 4.3: Porównanie przebiegu funkcji g(s) (4.8) dla parametrów przedsta-
wionych w tabeli 4.4 z jej skokowym przybli»eniem g̃(s) (4.10). Za punkt nieci¡-
gªo±ci g̃(s) przyj¦to punkt przegi¦cia funkcji g(s).

cjami jest widoczna na bardzo w¡skim zbiorze. Nale»aªoby teraz odpowiedzie¢
na pytanie, jak ta niewielka ró»nica przeªo»y si¦ na krzywe przewidywane przez
model rozszerzony.

Okazuje si¦, »e po zast¡pieniu funkcji g(s) przez jej skokowe przybli»enie,
model rozszerzony przewiduje krzywe prze»ycia wizualnie nieodró»nialne od tych
otrzymywanych przed uproszczeniem. Co ciekawe, obserwujemy niewielk¡ ró»nic¦
w warto±ciach bª¦du dopasowania (por. tab. 4.5 i tab. 4.3) na korzy±¢ modelu zre-
dukowanego. Wykorzystana procedura minimalizuj¡ca bª¡d dopasowania (lsqnon-
lin w programie MATLAB R©) ma szereg domy±lnych opcji, takich jak maksymalna
liczba kroków, czy te» tolerancja na zmian¦ warto±ci funkcji celu (równie» wzgl¦-
dem kroku). W zwi¡zku z tym dokªadniejsze przybli»enie funkcji przeª¡czeniowej
mogªo nie by¢ osi¡galne i mniejszy bª¡d dopasowania otrzymujemy wªa±nie po
dokonaniu redukcji.
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Tabela 4.5: Bª¡d dopasowania rozszerzonego modelu liniowo-kwadratowego (4.9),
gdy funkcja g(s) przybli»ana jest przez funkcj¦ przeª¡czeniow¡.

Bª¡d dopasowania

Komórki napromienione

Caªkowity HCT116 p53 +/+ HCT116 p53 −/−

6,5017 6,0555 0,4462

Komórki s¡siednie

Caªkowity HCT116 p53 +/+ HCT116 p53 −/−

21,999 5,1777 16,8215

4.3 Wnioski

Zaproponowane rozszerzenie modelu liniowo-kwadratowego, bazuj¡ce na posta-
wionej w pracy hipotezie badawczej, istotnie poprawiªo matematyczny opis ob-
serwacji eksperymentalnych i pozwoliªo wyja±ni¢ otrzymane w laboratorium wy-
niki. Po pierwsze, model rozszerzony, oprócz dokªadniejszego opisu danych ekspe-
rymentalnych dotycz¡cych komórek bezpo±rednio napromienianych, pozwoliª na
wyja±nienie sk¡d bior¡ si¦ ró»nice w wynikach eksperymentalnych pomi¦dzy ko-
mórkami tej samej linii, ale ró»ni¡cymi si¦ statusem genu TP53. Okazuje si¦, »e nie
wynikaj¡ one z ró»nic w efektywno±ci naprawy dwuniciowych p¦kni¦¢, lecz (tak
jak przewiduje postawiona hipoteza) z ró»nic w ilo±ci wzbudzonej senescencji ko-
mórkowej. Po drugie, krzywe przewidywane przez model rozszerzony dopasowaªy
si¦ do±¢ dokªadnie do danych eksperymentalnych dotycz¡cych komórek koinkubo-
wanych z komórkami napromienionymi. Nale»y pami¦ta¢, »e standardowy model
LQ nie obejmuje swoj¡ stosowalno±ci¡ tego typu danych. Co najwa»niejsze, po
uproszczeniu modelu rozszerzonego, do opisu caªego zbioru danych wykorzysty-
wane s¡ jedynie o dwa parametry wi¦cej, ni» w przypadku standardowego modelu
LQ.





Rozdziaª 5

Model hybrydowy

Streszczenie

W rozdziale pi¡tym przedstawiamy model matematyczny opisuj¡cy przestrzenny
i czasowy rozwój populacji komórkowej, która poddana zostaªa dziaªaniu pro-
mieniowania jonizuj¡cego. Model bazuje na badanej hipotezie, wynikach przepro-
wadzonych eksperymentów oraz na rozszerzonym modelu liniowo-kwadratowym,
por. rozdziaª 4. Model oparty jest na asynchronicznym automacie komórkowym,
którego ewolucja silnie zale»y od wpªywu substancji wydzielanych przez komórki
w stanie senescencji. Jednocze±nie zmiany w czasie st¦»e« tych substancji opi-
suj¡ równania ró»niczkowe cz¡stkowe, których struktura zale»y bezpo±rednio od
aktualnego stanu automatu komórkowego. Celem rozdziaªu jest sprawdzenie, czy
model matematyczny bazuj¡cy na postawionej hipotezie badawczej mo»e jako-
±ciowo odda¢ wyniki eksperymentów uzyskanych przez E. C. Mackonis, por. pod-
rozdziaª 2.3.1.

5.1 Sformuªowanie modelu

Jako podstaw¦ do symulowania rozwoju kolonii komórkowej na pªytce hodowla-
nej wykorzystywa¢ b¦dziemy obliczeniow¡ metodologi¦ automatów komórkowych,
która znajduje coraz szersze zastosowanie przy modelowaniu matematycznym
w biologii [4, 26], ze szczególnym uwzgl¦dnieniem modelowania rozwoju nowo-
tworów [1, 7, 30, 41, 71]. W automacie komórkowym modelowany system jest
reprezentowany przez zbiór niezale»nych od siebie jednostek (komórek) umiesz-
czonych na dyskretnej siatce, które podejmuj¡ samodzielne decyzje na podstawie
zaimplementowanych w nich schematów oraz informacji z otoczenia. Zalet¦ tego
typu podej±cia stanowi jego du»a elastyczno±¢ oraz to, »e dokªadne informacje na
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temat modelowanych komórek i ich interakcji z otoczeniem s¡ dost¦pne w ka»dym
momencie symulacji. W dodatku, maj¡c dokªadne informacje na temat poªo»e-
nia ka»dej z modelowanych komórek, mo»na bezpo±rednio policzy¢ liczb¦ kolonii
skªadaj¡cych si¦ z wi¦cej ni» n komórek, które znajduj¡ si¦ na rozwa»anej siat-
ce w dowolnym punkcie czasowym. W zwi¡zku z tym eksperyment okre±laj¡cy
klonogenno±¢ komórek znajduj¡cych si¦ w populacji mo»e zosta¢ w ªatwy sposób
odwzorowany.

5.1.1 Cykl komórkowy a heterogeniczno±¢ populacji

Pierwszym etapem konstrukcji modelu jest zaproponowanie automatu komórko-
wego, który � przy wykorzystaniu jak najmniejszej liczby parametrów � byª-
by w stanie odda¢ ilo±ciowo rozwój populacji komórek na pªytce hodowlanej.
Co najwa»niejsze, automat powinien, poprzez mody�kacj¦ odpowiednich parame-
trów, dawa¢ mo»liwo±¢ odwzorowania potencjalnie odmiennej klonogenno±ci dla
ró»nych linii komórkowych. Podstawowe zaªo»enie proponowanego modelu mó-
wi o tym, »e ka»da rozwa»ana komórka biologiczna mo»e zajmowa¢ tylko jedno
miejsce na sko«czonej dwuwymiarowej siatce. Ka»de z potencjalnych miejsc po-
bytu komórki, stanowi¡ce kwadrat o boku dªugo±ci 10 μm (za [30]), indeksowane
jest uporz¡dkowan¡ par¡ liczb u = (i, j) ∈ S = {1, ..., n2} × {1, ..., n1}, gdzie
n1 i n2 okre±laj¡ odpowiednio szeroko±¢ i wysoko±¢ rozwa»anej siatki. Zakªada-
my dodatkowo, »e cz¦±ci¡ wspóln¡ dowolnych dwóch kwadratów skªadaj¡cych si¦
na rozwa»an¡ siatk¦ mo»e by¢ jedynie caªa kraw¦d¹ lub tylko jeden wierzchoªek
(siatka jest regularna), por. rys. 5.1A. Podstawowy stan ukªadu, czyli przestrzen-
ny rozkªad komórek, jest reprezentowany przez macierz A ∈Mn2×n1({0, 1}), gdzie
warto±ci 0 oraz 1 okre±laj¡ odpowiednio miejsce wolne oraz zaj¦te przez komórk¦.
Do ewolucji podstawowego stanu ukªadu dochodzi na drodze kolejnych podziaªów
komórek znajduj¡cych si¦ na siatce. Zakªadamy, »e komórki na pªytce hodowlanej
nie migruj¡, co odpowiada eksperymentalnemu ukªadowi, z którym model b¦dzie
porównywany, por. podrozdziaª 2.3.1. W przypadku braku promieniowania joni-
zuj¡cego przyjmujemy równie» upraszczaj¡ce zaªo»enie, »e »adna z rozwa»anych
komórek nie mo»e zosta¢ u±miercona.

Co najwa»niejsze, ka»da z komórek umieszczonych na siatce ma mo»liwo±¢
dokonania podziaªu i umieszczenia komórki potomnej na siatce. Oczywi±cie nie-
zb¦dne jest okre±lenie, w jakich momentach komórki mog¡ si¦ dzieli¢. Cz¦sto
przyjmowanym zaªo»eniem jest peªna synchroniczno±¢ automatu komórkowego,
czyli zaªo»enie, »e wszystkie komórki w ukªadzie dziel¡ si¦ w tym samym mo-
mencie. W warunkach laboratoryjnych istnieje oczywi±cie mo»liwo±¢ prowadzenia
synchronicznych hodowli bakterii czy te» komórek eukariotycznych, w których do
podziaªów dochodzi w bardzo zbli»onych momentach, por. np. [84, 91]. Jednak
zarówno w naszych ukªadach eksperymentalnych, jak i tych rozwa»anych przez E.
C. Mackonis, komórki nie dzieliªy si¦ w sposób synchroniczny, wi¦c proponowa-
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Rysunek 5.1: Podstawowe zaªo»enia modelu. (A) Ka»da komórka mo»e zajmowa¢
tylko jedno miejsce na sko«czonej dwuwymiarowej regularnej siatce kwadratowej.
Na ró»owo i zielono zaznaczone s¡ miejsca znajduj¡ce si¦ w odlegªo±ci odpowied-
nio 1 i 2 od komórki znajduj¡cej si¦ w miejscu (2,3). (B) Nowo powstaªa komór-
ka potomna umieszczana jest w bezpo±rednim otoczeniu komórki macierzystej.
W przypadku braku miejsca, losowane jest jedno z miejsc w najmniejszej odlegªo-
±ci od komórki macierzystej (jedno z tych zaznaczonych na zielono), a nast¦pnie
komórki s¡ na nie kolejno przesuwane, aby zrobi¢ miejsce dla komórki potomnej.

ny automat komórkowy b¦dzie asynchroniczny i, co za tym idzie, ka»da komórka
b¦dzie samodzielnie okre±la¢ moment, w którym dokona podziaªu. Aby zde�nio-
wa¢ cz¦sto±¢ podziaªów komórkowych, nale»y w ka»dej komórce odwzorowa¢ cykl
jej podziaªu. Z biologicznego punktu widzenia cykl komórkowy skªada si¦ z kil-
ku nast¦puj¡cych po sobie faz: G1, S, G2 i M, przy czym faza G1 mo»e przej±¢
w faz¦ spoczynkow¡ G0, por. rys. 5.2. Z naszego punktu widzenia nie jest istotne,
jakie procesy zachodz¡ na poszczególnych etapach, lecz ile czasu zajmuje komór-
ce przej±cie przez poszczególne fazy. Wyniki bada« wskazuj¡, »e fazy M, G2 oraz
S charakteryzuj¡ si¦ bardzo zbli»onym czasem trwania dla komórek pochodz¡cych
z tej samej populacji, a z du»¡ losowo±ci¡ mamy do czynienia w przypadku dªu-
go±ci fazy spoczynkowej G0 [87] i, co za tym idzie, fazy G1. Badania wskazuj¡, »e
danym eksperymentalnym dotycz¡cym dªugo±ci poszczególnych faz do±¢ dobrze
odpowiada rozkªad log-normalny [6, 90]. Na tej podstawie zakªadamy dalej, »e
czas pozostawania komórki w fazie G1 ma rozkªad log-normalny

G1 ∼ logN (µ, σ2) , (5.1)

gdzie parametry µ oraz σ2 mog¡ by¢ specy�czne dla ka»dej komórki. Ostatecznie,
caªkowity czas pojedynczego cyklu podziaªu komórki T wyra»a si¦ jako suma
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Rysunek 5.2: Cykl komórkowy jest podzielony na kilka nast¦puj¡cych po sobie
faz: G1, S, G2 i M, przy czym faza G1 mo»e przej±¢ w faz¦ spoczynkow¡ G0.

dªugo±ci fazy G1 oraz ustalonej ª¡cznej dªugo±ci faz M, G2 oraz S (Tp), tzn.

