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Rozdziat 1

Wprowadzenie

1.1 Motywacja prowadzonych badan i przedmiot pracy

Na podstawie danych zebranych z placéwek medycznych szacuje sie, ze w samym
2012 roku w Europie na raka zachorowalo ponad 3,45 miliona os6b [33]. Co wiecej,
odnotowano jednoczesnie 1,75 miliona zgonéw spowodowanych chorobami nowo-
tworowymi. W samej Unii Europejskiej w roku 2012 u 1,4 miliona mezczyzn i 1,2
miliona kobiet zdiagnozowano nowe przypadki nowotworéw, a 707 tys. mezczyzn
i 555 tys. kobiet zmarto w wyniku choroby nowotworowej. Najczesciej wykry-
wanymi nowotworami w Europie byly: rak piersi (464 tys. przypadkow), jelita
grubego (447 tys. przypadkow), prostaty (417 tys. przypadkéw) i ptuc (410 tys.
przypadkow). Jak tatwo zauwazy¢, powyzsze cztery typy nowotworéw stanowia
mniej wiecej potowe wszystkich odnotowanych przypadkéw raka w Europie. Do
zgonu pacjenta najczesciej dochodzito z powodu raka ptuc (353 tys. zgonow), je-
lita grubego (215 tys. zgonéw), piersi (131 tys. zgonéw) i zotadka (107 tys.). Te
zatrwazajace dane spowodowaly, ze na calym $wiecie od wielu lat prowadzone
sa intensywne badania nad biologia nowotwor6éw, ktérych nadrzednym celem jest
opracowanie lepszych metod walki z rakiem i, co za tym idzie, znaczace wydtuzenie
zycia chorych.

Coraz czedciej przy badaniu nowotwordéw wykorzystuje sie zaawansowane mo-
dele matematyczne, ktore stuza lepszemu poznaniu mechanizméw rzadzacych roz-
wojem nowotworu i optymalizacji interwencji farmakologicznej czy tez chirurgicz-
nej. W literaturze mozna znalezé rézne przyktady pokazujace, ze takie modelo-
wanie przynosi wymierne korzysci. W szczegélnosci na podstawie modelu procesu
krwiotworczosci autorstwa prof. Lasoty i doc. Wazewskiej-Czyzewskiej zapropo-
nowano nowa metode leczenia biataczki [96], czyli nowotworu uktadu krwiono-
snego. Widzac potrzebe wiekszego zaangazowania matematykow w badania nad
nowotworami, w trakcie studiéw doktoranckich zajmowatem sie modelowaniem
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2 ROZDZIAL 1. WPROWADZENIE

matematycznym réznych aspektéw inicjacji i rozprzestrzeniania sie nowotworu
w organizmie nosiciela. W celu doktadnego zrozumienia pierwszych etapow karcy-
nogenezy, czy tez wplywu stosowanych lek6w na juz rozwiniety nowotwoér, nalezy
zej$é na poziom pojedynczej komorki i zbadaé ekspresje poszczegdlnych gendw,
ktora w znacznym stopniu determinuje sposéb funkcjonowania komérki. Dlatego
wazne jest rozwijanie modeli ekspresji genéw i badanie ich wlasnodci. W serii prac,
ktore ukazaty sie w roku 2011 [12, 34, 65], udato nam sie stworzy¢ i przeanalizo-
waé zaréwno stochastyczny jak i deterministyczny opis ekspresji genu, gdy jedna
z rozwazanych reakcji podrednich zachodzita z pewnym opéznieniem czasowym.
Wynik pozwolit odrzucié¢ wczedniejsze rezultaty, ktore istnienie eksperymentalnie
obserwowanych oscylacji w ilodci biatka wyjasnialty poprzez obecnoéé rozwazanej
przez nas opo6znionej reakcji. Drugim bardzo waznym zagadnieniem, ktore by-
to przeze mnie badane w trakcie studiéw doktoranckich, jest proces angiogenezy
nowotworowej, czyli proces, w ktérym juz rozwiniety nowotwor, poprzez wysy-
tanie odpowiednich sygnatéw, rekrutuje z otaczajacej go tkanki nowe naczynia
krwionogne [73, 74, 76]. Glownym celem mojej pracy byto zbadanie mozliwych
scenariuszy leczenia nowotworéw, gdy wykorzystujemy substancje atakujace na-
czynia krwionosne nowotworu. Wyniki potwierdzily przypuszczenia biologéw, ze
jednoczesne podanie tych substancji razem ze standardowo podawana chemiote-
rapia moze prowadzi¢ do zwiekszenia skutecznodci leczenia. Prowadzitem réwniez
badania dotyczace m. in. rozwoju nowotworu, gdy pacjent zakazony jest jedno-
czesnie wirusem HIV [75], czy tez wrazliwosci nowotworu na stres, jakim jest

immunoterapia, w przypadku bardzo niebezpiecznego nowotworu mozgu [72].

Prowadzone przez biologéw i matematykéw badania nie dotycza jedynie odpo-
wiedzi komorek na stres zwiazany z zastosowaniem nowatorskich metod leczenia,
lecz réwniez i tych stosowanych obecnie. Nadal do§é¢ duzym wyzwaniem jest pel-
ne zrozumienie zasad rzadzacych odpowiedzig nowotworu (nie tylko na poziomie
pojedynczej komorki) na srodki terapeutyczne stosowane od wielu lat, takie jak
promieniowanie jonizujace wykorzystywane przy radioterapii. Radioterapia sta-
nowi od dawna wazny element walki z nowotworami. Szacuje sie, ze okoto potowa
wszystkich pacjentéw z rozpoznanymi nowotworami poddawana byta radioterapii
na ktoryms z etapow leczenia |25, 32]. Co wiecej, stanowita ona element tera-
pii u okoto 40% wszystkich pacjentow, ktorych udato sie skutecznie wyleczyé
z pierwotnego nowotworu [38]. Mimo tak duzej skutecznosci radioterapii, w radio-
biologii, nauce zajmujacej sie wpltywem promieniowania jonizujacego na komérki,
nadal pozostaje wiele zjawisk i proceséw, ktére nie doczekalty sie dotychczas pel-
nego wyjasnienia. Dobrym przyktadem takiego zjawiska jest popromienny efekt
sasiedztwa, kt6ry nieco ponad dwie dekady temu zachwial podstawami radiobio-
logii. Efekt ten poddat prébie jeden z wazniejszych paradygmatéw radiobiologii
moéwiacy o tym, ze do zmian w komorkach napromienianej tkanki dochodzi wy-
tacznie na skutek bezposredniego przejscia fotonéw lub czasteczek promieniowa-
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nia jonizujacego przez komoérke, w ktorej gtéwna tarcza podatng na uszkodzenia
jest DNA. W opozycji do tego paradygmatu znalazlty sie wyniki eksperymentalne
pokazujace, ze nienapromienione komoérki wykazuja zmiany podobne do tych po-
wstajacych po bezposrednim napromienieniu, gdy komoérki znajdujace sie w ich
poblizu (sasiadujace) sa napromieniane matymi dawkami promieniowania. Od mo-
mentu opublikowania pierwszych wynikéw wiele badan potwierdzito, ze odpowiedz
populacji komoérkowej na promieniowanie jonizujgce nie daje sie sprowadzi¢ do
prostego zagregowania odpowiedzi poszczegblnych komoérek i nalezy uwzglednié
popromienny efekt sasiedztwa, por. [10, 83| i podane tam pozycje bibliograficz-
ne. Co wazne, zmiany w komorkach docelowo nienapromienianych nie musza by¢
dla nich niekorzystne i, co pokazano w [63], r6zne dawki promieniowania mo-
ga prowadzi¢ do zupelie nieoczekiwanych i niekorzystnych z punktu widzenia
radioterapii efektéw. W zwiazku z tym kluczowe wydaje sie byé pelne zrozumie-
nie popromiennego efektu sasiedztwa i dokladniejsze uwzglednienie jego wplywu
w obecnie stosowanych protokotach radioterapeutycznych. Dzieki temu moze uda
sie zwiekszy¢ skuteczno$é metody, ktoéra juz obecnie jest tak szeroko stosowana.

1.2 Cel i tezy pracy

Podstawa niniejszej pracy jest nowatorska hipoteza o kluczowej roli programu
senescencji komorkowej dla wystepowania popromiennego efektu sasiedztwa. Hi-
poteza ta méwi, ze substancje odpowiedzialne za indukowanie zmian w komoérkach
nie poddawanych bezposredniemu dzialaniu promieniowania jonizujacego wydzie-
lane sa przez komorki w stanie senescencji. Te ostatnie pojawiaja sie w populacji
na skutek bezposredniego dziatania promieniowania jonizujacego. Co najwazniej-
sze, mozemy wyrozni¢ dwa typy wydzielanych przez nie substancji:

1. substancje mogace uszkadza¢ DNA innych komorek, bedace czasteczkami
o krotkim okresie potowicznego rozpadu;

2. substancje pobudzajace inne komoérki do kolejnych podziatéw, bedace bial-
kami o dlugim okresie stalej biologicznej aktywnosci.

Substancje pierwszego typu, majace relatywnie krotki zasieg dziatania, odpowia-
daja za najczesciej obserwowany szkodliwy (obnizajacy przezywalnosé, zwieksza-
jacy niestabilnos$é genetyczng) wplyw komorek napromienionych na komorki sa-
siadujace. Natomiast substancje drugiego typu, ktére maja duzy zasieg dziata-
nia, odpowiadaja za wystepowanie niestandardowych typéw efektow sasiedztwa,
takich jak zwiekszenie przezywalnosci komoérek napromienionych, gdy komoérki
znajdujace sie w ich otoczeniu otrzymaty niewielkie dawki promieniowania.
Celem pracy byto zweryfikowanie tej hipotezy za pomoca serii eksperymen-
téw przeprowadzonych na komoérkach nowotworowych oraz na podstawie prze-
widywari modeli matematycznych, ktére na niej bazuja. Zadaniem tych drugich
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byto doktadne wyjasnienie, jak interakcja komorek z substancjami obu rozwaza-
nych typ6w moze doprowadzi¢ do wystapienia typowych oraz niestandardowych
popromiennych efektéw sasiedztwa.

1.3 Przewodnik po rozdziatach

Niniejsza rozprawa doktorska sktada sie z szesciu rozdzialéw, z ktérych kazdy
rozpoczyna sie krotkim streszczeniem.

Rozdzial pierwszy stanowi wstep, w ktérym przedstawiona jest motywacja dla
przeprowadzonych badan oraz najwazniejsze stawiane tezy.

W rozdziale drugim przedstawione sa najwazniejsze procesy i mechanizmy
biologiczne, stanowiace integralng czesé postawionej w pracy hipotezy badawcze;j.
Rozdzial rozpoczyna sie od opisu wplywu, jaki promieniowanie jonizujace moze
mie¢ na napromieniang komoérke oraz mechanizméw, jakimi dysponuje komorka,
aby uchroni¢ sie przed negatywnymi skutkami promieniowania. W dalszej czesci
rozdziatu znalez¢ mozna doktadne opisy popromiennego efektu sasiedztwa oraz
zjawiska senescencji komoérkowej, ktére stanowia podstawe stawianej na koricu
rozdzialu hipotezy badawczej.

W rozdziale trzecim przedstawione sa wyniki eksperymentéow wykonanych
w celu zweryfikowania postawionej hipotezy. Rozdzial rozpoczyna sie od opisu
materiatéw i metod wykorzystanych w trakcie eksperymentéw. Przedstawione sa
wykorzystane linie komérek ludzkich, metody hodowli, napromieniania oraz ba-
dania sity efektu sgsiedztwa. W pierwszej czedci rozdzialu znajdziemy réwniez
doktadny opis wykorzystanych metod pomiaru poszczegélnych charakterystyk po-
pulacji komoérkowej. W drugiej czesci rozdziatu przedstawione sa szczegdlowe wy-
niki poszczegdlnych eksperymentéw oraz analiza ich znaczenia dla postawionej
hipotezy badawczej. Wykorzystujac narzedzia statystyki, badane sa korelacje po-
miedzy poszczegblnymi zmiennymi oraz rézne zaleznosci wynikéw napromieniania
od statusu genu TP5H3.

W rozdziale czwartym przedstawiony jest pierwszy z rozwazanych modeli ma-
tematycznych, ktéry, opierajac sie na postawionej hipotezie i wynikach przepro-
wadzonych eksperymentéw, rozszerza powszechnie stosowany w radiobiologii mo-
del liniowo-kwadratowy (model LQ, ang. linear-quadratic model). Proponowane
rozszerzenie bierze pod uwage substancje czynnie wydzielane przez wyindukowa-
ne promieniowaniem komoérki w stanie senescencji, ktére moga mie¢ réznorodny
wplyw na otoczenie. W rozdziale przedstawione sa réwniez wyniki dopasowywa-
nia proponowanego modelu do danych eksperymentalnych dotyczacych zardéwno
komérek bezposrednio napromienianych, jak i tych przebywajacych jedynie w ich
sasiedztwie.

W rozdziale piatym przedstawiony jest model matematyczny opisujacy prze-
strzenny i czasowy rozwdj populacji komoérkowej, ktora poddana zostata dziata-
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niu promieniowania jonizujacego. Model oparty jest na asynchronicznym auto-
macie komérkowym, ktérego ewolucja silnie zalezy od wpltywu substancji wydzie-
lanych przez komoérki w stanie senescencji. Jednoczednie zmiany w czasie stezeri
tych substancji opisuja réwnania rozniczkowe czastkowe, ktorych struktura zale-
7y bezposrednio od aktualnego stanu automatu komorkowego. Celem rozdziatu
jest sprawdzenie, czy model matematyczny bazujacy na postawionej hipotezie
badawczej moze jakosciowo oddaé¢ wyniki eksperymentéw uzyskanych przez E. C.
Mackonis [63], z ktorych wynikaja niestandardowe typy efektu sasiedztwa.

Rozdzial szésty, ostatni, zawiera podsumowanie rezultatéw przedstawianych
W rozprawie.






Rozdziat 2

Stan wiedzy i hipoteza
badawcza

Streszczenie

W rozdziale drugim przedstawione sa najwazniejsze procesy i mechanizmy bio-
logiczne, stanowiace integralna czeé¢ postawionej w pracy hipotezy badawczej.
Rozdzial rozpoczyna sie od opisu wplywu, jaki promieniowanie jonizujace moze
mie¢ na napromieniang komérke oraz mechanizméw, jakimi dysponuje komérka,
aby uchroni¢ sie przed negatywnymi skutkami promieniowania. Waznym elemen-
tem mechanizmu ochronnego komorki jest biatko pb3, ktore odgrywa znaczaca
role w procesie naprawy DNA. W zwigzku z tym, w kolejnym podrozdziale przed-
stawione jest jego dziatanie. W dalszej czesci rozdziatu znalezé mozna doktadny
opis popromiennego efektu sasiedztwa, zjawiska, ktére nieco ponad dwie dekady
temu zachwialo teoretycznymi podstawami radiobiologii, dziedziny nauki zajmuja-
cej sie oddzialywaniem promieniowania jonizujacego na organizmy zywe. Wpltyw
tego zjawiska na wyniki napromieniania ilustruje eksperyment przeprowadzony
przez zespot E. C. Mackonis w 2007 roku, do ktérego odnosza sie rowniez na-
stepne rozdziaty. Ostatni proces biologiczny, ktoérego poznanie niezbedne jest do
postawienia i zrozumienia rozwazanej w pracy hipotezy badawczej, to zjawisko se-
nescencji komoérkowej. Doktadny opis tego zjawiska znajduje sie w przedostatniej
czedcl rozdziatu. Na koncu rozdziatlu postawiona jest hipoteza badawcza, weryfi-
kowana w dalszych rozdziatach na drodze eksperymentéw biologicznych i mode-

lowania matematycznego.
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2.1 Dziatanie promieniowania jonizujacego na komorki

Promieniowanie jonizujace, powszechnie wykorzystywane w leczeniu nowotwordw,
jest promieniowaniem, ktére tadunek elektryczny nadaje atomom, wczeéniej elek-
trycznie obojetnym. Dzieje sie to na skutek wybijania elektronéw z powtok elek-
tronowych, co prowadzi do powstania dodatnich jonéw i ujemnie natadowanych
swobodnych elektronéw [86]. Jonizacja zasad azotowych (adeniny, guaniny, cyto-
zyny i tyminy) sktadajacych sie na ni¢ DNA moze prowadzi¢ do powstawania
w niej peknieé¢ i co za tym idzie uszkodzein materialu genetycznego, ktérego in-
tegralnos¢ jest niezbedna dla przezycia i funkcjonowania komorek [2]. Jednak do
powstawania peknie¢ dochodzi w duzo wiekszym stopniu poprzez oddzialywanie
nici DNA z produktami przemian chemicznych wody, wywoltanych pochtonieciem
przez nia promieniowania jonizujacego (radioliza wody) [55, 82|. Jednymi z takich
szkodliwych produktéw sa rodnik hydroksylowy czy anionorodnik ponadtlenko-
wy [55]. Dodatkowo, reakcje zasad azotowych tworzacych DNA z produktami
radiolizy wody moga doprowadzi¢ do wystapienia licznych mutacji, potencjalnie
smiertelnych dla komorki [55]. Przyjmuje sie, ze najbardziej szkodliwe dla komorki
jest tzw. dwuniciowe pekniecie (ang. Double Strand Break - DSB), czyli powstanie
jednoczesnych peknie¢ na obu niciach DNA na tyle blisko siebie, ze dochodzi do
rozerwania calego lanicucha DNA [54].

Pojedyncze i podwojne pekniecia nici DNA sg wykrywane poprzez odpowied-
nie biatka detektorowe, ktoére przekazuja nastepnie sygnal kolejnym biatkom me-
diatorowym. Nastepujace potem kaskady sygnaléw prowadza do zmian w regulacji
roznorodnych aspektow funkcjonowania komorki, takich jak rozpoczecie procesu
naprawy DNA poprzez aktywacje odpowiednich bialek, spowolnienie juz rozpo-
czetego cyklu podzialu komoérkowego aby zwiekszyé zaséb dostepnego czasu na
naprawe, zwiekszenie poziomu dostepnych budulcowych elementéw DNA (deok-
synukleotydow, dNTP), czy tez w ostatecznosci, gdy uszkodzenia sa zbyt duze,
wprowadzenie komorki na szklak zaprogramowanej §mierci komorkowej (apopto-
zy) |54, 59|, por. rys. 2.1. W rzeczywistosci, w momencie wykrycia uszkodzenia
DNA dochodzi do zmian w poziomach ekspresji bardzo wielu bialek i liczba zmian
w mechanizmach regulacji komoérkowej wykracza daleko poza te wyszczegdlnione
powyzej. Warto podkresli¢, ze pekniecia jednoniciowe sg stosunkowo tatwo napra-
wiane i to te dwuniciowe 83 duzym wyzwaniem dla whudowanych mechanizmoéw
naprawy DNA, stanowiac realne zagrozenie dla funkcjonowania komorki [54].

2.2 Biatko p53 — straznik genomu

Jednym z najwazniejszych biatek regulujacych odpowiedZ komoérki na powstanie
uszkodzenn w nici DNA jest biatko p53 (kodowane przez gen TP53 potozony na
chromosomie 17), ktorego zasadnicza rola polega na wydtuzaniu czasu pomiedzy
kolejnymi podziatami komorki. Do spowolnienia cyklu komérkowego na skutek



2.3. POPROMIENNE EFEKTY SASIEDZTWA 9

Dwuniciowe / f
A
p(gkm@ue
Biatka
detektorowe
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DNA transkrypcji ™
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Rysunek 2.1: Schematyczne przedstawienie odpowiedzi komoérki na powstanie
dwuniciowego pekniecia DNA. Biatka detektorowe wykrywajg powstale pekniecie
i przekazuja sygnat dalej do bialek mediatorowych. Réznorakie kaskady sygnatowe
prowadza do zmian w regulacji réznych aspektéw funkcjonowania komoérki.

dziatania biatka p53 dochodzi w fazie G, podczas ktérej ma miejsce synteza roz-
nych enzyméw potrzebnych gtownie do replikacji DNA w nastepnej fazie [29].
Wydtuzenie cyklu umozliwia naprawe uszkodzeri DNA indukowanych réznymi
czynnikami egzo- i endogennymi, co zapobiega przekazywaniu zaburzen genetycz-
nych komoérkom potomnym. Ponadto, jedli uszkodzenia sg zbyt rozlegte lub na-
prawa nieskuteczna, biatko p53 uruchamia proces zaprogramowanej ,samobdjczej”
$mierci komorkowej — apoptozy [37, 64]. Ze wzgledu na tak duze znaczenie dla
mechanizméw utrzymujacych spojnosé DNA gen TP53, ktorego produktem jest
biatko pb3, zwany jest ,straznikiem genomu”. Dodatkowo, mutacje w genie TP53,
ktore uposledzaja jego dziatanie, stanowia najbardziej rozpowszechnione zmiany
genetyczne odnajdywane w nowotworach ludzkich [42]. W przypadku nowotworu
pluc, okreznicy, czy jajnika mutacja genu TP53 odnajdywana jest w okoto 50%
wszystkich zdiagnozowanych przypadkow [42].

2.3 Popromienne efekty sgsiedztwa

Nieco ponad dwie dekady temu poddano probie jeden z wazniejszych paradyg-
matéw radiobiologii méwiacy o tym, ze do zmian w komoérkach napromienianej
tkanki dochodzi wytacznie na skutek bezposredniego przejscia fotonoéw lub czaste-
czek promieniowania jonizujacego przez komorke, w ktorej gtéwna tarcza podatna
na uszkodzenia jest DNA. W [68] H. Nagasawa i J. Little doniesli, ze nienapro-
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mienione komoérki pochodzace z jajnika chomika chinskiego (Cricetulus griseus)
wykazuja zwiekszona czesto$é wymiany materiatu genetycznego pomiedzy sio-
strzanymi chromatydami (identycznymi kopiami tego samego chromosomu, ktore
powstaja przed podziatem komorki), gdy komorki znajdujace si¢ w ich poblizu sa
napromieniane matymi dawkami promieniowania a. Od momentu opublikowania
tamtych wynikéw wiele badan potwierdzito, ze odpowiedz populacji komoérkowej
na promieniowanie jonizujace nie daje sie sprowadzi¢ do prostego zagregowania
odpowiedzi poszczegdlnych komorek, por. [10, 83, i podane tam pozycje biblio-
graficzne|. W radiobiologii zaczeto zyskiwaé na znaczeniu zjawisko najczesciej na-
zywane popromiennym efektem sasiedztwa, czyli, w najszerszej mozliwej definicji,
zjawisko polegajace na wywotaniu zmian w komoérce poprzez poddanie innej ko-
morki dziataniu promieniowania jonizujacego [10]. Wnikliwy czytelnik zauwazy,
ze w powyzszej definicji nie jest wyszczegélniony ani rodzaj zmian, z jakimi mamy
do czynienia w komérkach, ani w jakiej odleglosci od siebie znajduja sie badane
komérki, ani co dziato sie z komoérka, w ktorej zaobserwowano zmiany. Wydaje
sie, ze wszystkie badane do tej pory niebezposrednie efekty promieniowania joni-
zujacego mozna podzieli¢ na trzy klasy efektow, ktére odnosza sie bezposrednio
do mozliwych scenariuszy napromieniania organizmu ludzkiego [10].

Pierwsza klasa efektow, badana po raz pierwszy w [68] i nazywana dalej po
prostu klasa efektow sasiedztwa (ang. bystander effects), odnosi sie do uktadéw,
w ktorych napromieniona zostaje cata populacja komérek, lecz przy wykorzysta-
niu na tyle matych dawek, ze tylko niektére komérki doswiadczaja bezposrednie-
go dziatania promieniowania. W tej sytuacji napromienione komérki wywoluja
zmiany w komérkach nienapromienionych, ktére réwniez znajduja sie w obszarze
dziatania promieniowania jonizujgcego, por. rys. 2.2A. Tego typu ukltady ekspe-

A Efekt sasiedztwa B Efekt widza C Efekt kohorty

Rysunek 2.2: Podziat efektéw popromiennych w zaleznosci od sposobu napromie-
niania. Klasyczny efekt sasiedztwa (A) wystepuje, gdy jedynie niektore komorki
z napromienianej populacji otrzymuja niezerowa dawke promieniowania. Efekt
widza (B) ma miejsce, gdy dochodzi do zmian w komorkach, ktore byly poza
napromienianym rejonem. Efekt kohorty (C) obejmuje zmiany, jakie wywoluja
pomiedzy soba komorki, ktére otrzymaly pewng dawke promieniowania. Szary
kolor na rysunkach oznacza komérke, ktéra otrzymata niezerows dawke promie-
niowania, a strzatki — mozliwa sygnalizacje miedzykomoérkowa.
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rymentalne #n vitro maja za zadanie odwzorowaé zachowanie komérek in vivo
w momencie, gdy ludzkie ciato poddawane jest malym dawkom promieniowania,
np. podczas przeswietlei bezpieczenistwa na lotniskach [51] czy w trakcie lotow
na duzych wysokosciach [13].

Druga klasa efektow, nazywana klasa efektow widza (ang. abscopal effects),
odnosi sie do sytuacji, w ktorej dochodzi do napromienienia jedynie pewnej czesci
organizmu (np. tkanki nowotworowej przy stosowaniu radioterapii), czyli opisuje
uktady, w ktorych badane sg zmiany w komérkach znajdujacych sie poza rejonem
napromieniania, por. rys. 2.2B. Dobrym przyktadem ilustrujacym te klase efektow
sa wyniki eksperymentu przedstawionego w [17], gdzie badano wplyw napromie-
niania nogi myszy na wzrost guza znajdujacego sie w okolicach linii §rodkowej
grzbietu. Okazalo sie, ze wzrost nowotworu jest wyraznie stabszy, gdy ma miej-
sce napromienianie jednej z konczyn. Powszechnie przyjmuje sie jednak, ze efekt
widza, ktory obserwuje sie in wivo, stanowi raczej odpowiedZ catego organizmu
na efekt zastosowania promieniowania jonizujacego, anizeli jedynie rezultat wysy-
lania roznego rodzaju sygnatow przez komorki bezposrednio napromienione [67].
Efekt widza in vivo zalezy w duzym stopniu od komérek uktadu odpornoscio-
wego, od ciaglego transportu substancji przez uktad krwionodny, czy wysitkow
calego organizmu do odzyskania sprawnoéci po przynajmniej czesciowym uszko-
dzeniu napromienianego organu. W zwiazku z tym, wszelkie eksperymenty in
vitro, w ktérych bada sie jedynie wplyw sygnatéw wysytanych przez komoérki bez-
posrednio napromienione do komérek nienapromienionych, niezaleznie od tego czy
znajdowaly sie w napromieniowywanym rejonie, czy tez nie, okresla sie mianem
eksperymentéw badajacych efekt sasiedztwa.

Ostatnia, najrzadziej badana eksperymentalnie klasa efektéw, nazywana kla-
sa efektow kohorty (ang. cohort effects), odnosi sie do sytuacji, w ktorej kazda
komoérka z napromienionej populacji otrzymata pewna dawke promieniowania jo-
nizujacego (niekoniecznie te¢ sama) i badane s te zmiany komorek, ktore zostaly
wywolane przez sygnaly pochodzace od innej komoérki napromienionej [57], por.
rys. 2.2C. W takim ukladzie kazda z komorek sktadajacych sie na napromieniong
populacje jest zaréwno odbiorca, jak i nadawca sygnalu. Z tego typu sytuacja
i vivo ma sie do czynienia w przypadku miejsc, ktére diagnostycznie przeswie-
tlono promieniami Roentgena, badz tez w przypadku klinicznego zastosowania
radioterapii, w miejscu napromienienia nowotworu [10].

Nie jest jednoznaczny réwniez rodzaj zmian, jakie zachodza w komoérkach
otrzymujacych sygnaly od komérek bezposrednio napromienionych. Efekt koni-
cowy zalezy w duzym stopniu od uktadu eksperymentalnego, linii komoérkowe;j
oraz wielkosci dawki promieniowania [10]. Najczesciej obserwuje sie zmiany nie-
korzystne dla komorek, ktore dotycza m. in. obnizenia frakcji przezywajacych ko-
morek klonogennych [66] (definicja w podrozdziale A.1 w dodatku), zwiekszonej
czestoscl wymiany materiatu genetycznego miedzy chromosomami [60, 68] oraz
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zwiekszenia niestabilnodci genetycznej bedacej wynikiem réznego typu aberracji
chromosomowych czy indukcji mikrojader, co moze doprowadzi¢ nawet do Smier-
ci komorki na drodze apoptozy [77]. W dostepnej literaturze mozna jednoczesnie
znalezé informacje o pozytywnych zmianach, jakie zachodza w komérkach od-
bierajacych sygnaly, wéréd ktérych mozna wyrdznié np. zwickszenie odpornoéci
komorek na promieniowanie jonizujace [53] czy tez zwiekszenie czestosci wystepo-
wania podziatéw komoérkowych w populacji [52]. Sciezki sygnatowe odpowiedzialne
za wystepowanie efektow sasiedztwa nie zostaty do kotica poznane, ale mozna wy-
rézni¢ kilka wewnatrz- i zewnatrzkomoérkowych czastek sygnatowych, ktére maja
dla nich kluczowe znaczenie, por. [83, i podane tam pozycje bibliograficzne|. Spo-
§r6d nich mozna wyr6zni¢ m. in. reaktywne formy tlenu, tlenki azotu, interleukine

8, biatko pb3 oraz biatko NF-xB.

