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Summary

Streszczenie |

Radiotherapy is, next to surgery, the basic method of treatment in oncology. The intensive searching of the
predictive factors for radiotherapy effectiveness, are still continuing. The mechanism of radiotherapy action
depends on the cellular oxygen presence. The latest studies evidence, that the molecular oxygen, through the
mechanism of fixation, leads to destruction of the DNA damage, caused by the ionizing radiation, repair.
Number of studies has demonstrated, that the tumour hypoxia evaluation correlates with radiotherapy effec-
tiveness. However, the universal method assessing the tumour hypoxia does not exist. Actually used methods,
as Eppendorf’s electrode, the molecular markers of hypoxia evaluation, or PET studies with oxydo-reductive
radiopharmaceutical agents, bring conflicting results. So, a lot of doubts about the quantitative and qualitative
character of relationship between hypoxia and sensitivity for radiotherapy still exist. Moreover, the analysis
is impeded by fact, that the hypoxia has significant negative prognostic influence on the treatment results with
radiotherapy, through the genome and proteomic changes induction. The paper presents the actual status of
knowledge about the influence of tumour hypoxia on radiotherapy effectiveness.
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Coaep:xanne |

Radioterapia jest obok chirurgii podstawowg metodg leczenia nowotwordw. Trwaja obecnie intensywne po-
szukiwania czynnikow predykeyjnych dla skutecznosci radioterapii. Mechanizm dziafania radioterapii zalez-
ny jest od obecnosci tlenu w komdrce. Najnowsze doswiadczenia dowodza, ze tlen czasteczkowy poprzez
mechanizm fiksacji zaburza napraweg uszkodzefi wywolanych w DNA promieniowaniem jonizujacym. Liczne
badania wykazaly, ze ocena niedotlenienia guza koreluje z wynikiem radioterapii. Brak jednak uniwersalnej
metody oceniajacej hipoksje. Aktualnie stosowane metody, jak pomiar elektroda Eppendorfa, ocena markeréw
molekularnych hipoksji czy badania PET z uzyciem oksydoredukcyjnych radiofarmaceutykow dostarczajg
sprzecznych wynikow. Istnieje wiec wiele watpliwosci co do iloSciowego i jakoSciowego charakteru zalezno-
Sci migdzy niedotlenieniem a wrazliwoscig na radioterapi¢. Ponadto analiz¢ utrudnia fakt, ze niedotlenienie
wywiera znaczny negatywny prognostyczny wplyw na wyniki leczenia radioterapia poprzez indukcj¢ zmian
genomowych i proteomicznych. W pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat wptywu niedotlenie-
nia guza na skutecznos¢ radioterapii.

Stowa kluczowe: hipoksja, radioterapia, czynnik predykcyjny, anemia, rak szyjki macicy

Pajmotepanust Hapsiiy ¢ XMPYPIUE SIBISIETCS OCHOBHBIM METOLOM JICUCHYISI HOBOOOpasoBanmit. B Hacro-
siIjee BPEMst IIPOBOLSTCS MHTEHCUBHBIC [IOVCKM IIPOTHO3UPYIOMNX (DAKTOPOB HOBbIICHMS ddek-
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TUBHOCTM pajuorepanmu. VI3BECTHO, YTO MEXaHM3M BO3ZCHCTBUS PafMOTEPAINI 3aBUCUT OT IIPUCYT-
CTBUS KMCJIOPOJA B KieTKe. VlcciieoBanms IpOBECHHBIE B IIOCIICIHEE BPEMS CBULECTEIbCTBYIOT O TOM,
YTO KJIETOYHBI KMCJIOPOJ] IIOCPELCTBOM MEXaHN3Ma (DUKCALMY HAPYLIAET BOCCTAHOBJICHUE ITOBPEIK/IC-
Huti, kotopsie npousouum B [THK B pesysprare nonusupyroniero obsydenus. MHOrOYMCICHHBIE UCCIIE-
JIOBaHMS IIOKA3aJIM TAK¥KE, YTO OL|CHKA HEOCTATOYHOT'O OKMCJICHMS OIIYXOJIM CBSI3aHA C PE3YJIbTaTaMuU
paguoreparu. OHAKO [0 CUX HOP HET YHUBEPCAIBHOI'O METOA OLICHKY I'MITOKCcHUM. IIpuMeHseMsie B Ha-
CTOSIIIIEE BPEMSI METO/IBI, TAKME KaK M3MEPEHIIE IIPU IIOMOLIY 9JIEKTPOa DIIeHn0pda, OLICHKA MOJIEKY-
JIIPHBIX MapKepOB ruttokcyy mwm ucciegosanns ITOT ¢ ucnosp3oBanneM pagnodapManeBTIKOB BOCCTA-
HABJIMBAIOIIX OKMCJICHNUE [JAIOT IIPOTUBOPEUYMBBIE PE3YJIbTaThL. [109TOMY CYIIECTBYET MHOI'O COMHEHUI
OTHOCUTEJIBHO KOJIMYECTBEHHOT'O ¥ KAYECTBEHHOT'O XapaKTepa 3aBUCUMOCTY MEXK[Y HEIOCTATKOM OKV-
CJIEHUS 1 4YBCTBUTEJIBHOCTBIO pajguorepanmu. KpoMe Toro aHaams ociaoxKHSAET (PaKT, YTO HEAOCTATOU-
HOCTb OKVCJICHVSI BO3ZICVICTBYET B 3HAYMTEIIBHOI CTEIICHY OTPHULIATEIBHO Ha IIPOTHO3MPOBAHIIE PE3YIIbTa-
TOB JIEYCHMS C VICIIOJIL30BAHMEM B PAIMOTEPAIINY MH/YKIMY TCHOMOBBIX 1 IIPOTEOMIYIECKIX N3MEHEHMUIL.
B pabore IpencTaBIeHO aKTYaTIbHOE COCTOSIHVIC 3HAHMI Ha TEMY BJIVSHMS HELOCTATKA OKMCJICHVS OIIy-
X0J Ha 9(PPERTUBHOCTD PAAMOTEPAIIA.