T = Tp + G1 . (5.2)

W dalszej cz¦±ci, aby ograniczy¢ liczb¦ wolnych parametrów stosowanych w mo-
delu, zakªada¢ b¦dziemy σ2 = 1 i zmieniany b¦dzie jedynie parametr µ. Przy-
kªadowe wykresy g¦sto±ci rozkªadu log-normalnego fazy G1 dla ró»nych warto±ci
parametrów µ i σ2 = 1 przedstawione s¡ na rys. 5.3.

Elementem niezb¦dnym do dokªadnego zde�niowania ewolucji proponowanego
automatu jest równie» sformuªowanie zasad rz¡dz¡cych umieszczaniem na siatce
nowo powstaªej komórki potomnej. W modelowaniu rozwoju nowotworu najcz¦-
±ciej zakªada si¦, »e komórka mo»e si¦ podzieli¢ jedynie, gdy jest wolne miejsce
w jej bezpo±rednim s¡siedztwie, por. [30, 71]. W ukªadach tych mamy do czy-
nienia z du»¡ liczb¡ komórek obecnych w systemie, co, bior¡c po uwag¦ du»¡
caªkowit¡ siª¦ oddziaªywa«, mo»e rzeczywi±cie blokowa¢ podziaª w przypadku
braku miejsca. Jednak w rozwa»anym przez nas ukªadzie eksperymentalnym ko-
mórki s¡ rzadko posiane na pªytce hodowlanej, a czas prowadzenia hodowli jest
na tyle krótki, »e pod koniec eksperymentu kolonie komórek skªadaj¡ si¦ z nie
wi¦cej ni» stu komórek. Innymi sªowy, nawet pod koniec hodowli, gdy dochodzi
do zliczania kolonii, komórki stanowi¡ jedynie niewielk¡ cz¦±¢ dost¦pnego na pªyt-
ce hodowlanej miejsca. W zwi¡zku z tym w proponowanym przez nas automacie
komórkowym przyjmujemy, »e je±li nie ma miejsca w bezpo±rednim otoczeniu, to
mo»e doj±¢ do �przepchni¦cia� otaczaj¡cych komórek w celu zrobienia miejsca dla
komórki potomnej. Zakªadamy te», »e przesuni¦cie dotyczy jak najmniejszej licz-
by komórek, czyli ze wszystkich mo»liwych rearan»acji ukªadu wybieramy takie,
w których liczba przesuni¦tych komórek jest jak najmniejsza. W celu dokªadnego
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Rysunek 5.3: Przykªadowe wykresy g¦sto±ci rozkªadu log-normalnego f(t;µ, σ2)
opisuj¡cego czas trwania fazy G1 cyklu komórkowego dla ró»nych warto±ci para-
metru µ i przy ustalonym σ2 = 1.

zde�niowania powy»szego zaªo»enia b¦dziemy posªugiwa¢ si¦ odlegªo±ci¡ na siatce
zde�niowan¡ jako

d
(

(i, j), (k, l)
)

= max (|i− k|, |j − l|) ,

czyli zakªadamy, »e odlegªo±¢ pomi¦dzy miejscami maj¡cymi wspólny wierzchoªek
jest taka sama jak pomi¦dzy miejscami maj¡cymi wspólny bok. Przy tak przy-
j¦tej mierze odlegªo±ci, bezpo±rednie otoczenie dla danej lokalizacji, czyli miejsca
znajduj¡ce si¦ w odlegªo±ci wynosz¡cej 1, pokrywa si¦ z bardzo cz¦sto stosowa-
nym (por. [30, 31, 40, 71]) o±miokomórkowym s¡siedztwem Moora, por. ró»owe
miejsca na rys. 5.1A. W momencie podziaªu komórki w miejscu u0 = (i0, j0),
pierwszy etap procedury zwracaj¡cej miejsce, w którym zostanie umieszczona ko-
mórka potomna i ewentualnie rearan»uj¡cej poªo»enie innych komórek, polega na
odnalezieniu wolnego miejsca w jak najmniejszej odlegªo±ci. Przy zaªo»eniu, »e
na siatce znajduje si¦ jeszcze jakie± wolne miejsce, odpowiadaj¡ca temu etapowi
procedura iteracyjna mo»e zosta¢ zapisana w kilku nast¦puj¡cych krokach:

1. Przyjmij n = 1.

2. Niech Z = {u ∈ S : d(u, u0) = n , A(i, j) = 0}, czyli tworzymy zbiór
wszystkich wolnych miejsc w odlegªo±ci n. Przypomnijmy, »e macierz A ∈
Mn2×n1({0, 1}) okre±la stan podstawowy automatu, czyli ukªad komórek na
siatce.

3. Je±li Z = ∅, czyli nie ma wolnych miejsc w odlegªo±ci n, przyjmij n = n+ 1

i wró¢ do kroku 2.
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4. Wybierz losowo i zwró¢ indeks un = (in, jn) ze zbioru Z, czyli jedno z wol-
nych miejsc w odlegªo±ci n.

W przypadku gdy zwrócone przez powy»sz¡ procedur¦ miejsce znajduje si¦ w od-
legªo±ci n wi¦kszej ni» 1, przed umieszczeniem komórki na siatce nale»y doko-
na¢ rearan»acji poªo»enia innych komórek. W tym celu wybieramy losowo jedn¡
ze wszystkich ±cie»ek prostych o dªugo±ci n + 1 i ª¡cz¡cych komórk¦ macierzy-
st¡ w miejscu u0 z wylosowanym miejscem un, czyli wybieramy losowo jeden ze
wszystkich ci¡gów miejsc na siatce u0, u1, ..., un, takich »e uk 6= ul dla k 6= l oraz
d(uk, uk+1) = 1 dla k = 0, ..., n−1. Powy»sze zadanie mo»na wykona¢ za pomoc¡
nast¦puj¡cej procedury iteracyjnej:

1. Przyjmij k = 1, utmp = u0. Zapisz u0 jako pierwszy element szukanej ±cie»ki.

2. Niech Z = {u ∈ S : d(u, utmp) = 1 i d(utmp, un) = n−k}. W zwi¡zku z tym,
»e n jest najmniejsz¡ odlegªo±ci¡ od miejsca u0, w jakiej znajdziemy wolne
miejsce, wszystkie miejsca zawarte w zbiorze Z s¡ zaj¦te przez komórki.

3. Wybierz w sposób losowy element ze zbioru Z i przypisz go do zmiennej
utmp.

4. Przyjmij utmp jako kolejny element szukanej ±cie»ki oraz zwi¦ksz k o jeden.

5. Je±li k < n wró¢ do punktu 2. W przeciwnym przypadku dodaj do ±cie»ki
element un i zako«cz procedur¦.

Ostatecznie, po wylosowaniu konkretnej ±cie»ki, komórki, które znajdowaªy si¦ na
pozycji uk dla k > 0, przenosimy na pozycje uk+1, a nowo powstaª¡ komórk¦ po-
tomn¡ umieszczamy w pozycji okre±lonej przez u1. W dodatku A.2 przedstawiony
jest zestaw procedur zapisanych w programie MATLAB R©, które realizuj¡ powy»-
sze zadanie. Procedur¦ t¦ mo»na bez trudu zmody�kowa¢, gdy g¦sto±¢ komórek
jest na tyle du»a, »e zaªo»enie o �rozpychaniu si¦� komórek mo»e by¢ ju» dysku-
syjne. W procedurze znajduj¡cej wolne miejsce wystarczy jedynie doda¢ moment
stopu, gdy n, czyli aktualnie przeszukiwana odlegªo±¢, jest zbyt du»e.

Maj¡c ju» zde�niowane poszczególne kroki post¦powania w przypadku po-
jedynczych komórek, mo»emy przej±¢ do opisu procedury symulowania caªego
ukªadu. Podstawowymi danymi wej±ciowymi dla symulacji s¡: okres jaki ma by¢
symulowany Tfin, pocz¡tkowy ukªad komórek na siatce oraz warto±ci parametrów
specy�cznych dla ka»dej komórki. W naszym przypadku parametrami tymi s¡ µ
oraz Tp, czyli parametry okre±laj¡ce cykl komórkowy ka»dej komórki, por. rów-
nania (5.1) i (5.2). Przed wej±ciem w p¦tl¦ generuj¡c¡ kolejne stany ukªadu, dla
ka»dej komórki losowany jest czas do nast¦pnego podziaªu. Sama p¦tla skªada si¦
z kilku podstawowych kroków. Najpierw wybierana jest komórka z najkrótszym
czasem do zako«czenia kolejnego podziaªu. Nast¦pnie, po przej±ciu z bie»¡cym
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czasem symulacji do momentu tego podziaªu, na planszy umieszczana jest ko-
mórka potomna. Co wa»ne, zakªadamy, »e parametry komórki potomnej s¡ takie
same jak macierzystej, co odpowiada prostemu dziedziczeniu. Ostatnim krokiem
jest wylosowanie i zapami¦tanie czasów do nast¦pnego podziaªu dla komórki ma-
cierzystej oraz potomnej. Uproszczony schemat blokowy powy»szego algorytmu
przedstawiony zostaª na rys. 5.4. Co wa»ne, w dalszej cz¦±ci b¦dziemy zakªada¢,

Rysunek 5.4: Uproszczony schemat blokowy algorytmu wykorzystanego do symu-
lowania proponowanego automatu komórkowego.

»e komórki w populacji pocz¡tkowej wyposa»one s¡ w te same warto±ci para-
metrów µ oraz Tp. Innymi sªowy, caªy automat opisuj¡ jedynie warto±ci dwóch
parametrów. W ten sposób, poniewa» wszystkie komórki s¡ identyczne, nie de�-
niujemy odgórnie, które komórki zdoªaj¡ uformowa¢ kolonie. Ukªad przewiduje,
»e ka»da z komórek jest potencjalnie klonogenna, lecz fakt uformowania kolo-
nii zale»y od kolejnych realizacji zmiennych losowych opisuj¡cych czas trwania
cyklu komórkowego. Taka de�nicja ukªadu pozwala w prosty sposób odwzorowa¢
eksperymentalny fakt, »e jedynie cz¦±¢ komórek pochodz¡cych z tej samej uformo-
wanej kolonii ma potencjaª do dalszego ich formowania. Ponadto, gdyby w kolonii
która± z komórek byªa z de�nicji klonogenna, wraz z kolejnymi pasa»ami wzrastaª-
by odsetek komórek klonogennych w caªej populacji, co nie ma odzwierciedlenia
w wynikach eksperymentów.
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Oszacowanie parametrów dla linii HCT116 p53 +/+ i HCT116 p53 −/−

Maj¡c do dyspozycji eksperymentalnie zmierzon¡ warto±¢ PE (por. dodatek A),
czyli odsetka komórek klonogennych w populacji, dla rozwa»anych linii HCT116
p53 +/+ i HCT116 p53 −/−mo»emy spróbowa¢ okre±li¢ warto±ci parametrów dla
zaproponowanego automatu komórkowego. Dla uproszczenia przyjmujemy dalej,
»e deterministyczny fragment cyklu komórkowego Tp jest dla obu linii taki sam
i wynosi 20 godzin. Przyj¦ta warto±¢ jest zbli»ona do tych, które mo»na odnale¹¢
w literaturze, por. np. 23 godziny dla linii komórkowej HeLa (komórki raka szyjki
macicy), 22,5 godziny dla linii komórkowej L5 (mioblasty, czyli komórki prekurso-
rowe mi¦±ni), czy te» 15 godzin dla mysich �broblastów [87]. Przyjmujemy zatem,
»e ró»nice pomi¦dzy populacjami wyra»aj¡ si¦ w rozkªadzie dªugo±ci fazy spo-
czynkowej cyklu komórkowego i na podstawie eksperymentalnego PE wyznacza¢
b¦dziemy jedynie warto±¢ parametru µ.