2.3.1 Eksperyment E. C. Mackonis i in.

W pracy z roku 2007 [63] E. C. Mackonis wraz ze wspotpracownikami opisa-
ta eksperyment znakomicie ilustrujacy, jak niejednoznaczny moze by¢ koncowy
rezultat napromieniania, gdy w badanym uktadzie wystepuje efekt sasiedztwa.
W eksperymencie dokonano poréwnania przezywalnosci komorek czerniaka (ang.
melanoma, MM576, ztosliwy nowotwor skory) dla roznych dawek i wzorcow na-
promieniania. Komoérki posiewane byty na dno specjalnie przygotowanych butelek
hodowlanych, na ktére naktadano odpowiednio spreparowane ostony radiacyjne.
Obok catkowitego braku ostony radiacyjnej rozwazane byty dwa wzorce napro-
mieniania: w pierwszym przypadku ostone natozono na 75% catkowitego obszaru
hodowli i odstonieta zostata jedynie pierwsza ¢wiartka powierzchni hodowlanej;
w drugim przypadku zastonieto tez 75% catkowitego obszaru, jednak obszar od-
stoniety podzielony byl na trzy identyczne i réwno roztozone prazki, por. rys. 2.3.
Butelki poddawane byly dziataniu promieniowania jonizujacego o réznych daw-

Cale pole Cwiartka pola Prazki

—_— — [ —
9 cm 2.25 em 0.75 cm 2.25 cm

Rysunek 2.3: Przestrzenne wzorce napromieniania rozwazane przez
E. C. Mackonis i in. [63]. Ciemnoszare fragmenty przedstawiaja obszary
butelek hodowlanych, ktore byty ostoniete przed promieniowaniem.

kach: 3, 6, 10 i 20 Gy. Dodatkowe szczegdbltowe pomiary pokazaly, ze w kazdym
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z rozwazanych scenariuszy, przez zastosowane ostony przeciwradiacyjne przedo-
stawala sie nieznaczna ilo$¢ promieniowania jonizujacego, wywoltujaca uszkodze-
nia jedynie w niewielkiej czedci komoérek. W czasie 5 minut po napromienieniu
wymieniano pozywke hodowlana (medium), a nastepnie po uptywie 10-12 dni
obliczono frakcje przezywajacych komorek klonogennych in situ (definicja w pod-
rozdziale A.1 w dodatku), czyli kolonie zliczane byly bezposrednio w butelce,
w ktorej dochodzito do napromieniania. Frakcje przezywajace obliczano dla calej
butelki oraz oddzielnie dla obszaréw odstonietych i zastonietych (poprzez porow-
nywanie odpowiednich obszaréw). 7Z uwagi na niezerowa dawke promieniowania
przedostajaca sie przez ostony radiacyjne, obszary otwarty i zamkniety zdefinio-
wano jako obszary, do ktorych docierato odpowiednio 90% i 10% calkowitej do-
starczonej dawki. Co wazne, pomocnicze eksperymenty wykazaly, ze w trakcie
napromieniania i dalszej hodowli nie dochodzito do przemieszczania sie komorek
pomiedzy poszczegdlnymi obszarami. Czedé¢ uzyskanych wynikéw przedstawiona
jest w tabeli 2.1. Zebrane dane wskazujg na dwa niestandardowe rodzaje odpowie-
dzi komoérek na sygnaly generowane przez komorki napromienione. W tabeli 2.1
na kolor zielony zaznaczono wyniki wskazujace na zwiekszenie przezywalnosci ko-
moérek klonogennych w populacji komoérek nieostonietych przed promieniowaniem,
gdy w ich otoczeniu znajdowaly sie komérki, ktére, mimo przebywania pod osto-
ng radiacyjna, otrzymaly niewielkie dawki promieniowania. Rzeczywiscie, frakcje
przezywajacych komoérek klonogennych w tym przypadku (0,528 oraz 0,710) sa
znacznie wieksze od tej zinierzonej dla populacji nie majacej tego typu sasiedztwa
(0,279). Z kolei kolorem zottym zaznaczono dane, ktore wskazuja na zwigkszenie
przezywalnogci komorek klonogennych w populacji komoérek ostonietych zastona
radiacyjna, w momencie gdy komorki sasiadujace (nie znajdujace sie¢ pod zasto-
na) otrzymaty wysokie dawki promieniowania. Powyzsze wyniki maja zasadnicze
znaczenie wobec coraz precyzyjniejszych aparatéw stuzacych napromienianiu no-
wotwordow, ktére poprzez przestrzenng modulacje wielkosci dawki maksymalizu-
ja dawke aplikowang w rejon nowotworu i minimalizuja dawke promieniowania
odbieranego przez otaczajaca zdrowa tkanke [39]. Wydaje sie, ze aby nalezycie
zoptymalizowaé aplikowang dawke, nalezy zrozumieé skomplikowane mechanizmy
stojace za popromiennym efektem sasiedztwa.

2.4 Program senescencji komoérkowe;j

Senescencje komorkowa definiuje sie jako nieodwracalne zatrzymanie cyklu po-
dziatu komorki, ktéra pozostaje mimo tego przy zyciu i jest dalej metabolicznie
aktywna [58]. Po raz pierwszy senescencje zaobserwowano eksperymentalnie w la-
tach 60. XX wieku, gdy po wykonaniu kilkudziesieciu pasazy cze$é¢ z hodowanych
komorek ludzkich zaniechala podziatow [48, 49]. Komorki w stanie senescencji
mozna rozpoznaé po zwickszonej w stosunku do komérek aktywnie dzielacych sie
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. Frakcja Frakcja
Wzorzec Calkovx.nta przezywajaca przezywajaca
Dawka naswietlania fI:akCJE% w obszarze w obszarze
S nieostonietym zastonietym
3 Gy Prazki 0,832 £ 0,093 | 0,528 = 0,067 | 0,822 £+ 0,100
6 Gy Prazki 0,978 £ 0,169 | 0,213 £+ 0,041 | 1,034 £+ 0,196
10 Gy Prazki 0,757 £ 0,127 | 0,021 £ 0,013 | 0,970 £+ 0,167
20 Gy Prazki 0,914 £ 0,094 | 0,000 £ 0,000 | 1,535 & 0,131
3 Gy Cwiartka 0,665 £ 0,085 | 0,710 £ 0,136 | 0,705 £ 0,096
6 Gy Cwiartka 0,818 £ 0,112 | 0,113 £ 0,032 | 0,838 £+ 0,107
10 Gy Cwiartka 0,641 £ 0,082 | 0,010 £+ 0,008 | 0,848 £+ 0,110
20 Gy Cwiartka 0,791 £ 0,087 | 0,014 £ 0,007 | 1,313 £ 0,153
3 Gy Brak ostony 0,279 £+ 0,100
6 Gy Brak ostony 0,062 + 0,023
10 Gy Brak ostony 0,009 + 0,006
20 Gy Brak ostony 0,000 £ 0,000

Tabela 2.1: Podsumowanie wynikow eksperymentalnych przedstawionych w [63].
Kolorami zaznaczone sa zestawy wartosci, ktore wskazuja na pozytywny (zwiek-
szajacy przezywalnosé) wplyw sygnatow wysytanych przez komorki napromienio-
ne.

objetosci, czy tez powiekszonym jadrze komérkowym, por. rys. 2.4. Dochodzi row-
niez do szeregu zmian biochemicznych wewngtrz komérki, z ktérych najczesciej
stosowanym markerem do oznaczania senescencji jest zwiekszony poziom enzymu
B-galaktozydazy [27]. Dalsze eksperymenty wykazaly, ze istnieje skoniczona liczba
podziatéw, ktoére komoérka moze wykonaé¢ zanim wejdzie w stan senescencji lub
zginie (limit Hayflicka). Pokazano, ze limit Hayflicka zalezy silnie od tego, jakiego
typu jest badana komorka i z jakiego organizmu pochodzi [18]. Co wiecej, wykaza-
no istnienie korelacji pomiedzy dlugoscia zycia, a wielkoscia limitu Hayflicka [81].
W zwigzku z tym od wielu lat senescencje komorkowa wiaze sie bezposrednio
z procesem starzenia organizmu. Eksperymenty wykorzystujace enzym telomera-
zy, ktory odbudowuje koricowe fragmenty chromosomoéw (telomery) [44], wyka-
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Rysunek 2.4: Komorki raka jelita grubego HCT116 p53 +/+ w stanie senescen-
cji (A) oraz HCT116 p53 —/— wykazujace morfologiczne cechy apoptozy (B)
po ekspozycji na dawke 8 Gy promieniowania X. Komérka w stanie senescencji
charakteryzuje sie duzo wieksza objetoécia oraz znaczaco powiekszonym jadrem.
Zdjecia z eksperymentéw wiasnych.

zaly, ze wejécie w stan senescencji po wyczerpaniu liczby mozliwych podziatow
stanowi konsekwencje stopniowego skracania telomeréw, majacego miejsce przy
kazdym podziale komorki [3, 11, 47].

Poczatkowo sadzono, ze stan senescencji komoérkowej jest jedynie efektem
ubocznym intensywnego hodowania komoérek in vitro 1 w organizmie zadna z ko-
moérek nie ma realnej mozliwoéci wyczerpania dostepnej puli podziatow. W opo-
zycji do tego pogladu stoi fakt, ze obecnosé komérek w stanie senescencji za-
obserwowano in vivo w wielu réznych tkankach [20]. Jednak nie ma pewnosci,
czy senescencja komoérkowa wykryta in vivo wywolana jest przez skracanie te-
lomeréw, poniewaz wykazano, ze w stan senescencji moze wprowadzi¢ komorke
szereg innych bodzcow. Jednym z najwazniejszych i najczeéciej wystepujacych
bodzcéw indukujacych senescencje komérkowa jest wystapienie odpowiednio du-
zych uszkodzen DNA, ktore powstaja w skutek poddawania komoérek réznego
rodzaju stresom, takim jak dziatanie promieniowania jonizujacego czy reaktyw-
nych form tlenu (ang. stress induced senescence, SIS) [58]. Do indukcji senescencji
komorkowej moze rowniez 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 sa genami, ktore
moga prowadzi¢ do transformacji komoérki w komérke nowotworowa poprzez od-
powiednio ich aktywacje oraz dezaktywacje [99]. Wyniki eksperymentéw sugeruja,
ze nie ma jednej uniwersalnej sciezki sygnatowej prowadzacej do stanu senescencji
komorkowej [88]. Mimo tego uniwersalng wydaje sie by¢ zalezno$¢ programu se-
nescencji komérkowej od statusu genu TP53. Wiele eksperymentéw wykazalto, ze
komorki z w petni funkcjonalnym genem TP53 z wiekszym prawdopodobienistwem
wchodza w stan senescencji komoérkowej wywolanej stresem w poréwnaniu z ko-
morkami, w ktorych doszto do uszkodzenia tego genu [8]. Istnieje wiele hipotez,
ktore probuja wyjasnié, jaka przewage ewolucyjna daje posiadanie programu se-
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nescencji komoérkowej. Najczesciej przytaczana méwi o tym, ze senescencja stuzy
jako dodatkowy mechanizm zapobiegajacy powstawaniu nowotworu [61].

Ostatnie lata pozwolity na doktadniejsze zbadane wplywu obecnodci komé-
rek w stanie senescencji na ich bezposrednie otoczenie. Okazato sie, ze wieksza
czesé z komorek, ktore weszly w stan senescencji komoérkowej wykazuje rowniez
dobrze zdefiniowany zespot daleko idacych zmian w whudowanych mechanizmach
regulacyjnych (ang. senescence-associated secretory phenotype, SASP) [24]. Zmia-
nom tym towarzyszy ogromny wzrost ekspresji ponad 40 zwigzkéw przenoszacych
sygnaly pomiedzy komoérkami, ktére moga mieé¢ réznoraki wpltyw na otaczajace
srodowisko [21, 100]. Pokazano, ze komérki w stanie senescencji wykazujace jedno-
czesnie SASP moga w otaczajacej populacji zwiekszaé czestosé¢ zachodzacych po-
dzialow komorkowych, powodowaé¢ odroznicowywanie si¢ komorek (zmniejszanie
ich specjalizacji), zwieksza¢ tempo migracji, czy tez stymulowaé proces angioge-
nezy (proces powstawania nowych naczyn krwionosnych) [24]. Co wazne, jednym
z elementoéw SASP jest wydzielanie przez komorki reaktywnych form tlenu i tlen-
ku azotu [94, 98], ktore sa uwazane za jedne z wazniejszych czastek sygnalizacyj-
nych towarzyszacych efektowi sasiedztwa [83]. Wyniki eksperymentow wskazuja,
ze SASP jest zachowany w réznych typach komérek pochodzacych od réznych ga-
tunkow [22, 23] i moze zosta¢ wywotany za pomoca chemioterapii, ktora powoduje
uszkodzenia DNA [23].

2.5 Hipoteza badawcza

Na podstawie przedstawionych powyzej opiséw zjawisk biologicznych mozemy wy-
suna¢ badana w niniejszej pracy hipoteze, ktéra méwi o kluczowej roli programu
senescencji komorkowej dla wystepowania popromiennego efektu sasiedztwa. Roz-
wazmy populacje komoédrek hodowana w postaci pojedynczej warstwy umieszczonej
na plaskim podtozu, ktéra poddawana jest bezposredniemu dziataniu promienio-
wania jonizujacego. Na skutek wyindukowanych uszkodzenn DNA, czesé¢ komorek
w populacji wchodzi w stan senescencji komoérkowej odznaczajacy sie jednocze-
$nie SASP. Komorki te zaczynaja wydziela¢ do otaczajacego je mikrosrodowiska
substancje, sposréd ktérych mozemy wyrézni¢ dwa interesujace nas typy:

1. substancje mogace uszkadza¢ DNA innych komorek, bedace czgsteczkami
o krotkim okresie potowicznego rozktadu (np. wymieniony wczesniej tlenek
azotu);

2. substancje pobudzajace inne komoérki do kolejnych podzialéw, bedace bial-
kami o dtugim okresie niezmiennej biologicznej aktywnogdci, por. rys. 2.5.

Substancje pierwszego typu, majace relatywnie krotki zasieg dziatania, wywotuja
kolejne uszkodzenia w otaczajacych komorkach i, co za tym idzie, moga wpro-
wadza¢ w stan senescencji kolejne komorki (rowniez z SASP). Co najwazniejsze,
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Rysunek 2.5: W wyniku dziatania promieniowania jonizujacego (obszar w czer-
wonym okregu) w populacji indukowana jest pewna liczba komorek w stanie se-
nescencji (kolor zielony). Komorki te zaczynaja wydziela¢ substancje o ograniczo-
nym zasiegu dzialania i mogace uszkodzi¢ DNA innych komorek (czarne okregi
wyznaczaja zasieg) oraz substancje o dalekim zasiegu dziatania i mogace pobudzi¢
komorki do podziatow (zielone gwiazdki).

jesli bezposrednio nad warstwa napromienionych komoérek umiescimy warstwe ko-
morek niepoddanych dziataniu promieniowania, substancje te wywotaja w nich
analogiczne zmiany. Zatem substancje pierwszego typu odpowiadaja za najczesciej
obserwowany szkodliwy (obnizajacy przezywalnos¢, zwiekszajacy niestabilnosé ge-
netyczng) wplyw komorek napromienionych na komorki sasiadujace. Sygnalty typu
drugiego natomiast, dzieki zgota innemu sposobowi dziatania, odpowiedzialne sa
za wystepowanie niestandardowych typéw efektéw sasiedztwa. Bez trudu moz-
na wyobrazi¢ sobie uktad eksperymentalny, w ktérym obie populacje komorek
sa, od siebie oddalone na tyle, ze jedynie sygnaly o dalekim zasiegu beda mogty
przekaza¢ miedzy nimi jakakolwiek informacje. Przy koinkubacji zaobserwujemy
wtedy duzo wieksze tempo rozwoju populacji komérek nienapromienionych, niz
w przypadku ich samodzielnej hodowli. Jednak ciekawe i wymagajace zbadania
sa uktady, w ktorych oba typy sygnaléw odgrywaja role i wynik wspoélnej hodow-
li nie jest oczywisty. Powyzsze rozwazania podsumujemy krétko w nastepujacej
hipotezie.

Hipoteza. Wystgpienie popromiennego efekiu sqsiedztwa jest konsekwencjg poja-
wienta sie w populacyi bezposrednio napromientonej komdrek w stanie senescencyi
z SASP. Co wiecej, jego sita zalezy bezposrednio od liczby komdrek, w ktdrych
ten specyficzny fenotyp zostal wyindukowany (poczatkowo lub na skutek wtérnych
oddziatywar). Rozne typy popromiennego efektu sqsiedztwa sq natomiast zwigza-
ne z réznymi rodzajami substancyi, ktore sq aktywnie wydzielane przez komdrki
z SASP. Komdrki sqsiednie znajdujgce sie w matej odlegtosci od napromienio-
nej populacyi sq pod niekorzystnym wpltywem substancji, ktore mogq uszkadzaé
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DNA komdrki i, co za tym idzie, zmmniejszac ich przezywalnos$é. Gdy odleglosé jest
wieksza, do komdrek docierajg jedynie substancje, ktore pobudzajq je do kolejnych
podziatow, czyli zwickszajg ich eksperymentalnie szacowang przezywalnosé.

Waznym wnioskiem wynikajacym z powyzszej hipotezy jest to, ze sita efektu
sasiedztwa (liczba dotknietych nim komorek) zalezy od tego jak czesto komorki
wchodza w stan senescencji przy danej dawce promieniowania. Poniewaz wiele eks-
perymentéw wykazato, ze komérki z w petni funkcjonalnym genem TP53 z wiek-
szym prawdopodobieristwem wchodza w stan senescencji komorkowej wywotanej
stresem w poréwnaniu z komérkami, w ktérych doszto do uszkodzenia tego genu,
naturalnym wydaje si¢ badanie tej hipotezy przy wykorzystaniu komérek tego
samego typu, ale z réznym statusem tego genu.



Rozdziat 3

Wyniki eksperymentalne

Streszczenie

W rozdziale trzecim przedstawione sa wyniki eksperymentéw wykonanych w celu
zweryfikowania hipotezy badawczej postawionej w poprzednim rozdziale. Rozdziat
rozpoczyna sie od opisu materiatéw i metod wykorzystanych w trakcie ekspery-
mentéw. Opisane zostaly wykorzystane linie komérek ludzkich, metody hodowli,
napromieniania oraz badania sity efektu sasiedztwa. W pierwszej czesci rozdziatu
znajdziemy réwniez doktadny opis wykorzystanych metod pomiaru poszczegol-
nych charakterystyk populacji komoérkowej. W drugiej czesci rozdziatu przedsta-
wione sa szczegdtowe wyniki poszczegdlnych eksperymentéw oraz analiza ich zna-
czenia dla postawionej hipotezy badawczej. Za pomoca narzedzi statystyki zba-
dane zostaly korelacje pomiedzy poszczegdlnymi zmiennymi oraz rézne zaleznosci
wynikéw napromieniania od statusu genu TP53.

3.1 Materiaty i metody

3.1.1 Linie komdrkowe i metoda hodowli

Do eksperymentéw wykorzystano trzy linie komoérkowe: dwie wyprowadzone z ra-
ka okreznicy (ang. human corolectar cancer, HCT116) oraz jedna wyprowadzona
z ludzkich fibroblastow (ang. normal human dermal fibroblasts, NHDF). Linie
komérek HCT116 réznity sie od siebie statusem genu TP53. Pierwsze mialy po-
zostawiony gen TP53 w funkcjonalnej i niezmienionej formie (HCT116 p53 +/+),
podczas gdy drugie byly tego genu catkowicie pozbawione (HCT116 p53 —/—).
Obie linie raka okreznicy zostaly pozyskane z banku komoérek mieszczacego sie
w Zakladzie Biologii Nowotworéw Instytutu Onkologii w Gliwicach. Wczesne pa-
saze ludzkich fibroblastow zostaly zakupione w firmie Lonza Walkersville Inc.

19
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Hodowle komoérek prowadzono w podtozu Dulbecco’s Modified Eagle’s Me-
dium/F12 Ham (DMEM /F12 1:1) firmy Sigma-Aldrich. Podtoze hodowlane zosta-
to dodatkowe wzbogacone inaktywowana bydleca surowica plodowa (firmy PPA)
w ilosci 12% konicowej objetosci podtoza. Aby unikna¢ zakazenia probki i co za
tym idzie znieksztalcenia wynikéw eksperymentéw, do podtoza dodano dodatkowo
antybiotyku gentamycyny (firmy Krka) w stezeniu 80 pg/ml. Wszystkie trzy linie
komoérkowe byty okresowo sprawdzane pod katem infekcji przez mykoplazmy, kto-
re 83 rodzajem bakterii pozbawionych §ciany komorkowej i odpornych na szerokie
spektrum stosowanych obecnie antybiotykéw. Do testu na obecno$é mykoplazm
wykorzystano zestaw Mycoplasma Stain Kit zakupiony w firmie Sigma-Aldrich.
Hodowla odbywala sie w inkubatorze utrzymujacym temperature 37 °C, 5% ste-
zenie dwutlenku wegla oraz 95% wilgotnos¢ powietrza.

3.1.2 Metody napromieniania i badania efektu sasiedztwa

Do badania efektu sasiedztwa wykorzystano ptytki hodowlane Falcon™ zaku-
pione w firmie Becton-Dickinson. Na pojedynczy zestaw sklada sie plytka, na
ktorej znajduje sie sze$¢ izolowanych kolistych studzienek (dotkow) oraz szesé
oddzielnych insertéw, por. rys. 3.1. Spdd inserté6w stanowi transparentna mem-

.II\ i / Insert wstawiony

-

Plytka szesciodotkowa

Rysunek 3.1: Zestaw wykorzystany do badania efektu sasiedztwa. Do poszczegol-
nych dotkéw zawierajacych napromieniane komérki, wstawiane sg inserty, w kto-
rych znajdujg sie komérki nie wystawione na dzialanie promieniowania.

brana z gesto upakowanymi porami o §rednicy 0,4 um, przez ktore przedostaja
sie jedynie pozywka hodowlana, biatka i inne czastki sygnatowe. Insert jest tak
zaprojektowany, ze po wstawieniu na plytke jego spdd znajduje sie w odleglosci
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0,9 mm od dna dotka, czyli nie dochodzi do stykania sie komoérek umieszczonych
w insercie i tych w dotkach, a transparentna membrana pozwala na obserwacje
komoérek pod mikroskopem.

Na okoto 20 godzin przed rozpoczeciem eksperymentu do kazdego dotka ptytki
szesciodotkowej i do insertéw umieszczonych w oddzielnych plytkach wysiewano
po 100 tys. komorek zawieszonych w 3 ml podloza hodowlanego. Tak przygo-
towane probki byly dalej inkubowane. W momencie rozpoczecia napromieniania
komorki w dotkach zajmowaly okoto 50% caltkowitej dostepnej powierzchni ho-
dowlanej wynoszacej 9,6 cm?. Przed napromienieniem podtoze z dotkéw i insertow
bylo wymieniane na swieze. Ptytki z komérkami rosnacymi w dotkach poddawane
byty dzialaniu promieniowania jonizujacego w pojedynczej dawce wynoszacej 2,
4, 6 oraz 8 Gy (1 Gy = 1 J/kg; dzul na kilogram [86]) i generowanej w tempe-
raturze pokojowej przez akcelerator elektronéw Cliniac 600 firmy Varian. Przy
kazdej serii eksperymentéw z réznymi dawkami promieniowania prowadzona byta
rowniez plytka kontrolna (oznaczana przez dawke 0 Gy), czyli nie poddawana
dziataniu promieniowania i traktowana analogicznie do pozostatych. Natychmiast
po napromienieniu do dotkéw wstawiane byly wczedniej przygotowane inserty
z nienapromienianymi komoérkami (sasiednimi) i taki zestaw byt dalej inkubowa-
ny przez okreslony czas. Catos¢ procedury eksperymentalnej ilustruje rysunek 3.2.
Dla wszystkich rozwazanych dawek promieniowania i linii komérkowych, kazdy

Posiew komarek Napromienianie Wstawianie insertow

OO0 0[O0 0| m] @@ @
000|000

Rysunek 3.2: Uktad eksperymentalny wykorzystany do badania efektu sasiedz-
twa. Komorki po 20 godzinach od posiania w dotkach poddawane sg dziataniu
promieniowania jonizujacego. Po uptywie okoto 10 minut do dotkéw wstawiane sa
inserty z komoérkami posianymi réwniez 20 godzin wczesniej.

eksperyment prowadzono w co najmniej czterech oddzielnych dotkach, czyli wy-
konano minimum cztery powtdrzenia kazdego eksperymentu.

3.1.3 Metody pomiaru frakcji przezywajacych komoérek klonogen-
nych

Do oceny przezywalnosci komoérek klonogennych napromienione komoérki koinku-
bowano z nienapromienionymi, po czym inserty wyjmowano z dotkéw i komorki
zbierano oddzielnie z dotkéw i insertéw za pomoca roztworu trypsyny. Po kil-
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kuminutowej inkubacji i dodaniu §wiezej pozywki hodowlanej w celu inaktywacji
zastosowanej trypsyny, zawiesine z kazdego dotka i insertu przenoszono do oddziel-
nych probowek i wirowano przez 2 minuty przy predkosci 2000 obr/min. Medium
znad komoérek osadzonych na dnie probéwki byto zlewane, a same komoérki za-
wieszane w $wiezej porcji pozywki. Za pomoca hemocytometru okreslana byta
$rednia liczba komoérek przypadajacych na 1 ml tak przygotowanej zawiesiny i po
odpowiednim rozcieniczeniu zawiesina nanoszona byta na plytki Petriego o sred-
nicy 6 cm. Tak przygotowane ptytki inkubowane byly dalej przez 7 dni celem
okreglenia frakcji przezywajacych komoérek klonogennych, por. dodatek A.1.

3.1.4 Pomiar frakcji komérek w stanie senescencji

Pomiar komérek w stanie senescencji odbywat sie in situ, czyli bezposrednio w dot-
kach i insertach. Uniknieto w ten sposéb dodatkowego niekorzystnego oddzialy-
wania na badane komoérki. Do rozpoznawania komoérek w stanie senescencji wy-
korzystany zostal szeroko stosowany biochemiczny marker: zwickszona ekspresja
zwiazanej z senescencja (-galktozydazy (SA-S-gal, ang. senescence-associated
B-galactosidase) [27]. Do oznaczania komorek ze zwiekszona ekspresja SA-fS-gal
wykorzystano komercyjny zestaw Senescence Cells Hostochemical Staining Kit
zakupiony w firmie Sigma-Aldrich, ktory po zastosowaniu wybarwial komorki ze
zwiekszong ekspresjg SA-[-gal na kolor zielony. Szacowania frakeji wybarwionych
komoérek w catej populacji dokonywano wizualnie przy wykorzystaniu odwréco-
nego mikroskopu. Za jego pomoca rejestrowane byty zdjecia zawierajace w kadrze
minimum 500 komérek, a nastepnie na kazdym z nich zliczana byta catkowita
liczba komoérek oraz liczba komoérek wybarwionych na kolor zielony. W przypad-
ku kazdej ptytki/dotka rejestrowane bylo minimum osiem zdje¢. Na rysunku 3.3
przedstawione jest przyktadowe zdjecie, ktére zostato poddane analizie.

3.1.5 Pomiar apoptozy

Pomiar apoptozy wykonywano jednoczesnie z analiza indukcji mikrojader po
zastosowaniu bloku cytokinetycznego. W tym celu po napromienieniu komérek
w dotkach i polgczeniu z insertami, do podloza hodowlanego dodawano cyto-
chalazyne B (toksyne pochodzaca z grzybow plesniowych, ktora blokuje podziat
cytoplazmy, czyli cytokineze) w dawce 3 pl/ml. Po zakoriczeniu koinkubacji, do
dotkéw oraz insertéw wprowadzono enzym trawienny trypsyne celem odseparowa-
nia komérek od podtoza. Po kilkuminutowej inkubacji i dodaniu §wiezej pozywki
hodowlanej w celu inaktywacji zastosowanej trypsyny, zawiesine z kazdego dotka
i insertu przenoszono do oddzielnych probéwek i wirowano przez 2 minuty przy
predkosci 2000 obr/min. Medium znad komorek osadzonych na dnie probowek
byto zlewane, a same komorki zawieszane w 96% etanolu o temperaturze —20°C
i przechowywane w zamrazarce przez kilka nastepnych dni. Komérki byty nastep-
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Rysunek 3.3: Przyktadowe zdjecie fragmentu ptytki hodowlanej po przepro-
wadzeniu wybarwiania komorek odznaczajacych sie zwiekszona ekspresja (-
galaktozydazy (komorek w stanie senescencji).

nie utrwalane w roztworze metanol:kwas octowy (3:1) i przygotowywano szkietka
mikroskopowe, ktore byty dalej analizowane w mikroskopie fluorescencyjnym, po
wybarwieniu fluorochromem DAPT (4’,6-diamidino-2-phenylindol) przy dtugosci
fali wzbudzenia 355 nm i emisji 460 nm. Komérki apoptotyczne byty oceniane
wizualnie na podstawie charakterystycznych zmian morfologicznych, takich jak
zmniejszenie rozmiaru komorki, czy tez kondensacja chromatyny i fragmentacja
jadra komérkowego w péznych fazach apoptozy.

3.1.6 Pomiar catkowitej liczby komérek pozostajacych w dotkach
i insertach po zakonczeniu koinkubacji

W celu oszacowania catkowitej liczby komorek przezywajacych napromienianie
i nastepujaca po nim koinkubacje, bezposrednio po zakonczeniu koinkubacji me-
dium ze wszystkich dotkéw oraz insertéw zostato zebrane do oddzielnych pro-
béwek. Uniknieto w ten sposéb pominiecia przy dalszym zliczaniu tych komérek,
ktore nie przywarty do podtoza. Do dotkéw oraz insertéw wprowadzono nastepnie
enzym trawienny trypsyne celem odseparowania komoérek od podtoza. Po kilku-
minutowej inkubacji i dodaniu $wiezej pozywki hodowlanej w celu inaktywacji
zastosowanej trypsyny, zawiesine z kazdego dotka i insertu przenoszono do tych
samych probdéwek, do ktérych zebrano wezedniej medium i wirowano przez 3 mi-
nuty przy predkosci 2000 obr/min. Medium znad komorek osadzonych na dnie
probéwek bylo zlewane, a same komorki utrwalane w 1 ml 96% etanolu o tempe-
raturze —20°C i trzymane w zamrazarce przez kilka nastepnych dni. Ostatecznie,
niewybarwione komorki zliczano w komorze Biirkera korzystajac z odwroconego
mikroskopu i kontrastu fazowego.
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3.2 Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw

W kolejnych podrozdziatach przedstawione sa wyniki wszystkich eksperymentéw,
ktore zostaly przez nas przeprowadzone w celu sprawdzenia biologicznych pod-
staw hipotezy badawczej postawionej w tej pracy. Objasnienie dla wszystkich
narzedzi statystycznych wykorzystanych w dalszej czeéci rozdziatu, takich jak
test t-Studenta, wspoétezynnik korelacji Pearsona czy wspoélczynnik determinacji
modelu R?, czytelnik moze odnalezé w dodatku B do niniejszej rozprawy.