KiroueBble c10Ba: rumoxcus, paguorepanus, PakTop IPOTHO3UPYIOMINIL, aHEMISI, PAK IIEIKU MATKI

INTRODUCTION

adiotherapy is actually performed in about 60%
Rgf oncological patients®. Its effectiveness is meas-
red by the 5-year disease free survival factor, in

case of different malignancies differs between 0 and
100%". The treatment results of patients with identical
or very similar actually recognised prognostic factors,
as location, size or histological differentiation of the
tumour, with radiotherapy, are different®. There is not
clear enough, why the radiotherapy was effective in one
patient, ant with the other did not have any curable influ-
ence. The intensive searching of the additive predictive
factors, specific for radiotherapy, are still exist“. One of
the most active studied factors is the tumour hypoxia.
The numerous experimental and clinical trials results
demonstrate the correlation between the tumour hypox-
ia and its sensitivity on radiotherapy®. So, hypoxia is
attractive explanation of the problem with different radio-
therapy results in very similar patients, in aspect of known
prognostic and predictive factors. Since the mid-fifties the
intensive studies, to define the mechanism of the oxygen
effect and the value of hypoxia, making significant reduc-
tion of the radiotherapy effectiveness, and to introduce
the exact and available method of tumour hypoxia evalu-
ation in clinical conditions, which would allow to foresee
the answer to standard radiotherapy and to select the
group of patients, for who the experimental intensifica-
tion of treatment would be necessary, have been going on.
But today, at the beginning of XXI century, nevertheless
of over 50 years of studies and a lot of fascinating finds
about the tumour hypoxia, its evaluation is still not per-
formed in any standard of the tumour advance assess-
ment on the whole world and is not taken into account

100 during the treatment method selection. Why?

WPROWADZENIE

adioterapia jest obecnie stosowana u okoto 60%
er)nacjentéw nowotworowych™. Jej skutecznos¢
ierzona wspotczynnikiem 5-letnich przezyc
wolnych od wznowy miejscowej w przypadku roznych
nowotworOw waha si¢ w szerokim przedziale — prak-
tycznie od 0 do 100%". Wyniki leczenia radioterapia pa-
cjentdw majacych identyczne lub bardzo zblizone aktu-
alnie uznawane czynniki predykcyjne i prognostyczne,
jak lokalizacja, wielkoS¢ czy stopien zfosliwosci histolo-
gicznej guza sg rozne®. Nie jest w petni wyjasnione, dla-
czego u danego chorego radioterapia byla skuteczna,
a u innego nie przyniosta leczniczego efektu. Trwa inten-
sywnie poszukiwanie dodatkowych czynnikow predykeyj-
nych swoistych dla radioterapii. Jednym z najaktywniej
badanych jest niedotlenienie guza. Wyniki licznych ba-
dan zarowno eksperymentalnych, jak i klinicznych wyka-
zuja, ze istnieje zwigzek miedzy niedotlenieniem guza
nowotworowego a jego wrazliwoscig na radioterapi¢®.
Hipoksja jest wigc atrakcyjnym wyjasnieniem problemu
roznych wynikow radioterapii u bardzo podobnych pa-
cjentow pod wzgledem dotad znanych czynnikow pro-
gnostycznych i predykeyjnych. Od potowy lat 50. pro-
wadzone sg intensywne badania, ktore majg okreslic
mechanizm efektu tlenu oraz warto$¢ hipoksji powodu-
jacy istotne obnizenie wyniku radioterapii, a takze wpro-
wadzi¢ dokladng i dostepng metodg oceny hipoksji guza
w warunkach klinicznych, ktora pozwalafaby przewidzie¢
odpowiedZ na standardowa radioterapig¢ i wyselekcjono-
wac grupe pacjentow, u ktorych konieczna bytaby eks-
perymentalna intensyfikacja leczenia. Jednak dziS, u po-
czatku XXI wieku, mimo ponad 50 lat badan 1 wielu
fascynujacych odkry¢ dotyczacych niedotlenienia guzow,
jego ocena nie jest wykonywana w zadnym standardzie
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MECHANISM
OF THE OXYGEN EFFECT
IN RADIOTHERAPY

By the oxygen effect is meant the higher effectiveness of
radiotherapy towards to cells in reach in oxygen envi-
ronment, when compared to the environment without
the oxygen or with its low concentration. On the base
of studies with micro-radiation and radioisotopes with
very short range of radiation, is supposed, that for lethal
action of radiation, the interactions with the cellular
nucleus, are responsible”. The photons stream on the
rule of Compton collisions, raise the cellular duplicate
electrons stream, which bring out the ionization of met
particles”. The most frequent met molecule inside the
cell is water. As the effect of its ionization, this molecule
is broken down into two independent radicals: hydrox-
yl and hydrogen. Also the ionization may concern the
atoms in DNA molecules, the effect of what is the organ-
ic free radical, inside the DNA molecule, origin. The reac-
tions of the recalled above water-derivative free radi-
cals, with the DNA molecule and also the reactions of
organic radicals inside the DNA molecule have effect
in single-strand breakage, or double-strand breakage of
DNA®. It has been ascertained a lot of times, that the
effectiveness of cell killing through the radiation, corre-
lates with the number of double-strand breakage®. How-
ever, the reports not confirming this correlation, do
exist"”. This is intelligible, when we accept, as noticed
Dewey et al. at the early seventies, and what is con-
firmed for the successive actual studies, that not the
number of DNA damages, but the effectiveness of its
repair, seems to be the most significant predicting fac-
tor for radiotherapy“”. That is why, being obligatory up
to today, the oxygen effect mechanism interpretation is
based on the oxygen fixation hypothesis, of the above
DNA damage through the molecules of oxygen. Accord-
ing to this theory, having its source in Deschner’s and
Gray’s studies, coming from the second middle of fifties,
is accepted, that the oxygen, next to the DNA molecule
in physic chemical mechanism, consolidates the pri-
mary DNA damages, caused by the ionizing energy,
and makes them inaccessible for the damage-repair
mechanisms"?. To perform this reaction, the molecu-
lar oxygen has to be present, during the irradiation
process, or, not later than 5 ms after irradiation”. What
is interesting, the evidence in which the direct oxygen
effect was revealed, was performed at the first time for
Prise et al. during the late nineties"”. Therefore it may
be told, that the significance of the oxygen presence on
the DNA damage repair effectiveness is today evidence-
based, and actual studies in this field try to answer the
question, which among from the known types of DNA
repair is the most significant in this mechanism, HRR
— homologous recombination repair, or NHEJ — non-
homologous end-joining"?.
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oceny zaawansowania nowotworu na Swiecie i nie jest bra-
na pod uwagg przy wyborze metody leczenia. Dlaczego?