Wykonuj¡c po 50 symulacji dla ró»nych warto±ci parametru µ, wyznaczyli-
±my zale»no±¢ pomi¦dzy jego wielko±ci¡ a warto±ci¡ przewidywanego przez model
PE, por. rys. 5.5. Warto±¢ PE wynikaj¡ca z symulacji okre±lona byªa jako stosu-

Rysunek 5.5: Zale»no±¢ odsetka komórek klonogennych w populacji od wiel-
ko±ci parametru µ, czyli wspólnego dla ka»dej komórki parametru opisuj¡cego
rozkªad dªugo±ci trwania fazy spoczynkowej cyklu komórkowego, por. równa-
nia (5.1) i (5.2). Zaprezentowane s¡ ±rednia i odchylenie standardowe z 50 sy-
mulacji.

nek liczby kolonii skªadaj¡cych si¦ z wi¦cej ni» 50 komórek po 7 dniach trwania
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symulacji do pocz¡tkowej liczby komórek. Ka»da symulacja rozpoczynaªa si¦ od
losowego rozrzucenia 100 komórek na siatce o wymiarze 500 × 500 miejsc. Przy-
kªadowe wizualizacje zrealizowanych symulacji wraz z zaznaczonymi koloniami
o wielko±ci wi¦kszej ni» 50 komórek przedstawione s¡ na rys. 5.6. Tak jak mo»-

Rysunek 5.6: Przykªadowe wizualizacje ukªadu po przyj¦tych 7 dniach hodowli
dla ró»nych warto±ci parametru µ. Symulacje rozpocz¦ªy si¦ od 100 komórek po-
sianych w losowe miejsca siatki. W czerwone okr¦gi wzi¦te s¡ te kolonie, które
skªadaj¡ si¦ z wi¦cej ni» 50 komórek.

na si¦ byªo spodziewa¢, wraz ze wzrostem warto±ci parametru µ maleje odsetek
komórek klonogennych w populacji i dla µ = 2, 5 ±rednia wyznaczona warto±¢
PE to jedynie 0,0054. Dla maªych warto±ci parametru µ warto±¢ PE wynosi oko-
ªo 0,9, a nie, jak mo»na by byªo przypuszcza¢, 1, poniewa» ±rednia i wariancja
w rozkªadzie log-normalnym zale»¡ równie» od parametru σ2 i dla µ = 0 wynosz¡
odpowiednio exp(1/2) ≈ 1, 65 i (exp(1) − 1) exp(1) ≈ 4, 67. Co najwa»niejsze,
na podstawie warto±ci PE otrzymanych z modelu i tych wynikaj¡cych z pomia-
rów eksperymentalnych, oszacowane zostaªy warto±ci parametru µ dla obu linii
HCT116, por. tabela 5.1. Szacowanie polegaªo na wykorzystaniu prostej interpo-

Tabela 5.1: Warto±ci parametru µ oszacowane przez porównanie predykcji modelu
(por. rys. 5.5) z eksperymentalnymi pomiarami frakcji komórek klonogennych
(PE).

Linia komórkowa Eksperymentalne PE Wyestymowane µ

HCT116 p53 +/+ 0,457 1,7263

HCT116 p53 −/− 0,285 1,8512
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lacji liniowej, w której punktami w¦zªowymi byªy PE wynikaj¡ce z modelu oraz
tablic¦ warto±ci stanowiªy odpowiadaj¡ce im warto±ci parametru µ. Na potrzeby
symulacji przeprowadzonych w dalszej cz¦±ci tego rozdziaªu, przyjmujemy warto±¢
parametru µ odpowiadaj¡c¡ linii HCT116 p53 +/+.

5.1.2 Bezpo±redni wpªyw promieniowania jonizuj¡cego na komórki

Uwzgl¦dnienie w proponowanym automacie komórkowym wpªywu promieniowa-
nia jonizuj¡cego na poszczególne komórki skªada¢ si¦ b¦dzie z trzech nast¦puj¡-
cych po sobie etapów:

1. Usuni¦cie z ukªadu komórek, które w wyniku dziaªania promieniowania jo-
nizuj¡cego ulegªy apoptozie lub nekrozie;

2. Obni»enie klonogenno±ci komórek w populacji poprzez wprowadzenie zmian
w warto±ciach parametrów opisuj¡cych poszczególne komórki;

3. Wybranie komórek, które w wyniku dziaªania promieniowania weszªy w stan
senescencji.

Pierwszy etap jest caªkowicie okre±lony poprzez podanie zale»nego od dawki pro-
mieniowania D prawdopodobie«stwa przetrwania komórki P (D). Zgodnie z jego
warto±ci¡, na podstawie kolejno generowanych liczb z rozkªadu jednostajnego na
przedziale (0 , 1), mo»emy w przypadku ka»dej komórki zadecydowa¢, czy usu-
wamy j¡ z siatki. Co istotne, zakªadamy, »e P (D) jest takie samo dla ka»dej
komórki, czyli etap pierwszy nie obni»a klonogenno±ci komórek w populacji. Tak
jak w przypadku rozszerzonego modelu liniowo-kwadratowego (modelu LQ, por.
rozdziaª 4) zakªadamy, »e P (D) ma zbli»on¡ warto±¢ do wyznaczonej ekspery-
mentalnie wzgl¦dnej liczby komórek pozostaj¡cych w doªkach po 48 godzinach
koinkubacji, por. rys. 3.4A. Jadnak, inaczej ni» poprzednio, w dalszej cz¦±ci roz-
dziaªu b¦dziemy posªugiwa¢ si¦ dawkami promieniowania wykraczaj¡cymi znacz-
nie ponad rozwa»any eksperymentalnie zakres. W zwi¡zku z tym, posªuguj¡c si¦
funkcj¡ dopasowan¡ do danych eksperymentalnych, b¦dziemy dokonywa¢ ekstra-
polacji. Bior¡c pod uwag¦ charakterystyczny ukªad punktów eksperymentalnych,
jako model opisuj¡cy P (D) przyjmujemy krzyw¡ wykªadnicz¡, która po dopaso-
waniu � stosuj¡c regresj¦ liniow¡ dla zlogarytmowanych danych � do pomiarów
dotycz¡cych linii komórkowej HCT116 p53 +/+ wyra»a si¦ wzorem

P (D) = e−0,1186D . (5.3)

Dopasowywanie przeprowadzili±my jedynie z jednym wolnym parametrem, ponie-
wa» z de�nicji P (0) = 1. Wysoka jako±¢ dopasowania jest widoczna zarówno na
wykresie zestawiaj¡cym dane z modelem (por. rys. 5.7A), jak i w wysokim wspóª-
czynniku determinacji dla po±redniego modelu liniowego (R2 = 0, 96, p-warto±¢
< 0,005).
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Rysunek 5.7: Ilustracja krzywych wykorzystanych do ekstrapolacji danych eks-
perymentalnych dotycz¡cych linii komórkowej HCT116 p53 +/+. (A) Krzywa
wykªadnicza (5.3) opisuj¡ca wzgl¦dn¡ wielko±¢ populacji na koniec koinkubacji,
por. rys. 3.4. (B) Krzywa wykªadnicza (5.5) opisuj¡ca odsetek komórek w stanie
senescencji na koniec koinkubacji, por. rys. 3.6.

Etap drugi, czyli obni»enie klonogenno±ci komórek w populacji, opiszemy rów-
nie» korzystaj¡c z zaªo»e« wykorzystanych w modelu LQ. Przypomnijmy, »e liczb¦
patologicznych zmian Zp, do których dochodzi w komórce po zastosowaniu dawki
D promieniowania, opisuje rozkªad Poissona

P (Zp = k) =
Y k

k!
exp(−Y ) ,

gdzie parametr Y , b¦d¡cy zarówno ±redni¡, jak i wariancj¡ tego rozkªadu, wyra»a
si¦ przez

Y = αD + βD2 .

Parametry α i β s¡ parametrami specy�cznymi dla danej linii komórkowej i ich
warto±ci dla rozwa»anej linii HCT116 (odpowiednio 0, 253 i 0, 0576) oszacowane
zostaªy w podrozdziale 4.2.3. Powstaj¡ce zmiany patologiczne obni»aj¡ potencjaª
komórki do podzielenia si¦, wi¦c ich wpªyw uwzgl¦dniamy w modelu poprzez
wprowadzenie � do ka»dej z komórek oddzielnie � zmiany w warto±ci parametru
µ, który de�niuje rozkªad dªugo±ci trwania fazy G1, por. poprzedni podrozdziaª.
Przyjmujemy, »e jego nowa warto±¢ (µ̃) dla ka»dej z komórek generowana jest na
podstawie wzoru

µ̃ = µ+ γZp , γ > 0 , (5.4)

czyli poprzednia warto±¢ powi¦kszana jest liniowo o realizacj¦ zmiennej Zp. War-
to±¢ parametru γ przyjmujemy na poziomie, który jest wystarczaj¡cy, aby frakcja
prze»ywaj¡cych komórek klonogennych (SF) przewidywana przez automat ko-
mórkowy odpowiadaªa temu przewidywanemu przez model liniowo-kwadratowy.
Przypomnijmy, »e w modelu LQ ju» jedna patologiczna zmiana wystarcza, aby
komórka przestaªa by¢ potencjalnie klonogenna i z prawdopodobie«stwem 1 nie
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wygenerowaªa kolonii. W proponowanym automacie komórkowym natomiast, dla
maªych warto±ci γ, jedna zmiana patologiczna w komórce nie zmienia znacznie
jej wyj±ciowego prawdopodobie«stwa wygenerowania kolonii i, co za tym idzie,
zaobserwujemy du»¡ ró»nic¦ pomi¦dzy przewidzianymi przez niego warto±ciami
SF, a tymi wynikaj¡cymi z modelu LQ. Okazuje si¦, »e w przypadku rozwa»a-
nej przez nas linii komórkowej, przyjmuj¡c γ = 1 otrzymujemy wysok¡ zgodno±¢
mi¦dzy oboma modelami, por. rys. 5.8. Dlatego na potrzeby dalszych symulacji

Rysunek 5.8: Frakcja prze»ywaj¡cych komórek klonogennych wynikaj¡ca z au-
tomatu komórkowego z γ = 1 w równaniu (5.4) (czerwone punkty, ±rednia ±
odchylenia standardowe) oraz modelu liniowo-kwadratowego (czarna linia). Dla
poszczególnych dawek wygenerowano po 100 symulacji automatu komórkowego
startuj¡cego od 100 komórek rozrzuconych losowo na siatce o rozmiarze 500×500
pól i uwzgl¦dniaj¡cego 7 dni hodowli.

przyjmujemy stale γ = 1.

Ostatni etap, czyli wybranie komórek, które wejd¡ w stan senescencji, okre±li-
my na podstawie danych eksperymentalnych dotycz¡cych odsetka komórek w sta-
nie senescencji po 48 godzin koinkubacji, por. rys. 3.6. Równie» i w tym przypad-
ku, z uwagi na wi¦kszy zakres dawek rozwa»anych w symulacji, jeste±my zmusze-
ni dokona¢ ekstrapolacji warto±ci zmierzonych eksperymentalnie. W tym celu do
danych dopasowana zostaªa krzywa wykªadnicza opisuj¡ca S(D), czyli prawdo-
podobie«stwo, »e losowo wybrana komórka w populacji b¦dzie komórk¡ w stanie
senescencji

S(D) = 0, 0075e−0,3887D . (5.5)
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Zestawiaj¡c otrzyman¡ krzyw¡ z wynikami eksperymentalnymi, por. rys. 5.7B,
widzimy wysok¡ jako±¢ otrzymanego dopasowania. Model liniowy dopasowany
do zlogarytmowanych danych równie» i w tym przypadku wykazuje znakomity
wspóªczynnik determinacji R2 = 0, 97 z p-warto±ci¡ mniejsz¡ ni» 0,005. Wybiera-
j¡c komórki, które s¡ w stanie senescencji, nale»y pami¦ta¢, »e w stan ten mo»e
wej±¢ jedynie komórka, w której doszªo do jakiej± patologicznej zmiany (Zp > 0).
W zwi¡zku z tym dla komórki, która wykazuje jak¡± zmian¦, prawdopodobie«stwo
wej±cia w stan senescencji nie wynosi S(D), lecz S(D) (1 +N0/(N −N0)), gdzie
N oraz N0 oznaczaj¡ odpowiednio wszystkie komórki w ukªadzie oraz te, które
nie wykazuj¡ »adnych zmian patologicznych (komórki dla których Zp zrealizowaªo
si¦ jako 0).