3.2.1 Frakcja komérek pozostajacych w dotkach i insertach po za-
konczeniu koinkubacji

Co byto do przewidzenia, wyniki eksperymentalne pokazuja wyraznie, ze stosu-
nek liczby komoérek znajdujacych sie w dotkach po 48 godzinach koinkubacji do
ich liczby przed napromienianiem maleje wraz ze wzrostem dawki promieniowa-
nia, por. rys. 3.4. Jednak biorac po uwage kluczows role biatka p53 dla mecha-

Komorki bezposrednio napromieniane
100%

o0 \ ——HCT116 p53 +/+ HCT116 p53 -/-
6

80% \ ;

70% \JL\

60% \ T

50% &T I
40% I

30% T T 1

Wzgledna wielkos¢ populacji
po 48h koinkubacji

Dawka (Gy)

Dawka (Gy) 0 2 4 6 8

100 % 73,04 % 54,71 % 49,37 % 41,91 %
+1082% +£71% +£596% +942%

100 %  80,73% 51,30 % 48,80 % 45,99 %
LT7AT%  £295% £821% +£935%

HCT116 p53 +/+

HCT116 p53 —/—

Rysunek 3.4: Zmierzony eksperymentalnie stosunek liczby komoérek znajdujacych
sie w dotkach po 48 godzinach koinkubacji do ich liczby przed napromienianiem.
Przedstawione sg srednia i odchylenie standardowe z czterech niezaleznych ekspe-
rymentow.
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nizmow naprawy DNA, moze zaskakiwa¢ bardzo mata réznica pomiedzy obiema
rozwazanymi liniami HCT116, por. rys. 3.4. Z przeprowadzonego testu t-Studenta
dla wykonanych pomiaréw wynika, ze niezaleznie od rozwazanej dawki promienio-
wania, roznice pomiedzy obiema liniami nie sa statystycznie istotne (p-wartosé >
0,3). Wynik ten jest jednak w zgodzie z wynikami eksperymentalnymi przedsta-
wionymi w [70], gdzie poprzez dokladny pomiar odsetka nienaprawionych dwu-
niciowych peknie¢ DNA wykazano, ze réznice w efektywnosdci naprawy DNA po-
miedzy liniami HCT116 o r6znym statusie genu TP53 sa pomijalne. Co ciekawe,
w matematycznym modelowaniu proceséw nowotworowych czesto zaktada sie, ze
prawdopodobienistwo przezycia komérki nowotworowej napromienionej dawka D
jest rowne frakcji przezywajacych komorek klonogennych (SF), por. np. [31, 71].
Jednak tak zdefiniowane prawdopodobieristwo jest o kilka rzedéow wielkosci mniej-
sze niz to sugerowane przez prezentowane powyzej wyniki eksperymentalne, por.
rys. 3.11. W szczegélnodci, dla dawki 8 Gy wartoéé¢ SF dla napromienianych ko-
morek HCT116 p53 +/+ wynosi 0,015, podczas gdy po 48 godzinach koinkubacji
wielko$¢ populacji w dotku to mniej wiecej 42% wielkosci wyjsciowej populacji.

W przypadku komorek sasiadujacych, czyli tych znajdujacych sie w inser-
tach, réznice pomiedzy obiema rozwazanymi liniami komérkowymi HCT116 sa
wyrazniejsze niz w przypadku komorek znajdujacych sie dotkach, por. rys. 3.5.
Widzimy, ze wzgledna wielko$¢ populacji po 48 godzinach koinkubacji, tak jak
w poprzednim przypadku, maleje wraz ze wzrostem dawki promieniowania, ale
jest wyraznie mniejsza dla komérek z funkcjonalnym genem TP53. Rzeczywiscie,
korzystajac z testu t-Studenta stwierdzamy, ze statystycznie istotna réznica (p-
wartos¢ < 0,05) ujawnia sie dla dawek 41 6 Gy. W przypadku pozostalych dawek,
p-wartosé¢ testu nie pozwala na rozroznienie obu linii, lecz patrzac na ulozenie
punktow eksperymentalnych, zatozenie o réznicy pomiedzy obiema liniami dla
dawki 8 Gy wydaje sie by¢ mato dyskusyjne. Jednak co najwazniejsze, powyzszy
wynik bezpogérednio wskazuje na wystepowanie efektu sgsiedztwa oraz na to, ze
jest on silniejszy w przypadku komoérek z funkcjonalng postacia genu TP53.

3.2.2 Odsetek komérek w stanie senescencji

Pomiar odsetka komorek w stanie senescencji zostal wykonany po 48 godzinach
koinkubacji napromienionych dotkéw z insertami. Uzyskane wyniki wskazuja na
istotna réznice pomiedzy obiema rozwazanymi liniami HCT116, gdy poréwnuje sie
wzgledng ilo¢ senescencji wywolanej promieniowaniem jonizujacym, por. rys. 3.6.
Wyraznie widaé, ze dla dawek powyzej 2 Gy odsetek komoérek w stanie senescen-
cji w calej populacji w przypadku linii komoérek z funkcjonalna postacia genu
TP53 (p53 +/4) jest duzo wyzszy niz dla linii komoérek tego genu pozbawionych
(p53 —/—). W przypadku dawki 8 Gy réznica pomiedzy obiema liniami jest ponad
czterokrotna. Obliczona p-wartosé testu t-Studenta, wynoszaca mniej niz 0,05 dla
dawek wiekszych niz 2 Gy, potwierdza istotno$¢ tych roéznic. Wydaje sie ponad-
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Rysunek 3.5: Zmierzony eksperymentalnie stosunek liczby komérek w insertach
po 48 godzinach koinkubacji do ich liczby przed koinkubacja. Przedstawione sa
$rednia i odchylenie standardowe z czterech niezaleznych eksperymentéw.

to, ze zalezno$é¢ odsetka komoérek w stanie senescencji od dawki promieniowania
jest w przypadku linii HCT116 p53 +/+ wyktadnicza. Rzeczywiscie, dopasowanie
modelu wyktadniczego do danych eksperymentalnych dotyczacych linii HCT116
p53 +/+ jest duzo lepsze niz dopasowanie modelu liniowego. W przypadku tego
pierwszego wspotczynnik determinacji R?, ktory mowi o jakosci danego dopaso-
wania, wynosi 0,973, podczas gdy dla modelu liniowego R? = 0, 8557.

Niemal idealnie liniowa zalezno$¢ odsetka komérek w stanie senescencji od
wielkodci dawki promieniowania obserwujemy natomiast w populacji komoérek sa-
siadujacych, por. rys. 3.7. Obserwujemy réowniez, tak jak w poprzednim przypad-
ku, wyraznie wieksza wzgledng, ilo$¢ wzbudzonej senescencji w komorkach z funk-
cjonalnym genem TP53 (p53 +/+). Statystyczna istotnosé tych roznic ujawnia
sie rowniez powyzej dawki 2 Gy. Wynik ten sugeruje, tak jak pomiar wzgled-
nej liczby komorek przezywajacych koinkubacje, ze efekt sasiedztwa wystepujacy
w przypadku obu linii komérkowych moze mieé rézng site. Co wiecej, poréwnu-
jac poziom senescencji w komoérkach bezposrednio napromienianych, otrzymujemy
wyrazny marker odrézniajacy obie linie.

W celu sprawdzenia, czy zalezno$¢ poziomu senescencji od dawki promie-
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Rysunek 3.6: Odsetek komoérek w stanie senescencji w populacji komoérek bezpo-
srednio napromienianych. Pomiar zostal wykonany po 48 godzinach koinkubacji.
Przedstawione sa srednia i odchylenie standardowe z o$miu niezaleznych ekspery-
mentow.

niowania nie jest specyficzna dla linii komoérkowej HCT116, przeprowadzony zo-
stal dodatkowy eksperyment na linii nietransformowanych fibroblastéw ludzkich
(NHDF). Jak poprzednio, pomiar odsetka komorek w stanie senescencji zostat
wykonany po 48 godzinach koinkubacji fibroblastéow w napromienionych dot-
kach razem z fibroblastami w nienapromienionych insertach. Okazuje sie, ze tak
jak w przypadku linii HCT116, obserwujemy zwiekszanie sie odsetka senescen-
cji w catkowitej populacji wraz ze wzrostem stosowanej dawki promieniowania
jonizujacego, por. rys. 3.8. Zaleznos¢ ta spetniona jest rowniez dla fibroblastow
sasiadujacych, czyli znajdujacych sie w koinkubowanych insertach. Podobnie jak
w przypadku bezposrednio napromienianej linii HCT116 p53 +/+ zaleznos¢ ta
wydaje sie by¢ nieliniowa. W przypadku fibroblastéw sasiadujacych lepszy wspot-
czynnik determinacji R? = 0,9891 otrzymujemy réwniez stosujac model wyktad-
niczy (R? = 0,8371 dla modelu liniowego). Dodatkowy pozytywny rezultat dla
nietransformowanych fibroblastéw sugeruje, ze zaleznoéé¢ poziomu senescencji od
dawki promieniowania moze by¢ zjawiskiem uniwersalnym.
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Rysunek 3.7: Odsetek komoérek w stanie senescencji w populacji komérek znajdu-
jacych sie w insertach sasiadujacych z napromienionymi dotkami. Pomiar zostat
wykonany po 48 godzinach koinkubacji. Przedstawione sa érednia i odchylenie
standardowe z o$miu niezaleznych eksperymentow.

3.2.3 Poziomy apoptozy

Pomiar odsetka komérek apoptotycznych w populacji, tak jak w poprzednich przy-
padkach, wykonano po 48 godzinach koinkubacji. Odwrotnie niz w przypadku od-
setka senescencji, odsetek komoérek apoptotycznych w populacji napromienionej
jest wyraznie wiekszy w populacji pozbawionej funkcjonalnej formy genu TP53,
por. rys. 3.9. Wida¢, ze w przypadku pomiaru odsetka apoptozy ma miejsce duzy
rozrzut pomiaréw wokot estymowanych srednich. Jednak postugujac sie testem
t-Studenta mozna stwierdzi¢, ze obserwowane roznice pomiedzy obiema liniami
sa, mimo tak duzych wahan, statystycznie istotne. Z uwagi na utozenie punktow
pomiarowych ciezko jest natomiast stwierdzié¢, jakiego typu jest zaleznosé odsetka
komérek apoptotycznych od wykorzystanej dawki promieniowania.

W przypadku komérek sasiadujacych pomiary apoptozy wykazuja, ze jej odse-
tek w populacji zalezy od dawki promieniowania w taki sam sposéb, jak w przy-
padku komérek bezposrednio napromienianych, por. rys. 3.10. Wydawaé by sie
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Rysunek 3.8: Odsetek komérek w stanie senescencji zmierzony w populacji nie-
transformowanych ludzkich fibroblastow (NHDF) bezposrednio napromienianych
w dotku oraz koinkubowanych w sasiadujacych insertach. Pomiar zostat wykonany
po 48 godzinach koinkubacji. Przedstawione sa $rednia i odchylenie standardowe
z czterech niezaleznych eksperymentow.

mogtlo jednak, ze zaleznosé ta jest w tym przypadku wyraznie liniowa. Wspol-
czynnik determinacji R? modelu liniowego wynosi w tym przypadku 0,8674 oraz
0,8536 dla odpowiednio komérek p53 —/— oraz p53 +/+, czyli model liniowy
stanowi dosé¢ dobry opis tej zaleznosci. Powyzsze wyniki, tak jak te prezentowane
we wczesniejszych podrozdziatach, sugeruja, ze sita efektu sasiedztwa jest ro6zna
dla komorek rézniacych sie statusem genu TP53.

3.2.4 Frakcje przezywajacych komérek klonogennych

Inaczej niz w poprzednich przypadkach, komérki wykorzystane do eksperymen-
talnego wyznaczenia frakcji przezywajacych komorek klonogennych zebrano juz
po 24 godzinach koinkubacji napromienionych dotkéw z insertami. Okazuje sie,
ze dla populacji bezposrednio napromienianej réznica w przezywalnosci pomie-
dzy obiema rozwazanymi liniami komoérkowymi jest nietrywialna i silnie zalezy
od zastosowanej dawki promieniowania, por. rys. 3.11. Wydawaé by sie mogto,
ze dla mniejszych dawek promieniowania (2 i 4 Gy), to komorki z funkcjonal-
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Rysunek 3.9: Odsetek komoérek apoptotycznych w populacji bezposrednio na-
promienianej w dotkach. Pomiar zostat wykonany po 48 godzinach koinkubacji.
Przedstawione sg srednia i odchylenie standardowe z czterech niezaleznych ekspe-
rymentow.

nym genem TP53 (p53 +/+) odznaczaja sie nizsza przezywalnosciag komorek klo-
nogennych. Jednak w obu przypadkach nie jest to réznica statystycznie istotna
(p-warto$¢>0,17 w tescie t-Studenta) i nie mozna mie¢ pewnosci, ze taka zalez-
no$¢ ma miejsce. Sytuacja zmienia sie dla wiekszych dawek promieniowania (6
i 8 Gy), kiedy to komorki pozbawione funkcjonalnej formy genu TP53 odzna-
czaja sie mniejsza przezywalnodcia. Dla wiekszych dawek promieniowania réznice
w wyznaczonej frakcji przezywajacych komoérek klonogennych sa juz statystycznie
istotne.

W przypadku komoérek sasiednich, czyli tych znajdujacych sie w insertach, sy-
tuacja jest mniej skomplikowana. Dla kazdej z rozwazanych dawek komorki z funk-
cjonalnym genem TP53 (p53 +/+) odznaczaja sie mniejsza przezywalnoscia ko-
moérek klonogennych, por. rys. 3.12. Wida¢ wyraznie, ze r6znica pomiedzy obiema
liniami zwieksza sie razem ze zwickszaniem dawki promieniowania jonizujacego.
Wynik ten stanowi kolejne potwierdzenie silnej zaleznodci efektu sasiedztwa od
statusu genu TP53.
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Rysunek 3.10: Odsetek komérek apoptotycznych w populacji znajdujacej sie w ko-
inkubowanych insertach. Pomiar zostat wykonany po 48 godzinach koinkubacji.
Przedstawione sa drednia i odchylenie standardowe z czterech niezaleznych ekspe-
rymentow.

3.3 Analiza wynikéw i wnioski

Ze wzgledu na postawiong w pracy hipoteze badawcza, szczegblnie interesujace
sa dla nas zaleznoéci pomiedzy poziomem wzbudzonej senescencji, a sita wyste-
pujacego efektu sasiedztwa. W celu doktadnego przebadania tych zaleznosci osza-
cowane zostaty m. in. wspoélczynniki korelacji pomiedzy poszczegdlnymi zmien-
nymi. Do przeprowadzenia analizy statystycznej wykorzystaliSmy niekomercyjny
pakiet statystyczny R z wbudowanymi w niego funkcjami cor.test (do wyliczania
wspolezynnika korelacji i p-wartodci) oraz lm (do obliczania parametrow najlepiej
pasujacego liniowego modelu badanej zaleznosci). W przypadku funkcji cor.test
zastosowane zostaly domysle wartosci parametréow, czyli przy wykorzystaniu tej
procedury obliczany byt wspotezynnik korelacji Pearsona.
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Rysunek 3.11: Zmierzona eksperymentalnie frakcja przezywajacych komoérek klo-
nogennych dla populacji komoérek bezposrednio napromienianych. Przedstawione
sg érednia i odchylenie standardowe z czterech niezaleznych eksperymentéw.

3.3.1 Korelacje

7 uwagi na brak odniesienia do wzglednej wielkosci populacji, bezposdrednie bada-
nie zaleznodci réznych charakterystyk komérek sasiadujacych od odsetka komérek
w stanie senescencji w populacji napromienionej (por. rys. 3.6) moze okazac sie
mylace. Rzeczywidcie, mozna wyobrazi¢ sobie sytuacje, w ktérej obserwowana
jest bardzo silna zaleznos¢ pomiedzy wartodcia tego odsetka a np. wzgledng, licz-
ba komérek w populacji sasiadujacej po 48 godzinach koinkubacji. Taka sytuacja
sugerowalaby, ze rzeczywiscie komoérki w stanie senescencji odgrywaja w efekcie
sasiedztwa kluczowa role. Mogtoby sie jednak okazaé¢, ze ubytek komorek pod
wplywem napromieniania jest na tyle duzy, ze w rzeczywistosci liczba komorek
w stanie senescencji malataby z dawka. Oczywiécie, w takiej sytuacji nie ma moz-
liwosci, aby to komérki w stanie senescencji byty odpowiedzialne za pogtebiajacy
sie wraz z dawka, spadek przezywalnos$ci w populacji sasiedniej. Dlatego w dalszej
czescei, jako podstawowa zmienng sprawdzang pod wzgledem wystepujacej kore-
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Rysunek 3.12: Zmierzona eksperymentalnie frakcja przezywajacych komorek klo-
nogennych dla populacji komérek koinkubowanych z komérkami bezposrednio na-
promienianymi. Przedstawione sa $rednia i odchylenie standardowe z czterech nie-
zaleznych eksperymentow.

lacji, przyjmiemy wzgledna liczbe komérek w stanie senescencji, ktéra szacowaé
bedziemy jako iloczyn wzglednej liczby komoérek po 48 h w populacji napromie-
nionej (por. rys. 3.4) i odsetka komorek w stanie senescencji po 48h koinkubacji,
tzn.

nsl R = odsetek komoérek w stanie senescencji x wzgledna wielkos¢ populacji .

Oczywidcie, gdyby wyjsciowe populacje byty réznej wielkosci, tez mielibysmy pro-
blem z interpretacja tak zdefiniowanej zmiennej. W takim przypadku powyzsze
wyrazenie powinno zosta¢ modyfikowane poprzez przemmnozenie prawej strony
przez poczatkows liczebnosé populacji N. Jednak w naszym przypadku, nieza-
leznie od badanej linii komoérkowej oraz dawki promieniowania, w dotkach i in-
sertach posiewana byla zawsze zblizona liczba komoérek. Istnienie korelacji po-
miedzy poszczegbdlnymi zmiennymi sprawdzaliémy operujac na zbiorze danych,
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ktory powstal po potaczeniu wynikéw dla obu badanych linii HCT116 (p53 +/+
iph3d —/—).

W pierwszej kolejnodci sprawdziliémy jak analogicznie zdefiniowana wzgledna
liczba komorek w stanie senescencji w populacji sasiadujacej (nsBy) zalezy od
wartosci nsI R, por. rys. 3.13. Okazuje sie, ze obie te zmiennie zaleza od siebie

O.‘ —
e

nsBy =0,28 nsIR+ 0,447

[Tp] 2 EEA& -
. R = 0,91 .

w populacji sasiadujacej
po 48h koinkubacji (nsBy, %)
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Rysunek 3.13: Zalezno$¢ pomiedzy wzglednymi liczbami komorek w stanie se-
nescencji w populacjach bezposrednio napromienianej oraz sasiadujacej. Ciagla
linia przedstawia najlepiej odpowiadajacy danym eksperymentalnym model linio-
wy (podane jest rowniez odpowiadajace modelowi rownanie wraz z wyliczonym
wspolczynnikiem determinacji R?). Przerywane linie opisuja 95% przedzial ufno-
§ci dla modelu. Symbol *** oznacza p-wartos¢ dla korelacji (R) wynoszgca mniej
niz 0,001.

w sposéb niemal idealnie liniowy. Oszacowany wspotczynnik determinacji wyno-
szacy 0,91 wskazuje, ze na podstawie nsI R mozemy z duza doktadnogcia odtwo-
rzy¢ wartoéé zmiennej nsBy. Wyliczone wspoétczynniki modelu liniowego nie tylko
pokazuja, ze wraz ze wzrostem liczby komoérek w stanie senescencji rosnie rowniez
ich liczba w populacji sasiadujacej, ale tez ze dla rozwazanych zakresé6w dawek
promieniowania i dla tych samych poczatkowych liczebnosci populacji, w popula-
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cji sasiadujacej jest zawsze okoto cztery razy mniej komérek w stanie senescencji
niz w populacji bezposrednio napromienianej.

Dosé¢ silna zaleznosé obserwujemy réwniez zestawiajac ze soba zmienna nsl R
z frakcja przezywajacych komorek klonogennych (¢By), por. rys. 3.14. Z danych
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Rysunek 3.14: Zaleznos¢ pomiedzy wzgledng liczba komérek w stanie senescen-
cji w populacji bezposrednio napromienianej i frakcja przezywajacych komorek
klonogennych w populacji sasiadujacej. Ciggla linia przedstawia najlepiej odpo-
wiadajacy danym eksperymentalnym model liniowy (podane jest rowniez odpo-
wiadajace modelowi réwnanie wraz z wyliczonym wspo6tczynnikiem determinacji
R?). Przerywane linie opisuja 95% przedzial ufnogci dla modelu. Symbol ** ozna-
cza p-wartos¢ dla korelacji (R) wynoszaca mniej niz 0,01.

wyraznie wynika, ze wraz ze wzrostem liczby komoérek w populacji napromie-
nionej silnie maleje wartos¢ cBy. Wspétczynnik determinacji modelu liniowego
opisujacego te zaleznosé jest w tym przypadku znaczaco mniejszy i wynosi 0,73.
Mimo tego jest to nadal wartosé¢ pozwalajaca stwierdzié, ze model liniowy stanowi
dos¢ dobry opis badanego zjawiska, poniewaz na podstawie zmiennosci zmiennej
nsl R mozemy wyjasni¢ wickszodé wariacji w warto$ciach zmiennej cBy. Jednak na
podstawie wspotezynnikow okreslajacych dopasowany model liniowy tatwo widaé
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ograniczenia dla jego stosowalnodci. Od razu widzimy, ze nie moze on by¢ roz-
szerzony na wieksze wartosci zmiennej nsl R, poniewaz przewidywana wzgledna
frakcja przezywajacych komorek klonogennych w populacji sasiadujacej mogtaby
przyjmowaé w takim przypadku wartoéci ujemne.

Jako ostatnia zbadali$my zalezno$é¢ pomiedzy wartosciami zmiennej nsIR
a odpowiadajacymi im wzglednymi wielkosciami populacji sasiadujacej po 48 go-
dzinach koinkubacji (pBy), por. rys. 3.15. Roéwniez i w tym przypadku obserwo-

100

) pBy=-4,973 nsIR + 98,217

95

R =06

po 48h koinkubacji {pBy, %)
B0 85

75

Wzgledna wielko$é populacji sasiadujacej
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0 2 4 6 8
Wzgledna liczba komodrek w stanie senescencii
w populacji bezposrednio naswietlanej
po 48h koinkubacji {nsIR, %)

Rysunek 3.15: Zalezno$é pomiedzy wzgledna liczba komérek w stanie senescencji
w populacji bezposrednio napromienianej i wzgledna wielkoscia populacji sasia-
dujacej po zakonczeniu koinkubacji. Ciaggla linia przedstawia najlepiej odpowia-
dajacy danym eksperymentalnym model liniowy (podane jest réwniez odpowia-
dajace modelowi réwnanie wraz z wyliczonym wspoétczynnikiem determinacji R?).
Przerywane linie opisuja 95% przedzial ufnosci dla modelu. Symbol ** oznacza
p-warto$¢ dla korelacji (R) wynoszacg mniej niz 0,01.

wano statystycznie istotna zalezno§é — wraz ze wzrostem wartosci nsI R, czy-
li liczby komoérek w stanie senescencji w populacji bezposrednio napromienianej,
maleje przezywalnosé¢ komorek w populacji sasiadujacej (p-wartosé< 0,01 dla osza-
cowanego wspolczynnika korelacji). Wspotczynnik determinacji modelu liniowego
wynoszacy w tym przypadku 0, 6, mimo najnizszej wartosci sposréd wszystkich do
tej pory badanych zaleznosci, nadal pozwala na stwierdzenie, ze opis liniowy jest
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opisem zadowalajacym. Réwniez i w tym przypadku ma on ograniczony zakres
stosowalnodci, ze wzgledu na przewidywane ujemne wartosdci dla przezywalnosci
komorek sgsiadujacych, gdy wartosé nsl R przekroczy okoto 20%.

Powyzsza analiza zaleznodci dostarcza silnych przestanek przemawiajacych za
prawdziwoscia hipotezy badawczej postawionej w pracy. Okazato sie bowiem, ze
jedne z najwazniejszych charakterystyk sity efektu sasiedztwa, czyli frakcja prze-
zywajacych komoérek klonogennych oraz wzgledna wielkos¢ populacji na koniec
procesu koinkubacji, zaleza silnie od liczby komoérek w stanie senescencji wzbu-
dzonych bezposrednio w populacji napromienionej. Co wiecej, najsilniejsza za-
leznosé obserwujemy poréwnujac wzgledne liczby komoérek w stanie senescencji
w populacjach bezpogrednio napromienionych oraz sasiadujacych.






Rozdziat 4

Rozszerzenie
radiobiologicznego modelu
linlowo-kwadratowego

Streszczenie

W rozdziale czwartym przedstawiony jest model matematyczny, ktory, opierajac
sie na postawionej hipotezie i wynikach przeprowadzonych eksperymentéw, roz-
szerza powszechnie stosowany w radiobiologii model liniowo-kwadratowy (model
LQ, ang. linear-quadratic model). Proponowane rozszerzenie bierze pod uwage
substancje czynnie wydzielane przez wyindukowane promieniowaniem komérki
w stanie senescencji, ktére moga mieé¢ réznorodny wplyw na otoczenie. Zaktada-
jac, ze sila efektu sasiedztwa zalezy od ilodci substancji wydzielanych przez ko-
morki w stanie senescencji, o ktorej zaktadamy, ze jest wprost proporcjonalna do
liczby komoérek w stanie senescencji wyindukowanych w komérkach bezposrednio
napromienionych, otrzymalismy bardzo dobra zgodnos¢ modelu z danymi ekspe-
rymentalnymi dotyczacymi frakcji przezywajacych komorek klonogennych (SF)
w populacji koinkubowanej z komérkami bezposrednio napromienionymi. Ponad-
to, rozszerzajac model o mozliwy pozytywny (stymulujacy podzialy komorkowe)
wplyw substancji wydzielanych przez komérki w stanie senescencji, otrzymalidmy
réwniez bardzo dobre dopasowanie modelu do danych eksperymentalnych dotycza-
cych SF w populacji komoérek bezposrednio napromienianych. Co najwazniejsze,
w przeciwienstwie do standardowego modelu L@, model rozszerzony doktadnie
wyjasnia, dlaczego wystepuja réznice w wartosciach SF pomiedzy liniami komor-
kowymi r6znigcymi sie statusem genu TP53.

39
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4.1 Radiobiologiczny model liniowo-kwadratowy

Modele matematyczne opisujace zaleznos¢ rezultatu leczenia od zastosowanej daw-
ki promieniowania stanowia podstawe wspoélczesnej radiobiologii. Jednym z naj-
czesciej badanych eksperymentalnie marker6w wpltywu promieniowania jonizuja-
cego na zywe komoérki jest pomiar frakeji przezywajacych komérek klonogennych
(SF), por. dodatek A.1. Kluczowym zagadnieniem dla radiobiologéw jest opisanie
zaleznosci warto$ci SF od dawki promieniowania oraz protokotu jej dostarcze-
nia. Najczesciej wykorzystywanym do tego celu modelem matematycznym jest
radiobiologiczny model liniowo-kwadratowy [14, 28, 35, 69]. W przypadku gdy
rozwazania dotycza krzywej przezycia uzyskanej dla pojedynczych dawek pro-
mieniowania jonizujacego, model ten opiera sie na nastepujacych podstawowych
zalozeniach:

e Pojedyncze trafienie moze wywola¢ dwuniciowe pekniecie DNA, w wyni-
ku czego moze dojié do patologicznej zmiany w genotypie komoérki i, co za
tym idzie, utraty klonogennosci. Zaktadamy, ze prawdopodobienistwo takie-
go zdarzenia zalezy liniowo od dawki.

e Zmiany patologiczne moga réwniez powstaé na skutek btednej naprawy po-
toznych blisko siebie dwuniciowych peknie¢ DNA, ktore powstaly w wyniku
dwodch niezaleznych trafieri. Przyjmuje sie, ze liczba tego typu zmian jest
wprost proporcjonalna do kwadratu dawki promieniowania.

e Liczba patologicznych zmian przypadajacych na pojedyncza komoérke ma
w calej populacji rozktad Poissona.

Na podstawie powyzszych zalozenn postuluje sie, ze w wyniku dziatania promie-
niowania jonizujacego w komorce dochodzi érednio do

Y = aD + gD? (4.1)

patologicznych zmian w materiale genetycznym, czyli ze Y jest parametrem zalo-
zonego rozktadu Poissona. Ostatecznie, w populacji klonogenne pozostaja jedynie
te komorki, w ktorych nie doszto do zadnej patologicznej zmiany, czyli frakcja
przezywajacych komorek klonogennych w zaleznosci od dawki (SF(D)) wyraza
sie wzorem

SF(D) = e Y = e P —AD* (4.2)

gdzie D okredla wykorzystang dawke promieniowania. Standardowy model LQ
uwzglednia réwniez mechanizmy naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA, co po-
zwala na rozwazanie nie tylko pojedynczych dawek promieniowania, ale takze da-
wek frakcjonowanych, stosowanych w radioterapii, por. [14]. Przez lata powstato
wiele modyfikacji i rozszerzen modelu LQ) uwzgledniajacych np. rézne fazy cyklu
komérkowego, czy tez rozne typy dwuniciowych peknie¢ DNA, ktore moga byé
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naprawiane z r6zna skutecznoscia [45, 92, 93, 95]. Jednak w zwiazku 7 bezposred-
nim powigzaniem modelu LQ z dawka promieniowania, jak do tej pory nie zostat
on rozszerzony do opisu SF w populacji komérek sasiadujacych z komérkami bez-
posrednio napromienionymi.

4.1.1 Dopasowanie modelu LQ do danych eksperymentalnych

Wykonane przez nas pomiary frakcji przezywajacych komoérek klonogennych wy-
kazalty znaczne r6znice pomiedzy komorkami linii HCT116 rézniacymi sie statu-
sem genu TP53, por. rys. 3.11. W zwiazku z tym, w celu dopasowania modelu
LQ (4.2) do danych eksperymentalnych nalezalo zatozy¢ rozne wspotezynniki o
i g dla obu linii komorkowych (HCT116 p53 +/+4 i1 HCT116 p53 —/—), czyli
nalezalo estymowacé cztery niezalezne parametry. W kazdym przypadku minima-
lizowana byta suma normalizowanych przez wariancje kwadratéw réznic pomiedzy
wynikiem pomiaru eksperymentalnego a przewidywaniem modelu LQ (4.2), czyli
funkcja

2
g
D=24,6,8 D

2
fog = Y SFaalD)=mp)
gdzie mp oraz 02D okreslaja odpowiednio $rednig oraz wariancje z wykonanych po-
miaréw. Wszystkie minimalizacje wykonane zostaly przy uzyciu funkeji lsqnonlin
z komercyjnego pakietu do obliczen numerycznych (MATLAB® R2012b z Opti-
mization Toolbox™, The MathWorks Inc., Natick, MA, 2012). Aby zmniejszy¢
ryzyko znalezienia jedynie minimum lokalnego, w kazdym przypadku generowa-
ne byto 1000 losowych zestawéw parametréw poczatkowych i dla kazdego z nich
przeprowadzona zostala minimalizacja.

W przypadku linii komorkowej HCT116 p53 —/— model LQ bardzo dobrze
odwzorowal eksperymentalnie wyznaczong zaleznosé frakcji przezywajacych ko-
moérek klonogennych od wykorzystanej pojedynczej dawki promieniowania, por.
rys. 4.1. Krzywa wynikajaca z modelu LQ przechodzi w jej przypadku niemal ide-
alnie przez kazdy punkt pomiarowy, co znajduje potwierdzenie w bardzo matym
konicowym btedzie dopasowania modelu, por. tabela 4.1. Jednak dla linii komor-

Tabela 4.1: Btad dopasowania modelu liniowo-kwadratowego do danych ekspery-
mentalnych opisujacych frakcje przezywajacych komérek klonogennych.