MECHANIZM EFEKTU TLENU
W RADIOTERAPI

Jako efekt tlenu rozumie si¢ wieksza skutecznoS¢ radio-
terapii wobec komorek w Srodowisku bogatym w tlen niz
wobec komorek w Srodowisku pozbawionym tlenu lub
o niewielkim jego stezeniu. Na podstawie badan z uzy-
ciem mikropromieni oraz radioizotopow o bardzo krot-
kim zasi¢gu promieniowania zaktada sig, ze za letalne
dziatanie promieniowania jonizujacego odpowiedzialne
sq interakcje tego promieniowania z jagdrem komorko-
wym®. Strumien fotondw na zasadzie zderzeh compto-
nowskich wzbudza w komorce wtdrny strumiefi elektro-
now, ktdre wywolujq jonizacj¢ napotkanych czasteczek™.
Najczesciej spotykang czgsteczka w komoree jest czg-
steczka wody. Wskutek jej jonizacji ulega ona rozpado-
wi na wysoce reaktywne wolne rodniki: hydroksylowy
1 wodorowy. Jonizacja moze rOwniez dotyczyC atomow
w czasteczee DNA, czego efektem jest powstanie orga-
nicznych wolnych rodnikow wewnatrz czasteczki DNA.
Reakeje wspomnianych wolnych rodnikéw wodopochod-
nych z czgsteczka DNA oraz reakcje organicznych rod-
nikdw wewnatrz czasteczki DNA skutkujg powstaniem
jednoniciowych (singles-strand breakage) lub dwunicio-
wych (double-strand breakage) peknieC DNA®. Wielo-
krotnie potwierdzono, ze skutecznos¢ zabijania komo-
rek przez promieniowanie jonizujace koreluje z iloScig
dwuniciowych peknie¢ DNA®. Istniejq jednak doniesie-
nia niepotwierdzajace tej korelacji’”. Jest to zrozumiate,
gdy przyjmiemy, ze, jak zauwazyli juz na poczatku lat 70.
Dewey i wsp., a co potwierdzaja kolejne wspotczesne ba-
dania, nie tyle iloS¢ uszkodzefi DNA, co skutecznosc ich
naprawy wydaje si¢ w najwigkszym stopniu warunkowac
skutecznos¢ radioterapii””. Dlatego obowigzujace do dzis
wyjaSnienie mechanizmu efektu tlenu opiera si¢ na teo-
rii utrwalania (oxygen fixation hypothesis) powyzszych
uszkodzen DNA przez czasteczki tlenu. Wedlug tej teorii
majacej zrodio w pracach Deschnera i Graya z drugiej
potowy lat 50. przyjmuje si¢, ze tlen w bezpoSrednim
sasiedztwie czasteczki DNA w mechanizmie fizykoche-
micznym utrwala pierwotne uszkodzenia DNA wywofa-
ne promieniowaniem jonizujgcym i czyni je niedostep-
nym dla mechanizmow naprawczych"?. Aby zaszla taka
reakcja, czgsteczkowy tlen musi by¢ obecny w chwili na-
promieniania [ub nie pdzniej niz okoto 5 ms po napro-
mienianiu®. Co ciekawe, doswiadczenie, w ktdrym po
raz pierwszy wykazano bezpoSrednio efekt tlenu, prze-
prowadzili dopiero w konicu lat 90. Prise i wsp.** Mozna
wigc powiedzie€, ze znaczenie obecnosci tlenu na sku-
tecznos$¢ naprawy zniszczen DNA jest dzi§ w petni udo-
wodnione, a aktualne badania w tej dziedzinie probujg
odpowiedzieC na pytanie, ktdry z poznanych typow na-
prawy DNA jest najbardziej istotny w tym mechanizmie

Cicatridina
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THE OXYGEN ENHANCEMENT RATIO

Because generally has been accepted, that hypoxia pro-
tects cells against the destructive effect of radiotherapy,
during the sixties, number of in vitro and in vivo experi-
ments, started, to measure the strength of this protec-
tion. It has been accepted as oxygen enhancement ratio
— OER, defined as the relation between the doses of irra-
diation, giving the same effect in irradiated cells in differ-
ent oxygen conditions. In another way, OER describes, in
which degree the cellular sensitivity on the lethal action
of radiotherapy increases with the oxygen concentration
increasing in direct cellular environment. Thus, accord-
ing to the definition, for conditions of anoxia, OER is 1,
what means lack of sensitivity. Based on the number of
the experiments, on the different cell lines, starting from
the yeasts and bacteria, and at the cells, coming from the
animal models of the tumours, finishing, the surprising-
ly homogenous OER, ranging between 2.5 and 3, was
determined"®. During many years, such spectacular result
has given the impression for radiobiologists, that they
found the answer to the question, why the results of treat-
ment with radiotherapy are so different for such similar
patients. However slight successes of the clinical studies,
based on the experimental increasing of tumour oxy-
genation during radiotherapy, or using the compounds
with oxygen properties, required the inspection of experi-
mental studies, which suggested, that OER is such high"”.
In year 1984, B. Palcic et al. suggested, that OER for
standard doses used in radiotherapy is definitely lower
than 3", Prosecuted researches confirmed, that the value
of OER 2.5-3.0 is not adequate for doses 2 Gy or lower"?.
The detailed analysis of experimental studies, according
to which such high OER was defined, were performed
for Dasu et al. not long time ago™. It has been demon-
strated, that most of experiments, performed during six-
ties and seventies, depended on the clonogenic potential
preservation of individual cells after high, up to 5-15 Gy
single fractions of irradiation. Next, calculated this way
OER was extrapolated on the clinically significant field,
therefore 2 Gy or less. Few experiments performed
these times were accused of the statistical significance
absence®". It resulted from very low plating efficiency
of the tumour cells. It means, that was difficult to dis-
tinguish, if the differences in cell survival rate were the
result of the plating condition, or the oxygen concen-
tration during the irradiation. Contemporary studies
of the cell survival rate, using the advanced laboratory
methods, as DMIPS (dynamic microscope image pro-
cessing system), have demonstrated, that with low and
very low doses of irradiation, lower than 1 Gy, OER is
close to 1, may also be lower®. In sum, in the range of
doses between 1 Gy and 5 Gy, OER increases from val-
ues close to 1 to about 3. Therefore, currently the value
of OER, accepted for the most frequent doses in radio-

