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Kaunas

Patvirtinu, kad mano, Vaido Jackevidiaus, baigiamasis darbas tema ,,Dozés galios ir
stebétojo efekto jtaka lasteliy elgsenai spindulinéje terapijoje” yra parasytas visiskai
savarankiskai, o visi pateikti duomenys ar tyrimy rezultatai yra teisingi ir gauti saZiningai. Siame
darbe nei viena darbo dalis néra plagijuota nuo jokiy spausdintiniy ar internetiniy Saltiniy, visos
kity Saltiniy tiesioginés ir netiesioginés citatos nurodytos literatiiros nuorodose. Jstatymu
nenumatyty piniginiy sumy uz §j darba niekam nesu mokejes.

AS suprantu, kad iSaiSkéjus nesaziningumo faktui, man bus taikomos nuobaudos,

remiantis Kauno technologijos universitete galiojancia tvarka.

(vardg ir pavarde jrasyti ranka) (parasas)
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SANTRAUKA

Sio darbo metu buvo tirta jonizuojancios spinduliuotés sukelto stebétojo ir dozés galios
efekty jtakag Kinijos ziurkéno kiausidziy lasteliy iSgyvenamumui. Stebétojo efektui sukelti buvo
naudojamas Rentgeno terapinis jrenginys Gulmay D3225 ir terpés perneSimo metodas, kurio
metu, i§ spinduliuote paveikty lasteliy, augimo terpé buvo perkelta sveikoms lgsteléms. Dozés
galios efekto jtaka lagsteléms buvo tiriama naudojant linijinj greitintuva Varian Clinac DMX,
Tyrimui buvo naudojamos trys skirtingos dozés galios: 1 Gy/min, 2 Gy/min, 3 Gy/min. Abiejy
efekty poveikis lasteléms buvo tirtas naudojant klonogeninés analizés metodg, vertinant
suformuoty kolonijy skai¢iy eksperimentinése ir kontrolinése grupése.

Tyrimo metu nustatyta, kad lasteliy iSgyvenamumas mazéja didéjant sugertajai dozei ir
dozés galiai. Didziausias dozés galios efekto poveikis uzfiksuotas mazy doziy intervale, kur
padidinus dozés galia dvigubai, lasteliy kolonijy kiekis sumazéja 8 %, o padidinus dozés galig 3
kartus, kolonijy kiekis sumazéja 28 % daugiau, nei naudojant maziausig tirta dozés galig.

Stebétojo efektas recipientiniy lasteliy iSgyvenamumui turéjo analogiska poveikj, kaip ir

mazoms dozéms (iki 0,5 Gy) apS$vitinty donoriniy lgsteliy atveju.



Jackevicius, Vaidas. Influence of bystander and dose rate effects on cells behaviour in
radiotherapy: Master s thesis in Medical physics / supervisor doc. dr. Saulius Mickevi¢ius. The
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SUMMARY

The aim of this work was to investigate ionizing radiation-induced dose rate and bystander
effects to Chinese hamster ovary cells survival. Orthovoltage X-ray treatment unit Gulmay
D3225 was used initiate bystander effect and media transfer assay method was applied. Applying
media transfer assay method irradiated cell growth media was transferred to non-irradiated cells.
Dose rate effect in irradiated cells was investigated using linear accelerator Varian Clinac DMX.
Three different dose rates: 1 Gy/min, 2 Gy/min and 3 Gy/min were applied. The influence of
both effects on irradiated cells was investigated using clonogenic assay. Clonogenic assay is the
method used to determine cell reproductive death after irradiation. Method is based on
calculation of grown cell colonies after irradiation.

It is shown that the cell survival decreases with increasing dose and dose rate. The biggest
dose rate effect is seen in a small dose range, while twice increased dose rate corresponds to the
decrease of the colonies number by 8 % and the triple increase of dose rate results in the
decrease of colonies number by 28 %.

In low dose (0,5 Gy) region bystander effect on recipient cells survival was the same as in

the case of donor cells irradiation.