5.1.3 Wpªyw komórek w stanie senescencji

Ostatnim kluczowym elementem proponowanego modelu s¡ równania opisuj¡ce
przestrzenn¡ i czasow¡ ewolucj¦ substancji wydzielanych przez komórki w stanie
senescencji oraz funkcje okre±laj¡ce ich wpªyw na pozostaªe komórki. Rozwa»ane
s¡ dwie ró»ne substancje obecne w ukªadzie: jedna stymuluje komórki do podzia-
ªu (ns), natomiast druga indukuje uszkodzenia w materiale genetycznym (nn).
Zakªadamy jednak, »e obie podlegaj¡ tym samym procesom i, co za tym idzie,
ich ewolucja opisana jest strukturalnie identycznymi równaniami ró»niczkowy-
mi cz¡stkowymi okre±lonymi na zbiorze Ω, który bezpo±rednio odpowiada siatce
automatu komórkowego. Przypomnijmy, »e miejscem dla komórki na siatce jest
kwadrat o boku 10 μm, wi¦c zbiór Ω jest prostok¡tem o wymiarach 10 · n1 μm na
10·n2 μm, gdzie n1 oraz n2 opisuj¡ liczb¦ miejsc w poziomie i pionie na rozwa»anej
siatce dla automatu komórkowego. Dzi¦ki temu mo»emy okre±li¢, »e miejscu (i, j)

w automacie komórkowym odpowiada zbiór Ω̃ = [10(j − 1), 10j]× [10(i− 1), 10i]

zawarty w zbiorze, na którym okre±lone jest równanie. Niech c oraz s b¦d¡ pa-
rametrami okre±laj¡cymi odpowiednio tempo rozpadu (denaturacji i destabiliza-
cji w przypadku biaªek) cz¡steczek substancji oraz tempo wydzielania substancji
przez komórki w stanie senescencji. Zakªadaj¡c, »e cz¡steczki tej substancji roz-
przestrzeniaj¡ si¦ w medium jedynie pod wpªywem procesu dyfuzji oraz mog¡
by¢ dodatkowo internalizowane oraz degradowane przez znajduj¡ce si¦ w medium
komórki, przyjmujemy, »e ewolucja st¦»enia n(x, t) opisana jest odpowiednio roz-
szerzonym równaniem dyfuzji�konsumpcji

∂n

∂t
= D∆xn− cn+ s1lS(t)(x)− n

(
cks1lS(t)(x) + ckn1lN (t)(x)

)
, (5.6)

gdzie D > 0 okre±la staªy wspóªczynnik dyfuzji, ∆x jest operatorem Laplace'a
wzgl¦dem zmiennej przestrzennej (∆x = ∂2

∂x21
+ ∂2

∂x22
), 1lX (x) jest funkcj¡ charak-

terystyczn¡ zbioru X , a zbiory S(t) oraz N (t) s¡ sumami zbiorów zajmowanych
przez odpowiednio komórki w stanie senescencji oraz komórki mog¡ce jeszcze
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wej±¢ na drog¦ podziaªu, które znajduj¡ si¦ na siatce rozwa»anego automatu ko-
mórkowego w chwili t. Przyjmujemy dalej dla uproszczenia, »e ka»d¡ komórk¦
w stanie senescencji charakteryzuje równie» specy�czny fenotyp SASP (por. roz-
dziaª 2.4). Parametry cks oraz ckn okre±laj¡ tempo internalizacji oraz degradacji
cz¡steczek danej substancji. O zbiorze zajmowanym przez dan¡ komórk¦ zakªada-
my dla uproszczenia, »e jest to»samy ze zbiorem odpowiadaj¡cym miejscu, które
komórka zajmuje na siatce automatu. Innymi sªowy, zakªadamy, »e komórka jest
kwadratowa i ±ci±le wypeªnia zajmowane przez siebie miejsce. Co wa»ne, w ukªa-
dzie eksperymentalnym, który ma by¢ opisany przez proponowany model, komórki
stanowi¡ jedynie cienk¡ warstw¦ na dnie pªytki hodowlanej, a wysoko±¢ medium
hodowlanego jest od jej wysoko±ci kilka rz¦dów wielko±ci wi¦ksza. W zwi¡zku
z tym zaªo»enie o braku jakiejkolwiek dyfuzyjnej bariery (oprócz brzegu) dla obu
substancji, w momencie gdy naturaln¡ barier¡ jest bªona komórkowa, nie wydaje
si¦ kontrowersyjnym uproszczeniem, poniewa» substancje swobodnie przepªywaj¡
nad komórkami. Bior¡c pod uwag¦ opisywany ukªad eksperymentalny, zakªadamy
w naturalny sposób, »e substancje nie mog¡ opu±ci¢ pªytki hodowlanej, wi¦c wa-
runki brzegowe dla rozwa»anego równania na zbiorze Ω okre±lone s¡ przez brak
przepªywu substancji przez brzeg. Innymi sªowy, pochodna rozwi¡zania w kierun-
ku normalnym do brzegu jest na nim wsz¦dzie równa zeru.

Widzimy, »e tak zde�niowane równanie silnie zale»y od aktualnego stanu au-
tomatu komórkowego i w momencie jakiejkolwiek zmiany stanu podstawowego
tego drugiego, zmianie ulega struktura pierwszego, poniewa» zmienia si¦ wielko±¢
zbiorów S(t) i N (t). W przypadku cz¦stych zmian struktury, boryka¢ si¦ musimy
z du»¡ zªo»ono±ci¡ obliczeniow¡ caªego ukªadu. Dla rozmiaru siatki i pocz¡tkowej
liczby komórek, które w naszym przypadku s¡ interesuj¡ce, pojedyncza symu-
lacja mo»e trwa¢ nawet kilkana±cie godzin. W zwi¡zku z tym w dalszej cz¦±ci
poczynimy kilka upraszczaj¡cych zaªo»e«, które umo»liwi¡ szybkie realizowanie
pojedynczych symulacji. Po pierwsze, w rozwa»anym przez nas ukªadzie ekspe-
rymentalnym, który ma na celu zbadanie frakcji prze»ywaj¡cych komórek klono-
gennych, liczba wszystkich komórek jest na stosunkowo niskim poziomie. Mo»emy
zatem przyj¡¢, przy dodatkowym zaªo»eniu o maªych warto±ciach parametrów cks
i ckn dla obu rozwa»anych substancji, »e usuwanie cz¡steczek na drodze interna-
lizacji i degradacji wewn¡trz komórek ma znikomy wpªyw na dynamik¦ caªego
modelu. Innymi sªowy, zamiast równania (5.6) rozwa»amy dalej równanie

∂n(x, t)

∂t
= D∆xn(x, t)− cn(x, t) + s1lS(x) . (5.7)

Zbiór Ω, na którym rozwa»ane jest równanie, oraz warunki brzegowe pozosta-
j¡ oczywi±cie bez zmian. Dzi¦ki powy»szemu uproszczeniu do zmiany struktury
równania dochodzi jedynie, gdy w ukªadzie pojawia si¦ nowa komórka w stanie
senescencji, co jest w oczywisty sposób du»o rzadszym zdarzeniem ni» pojawienie
si¦ jakiejkolwiek nowej komórki. W celu dokonania dalszych uproszcze« przyj-
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rzyjmy si¦ wpierw dynamice powy»szego równania. Do numerycznego rozwi¡zy-
wania zagadnienia (5.7) wykorzystamy metod¦ elementów sko«czonych (MES)
z elementami kwadratowymi na Ω (pokrywaj¡cymi si¦ z miejscami na siatce au-
tomatu komórkowego) oraz aproksymacj¡ kawaªkami liniow¡, por. [15]. Wobec
tego w¦zªami, na których okre±la¢ b¦dziemy warto±¢ przybli»onego rozwi¡zania
ukªadu (5.7) b¦d¡ wierzchoªki ka»dego z kwadratów siatki. Po przeformuªowaniu
zagadnienia (5.7) do postaci wariacyjnej i sformuªowaniu odpowiedniego problemu
dyskretnego, nasz ukªad sprowadzamy do liniowego ukªadu równa« ró»niczkowych
zwyczajnych

dñ

dt
= −Añ+ f , (5.8)

gdzie ñ jest wektorem zawieraj¡cym warto±ci przybli»onego rozwi¡zania w punk-
tach w¦zªowych uªo»onych w sposób ci¡gªy rz¡d po rz¦dzie. Warto±ci macierzy A
zale»¡ wyª¡cznie od parametrów D i c równania oraz dªugo±ci boku rozwa»anego
elementu kwadratowego (10 μmw naszym przypadku), a zmiana liczebno±ci komó-
rek w stanie senescencji ma wpªyw jedynie na warto±¢ wektora f . W dodatku A.3
podane s¡ funkcje zapisane w programie MATLAB R© sªu»¡ce do generowania
macierzy A oraz wektora f w zale»no±ci od warto±ci parametrów. Równanie (5.8)
mo»na rozwi¡zywa¢ na odcinkach czasowych, na których nie dochodzi do powsta-
nia nowej komórki w stanie senescencji, korzystaj¡c ze standardowych narz¦dzi
programu MATLAB R©, takich jak np. procedura ode15s. Pozostaje jedynie okre-
±li¢ warto±ci parametrów dla poszczególnych substancji. Tak jak w poprzednim
rozdziale, zgodnie z postawion¡ hipotez¡ (por. podrozdziaª 2.5), zakªadamy, »e
substancje stymuluj¡ce komórki do podziaªu (ns) s¡ biaªkami o do±¢ dªugim �
w rozwa»anym przez nas medium hodowlanym � okresie poªowicznego rozpadu
T1/2 (w sensie zaniku biologicznej aktywno±ci). Na podstawie dost¦pnej literatury
mo»emy jedynie oszacowa¢ jakiego rz¦du jest dªugo±¢ tego okresu. W [80] osza-
cowano, »e dla Interleukiny-6, biaªka wpªywaj¡cego na wzrost niektórych typów
komórek, czas ten wynosi okoªo 6 godzin, gdy rozpuszczone jest ono we krwi. Po-
niewa» w osoczu wyst¦puje du»o wi¦cej substancji, które mog¡ potencjalnie przy-
spiesza¢ destabilizacj¦ lub denaturacj¦ biaªka, ni» w medium hodowlanym, przyj-
mujemy dalej, »e w naszym ukªadzie okres poªowicznego rozpadu jest du»o dªu»szy
i wynosi okoªo 30 godzin. W zwi¡zku z tym parametr c = ln 2/T1/2 dla substancji
ns wynosi 0, 0231. W przypadku wspóªczynnika dyfuzji D w literaturze mo»na
odnale¹¢ jego warto±ci dla ró»nego rodzaju biaªek zawieszonych w roztworze wod-
nym. Dla lizozymu, niedu»ego biaªka o wªa±ciwo±ciach enzymu, wspóªczynnik ten
wynosi okoªo 1, 11×10−6 (cm2s−1) jak podano w [16] i okoªo 1, 25×10−6 (cm2s−1)
wg [5]. Zakªadamy dalej, »e w przypadku substancji ns wspóªczynnik dyfuzji jest
zbli»ony do powy»szych warto±ci, co w odpowiednich dla naszego ukªadu jednost-
kach daje ±rednio D = 432×103 (μm2h−1). W przypadku tempa wydzielania cz¡-
stek substancji ns przyjmujemy zupeªnie arbitralnie, »e komórka wydziela ±rednio
jedn¡ cz¡stk¦ na sekund¦, czyli, bior¡c pod uwag¦ powierzchni¦ komórki wyno-
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sz¡c¡ 100 μm, przyjmujemy dalej c = 36 h−1. W przypadku substancji mog¡cej
uszkodzi¢ komórk¦ nn(t) zakªadamy, »e skªada si¦ ona gªównie z do±¢ niestabilnego
tlenku azotu (por. podrozdziaª 2.5). W literaturze mo»na znale¹¢ warto±ci odpo-
wiadaj¡cego mu wspóªczynnika dyfuzji D = 5, 1× 10−5 (cm2s−1) [97] oraz czasu
poªowicznego rozpadu, który wynosi jedynie kilka sekund [9]. Przyjmuj¡c czas
poªowicznego rozpadu na poziomie dokªadnie 4 sekund, otrzymujemy parametr c
wynosz¡cy 623,8325 h−1. Tak jak w przypadku substancji ns, nie dysponujemy
»adnym oszacowaniem warto±ci parametru s dla substancji nn. Zakªadamy zatem
zupeªnie arbitralnie, »e tempo jej wydzielania przez komórk¦ w stanie senescencji
jest 100 razy wi¦ksze ni» w przypadku substancji stymuluj¡cych wzrost ns i, co
za tym idzie, parametr s = 36 × 102 h−1. Warto±ci poszczególnych parametrów
dla substancji nn oraz ns zebrane zostaªy w tabeli 5.2.