102 therapy, 1.8-2 Gy, ranges between 1.2 to 2.0. The mat-

- naprawa przez homologiczng rekombinacje (HRR
— homologous recombination repair) czy system nichomo-
logicznego faczenia przerwanego DNA (NHEJ - non-
homologous end-joining)".

WSPOECZYNNIK WZMOZENIA
TLENOWEGO (WWT)

Poniewaz powszechnie przyj¢to, ze niedotlenienie chro-
ni komorki przed niszczgcym dziataniem radioterapii,
rozpoczeto w latach 60. liczne eksperymenty in vitro 1in
vivo, by zmierzyc site tej ochrony. Wyraza si¢ ja jako
WWT - wspdtczynnik wzmozenia tlenowego (oxygen
enhancement ratio, OER) — zdefiniowany jako stosunek
dawek promieniowania dajacych ten sam efekt w ko-
morkach napromienianych w roznych warunkach tle-
nowych. Innymi stowy WWT opisuje, w jakim stopniu
wrazliwo$¢ komorek na letalne dziatanie radioterapii
wzrasta ze wzrostem stezenia tlenu w bezposSrednim
otoczeniu komorki. Tak wiec z definicji, dla warunkow
anoksycznych WWT jest rowny jeden, co oznacza brak
uwrazliwienia. Na podstawie licznych eksperymentow na
roznych liniach komorkowych, poczynajac od drozdzy
i bakterii, a na komorkach pochodzacych ze zwierzecych
modeli guzow nowotworowych koficzac, wyznaczono
zaskakujaco jednolity WWT mieszczacy si¢ w granicach
2,5-319. Przez wiele lat ten spektakularny wynik pozwa-
laf radiobiologom sadzic, ze znalezli odpowiedZ na py-
tanie, dlaczego wyniki radioterapii tak bardzo si¢ roznig
u podobnych chorych. Jednak znikome sukcesy badan
klinicznych opartych na probach zwickszania utleno-
wania guza w trakcie radioterapii badz na stosowaniu
zwigzkow o podobnych do tlenu wiasciwosciach fizyko-
chemicznych nakazaty rewizj¢ badan eksperymentalnych,
ktore sugerowaly, ze WWT jest tak wysoki"”. W 1984 ro-
ku Palcic i wsp. zasugerowali, ze WWT dla standar-
dowych dawek stosowanych w radioterapii jest zdecy-
dowanie nizszy niz 3"¥. Dalsze badania potwierdzily,
ze wartoS¢ WWT réwna 2,5-3,0 jest nieadekwatna
w stosunku do dawek rownych i nizszych od 2 Gy"”.
Szczegbtowy analiz¢ badan eksperymentalnych, wedtug
ktorych obliczono tak wysoki WWT, przeprowadzili nie-
dawno Dasu i wsp.®” Okazalo sig, ze wickszo$¢ ekspery-
mentow z lat 60. 1 70. polegata na pomiarze zachowa-
nia potencjatu klonogennego pojedynczych komorek po
wysokich, siegajacych 5-15 Gy jednorazowych dawkach
napromieniania. Nast¢pnie obliczony w ten sposob WWT
ekstrapolowano na obszar dawek istotnych klinicznie,
awicc 2 Gy i mniej. Nielicznym eksperymentom przepro-
wadzonym w tamtym czasach w zakresie dawek ponizej
2 Gy zarzucano brak znamiennoSci statystycznej”. Wy-
nikato to z bardzo niskiej wydajnosci hodowli (plating
efficiency) komorek nowotworowych. Innymi stowy trud-
no bylo stwierdzi€, czy rdznice w przezywalnosci komo-
rek wynikaty z wplywu warunkow hodowli, czy st¢zenia
tlenu w trakcie napromieniania. Wspdtczesne badania
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ter of the OER behave in aspect of fractionated radio-
therapy in the situation of the changing in time and
space tumour hypoxia, is still the mystery®.

THE ANATOMY AND PHYSIOLOGY
OF THE TUMOUR HYPOXIA
AND ITS MEANING FOR RADIOTHERAPY
- RADIOBIOLOGICAL HYPOXIA

The description of the tumour hypoxia is still evolving
since over 50 years. In the measure of the diagnostic
methods progress, it becomes more and more dynamic.
All initiated divisions of the tumour hypoxia, in aspect of
its genesis, as the diffusion, anaemic, hypoxemic, toxic
hypoxia, or also dynamics — acute, temporary, chronic
hypoxia - it has to be treated as necessary, but signifi-
cantly simplified model of the tumour oxygenation pic-
ture®. Taking into account the not proper structure of
the tumour vessels — leakiness and shunt-type connec-
tions — direct connect of the vena and artery, and also,
local coagulopathy, vessel adhesive factors expression
disorders, and the permanent tumour cell proliferation
and its dislocation in relation to vessels, it becomes clear,
why the cell distribution in hypoxia condition and its
intensity inside the tumour are very heterogenic and
changeable™. Also changes of the oxygenation, caused
by irradiation, come into effect — the phenomenon of
periodic re-oxygenation and de-oxygenation. This prob-
lem was touched up during seventies for Kallman®®.
However, up to now, their mechanism and influence
on radiotherapy is not still defined enough®”.