JZANGA

Jonizuojancios spinduliuotés sukeltas poveikis lgstelése, kurios tiesiogiai nekontaktavo su
spinduliuote, bet jose pastebimas biologinis atsakas yra vadinamas spinduliuotés sukeltu
stebétojo efektu. Sis reiskinys sulauké nemaZo susidoméjimo spindulinéje terapijoje dar 1953 m.
[1] pastebéjus, jog po spindulinés terapijos pokyciai organizme vyksta ne tik vézinése, taiau ir
Salia esanCiose sveikose lgstelése. Gretimuose audiniuose ir Igstelése uz Svitinamo lauko riby
pradeda formuotis metastazés, atsiranda DNR struktiiros pakitimai lgstelése.

Kitas svarbus faktorius j kurj svarbu atsizvelgti spinduliniame gydyme yra dozés galios
efektas. Jis pasireiSkia lgsteliy iSgyvenamumo pokyciais esant tai paciai dozei, bet skirtingai
dozés galiai. Padidinus dozés galig galima sukelti didesnj biologinj efekta naudojant tas pacias
dozes. Taciau jei spindulinéje terapijoje bty sumazinta paciento dozés galia paskirtajai dozei, tai
atsiranda tikimyb¢ pacientui likti neiSgydytam nuo vézio.

Darbo tikslas: Jvertinti jonizuojan¢ios spinduliuotés sukelto stebétojo bei dozés galios
efekto poveikj Kinijos ziurkéno kiausialgstés Igsteléms.

Darbo uZdaviniai:

e ISanalizuoti jonizuojancios spinduliuotés poveikio mechanizmus lasteléms.

e I3analizuoti stebétojo ir dozés galios efektus apSvitintose lastelése.

e Klonogeninés analizés metodu jvertinti dozés galios jtaka lasteliy iSgyvenamumui.

e Klonogeninés analizés metodu jvertinti stebétojo efekto jtaka lasteliy

i§gyvenamumui.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Lasteliy iSgyvenimo Kreivés

Jonizuojancios spinduliuotés paveiktoje lasteléje vyksta jvairiis biologiniai procesai, dél
kuriy lastelé zusta arba sugeba iSgyventi. Lasteliy iSgyvenamumas po jonizuojancios
spinduliuotés poveikio atvaizduojamas kreive, kuri parodo lgsteliy iSgyvenamumo
priklausomybe su sugerta doze. Kai yra naudojama Igsteliy i§gyvenamumo tiesiné skalé, kreivé
yra sigmoidinés formos ir ties pabaiga labai 1éksta. Tai apsunkina iSgyvenusiy lasteliy vertinimg
(1 pav. a)). Kad buty lengviau jvertinti ir palyginti lasteliy iSgyvenamuma daznai yra
pasirenkama lgsteliy iSgyvenamumo Kreive vaizduoti pusiau logaritminéje skaléje (1 pav. b)).
Kita priezastis dél kurios reikéty rinktis tokj buda yra ta, kad kai lgsteliy zatis yra atsitikting,
tuomet lasteliy iSgyvenamumo kreivé yra eksponentiné dozés funkcija. Tokiu atveju kreivé

turéty buti tiesi pusiau logaritminiame grafike [2].
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1 pav. Tipinés lIgsteliy isgyvenamumo kreivés: a) linijinéje skaléje, b) pusiau logaritminéje skaléje (ED50 —

apsvitos dozé, kuri nuzudo 50 % lasteliy, ED90 — ap$vitos doz¢, kuri nuzudo 90% lasteliy) [3]
1.2. Lasteliy Zaties mechanizmai

Yra trys pagrindiniai lgsteliy zuvimo budai, apoptozé, autofagija ir nekrozé. Apoptozé
apibuidinama kaip genetiSkai uzprogramuota lgsteliy mirtis atsirandanti dél biocheminiy procesy,
vykstanciy lgsteléje. Autofagija yra procesas, kurio metu ligotos Igstelés yra paSalinamos i$
organizmo. TrecCia lasteliy mirties priezastis yra nekrozé. Nekrozé vyksta dél iSoriniy veiksniy
tokiy kaip fermenty, cheminiy medziagy ar jonizuojancios spinduliuotés, poveikio lastelei [2].