Tabela 5.2: Przyj¦te warto±ci parametrów równania (5.7) opisuj¡cego czasow¡
i przestrzenn¡ ewolucj¦ st¦»e« substancji prowzrostowych (ns) oraz uszkadzaj¡-
cych DNA (nn), które wydzielane s¡ przez komórki w stanie senescencji.

Warto±¢
Parametr Opis Jednostka

ns nn

D wspóªczynnik dyfuzji μm2/h 432× 103 183, 6× 105

s tempo wydzielania substancji 1/h 36 36× 102

c tempo rozpadu 1/h 0, 0231 623, 8325

Na rysunku 5.9 przedstawione zostaªy otrzymane numerycznie stacjonarne
rozwi¡zania równania (5.7) dla obu rozwa»anych substancji, gdy jedna komórka
w stanie senescencji zostaªa umieszczona na ±rodku siatki o rozmiarze 340× 300

elementów. Patrz¡c na rozwi¡zania widzimy, »e zaªo»enie o niewielkim zasi¦gu

Rysunek 5.9: Otrzymane numerycznie stacjonarne rozwi¡zania równania (5.7) dla
substancji ns (A) i nn (B) dla parametrów przedstawionych w tabeli 5.2.

dziaªania substancji mog¡cych uszkodzi¢ komórki znajduje swoje potwierdzenie
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i ju» w niewielkiej odlegªo±ci od ¹ródªa warto±¢ rozwi¡zania nn jest bliska zeru.
W przypadku substancji prowzrostowych ns widzimy, »e docieraj¡ one w ka»-
de miejsce rozwa»anej siatki i s¡ na niej do±¢ równo rozªo»one (ró»nica mi¦dzy
najwi¦ksz¡ i najmniejsz¡ warto±ci¡ to jedynie okoªo 18% tej pierwszej). Z nasze-
go punktu widzenia bardzo wa»n¡ kwesti¦ stanowi tempo zbie»no±ci rozwi¡zania
do powy»szego stanu ustalonego. Na rysunku 5.10 przedstawiona jest zale»na od
czasu dyskretna norma in�mum ró»nicy pomi¦dzy rozwi¡zaniem n(x, t) a rozwi¡-
zaniem stacjonarnym nstac. Za warunek pocz¡tkowy przyj¦li±my caªkowity brak

Rysunek 5.10: Tempo zbie»no±ci rozwi¡zania równania (5.7) startuj¡cego z zero-
wego warunku pocz¡tkowego do stanu stacjonarnego przedstawionego na rys. 5.9
dla substancji ns (A) i nn (B). Na wykresach przedstawiona jest zale»na od czasu
dyskretna norma in�mum ró»nicy pomi¦dzy rozwi¡zaniem n(x, t) a rozwi¡zaniem
stacjonarnym nstac.

jakiejkolwiek substancji w systemie, a siatka, tak jak w poprzednim przypadku,
miaªa rozmiar 340×300 elementów. Widzimy, »e w przypadku substancji prowzro-
stowych ns wystarczy jedynie 20 minut, aby rozwi¡zanie zale»ne od czasu n(x, t)

byªo zbli»one do rozwi¡zania stacjonarnego. Dla substancji nn czas ten jest du»o
krótszy i wynosi mniej ni» 0,1 sekundy. Co najwa»niejsze, oba powy»sze charak-
terystyczne czasy s¡ maªe w porównaniu z dªugo±ci¡ trwania cyklu komórkowe-
go. W zwi¡zku z tym dokonujemy kolejnego uproszczenia rozwa»anego systemu
i zakªadamy, »e w przypadku pojawienia si¦ nowej komórki w stanie senescencji
pomijamy dynamik¦ równania (5.7) i za rozkªad substancji przyjmujemy od razu
rozwi¡zanie stacjonarne. Innymi sªowy, gdy w ukªadzie pojawia si¦ nowa komórka
w stanie senescencji, zamiast w kolejnych maªych krokach czasowych rozwi¡zywa¢
równanie (5.7), dla obu substancji rozwi¡zywana jest jednorazowo jego stacjonar-
na wersja:

0 = D∆xn(x, t)− cn(x, t) + s1lS(x) . (5.9)

Zaªo»enie powy»szego typu jest do±¢ powszechnie stosowane w modelowaniu mate-
matycznym procesów biologicznych i nosi nazw¦ zaªo»enia o quasistacjonarno±ci,
por [43, 46, 56]. W wyniku wprowadzonych uproszcze«, czas potrzebny na re-
alizacj¦ pojedynczej symulacji zmalaª z wyj±ciowych kilkunastu godzin do okoªo
pi¦tnastu minut.
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Ostatnim elementem niezb¦dnym do caªkowitego zde�niowania modelu jest
sformuªowanie reguª rz¡dz¡cych odpowiedzi¡ komórek na ilo±¢ substancji znaj-
duj¡cych si¦ w ich pobli»u. Przypomnijmy, »e rozwi¡zanie równania opisuj¡cego
rozkªad danej substancji w przestrzeni przybli»one jest w w¦zªach b¦d¡cych wierz-
choªkami kwadratów, w których znajduj¡ si¦ poszczególne komórki. W zwi¡zku
z tym zakªadamy dalej, »e ka»da komórka podejmuje decyzj¦ na podstawie ±red-
niej z czterech otaczaj¡cych j¡ w¦zªów (n̄4). Substancje prowzrostowe s¡ przez
komórk¦ brane pod uwag¦, gdy losowany jest czas do zako«czenia jej nast¦pnego
podziaªu (i dla jej komórki potomnej). Zakªadamy w ten sposób, »e substancje
prowzrostowe nie maj¡ wpªywu na czas trwania deterministycznej cz¦±ci cyklu ko-
mórkowego (faz G2, S i M), lecz na czas przebywania w fazie spoczynkowej. Niech
Pw oznacza prawdopodobie«stwo, »e komórka zostanie pobudzona przez substan-
cje prowzrostowe i zamiast losowa¢ czas trwania fazy spoczynkowej, por. 5.1,
przyjmujemy, »e rozpocznie podziaª w ci¡gu nast¦pnej póª godziny. Przyjmujemy
dalej arbitralnie, »e prawdopodobie«stwo to jest wprost proporcjonalne do ilo±ci
substancji ns w jej bezpo±rednim otoczeniu

Pw = min
(
ω · n̄4,s , 1

)
, (5.10)

gdzie ω jest nieznanym wspóªczynnikiem proporcjonalno±ci. Dla substancji mo-
g¡cych uszkodzi¢ materiaª genetyczny chcieliby±my sformuªowa¢ podobnie prost¡
zasad¦ dziaªania. Jednak musimy wzi¡¢ pod uwag¦, »e do uszkodzenia komór-
ki mo»e doj±¢ na ka»dym etapie cyklu komórkowego. Niech ∆t oznacza dªugo±¢
nast¦pnego kroku czasowego w symulacji automatu komórkowego, czyli czas do
zako«czenia najbli»szego podziaªu komórkowego. Niech Pu oznacza prawdopodo-
bie«stwo, »e w czasie ∆t dojdzie do uszkodzenia komórki pod wpªywem dziaªa-
nia substancji nn. Przyjmujemy dalej arbitralnie, »e prawdopodobie«stwo to jest
wprost proporcjonalne do iloczynu ilo±ci substancji nn w otoczeniu i ∆t, czyli

Pu = min
(
κ · n̄4,n ·∆t, 1

)
, (5.11)

gdzie κ jest drugim nieznanym wspóªczynnikiem proporcjonalno±ci. Zatem po
przej±ciu z czasem o krok ∆t, dla ka»dej komórki w ukªadzie, zgodnie z powy»-
szym prawdopodobie«stwem, losowane jest czy zostaªa uszkodzona. Zakªadamy,
»e w przypadku wyst¡pienia uszkodzenia, specy�czny dla komórki parametr µ,
który okre±la rozkªad dªugo±ci trwania fazy spoczynkowej, zostaje powi¦kszony
o ∆µ. Ponadto z prawdopodobie«stwem Pz uszkodzenie wprowadzi komórk¦ na
drog¦ apoptozy lub w stan senescencji komórkowej i przyjmujemy, prawdopodo-
bie«stwo realizacji tego drugiego wynosi Ps.

Podsumowuj¡c, w sformuªowanym powy»ej modelu, b¦d¡cym poª¡czeniem
automatu komórkowego z dwoma równaniami ró»niczkowymi cz¡stkowymi, nie
okre±lili±my warto±ci pi¦ciu parametrów (ω, κ, ∆µ, Pz oraz Ps), które opisuj¡
odpowied¹ komórki na dwa rodzaje substancji znajduj¡cych si¦ w jej otoczeniu.



5.2. SYMULACJE 73

Warto±ci tych parametrów nie sposób oszacowa¢ na podstawie literatury i ich
dokªadne warto±ci przyjmowane dalej s¡ caªkowicie arbitralne.

5.2 Symulacje

Celem tego podrozdziaªu jest sprawdzenie, czy zaproponowany model mo»e od-
wzorowa¢ nieintuicyjne wyniki eksperymentów uzyskane przez E. C. Mackonis [63],
por. podrozdziaª 2.3.1. Wszystkie przedstawione w dalszej cz¦±ci symulacje mode-
lu byªy oparte na siatce o rozmiarze 340× 300 elementów oraz na nast¦puj¡cych,
nieokre±lonych wcze±niej, warto±ciach parametrów

ω = 1, 5 , κ = 0, 6 , ∆µ = 0, 01 , Pz = 0, 5 , Ps = 0, 38 .

Przypomnijmy, »e warto±ci powy»szych pi¦ciu parametrów przyj¦te s¡ w sposób
caªkowicie arbitralny, poniewa» nie mo»na ich oszacowa¢ na podstawie dost¦pnej
literatury. Na pocz¡tku ka»dej symulacji na rozwa»anej siatce losowo rozmiesz-
czanych byªo 100 komórek o identycznych pocz¡tkowych warto±ciach parametru
µ. Dla ka»dego rozwa»anego ukªadu, raportowane w dalszej cz¦±ci ±rednie estymo-
wane byªy na podstawie 100 niezale»nych symulacji. Analogicznie do [63] frakcja
prze»ywaj¡cych komórek klonogennych (SF) obliczana byªa jako stosunek liczby
uzyskanych kolonii po napromienieniu do ich ±redniej liczby dla nienapromie-
nionej kolonii. W przypadku SF dotycz¡cego podzbioru wªa±ciwego rozwa»anej
siatki, skªadniki powy»szego ilorazu odnoszone byªy oddzielnie do odpowiednich
podzbiorów.