To standardise the hypoxia typology, during the first mid-
dle of nineties, the radiobiological hypoxia was accept-
ed®. This term should mean the tumour cells, which, due
to hypoxia are radio-resistant. It is known, that the quan-
tity and the location of hypoxic cells, their cell growth
cycle time, the absolute value of the oxygen concentra-
tion ant the degree of its inconstancy, may have influ-
ence. For example, according to Elkind et al. evidences,
coming from sixties, results, that OER rapidly grows in
oxygen concentration, ranged between 0-20 mm Hg, what
means about 2% of the oxygen concentration in the gas
mixture, besides, half of the maximum oxygen effect is
reached with the values of pO2 about 3-10 mm Hg. The
further oxygen concentration increasing, even up to 100%,
increases the OER not significantly. Actually, what kind
of combination of the above factors of the hypoxia, has
the strongest influence in aspect of the irradiation effec-
tiveness, is the subject of discussion®. For example, some
radiobiologists consider, that the group of the cells in
chronic hypoxia does not determine the clinical danger
in aspect of the radiotherapy resistance. Quite the con-
trary, these protractedly “sub stewed and malnutrited”
cells, become to be highly sensitive to irradiation with
regard for very limited opportunity of energy mustering
for repair processes.
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przezywalnoSci komorek, stosujace zaawansowane me-
tody laboratoryjne, jak np. DMIPS (dynamic microscope
image processing system) wykazaly, ze przy niskich i bar-
dzo niskich dawkach napromieniania, tj. ponizej 1 Gy,
WWT jest bliski jednoSci, a moze nawet nizszy*”. Re-
asumujac, w przedziale dawek od 1 Gy do 5 Gy WWT
ro$nie od wartoSci bliskich 1 do okofo 3. Aktualnie przyj-
muje si¢ wiec, ze dla najczesciej stosowanych dawek we
wspdiczesnej radioterapii, czyli 1,8-2,0 Gy, WWT miesci
si¢ najprawdopodobniej w granicach od 1,2 do 2,0. Za-
gadka pozostaje jednak kwestia, jak zachowuje sig WWT
przy frakcjonowanej radioterapii w sytuacji zmieniajq-
cego si¢ w czasie 1 przestrzeni utlenowania guza®.

ANATOMIA I FIZJOLOGIA
NIEDOTLENIENIA
GUZA NOWOTWOROWEGO
A JEGO ZNACZENIE DLA RADIOTERAPII
— NIEDOTLENIENIE RADIOBIOLOGICZNE

Opis niedotlenienia guza nowotworowego ewoluuje od
ponad 50 lat. Wraz z postepem metod diagnostycznych
staje si¢ on coraz bardziej dynamiczny. Wszelkie wprowa-
dzane podzialy niedotlenienia guzéw nowotworowych,
czy to ze wzgledu na jego geneze, jak niedotlenienie dy-
fuzyjne, niedokrwienne, hipoksemiczne, toksyczne, czy
tez dynamike — ostre, przejSciowe i przewlekle niedotle-
nienie — nalezy traktowac jako potrzebny, lecz znacznie
uproszczony model obrazu utlenowania guza nowotwo-
rowego®. Majac na uwadze nieprawidtowg budowe na-
czyh wytworzonych w tkance nowotworowej (nieszczel-
noSci i potgczenia typu shunt), bezpoSrednie pofaczenie
tetniczki z zylg, a takze lokalne zaburzenia krzepniecia,
zaburzenia ekspresji naczyniowych czynnikow adhezyj-
nych oraz statg proliferacje komorek w obrebie guza iich
przemieszczanie si¢ w stosunku do naczyn, jasne staje sie,
dlaczego rozktad komorek w stanie niedotlenienia i jego
nasilenie w guzie sa bardzo heterogenne i zmienne w cza-
sie”. Do tego dochodzg jeszcze zmiany utlenowania
wywolane napromienianiem — zjawisko cyklicznej re-
oksygenacji i deoksygenacji. Problem ten poruszat juz
w latach 70. Kallman“®. Jednak do dzi$ ich mechanizm
1 wplyw na radioterapi¢ nie jest do konca poznany®”.

W celu ujednolicenia typologii hipoksji wprowadzono
w pierwszej potowie lat 90. termin radiobiologicznego
lub radiobiologicznie istotnego niedotlenienia (radio-
biological hypoxia)®®. Termin ten ma oznacza¢ komorki
w guzie nowotworowym, ktdre ze wzgledu na niedotle-
nienie sg istotnie oporne na radioterapi¢. Wiadomo, ze
wplyw na istotnos¢ radiobiologiczng moze mie¢ zarOw-
no ilos¢, jak i rozmieszczenie komodrek niedotlenionych,
ich czas obrotu komorkowego, bezwzgledna wartos¢ ste-
zenia tlenu i stopien jego zmiennoSci. Na przykiad z do-
swiadczen Elkind i wsp. z lat 60. wynika, ze WWT rosnie
gwaltownie w przedziale st¢zeni tlenu od 0-20 mm Hg,
co odpowiada ok. 2% zawartoSci tlenu w mieszaninie
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The discussion is not finished yet, because the low-ener-
getic status, caused by chronic hypoxia from one side
reduces the energy-dependent repair processes effective-
ness, and from the other side, leads the cell in the “sleep-
ing status”, blocks the progression through the cellular
cycle, not permitting the damage to manifest itself dur-
ing the cell division, what seems to be the main reason
of the tumour cell death — mitotic death, as opposed to
inter-phase death®”. However also at this last field the dis-
sonance between radiobiologists still exists, what makes
difficult the answer, whether the chronic hypoxia is radio-
biologically significant®”. Beyond this academic discus-
sion, it has to be remembered, that the oxygen effect is
still exist, its value measured for OER is significant and
that is why the presence of radiobiologically significant
hypoxia should be assessed.