Btad dopasowania

Catkowity | HCT116 p53 +/+ | HOT116 p53 —/—

12,0239 11,4445 0,5794

kowej z funkcjonalnym genem TP53 (HCT116 p53 +/+) model LQ wyraznie
nie odwzorowuje danych eksperymentalnych dotyczacych mniejszych dawek pro-
mieniowania (2 1 4 Gy). W obu przypadkach krzywa opisywana przez model nie
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Komorki bezposrednio napromieniane
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Rysunek 4.1: Krzywe wynikajace z modelu liniowo-kwadratowego (4.2) dla komo-
rek bezposrednio napromienianych i otrzymane w wyniku dopasowywania modelu
do danych eksperymentalnych. Parametry odpowiadajace krzywym na wykresie
przedstawione zostaly w tabeli 4.2.

przechodzi nawet przez przedzialt okreslony przez otrzymane eksperymentalnie od-
chylenia standardowe. Tak duza niedoktadno$é¢ w odwzorowaniu danych ma swoje
odzwierciedlenie w wartosci btedu dopasowania, ktory jest niemal dwadziescia ra-
zy wiekszy niz w przypadku linii komérkowej bez funkcjonalnego genu TP53, por.
tabela 4.1. Co ciekawe, w skali logarytmicznej punkty eksperymentalne dla linii
HCT116 p53 +/+ wydaja sie uktadac¢ na krzywej $cisle wypuktej (por. rys. 4.1),
podczas gdy krzywe wynikajace z modelu LQ sa w tej skali wkleste niezaleznie od
przyjetych wartodci parametréw.

Obserwowane réznice w wartosciach SF pomiedzy obiema liniami HCT116
mozna proébowaé wyjasni¢ przez roznice w efektywnosci mechanizméw naprawy
nici DNA. Rzeczywiscie, gen TP53 koduje jedno z najwazniejszych biatek regulu-
jacych odpowiedz komérki na uszkodzenia DNA | por. podrozdzial 2.2. Spodziewaé
sie zatem mozna wyraznie mniejszych estymowanych wartosci parametréow « i 8
dla linii komérkowej z funkcjonalng postacia genu TP53. W tabeli 4.2 przedsta-
wione sa wartosci tych parametréw estymowane na podstawie naszych danych
eksperymentalnych. Widzimy, ze jedynie réznice w wartosciach parametru 5 od-
zwierciedlaja wieksza efektywno$é¢ mechanizméw naprawy w komoérkach z funk-
cjonalnym genem TP53. Poréwnujac jego wartosci widzimy, ze komorki HCT116
p53 +/+ w poréwnaniu z komorkami HCT116 p53 —/— sa praktycznie niewrazli-
we na podwéjne dwuniciowe pekniecia. Zupetnie odwrotna zalezno$é¢ ma miejsce
w przypadku parametru «, czyli proporcji zmian patologicznych indukowanych
przez pojedyncze dwuniciowe pekniecia DNA do wielkosci dawki promieniowania.
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Tabela 4.2: Parametry modelu liniowo-kwadratowego (4.2) otrzymane w wyniku
dopasowywania modelu do danych eksperymentalnych opisujacych frakcje komé-
rek przezywajacych.

Wartosé

Parametr Opis
pb3 +/+ | pb3 —/—

proporcja zmian patologicznych bedacych

wynikiem dwuniciowych peknie¢ DNA 0.5406 0.3968

indukowanych jednym trafieniem wiazki ’ ’
promieniowania do wielkosci dawki

proporcja zmian patologicznych bedacych
wynikiem btednej naprawy dwuniciowych
B peknie¢ DNA indukowanych przez dwa 4,89x10716 0,0516
niezalezne trafienia do kwadratu
wykorzystanej dawki

Dla komérek p53 +/+ jego wartosé jest niemal 40 % wieksza niz dla komorek
p53 —/—, co wydaje sie by¢ catkowicie niezgodne z hipoteza o wiekszej efek-
tywnoéci naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA, gdy gen TP53 jest calkowicie
funkcjonalny. Co ciekawe, wyniki eksperymentow przedstawione w [70] sugeruja,
ze roznica w efektywnosci naprawy dwuniciowych peknie¢ pomiedzy komérkami
linii HCT116 p53 —/— i HCT116 p53 +/+ jest zaniedbywalnie mata. W zwigzku
z tym parametry « oraz (§ powinny byé dla obu linii komoérkowych takie same,
a co za tym idzie, model LQ nie jest w stanie odwzorowaé¢ otrzymanych przez nas
wynikéw eksperymentalnych. Widzimy zatem, ze model LQ mimo do§é¢ dobrego
dopasowania do danych eksperymentalnych, nie dostarcza zadnych dodatkowych
informacji na temat badanego zjawiska i nie moze stuzy¢ wyjasnieniu obserwowa-
nych réznic pomiedzy badanymi liniami komérkowymi.

4.2 Rozszerzony model LQ

Najwazniejszym celem, ktory przy$wieca rozbudowaniu standardowego modelu
LQ, jest rozszerzenie jego stosowalnosci na populacje komoérek sasiadujacych z ko-
moérkami bezposdrednio napromienionymi. Ponadto, chcielibysmy wyjasni¢ obser-
wowane eksperymentalnie réznice pomiedzy frakcja przezywajacych komoérek klo-
nogennych w komérkach rézniacych sie statusem genu TP53. Zgodnie z postawio-
na w podrozdziale 2.5 hipoteza badawcza, podstawowe zalozenie rozszerzonego
modelu stanowi kluczowa rola komérek w stanie senescencji. W standardowym
modelu LQ przyjmujemy, ze obnizenie przezywalnosci komoérek jest skutkiem po-
wstawania patologicznych zmian w nici DNA na skutek dziatania promieniowa-
nia jonizujacego. Jednak na obnizong przezywalnosé komorek klonogennych moga



ROZDZIAL 4. ROZSZERZENIE RADIOBIOLOGICZNEGO MODELU
44 LINIOWO-KWADRATOWEGO

mieé rowniez wplyw substancje wydzielane przez komoérki w stanie senescencji,
por. podrozdziatl 2.4. W dalszej czesci bedziemy zaktadaé, ze substancje te moga,
tak jak promieniowanie jonizujace, uszkadzaé¢ ni¢ DNA i prowadzi¢ do patologicz-
nych zmian w kodzie genetycznym komérki. Z drugiej strony, substancje wydzie-
lane przez komorki w stanie senescencji moga rowniez stymulowa¢ komoérki do
podziatu, co w oczywisty sposéb moze zwiekszaé odsetek komorek klonogennych
znajdujacych sie w populacji. Efekt ten nalezy rowniez uwzgledni¢ w modelu, kto-
rego zadaniem jest opisanie zaleznosci SF od zastosowanej dawki promieniowania.

4.2.1 Napromienianie i koinkubacja

Inaczej niz w standardowym modelu liniowo-kwadratowym przyjmujemy dalej,
ze liczba patologicznych zmian, do ktérych dochodzi w komoérkach napromienia-
nych, zalezy nie tylko od zastosowanej dawki promieniowania jonizujacego, ale
rowniez od ilodci substancji wydzielanych przez znajdujace sie w populacji ko-
morki w stanie senescencji ze specyficznym fenotypem SASP. Zaktadamy, ze ilosé¢
tych substancji (ng(D)) jest wprost proporcjonalna do liczby komorek w stanie
senescencji z SASP wyindukowanych w populacji napromienianej, czyli mozna ja
wyrazié¢ przez nastepujaca zaleznosé

nS:Dow'SD,IR'N P(D), (43)

gdzie D,, jest wspotczynnikiem zaktadanej proporcjonalnosci, N to liczba komo-
rek w hodowli w momencie bezposrednio poprzedzajacym napromienianie, a P(D)
oraz sp,rr okreslaja odpowiednio prawdopodobienstwa tego, ze komérka przetrwa
napromienienie oraz tego, ze komoérka, ktora przetrwala, wejdzie na sciezke sene-
scencji z SASP, w momencie gdy stosowana jest dawka promieniowania o wielko-
§ci D. Stosujac dalej formalizm modelu liniowo-kwadratowego dla komorek bez-
posrednio napromienianych, érednia liczbe zmian patologicznych powstatych na
skutek dziatania promieniowania (Y) wyrazamy jako

Yir = (aD + ,8D2) + (a1n5 + ﬁln%) , (4.4)

gdzie wyrazy w pierwszym nawiasie, odpowiadajace bezposérednio modelowi LQ),
opisuja uszkodzenia wywotane dziataniem promieniowania jonizujacego, nato-
miast wyrazy w drugim nawiasie opisuja szkodliwy wplyw substancji wydzie-
lanych przez komorki w stanie senescencji z SASP. Parametry a oraz § w modelu
LQ stanowia konglomeraty parametréw opisujacych m. in. zastosowane promie-
niowanie jonizujace [28]. W zwiazku z tym nalezato zaltozy¢ inne wartosci tych pa-
rametréow dla uszkodzen zwiazanych z dziataniem substancji wydzielanych przez
komérki w stanie senescencji i dlatego wprowadzone zostaly parametry oy oraz
Bi-

Zaproponowany podzial liczby zmian patologicznych (4.4) ze wzgledu na zro-
dto pochodzenia pozwala na bezposrednie rozszerzenie modelu na komérki sasia-
dujace, ktore nie zostaly poddane dzialaniu promieniowania jonizujacego. Jesli
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zatozymy, ze odleglo$é¢ pomiedzy obiema populacjami komérek jest na tyle mata,
ze komorki sasiadujace sa pod wplywem tej samej ilosci substancji wydzielanych
przez komoérki w stanie senescencji co populacja bezposrednio napromieniana, to
liczbe zmian patologicznych w populacji komorek sasiednich (Ypy) mozemy wy-
razié jako

Ypy = aing + Bing, (4.5)
czyli liczba patologicznych zmian wywotanych przez komérki w stanie senescen-
¢ji jest taka sama jak w populacji komoérek bezposrednio napromienianych, por.
rownanie (4.4). W przypadku stosowanego przez nas uktadu eksperymentalnego
odlegtos¢ pomiedzy obiema warstwami komoérek wynosita 0,9 mm, co jest nie-
wielkim odstepem w poréwnaniu ze §rednica plytki hodowlanej, ktéra wynosita
3,4 cm. Zaktadajac tak jak w standardowym modelu LQ poissonowski rozktad
liczby patologicznych zmian w catej populacji komérek, otrzymujemy nastepujace
wyrazenia na fi(D), czyli prawdopodobienistwo, ze napromienianie oraz dalsza
koinkubacja nie wywolaly w komorce zadnej patologicznej zmiany,

fern(D) = exp (~ (aD + 8D%) — (orms + fun)) (4.6)
w przypadku komérek bezposrednio napromienianych oraz
fr.y(D) = exp (—aing — fin%) (4.7)

w przypadku komorek sasiadujacych.

Wyrazenia (4.6) i (4.7) sa w oczywisty sposob bardzo uproszczonym opisem
badanego zjawiska. Po pierwsze, substancje wydzielane przez komérki w stanie se-
nescencji z SASP nie stanowig, tak jak promieniowanie jonizujace, pojedynczego
impulsu, lecz sg produkowane przez komorki w sposob ciaggly. Dlatego nalezaloby
uwzgledni¢ mechanizmy naprawy DNA i zastosowaé¢ formalizm modelu LQ odno-
szacy sie do dawek promieniowania réwno roztozonych w czasie. Po drugie, rze-
czywista populacyjna frakcja komoérek w stanie senescencji moze ulega¢ zmianom
w czasie, poniewaz pozostate komorki ulegaja kolejnym podziatom, albo dochodzi
do indukcji senescencji w kolejnych komoérkach. Jednak uwzglednienie tych dwoéch
proceséw wymagaloby wprowadzenia wielu zmian bardzo komplikujacych model,
co nie koniecznie musi prowadzi¢ do duzej poprawy ilosciowego opisu zjawiska.
Powyzsze zatozenia sa jedynie pierwszym przyblizeniem i, co mozna zobaczy¢
w nastepnych czedciach rozdziatu, wystarczaja, aby dobrze odwzorowaé wyniki
eksperymentalne.

4.2.2 Pozytywny wptyw komérek w stanie senescencji podczas dal-
szej hodowli

Po napromienieniu i 24 godzinnej koinkubacji komérki z obu populacji zostaja
zebrane, przeliczone i posiane na ptytkach hodowlanych (o $rednicy 6 cm) w ce-
lu zbadania frakcji przezywajacych komoérek klonogennych. Przy zalozeniu, ze
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gestosé z jaka komorki zostaly posiane jest na tyle mata, ze zasieg dziatania ne-
gatywnych substancji wydzielanych przez komérki w stanie senescencji jest zbyt
maly aby wywota¢ dalsze zmiany patologiczne w genotypie hodowanych komo-
rek, moglibyémy przyjaé, ze frakcja przezywajacych komorek klonogennych (por.
dodatek A), czyli

liczba wyrosnietych kolonii po dawce D promieniowania

SFp =
D Ticzba posianych komérek x PE komérek nienapromienianych

bedzie wynosi¢ odpowiednio fi 1r(D) i fi By(D) (patrz rownania (4.6) i (4.7))
dla komoérek napromienianych i sasiadujacych.

Wyniki badan wskazuja jednak na istnienie substancji wydzielanych przez ko-
morki w stanie senescencji z SASP, ktore moga pobudzi¢ inne komorki do po-
dziatow i, co za tym idzie, potencjalnie zwiekszy¢ tempo formowania sie kolonii,
por. podrozdziat 2.4. O substancjach tych zaktadamy, ze sa biatkami o relatywnie
dhigim czasie trwania, wiec moga dociera¢ do komérek znajdujacych sie w du-
zej odleglosci. W przypadku gdy badana jest klonogenno$é¢ komoérek w popula-
cji, wpltyw tych substancji nie powinien zosta¢ pominiety i wyrazenie opisujace
frakcje przezywajacych komoérek klonogennych SF nalezy poddaé¢ dalszym mody-
fikacjom. W tym celu wyznaczmy najpierw liczbe komoérek w populacji, ktore sa
potencjalnie klonogenne (Npy). Z definicji beda to wszystkie te komorki, ktore po
napromienieniu i koinkubacji nie sa klonogenne i nie weszty w stan senescencji
komorkowej. Niech funkcja fsen (D) okresla frakcje komorek w stanie senescencji
(nie tylko z SASP) w calej populacji na koniec koinkubacji. W oczywisty sposob
dla tej samej dawki promieniowania warto$¢ funkcji fsen (D) nie moze przekro-
czy¢ wartoscei 1 — fi(D)PE, poniewaz z definicji komoérka klonogenna nie moze
by¢ komorka w stanie senescencji. Zakltadajac, ze frakcja komorek klonogennych
wsrod komoérek posianych jest taka sama jak w calej koinkubowanej populacji,
liczbe komorek potencjalnie klonogennych mozemy wyrazi¢ jako

N =N (1= f0)PE) (1= L) - N (1 ADIPE - fn(D).

gdzie N oznacza liczbe posianych komorek, fi(D)PE to czes¢ populacji, ktora jest
klonogenna oraz fsen(D)/(1 — fr(D)PE) to czes¢ komorek w stanie senescencji
w populacji pomniejszonej o komoérki klonogenne. Przyjmujemy dalej, ze catko-
wita liczba utworzonych kolonii w zaleznosci od dawki promieniowania (Ngo (D))
wyrazona jest jako suma kolonii utworzonych przez komérki klonogenne, w kto-
rych nie doszto do zadnych zmian pod wplywem promieniowania i koinkubacji
oraz pewnej czesci komorek potencjalnie klonogennych, ktéra utworzy kolonie pod
wplywem substancji wydzielanych przez komérki w stanie senescencji z SASP

Nyoi(D) = fx(D)PE - N + g(f345P (D)) N,y

sen

gdzie funkcja g opisuje prawdopodobienistwo, ze komérka potencjalnie klonogenne
SASP

o021 (D) okresla frakcje komorek w stanie senescencji z SASP

uformuje kolonie, a
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w catej populacji na koniec koinkubacji. O funkcji g zaktadamy, ze dla matych
argumentow, czyli dla matej frakcji komérek w stanie senescencji, prawdopodo-
bieristwo pobudzenia komérki jest niskie. Dodatkowo, wraz ze wzrostem wartosci
argumentu prawdopodobieristwo powinno rosnaé w sposéb odzwierciedlajacy aku-
mulacje sygnatéw. Wreszcie zaktadamy, ze nawet przy granicznej wartodci argu-
mentu nie wszystkie komorki potencjalnie klonogenne mogg zosta¢ pobudzone do
uformowania kolonii. Na podstawie powyzszych zatozen przyjmujemy arbitralnie,
ze g jest funkcja Hilla .
Q(S) = gma:censw ) (48)

720 < Gmaz < 1 oraz ,n € RT.

Ostatecznie, po dokonaniu prostych przeksztatcen, dochodzimy do nastepuja-
cego modelu opisujacego frakcje przezywajacych komorek klonogennych

9 (£22°" (D))
SF(D) = fu(D) + ===

gdzie funkcja fi(D) opisana jest rownaniem (4.6) w przypadku komoérek bezpo-

1= fuen(D) = fu(D)PE),  (49)

$rednio nagwietlanych oraz rownaniem (4.7) w przypadku komorek sasiadujacych,
a funkcja ¢ opisana jest rownaniem (4.8).

4.2.3 Dopasowanie rozszerzonego modelu do danych eksperymen-
talnych

Sformutowanie rozszerzonego modelu (4.9) zawiera w sobie wiele zmiennych i pa-
rametrow, ktére mozna wyznaczy¢ eksperymentalnie. Po pierwsze zaktadamy, ze
w przypadku eksperymentu kontrolnego (dawka 0 Gy) wszelkie komorki beda-

ce w stanie senescencji nie wykazuja jednoczesnie fenotypu SASP. Innymi stowy
fSASP

2021 (D) sa rowne zero dla D = 0. Zalozenie to jest

przyjmujemy, ze Sp R Oraz
podyktowane faktem, ze do wzbudzenia fenotypu SASP niezbedny jest pewien
poziom uszkodzern DNA. Po drugie przyjmujemy upraszczajace zalozenie, ze dla
rozwazanych przez nas dawek promieniowania (2, 4, 6 i 8 Gy) odsetek komorek,
w ktorych nie doszlo do indukcji uszkodzen DNA, jest na tyle maty, ze wszystkie
komorki w stanie senescencji odznaczajg sie jednoczeénie fenotypem SASP. Za-

tem dla dawek 2 Gy i wickszych zakladamy, ze f3ASP

o021 (D) jest tozsamy z fsen (D).
W przypadku tego drugiego, wartosci dla poszczegblnych dawek bierzemy bezpo-
srednio z pomiaréw frakcji komérek w stanie senescencji, por. rys. 3.6 oraz 3.7,
poniewaz pomiar zostal wykonany doktadnie na koniec koinkubacji. W przypad-
ku parametru sp ;g dla D > 0 nie sposéb okregli¢ momentu, w ktérym nalezy
dokonaé¢ pomiaru frakcji komoérek w stanie senescencji, aby jak najlepiej okresli¢
jego warto$¢. Jesli pomiar ma miejsce niedtugo po wykonaniu napromieniania,
to wiekszosé z komoérek, ktora weszta na Sciezke senescencji, moze nie rozwinaé
wystarczajacej liczby charakterystycznych zmian, aby zosta¢ poprawnie sklasyfi-

kowana jako takowa. Z drugiej strony, frakcja komoérek w stanie senescencji moze
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ulegaé¢ zmianom w czasie, poniewaz pozostate komoérki ulegaja kolejnym podzia-
tom albo dochodzi do indukcji senescencji w kolejnych komoérkach. Jednak o war-
tosciach sp 1 zakladamy, ze sa one takie same jak wartosci fsen (D). Oczywiscie
dla krotkiego okresu koinkubacji wartosci te powinny byé zblizone i réznice po-
jawia¢ sie moga wraz z wydtuzaniem okresu koinkubacji. W naszym przypadku
koinkubacji trwajaca 48 godzin wydaje sie zbyt krdtka, aby réznice te byty bardzo
istotne. Z danych eksperymentalnych mozemy réwniez w sposéb przyblizony od-
czytaé¢ prawdopodobieristwo, ze komorka przetrwa proces napromieniania P(D).
Za wartosci tej funkcji przyjmujemy zmierzony stosunek liczby komoérek po 48 go-
dzinach po napromienieniu do poczatkowej liczby komérek, por. rys. 3.4. Z danych
odezytujemy réowniez wartosci parametrow PE dla obu linii (0,457 dla HCT116
p53 +/+ 10,285 dla HCT116 p53 —/—) oraz liczby posianych komorek dla kazde-
go z rozwazanych przypadkéw. Co najwazniejsze, zaktadamy réwniez, ze réznice
pomiedzy rozwazanymi liniami HCT116 odzwierciedlone sa jedynie przez réznice
w ilogci wywotanej senescencji, a nie w wartosciach parametréw rozszerzonego mo-
delu. W ten sposéb odzwierciedlony zostaje fakt, ze nie zaobserwowano istotnej
roznicy w efektywnosci naprawy dwuwiciowych peknie¢ DNA dla obu linii [70].
Ostatecznie, jednoczegnie estymujemy siedem parametrow o, 3, ay Do, f1.D2,,
Imaz, 0, n wspélnych dla obu linii komérkowych oraz populacji napromienianej
i sasiadujacej. Tak jak w przypadku standardowego modelu LQ), przy estymacji
wartoéci parametréw minimalizowana byla suma normalizowanych przez warian-
cje kwadratéw réznic pomiedzy wynikiem pomiaru eksperymentalnego a przewi-

dywaniem modelu, czyli funkcja

2
o= 3 BH(D) —mpf

D=24,6,8 7D

gdzie p okresla wektor parametréw modelu, a mp oraz 02D okredlaja odpowiednio
$rednig oraz wariancje z wykonanych pomiaréw. Minimalizacje wykonane zostaty
przy uzyciu funkcji Isqnonlin z komercyjnego pakietu do obliczeri numerycznych
(MATLAB® R2012b z Optimization Toolbox™, The MathWorks Inc., Natick,
MA, 2012). Aby zmniejszy¢ ryzyko znalezienia jedynie minimum lokalnego, w kaz-
dym przypadku generowane byto 1000 losowych zestawéw parametréw poczatko-
wych i dla kazdego z nich przeprowadzona zostata minimalizacja.

W przypadku populacji komorek HCT116 p53 —/—, ktore zostaly poddane
bezposredniemu dziataniu promieniowania jonizujacego, model rozszerzony prze-
widuje krzywa niewiele rézniaca sie od krzywej otrzymanej przy wykorzystaniu
standardowego modelu LQ, por. rys. 4.2A i 4.1. Dla mniejszych dawek promienio-
wania (214 Gy) model rozszerzony nieco dokladniej przewiduje punkty otrzymane
eksperymentalnie, lecz radzi sobie wyraZnie gorzej dla dawki promieniowania wy-
noszacej 8 Gy. Jednak roznice te przekladaja sie na nieznaczng réznice w bledzie
dopasowania (patrz tabele 4.3 1 4.1) wynoszaca mniej niz 4%. W zwiagzku z tym nie
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Rysunek 4.2: Krzywe wynikajace =z rozszerzonego modelu liniowo-
kwadratowego (4.9) dla komoérek bezposrednio napromienianych (A) oraz
sasiadujacych (B), ktore zostaly otrzymane w wyniku dopasowywania modelu do
danych eksperymentalnych. Parametry odpowiadajace krzywym na wykresach
przedstawione zostaly w tabeli 4.4.

jest mozliwe stwierdzenie, ktoéry z rozwazanych modeli lepiej odwzorowuje dane
dotyczace przezywalnosci komorek klonogennych linii HCT116 p53 —/—. Zupel-
nie inna sytuacja ma miejsce dla linii komérkowej z w pelni funkcjonalnym genem
TP53 (HCT116 p53 +/+), por. rys. 4.2A. Model rozszerzony, w przeciwienstwie
do standardowego modelu LQ, bardzo dobrze odwzorowat przezywalno$é¢ komorek
klonogennych dla mniejszych dawek promieniowania (2Gy i 4Gy) przy jednocze-
snym zachowaniu jakodci dopasowania dla wickszych dawek. W dodatku udato
sie odwzorowa¢ wypukly charakter krzywej, na ktérej uktadaja sie punkty eks-
perymentalne. Lepsza jako$¢ dopasowania w stosunku do standardowego modelu
LQ oddana jest r6wniez w btedzie dopasowania, ktéry w przypadku linii HCT116
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Tabela 4.3: Btad dopasowania rozszerzonego modelu liniowo-kwadratowego (4.9)
do danych eksperymentalnych opisujacych frakcje przezywajacych komorek klo-
nogennych.

Blad dopasowania

Komoérki napromienione

Catkowity | HCT116 p53 +/+ | HCT116 p53 —/—

6,7233 6,1633 0,56

Komorki sasiednie

Catkowity | HCT116 p53 +/+ | HCT116 p53 —/—

21,999 2,1777 16,8215

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

Oproécz lepszego odwzorowania danych eksperymentalnych dotyczacych po-
pulacji komoérek bezposrednio napromienionych, model rozszerzony dos¢ dobrze
przewidzial zaleznosé przezywalnosci komorek klonogennych od dawki promienio-
wania w populacji komérek sasiadujacych, por. rys. 4.2B. Wiernie odwzorowany
zostal fakt, ze komoérki z funkcjonalnym genem TP53, bedace mniej wrazliwe
na wieksze dawki promieniowania (8 Gy), przewiduja jednoczesnie wieksza site
efektu sasiedztwa. Jakoé¢ dopasowania modelu do danych nie jest juz tak dobra
jak w przypadku bezposredniego napromieniania, ale nalezy pamieta¢ o tym, ze
krzywa ta w duzo wiekszym stopniu polega na doktadnosci danych eksperymen-
talnych. Przypomnijmy, ze ilo§¢ substancji uszkadzajacych DNA szacujemy jako
iloczyn wzglednej liczby komérek oraz odsetka komoérek w stanie senescencji po
48 godzinach koinkubacji.

Co ciekawe, model rozszerzony przewiduje bardzo zblizone wartodci parame-
trow a i S do tych uzyskanych za pomoca standardowego modelu LQ dla linii
HCT116 p53 —/—, por. tabele 4.2 i 4.4. Estymowana za pomoca rozszerzonego
modelu wartosé parametru 3 jest jedynie o okoto 12 % wieksza, a parametru o
okoto 35 % mniejsza, od tej przewidywanej przez model LQ. Niestety, w zwigz-
ku z tym, ze analogiczne parametry opisujace odpowiedZ na sygnaly emitowane
przez komorki w stanie senescencji (as i ) mnozone sa przez wspotczynnik thu-
maczacy liczbe komoérek w stanie senescencji na ilog¢ substancji (D, ), nie mozna
bezpogrednio poréwnaé ich wartosci. Bardzo ciekawa jest natomiast uzyskana war-
tos¢ parametru gmqe, kt6ry opisuje ograniczenie goérne dla prawdopodobieristwa
pobudzenia komoérki potencjalnie klonogennej. Rozszerzony model przewiduje, ze
jedynie okoto 1% komorek potencjalnie klonogennych moze mie¢ wktad do wy-
znaczanej wartos¢ SF. Jednak nalezy pamieta¢, ze maksymalny odsetek komo-
rek w stanie senescencji uzyskany przez nas eksperymentalnie wynosi okoto 15%.
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Tabela 4.4: Parametry zmodyfikowanego modelu liniowo-kwadratowego (4.9)
otrzymane w wyniku dopasowywania modelu do danych eksperymentalnych opi-
sujacych frakcje komoérek przezywajacych.

Parametr Opis Wartosé

proporcja zmian patologicznych bedacych wynikiem

dwuniciowych peknie¢ DNA indukowanych jednym 0.253

trafieniem wigzki promieniowania do wielkosci ’
dawki

proporcja zmian patologicznych bedacych wynikiem

3 btednej naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA 0.0576

indukowanych przez dwa niezalezne trafienia do ’
kwadratu wykorzystanej dawki

proporcja zmian patologicznych bedacych wynikiem

dwuniciowych peknie¢ DNA indukowanych jednym 37.9784

trafieniem wigzki promieniowania do wzglednej ’
liczby komérek w stanie senescencji

ag X Dox

proporcja zmian patologicznych bedacych wynikiem
btednej naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA

Bs x D%, indukowanych przez dwa niezalezne trafienia do 184,4925

kwadratu wzglednej liczby komorek w stanie

senescencji
Imaz parametry funkcji opisujacej 0,008654
prawdopodobienistwo wzbudzenia do
n . . P . 30,387
utworzenia kolonii komérki jedynie
9 potencjalnie klonogennej 0,04418

W zwiazku z tym nie mozna mie¢ pewnosci, ze przebieg krzywej g(s) powyzej tej
wartosci jest przez nas dobrze zdefiniowany i, co za tym idzie, wartos§¢ parametru

Jmaz Die moze byé¢ wieksza.

Uproszczenie funkgji g(s)

Duza oszacowana wartos¢ parametru n (por. tab. 4.4) wskazuje, ze funkcja g(s) (4.8),
ktéra opisuje w modelu prawdopodobienistwo pobudzenia komoérek potencjalnie
klonogennych do szybkich podziatéw, moze byé¢ dosé dobrze przyblizona przez
prostsza nieciagla funkcje przetaczeniowa, czyli funkcje postaci

5 0 dla s < 3§
g(s) = B (4.10)
Imaz dla s >3,

gdzie parametr § jest punktem nieciaglosci. Za punkt § przyjmujemy punkt prze-
giecia funkcji g(s), czyli punkt, w ktérym jej druga pochodna zmienia znak. Po
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obliczeniu drugiej pochodnej
n—2 nSn(TL + 1) + 071(1 — n)
0
(Qn + Sn)S
i przyréwnaniu jej do zera, otrzymujemy nastepujace wyrazenie na punkt niecia-
gtosci funkcji g(s) (4.10):

J"(s) = —gmazns (4.11)

§=0(n—-1)/(n+1), (4.12)
ktore dla oszacowanych wczesniej wartosci parametrow (por. tab. 4.4) przyjmuje
w przyblizeniu wartos¢ 0,04418 (praktycznie nieodréznialng od 6). Poréwnanie
przebiegu wyjsciowej funkeji g(s) z jej skokowym przyblizeniem przedstawione
jest na rysunku 4.3. Widzimy, ze rzeczywiscie r6znica pomiedzy obiema funk-
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O ) 5
% H] ()
o £ < 0,006f
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s - frakcja komérek z SASP

Rysunek 4.3: Poréwnanie przebiegu funkcji g(s) (4.8) dla parametréw przedsta-
wionych w tabeli 4.4 z jej skokowym przyblizeniem g(s) (4.10). Za punkt niecig-
glosci g(s) przyjeto punkt przegiecia funkcji g(s).

cjami jest widoczna na bardzo waskim zbiorze. Nalezaloby teraz odpowiedzieé¢
na pytanie, jak ta niewielka réznica przelozy sie na krzywe przewidywane przez
model rozszerzony.