5.2.1 Zwi¦kszona prze»ywalno±¢ komórek napromienionych

W pierwszej kolejno±ci sprawdzimy, czy uda si¦ za pomoc¡ zaproponowanego mo-
delu zaobserwowa¢ i wyja±ni¢ zwi¦kszon¡ prze»ywalno±¢ komórek napromienio-
nych dawk¡ 6 Gy, gdy s¡siaduj¡ z komórkami, które otrzymaªy niewielk¡ dawk¦
promieniowania. Odwzorujemy w tym celu eksperymentalny ukªad, w którym 75%
caªej pªytki hodowlanej osªoni¦te byªo przed promieniowaniem. Przyjmiemy 6 Gy
jako zastosowan¡ dawk¦ promieniowania dla caªego ukªadu, co zgodnie z [63] daj¦
dawk¦ równ¡ 0,24 Gy dla obszaru znajduj¡cego si¦ pod osªon¡. Powy»szy ukªad
eksperymentalny w prosty sposób odwzorowujemy w modelu poprzez wykonanie
procedur okre±laj¡cych wpªyw promieniowania oddzielnie dla populacji w pierw-
szej ¢wiartce i tej pod osªon¡. Tak jak w ukªadzie eksperymentalnym przyjmujemy,
»e hodowla po napromienieniu trwaªa nast¦pnie 10 dni.

W tabeli 5.3 przedstawione s¡ przewidywane przez model ±rednie warto±ci
frakcji prze»ywaj¡cych komórek klonogennych (SF) w rozwa»anym ukªadzie oraz
w przypadku, gdy nie jest stosowana osªona radiacyjna. Widzimy, »e odsetek prze-
»ywaj¡cych komórek klonogennych wyznaczony dla odsªoni¦tej ¢wiartki ukªadu,
gdy pozostaªa jego cz¦±¢ byªa pod osªon¡, jest ponad trzykrotnie wi¦kszy od SF
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Tabela 5.3: Przewidywane przez model frakcje prze»ywaj¡cych komórek klonogen-
nych w poszczególnych obszarach siatki, w przypadku gdy stosowana byªa dawka
6 Gy promieniowania. Podana s¡ ±rednie ± odchylenia standardowe.

Frakcja prze»ywaj¡cych komórek
klonogennych (SF)

�wiartka nieosªoni¦ta, gdy stosowana
byªa osªona na pozostaª¡ cz¦±¢ obszaru

0,13376 ± 0,084242

Obszar pod osªon¡, gdy jedynie ¢wiartka
obszaru pozostaªa odsªoni¦ta

0,94527 ± 0,1122

�wiartka, gdy caªa siatka napromieniana
byªa t¡ sam¡ dawk¡

0,031474 ± 0,037106

dla ukªadu napromienionego jednorodnie dawk¡ 6 Gy. Zatem komórki znajduj¡-
ce si¦ pod osªon¡ wpªyn¦ªy na zwi¦kszenie prze»ywalno±ci komórek napromienio-
nych i, co za tym idzie, model przewidziaª wyniki eksperymentalne uzyskane przez
E. C. Mackonis.

Co najwa»niejsze, maj¡c do dyspozycji model, mo»emy na przykªadzie po-
jedynczej trajektorii ukªadu prze±ledzi¢, w jaki sposób doszªo do zwi¦kszania
prze»ywalno±ci komórek w nieosªoni¦tej ¢wiartce. Gdy spojrzymy na pocz¡tko-
wy rozkªad aktywnie wydzielanych substancji oraz ukªad komórek na siatce, por.
rys. 5.11, zobaczymy, »e liczba komórek w stanie senescencji i, co za tym idzie,
st¦»enie substancji prowzrostowych jest wi¦ksza dla populacji jednorodnie na±wie-
tlonej dawk¡ 6 Gy. Wydawa¢ by si¦ zatem mogªo, »e zwi¦kszenie prze»ywalno±ci na
skutek dziaªania sygnaªów pochodz¡cych od komórek w stanie senescencji powin-
no mie¢ wi¦kszy udziaª w populacji jednorodnie na±wietlonej. Jednak wystarczy
spojrze¢ na stan systemu po 7 dniach od napromienienia (por. rys. 5.12), »eby
zrozumie¢ dlaczego tak nie jest. Widzimy, »e komórki z populacji jednorodnie
napromienionej dawk¡ 6 Gy bardzo rzadko si¦ dziel¡ i liczebno±¢ populacji w ci¡-
gu 7 dni nie zwi¦kszyªa si¦ znacz¡co. W zwi¡zku z tym, z uwagi na maªy zasi¦g
dziaªania substancji uszkadzaj¡cych DNA, pojawiªa si¦ tylko jedna nowa komórka
w stanie senescencji i, co za tym idzie, nie zwi¦kszyªa si¦ znacz¡co ilo±¢ substancji
prowzrostowych. Zupeªnie inna sytuacja ma miejsce w ukªadzie, w którym jedynie
25% komórek otrzymaªo peªn¡ dawk¦ promieniowania. Widzimy, »e komórki pod
osªon¡, które otrzymaªy niewielk¡ dawk¦ promieniowania, dziel¡ si¦ du»o cz¦±ciej
i populacja ro±nie du»o szybciej. Nowo powstaªe komórki dostaj¡ si¦ w rejony od-
dziaªywania substancji uszkadzaj¡cych DNA, co prowadzi do powstawania nowych
komórek w stanie senescencji. Po 7 dniach w ukªadzie znajduje si¦ ju» 29 komó-
rek tego typu, co znacz¡co zwi¦ksza ilo±¢ substancji prowzrostowych i populacja
znajduj¡ca si¦ w nieosªoni¦tej ¢wiartce jest skuteczniej pobudzana do rozwoju.
Co ciekawe, model przewiduje, »e w przypadku zako«czenia hodowli po 7 dniach
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Rysunek 5.11: Stan systemu po 24 godzinach od napromienienia dawk¡ 6 Gy. (Po
lewej) Ukªad, w którym 75% obszaru znajduje si¦ pod osªon¡. (Po prawej) Ukªad
bez osªony. Czerwonymi kropkami oznaczone s¡ komórki w stanie senescencji,
których liczba (Ns) oraz odsetek w populacji podany jest nad wykresem.

od napromieniania, zwi¦kszenie prze»ywalno±ci komórek w nieosªoni¦tej ¢wiartce
nie zostaªoby zaobserwowane. Zatem to nie pocz¡tkowa liczba komórek w stanie
senescencji odgrywa najwa»niejsz¡ rol¦, lecz to, ile komórek dostanie si¦ w rejon
dziaªania substancji uszkadzaj¡cych komórki i ile z nich zostanie wprowadzonych
w stan senescencji.
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Rysunek 5.12: Stan systemu po 7 dniach od napromienienia dawk¡ 6 Gy. (Po
lewej) Ukªad, w którym 75% obszaru znajduje si¦ pod osªon¡. (Po prawej) Ukªad
bez osªony. Czerwonymi kropkami oznaczone s¡ komórki w stanie senescencji,
których liczba (Ns) oraz odsetek w populacji podany jest nad wykresem.

5.2.2 Zwi¦kszona prze»ywalno±¢ komórek pod osªon¡

Drugim zaskakuj¡cym efektem zaobserwowanym przez zespóª E. C. Mackonis by-
ªo zwi¦kszenie prze»ywalno±ci komórek znajduj¡cych si¦ pod osªon¡, gdy komórki
w nieosªoni¦tej ¢wiartce zostaªy napromienione du»ymi dawkami promieniowa-



5.3. WNIOSKI 77

nia. W celu sprawdzenia, czy zaproponowany model przewiduje mo»liwo±¢ wyst¡-
pienia takiego efektu, rozwa»yli±my ukªad, w którym ¢wiartka rozwa»anej siatki
napromieniona zostaªa dawk¡ 12 Gy. W rzeczywistym ukªadzie równie» komórki
znajduj¡ce si¦ pod osªon¡ otrzymuj¡ w takim przypadku pewn¡ dawk¦ promienio-
wania. Jednak, dla uproszczenia, w rozwa»anym przez nas ukªadzie przyjmujemy,
»e osªona byªa w 100% skuteczna i komórki znajduj¡ce si¦ pod ni¡ nie zosta-
ªy poddane dziaªaniu promieniowania. W ten sposób unikn¦li±my dodatkowych
symulacji, a warto±ci SF populacji pod osªon¡ mo»emy odnosi¢ do 1, czyli SF
populacji nie poddawanej dziaªaniu promieniowania jonizuj¡cego.

Podana w tabeli 5.4 warto±¢ SF dla populacji znajduj¡cej pod osªon¡ nie
pozostawia w¡tpliwo±ci, »e model skutecznie przewidziaª równie» i drugi z efek-
tów s¡siedztwa zaobserwowanych przez E. C. Mackonis. Warto±¢ wi¦ksza o 16%

Tabela 5.4: Przewidywana przez model frakcja prze»ywaj¡cych komórek klono-
gennych dla populacji znajduj¡cej si¦ pod osªon¡, w przypadku gdy nieosªoni¦ta
¢wiartka zostaªa napromieniona dawk¡ 12 Gy. Podana jest ±rednia ± odchylenie
standardowe.

Frakcja prze»ywaj¡cych komórek
klonogennych (SF)

Pod osªon¡, gdy ¢wiartka ukªadu zostaªa
napromieniona dawk¡ 12 Gy

1,1611 ± 0,089939

wzgl¦dem kontroli wyra¹nie wskazuje na wpªyw komórek pozostaj¡cych po na-
promienieniu przy wykorzystaniu dawki 12 Gy. Taka sytuacja staje si¦ w peªni
zrozumiaªa, gdy spojrzymy na przykªadowy stan ukªadu po 7 dniach trwania
symulacji, por. rys. 5.13. Widzimy, »e przy tak wysokiej dawce promieniowania
w nieosªoni¦tej ¢wiartce od samego pocz¡tku znajduje si¦ du»o komórek w stanie
senescencji. Produkowane przez nie substancje ju» od samego pocz¡tku pobudza-
j¡ do wzrostu komórki pod osªon¡, co prowadzi ostatecznie do ich zwi¦kszonego
SF.

5.3 Wnioski

Zaproponowany model hybrydowy, bazuj¡cy w peªni na sformuªowanej w niniej-
szej pracy hipotezie badawczej (por. podrozdziaª 2.5), jest w stanie odwzoro-
wa¢ nieintuicyjne wyniki eksperymentalne przedstawione przez E. C. Mackonnis
w [63]. Analiza pojedynczych trajektorii modelu wykazaªa, »e zaobserwowane wy-
niki s¡ rezultatem skomplikowanych interakcji pomi¦dzy komórkami a substancja-
mi wydzielanymi przez wzbudzone komórki w stanie senescencji. Okazuje si¦, »e
du»¡ rol¦ odgrywa nie tylko senescencja wzbudzona pierwotnie przez promienio-
wanie jonizuj¡ce, lecz równie» ta wtórna, wywoªana przez obecne ju» w ukªadzie
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Rysunek 5.13: Stan ukªadu po 7 dniach od napromienienia ¢wiartki obszaru dawk¡
12 Gy. Czerwonymi kropkami oznaczone s¡ komórki w stanie senescencji, których
liczba (Ns) oraz odsetek w populacji podany jest nad wykresem.

komórki w stanie senescencji. Co ciekawe, w przypadku mniejszych dawek pro-
mieniowania, w zwi¡zku z ograniczonym zasi¦giem sygnaªów mog¡cych uszkodzi¢
komórki, kluczowa wydaje si¦ by¢ g¦sto±¢ posianych komórek. Przy zbyt du»ych
pocz¡tkowych odlegªo±ciach pomi¦dzy komórkami nie udaªoby si¦ zaobserwowa¢
wyników analogicznych do tych przedstawionych powy»ej. Przedstawiony model,
dzi¦ki du»ej elastyczno±ci aparatu matematycznego, jakim jest automat komórko-
wy, mo»e zosta¢, przy niedu»ym nakªadzie pracy, przeformuªowany na inne ukªady
eksperymentalne in vitro, czy te» nawet na opis zachowania komórek in vivo.