THE METHODS OF HYPOXIA
EVALUATION AND THEIR CORRELATION
WITH RADIOTHERAPY RESULTS

Based on the above evidences and considerations, we
may have the impression, that, when we consider the
relation between hypoxia and radiotherapy in aspect of
the single tumour cell, it is quite simple, understandable,
and, what is the most important, foreseeable. In prac-
tice, the situation is more complex. Because, during the
laboratory studies, the oxygen concentration in gas mix-
ture around the irradiated cells, may be precisely meas-
ured, which concentration may be easily related to the
irradiation influence on the cell division ability mainte-
nance. The question, what and how to measure, to fore-
see the answer of all tumour cells on the defined dose of
radiation?"” Currently, the standard, precise and non-
invasive method, assessing the radiobiologically sig-
nificant tumour hypoxia does not exist®”. Within last
30 years, the several methods of tumour hypoxia evalu-
ation have been evolved. Most of them are the experi-
mental methods. Most of the data concerning the corre-
lation between the tumour hypoxia evaluation and result
of irradiation, relates to three types of measurements:
with the Eppendorf’s electrode, and through the exoge-
nous end endogenous markers of hypoxia®. The longest
and the most popular used method is invasive tumour
measurement with the Eppendorf’s micro-electrode®.
In spite of this method average the records of partial
oxygen pressure in the necrotic fields, and acute and
chronic hypoxia, its results correlate with the results of
the treatment of head and neck malignancies, cervical
cancer and sarcomas“®. The researches about the com-
puter programming, optimising the electrode reading, are
still go on®”. From one side, this is the method, for which
the largest evidence material as the method of tumour
oxygenation evaluation in order to predict the treatment
result, exists®Y. From the other side, the newest com-

104 parative studies with methods, based on the positron

gazowej, przy czym potowa maksymalnego efektu tlenu
osiggana jest przy wartosciach pO2 okofo 3-10 mm Hg.
Dalsze zwigkszanie stezenia tlenu, nawet do 100%, juz
nieznacznie tylko zwigksza WWT. Obecnie trwa zywa
dyskusja, jakiego rodzaju polaczenie powyzszych cech
niedotlenienia najsilniej wptywa na skutecznos¢ napro-
mieniania®. Cz¢s¢ radiobiologdw uwaza, ze grupa ko-
morek przewlekle niedotlenionych nie stanowi zagroze-
nia klinicznego w aspekcie opornosci na radioterapig.
Wrecz przeciwnie, te przewlekle ,,podduszone i niedo-
zywione” komorki staja si¢ wysoce promieniowrazliwe
ze wzgledu na bardzo ograniczone mozliwosci wykrze-
sania energii na procesy naprawcze. Dyskusja nie jest
zamknig¢ta, gdyz stan niskoenergetyczny, ktory wywo-
tuje przewlekta hipoksja, z jednej strony obniza wydaj-
nos¢ energozaleznych procesdw naprawczych, ale z dru-
giej wprowadza komorke w ,,uspienie”, blokuje progresje
przez cykl komorkowy, nie pozwalajac, zeby uszkodze-
nia ujawnily si¢ w trakcie podziatu komorkowego, co wy-
daje sie by¢ gtowng przyczyng Smierci komorki nowotwo-
rowej — Smier¢ mitotyczna w odroznieniu od Smierci
interfazalnej®”. Jednak i na tym ostatnim polu istnieje
rozdzwigk mi¢dzy radiobiologami, co tylko utrudnia od-
powiedZ na pytanie, czy przewlekia hipoksja jest istot-
na radiobiologicznie®”. Pomijajac dyskusj¢ akademic-
ka, trzeba pamigtac, ze efekt tlenu istnieje, jego wartos¢
zmierzona poprzez WWT jest znaczaca i dlatego nale-
zy proébowac oceni¢, chociaz w przyblizeniu, obecnos¢
istotnego radiobiologicznie niedotlenienia.

METODY OCENY HIPOKSIJI
T'ICH KORELACJA
Z WYNIKIEM RADIOTERAPII

Na podstawie powyzszych doSwiadczen i rozwazan
mozna odnieS¢ wrazenie, ze gdy rozpatrujemy zwigzek
niedotlenienia i radioterapii w odniesieniu do pojedyn-
czej komorki nowotworowej jest on dosy¢ prosty, zro-
zumialy i co najwazniejsze przewidywalny. W praktyce
mamy jednak do czynienia z sytuacjg o wiele bardziej
ztozong. Bowiem w doSwiadczeniach laboratoryjnych
mozna precyzyjnie zmierzyC stezenie tlenu w mieszance
gazowej obmywajacej badane naswietlane komorki, kto-
re to st¢zenie mozna nastepnie tatwo odnies¢ do wply-
wu promieniowania na utrzymanie zdolnosci komorki
do podziatéw komorkowych. Pytanie brzmi jednak, co
1jak zmierzycC, zeby przewidzie¢ odpowiedz wszystkich
komorek w guzie na okreSlong dawke radioterapii®”.
Aktualnie standardowa, precyzyjna i nieinwazyjna me-
toda oceniajgca radiobiologicznie istotne niedotlenienie
guzdw nowotworowych nie istnieje™. W ciggu ostatnich
30 lat rozwinglo sig¢ kilkanaScie metod oceny niedotle-
nienia guzdw nowotworowych. Jednak wickszos¢ z nich
to metody eksperymentalne. Najwiecej danych dotycza-
cych korelacji oceny niedotlenienia z wynikiem radiote-
rapii jest na temat trzech typow pomiarOw — z uzyciem
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emission tomography using the radiopharmaceutical
agents, selectively being subordinated to the oxydo-
reductive reaction in the oxygen concentrations lower
than 10 mm Hg, demonstrate the significant differences
in the assessment of the same tumour®™. At the begin-
ning, the distribution of the mentioned pharmaceutical
nitroimidazole agents, was evaluated only immunohis-
tochemically among the biopsy specimen, and it corre-
lated with the treatment results“”. This is the method of
the exogenous markers. The lack of significant correla-
tion between the micro-electrode measurement method
and exogenous marker was demonstrated in those days“".
At the other turn, the endogenous markers method lies in
the molecular products of the cells treated with hypoxia,
assessment. The main protein products, evaluated actu-
ally retrospectively in the histopathological specimen and
correlated with the treatment result is the HIF-1alpha
protein, CAIX and GLUT-3. Also in this case, the diver-
gent reports alike concerning correlations between endo-
genous markers and with the micro-electrode method,
and the prognostic value of the endogenous hypoxia
markers, still exist“?.