Okazuje sie, ze po zastapieniu funkcji g(s) przez jej skokowe przyblizenie,
model rozszerzony przewiduje krzywe przezycia wizualnie nieodréznialne od tych
otrzymywanych przed uproszczeniem. Co ciekawe, obserwujemy niewielka réznice
w wartosciach btedu dopasowania (por. tab. 4.5 i tab. 4.3) na korzys$¢ modelu zre-
dukowanego. Wykorzystana procedura minimalizujaca btad dopasowania (Isgnon-
lin w programie MATLAB®) ma szereg domyslnych opcji, takich jak maksymalna
liczba krokow, czy tez tolerancja na zmiane wartosci funkeji celu (rowniez wzgle-
dem kroku). W zwiazku z tym doktadniejsze przyblizenie funkcji przelaczeniowe;
mogto nie byé¢ osiggalne i mniejszy btad dopasowania otrzymujemy wtasnie po
dokonaniu redukc;ji.



4.3. WNIOSKI 03

Tabela 4.5: Btad dopasowania rozszerzonego modelu liniowo-kwadratowego (4.9),
gdy funkcja g(s) przyblizana jest przez funkcje przelaczeniows.

Blad dopasowania

Komérki napromienione

Catkowity | HCT116 p53 +/+ | HCT116 p53 —/—
6,5017 6,0555 0,4462

Komoérki sasiednie

Catkowity | HCT116 p53 +/+ | HCT116 p53 —/—
21,999 09,1777 16,8215

4.3 \Whnioski

Zaproponowane rozszerzenie modelu liniowo-kwadratowego, bazujace na posta-
wionej] w pracy hipotezie badawczej, istotnie poprawito matematyczny opis ob-
serwacji eksperymentalnych i pozwolilo wyjasnié¢ otrzymane w laboratorium wy-
niki. Po pierwsze, model rozszerzony, oprécz doktadniejszego opisu danych ekspe-
rymentalnych dotyczacych komoérek bezposrednio napromienianych, pozwolil na
wyjasnienie skad biora sie réznice w wynikach eksperymentalnych pomiedzy ko-
moérkami tej samej linii, ale rézniacymi sie statusem genu TP53. Okazuje sie, ze nie
wynikaja one z réznic w efektywnosci naprawy dwuniciowych peknie¢, lecz (tak
jak przewiduje postawiona hipoteza) z roznic w ilogci wzbudzonej senescencji ko-
moérkowej. Po drugie, krzywe przewidywane przez model rozszerzony dopasowaly
sie dos¢ doktadnie do danych eksperymentalnych dotyczacych komoérek koinkubo-
wanych z komoérkami napromienionymi. Nalezy pamietaé, ze standardowy model
LQ nie obejmuje swoja stosowalnoécia tego typu danych. Co najwazniejsze, po
uproszczeniu modelu rozszerzonego, do opisu catego zbioru danych wykorzysty-
wane s3 jedynie o dwa parametry wiecej, niz w przypadku standardowego modelu

LQ.






Rozdziat 5

Model hybrydowy

Streszczenie

W rozdziale piatym przedstawiamy model matematyczny opisujacy przestrzenny
i czasowy rozwo6] populacji komérkowej, ktéra poddana zostata dziataniu pro-
mieniowania jonizujacego. Model bazuje na badanej hipotezie, wynikach przepro-
wadzonych eksperymentéw oraz na rozszerzonym modelu liniowo-kwadratowym,
por. rozdziat 4. Model oparty jest na asynchronicznym automacie komoérkowym,
ktorego ewolucja silnie zalezy od wplywu substancji wydzielanych przez komorki
w stanie senescencji. Jednocze$nie zmiany w czasie stezen tych substancji opi-
suja réwnania rozniczkowe czastkowe, ktorych struktura zalezy bezposrednio od
aktualnego stanu automatu komoérkowego. Celem rozdziatu jest sprawdzenie, czy
model matematyczny bazujacy na postawionej hipotezie badawczej moze jako-
sciowo odda¢ wyniki eksperymentéw uzyskanych przez E. C. Mackonis, por. pod-
rozdziat 2.3.1.

5.1 Sformutowanie modelu

Jako podstawe do symulowania rozwoju kolonii komérkowej na plytce hodowla-
nej wykorzystywaé¢ bedziemy obliczeniowa metodologie automatéw komérkowych,
ktéra znajduje coraz szersze zastosowanie przy modelowaniu matematycznym
w biologii [4, 26], ze szczegélnym uwzglednieniem modelowania rozwoju nowo-
tworow |1, 7, 30, 41, 71]. W automacie komorkowym modelowany system jest
reprezentowany przez zbior niezaleznych od siebie jednostek (komorek) umiesz-
czonych na dyskretnej siatce, ktére podejmuja samodzielne decyzje na podstawie
zaimplementowanych w nich schematéw oraz informacji z otoczenia. Zalete tego
typu podejécia stanowi jego duza elastycznosé oraz to, ze doktadne informacje na

5%)
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temat modelowanych komoérek i ich interakcji z otoczeniem sa dostepne w kazdym
momencie symulacji. W dodatku, majac dokltadne informacje na temat potoze-
nia kazdej z modelowanych komoérek, mozna bezposrednio policzy¢ liczbe kolonii
sktadajacych sie z wiecej niz n komorek, ktore znajduja sie na rozwazanej siat-
ce w dowolnym punkcie czasowym. W zwigzku z tym eksperyment okreslajacy
klonogenno$¢ komoérek znajdujacych sie w populacji moze zostaé w tatwy sposob
odwzorowany.

5.1.1 Cykl komérkowy a heterogeniczno$¢ populacji

Pierwszym etapem konstrukcji modelu jest zaproponowanie automatu komoérko-
wego, ktéry — przy wykorzystaniu jak najmniejszej liczby parametréow — byl-
by w stanie oddaé ilogciowo rozwd6j populacji komérek na plytce hodowlanej.
Co najwazniejsze, automat powinien, poprzez modyfikacje odpowiednich parame-
trow, dawaé¢ mozliwos¢ odwrzorowania potencjalnie odmiennej klonogennosci dla
réznych linii komérkowych. Podstawowe zalozenie proponowanego modelu mo-
wi o tym, ze kazda rozwazana komorka biologiczna moze zajmowaé tylko jedno
miejsce na skoriczonej dwuwymiarowej siatce. Kazde z potencjalnych miejsc po-
bytu komorki, stanowiace kwadrat o boku dlugosci 10 ym (za [30]), indeksowane
jest uporzadkowang parg liczb u = (i,j) € S = {1,...,n2} x {1,...,n1}, gdzie
n1 1 no okreslaja odpowiednio szerokos¢ i wysokos¢ rozwazanej siatki. Zaktada-
my dodatkowo, ze czescig wspo6lng dowolnych dwoch kwadratéw sktadajacych sie
na rozwazang siatke moze by¢ jedynie cata krawedz lub tylko jeden wierzchotek
(siatka jest regularna), por. rys. 5.1A. Podstawowy stan uktadu, czyli przestrzen-
ny rozktad komorek, jest reprezentowany przez macierz A € My, xn, ({0,1}), gdzie
wartosci 0 oraz 1 okredlaja odpowiednio miejsce wolne oraz zajete przez komérke.
Do ewolucji podstawowego stanu uktadu dochodzi na drodze kolejnych podziatéw
komérek znajdujacych sie na siatce. Zaktadamy, ze komorki na ptytce hodowlane;j
nie migruja, co odpowiada eksperymentalnemu uktadowi, z ktérym model bedzie
poréwnywany, por. podrozdziat 2.3.1. W przypadku braku promieniowania joni-
zujacego przyjmujemy roéwniez upraszczajace zaltozenie, ze zadna z rozwazanych
komoérek nie moze zosta¢ usmiercona.

Co najwazniejsze, kazda z komoérek umieszczonych na siatce ma mozliwosé
dokonania podziatu i umieszczenia komoérki potomnej na siatce. Oczywiscie nie-
zbedne jest okreslenie, w jakich momentach komoérki moga sie dzieli¢. Czesto
przyjmowanym zatozeniem jest pelna synchronicznosé automatu komérkowego,
czyli zalozenie, ze wszystkie komoérki w uktadzie dzielg sie w tym samym mo-
mencie. W warunkach laboratoryjnych istnieje oczywiscie mozliwosé prowadzenia
synchronicznych hodowli bakterii czy tez komoérek eukariotycznych, w ktoérych do
podzialéw dochodzi w bardzo zblizonych momentach, por. np. [84, 91]|. Jednak
zaréwno w naszych ukltadach eksperymentalnych, jak i tych rozwazanych przez E.
C. Mackonis, komorki nie dzielity sie w sposoéb synchroniczny, wiec proponowa-
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Rysunek 5.1: Podstawowe zalozenia modelu. (A) Kazda komoérka moze zajmowaé
tylko jedno miejsce na skoniczonej dwuwymiarowej regularnej siatce kwadratowe;j.
Na rézowo i zielono zaznaczone sg miejsca znajdujace sie w odleglosci odpowied-
nio 11 2 od komorki znajdujacej sie w miejscu (2,3). (B) Nowo powstata komor-
ka potomna umieszczana jest w bezposrednim otoczeniu komoérki macierzystej.
W przypadku braku miejsca, losowane jest jedno z miejsc w najmniejszej odlegto-
$ci od komorki macierzystej (jedno z tych zaznaczonych na zielono), a nastepnie
komorki sa na nie kolejno przesuwane, aby zrobié¢ miejsce dla komorki potomne;j.

ny automat komoérkowy bedzie asynchroniczny i, co za tym idzie, kazda komadrka
bedzie samodzielnie okresla¢ moment, w ktorym dokona podziatu. Aby zdefinio-
waé czestodé podziatéw komorkowych, nalezy w kazdej komérce odwzorowaé cykl
jej podziatu. Z biologicznego punktu widzenia cykl komérkowy sktada sie z kil-
ku nastepujacych po sobie faz: Gy, S, Go i M, przy czym faza G; moze przejsé¢
w faze spoczynkowa Gg, por. rys. 5.2. 7 naszego punktu widzenia nie jest istotne,
jakie procesy zachodza na poszczegoéluych etapach, lecz ile czasu zajmuje komor-
ce przejécie przez poszczegélne fazy. Wyniki badan wskazuja, ze fazy M, Go oraz
S charakteryzuja sie bardzo zblizonym czasem trwania dla komérek pochodzacych
z tej samej populacji, a z duza losowoscia mamy do czynienia w przypadku dtu-
gosci fazy spoczynkowej Go [87] i, co za tym idzie, fazy Gi. Badania wskazuja, ze
danym eksperymentalnym dotyczacym dlugosci poszczegblnych faz dosé dobrze
odpowiada rozktad log-normalny [6, 90|. Na tej podstawie zaktadamy dalej, ze
czas pozostawania komorki w fazie G; ma rozktad log-normalny

Gy ~ IOgN(:ua U2> ) (51)

2

gdzie parametry p oraz o° moga by¢ specyficzne dla kazdej komoérki. Ostatecznie,

catkowity czas pojedynczego cyklu podziatu komorki T wyraza si¢ jako suma
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Rysunek 5.2: Cykl komérkowy jest podzielony na kilka nastepujacych po sobie
faz: Gq, S, Go i M, przy czym faza G; moze przejs¢ w faze spoczynkows Go.

dtugosci fazy Gy oraz ustalonej tacznej dtugosci faz M, Gg oraz S (7)), tzn.
T = Tp + Gq. (52)

W dalszej czeéci, aby ograniczy¢ liczbe wolnych parametréw stosowanych w mo-
delu, zaktada¢ bedziemy o? = 1 i zmieniany bedzie jedynie parametr u. Przy-
ktadowe wykresy gestosci rozktadu log-normalnego fazy G; dla réznych wartosci
parametréw g i 02 = 1 przedstawione sg na rys. 5.3.

Elementem niezbednym do doktadnego zdefiniowania ewolucji proponowanego
automatu jest rowniez sformutowanie zasad rzadzacych umieszczaniem na siatce
nowo powstalej komérki potomnej. W modelowaniu rozwoju nowotworu najcze-
Sciej zaklada sie, ze komodrka moze sie podzieli¢ jedynie, gdy jest wolne miejsce
w jej bezposrednim sasiedztwie, por. [30, 71]. W ukladach tych mamy do czy-
nienia z duza liczba komoérek obecnych w systemie, co, biorac po uwage duza
catkowity site oddzialywan, moze rzeczywidcie blokowaé¢ podzial w przypadku
braku miejsca. Jednak w rozwazanym przez nas ukladzie eksperymentalnym ko-
morki sa rzadko posiane na plytce hodowlanej, a czas prowadzenia hodowli jest
na tyle krotki, ze pod koniec eksperymentu kolonie komoérek sktadaja sie z nie
wiecej niz stu komoérek. Innymi stowy, nawet pod koniec hodowli, gdy dochodzi
do zliczania kolonii, komérki stanowia jedynie niewielkg czeéé¢ dostepnego na plyt-
ce hodowlanej miejsca. W zwigzku z tym w proponowanym przez nas automacie
komoérkowym przyjmujemy, ze jesli nie ma miejsca w bezposrednim otoczeniu, to
moze dojs¢ do ,przepchniecia” otaczajacych komoérek w celu zrobienia miejsca dla
komérki potomnej. Zaktadamy tez, ze przesuniecie dotyczy jak najmniejszej licz-
by komérek, czyli ze wszystkich mozliwych rearanzacji uktadu wybieramy takie,
w ktorych liczba przesunietych komorek jest jak najmniejsza. W celu doktadnego
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Rysunek 5.3: Przykladowe wykresy gestosci rozktadu log-normalnego f(t; u, o?)
opisujacego czas trwania fazy Gp cyklu komoérkowego dla réznych wartosci para-
metru p i przy ustalonym o2=1.

zdefiniowania powyzszego zalozenia bedziemy postugiwac sie odlegtoscia na siatce
zdefiniowang jako

d((5,4), (k. 1)) = max (ji = kI, |j 1),

czyli zaktadamy, ze odlegto$é pomiedzy miejscami majacymi wspolny wierzchotek
jest taka sama jak pomiedzy miejscami majacymi wspélny bok. Przy tak przy-
jetej mierze odlegtosci, bezposrednie otoczenie dla danej lokalizacji, czyli miejsca
znajdujace sie w odlegtosci wynoszacej 1, pokrywa si¢ z bardzo czesto stosowa-
nym (por. [30, 31, 40, 71]|) o$miokomoérkowym sasiedztwem Moora, por. rézowe
miejsca na rys. 5.1A. W momencie podziatu komorki w miejscu ug = (i, Jjo),
pierwszy etap procedury zwracajacej miejsce, w ktérym zostanie umieszczona ko-
morka potomna i ewentualnie rearanzujacej potozenie innych komoérek, polega na
odnalezieniu wolnego miejsca w jak najmniejszej odlegtodci. Przy zalozeniu, ze
na siatce znajduje sie jeszcze jakies wolne miejsce, odpowiadajaca temu etapowi
procedura iteracyjna moze zosta¢ zapisana w kilku nastepujacych krokach:

1. Przyjmijn = 1.

2. Niech Z = {u € § : d(u,up) = n, A(i,j) = 0}, czyli tworzymy zbior
wszystkich wolnych miejsc w odleglosci n. Przypomnijmy, ze macierz A €
M, xn, ({0,1}) okresla stan podstawowy automatu, czyli uktad komérek na
siatce.

3. Jesli Z = 0, czyli nie ma wolnych miejsc w odleglosci n, przyjmijn =n+ 1
i wréé do kroku 2.
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4. Wybierz losowo i zwr6¢ indeks w, = (ip, jn) ze zbioru Z, czyli jedno z wol-
nych miejsc w odlegtosci n.

W przypadku gdy zwrdcone przez powyzsza procedure miejsce znajduje sie w od-
legtosci n wiekszej niz 1, przed umieszczeniem komorki na siatce nalezy doko-
na¢ rearanzacji potozenia innych komoérek. W tym celu wybieramy losowo jedna
ze wszystkich éciezek prostych o dlugosci n 4+ 1 1 laczacych komoérke macierzy-
sta w miejscu ug z wylosowanym miejscem u,, czyli wybieramy losowo jeden ze
wszystkich ciggoéw miejsc na siatce ug, uq, ..., un, takich ze up # u; dla k # [ oraz
d(ug,ug+1) = 1dlak = 0,...,n—1. Powyzsze zadanie mozna wykona¢ za pomoca
nastepujacej procedury iteracyjne;j:

1. Przyjmij k = 1, ugmp = uo. Zapisz ug jako pierwszy element szukanej sciezki.

2. Niech Z = {u € S : d(u, utmp) = 11 d(Utmp, un) = n—k}. W zwiazku z tym,
ze n jest najmniejsza odlegtoscia od miejsca ug, w jakiej znajdziemy wolne
miejsce, wszystkie miejsca zawarte w zbiorze Z sa zajete przez komorki.

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

Utmp-
4. Przyjmij umyp jako kolejny element szukanej Sciezki oraz zwigksz £ o jeden.

5. Jesli k < n wréé do punktu 2. W przeciwnym przypadku dodaj do éciezki
element wu,, i zakonicz procedure.

Ostatecznie, po wylosowaniu konkretnej sciezki, komorki, ktére znajdowaly sie na
pozycji ug dla k > 0, przenosimy na pozycje ug41, a nowo powstata komorke po-
tomng umieszczamy w pozycji okreslonej przez u;. W dodatku A.2 przedstawiony
jest zestaw procedur zapisanych w programie MATLAB®), ktore realizuja powyz-
sze zadanie. Procedure te mozna bez trudu zmodyfikowaé, gdy gestosé komorek
jest na tyle duza, ze zalozenie o ,rozpychaniu si¢” komérek moze byé¢ juz dysku-
syjne. W procedurze znajdujacej wolne miejsce wystarczy jedynie dodaé¢ moment
stopu, gdy n, czyli aktualnie przeszukiwana odlegtosé, jest zbyt duze.

Majac juz zdefiniowane poszczegdlne kroki postepowania w przypadku po-
jedynczych komoérek, mozemy przejé¢ do opisu procedury symulowania calego
uktadu. Podstawowymi danymi wejéciowymi dla symulacji sa: okres jaki ma by¢
symulowany T';,,, poczatkowy uktad komoérek na siatce oraz wartogci parametrow
specyficznych dla kazdej komorki. W naszym przypadku parametrami tymi sa p
oraz T, czyli parametry okreslajace cykl komoérkowy kazdej komorki, por. row-
nania (5.1) i (5.2). Przed wejsciem w petle generujaca kolejne stany uktadu, dla
kazdej komérki losowany jest czas do nastepnego podziatu. Sama petla sktada sie
z kilku podstawowych krokéw. Najpierw wybierana jest komoérka z najkrotszym
czasem do zakonczenia kolejnego podziatu. Nastepnie, po przejéciu z biezacym
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czasem symulacji do momentu tego podzialu, na planszy umieszczana jest ko-
morka potomna. Co wazne, zaktadamy, ze parametry komorki potomnej sa takie
same jak macierzystej, co odpowiada prostemu dziedziczeniu. Ostatnim krokiem
jest wylosowanie i zapamietanie czasé6w do nastepnego podziatu dla komérki ma-
cierzystej oraz potomnej. Uproszczony schemat blokowy powyzszego algorytmu
przedstawiony zostal na rys. 5.4. Co wazne, w dalszej czedci bedziemy zaktadac,

START (t=0)

* Pobierz poczatkowy uktad komarek
orazodpowiadajgceim parametry.
* Pobierz czas trwania symulacji (T,,)

l

Wylosuj dla kazdej komorki
czas do nastepnego podziatu. * Wylosuj i zapisz czasy do
nastepnego podziatu dla komaorki
\‘ matkii komorki potomnej.
+Jesli nie ma juz wolnego miejsca
NIE na siatce przyjmij t=Tg,.
KONIEC t<Tg, '
h
TAK
Ze wszystkich komarek na *Przejdz z symulacjg do momentu
siatce wybierz te, dla ktorej podziatuwybranejkomaorki
czasdo zakonczenia podziatu > (zwieksz odpowiednioczast).
jest najkrotszy, liczac od +Znajdz wolne miejsce i umiesc
biezgcejchwilit. na siatce komorke potomna.

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

ze komérki w populacji poczatkowe] wyposazone sa w te same wartosci para-
metréow p oraz Tp,. Innymi stowy, caly automat opisuja jedynie wartosci dwoch
parametréw. W ten sposdb, poniewaz wszystkie komorki sa identyczne, nie defi-
niujemy odgoérnie, ktoére komoérki zdotaja uformowaé kolonie. Uktad przewiduje,
ze kazda z komorek jest potencjalnie klonogenna, lecz fakt uformowania kolo-
nii zalezy od kolejnych realizacji zmiennych losowych opisujacych czas trwania
cyklu komérkowego. Taka definicja uktadu pozwala w prosty sposéb odwzorowac
eksperymentalny fakt, ze jedynie cze$¢ komoérek pochodzacych z tej samej uformo-
wanej kolonii ma potencjal do dalszego ich formowania. Ponadto, gdyby w kolonii
ktoras z komorek byta z definicji klonogenna, wraz z kolejnymi pasazami wzrastat-
by odsetek komérek klonogennych w catej populacji, co nie ma odzwierciedlenia
w wynikach eksperymentow.
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Oszacowanie parametréw dla linii HCT116 p53 +/+ i HCT116 p53 —/—

Majac do dyspozycji eksperymentalnie zmierzong warto$é PE (por. dodatek A),
czyli odsetka komérek klonogennych w populacji, dla rozwazanych linii HCT116
p53 +/+ 1 HCT116 p53 —/— mozemy sprobowac okresli¢ wartosci parametrow dla
zaproponowanego automatu komoérkowego. Dla uproszczenia przyjmujemy dalej,
ze deterministyczny fragment cyklu komoérkowego T, jest dla obu linii taki sam
i wynosi 20 godzin. Przyjeta wartosé¢ jest zblizona do tych, ktére mozna odnalezé¢
w literaturze, por. np. 23 godziny dla linii komoérkowej HeLa (komorki raka szyjki
macicy), 22,5 godziny dla linii komoérkowej L5 (mioblasty, czyli komorki prekurso-
rowe miesni), czy tez 15 godzin dla mysich fibroblastow [87]. Przyjmujemy zatem,
ze réznice pomiedzy populacjami wyrazaja sie w rozktadzie dlugosci fazy spo-
czynkowej cyklu komérkowego i na podstawie eksperymentalnego PE wyznaczaé
bedziemy jedynie warto$¢ parametru p.

Wykonujac po 50 symulacji dla réznych wartosci parametru p, wyznaczyli-
$my zalezno$¢ pomiedzy jego wielkoscia a wartoscia przewidywanego przez model
PE, por. rys. 5.5. Wartos¢ PE wynikajaca z symulacji okre§lona byta jako stosu-
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Rysunek 5.5: Zaleznosé odsetka komoérek klonogennych w populacji od wiel-
kosci parametru p, czyli wspélnego dla kazdej komoérki parametru opisujacego
rozktad diugosdci trwania fazy spoczynkowej cyklu komérkowego, por. réwna-
nia (5.1) i (5.2). Zaprezentowane sg $rednia i odchylenie standardowe z 50 sy-
mulacji.

nek liczby kolonii sktadajacych sie z wiecej niz 50 komoérek po 7 dniach trwania
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symulacji do poczatkowej liczby komoérek. Kazda symulacja rozpoczynata sie od
losowego rozrzucenia 100 komérek na siatce o wymiarze 500 x 500 miejsc. Przy-
ktadowe wizualizacje zrealizowanych symulacji wraz z zaznaczonymi koloniami
o wielkosci wiekszej niz 50 komoérek przedstawione sa na rys. 5.6. Tak jak moz-

u=1,5, liczba kolonii:74 pn=2, liczba kolonii:17
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Rysunek 5.6: Przyktadowe wizualizacje uktadu po przyjetych 7 dniach hodowli
dla réznych wartosci parametru p. Symulacje rozpoczety sie od 100 komorek po-
sianych w losowe miejsca siatki. W czerwone okregi wziete sa te kolonie, ktore
sktadajg sie z wiecej niz 50 komorek.

na sie bylo spodziewaé, wraz ze wzrostem wartosci parametru p maleje odsetek
komoérek klonogennych w populacji i dla p = 2,5 érednia wyznaczona warto$é
PE to jedynie 0,0054. Dla matych wartosci parametru p wartosé PE wynosi oko-
to 0.9, a nie, jak mozna by bylo przypuszczaé, 1, poniewaz $rednia i wariancja
w rozkladzie log-normalnym zaleza réwniez od parametru o i dla p = 0 wynosza
odpowiednio exp(1/2) ~ 1,65 i (exp(1l) — 1)exp(l) ~ 4,67. Co najwazniejsze,
na podstawie wartosci PE otrzymanych z modelu i tych wynikajacych z pomia-
row eksperymentalnych, oszacowane zostaly wartoéci parametru p dla obu linii
HCT116, por. tabela 5.1. Szacowanie polegato na wykorzystaniu prostej interpo-

Tabela 5.1: Wartosci parametru p oszacowane przez poréwnanie predykcji modelu
(por. rys. 5.5) z eksperymentalnymi pomiarami frakcji komorek klonogennych
(PE).

Linia komorkowa

Eksperymentalne PE

Wyestymowane p

HCT116 p53 +/+
HCT116 p53 —/—

0,457
0,285

1,7263
1,8512
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lacji liniowej, w ktorej punktami weztowymi byty PE wynikajace z modelu oraz
tablice wartosci stanowity odpowiadajace im wartoéci parametru p. Na potrzeby
symulacji przeprowadzonych w dalszej czesci tego rozdziatu, przyjmujemy wartosé
parametru p odpowiadajaca linii HCT116 p53 +/+.

5.1.2 Bezposredni wptyw promieniowania jonizujacego na komorki

Uwzglednienie w proponowanym automacie komérkowym wplywu promieniowa-
nia jonizujacego na poszczegdlne komorki sktadaé sie bedzie z trzech nastepuja-
cych po sobie etapéw:

1. Usuniecie z uktadu komérek, ktére w wyniku dziatania promieniowania jo-
nizujacego ulegly apoptozie lub nekrozie;

2. Obnizenie klonogennosci komorek w populacji poprzez wprowadzenie zmian
w wartosciach parametréw opisujacych poszczegdlne komorki;

3. Wybranie komérek, ktére w wyniku dziatania promieniowania weszty w stan
senescencji.

Pierwszy etap jest catkowicie okreslony poprzez podanie zaleznego od dawki pro-
mieniowania D prawdopodobienstwa przetrwania komorki P(D). Zgodnie z jego
wartoscig, na podstawie kolejno generowanych liczb z rozktadu jednostajnego na
przedziale (0,1), mozemy w przypadku kazdej komorki zadecydowaé, czy usu-
wamy ja z siatki. Co istotne, zakltadamy, ze P(D) jest takie samo dla kazdej
komoérki, czyli etap pierwszy nie obniza klonogennosci komérek w populacji. Tak
jak w przypadku rozszerzonego modelu liniowo-kwadratowego (modelu LQ, por.
rozdzial 4) zaktadamy, ze P(D) ma zblizona warto$¢ do wyznaczonej ekspery-
mentalnie wzglednej liczby komérek pozostajacych w dotkach po 48 godzinach
koinkubacji, por. rys. 3.4A. Jadnak, inaczej niz poprzednio, w dalszej czesci roz-
dziatu bedziemy postugiwaé sie dawkami promieniowania wykraczajacymi znacz-
nie ponad rozwazany eksperymentalnie zakres. W zwiazku z tym, poshugujac sie
funkcja dopasowana do danych eksperymentalnych, bedziemy dokonywaé ekstra-
polacji. Biorac pod uwage charakterystyczny uktad punktow eksperymentalnych,
jako model opisujacy P (D) przyjmujemy krzywa wyktadnicza, ktéra po dopaso-
waniu — stosujac regresje liniowa dla zlogarytmowanych danych — do pomiaréw
dotyczacych linii komérkowej HCT116 p53 +/+ wyraza sie wzorem

P(D) = ¢~ 011860 (5.3)

Dopasowywanie przeprowadzilismy jedynie z jednym wolnym parametrem, ponie-
waz z definicji P(0) = 1. Wysoka jako$¢ dopasowania jest widoczna zar6wno na
wykresie zestawiajacym dane z modelem (por. rys. 5.7A), jak i w wysokim wspot-
czynniku determinacji dla posredniego modelu liniowego (R? = 0,96, p-wartosé
< 0,005).
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Rysunek 5.7: Tlustracja krzywych wykorzystanych do ekstrapolacji danych eks-
perymentalnych dotyczacych linii komorkowej HCT116 p53 +/+. (A) Krzywa
wyktadnicza (5.3) opisujaca wzgledng wielko$¢ populacji na koniec koinkubacji,
por. rys. 3.4. (B) Krzywa wyktadnicza (5.5) opisujaca odsetek komorek w stanie
senescencji na koniec koinkubacji, por. rys. 3.6.

Etap drugi, czyli obnizenie klonogennosci komérek w populacji, opiszemy row-
niez korzystajac z zatozen wykorzystanych w modelu LQ. Przypomnijmy, ze liczbe
patologicznych zmian Z,, do ktérych dochodzi w komoérce po zastosowaniu dawki
D promieniowania, opisuje rozktad Poissona

Yk
P(Z,=k) = o exp(—Y),
gdzie parametr Y, bedacy zaréwno drednia, jak i wariancja tego rozkladu, wyraza
sie przez
Y =aD + BD?.