Rozdziaª 6

Podsumowanie

W przedstawionej rozprawie doktorskiej podejmowana jest nowatorska próba po-
ª¡czenia dwóch zjawisk, które do tej pory rozpatrywane byªy caªkowicie oddziel-
nie: programu senescencji komórkowej i popromiennego efektu s¡siedztwa. Wyniki
przeprowadzonych eksperymentów oraz dwa zaproponowane w pracy modele ma-
tematyczne wskazuj¡, »e senescencja komórkowa wraz z towarzysz¡cym jej specy-
�cznym fenotypem komórek mo»e by¢ kluczowa dla wyst¦powania popromiennego
efektu s¡siedztwa i, co za tym idzie, dla odpowiedzi caªego nowotworu na dzia-
ªanie promieniowania jonizuj¡cego. Podstaw¡ dla przeprowadzonych bada« jest
przedstawiona na pocz¡tku pracy hipoteza, która dokªadnie wyja±nia jak te dwa
zjawiska s¡ ze sob¡ poª¡czone. Zgodnie z jej sformuªowaniem, na skutek wywoªa-
nych promieniowaniem jonizuj¡cym uszkodze« DNA, cz¦±¢ komórek w populacji
wchodzi w stan senescencji komórkowej. Komórki te zaczynaj¡ wydziela¢ do ota-
czaj¡cego je mikro±rodowiska substancje, które mo»emy podzieli¢ na dwa typy:
substancje mog¡ce uszkadza¢ DNA innych komórek, b¦d¡ce cz¡steczkami o krót-
kim okresie poªowicznego rozkªadu (np. tlenek azotu); substancje pobudzaj¡ce
inne komórki do kolejnych podziaªów, b¦d¡ce biaªkami o dªugim okresie niezmien-
nej biologicznej aktywno±ci. Ró»ne rodzaje popromiennego efektu s¡siedztwa s¡
natomiast rezultatem skomplikowanych interakcji pomi¦dzy komórkami a wymie-
nionymi powy»ej substancjami.

Pierwszym etapem wery�kacji stawianej hipotezy byªo przeprowadzenie serii
eksperymentów, w których mierzony byª m. in. zale»ny od dawki promieniowania
odsetek komórek w stanie senescencji, zarówno w populacji napromienianej, jak
i s¡siaduj¡cej. Do eksperymentów wybrane zostaªy linie komórkowe ró»ni¡ce si¦
statusem genu TP53, poniewa» zgodnie z dost¦pn¡ literatur¡ gen ten odpowiada
za prawdopodobie«stwo wej±cia komórki na ±cie»k¦ senescencji. Podstawowa ana-
liza statystyczna wyników eksperymentalnych potwierdziªa t¦ zale»no±¢ i, tak jak
przewiduje postawiona hipoteza, wykazaªa, »e popromienny efekt s¡siedztwa dzia-
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ªa z wi¦ksz¡ siª¡ w przypadku komórek cz¦±ciej wchodz¡cych w stan senescencji,
czyli tych z funkcjonalnym genem TP53.

W dalszej cz¦±ci pracy zaproponowane zostaªo rozszerzenie klasycznego mode-
lu liniowo-kwadratowego, bazuj¡ce na postawionej w pracy hipotezie badawczej.
Uwzgl¦dnienie w modelu substancji wydzielanych przez indukowane promieniowa-
niem komórki w stanie senescencji istotnie poprawiªo matematyczny opis obserwa-
cji eksperymentalnych i pozwoliªo wyja±ni¢ otrzymane w laboratorium wyniki. Po
pierwsze, model rozszerzony, oprócz dokªadniejszego opisu danych eksperymental-
nych dotycz¡cych komórek bezpo±rednio napromienianych, pozwoliª na wyja±nie-
nie sk¡d bior¡ si¦ ró»nice w wynikach eksperymentalnych pomi¦dzy komórkami tej
samej linii, ale ró»ni¡cymi si¦ statusem genu TP53. Okazuje si¦, »e nie wynikaj¡
one z ró»nic w efektywno±ci naprawy dwuniciowych p¦kni¦¢, lecz (tak jak przewi-
duje postawiona hipoteza) z ró»nic w ilo±ci wzbudzonej senescencji komórkowej.
Po drugie, krzywe przewidywane przez model rozszerzony dopasowaªy si¦ do±¢
dokªadnie do danych eksperymentalnych dotycz¡cych komórek koinkubowanych
z komórkami napromienionymi. Nale»y pami¦ta¢, »e standardowy model LQ nie
obejmuje swoj¡ stosowalno±ci¡ tego typu danych. Co najwa»niejsze, po uprosz-
czeniu modelu rozszerzonego, do opisu caªego zbioru danych wykorzystywane s¡
jedynie o dwa parametry wi¦cej, ni» w przypadku standardowego modelu LQ.

W ostatniej cz¦±ci pracy zaproponowany zostaª model opisuj¡cy przestrzenny
i czasowy rozwój populacji komórkowej, który bazuj¡c w peªni na sformuªowanej
hipotezie badawczej, jest w stanie odwzorowa¢ nieintuicyjne wyniki eksperymen-
talne przedstawione przez E. C. Mackonnis w [63]. Model oparty jest na asyn-
chronicznym automacie komórkowym, którego ewolucja silnie zale»y od wpªywu
substancji wydzielanych przez komórki w stanie senescencji. Jednocze±nie zmiany
w czasie st¦»e« tych substancji opisuj¡ równania ró»niczkowe cz¡stkowe, których
struktura zale»y bezpo±rednio od aktualnego stanu automatu komórkowego. Ana-
liza pojedynczych trajektorii modelu wykazaªa, »e ró»norodno±¢ mo»liwych skut-
ków dziaªania popromiennego efektu s¡siedztwa jest rezultatem skomplikowanych
interakcji pomi¦dzy komórkami a substancjami wydzielanymi przez wzbudzone
komórki w stanie senescencji. Okazuje si¦, »e du»¡ rol¦ odgrywa nie tylko sene-
scencja wzbudzona pierwotnie przez promieniowanie jonizuj¡ce, lecz równie» ta
wtórna, wywoªana przez obecne ju» w ukªadzie komórki w stanie senescencji. Co
ciekawe, w przypadku mniejszych dawek promieniowania, w zwi¡zku z ograniczo-
nym zasi¦giem oddziaªywania substancji mog¡cych uszkodzi¢ komórki, kluczowa
wydaje si¦ by¢ g¦sto±¢ posianych komórek. Przy zbyt du»ych pocz¡tkowych odle-
gªo±ciach pomi¦dzy komórkami nie udaªoby si¦ zaobserwowa¢ wyników analogicz-
nych do tych uzyskanych przez E. C. Mackonnis.

Wyniki zawarte w niniejszej pracy stanowi¡ solidn¡ podstaw¦ do dalszych ba-
da« nad rol¡ senescencji komórkowej w popromiennym efekcie s¡siedztwa. W dal-
szym etapie nale»aªoby zbudowa¢ dokªadniejsze modele, w których ka»dy ze sto-
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sowanych parametrów mo»na wyznaczy¢ eksperymentalnie. Za ich pomoc¡ mo»na
podj¡¢ prób¦ znalezienia bardziej optymalnych protokoªów radioterapii.
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Dodatek A

Procedury eksperymentalne i

numeryczne

A.1 Frakcja prze»ywaj¡cych komórek klonogennych

Obliczanie frakcji prze»ywaj¡cych komórek klonogennych jest metod¡ powszech-
nie stosowan¡ do mierzenia wpªywu radioterapii i innych ±rodków leczniczych na
komórki nowotworowe [50]. Metoda zostaªa zaproponowana w poªowie lat pi¦¢-
dziesi¡tych ubiegªego wieku [78, 79] i opiera si¦ na zliczaniu kolonii, które powstaj¡
podczas hodowli komórkowej. Je»eli niewielka liczba nieleczonych komórek nowo-
tworowych (okoªo 5-10 komórek/cm2) zostanie umieszczona na pªytce hodowlanej
razem z wystarczaj¡c¡ ilo±ci¡ substancji od»ywczych, to cz¦±¢ z posianych komó-
rek na drodze kolejnych podziaªów uformuje kolonie [36]. Komórk¦, wokóª której
po czasie odpowiadaj¡cym okoªo 5-6 cyklom podziaªu komórkowego (7�14 dni)
powstanie kolonia skªadaj¡ca si¦ z co najmniej 50 komórek, nazywamy klonogen-
n¡. To wªa±nie komórki klonogenne s¡ gªówn¡ siª¡ nap¦dow¡ rozwoju nowotworu.
Ich frakcj¦ w populacji (PE), nazywan¡ wydajno±ci¡ klonowania, obliczamy w
nast¦puj¡cy sposób:

PE =
liczba uformowanych kolonii

liczba posianych komórek
,

gdzie zliczane s¡ kolonie zªo»one z co najmniej 50 komórek. Po zaaplikowaniu
promieniowania jonizuj¡cego lub innego potencjalnego ±rodka terapeutycznego,
komórki posiewa si¦ na pªytki hodowlane i po upªywie tego samego czasu co przy
wyliczaniu warto±ci PE dla komórek nieleczonych znów zliczane s¡ kolonie. Frakcj¦
prze»ywaj¡cych komórek klonogennych (SF) po ekspozycji na czynnik okre±la si¦

93



94 DODATEK A. PROCEDURY EKSPERYMENTALNE I NUMERYCZNE

poprzez formuª¦:

SF =
liczba ufromowanych kolonii po zastosowaniu leczenia

liczba posianych leczonych komórek× PE
,

gdzie PE jest uprzednio wyznaczon¡ frakcj¡ komórek klonogennych w nieleczonej
populacji.

A.2 Funkcje sªu»¡ce do wybierania miejsca dla komórki

potomnej

function indices = miejscaWOdleglosci(node,dist,n1,n2)

%MIEJSCAWODLEGLOSCI - funkcja zwracaj¡ca indeksy wszystkich miejsc na

%siatce, które znajduj¡ si¦ w danej odlegªo±ci od komórki.

%node - wspóªrz¦dna komórki na siatce zapisana jako (j-1)*n2+i

%dist - zadana odlegªo±¢

%n1 i n2 - wymiar siatki (n1-szeroko±¢, n2-wysoko±¢)

i=mod(node-1,n2)+1;

j=ceil(node/n2);

klatka=[i+[-dist*ones(2*dist+1,1); dist*ones(2*dist+1,1);...

repmat((-dist+1):(dist-1),1,2)'],...

j+[repmat(-dist:dist,1,2)'; -dist*ones(2*dist-1,1);...

dist*ones(2*dist-1,1) ]];

klatka=klatka(klatka(:,1)<=n2 & klatka(:,1)>0 & ...

klatka(:,2)<=n1 & klatka(:,2)>0,:);

indices=(klatka(:,1)+n2*(klatka(:,2)-1))';

end

function [indx, dist] = znajdzNajblizszeWolneMiejsce(node, cells)

%ZNAJDZNAJBLIZSZEWOLNEMIEJSCE - funkcja zwracaj¡ca najbli»sze

%wolne miejsce dla danej komórki. Je±li jest wi¦cej ni» jedno

%miejsce w danej odlegªo±ci, to na drodze losowania wybierane

%jest tylko jedno.

%node - wspóªrz¦dna komórki na siatce zapisana jako (j-1)*n2+i,

% gdzie n2 to wysoko±¢ siatki

%cells - macierz logiczna zawieraj¡ca informacje o zaj¦to±ci

% miejsc na siatce

indx=[];

dist=1;
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[n2, n1]=size(cells);

while isempty(indx) %dopóki nie wybrano wolnego miejsca

%wyznacz miejsca w odleglo±ci dist

indxW=miejscaWOdleglosci(node,dist,n1,n2);

if ~isempty(indxW) %jeste±my jeszcze na siatce

%warto±ci z macierzy opisuj¡cej stan ukªadu

zajetosc=cells(indxW);

inw=find((zajetosc-1)<0);

if ~isempty(inw) %jest jakie± wolne miejsce?

%wylosuj jedno z miejsc

inw=inw(randperm(length(inw),1));

indx=indxW(inw);

else

dist=dist+1; %zwi¦ksz odlegªo±¢ poszukiwania

end

else %szukamy ju» poza siatk¡

break;

end

end

end

function sciezka = znajdzSciezke(nodeM, nodeD, dist, n1, n2)

%ZNJADZSCIEZKIE - funkcja zwracaj¡ca losow¡ najkrótsz¡ ±cie»k¦ ª¡cz¡c¡

%dwa zadane miejsca.