Apoptozes metu Igstelé traukiasi dél citoplazminés kondensacijos, deformuojasi ir praranda
tarplgstelines jungtis su gretimomis lgstelémis. Branduolio chromatinas pradeda kauptis ant

branduolio membranos kol Igstelé suyra | daugybe jvairaus dydzio apoptoziniy kiineliy, kuriuose
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yra citoplazmos, sukaupto chromatino ir organoidy. Tada apoptoziniai kiineliai yra absorbuojami
mikrofagais ir tokiu biidu pagalinami i§ audinio nesukeldami jam Zalos. Sie morfologiniai jvykiai
yra proteazés fermenty aktyvavimo pasekmé. Fermentai sukelia DNR skilimg tarp nukleosomy ir
suskaldo baltymus, kurie atsakingi uz citoplazmos ir organoidy vientisuma bei forma [3].

Terminas ,,autofagija“ reiskia ,,save valgantis“ ir apraso procesg, kuriame ,,susidévéjusios®
lastelés dalys yra skaidomos pacioje Igsteléje norint gauti energijg bei naujas medziagas lgstelei.
Autofagija aktyvuojasi kaip atsakas j deguonies ar baltymy trikuma, pakilus temperatirai ar
paveikus jonizuojancia spinduliuote. Dazniausiai §is mechanizmas skirtas padéti lastelei
iSgyventi, taCiau taip pat gali lemti lastelés zatj, kai paSalinama ligota lastelé. Kai Kkuriais
aspektais Si lasteliy Zities forma panaSi | apoptoze, taciau jos metu néra aktyvuojami jokie
fermentai [2].

Nekrozé pasireiskia tada, kai iSorinis aplinkos poveikis lastele paveikia taip stipriai, jog ji
nebegali atsistatyti. Siuo atveju jvykus lasteléje pratritksta plazminé membrana, issilieja
citoplazma ir del to kyla uzdegimas. PrieSingai nei apoptozeés atveju, lasteliy paSalinimas i§
audinio yra daug sudétingesnis, nes netvarkingai zistancios lastelés nesiuncia jokiy signaly
fagocitams, kurie turéty jas praryti ir pasalinti. Todél imuninei sistemai yra sunkiau surasti ir
panaikinti dél nekrozés zuvusias lasteles. Pagrindiniai nekrozés tipai yra: koaguliaciné nekrozé,
kuri atsiranda dél isémijos, kolikvaciné nekrozé — atsiranda dazniausiai dél bakterinés infekcijos
ir kazeoziné nekrozé, kuri yra koaguliacinés nekrozés riiSis ir atsiranda dél mikobakterinés

infekcijos [3].
1.3. Jonizuojancios spinduliuotés biologiniai efektai

Biologinés sistemos apSvita sukelia seka jvairiy procesy, kuriuos galima suskirstyti 3
grupes (2 pav.):

Fizikiné stadija (0 — 10®s) jos metu spinduliuoté saveikauja su lastelés atomais.

Cheminé stadija (10" - 10 S) tai periodas per kurj suzadinti ir jonizuoti atomai bei
molekulés chemiskai reaguoja su kitomis lgstelés dalelémis.

Biologiné stadija o0’ - 10° S) jos metu pasireiskia lgsteliy, audiniy ir organizmo atsakas j

apSvita.