Parametry « i 8 sa parametrami specyficznymi dla danej linii komérkowej i ich
wartosci dla rozwazanej linii HCT116 (odpowiednio 0,253 i 0,0576) oszacowane
zostaly w podrozdziale 4.2.3. Powstajace zmiany patologiczne obnizaja potencjat
komérki do podzielenia sie, wiec ich wplyw uwzgledniamy w modelu poprzez
wprowadzenie — do kazdej z komérek oddzielnie — zmiany w wartosci parametru
1, ktory definiuje rozktad dtugosci trwania fazy Gy, por. poprzedni podrozdziat.
Przyjmujemy, ze jego nowa wartos¢ (f1) dla kazdej z komoérek generowana jest na
podstawie wzoru

p=p+vZ,, >0, (5.4)

czyli poprzednia wartos¢ powigkszana jest liniowo o realizacj¢ zmiennej Z,. War-
tos¢ parametru v przyjmujemy na poziomie, ktéry jest wystarczajacy, aby frakcja
przezywajacych komorek klonogennych (SF) przewidywana przez automat ko-
moérkowy odpowiadala temu przewidywanemu przez model liniowo-kwadratowy.
Przypomnijmy, ze w modelu LQ juz jedna patologiczna zmiana wystarcza, aby
komoérka przestata byé¢ potencjalnie klonogenna i z prawdopodobieristwem 1 nie
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wygenerowata kolonii. W proponowanym automacie komérkowym natomiast, dla
malych wartosci v, jedna zmiana patologiczna w komoérce nie zmienia znacznie
jej wyjsciowego prawdopodobienistwa wygenerowania kolonii i, co za tym idzie,
zaobserwujemy duza réznice pomiedzy przewidzianymi przez niego wartosciami
SF, a tymi wynikajacymi z modelu LQ. Okazuje sie, ze w przypadku rozwaza-
nej przez nas linii komdrkowej, przyjmujac v = 1 otrzymujemy wysoka zgodnosé
miedzy oboma modelami, por. rys. 5.8. Dlatego na potrzeby dalszych symulacji

=
RN

0,01}

: Model LQ ...... I

Frakcja przezywajacych
komérek klonogennych (SF)

L Automat komérkowy ...... ...................
0,00B > ; g :

Dawka promieniowania (Gy)

Rysunek 5.8: Frakcja przezywajacych komoérek klonogennych wynikajaca z au-
tomatu komorkowego z v = 1 w rownaniu (5.4) (czerwone punkty, srednia +
odchylenia standardowe) oraz modelu liniowo-kwadratowego (czarna linia). Dla
poszczegblnych dawek wygenerowano po 100 symulacji automatu komorkowego
startujacego od 100 komorek rozrzuconych losowo na siatce o rozmiarze 500 x 500
pol i uwzgledniajacego 7 dni hodowli.

przyjmujemy stale v = 1.

Ostatni etap, czyli wybranie komérek, ktore wejda w stan senescencji, okresli-
my na podstawie danych eksperymentalnych dotyczgcych odsetka komérek w sta-
nie senescencji po 48 godzin koinkubagcji, por. rys. 3.6. Réwniez i w tym przypad-
ku, z uwagi na wiekszy zakres dawek rozwazanych w symulacji, jestesmy zmusze-
ni dokonaé¢ ekstrapolacji wartodci zmierzonych eksperymentalnie. W tym celu do
danych dopasowana zostala krzywa wyktadnicza opisujaca S(D), czyli prawdo-
podobienistwo, ze losowo wybrana komoérka w populacji bedzie komoérka w stanie
senescencji

S(D) = 0,0075e 038870 (5.5)
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Zestawiajac otrzymang krzywg z wynikami eksperymentalnymi, por. rys. 5.7B,
widzimy wysoka jakoé¢ otrzymanego dopasowania. Model liniowy dopasowany
do zlogarytmowanych danych réwniez i w tym przypadku wykazuje znakomity
wspolczynnik determinacji R? = 0,97 z p-wartoscia mniejsza niz 0,005. Wybiera-
jac komorki, ktore sa w stanie senescencji, nalezy pamietaé, ze w stan ten moze
wejsé jedynie komorka, w ktorej doszto do jakiej$ patologicznej zmiany (Z, > 0).
W zwiazku z tym dla komoérki, ktéra wykazuje jakas zmiane, prawdopodobienistwo
wejscia w stan senescencji nie wynosi S(D), lecz S(D) (1 + No/(N — Ny)), gdzie
N oraz Ny oznaczaja odpowiednio wszystkie komoérki w uktadzie oraz te, ktore
nie wykazuja zadnych zmian patologicznych (komérki dla ktorych Z,, zrealizowato
sie jako 0).

5.1.3 Wptyw komoérek w stanie senescencji

Ostatnim kluczowym elementem proponowanego modelu sa réwnania opisujace
przestrzenna i czasowa ewolucje substancji wydzielanych przez komoérki w stanie
senescencji oraz funkcje okreglajace ich wplyw na pozostate komorki. Rozwazane
sa dwie rézne substancje obecne w uktadzie: jedna stymuluje komérki do podzia-
tu (ns), natomiast druga indukuje uszkodzenia w materiale genetycznym (n,).
Zakladamy jednak, ze obie podlegaja tym samym procesom i, co za tym idzie,
ich ewolucja opisana jest strukturalnie identycznymi réwnaniami rézniczkowy-
mi czastkowymi okreslonymi na zbiorze €2, ktéry bezposrednio odpowiada siatce
automatu komérkowego. Przypomnijmy, ze miejscem dla komoérki na siatce jest
kwadrat o boku 10 ym, wiec zbior 2 jest prostokatem o wymiarach 10-n; ym na
10-ng ym, gdzie n; oraz ng opisuja liczbe miejsc w poziomie 1 pionie na rozwazanej
siatce dla automatu komorkowego. Dzieki temu mozemy okresli¢, ze miejscu (i, )
w automacie komérkowym odpowiada zbior Q = [10(j — 1), 104] x [10(i — 1), 10i]
zawarty w zbiorze, na ktérym okreslone jest réwnanie. Niech ¢ oraz s beda pa-
rametrami okreslajacymi odpowiednio tempo rozpadu (denaturacji i destabiliza-
cji w przypadku bialek) czasteczek substancji oraz tempo wydzielania substancji
przez komérki w stanie senescencji. Zaktadajac, ze czasteczki tej substancji roz-
przestrzeniaja sie w medium jedynie pod wplywem procesu dyfuzji oraz moga
by¢ dodatkowo internalizowane oraz degradowane przez znajdujace sie w medium
komorki, przyjmujemy, ze ewolucja stezenia n(z,t) opisana jest odpowiednio roz-
szerzonym réwnaniem dyfuzji—konsumpcji
on

B = DAsn —en+ sl (@) —n (crsls@) () + cunlp (2)) (5.6)

gdzie D > 0 okresla staly wspétczynnik dyfuzji, A, jest operatorem Laplace’a
_ 2
= 52 T o2
terystyczna zbioru X, a zbiory S(t) oraz N (t) sa sumami zbior6w zajmowanych

wzgledem zmiennej przestrzennej (A, ), 1x(z) jest funkcjg charak-

przez odpowiednio komoérki w stanie senescencji oraz komérki mogace jeszcze
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wejsé na droge podziatu, ktére znajduja sie na siatce rozwazanego automatu ko-
moérkowego w chwili t. Przyjmujemy dalej dla uproszczenia, ze kazda komorke
w stanie senescencji charakteryzuje rowniez specyficzny fenotyp SASP (por. roz-
dzial 2.4). Parametry cys oraz ck, okreslaja tempo internalizacji oraz degradacji
czasteczek danej substancji. O zbiorze zajmowanym przez dang komérke zaktada-
my dla uproszczenia, ze jest tozsamy ze zbiorem odpowiadajacym miejscu, ktore
komoérka zajmuje na siatce automatu. Innymi stowy, zaktadamy, ze komoérka jest
kwadratowa i §cisle wypetnia zajmowane przez siebie miejsce. Co wazne, w ukta-
dzie eksperymentalnym, ktéry ma by¢ opisany przez proponowany model, komoérki
stanowig jedynie cienks warstwe na dnie ptytki hodowlanej, a wysokos§é¢ medium
hodowlanego jest od jej wysokodci kilka rzedéw wielkosci wieksza. W zwiazku
z tym zalozenie o braku jakiejkolwiek dyfuzyjnej bariery (oprocz brzegu) dla obu
substancji, w momencie gdy naturalng bariera jest btona komoérkowa, nie wydaje
sie kontrowersyjnym uproszczeniem, poniewaz substancje swobodnie przeptywaja
nad komoérkami. Biorgc pod uwage opisywany uktad eksperymentalny, zaktadamy
w naturalny sposob, ze substancje nie moga opusci¢ plytki hodowlanej, wiec wa-
runki brzegowe dla rozwazanego réwnania na zbiorze {2 okreslone sgy przez brak
przepltywu substancji przez brzeg. Innymi stowy, pochodna rozwiazania w kierun-
ku normalnym do brzegu jest na nim wszedzie réwna zeru.

Widzimy, ze tak zdefiniowane rownanie silnie zalezy od aktualnego stanu au-
tomatu komoérkowego i w momencie jakiejkolwiek zmiany stanu podstawowego
tego drugiego, zmianie ulega struktura pierwszego, poniewaz zmienia sie wielkogé¢
zbiorow S(t) i N(t). W przypadku czestych zmian struktury, boryka¢ sie musimy
z duza ztozonoécia obliczeniowa catego uktadu. Dla rozmiaru siatki i poczatkowej
liczby komorek, ktore w naszym przypadku sa interesujace, pojedyncza symu-
lacja moze trwac¢ nawet kilkanascie godzin. W zwiazku z tym w dalszej czedci
poczynimy kilka upraszczajacych zatozen, ktére umozliwia szybkie realizowanie
pojedynczych symulacji. Po pierwsze, w rozwazanym przez nas ukladzie ekspe-
rymentalnym, ktéry ma na celu zbadanie frakcji przezywajacych komérek klono-
gennych, liczba wszystkich komérek jest na stosunkowo niskim poziomie. Mozemy
zatem przyjaé, przy dodatkowym zatozeniu o matych wartosciach parametréw cys
i ¢y, dla obu rozwazanych substancji, ze usuwanie czasteczek na drodze interna-
lizacji i degradacji wewnatrz komérek ma znikomy wplyw na dynamike catego
modelu. Innymi stowy, zamiast rownania (5.6) rozwazamy dalej rownanie

on(x,t
((%) = DA n(z,t) — cen(z,t) + sls(x). (5.7)
Zbior €2, na ktorym rozwazane jest rownanie, oraz warunki brzegowe pozosta-
ja oczywiscie bez zmian. Dzieki powyzszemu uproszczeniu do zmiany struktury
rownania dochodzi jedynie, gdy w uktadzie pojawia sie nowa komoérka w stanie
senescencji, co jest w oczywisty sposéb duzo rzadszym zdarzeniem niz pojawienie

sie jakiejkolwiek nowej komoérki. W celu dokonania dalszych uproszczen przyj-
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rzyjmy sie wpierw dynamice powyzszego réwnania. Do numerycznego rozwiazy-
wania zagadnienia (5.7) wykorzystamy metode elementéw skonczonych (MES)
z elementami kwadratowymi na Q (pokrywajacymi si¢ z miejscami na siatce au-
tomatu komorkowego) oraz aproksymacja kawaltkami liniowa, por. [15]. Wobec
tego weztami, na ktorych okresla¢ bedziemy wartosé przyblizonego rozwigzania
uktadu (5.7) beda wierzchotki kazdego z kwadratow siatki. Po przeformutowaniu
zagadnienia (5.7) do postaci wariacyjnej i sformutowaniu odpowiedniego problemu
dyskretnego, nasz uktad sprowadzamy do liniowego uktadu réwnan rézniczkowych

zwyczajnych

dn
— = —An .
= i+ f, (5.8)

gdzie n jest wektorem zawierajacym wartoéci przyblizonego rozwiazania w punk-
tach weztowych utozonych w sposob ciagly rzad po rzedzie. Wartoéci macierzy A
zaleza wylacznie od parametréw D i c rownania oraz dtugosci boku rozwazanego
elementu kwadratowego (10 um w naszym przypadku), a zmiana liczebnosci komo-
rek w stanie senescencji ma wplyw jedynie na warto$¢ wektora f. W dodatku A.3
podane sg funkcje zapisane w programie MATLAB® stuzace do generowania
macierzy A oraz wektora f w zaleznosci od wartosci parametréw. Rownanie (5.8)
mozna rozwiazywaé na odcinkach czasowych, na ktorych nie dochodzi do powsta-
nia nowej komorki w stanie senescencji, korzystajac ze standardowych narzedzi
programu MATLAB®), takich jak np. procedura odelbs. Pozostaje jedynie okre-
gli¢ wartosci parametrow dla poszczegblnych substancji. Tak jak w poprzednim
rozdziale, zgodnie z postawiona hipoteza (por. podrozdzial 2.5), zakladamy, ze
substancje stymulujace komorki do podziatu (ng) sg biatkami o dos¢ dlugim —
w rozwazanym przez nas medium hodowlanym — okresie polowicznego rozpadu
Iy’ (w sensie zaniku biologicznej aktywnosci). Na podstawie dostepnej literatury
mozemy jedynie oszacowaé jakiego rzedu jest dlugosé tego okresu. W [80] osza-
cowano, ze dla Interleukiny-6, biatka wplywajacego na wzrost niektérych typow
komorek, czas ten wynosi okoto 6 godzin, gdy rozpuszczone jest ono we krwi. Po-
niewaz w osoczu wystepuje duzo wiecej substancji, ktére moga potencjalnie przy-
spiesza¢ destabilizacje lub denaturacje biatka, niz w medium hodowlanym, przyj-
mujemy dalej, ze w naszym uktadzie okres potowicznego rozpadu jest duzo dtuzszy
i wynosi okoto 30 godzin. W zwigzku z tym parametr ¢ = In2/7} /o dla substancji
ng wynosi 0,0231. W przypadku wspoétczynnika dyfuzji D w literaturze mozna
odnalezé jego wartoéci dla réznego rodzaju biatek zawieszonych w roztworze wod-
nym. Dla lizozymu, nieduzego biatka o wtasciwosciach enzymu, wspoétczynnik ten
wynosi okoto 1,11 x 1079 (cm?s™1) jak podano w [16] i okoto 1,25x 1076 (cm2s71)
wg |5]. Zakladamy dalej, ze w przypadku substancji ng wspolczynnik dyfuzji jest
zblizony do powyzszych wartosci, co w odpowiednich dla naszego uktadu jednost-
kach daje érednio D = 432 x 103 (um2h~!). W przypadku tempa wydzielania cza-
stek substancji ng przyjmujemy zupelnie arbitralnie, ze komérka wydziela $rednio
jedng czastke na sekunde, czyli, biorac pod uwage powierzchnie komorki wyno-
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szaca 100 um, przyjmujemy dalej ¢ = 36 h™1. W przypadku substancji mogacej
uszkodzi¢ komorke n, (t) zaktadamy, ze sktada sie ona gtownie z dos¢ niestabilnego
tlenku azotu (por. podrozdzial 2.5). W literaturze mozna znalez¢ wartosci odpo-
wiadajgcego mu wspotezynnika dyfuzji D = 5,1 x 107° (cm?s™1) [97] oraz czasu
potowicznego rozpadu, ktory wynosi jedynie kilka sekund [9]. Przyjmujac czas
potowicznego rozpadu na poziomie doktadnie 4 sekund, otrzymujemy parametr ¢
wynoszacy 623,8325 h—!. Tak jak w przypadku substancji n,, nie dysponujemy
zadnym oszacowaniem wartosci parametru s dla substancji n,. Zakltadamy zatem
zupelnie arbitralnie, ze tempo jej wydzielania przez komérke w stanie senescencji
jest 100 razy wieksze niz w przypadku substancji stymulujacych wzrost ng i, co
za tym idzie, parametr s = 36 x 10?> h™!. Wartosci poszczegolnych parametrow
dla substancji n, oraz ns zebrane zostaty w tabeli 5.2

Tabela 5.2: Przyjete wartosci parametrow rownania (5.7) opisujacego czasowa
i przestrzenng ewolucje stezen substancji prowzrostowych (ns) oraz uszkadzaja-
cych DNA (n,,), ktore wydzielane sa przez komorki w stanie senescencji.

. Wartosé
Parametr Opis Jednostka,
N Ny,
D wspoOtczynnik dyfuzji um?/h 432 x 10% | 183,6 x 10°
S tempo wydzielania substancji 1/h 36 36 x 10?
c tempo rozpadu 1/h 0,0231 623, 8325

Na rysunku 5.9 przedstawione zostaly otrzymane numerycznie stacjonarne
rozwigzania rownania (5.7) dla obu rozwazanych substancji, gdy jedna komorka
w stanie senescencji zostata umieszczona na srodku siatki o rozmiarze 340 x 300
elementéw. Patrzac na rozwigzania widzimy, ze zalozenie o niewielkim zasiegu

Stacjonarne rozwigzanie dla Stacjonarne rozwigzanie dla
substancji stymulujacych podziat substancji uszkadzajacych DNA X 10

-

Rysunek 5.9: Otrzymane numerycznie stacjonarne rozwiazania rownania (5.7) dla
substancji ns (A) i n, (B) dla parametrow przedstawionych w tabeli 5.2.

n ()
n, 00

N O

dziatania substancji mogacych uszkodzi¢ komoérki znajduje swoje potwierdzenie
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i juz w niewielkiej odlegltosci od 7rédta wartosé rozwiazania n, jest bliska zeru.
W przypadku substancji prowzrostowych ng widzimy, ze docieraja one w kaz-
de miejsce rozwazanej siatki i sg na niej dos$¢ rowno roztozone (réznica miedzy
najwicksza i najmniejsza wartoscia to jedynie okoto 18% tej pierwszej). Z nasze-
go punktu widzenia bardzo wazna kwestie stanowi tempo zbieznosci rozwigzania
do powyzszego stanu ustalonego. Na rysunku 5.10 przedstawiona jest zalezna od
czasu dyskretna norma infimum réznicy pomiedzy rozwigzaniem n(x,t) a rozwia-
zaniem stacjonarnym ngqe. Za warunek poczatkowy przyjeliémy catkowity brak

A Tempo zbieznosci do B Tempo zbieznosci do
rozwiazania stacjonarnego rozwigzania stacjonarnego

= 0,03 ; : ; - 0,015 ;
g 002 g 001
¢ <

80,01 © 0,005 L

7} »
= £

00 5 10 15 20 00 0,05 01
t (minuty) t (sekundy)

Rysunek 5.10: Tempo zbieznosci rozwiazania rownania (5.7) startujacego z zero-
wego warunku poczatkowego do stanu stacjonarnego przedstawionego na rys. 5.9
dla substancji ns (A) i n, (B). Na wykresach przedstawiona jest zalezna od czasu
dyskretna norma infimum réznicy pomiedzy rozwiazaniem n(z,t) a rozwigzaniem
stacjonarnym nggqe.

jakiejkolwiek substancji w systemie, a siatka, tak jak w poprzednim przypadku,
miata rozmiar 340 x 300 elementéw. Widzimy, ze w przypadku substancji prowzro-
stowych ng wystarczy jedynie 20 minut, aby rozwiazanie zalezne od czasu n(z,t)
bylo zblizone do rozwiazania stacjonarnego. Dla substancji n, czas ten jest duzo
krotszy i wynosi mniej niz 0,1 sekundy. Co najwazniejsze, oba powyzsze charak-
terystyczne czasy sa male w poréwnaniu z dlugodcia trwania cyklu komérkowe-
go. W zwiazku z tym dokonujemy kolejnego uproszczenia rozwazanego systemu
i zaktadamy, ze w przypadku pojawienia sie nowej komoérki w stanie senescencji
pomijamy dynamike réwnania (5.7) i za rozktad substancji przyjmujemy od razu
rozwigzanie stacjonarne. Innymi stowy, gdy w uktadzie pojawia sie nowa komoérka
w stanie senescencji, zamiast w kolejnych matych krokach czasowych rozwiazywaé
rownanie (5.7), dla obu substancji rozwigzywana jest jednorazowo jego stacjonar-
na wersja:

0= DA n(x,t) — en(z,t) + slg(z) . (5.9)

Zalozenie powyzszego typu jest dos¢ powszechnie stosowane w modelowaniu mate-
matycznym proceséw biologicznych i nosi nazwe zalozenia o quasistacjonarnosci,
por [43, 46, 56]. W wyniku wprowadzonych uproszczen, czas potrzebny na re-
alizacje pojedynczej symulacji zmalal z wyjsciowych kilkunastu godzin do okoto

pietnastu minut.



72 ROZDZIAL 5. MODEL HYBRYDOWY

Ostatnim elementem niezbednym do catkowitego zdefiniowania modelu jest
sformutowanie regut rzadzacych odpowiedziag komoérek na ilogé substancji znaj-
dujacych sie w ich poblizu. Przypomnijmy, ze rozwigzanie réwnania opisujacego
rozktad danej substancji w przestrzeni przyblizone jest w weztach bedacych wierz-
chotkami kwadratéow, w ktorych znajduja sie poszczegolne komorki. W zwiazku
z tym zaktadamy dalej, ze kazda komoérka podejmuje decyzje na podstawie sred-
niej z czterech otaczajacych ja weztow (n4). Substancje prowzrostowe sa przez
komoérke brane pod uwage, gdy losowany jest czas do zakoriczenia jej nastepnego
podziatu (i dla jej komorki potomnej). Zaktadamy w ten sposob, ze substancje
prowzrostowe nie maja wpltywu na czas trwania deterministycznej czesci cyklu ko-
morkowego (faz Go, S i M), lecz na czas przebywania w fazie spoczynkowej. Niech
P,, oznacza prawdopodobieristwo, ze komoérka zostanie pobudzona przez substan-
cje prowzrostowe i zamiast losowaé czas trwania fazy spoczynkowej, por. 5.1,
przyjmujemy, ze rozpocznie podzial w ciggu nastepnej poét godziny. Przyjmujemy
dalej arbitralnie, ze prawdopodobienstwo to jest wprost proporcjonalne do ilosci
substancji ns w jej bezpo$rednim otoczeniu

Py = min (w g, 1) : (5.10)

gdzie w jest nieznanym wspoétczynnikiem proporcjonalnosci. Dla substancji mo-
gacych uszkodzi¢ materiat genetyczny chcielibyémy sformutowaé podobnie prosta
zasade dziatania. Jednak musimy wzia¢ pod uwage, ze do uszkodzenia komor-
ki moze dojé¢ na kazdym etapie cyklu komérkowego. Niech At oznacza diugosé
nastepnego kroku czasowego w symulacji automatu komoérkowego, czyli czas do
zakonczenia najblizszego podziatlu komoérkowego. Niech P, oznacza prawdopodo-
bienistwo, ze w czasie At dojdzie do uszkodzenia komorki pod wptywem dziata-
nia substancji n,. Przyjmujemy dalej arbitralnie, ze prawdopodobienstwo to jest
wprost proporcjonalne do iloczynu ilosci substancji n, w otoczeniu i At, czyli

P, = min (n g At 1) : (5.11)

gdzie k jest drugim nieznanym wspoétczynnikiem proporcjonalnosci. Zatem po
przejsciu z czasem o krok At, dla kazdej komorki w uktadzie, zgodnie z powyz-
szym prawdopodobienstwem, losowane jest czy zostala uszkodzona. Zakladamy,
ze w przypadku wystapienia uszkodzenia, specyficzny dla komorki parametr p,
ktory okresla rozktad dlugosci trwania fazy spoczynkowej, zostaje powiekszony
0 Ap. Ponadto z prawdopodobieristwem P, uszkodzenie wprowadzi komorke na
droge apoptozy lub w stan senescencji komoérkowej i przyjmujemy, prawdopodo-
bietistwo realizacji tego drugiego wynosi Ps.

Podsumowujac, w sformutowanym powyzej modelu, bedacym polaczeniem
automatu komoérkowego z dwoma réwnaniami rézniczkowymi czastkowymi, nie
okreslilismy wartosci pieciu parametrow (w, k, Au, P, oraz Pj), ktére opisuja
odpowiedz komérki na dwa rodzaje substancji znajdujacych sie w jej otoczeniu.
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Wartogci tych parametréw nie sposéb oszacowaé na podstawie literatury i ich
doktadne wartoéci przyjmowane dalej sa catkowicie arbitralne.

5.2 Symulacje

Celem tego podrozdziatu jest sprawdzenie, czy zaproponowany model moze od-
wzorowaé nieintuicyjne wyniki eksperymentéw uzyskane przez E. C. Mackonis [63],
por. podrozdzial 2.3.1. Wszystkie przedstawione w dalszej czesci symulacje mode-
lu byly oparte na siatce o rozmiarze 340 x 300 elementéw oraz na nastepujacych,
nieokreslonych wczeséniej, wartosciach parametrow

w=1,5, k=06, Apu=0,01, P.=0,5, P,=0,38.

Przypomnijmy, ze wartosci powyzszych pieciu parametréw przyjete sa w sposéb
catkowicie arbitralny, poniewaz nie mozna ich oszacowa¢ na podstawie dostepnej
literatury. Na poczatku kazdej symulacji na rozwazanej siatce losowo rozmiesz-
czanych byto 100 komérek o identycznych poczatkowych wartosciach parametru
w. Dla kazdego rozwazanego uktadu, raportowane w dalszej czedci srednie estymo-
wane byly na podstawie 100 niezaleznych symulacji. Analogicznie do [63] frakcja
przezywajacych komorek klonogennych (SF) obliczana byta jako stosunek liczby
uzyskanych kolonii po napromienieniu do ich §redniej liczby dla nienapromie-
nionej kolonii. W przypadku SF dotyczacego podzbioru wtasciwego rozwazanej
siatki, sktadniki powyzszego ilorazu odnoszone byty oddzielnie do odpowiednich
podzbioréw.

5.2.1 Zwiekszona przezywalnos¢ komoérek napromienionych

W pierwszej kolejnosci sprawdzimy, czy uda sie za pomoca zaproponowanego mo-
delu zaobserwowaé i wyjasni¢ zwiekszona przezywalnosé komoérek napromienio-
nych dawka 6 Gy, gdy sasiaduja z komérkami, ktére otrzymaly niewielks dawke
promieniowania. Odwzorujemy w tym celu eksperymentalny uktad, w ktérym 75%
calej pltytki hodowlanej ostoniete byto przed promieniowaniem. Przyjmiemy 6 Gy
jako zastosowana dawke promieniowania dla calego uktadu, co zgodnie z [63] daje
dawke rowna 0,24 Gy dla obszaru znajdujacego sie pod ostona. Powyzszy uktad
eksperymentalny w prosty sposéb odwzorowujemy w modelu poprzez wykonanie
procedur okreglajacych wplyw promieniowania oddzielnie dla populacji w pierw-
szej ¢wiartce i tej pod ostong. Tak jak w uktadzie eksperymentalnym przyjmujemy,
ze hodowla po napromienieniu trwala nastepnie 10 dni.

W tabeli 5.3 przedstawione sa przewidywane przez model érednie wartosci
frakcji przezywajacych komorek klonogennych (SF) w rozwazanym ukladzie oraz
w przypadku, gdy nie jest stosowana ostona radiacyjna. Widzimy, ze odsetek prze-
zywajacych komoérek klonogennych wyznaczony dla odstonietej éwiartki uktadu,
gdy pozostala jego cze$é¢ byta pod ostona, jest ponad trzykrotnie wickszy od SF
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Tabela 5.3: Przewidywane przez model frakcje przezywajacych komoérek klonogen-
nych w poszczegdlnych obszarach siatki, w przypadku gdy stosowana byta dawka
6 Gy promieniowania. Podana sg $rednie 4+ odchylenia standardowe.

Frakcja przezywajacych komérek
klonogennych (SF)

Cwiartka nieostonieta, gdy stosowana

byta ostona na pozostata czesé obszaru 0,13376 =+ 0,084242

Obszar pod ostona, gdy jedynie ¢wiartka

obszaru pozostata odstonieta 0,94527 £ 0,1122

Cwiartka, gdy cala siatka napromieniana

byla ta samg, dawka 0,031474 £ 0,037106

dla uktadu napromienionego jednorodnie dawka 6 Gy. Zatem komorki znajduja-
ce sie pod ostona wplynely na zwiekszenie przezywalnosci komoérek napromienio-
nych i, co za tym idzie, model przewidzial wyniki eksperymentalne uzyskane przez
E. C. Mackonis.

Co najwazniejsze, majac do dyspozycji model, mozemy na przyktadzie po-
jedynczej trajektorii uktadu przesledzi¢, w jaki sposéb doszto do zwickszania
przezywalnosci komoérek w nieostonietej ¢wiartce. Gdy spojrzymy na poczatko-
wy rozktad aktywnie wydzielanych substancji oraz uktad komoérek na siatce, por.
rys. 5.11, zobaczymy, ze liczba komoérek w stanie senescencji i, co za tym idzie,
stezenie substancji prowzrostowych jest wieksza dla populacji jednorodnie nagwie-
tlonej dawka 6 Gy. Wydawa¢ by sie zatem mogto, ze zwiekszenie przezywalnogci na
skutek dziatania sygnatéw pochodzacych od komérek w stanie senescencji powin-
no mie¢ wiekszy udziat w populacji jednorodnie nagwietlonej. Jednak wystarczy
spojrze¢ na stan systemu po 7 dniach od napromienienia (por. rys. 5.12), zeby
zrozumieé dlaczego tak nie jest. Widzimy, ze komoérki z populacji jednorodnie
napromienionej dawka 6 Gy bardzo rzadko sie dziela i liczebno$é populacji w cia-
gu 7 dni nie zwiekszyta sie znaczaco. W zwiazku z tym, z uwagi na maly zasieg
dziatania substancji uszkadzajacych DNA, pojawita sie tylko jedna nowa komorka
w stanie senescencji i, co za tym idzie, nie zwiekszyla sie znaczaco ilos¢ substancji
prowzrostowych. Zupelnie inna sytuacja ma miejsce w uktadzie, w ktérym jedynie
25% komorek otrzymato petng dawke promieniowania. Widzimy, ze komoérki pod
ostona, ktére otrzymaly niewielka dawke promieniowania, dzielg sie duzo czescie]j
i populacja rognie duzo szybciej. Nowo powstale komérki dostaja sie w rejony od-
dziatywania substancji uszkadzajacych DNA, co prowadzi do powstawania nowych
komoérek w stanie senescencji. Po 7 dniach w uktadzie znajduje sie juz 29 komo-
rek tego typu, co znaczaco zwieksza ilo§¢ substancji prowzrostowych i populacja
znajdujaca sie w nieostonictej ¢wiartce jest skuteczniej pobudzana do rozwoju.
Co ciekawe, model przewiduje, ze w przypadku zakonczenia hodowli po 7 dniach
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Rysunek 5.11: Stan systemu po 24 godzinach od napromienienia dawka 6 Gy. (Po
lewej) Uktad, w ktorym 75% obszaru znajduje sie pod ostona. (Po prawej) Uktad
bez ostony. Czerwonymi kropkami oznaczone sa komorki w stanie senescencji,
ktorych liczba (Ng) oraz odsetek w populacji podany jest nad wykresem.

od napromieniania, zwiekszenie przezywalnosci komoérek w nieostonietej éwiartce
nie zostaloby zaobserwowane. Zatem to nie poczatkowa liczba komoérek w stanie
senescencji odgrywa najwazniejsza role, lecz to, ile komoérek dostanie sie w rejon
dziatania substancji uszkadzajacych komérki i ile z nich zostanie wprowadzonych

w stan senescencji.
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Rysunek 5.12: Stan systemu po 7 dniach od napromienienia dawka 6 Gy. (Po
lewej) Uktad, w ktorym 75% obszaru znajduje si¢ pod ostona. (Po prawej) Uktad
bez ostony. Czerwonymi kropkami oznaczone sg komorki w stanie senescencji,
ktorych liczba (Ng) oraz odsetek w populacji podany jest nad wykresem.