%nodeM, nodeD - wspóªrz¦dne miejsc do poª¡czenia zapisane

% jako (j-1)*n2+i

%dist - odlegªo±¢ pomi¦dzy zadanymi miejscami (MUSI BY� PORPAWNA!)

%n1 i n2 - wymiar siatki (n1-szeroko±¢, n2-wysoko±¢)

sciezka=zeros(1,dist);
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init=nodeM;

for i=1:(dist-1)

set1=miejscaWOdleglosci(init,1,n1,n2);

set2=miejscaWOdleglosci(nodeD,dist-i,n1,n2);

kandydatki=intersect(set1,set2);

sciezka(i)=kandydatki(randperm(length(kandydatki),1));

init=sciezka(i);

end

sciezka(end)=nodeD;

end

A.3 Funkcje generuj¡ca macierze i wektory okre±laj¡ce

ukªad równa« ró»niczkowych liniowych wynikaj¡cy

z metody elementów sko«czonych

function A=zbudujMacierzAh(c,D,n1,n2,h)

%ZBUDUJMACIERZAH - funkcja zwracaj¡ca macierz ukªadu równa« liniowych,

%która wynika z zastosowania metody MES z elementami kwadratowymi i

%funkcjami kawaªkami liniowymi

%c - tempo degradacji substancji

%D - wspóªczynnik dyfuzji

%n1 - liczba rozwa»anych elementów w poziomie

%n2 - liczba rozwa»anych elementów w pionie

%h - dªugo±¢ boku kwadratu

n1=n1+1; n2=n2+1; %zmieniamy na liczb¦ w¦zªów

N=n1*n2;

A=zeros(N,9);

aux=(c*4/9*h^2+D*8/3)*1/2*[1/2 ones(1,n2-2) 1/2];

A(:,5)=[aux repmat(2*aux,1,n1-2) aux];

aux=(c/9*h^2-D*1/3)/2*ones(1,n2-1);

aux2=[aux 0];

A(:,4)=[aux2 repmat(2*aux2,1,n1-2) aux2];
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A(:,6)=[0 aux2 repmat(2*aux2,1,n1-2) aux];

aux=(c/9*h^2-D*1/3)*[1/2 ones(1,n2-2) 1/2];

A(:,2)=repmat(aux,1,n1);

A(:,8)=repmat(aux,1,n1);

aux=(c/36*h^2-D*1/3)*ones(1,n2-1);

A(:,1)=repmat([aux 0],1,n1);

A(:,3)=repmat([0 aux],1,n1);

A(:,7)=A2(:,1);

A(:,9)=A2(:,3);

A=spdiags(A2,[-n2-1 -n2 -n2+1 -1 0 1 n2-1 n2 n2+1],N,N);

end

function R=zbudujWektorFh(s,cellsSen,n2,h)

%ZBUDUJWEKTORFH - funkcja

%s - tempo wydzielania substancji przez komórki w stanie senescenji

%cellsSen - wektor zawieraj¡cy wspóªrz¦dne komórek w stanie senescencji

% zapisane jako (j-1)*n2+i, gdzie n2 to liczba elementów

% w pionie

%n2 - liczba rozwa»anych elementów w pionie

%h - dªugo±¢ boku elementu (kwadrat)

n1=n1+1; n2=n2+1; %zmieniamy na liczb¦ w¦zªów

N=n1*n2;

R=zeros(N,1);

cellsSen2=1+mod(cellsSen-1,n2-1)+floor((cellsSen-1)/(n2-1))*n2;

ind=[cellsSen2 cellsSen2+1 cellsSen2+n2 cellsSen2+n2+1];

for it=ind

R(it)=R(it)+s*h^2/4;

end
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end



Dodatek B

Wykorzystane narz¦dzia

statystyczne

B.1 Test t-Studenta ró»nicy pomi¦dzy ±rednimi

Mianem testu t-Studenta okre±lamy dowolny test statystyczny, w którym badana
statystyka (odwzorowanie przeksztaªcaj¡ce element losowy w odpowiedni¡ prze-
strze« rzeczywist¡) ma rozkªad t-Studenta, o ile speªniona jest hipoteza zerowa.
Test tego typu jest bardzo cz¦sto wykorzystywany przy sprawdzaniu, czy ±red-
nie empiryczne z dwóch niezale»nych prób ró»ni¡ si¦ od siebie w sposób istot-
ny [62]. Mówi¡c dokªadniej, z testu t-Studenta mo»emy skorzysta¢, gdy dan¡
cech¦ w dwóch badanych populacjach opisuj¡ niezale»ne zmienne losowe o roz-
kªadzie normalnym X oraz Y (o nieznanych parametrach), a hipoteza zerowa
mówi o równo±ci pomi¦dzy ±rednimi 〈X〉 = 〈Y 〉. W przypadku eksperymentów
na komórkach in vitro, najcz¦±ciej zakªada si¦, »e ró»nice pomi¦dzy warto±ciami
pomiaru w dwóch niezale»nych powtórzeniach tego samego eksperymentu s¡ na-
st¦pstwem niedokªadno±ci pomiaru. O bª¦dzie pomiaru zakªada si¦ natomiast, »e
ma rozkªad normalny.

Zaªó»my, »e dysponujemy sko«czon¡ liczb¡ realizacji obu rozwa»anych zmien-
nych losowychX i Y , czyli odpowiednio ci¡gami (próbami) x1, ..., xn1 oraz y1, ..., yn2 .
W przypadku równej dªugo±ci prób (n1=n2=N) i przy zaªo»eniu, »e wariancje
zmiennych X i Y s¡ ró»ne, mo»emy skonstruowa¢ nast¦puj¡c¡ statystyk¦ testow¡

t =
x̄− ȳ√

s2x/N + s2y/N
,

gdzie ·̄ oraz s2· oznaczaj¡ odpowiednio ±redni¡ i wariancj¦ empiryczn¡ z danej pró-
by. Je±li rzeczywi±cie ró»nica pomi¦dzy ±rednimi wynosi zero (hipoteza zerowa jest
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speªniona), to statystka t ma rozkªad t-Studenta z N −1 stopniami swobody [62].
Odpowiedni¡ statystyk¦ mo»na równie» skonstruowa¢, gdy wariancje zmiennych
X i Y s¡ równe, por. [89]. Po wst¦pnej analizie danych, dla wszystkich testów
istotno±ci wykonanych w niniejszej rozprawie przyj¦li±my zaªo»enie o nierównych
wariancjach.

Po obliczeniu warto±ci powy»szej statystyki dla zebranych danych do±wiad-
czalnych nale»y okre±li¢ p-warto±¢ testu, czyli teoretyczne prawdopodobie«stwo
otrzymania takiej lub wi¦kszej (co do moduªu, je±li tak jak w naszym przypad-
ku test jest dwustronny) warto±ci statystyki, gdy speªnione s¡ zaªo»enia hipotezy
zerowej. Warto±¢ tego prawdopodobie«stwa mo»emy obliczy¢ na podstawie dys-
trybuanty rozkªadu t-Studenta, por. [62]. Je±li p-warto±¢ jest odpowiednio maªa
(najcz¦±ciej przyjmuje si¦ warto±¢ graniczn¡ równ¡ 0,05) nale»y odrzuci¢ hipo-
tez¦ zerow¡ mówi¡c¡ o równo±ci ±rednich. W przeciwnym przypadku nie mamy
podstaw, aby twierdzi¢, »e ró»nice w ±rednich pomi¦dzy badanymi próbami s¡
istotne.

B.2 Zale»no±¢ pomi¦dzy zmiennymi

Najcz¦±ciej wykorzystywan¡ miar¡ zale»no±ci pomi¦dzy badanymi zmiennymi jest
wspóªczynnik korelacji Pearsona (klasycznie nazywany po prostu wspóªczynni-
kiem korelacji) zde�niowany jako

ρ =
〈X · Y 〉 − 〈X〉〈Y 〉√

Var (X) ·Var (Y )
,

gdzie 〈·〉 oznacza warto±¢ oczekiwan¡, a Var(·) wariancj¦ danej zmiennej losowej.
Warto±¢ tego wspóªczynnika, która mie±ci si¦ w przedziale [−1, 1], okre±la sto-
pie« liniowej zale»no±ci pomi¦dzy badanymi zmiennymi X oraz Y [62, 89]. Dla
ρ = 1 (ρ = −1) zale»no±¢ pomi¦dzy zmiennymi jest idealnie liniowa i dodatnia
(ujemna), czyli wraz ze wzrostem warto±ci jednej zmiennej ro±nie (maleje) warto±¢
tej drugiej. W przypadku ρ = 0 mówimy o braku liniowej zale»no±ci pomi¦dzy
badanymi zmiennymi. Nale»y jednak pami¦ta¢, »e ρ = 0 nie wyklucza istnienia
zale»no±ci.

Gdy mamy do dyspozycji jedynie n niezale»nych par (xi, yi) realizacji zmien-
nych X oraz Y , mo»emy estymowa¢ teoretyczny wspóªczynnik korelacji ρ w na-
st¦puj¡cy sposób

R =

n∑
i=1

(xi − x̄) (yi − ȳ)√
n∑
i=1

(xi − x̄)2
n∑
i=1

(yi − ȳ)2

,

gdzie ·̄ oznacza ±redni¡ empiryczn¡ z próbki. Co wa»ne, je±li obie zmienne losowe
maj¡ rozkªad normalny, istnieje nieskomplikowana transformacja empirycznego



B.3. WSPÓ�CZYNNIK DETERMINACJI MODELU 101

wspóªczynnika korelacji R, która ma rozkªad t-Studenta, o ile zmienne X i Y s¡
nieskorelowane. Zatem, tak jak w przypadku testu ró»nicy pomi¦dzy ±rednimi,
mo»emy okre±li¢ istotno±¢ otrzymanego wyniku (hipoteza zerowa mówi o braku
korelacji, czyli ρ = 0), por. [89].

B.3 Wspóªczynnik determinacji modelu

Zaªó»my, »e na podstawie pomiarów eksperymentalnych skonstruowano ci¡g da-
nych dwucechowych (x1, y1), ..., (xn, yn)), do którego dopasowano nast¦pnie ci¡gª¡
krzyw¡ opisan¡ równaniem y = f(x). Wspóªczynnik determinacji, oznaczany jako
R2, wskazuje jak dobrze do danych eksperymentalnych dopasowuje si¦ badana
krzywa f(x) (model) [89]. W przypadku ogólnej postaci dopasowywanej krzywej
f(x), wspóªczynnik determinacji de�niuje si¦ jako

R2 = 1−

n∑
i=1

(yi − f(xi))
2

n∑
i=1

(yi − ȳ)2
.

gdzie ȳ jest ±redni¡ empiryczn¡ z próby y1, ..., yn. Drugi czªon powy»szego rów-
nania interpretowany jest jako cz¦±¢ wariancji w warto±ciach zmiennej zale»nej
y, której dopasowany model nie jest w stanie wyja±ni¢ na podstawie warto±ci
zmiennej niezale»nej x.

W przypadku prostej regresji liniowej (f(x) = ax + b) caªkowit¡ wariancj¦
próby y1, ..., yn mo»na zapisa¢ jako

n∑
i=1

(yi − ȳ)2 =
n∑
i=1

(yi − f(xi))
2 +

n∑
i=1

(f(xi)− ȳ)2 ,

co pozwala wyrazi¢ wspóªczynnik determinacji w postaci

R2 =

n∑
i=1

(f(xi)− ȳ)2

n∑
i=1

(yi − ȳ)2
,

któr¡ mo»na zinterpretowa¢ wprost jako cz¦±¢ wariancji w warto±ciach zmiennej
zale»nej y wyja±nian¡ przez dopasowany model na podstawie warto±ci zmiennej
niezale»nej x. Co wi¦cej, w przypadku prostej regresji liniowej wspóªczynnik de-
terminacji to wspóªczynnik korelacji Pearsona podniesiony do kwadratu [89].
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