Biologins

Cheming == === - - - s s c ===
Fizilné === == = = = u i
_rrEmms Zmogass gyvenimo truloms
1081072107 % 1 10° 108 10+
] ] ] ] i i ] i i ] i i ] i Esimé’és‘,
1 10° 10#
L i i L i i L E“almé.ﬂ‘i:'
. . .- 3
L aisvyjy radilcaly 1 10 e
.. bttt (dienos)
reakijos e - .
Fermenty rzalocijos ':LI'L_:'[F“_EJT_ = ELH"_
fuZadinimas DNE taisvmo procssas Velyvigji efektai
L Fancerogenszs
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2 pav. Jonizuojancios spinduliuotés sukelty efekty laiko skalé [3]

1.3.1. Fizikiné stadija

Fizikiné stadija prasideda, kai jonizuojancios spinduliuotés pradeda sgveikauti su lgstelés
atomais. Saveikaudama su medziaga, spinduliuoté jonizuoja atomus (iSmusdama orbitinius
elektronus) arba juos suzadina (perkeldama elektronus i aukStesnj energetinj lygmenj). Antriniai
elektronai, kurie buvo iSmusti jonizacijos metu, taip pat gali suzadinti arba jonizuoti atomus taip
sukeldami jonizacijos laving.

Spinduliuoté klasifikuojama j jonizuojancia ir nejonizuojancia. Nejonizuojanti spinduliuoté
neturi pakankami energijos elektronams i$ atomo i§musti, ta¢iau gali turéti pakankamai energijos
juos suzadinti. Jonizuojanti spinduliuoté turi pakankamai energijos nutraukti chemines jungtis ir
iSmusti elektronus i§ atomy [4]. Toliau §i spinduliuoté yra skirstoma j tiesiogiai ir netiesiogiai
jonizuojancéias. Tiesiogiai jonizuoja kriivj turinéios dalelés, tokios kaip elektronai, protonai, alfa
dalelés ir sunkieji jonai. Tiesiogiai jonizuojanti spinduliuoté (energingos dalelés) perduoda
energija elektronams Kulononinés sgveikos su aplinkos atomais metu. Netiesiogiai jonizuoja
neutralios dalelés: fotonai (Rentgeno ir gama spinduliuoté) ir neutronai. Sios dalelés aplinkai
energija perduoda dviem Zingsniais. Pirma fotonai i§ aplinkoje esan¢iy atomy iSmusa elektronus
arba pozitronus (neutronai — protonus arba sunkiuosius jonus), o véliau Sios iSmustos dalelés
sgveikauja su aplinka kaip tiesiogiai jonizuojancios dalelés [5].

Abi jonizuojanciy spinduliuo€iy grupés yra naudojamos spinduliniame gydyme.
1.3.1.1. Fotony sgveika su medZiaga

Pagal kilmg jonizuojanti fotoniné spinduliuoté gali biiti:
e Stabdancioji Rentgeno spinduliuote, generuojama elektrony ir branduolio sgveikos
metu;

e Charakteringoji Rentgeno spinduliuoté, siejama su elektrony Suoliy orbitalése;

10



e Radioaktyviyjy branduoliy skleidZziama gama spinduliuote;
e Spinduliuoté dél pozitrony ir elektrony anihiliacijos.

Fotono tikimybé sgveikauti su medziagos atomu ir sgveikos skerspjuvis priklauso nuo
fotony energijos /4v ir medziagos atominio numerio. Fotonai gali sgveikauti su medziagos atomo
stipriai suriStais elektronais (fotoefektas), su branduolio Kulono lauku (pory susidarymas) arba
su silpnai suristu elektronu (Komptono efektas). Saveikaujant su medziaga fotonas gali visiskai
iSnykti (fotoefektas, pory susidarymas) arba gali buti iSsklaidytas (koherentiné sklaida,
Komptono efektas) [5].

e  Fotoefektas

Siame procese fotono energija Av yra sunaudojama i$musti orbitinj elektrona i§ atomo.
Dazniausiai yra i§musami (ilaisvinami) vidinio (K sluoksnio) elektronai. Sios saveikos metu
visa fotono energija yra absorbuojama elektrono. Dalis energijos yra sunaudojama elektrono

ilaisvinimo darbui, o kita virsta elektrono kinetine energija [6]:
hv = E; + E,, (1)

kur E;j — jonizacijos energija, Ee — elektronui suteikta kinetiné energija [6].

Jei fotoelektronai jgyja pakankamai energijos, jie toliau sgveikauja su medziaga kaip ir
elektroninés spinduliuotés metu. | iSmusto elektrono vieta atkeliauja aukStesnio energetinio
lygmenio elektronas iSspinduliuvodamas pertekling energija charakteringyjy Rentgeno spinduliy
pavidalu [3].