5.2.2 Zwiekszona przezywalno§¢ komérek pod ostong

Drugim zaskakujacym efektem zaobserwowanym przez zesp6t E. C. Mackonis by-
to zwickszenie przezywalnosci komorek znajdujacych sie pod ostona, gdy komorki
w nieostonietej ¢wiartce zostaly napromienione duzymi dawkami promieniowa-
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nia. W celu sprawdzenia, czy zaproponowany model przewiduje mozliwoéé¢ wysta-
pienia takiego efektu, rozwazyliémy uktad, w ktérym ¢éwiartka rozwazanej siatki
napromieniona zostata dawka 12 Gy. W rzeczywistym uktadzie réwniez komorki
znajdujace sie pod ostona otrzymuja w takim przypadku pewna dawke promienio-
wania. Jednak, dla uproszczenia, w rozwazanym przez nas uktadzie przyjmujemy,
ze ostona byta w 100% skuteczna i komorki znajdujace sie pod nig nie zosta-
ly poddane dziataniu promieniowania. W ten sposéb uniknelismy dodatkowych
symulacji, a wartosci SF populacji pod ostong mozemy odnosi¢ do 1, czyli SF
populacji nie poddawanej dziataniu promieniowania jonizujacego.

Podana w tabeli 5.4 wartos¢ SF dla populacji znajdujacej pod ostong nie
pozostawia watpliwosci, ze model skutecznie przewidzial réwniez i drugi z efek-
tow sasiedztwa zaobserwowanych przez E. C. Mackonis. Wartos¢ wicksza o 16%

Tabela 5.4: Przewidywana przez model frakcja przezywajacych komorek klono-
gennych dla populacji znajdujacej sie pod ostona, w przypadku gdy nieostonicta
¢wiartka zostata napromieniona dawka 12 Gy. Podana jest srednia 4+ odchylenie
standardowe.

Frakcja przezywajacych komorek
klonogennych (SF)

Pod ostona, gdy ¢wiartka uktadu zostata

napromieniona dawka 12 Gy L1611 & 0,089939

wzgledem kontroli wyraznie wskazuje na wplyw komoérek pozostajacych po na-
promienieniu przy wykorzystaniu dawki 12 Gy. Taka sytuacja staje sie w pelni
zrozumiata, gdy spojrzymy na przyktadowy stan uktadu po 7 dniach trwania
symulacji, por. rys. 5.13. Widzimy, ze przy tak wysokie] dawce promieniowania
w nieostonietej é¢wiartce od samego poczatku znajduje sie duzo komoérek w stanie
senescencji. Produkowane przez nie substancje juz od samego poczatku pobudza-

ja do wzrostu komérki pod ostona, co prowadzi ostatecznie do ich zwiekszonego
SF.

5.3  Whnioski

Zaproponowany model hybrydowy, bazujacy w petni na sformutowanej w niniej-
szej pracy hipotezie badawczej (por. podrozdzial 2.5), jest w stanie odwzoro-
wal nieintuicyjne wyniki eksperymentalne przedstawione przez E. C. Mackonnis
w [63]. Analiza pojedynczych trajektorii modelu wykazala, ze zaobserwowane wy-
niki s rezultatem skomplikowanych interakcji pomiedzy komoérkami a substancja-
mi wydzielanymi przez wzbudzone komérki w stanie senescencji. Okazuje sie, ze
duza role odgrywa nie tylko senescencja wzbudzona pierwotnie przez promienio-
wanie jonizujace, lecz réwniez ta wtérna, wywolana przez obecne juz w uktadzie
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Substancje stymulujace podziat (ns), t = 168h

0,125
0,12
L3
_ 0,115
. 0,11
0,105
0,1

0,3cm

ROZDZIAL 5. MODEL HYBRYDOWY

0,3cm

Substancje uszkadzajace komoérki (nn), t = 168h
x 10

0,34 cm

N_=7(0,11%), t = 168h

0,3cm

0,34 cm

Rysunek 5.13: Stan uktadu po 7 dniach od napromienienia ¢wiartki obszaru dawka
12 Gy. Czerwonymi kropkami oznaczone sa komorki w stanie senescencji, ktorych
liczba (Ng) oraz odsetek w populacji podany jest nad wykresem.

komoérki w stanie senescencji. Co ciekawe, w przypadku mniejszych dawek pro-

mieniowania, w zwiazku z ograniczonym zasiegiem sygnaléw mogacych uszkodzié
komérki, kluczowa wydaje sie by¢ gestos¢ posianych komorek. Przy zbyt duzych
poczatkowych odlegtosciach pomiedzy komoérkami nie udatoby si¢ zaobserwowaé
wynikéw analogicznych do tych przedstawionych powyzej. Przedstawiony model,
dzieki duzej elastycznosci aparatu matematycznego, jakim jest automat komoérko-

wy, moze zostaé, przy nieduzym naktadzie pracy, przeformutowany na inne uktady

eksperymentalne in vitro, czy tez nawet na opis zachowania komoérek in vivo.

-3



Rozdziat 6

Podsumowanie

W przedstawionej rozprawie doktorskiej podejmowana jest nowatorska préba po-
taczenia dwoch zjawisk, ktére do tej pory rozpatrywane byly catkowicie oddziel-
nie: programu senescencji komorkowej i popromiennego efektu sasiedztwa. Wyniki
przeprowadzonych eksperymentéw oraz dwa zaproponowane w pracy modele ma-
tematyczne wskazuja, ze senescencja komaorkowa wraz z towarzyszacym jej specy-
ficznym fenotypem komoérek moze by¢ kluczowa dla wystepowania popromiennego
efektu sasiedztwa i, co za tym idzie, dla odpowiedzi calego nowotworu na dzia-
tanie promieniowania jonizujacego. Podstawa dla przeprowadzonych badan jest
przedstawiona na poczatku pracy hipoteza, ktéra doktadnie wyjasnia jak te dwa
zjawiska sg ze soba potaczone. Zgodnie z jej sformutowaniem, na skutek wywota-
nych promieniowaniem jonizujacym uszkodzen DNA, czes¢ komérek w populacji
wchodzi w stan senescencji komoérkowej. Komoérki te zaczynajg wydziela¢ do ota-
czajacego je mikrosrodowiska substancje, ktére mozemy podzieli¢ na dwa typy:
substancje mogace uszkadza¢ DNA innych komoérek, bedace czasteczkami o krot-
kim okresie polowicznego rozktadu (np. tlenek azotu); substancje pobudzajace
inne komérki do kolejnych podziatéw, bedace biatkami o dtugim okresie niezmien-
nej biologicznej aktywnogci. Rézne rodzaje popromiennego efektu sasiedztwa sa
natomiast rezultatem skomplikowanych interakcji pomiedzy komérkami a wymie-
nionymi powyzej substancjami.

Pierwszym etapem weryfikacji stawianej hipotezy byto przeprowadzenie serii
eksperymentéw, w ktorych mierzony byt m. in. zalezny od dawki promieniowania
odsetek komérek w stanie senescencji, zaréwno w populacji napromienianej, jak
i sasiadujacej. Do eksperymentéow wybrane zostaly linie komoérkowe rézniace sie
statusem genu TP53, poniewaz zgodnie z dostepng literatura gen ten odpowiada
za prawdopodobieristwo wejdcia komorki na Sciezke senescencji. Podstawowa ana-
liza statystyczna wynikéw eksperymentalnych potwierdzita te zaleznosé i, tak jak
przewiduje postawiona hipoteza, wykazata, ze popromienny efekt sgsiedztwa dzia-
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ta z wiekszg sita w przypadku komoérek czedciej wchodzacych w stan senescencji,
czyli tych z funkcjonalnym genem TP53.

W dalszej czedci pracy zaproponowane zostalo rozszerzenie klasycznego mode-
lu liniowo-kwadratowego, bazujace na postawionej w pracy hipotezie badawcze;j.
Uwzglednienie w modelu substancji wydzielanych przez indukowane promieniowa-
niem komoérki w stanie senescencji istotnie poprawito matematyczny opis obserwa-
cji eksperymentalnych i pozwolito wyjasnié¢ otrzymane w laboratorium wyniki. Po
pierwsze, model rozszerzony, oprocz doktadniejszego opisu danych eksperymental-
nych dotyczacych komoérek bezposrednio napromienianych, pozwolit na wyjasnie-
nie skad biorg sie réznice w wynikach eksperymentalnych pomiedzy komérkami tej
samej linii, ale r6znigcymi sie statusem genu TP53. Okazuje sie, ze nie wynikaja
one z roznic w efektywnosci naprawy dwuniciowych peknie¢, lecz (tak jak przewi-
duje postawiona hipoteza) z réznic w ilosci wzbudzonej senescencji komorkowej.
Po drugie, krzywe przewidywane przez model rozszerzony dopasowaly sie dosé
doktadnie do danych eksperymentalnych dotyczacych komoérek koinkubowanych
z komérkami napromienionymi. Nalezy pamietac¢, ze standardowy model LQ nie
obejmuje swoja stosowalnoscia tego typu danych. Co najwazniejsze, po uprosz-
czeniu modelu rozszerzonego, do opisu calego zbioru danych wykorzystywane sa
jedynie o dwa parametry wiecej, niz w przypadku standardowego modelu LQ.

W ostatniej czesci pracy zaproponowany zostal model opisujacy przestrzenny
i czasowy rozwoj populacji komorkowej, ktory bazujac w pelni na sformutowane;j
hipotezie badawczej, jest w stanie odwzorowaé nieintuicyjne wyniki eksperymen-
talne przedstawione przez E. C. Mackonnis w [63]. Model oparty jest na asyn-
chronicznym automacie komérkowym, ktérego ewolucja silnie zalezy od wpltywu
substancji wydzielanych przez komorki w stanie senescencji. Jednoczesnie zmiany
w czasie stezen tych substancji opisuja réwnania rozniczkowe czastkowe, ktoérych
struktura zalezy bezposrednio od aktualnego stanu automatu komoérkowego. Ana-
liza pojedynczych trajektorii modelu wykazata, ze réoznorodno$é mozliwych skut-
kéw dziatania popromiennego efektu sasiedztwa jest rezultatem skomplikowanych
interakcji pomiedzy komoérkami a substancjami wydzielanymi przez wzbudzone
komoérki w stanie senescencji. Okazuje sie, ze duza role odgrywa nie tylko sene-
scencja wzbudzona pierwotnie przez promieniowanie jonizujace, lecz réwniez ta
wtorna, wywotana przez obecne juz w uktadzie komoérki w stanie senescencji. Co
ciekawe, w przypadku mniejszych dawek promieniowania, w zwiazku z ograniczo-
nym zasiegiem oddzialywania substancji mogacych uszkodzi¢ komérki, kluczowa
wydaje sie by¢ gestosé¢ posianych komorek. Przy zbyt duzych poczatkowych odle-
glodciach pomiedzy komoérkami nie udatoby sie zaobserwowaé¢ wynikéw analogicz-
nych do tych uzyskanych przez E. C. Mackonnis.

Wryniki zawarte w niniejszej pracy stanowia solidng podstawe do dalszych ba-
dan nad rola senescencji komoérkowej w popromiennym efekcie sasiedztwa. W dal-
szym etapie nalezaloby zbudowaé¢ doktadniejsze modele, w ktérych kazdy ze sto-
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sowanych parametréw mozna wyznaczy¢ eksperymentalnie. Za ich pomoca mozna
podjaé¢ prébe znalezienia bardziej optymalnych protokotéw radioterapii.






Bibliografia

[1]

2]

3]

[4]

[5]

[6]

7]

18]

19]

[10]

T. Alarcon, H. M. Byrne, P. K. Maini. A cellular automaton model for tumo-
ur growth in inhomogeneous environment. J Theor Biol, 225(2):257-274, 2003.

[cytowanie na str. 55]

B. Alberts, D. Bray, K. Hopkin, A. Johnson, J. Lewis, M. Raff, K. Roberts,
P. Walter. Podstawy biologii komdrki. Polskie Wydawnictwo Naukowe, 2005.

[cytowanie na str. 8]

R. C. Allsopp, H. Vaziri, C. Patterson, S. Goldstein, E. V. Younglai, A. B. Futcher,
C. W. Greider, C. B. Harley. Telomere length predicts replicative capacity of human
fibroblasts. PNAS, 89(21):10114-10118, 1992. [cytowanie na str. 15]

A. Anderson, M. Chaplain, K. Rejniak. Single-cell-based models in biology and
medicine. Springer, 2007. [cytowanie na str. 55]

O. Annunziata, D. Buzatu, J. G. Albright. Protein diffusion coefficients determi-
ned by macroscopic-gradient rayleigh interferometry and dynamic light scattering.
Langmuir, 21(26):12085-12089, 2005. [cytowanie na str. 69

J. C. Barrett. A mathematical model of the mitotic cycle and its application to the
interpretation of percentage labeled mitoses data. J Natl Cancer I, 37(4):443-450,
1966. [cytowanie na str. 57]

D. Basanta, H. Hatzikirou, A. Deutsch. Studying the emergence of invasiveness in
tumours using game theory. Eur Phys J B, 63(3):393-397, 2008. [cytowanie na str. 55]

C. M. Beauséjour, A. Krtolica, F. Galimi, M. Narita, S. W. Lowe, P. Yaswen,
J. Campisi. Reversal of human cellular senescence: roles of the p53 and p16 path-
ways. EMBO J, 22(16):4212-4222, 2003. [cytowanie na str. 15]

J. S. Beckman, W. H. Koppenol. Nitric oxide, superoxide, and peroxynitrite:
the good, the bad, and ugly. Am J Physiol-Cell Ph, 271(5):C1424-C1437, 1996.

[cytowanie na str. 70|

B. J. Blyth, P. J. Sykes. Radiation-induced bystander effects: what are they, and
how relevant are they to human radiation exposures? Rad Res, 176(2):139-157,
2011. [cytowanie na str. 3, 10,1 11]

83



84

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

23]

BIBLIOGRAFIA

A. G. Bodnar, M. Ouellette, M. Frolkis, S. E. Holt, C. Chiu, G. B. Morin, C. B.
Harley, J. W. Shay, S. Lichtsteiner, W. E. Wright. Extension of life-span by intro-
duction of telomerase into normal human cells. Science, 279(5349):349-352, 1998.

[cytowanie na str. 15]

M. Bodnar, U. Fory$, J. Poleszczuk. Analysis of biochemical reactions models with
delays. J Math Anal Appls, 376(1):74-83, Apr 2011. [cytowanie na str. 2|

J. Bottollier-Depois, Q. Chau, P. Bouisset, G. Kerlau, L. Plawinski, L. Lebaron-
Jacobs. Assessing exposure to cosmic radiation during long-haul flights. Rad Res,
153:526-532, 2000. [cytowanie na str. 11]

D. J. Brenner, L. R. Hlatky, P. J. Hahnfeldt, Y. Huang, R. K. Sachs. The
linear-quadratic model and most other common radiobiological models result
in similar predictions of time-dose relationships. Rad Res, 150(1):83-91, 1998.

[cytowanie na str. 40]

S. C. Brenner, L. R. Scott. The mathematical theory of finite element methods.
Springer, Nowy Jork, 2008. [cytowanie na str. 69

D. Brune, S. Kim. Predicting protein diffusion coefficients. PNAS, 90(9):3835—
3839, 1993. [cytowanie na str. 69]

K. Camphausen, M. A. Moses, C. Ménard, M. Sproull, W. Beecken, J. Folkman,
M. S. O’Reilly. Radiation abscopal antitumor effect is mediated through p53.
Cancer Res, 63(8):1990-1993, 2003. [cytowanie na str. 11]

J. Campisi. From cells to organisms: can we learn about aging from cells in culture?
Ezp Gerontol, 36(4):607-618, 2001. |cytowanie na str. 14|

Z. Chen, L. C. Trotman, D. Shaffer, H. Lin, Z. A. Dotan, M. Niki, J. A. Koutcher,
H. 1. Scher, T. Ludwig, W. Gerald. Crucial role of p53-dependent cellular senescence
in suppression of Pten-deficient tumorigenesis. Nature, 436(7051):725-730, 2005.

[cytowanie na str. 15]

M. Collado, J. Gil, A. Efeyan, C. Guerra, A. J. Schuhmacher, M. Barradas, A. Ben-
guria, A. Zaballos, J. M. Flores, M. Barbacid. Tumour biology: senescence in
premalignant tumours. Nature, 436(7051):642-642, 2005. [cytowanie na str. 15]

J. Coppé, P. Desprez, A. Krtolica, J. Campisi. The senescence-associated secretory
phenotype: the dark side of tumor suppression. Annu Rev Pathol, 5:99-118, 2010.

[cytowanie na str. 16]

J. Coppé, C. K. Patil, F. Rodier, A. Krtolica, C. M. Beauséjour, S. Parrinello, J. G.
Hodgson, K. Chin, P. Desprez, J. Campisi. A human-like senescence-associated
secretory phenotype is conserved in mouse cells dependent on physiological oxygen.
PL0S One, 5(2):€9188, 2010. [cytowanie na str. 16]

J. Coppé, C. K. Patil, F. Rodier, Y. Sun, D. P. Munoz, J. Goldstein, P. S. Nelson,
P. Desprez, J. Campisi. Senescence-associated secretory phenotypes reveal cell-
nonautonomous functions of oncogenic RAS and the p53 tumor suppressor. PLoS
Biol, 6(12):e301, 2008. [cytowanie na str. 16]



BIBLIOGRAFIA 85

[24]

[25]

[26]

[27]

28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

A. R. Davalos, J. Coppe, J. Campisi, P. Desprez. Senescent cells as a source of
inflammatory factors for tumor progression. Cancer Metast Rev, 29(2):273-283,
2010. [cytowanie na str. 16]

G. Delaney, S. Jacob, C. Featherstone, M. Barton. The role of radiotherapy in
cancer treatment: estimating optimal utilization from a review of evidence-based
clinical guidelines. Cancer, 104:1129-1137, 2005. [cytowanie na str. 2]

A. Deutsch, S. Dormann. Cellular automaton modeling of biological pat-
tern formation: characterization, applications, and analysis. Springer, 2005.

[cytowanie na str. 55]

G. P. Dimri, X. Lee, G. Basile, M. Acosta, G. Scott, C. Roskelley, E. Medrano,
M. Linskens, I. Rubelj, O. Pereira-Smith. A biomarker that identifies senescent
human cells in culture and in aging skin in vivo. PNAS, 92(20):9363-9367, 1995.

[cytowanie na str. 14 i 22]

B. G. Douglas, J. F. Fowler. The effect of multiple small doses of X rays on skin
reactions in the mouse and a basic interpretation. Rad Res, 66(2):401-426, 1976.

[cytowanie na str. 40 i 44]

D. Dworakowska. Rola biatka p53, pRb, P21IWAF1/CIP1, PCNA, mdm2 oraz cy-
kliny D1 w regulacji cyklu komorkowego oraz apoptozy. Onkologia Polska, 8(4):223—
228, 2005. [cytowanie na str. 9]

H. Enderling, A. Anderson, M. Chaplain, A. Beheshti, L. Hlatky, P. Hahnfeldt.
Paradoxical dependencies of tumor dormancy and progression on basic cell kinetics.
Cancer Res, 69(22):8814-8821, 2009. |[cytowanie na str. 55, 56, 58, i 59]

H. Enderling, D. Park, L. Hlatky, P. Hahnfeldt. The importance of spatial distribu-
tion of stemness and proliferation state in determining tumor radioresponse. Math
Model Nat Phenom, 4(3):117-133, 2009. [cytowanie na str. 25 i 59

S. C. Erridge, C. Featherstone, R. Chalmers, J. Campbell, D. Stockton, R. Black.
What will be the radiotherapy machine capacity required for optimal delive-
ry of radiotherapy in Scotland in 20157 FEur J Cancer, 43:1802-1809, 2007.

[cytowanie na str. 2]

J. Ferlay, E. Steliarova-Foucher, J. Lortet-Tieulent, S. Rosso, J. W. W. Coebergh,
H. Comber, D. Forman, F. Bray. Cancer incidence and mortality patterns in Eu-
rope: estimates for 40 countries in 2012. Eur J Cancer, 2013. [cytowanie na str. 1]

U. Fory$, M. Bodnar, J. Poleszczuk. Negativity of delayed induced oscillations in
a simple linear dde. Appl Math Lett, 24(6):982-986, Jun 2011. [cytowanie na str. 2|

J. F. Fowler. The linear-quadratic formula and progress in fractionated radiothe-
rapy. Brit J Radiol, 62(740):679-694, 1989. |cytowanie na str. 40|

N. Franken, H. M. Rodermond, J. Stap, J. Haveman, C. van Bree. Clonogenic
assay of cells in vitro. Nat Protoc, 1(5):2315-2319, 2006. [cytowanie na str. 93]



86

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

BIBLIOGRAFIA

J. S. Fridman, S. W. Lowe. Control of apoptosis by p53. Oncogene, 22(56):9030—
9040, 2003. [cytowanie na str. 9]

J. E. Frédin, E. Jonsson, T. Moller, L. Werko. Radiotherapy in Sweden — a study
of present use in relation to the literature and an estimate of future trends. Acta
Oncol, 35:967-979, 1996. [cytowanie na str. 2]

J. M. Galvin, G. Ezzell, A. Eisbrauch, C. Yu, B. Butler, Y. Xiao, I. Rosen, J. Rosen-
man, M. Sharpe, L. Xing. Implementing IMRT in clinical practice: a joint document
of the American Society for Therapeutic Radiology and Oncology and the Ame-
rican Association of Physicists in Medicine. Int J Radiat Oncol, 58(5):1616-1634,
2004. [cytowanie na str. 13]

M. Gardner. Mathematical games: The fantastic combinations of John Conway’s
new solitaire game "life”. Seci Am, 223(4):120-123, 1970. [cytowanie na str. 59

P. Gerlee, A. Anderson. An evolutionary hybrid cellular automaton model of solid
tumour growth. J Theor Biol, 246(4):583-603, 2007. [cytowanie na str. 55|

M. S. Greenblatt, W. P. Bennett, M. Hollstein, C. C. Harris. Mutations in the
P53 tumor suppressor gene: clues to cancer etiology and molecular pathogenesis.
Cancer Res, 54(18):4855-4878, 1994. |[cytowanie na str. 9]

H. P. Greenspan. Models for the growth of a solid tumor by diffusion. Stud Appl
Math, 51(4):317-340, 1972. [cytowanie na str. 71]

C. W. Greider, E. H. Blackburn. Identification of a specific telomere ter-
minal transferase activity in tetrahymena extracts. Cell, 43(2):405-413, 1985.

[cytowanie na str. 14]

P. Hahnfeldt, L. Hlatky. Resensitization due to redistribution of cells in the phases
of the cell cycle during arbitrary radiation protocols. Rad Res, 145(2):134-143,
1996. [cytowanie na str. 41]

P. Hahnfeldt, D. Panigrahy, J. Folkman, L. Hlatky. Tumor development under
angiogenic signaling a dynamical theory of tumor growth, treatment response, and
postvascular dormancy. Cancer Res, 59(19):4770-4775, 1999. [cytowanie na str. 71]

C. B. Harley, A. B. Futcher, C. W. Greider. Telomeres shorten during ageing of
human fibroblasts. Nature, 345:458-460, 1990. [cytowanie na str. 15]

L. Hayflick. The limited in vitro lifetime of human diploid cell strains. Fzp Cell
Res, 37(3):614-636, 1965. [cytowanie na str. 13]

L. Hayflick, P. S. Moorhead. The serial cultivation of human diploid cell strains.
Exp Cell Res, 25(3):585-621, 1961. [cytowanie na str. 13]

R. M. Hoffman. In vitro sensitivity assays in cancer: a review, analysis, and pro-
gnosis. J Clin Lab Anal, 5(2):133-143, 1991. [cytowanie na str. 93]



BIBLIOGRAFIA 87

[51]

52|

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

O. Hupe, U. Ankerhold. Determination of ambient and personal dose equivalent
for personnel and cargo security screening. Radiat Prot Dosim, 121(4):429-437,
2006. [cytowanie na str. 11]

R. Iyer, B. E. Lehnert. Factors underlying the cell growth-related bystander re-
sponses to « particles. Cancer Res, 60(5):1290-1298, 2000. [cytowanie na str. 12]

R. Iyer, B. E. Lehnert. Alpha-particle-induced increases in the radioresistance of
normal human bystander cells. Rad Res, 157(1):3-7, 2002. [cytowanie na str. 12]

S. P. Jackson. Sensing and repairing DNA double-strand breaks. Carcinogenesis,
23(5):687-696, 2002. [cytowanie na str. 8]

M. Jioner, A. J. van der Kogel. Basic clinical radiobiology. CRC Press, 2009.

[cytowanie na str. 8]

T. B. Kepler, T. C. Elston. Stochasticity in transcriptional regulation: origins, con-
sequences, and mathematical representations. Biophys J, 81(6):3116-3136, 2001.

[cytowanie na str. 71]

S. Ko, X. Liao, S. Molloi, E. Elmore, J. L. Redpath. Neoplastic transformation in
vitro after exposure to low doses of mammographic-energy X rays: Quantitative
and mechanistic aspects. Rad Res, 162(6):646-654, 2004. [cytowanie na str. 11]

H. Kondoh, T. Maruyama, M. E. Lleonart. Senescence as a target of cancer therapy.
Open Pathol, 2:57-62, 2008. [cytowanie na str. 13 i 15]

J. Lanuszewska, P. Widlak. Biatka detektorowe rozpoznajace pekniecia nici DNA
i ich udzial w mechanizmach komérkowej odpowiedzi na stres. Postepy Biochemit,
49(4):229-238, 2003. [cytowanie na str. 8]

B. E. Lehnert, E. H. Goodwin. Extracellular factor(s) following exposure to «
particles can cause sister chromatid exchanges in normal human cells. Cancer Res,
57(11):2164-2171, 1997. [cytowanie na str. 11]

M. E. LLeonart, A. Artero-Castro, H. Kondoh. Senescence induction: a possible
cancer therapy. Mol Cancer, 8(3):1-19, 2009. [cytowanie na str. 16]

A. Lomnicki. Wprowadzenie do statystyki dla przyrodnikéw. Wydawnictwo Nauko-
we PWN, 2006. [cytowanie na str. 99 i 100]

E. C. Mackonis, N. Suchowerska, M. Zhang, M. Ebert, D. R. McKenzie, M. Jackson.
Cellular response to modulated radiation fields. Phys Med Biol, 52(18):5469, 2007.
[cytowanie na str. 3, 5, 12, 14, 73, 77, 80, 103, i 108]

E. Michalak, A. Villunger, M. Erlacher, A. Strasser. Death squads enlisted
by the tumour suppressor p53. Biochem Bioph Res Co, 331(3):786-798, 2005.

[cytowanie na str. 9]

J. Miekisz, J. Poleszczuk, M. Bodnar, U. Fory$. Stochastic models of gene
expression with delayed degradation. Bull Math Biol, 73(9):2231-2247, Sep 2011.

[cytowanie na str. 2]



88

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

BIBLIOGRAFIA

C. Mothersill, C. Seymour. Medium from irradiated human epithelial cells but
not human fibroblasts reduces the clonogenic survival of unirradiated cells. Int J
Radiat Biol, 71(4):421-427, 1997. [cytowanie na str. 11]

C. Mothersill, C. Seymour. Radiation-induced bystander effects: past history and
future directions. Rad Res, 155(6):759-767, 2001. [cytowanie na str. 11]

H. Nagasawa, J. B. Little. Induction of sister chromatid exchanges by extremely
low doses of a-particles. Cancer Res, 52(22):6394-6396, 1992. [cytowanie na str. 9,
10,1 11]

G. J. Neary. Chromosome aberrations and the theory of RBE: 1. General conside-
rations. Int J Radiat Biol, 9(5):477-502, 1965. [cytowanie na str. 40]

L. M. Orre, B. Stenerlow, S. Dhar, R. Larsson, R. Lewensohn, J. Lehtio. p53 is
involved in clearance of ionizing radiation-induced RAD51 foci in a human colon
cancer cell line. Biochem Bioph Res Co, 342(4):1211-1217, 2006. [cytowanie na str. 25,
43, 1 48]

M. J. Piotrowska, S. D. Angus. A quantitative cellular automaton model of in
vitro multicellular spheroid tumour growth. J Theor Biol, 258(2):165-178, 2009.

[cytowanie na str. 25, 55, 58, i 59|

M. J. Piotrowska, M. Bodnar, J. Poleszczuk, U. Fory§. Mathematical modelling
of immune reaction against gliomas: Sensitivity analysis and influence of delays.
Nonlinear Anal-Real, 14(3):1601-1620, Jun 2013. [cytowanie na str. 2]

J. Poleszczuk, M. Bodnar, U. Forys. New approach to modeling of antiangiogenic
treatment on the basis of Hahnfeldt et al. model. Math Biosci Eng, 8(2):591-603,
Apr 2011. [cytowanie na str. 2]

J. Poleszczuk, U. Forys. Angiogenesis process with vessel impairment for Gom-
pertzian and logistic type of tumour growth. Appl Math, 36(3):313-331, 20009.

[cytowanie na str. 2]

J. Poleszczuk, U. Forys. A delay-differential equation model of HIV related
cancer—immune system dynamics. Math Biosci Eng, 8(2):627-641, Apr 2011.

[cytowanie na str. 2]

J. Poleszczuk, 1. Skrzypczak. Tumour angiogenesis model with variable vessels
effectiveness. Appl Math, 38(1):33—49, 2011. [cytowanie na str. 2|

K. M. Prise. Studies of bystander effects in human fibroblasts using a charged
particle microbeam. Int J Radiat Biol, 74(6):793-798, 1998. [cytowanie na str. 12]

T. T. Puck, P. I. Marcus. A rapid method for viable cell titration and clone
production with HeLa cells in tissue culture: the use of X-irradiated cells to supply
conditioning factors. PNAS, 41(7):432, 1955. [cytowanie na str. 93]

T. T. Puck, P. I. Marcus. Action of X-rays on mammalian cells. J Exp Med,
103(5):653-666, 1956. [cytowanie na str. 93]



BIBLIOGRAFIA 89

[80]

81]

82]

[83]

[84]

[85]

|86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

194]

P. M. Ridker, N. Rifai, M. J. Stampfer, C. H. Hennekens. Plasma concentration of
interleukin-6 and the risk of future myocardial infarction among apparently healthy
men. Circulation, 101(15):1767-1772, 2000. [cytowanie na str. 69

D. R6hme. Evidence for a relationship between longevity of mammalian species
and life spans of normal fibroblasts in vitro and erythrocytes in vivo. PNAS,
78(8):500975013, 1981. [cytowanie na str. 14]

K. Roszkowski, M. Foksinski. Wplyw promieniowania jonizujacego na DNA ko-
morki. Wspdtczesna Onkologia, 9:284-286, 2005. [cytowanie na str. 8]

J. Rzeszowska-Wolny, W. M. Przybyszewski, M. Widet. Ionizing radiation-induced
bystander effects, potential targets for modulation of radiotherapy. Fur J Phar-
macol, 625(1-3):156-164, 2009. [cytowanie na str. 3, 10, 12, i 16|

M. G. Sargent. Synchronous cultures of Bacillus subtilis obtained by filtration with
glass fiber filters. J Bacteriol, 116(2):736-740, 1973. [cytowanie na str. 56]

M. Serrano, A. W. Lin, M. E. McCurrach, D. Beach, S. W. Lowe. Oncogenic
RAS provokes premature cell senescence associated with accumulation of p53 and
pl6/VE4a - Cell, 88(5):593-602, 1997. [cytowanie na str. 15]

A. Sktodowska, B. Gostkowska. Promieniowanie jonizujgce a cztowiek i srodowisko.
Wydawnictwo Naukowe Scholar, 1994. [cytowanie na str. 8 i 21]

J. A. Smith, L. Martin. Do cells cycle? PNAS, 70(4):1263-1267, 1973.

[cytowanie na str. 57 i 62]

J. R. Smith, Y. Ning, O. M. Pereira-Smith. Why are transformed cells im-
mortal? Is the process reversible? Am J Clin Nutr, 55(6):12155-1221S, 1992.