Thus, from one side, the predictive nature of the meas-
urement of hypoxia is obvious, but from the other side,
the method validation, which would have the acceptable
sensitivity and specificity, in radiobiologically significant
tumour hypoxia, which would help the patients stratifi-
cation to the different treatment method, does not exist.

UNSPECIFIC PROGNOSTIC
INFLUENCE OF HYPOXIA
AND ITS PREDICTIVE SIGNIFICANCE
FOR RADIOTHERAPY RESULTS

Beyond the influence on the radiotherapy mechanism,
hypoxia has a huge impact on the tumour biology through
the genomic and proteomic changes*. This is confirmed
by the studies on micro-matrixes and spectroscopes of
mass cells treated with hypoxia, and also, general, inde-
pendent of the treatment method, negative prognostic
influence of hypoxia™*. The hypoxic cells possess the
increased ability of micro invasion, skip and distant
metastases. The above observations relate probably
mainly to temporary hypoxic cells- repeated hypoxia and
re-oxygenation incidents cause the genetic instability”.
Unfriendly environment — low unstable level of oxygen,
glucose, low pH, high lactates concentration — on the
rule of clone selection, promotes mutations, facilitating
the getting out of it — the increased metastatic potential
and also, raising the apoptotic answer threshold“*.
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mikroelektrody Eppendorfa oraz poprzez ocen¢ egzo-
gennych 1 endogennych markerow hipoksji®?.
Najdiuzej i najpowszechniej stosowang metoda jest in-
wazyjny pomiar utlenowania guza za pomocg mikro-
elektrody Eppendorfa®. Mimo ze usrednia ona wartosci
ciSniefi parcjalnych tlenu obszardw martwicy oraz ostrej
1 przewlektej hipoksji, jej wyniki dobrze korelujg z wyni-
kami leczenia nowotworOw gtowy i szyi, szyjki macicy
1 migsakow"?. Trwajq aktualnie badania nad oprogramo-
waniem komputerowym, ktdre maksymalnie optymali-
zuje odezyt z elektrody®”. Z jednej strony jest to metoda,
dla ktorej istnieje najwickszy materiat dowodowy jako
metody oceny utlenowania guza w celu predykeji wyniku
leczenia®. Z drugiej strony najnowsze badania porow-
nawcze z metodami opartymi na pozytronowej tomogra-
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podlegajacych reakcji oksyredukceyjnej w st¢zeniach tlenu
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wspomnianych radiofarmaceutykdw nitroimidazolowych
oceniano jedynie immunohistochemicznie w materiale
biopsyjnym i korelowano z wynikiem leczenia“”. Na tym
polega metoda egzogennych markerdw. Juz wtedy wyka-
zano brak istotnej korelacji miedzy pomiarami metodg
mikroelektrody i egzogennego markera®’. Z kolei meto-
da endogennych znacznikOw polega na ocenie moleku-
larnych produktow komorek poddanych hipoksji. Gtow-
ne produkty biatkowe oceniane obecnie retrospektywnie
w materiale histopatologicznym i korelowane z wynikiem
leczenia to biatko HIF-1alfa, CAIX i GLUT-3. Réwniez
w tym przypadku pojawiajq si¢ rozbiezne doniesienia
dotyczgce korelacji miedzy endogennymi znacznikami,
jak iz metodg mikroelektrody oraz dotyczace wartosci
prognostycznej endogennych znacznikdw hipoksji?.
Tak wigc z jednej strony predykeyjny charakter pomia-
ru niedotlenienia jest oczywisty, ale z drugiej strony nie
ma walidacji metody, ktdra miataby wystarczajacg czu-
tos¢ 1 swoistos¢ w wykrywaniu radiobiologicznie istot-
nego niedotlenienia, dzigki czemu mogtaby stuzy€ stra-
tyfikacji pacjentow do réznych metod leczenia.