[cytowanie na str. 15]

R. G. Steel, J. H. Torrie, D. A. Dickey. Principles and procedures of statistics: A
biometrical approach. McGraw-Hill, 1996. [cytowanie na str. 100 i 101]

I. F. Tannock. Population kinetics of carcinoma cells, capillary endothelial cells, and
fibroblasts in a transplanted mouse mammary tumor. Cancer Res, 30(10):2470-
2476, 1970. [cytowanie na str. 57]

I. W. Taylor, P. J. Hodson, M. D. Green, R. L. Sutherland. Effects of tamoxifen
on cell cycle progression of synchronous MCF-7 human mammary carcinoma cells.
Cancer Res, 43(9):4007-4010, 1983. [cytowanie na str. 56]

H. D. Thames. Repair kinetics in tissues: alternative models. Radiother Oncol,
14(4):321-327, 1989. [cytowanie na str. 41]

E. L. Travis, S. L. Tucker. Isoeffect models and fractionated radiation therapy. Int
J Radiat Oncol, 13(2):283-287, 1987. [cytowanie na str. 41]

B. van der Loo, R. Labugger, J. N. Skepper, M. Bachschmid, J. Kilo, J. M. Powell,
M. Palacios-Callender, J. D. Erusalimsky, T. Quaschning, T. Malinski. Enhanced
peroxynitrite formation is associated with vascular aging. J Ezp Med, 192(12):1731-
1744, 2000. [cytowanie na str. 16]



90 BIBLIOGRAFIA

[95] E.van Rongen, H. D. Thames Jr, E. L. Travis. Recovery from radiation damage in
mouse lung: Interpretation in terms of two rates of repair. Rad Res, 133(2):225-233,
1993. [cytowanie na str. 41]

[96] Z.L. Whichard, C. A. Sarkar, M. Kimmel, S. J. Corey. Hematopoiesis and its disor-
ders: a systems biology approach. Blood, 115:2339-2347, 2010. [cytowanie na str. 1]

[97] D. L. Wise, G. Houghton. Diffusion coefficients of neon, krypton, xenon, carbon
monoxide and nitric oxide in water at 10-60 C. Chem Eng Sci, 23(10):1211-1216,
1968. [cytowanie na str. 70]

[98] M. Xin, J. Zhang, E. R. Block, J. M. Patel. Senescence-enhanced oxidative stress
is associated with deficiency of mitochondrial cytochrome ¢ oxidase in vascular
endothelial cells. Mech Ageing Dev, 124(8):911-919, 2003. [cytowanie na str. 16]

[99] J. Yokota. Tumor progression and metastasis. Carcinogenesis, 21(3):497-503, 2000.

[cytowanie na str. 15]

[100] A. Young, M. Narita. SASP reflects senescence. EMBO Rep, 10(3):228-230, 2009.

[cytowanie na str. 16]



Dodatki

91






Dodatek A

Procedury eksperymentalne i
numeryczne

A.1 Frakcja przezywajacych komérek klonogennych

Obliczanie frakcji przezywajacych komoérek klonogennych jest metoda powszech-
nie stosowana do mierzenia wplywu radioterapii i innych $rodkéw leczniczych na
komorki nowotworowe [50]. Metoda zostala zaproponowana w potowie lat piec-
dziesiatych ubiegtego wieku [78, 79| i opiera si¢ na zliczaniu kolonii, ktore powstaja
podczas hodowli komérkowej. Jezeli niewielka liczba nieleczonych komérek nowo-
tworowych (okoto 5-10 komérek /cm?) zostanie umieszczona na ptytce hodowlanej
razem z wystarczajaca ilosciag substancji odzywczych, to czesé z posianych komo-
rek na drodze kolejnych podzialéw uformuje kolonie [36]. Komorke, wokot ktorej
po czasie odpowiadajacym okoto 5-6 cyklom podziatu komoérkowego (7-14 dni)
powstanie kolonia sktadajaca sie z co najmniej 50 komoérek, nazywamy klonogen-
na. To wtagnie komoérki klonogenne sg gtéwna sita napedowsa rozwoju nowotworu.
Ich frakcje w populacji (PE), nazywana wydajnodcia klonowania, obliczamy w
nastepujacy sposob:

PE — liczba uformowanych kolonii

liczba posianych komoérek

gdzie zliczane sa kolonie ztozone z co najmniej 50 komoérek. Po zaaplikowaniu
promieniowania jonizujacego lub innego potencjalnego érodka terapeutycznego,
komorki posiewa sie na plytki hodowlane i po uptywie tego samego czasu co przy
wyliczaniu wartosci PE dla komérek nieleczonych znéw zliczane sa kolonie. Frakcje
przezywajacych komorek klonogennych (SF) po ekspozycji na czynnik okresla sie
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poprzez formute:

liczba ufromowanych kolonii po zastosowaniu leczenia

SEF =

liczba posianych leczonych komorek x PE ’

gdzie PE jest uprzednio wyznaczong frakcja komoérek klonogennych w nieleczonej
populacji.

A.2 Funkcje stuzace do wybierania miejsca dla komoérki
potomnej

function indices = miejscaWOdleglosci(node,dist,nl,n2)
#MIEJSCAWODLEGLOSCI - funkcja zwracajgca indeksy wszystkich miejsc na
%siatce, ktére znajdujg sie w danej odlegioSci od komérki.

Jnode - wspbirzedna komérki na siatce zapisana jako (j-1)*n2+i

%dist - zadana odlegos¢

%nl i n2 - wymiar siatki (nl-szeroko§¢, n2-wysoko§c)

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(2xdist-1,1) 11;

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 zwracajgca najblizsze
%wolne miejsce dla danej komérki. JeSli jest wiecej niz jedno
Jmiejsce w danej odlegtosci, to na drodze losowania wybierane
%jest tylko jedno.

%node - wspdirzedna komérki na siatce zapisana jako (j-1)*n2+i,
% gdzie n2 to wysokoS¢ siatki
%cells - macierz logiczna zawierajgca informacje o zajetosci
% miejsc na siatce
indx=[];

dist=1;
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[n2, n1]l=size(cells);
while isempty(indx) %dopdki nie wybrano wolnego miejsca

Jwyznacz miejsca w odlegloSci dist
indxW=miejscaWOdleglosci(node,dist,nl,n2);
if “isempty(indxW) %jestesmy jeszcze na siatce

hwartoSci z macierzy opisujacej stan uktadu
zajetosc=cells(indxW);

inw=find((zajetosc-1)<0);
if “isempty(inw) %jest jakie§ wolne miejsce?

hwylosuj jedno z miejsc
inw=inw(randperm(length(inw),1));
indx=indxW(inw) ;

else

dist=dist+1; %zwigksz odlegtosS¢ poszukiwania
end

else %szukamy juz poza siatka
break;
end

end
end

function sciezka = znajdzSciezke(nodeM, nodeD, dist, nl, n2)
%ZNJADZSCIEZKIE - funkcja zwracajgca losowg najkrdtsza Sciezke *agczacy
%#dwa zadane miejsca.

%nodeM, nodeD - wspbtrzedne miejsc do potgczenia zapisane

h jako (j-1)#*n2+i

%dist - odlegtodé pomiedzy zadanymi miejscami (MUSI BYC PORPAWNA!)

%nl i n2 - wymiar siatki (nl-szeroko§¢, n2-wysokoS¢)

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

for

end

i=1:(dist-1)

setl=miejscaWOdleglosci(init,1,n1,n2);
set2=miejscaWOdleglosci(nodeD,dist-i,nl,n2);

kandydatki=intersect(setl,set2);
sciezka(i)=kandydatki(randperm(length(kandydatki),1));
init=sciezka(i);

sciezka(end)=nodeD;

end

A.3 Funkcje generujaca macierze i wektory okreslajace

uktad réwnan rézniczkowych liniowych wynikajacy
z metody elementéw skonczonych

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

%ZBUDUJMACIERZAH - funkcja zwracajgca macierz uktadu roéwnan liniowych,

%ktora wynika z zastosowania metody MES z elementami kwadratowymi i

%funkcjami kawatkami liniowymi

hc - tempo degradacji substancji

%D - wspdiczynnik dyfuzji

%nl - liczba rozwazanych elementdw w poziomie

%n2 - liczba rozwazanych elementdw w pionie
%h - drugosé boku kwadratu

nl=ni+l; n2=n2+1; %zmieniamy na liczbe wegzldw
N=n1#*n2;
A=zeros(N,9);

aux=(c*4/9*h~2+D*8/3)*1/2x[1/2 ones(1,n2-2) 1/2];
A(:,5)=[aux repmat(2%aux,1,nl-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-Dx1/3)*[1/2 ones(1,n2-2) 1/2];
A(:,2)=repmat (aux,1,nl);
A(:,8)=repmat(aux,1,nl);

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,nl);

AC:,7)=A2(:,1);
AC:,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 komdérki w stanie senescenji
%#cellsSen - wektor zawierajgcy wspdirzedne kombérek w stanie senescencji
yA zapisane jako (j-1)*n2+i, gdzie n2 to liczba elementdw

/A w pionie

#n2 - liczba rozwazanych elementdéw w pionie

%h - dtugo$é boku elementu (kwadrat)

nl=ni+1l; n2=n2+1; %zmieniamy na liczbe wezldw
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 narzedzia
statystyczne

B.1 Test t-Studenta réznicy pomiedzy Srednimi

Mianem testu t-Studenta okreslamy dowolny test statystyczny, w ktérym badana
statystyka (odwzorowanie przeksztatcajace element losowy w odpowiednia prze-
strzen rzeczywista) ma rozklad t-Studenta, o ile spelniona jest hipoteza zerowa.
Test tego typu jest bardzo czesto wykorzystywany przy sprawdzaniu, czy sred-
nie empiryczne z dwoch niezaleznych préb réznia sie od siebie w sposéb istot-
ny [62]. Méwiac doktadniej, z testu t-Studenta mozemy skorzysta¢, gdy dana
ceche w dwdéch badanych populacjach opisuja niezalezne zmienne losowe o roz-
ktadzie normalnym X oraz Y (o nieznanych parametrach), a hipoteza zerowa
mowi o rownosci pomiedzy §rednimi (X) = (V). W przypadku eksperymentow
na komérkach in vitro, najczesciej zaktada sie, ze r6znice pomiedzy wartosciami
pomiaru w dwdch niezaleznych powtérzeniach tego samego eksperymentu sa na-
stepstwem niedoktadnosci pomiaru. O bledzie pomiaru zaktada sie natomiast, ze
ma rozkltad normalny.

Zalézmy, ze dysponujemy skoniczona liczba realizacji obu rozwazanych zmien-
nych losowych X 1Y, czyli odpowiednio ciagami (prébami) x1, ..., pn, 0raz y1, ..., Yn,-
W przypadku rownej dtugoséci prob (ni=no=N) i przy zalozeniu, ze wariancje
zmiennych X i Y sa rézne, mozemy skonstruowaé nastepujaca statystyke testowa

T—y
\/52/N +s2/N

oznaczaja odpowiednio $rednia i wariancje empiryczng z danej pro-

t:

2

gdzie - oraz s
by. Jesli rzeczywiscie roznica pomiedzy $rednimi wynosi zero (hipoteza zerowa jest
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spetniona), to statystka ¢t ma rozktad t-Studenta z N — 1 stopniami swobody [62].
Odpowiednia statystyke mozna réwniez skonstruowaé, gdy wariancje zmiennych
X 1Y sg rowne, por. [89]. Po wstepnej analizie danych, dla wszystkich testow
istotnodci wykonanych w niniejszej rozprawie przyjeliSmy zatozenie o nierdéwnych
wariancjach.

Po obliczeniu wartodci powyzszej statystyki dla zebranych danych dogwiad-
czalnych nalezy okresli¢ p-warto$é¢ testu, czyli teoretyczne prawdopodobienistwo
otrzymania takiej lub wickszej (co do modutu, jesli tak jak w naszym przypad-
ku test jest dwustronny) wartosci statystyki, gdy spetnione sa zatozenia hipotezy
zerowej. Wartoé¢ tego prawdopodobieristwa mozemy obliczy¢ na podstawie dys-
trybuanty rozktadu t-Studenta, por. [62]. Jesli p-wartosé jest odpowiednio mata
(najczesciej przyjmuje sie wartos¢ graniczng roéwna 0,05) nalezy odrzucié¢ hipo-
teze zerowa moéwiaca o réwnosci §rednich. W przeciwnym przypadku nie mamy
podstaw, aby twierdzié¢, ze réznice w srednich pomiedzy badanymi prébami sa
istotne.

B.2 Zalezno$¢ pomiedzy zmiennymi

Najczesciej wykorzystywana miara zaleznosci pomiedzy badanymi zmiennymi jest
wspOtezynnik korelacji Pearsona (klasycznie nazywany po prostu wspolezynni-
kiem korelacji) zdefiniowany jako

. (X-Y) - (X))
V/Var (X) - Var (Y) '

gdzie (-) oznacza wartos¢ oczekiwana, a Var(-) wariancje danej zmiennej losowej.
Wartosé tego wspotczynnika, ktora miesci sie w przedziale [—1,1], okresla sto-
pieri liniowej zaleznosci pomiedzy badanymi zmiennymi X oraz Y [62, 89]. Dla
p =1 (p = —1) zalezno$¢ pomiedzy zmiennymi jest idealnie liniowa i dodatnia
(ujemna), czyli wraz ze wzrostem wartosci jednej zmiennej rosnie (maleje) wartosé
tej drugiej. W przypadku p = 0 méwimy o braku liniowej zaleznosci pomiedzy
badanymi zmiennymi. Nalezy jednak pamietaé, ze p = 0 nie wyklucza istnienia
zaleznogci.

Gdy mamy do dyspozycji jedynie n niezaleznych par (z;,y;) realizacji zmien-
nych X oraz Y, mozemy estymowaé teoretyczny wspoétczynnik korelacji p w na-
stepujacy sposéb

R = =1 7
\/§< — B2 (i - 7

gdzie ~ oznacza $rednia empiryczng z probki. Co wazne, jesli obie zmienne losowe
maja rozktad normalny, istnieje nieskomplikowana transformacja empirycznego
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wspoélczynnika korelacji R, ktora ma rozktad t-Studenta, o ile zmienne X i Y sa
nieskorelowane. Zatem, tak jak w przypadku testu réznicy pomiedzy $rednimi,
mozemy okresli¢ istotno$¢ otrzymanego wyniku (hipoteza zerowa méwi o braku
korelacji, czyli p = 0), por. [89].

B.3 Wspébtczynnik determinacji modelu

Zat6zmy, ze na podstawie pomiaréw eksperymentalnych skonstruowano ciag da-
nych dwucechowych (1, 1), ..., (Tn, yn)), do ktorego dopasowano nastepnie ciagta
krzywa opisana rownaniem y = f(x). Wspotczynnik determinacji, oznaczany jako
R?, wskazuje jak dobrze do danych eksperymentalnych dopasowuje si¢ badana
krzywa f(z) (model) [89]. W przypadku ogolnej postaci dopasowywanej krzywej
f(x), wspotczynnik determinacji definiuje sie jako

n

S (yi — f(:)?

gdzie ¥y jest rednia empiryczng z proby yi, ..., yn. Drugi czton powyzszego row-
nania interpretowany jest jako cze$é¢ wariancji w wartosciach zmiennej zaleznej
y, ktorej dopasowany model nie jest w stanie wyjaéni¢ na podstawie wartosci
zmiennej niezaleznej x.

W przypadku prostej regresji liniowej (f(x) = ax + b) catkowita wariancje
préby ya, ..., y, mozna zapisaé jako

n n n

DW= =) (i~ f@)?+ ) (fla) 1),

=1 =1 =1

co pozwala wyrazi¢ wspodlczynnik determinacji w postaci

(f(z:) —9)

s NgE

R?P="

9

(vi —9)°

=1

ktéra mozna zinterpretowaé¢ wprost jako czesé wariancji w wartosciach zmiennej
zaleznej y wyjasniana przez dopasowany model na podstawie wartosci zmienne;j
niezaleznej x. Co wiecej, w przypadku prostej regresji liniowej wspotczynnik de-
terminacji to wspolczynnik korelacji Pearsona podniesiony do kwadratu [89].






Spis rysunkéw
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Podzial efektéw popromiennych w zaleznosci od sposobu napromienia-
nia. Klasyczny efekt sasiedztwa (A) wystepuje, gdy jedynie niektore
komérki z napromienianej populacji otrzymuja niezerowa dawke pro-
mieniowania. Efekt widza (B) ma miejsce, gdy dochodzi do zmian w ko-
morkach, ktore byty poza napromienianym rejonem. Efekt kohorty (C)
obejmuje zmiany, jakie wywotuja pomiedzy soba komorki, ktére otrzy-
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dowlanych, ktére byly ostoniete przed promieniowaniem. . . . . . . . .
Komorki raka jelita grubego HCT116 p53 +/+ w stanie senescencji
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Zestaw wykorzystany do badania efektu sasiedztwa. Do poszczegdl-
nych dotkéw zawierajacych napromieniane komérki, wstawiane sa in-
serty, w ktoérych znajduja sie komorki nie wystawione na dziatanie
Promieniowamia. . . . . . . v o i e e e e e e e e 20
Uktad eksperymentalny wykorzystany do badania efektu sasiedztwa.
Komérki po 20 godzinach od posiania w dotkach poddawane sa dziata-
niu promieniowania jonizujacego. Po uptywie okoto 10 minut do dot-
kow wstawiane sa inserty z komoérkami posianymi réwniez 20 godzin
WCZESTIIE]. . . v v v v e e e e e e e e e e e e e 21
Przyktadowe zdjecie fragmentu plytki hodowlanej po przeprowadze-
niu wybarwiania komoérek odznaczajacych sie zwiekszona ekspresja -
galaktozydazy (komorek w stanie senescencji). . . . . . . . . .. .. .. 23
Zmierzony eksperymentalnie stosunek liczby komoérek znajdujacych sie
w dotkach po 48 godzinach koinkubacji do ich liczby przed napromie-
nianiem. Przedstawione sa srednia i odchylenie standardowe z czterech
niezaleznych eksperymentéw. . . . . .. ... L. 24
Zmierzony eksperymentalnie stosunek liczby komoérek w insertach po
48 godzinach koinkubacji do ich liczby przed koinkubacja. Przedsta-
wione sa srednia i odchylenie standardowe z czterech niezaleznych eks-
perymentoOw. . . . ... ..o 26
Odsetek komérek w stanie senescencji w populacji komérek bezposred-
nio napromienianych. Pomiar zostal wykonany po 48 godzinach koin-
kubacji. Przedstawione sg érednia i odchylenie standardowe z o§miu
niezaleznych eksperymentow. . . . . .. ..o Lo 27
Odsetek komorek w stanie senescencji w populacji komoérek znajdu-
jacych sie w insertach sasiadujacych z napromienionymi dotkami. Po-
miar zostal wykonany po 48 godzinach koinkubacji. Przedstawione sa
érednia i odchylenie standardowe z odmiu niezaleznych eksperymentow. 28
Odsetek komorek w stanie senescencji zmierzony w populacji nietrans-
formowanych ludzkich fibroblastéw (NHDF) bezposrednio napromie-
nianych w dotku oraz koinkubowanych w sasiadujacych insertach. Po-
miar zostal wykonany po 48 godzinach koinkubacji. Przedstawione sa
srednia i odchylenie standardowe z czterech niezaleznych eksperymentow. 29
Odsetek komoérek apoptotycznych w populacji bezposrednio napromie-
nianej w dotkach. Pomiar zostal wykonany po 48 godzinach koinku-
bacji. Przedstawione sa srednia i odchylenie standardowe z czterech
niezaleznych eksperymentow. . . . . .. ..o o Lo 30
Odsetek komorek apoptotycznych w populacji znajdujacej sie w koin-
kubowanych insertach. Pomiar zostat wykonany po 48 godzinach koin-
kubacji. Przedstawione sa srednia i odchylenie standardowe z czterech
niezaleznych eksperymentow. . . . . . ... o oo oo 31
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Zmierzona eksperymentalnie frakcja przezywajacych komorek klono-
gennych dla populacji komoérek bezposrednio napromienianych. Przed-
stawione sa $rednia i odchylenie standardowe z czterech niezaleznych
eksperymentow. . . . . . ... ..o e

Zmierzona eksperymentalnie frakcja przezywajacych komoérek klono-
gennych dla populacji komérek koinkubowanych z komérkami bezpo-
$rednio napromienianymi. Przedstawione sg srednia i odchylenie stan-
dardowe z czterech niezaleznych eksperymentéow. . . . . . . . .. ...

Zaleznos¢ pomiedzy wzglednymi liczbami komorek w stanie senescencji
w populacjach bezposrednio napromienianej oraz sasiadujacej. Ciagta
linia przedstawia najlepiej odpowiadajacy danym eksperymentalnym
model liniowy (podane jest réwniez odpowiadajace modelowi réwna-
nie wraz z wyliczonym wspoétczynnikiem determinacji R?). Przerywane
linie opisuja 95% przedzial ufnosci dla modelu. Symbol *** oznacza
p-wartos¢ dla korelacji (R) wynoszaca mniej niz 0,001. . . . . . . . ..

Zaleznosé pomiedzy wrzgledna liczba komorek w stanie senescencji w po-
pulacji bezposrednio napromienianej i frakcja przezywajacych komérek
klonogennych w populacji sasiadujacej. Ciagta linia przedstawia naj-
lepiej odpowiadajacy danym eksperymentalnym model liniowy (poda-
ne jest rowniez odpowiadajace modelowi rownanie wraz z wyliczonym
wspotczynnikiem determinacji R2). Przerywane linie opisujg 95% prze-
dzial ufnosci dla modelu. Symbol ** oznacza p-wartos¢ dla korelacji
(R) wynoszaca mniej niz 0,01. . . . . . . ... ...

Zaleznos¢ pomiedzy wzgledna liczba komorek w stanie senescencji w po-
pulacji bezposrednio napromienianej i wzgledna wielkoscia populacji
sasiadujacej po zakonczeniu koinkubacji. Ciggta linia przedstawia naj-
lepiej odpowiadajacy danym eksperymentalnym model liniowy (poda-
ne jest rowniez odpowiadajace modelowi rownanie wraz z wyliczonym
wspotczynnikiem determinacji R2). Przerywane linie opisujg 95% prze-
dzial ufnosci dla modelu. Symbol ** oznacza p-wartos¢ dla korelacji
(R) wynoszaca mniej niz 0,01. . . . . . . ... oo oL

Krzywe wynikajace z modelu liniowo-kwadratowego (4.2) dla komorek
bezpogrednio napromienianych i otrzymane w wyniku dopasowywa-
nia modelu do danych eksperymentalnych. Parametry odpowiadajace
krzywym na wykresie przedstawione zostaly w tabeli 4.2. . . . . . ..

Krzywe wynikajace z rozszerzonego modelu liniowo-kwadratowego (4.9)
dla komorek bezposrednio napromienianych (A) oraz sasiadujacych
(B), ktore zostaly otrzymane w wyniku dopasowywania modelu do da-
nych eksperymentalnych. Parametry odpowiadajace krzywym na wy-
kresach przedstawione zostaty w tabeli 4.4. . . . . . .. ... .. ...
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Poréwnanie przebiegu funkcji g(s) (4.8) dla parametrow przedstawio-
nych w tabeli 4.4 z jej skokowym przyblizeniem g(s) (4.10). Za punkt
nieciagtosci g(s) przyjeto punkt przegiecia funkeji g(s). . . . . . . . .. 52

Podstawowe zatozenia modelu. (A) Kazda komoérka moze zajmowac
tylko jedno miejsce na skoticzonej dwuwymiarowej regularnej siatce
kwadratowej. Na ré6zowo i zielono zaznaczone sa miejsca znajdujace sie
w odleglosci odpowiednio 1 i 2 od komoérki znajdujacej sie w miejscu
(2,3). (B) Nowo powstata komorka potomna umieszczana jest w bezpo-
srednim otoczeniu komorki macierzystej. W przypadku braku miejsca,
losowane jest jedno z miejsc w najmniejszej odlegtosci od komorki ma-
cierzystej (jedno z tych zaznaczonych na zielono), a nastepnie komorki
sa na nie kolejno przesuwane, aby zrobi¢ miejsce dla komoérki potomnej. 57
Cykl komorkowy jest podzielony na kilka nastepujacych po sobie faz:
G1, S, Go i M, przy czym faza Gi moze przejs¢ w faze spoczynkowa Go. 58
Przykladowe wykresy gestosci rozktadu log-normalnego f(t; i, o) opi-
sujacego czas trwania fazy Gp cyklu komoérkowego dla réznych wartosci
parametru g i przy ustalonym o? =1. . . . .. . ... ... ... ... 59
Uproszczony schemat blokowy algorytmu wykorzystanego do symulo-
wania proponowanego automatu komérkowego. . . . .. ..o 61
Zaleznodé odsetka komoérek klonogennych w populacji od wielkosci pa-
rametru p, czyli wspdlnego dla kazdej komérki parametru opisujacego
rozktad dtugosci trwania fazy spoczynkowej cyklu komérkowego, por.
rownania (5.1) i (5.2). Zaprezentowane sa srednia i odchylenie stan-
dardowe z 50 symulacji. . . . . ... .o Lo o 62
Przyktadowe wizualizacje uktadu po przyjetych 7 dniach hodowli dla
roznych wartodci parametru . Symulacje rozpoczety sie od 100 komo-
rek posianych w losowe miejsca siatki. W czerwone okregi wziete sa te
kolonie, ktore sktadaja sie z wiecej niz 50 komorek. . . . . . . ... .. 63
Ilustracja krzywych wykorzystanych do ekstrapolacji danych ekspe-
rymentalnych dotyczacych linii komorkowej HCT116 p53 +/+. (A)
Krzywa wykladnicza (5.3) opisujaca wzgledna wielkos$¢ populacji na
koniec koinkubacji, por. rys. 3.4. (B) Krzywa wyktadnicza (5.5) opisu-
jaca odsetek komérek w stanie senescencji na koniec koinkubacji, por.
rys. 3.6. . L L e 65
Frakcja przezywajacych komoérek klonogennych wynikajaca z automa-
tu komorkowego z v = 1 w réwnaniu (5.4) (czerwone punkty, srednia
+ odchylenia standardowe) oraz modelu liniowo-kwadratowego (czar-
na linia). Dla poszczegdlnych dawek wygenerowano po 100 symulacji
automatu komorkowego startujacego od 100 komorek rozrzuconych lo-
sowo na siatce o rozmiarze 500 x 500 pol i uwzgledniajacego 7 dni
hodowli. . . . . . . o 66
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5.9

5.10

5.11

5.12

5.13

Otrzymane numerycznie stacjonarne rozwiazania rownania (5.7) dla
substancji ns (A) i n, (B) dla parametréw przedstawionych w tabe-
115.2. .«
Tempo zbieznosci rozwiazania rownania (5.7) startujacego z zerowe-
go warunku poczatkowego do stanu stacjonarnego przedstawionego na
rys. 5.9 dla substancji ns (A) i n, (B). Na wykresach przedstawio-
na jest zalezna od czasu dyskretna norma infimum réznicy pomiedzy
rozwiazaniem n(x,t) a rozwiazaniem stacjonarnym nggge. - - - - - . . .
Stan systemu po 24 godzinach od napromienienia dawka 6 Gy. (Po
lewej) Uktad, w ktorym 75% obszaru znajduje sie pod ostona. (Po
prawej) Uktad bez ostony. Czerwonymi kropkami oznaczone sa komor-
ki w stanie senescencji, ktorych liczba (Ng) oraz odsetek w populacji
podany jest nad wykresem. . . . . ... . ... L oL
Stan systemu po 7 dniach od napromienienia dawka 6 Gy. (Po lewej)
Uktad, w ktorym 75% obszaru znajduje sie pod ostona. (Po prawej)
Uktad bez ostony. Czerwonymi kropkami oznaczone sa komorki w sta-
nie senescencji, ktorych liczba (Ny) oraz odsetek w populacji podany
jest nad wykresem. . . . .. .o Lo
Stan uktadu po 7 dniach od napromienienia ¢wiartki obszaru dawka 12
Gy. Czerwonymi kropkami oznaczone sa komoérki w stanie senescencji,
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ktorych liczba (Ng) oraz odsetek w populacji podany jest nad wykresem. 78



Spis tabel

2.1

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

5.1

0.2

Podsumowanie wynikow eksperymentalnych przedstawionych w [63].
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ny (zwickszajacy przezywalnos¢) wplyw sygnalow wysytanych przez
komoérki napromienione. . . . . .. ... ..o

Btad dopasowania modelu liniowo-kwadratowego do danych ekspery-

mentalnych opisujacych frakcje przezywajacych komoérek klonogennych.

Parametry modelu liniowo-kwadratowego (4.2) otrzymane w wyni-
ku dopasowywania modelu do danych eksperymentalnych opisujacych
frakcje komorek przezywajacych. . . . . ...

Blad dopasowania rozszerzonego modelu liniowo-kwadratowego (4.9)
do danych eksperymentalnych opisujacych frakcje przezywajacych ko-
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Parametry zmodyfikowanego modelu liniowo-kwadratowego (4.9) otrzy-
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Blad dopasowania rozszerzonego modelu liniowo-kwadratowego (4.9),
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Wartosci parametru p oszacowane przez poréwnanie predykcji modelu
(por. rys. 5.5) z eksperymentalnymi pomiarami frakeji komorek klono-
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Przyjete wartosci parametrow rownania (5.7) opisujacego czasowa i prze-
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5.3 Przewidywane przez model frakcje przezywajacych komorek klonogen-
nych w poszczegdlnych obszarach siatki, w przypadku gdy stosowana
byta dawka 6 Gy promieniowania. Podana sa srednie + odchylenia
standardowe. . . . ... Lo oL T4
5.4 Przewidywana przez model frakcja przezywajacych komorek klonogen-
nych dla populacji znajdujacej sie pod ostong, w przypadku gdy nie-
ostonieta ¢wiartka zostata napromieniona dawka 12 Gy. Podana jest
grednia + odchylenie standardowe. . . . . . . . ... ... 7
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