NIESWOISTY WPLYW PROGNOSTYCZNY
HIPOKSII A JEJ ZNACZENIE
PREDYKCYJINE DLA WYNIKU
RADIOTERAPII

Poza wptywem na mechanizm dziatania radioterapii nie-
dotlenienie ma olbrzymi wplyw na biologi¢ nowotwo-
ru poprzez indukcj¢ zmian genomowych i proteomicz-
nych®. Potwierdzajq to badania na mikromacierzach
1 spektroskopach masowych komorek poddanych nie-
dotlenieniu, a takze ogllny niezalezny od sposobu lecze-
nia negatywny wplyw prognostyczny niedotlenienia™®*.
Niedotlenione komorki majg zwigkszong zdolnos¢ do
mikronaciekania, przerzutow skokowych i odlegtych. Po-
wyzsze obserwacje dotycza prawdopodobnie glownie ko-
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oraz substancje pomocnicze. Wskazania: Monoterapia raka piersi z przerzutami u pacjentow ze zwigkszonym ryzykiem powikian ze strony migénia sercowego; leczenie zaawansowanego raka jajnika u pacjentek, u ktérych
chemioterapia | rzutu zwigzkami platyny zakoriczyta si¢ niepowodzeniem. Dawkowanie: Rak piersi lub rak jajnika: Dozylnie w dawce 50 mg/m? pc. co 4 tygodnie do czasu progresji choroby, tak diugo jak pacjent toleruje
leczenie. Przeciwwskazania: Nadwrazliwos¢ na substancje czynng lub na ktdrakolwiek substancje pomocnicza, karmienie piersig. Bezpieczenistwo i skutecznos¢ u pacjentéw w wieku ponizej 18 lat nie zostaty okreslone. Specjalne
ostrzezenia i $rodki ostroznosci dotyczace stosowania: Zaleca sie, aby wszyscy pacjenci byli rutynowo poddawani czgstemu badaniu EKG. Przed rozpoczeciem leczenia preparatem oraz okresowo podczas leczenia powinny by¢
stosowane echokardiograficzny pomiar frakgji wyrzutowej lewej komory serca, lub lepiej arteriografia metodg wielobramkowa. Kazdorazowo w przypadku podejrzewania kardiomiopatii zaleca sig rozwazenie wykonania biopsji
migénia sercowego. Ocena czynnosci lewej komory jest uznawana za obowigzkowa przed kazdym dodatkowym podaniem preparatu, ktére przekracza skumulowana dawke 450 mg antracyklin/m? pc. w ciggu zycia. Nalezy zachowac
ostroznos¢ stosujac preparat u pacjentow z niewydolnoscig serca. Nalezy wykazac ostroznos¢ u pacjentéw otrzymujacych inne antracykliny. Przed rozpoczeciem leczenia preparatem nalezy dokonac oceny czynnosci watroby stosujac
standardowe kliniczne testy laboratoryjne. Kazdy pacjent otrzymujacy doksorubicyne musi pozostawac pod kontrolag hematologiczng. Cigza: O ile nie jest to absolutnie niezbedne, nie nalezy stosowac preparatu w czasie cigzy.
Kobietom w wieku rozrodczym nalezy zaleci¢, aby unikaly zajécia w ciaze w czasie gdy one lub ich partnerzy sa leczeni preparatem oraz przez 6 m-cy po jego zakonczeniu. Dziatania niepozadane: Najczesciej obserwowanym w
badaniach klinicznych byt rumien dfoni i podeszew (Palmar-Plantar Erythrodysesthesia - PPE) -44,0 % - 46,1 %. Pacjentki z rakiem jajnika: Dziatania niepozadane obserwowane u = 5% pacjentéw: ostabienie, rumien, zmeczenie,
goraczka, stabos¢, zaburzenia btony $luzowej, bole, béle brzucha, anoreksja, zaparcia, biegunka, niestrawnos¢, owrzodzenie ust, zapalenie bfony Sluzowej, zapalenie jamy ustnej, nudnosci, wymioty, leukopenia, niedokrwistos¢,
neutropenia, trombocytopenia, zaburzenia czucia, sennos¢, zapalenie gardta, tysienie, suchos¢ skory, PPE, zmiany pigmentacji, wysypka, odbarwienie skory. Dziatania niepozadane obserwowane u 1% — 5% pacjentéw: bol glowy,
reakgje alergiczne, dreszcze, zakazenia, bdle w klatce piersiowej, bole plecéw, zte samopoczucie, rozszerzenie naczyn, zaburzenia sercowo-naczyniowe, kandydoza jamy ustnej, owrzodzenie jamy ustnej, zapalenie przetyku, nudnosci
i wymioty, zapalenie Zotadka, utrudnienie pofykania, suchosc jamy ustnej, wzdecia, zapalenie dziaset, niedokrwistos¢ niedobarwliwa, obrzeki obwodowe, zmniejszenie masy ciata, odwodnienie, wyniszczenie, bol migéni, zawroty
gtowy, bezsennos¢, niepokdj, neuropatia, depresja, nadcisnienie, zaburzenia oddychania, narastajacy kaszel, wysypka pecherzykowa, $wiad, ztuszczajace zapalenie skory, zmiany skorne, wysypka grudkowo-plamkowa, potliwos¢,
tradzik, potpasiec, owrzodzenie skory, zapalenie spojowek, zaburzenia smaku, zakazenia uktadu moczowego, bolesne oddawanie moczu i zapalenie pochwy. Pacjentki z rakiem piersi: Dziatania niepozadane obserwowane
u = 5% pacjentow: osfabienie, rumien, zmeczenie, goraczka, stabos¢, zaburzenia btony $luzowej, béle, béle brzucha, anoreksja, zaparcia, biegunka, niestrawnos¢, owrzodzenie ust, zapalenie btony sluzowej, zapalenie jamy
ustnej, nudnosci, wymioty, leukopenia, niedokrwistos¢, neutropenia, trombocytopenia, zaburzenia czucia, senno$¢, zapalenie gardta, fysienie, suchos¢ skory, PPE, zmiany pigmentacji, wysypka, odbarwienie skory. Dziatania
niepozadane obserwowane u 1% — 5%: bél piersi, kurcze ndg, obrzeki, obrzeki nég, neuropatia obwodowa, béle w obrebie jamy ustnej, arytmia komorowa, zapalenie mieszkdw wtosowych, bél kosci, béle miesniowo-szkieletowe,
trombocytopenia, opryszczka warg pochodzenia nieherpetycznego, zakazenia grzybicze, krwawienie z nosa, zakazenia gérych drog oddechowych, wykwity pecherzowe, zapalenie skory, wysypka rumieniowa, choroby paznokdi,
tuskowata skora, fzawienie i niewyrasne widzenie. Czestos¢ klinicznie istotnych odchylen parametrow laboratoryjnych (stopien Il lub IV) w tej grupie byta mata i dotyczyta podwyzszenia stezenia bilirubiny catkowitej, oraz aktywnosci
AspAT i AIAT. Wszystkie grupy pacjentow: reakcje zwigzane z wlewem: reakcje nadwrazliwosci, reakcje rzekomoanafilaktyczne, skurcz oskrzeli, skrocony oddech, obrzek twarzy, uderzenia krwi do gtowy, niedociénienie,
rozszerzenie naczyn, pokrzywka, bol plecow, bol w klatce piersiowej, bol gtowy, dreszcze, gorgczka, nadcisnienie, czestoskurcz, niestrawnos¢, nudnosci, zawroty gtowy, zaburzenia oddychania, zapalenie gardta, wysypka, $wiad,
potliwos¢, reakcje w miejscu wstrzykniecia i interakcje z innymi lekami. Podmiot odpowiedzialny: SP Europe 73, rue de Stalle, B-1180 Bruksela Belgia. Pozwolenie EU/1/96/011/001-004.

Przed przepisaniem nalezy zap ¢ sie z zatwierdzong charakterystyka produktu leczniczego.
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