. Koherentiné (Reiléjaus) sklaida

Sios sgveikos metu fotonas yra i§sklaidomas, tatiau jis nepraranda energijos, nepakinta jo
daznis nei bangos ilgis. Audinyje ar audiniui ekvivalené¢iai medziagai Reiljéjaus sklaida lyginant
su kitomis sgveikomis yra maza, tik keli procentai [5].

. Komptono sklaida

Fotonas susidurdamas su atomo elektronu dalj savo energijos perduoda jam, o likusi dalis

energijos Av* pereina i$sklaidytam fotonui. Elektronas gaves pakankamai energijos, iSlekia i$

atomo:
hv =E; + E, + hv". (2)

Kadangi pakinta fotono energija, tod¢l pakinta ir jo daznis, tod¢l Komptono sklaida yra
nekoherentiné. ISsklaidytas fotonas sgveikauja su kity atomy elektronais ir galiausiai iSnyksta
fotoefekto procese [6].

o Elektrono — pozitrono pory susidarymas.
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Pory susidarymas yra absorbcinis procesas, kuriame didelés energijos Rentgeno ir gama
fotonai atomo branduolio lauke sukuria elektrono ir pozitrono porg. Norint jvykti Siam procesui,

bitina, kad fotono energija virSyty suming elektrono ir pozitrono energija [3]:
hv > m,c? + m,,c? = 2myc? = 1,02 MeV (3)

kur, mg., Mg+ — elektrono ir pozitrono rimties masés, ¢ — §viesos greitis [6].

Kuomet fotono energija yra didesné negu 1,02 MeV, vyksta elektrono — pozitrono pory
susidarymas [3].

Esant mazoms fotony energijoms (iki 0,5 MeV), dominuoja fotoefektas. Energijy intervale
nuo 0,5 iki 5 MeV dominuoja Komptono efektas, o jei energija virSija 5 MeV dominuojantis

procesas tampa pory susidarymas (3 pav.) [6].

1 20+

1004
tJ .. Poru
E 80- Fotoelektrinis cusidarimas
§ efektas -
g 604
g Komptono
_E_ 40 efektas
b 1

20

1: | [ T T T rrrmmy | | T RRTann | T rrrmnm

0.01 0.05 0.1 05 1 5 10 S0 100

hv [MeV]
3 pav. Fotony saveikos su medziaga procesy dominavimas pagal fotono energija [7]

1.3.1.2. Elektrony saveika su medZiaga

Kruv] turin€ios ir neturinios dalelés savo energijg praranda skirtingai. Pavieniai fotonai
gali keliauti per medZiagg be jokios sgveikos ir prarasti savo energijg tik viename ar keliuose
susidirimuose, taciau krtvj turin€ios dalelés yra apsuptos Kulono elektriniu lauku, del kurio
sgveikauja su visais atomais pro kuriuos pralekia. Jei nagrin¢jamas tik sgveikos atsirandancios
dél Kulono jégos, tai yra keturi sgveiky tipai su medziaga [3].

e Netamprioji sqveika su elektronais

Tai yra pagrindinis energijos perdavimo mechanizmas tarp spinduliuotés ir atomy
elektrony, ypac¢ kai daleliy greitis yra mazas. D¢l Sios sgveikos atomo elektronas yra
suzadinamas arba yra iSmuSamas. Jonizacija yra galima tada, kai perduota energija virSija
jonizacijai reikalingg energija.

. Netampri sqveika su atomy branduoliais
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Sios saveikos metu elektronas suzadina branduolj arba jvyksta stabdomasis spinduliavimas.
Stabdomasis spinduliavimas jvyksta dél Kuloninés saveikos su atomy branduoliais, kuriy metu
yra iSspinduliuojamos elektromagnetinés bangos. Spinduliavimo intensyvumas proporcingas
elektrono kinetinei energijai ir branduolio atominiam numeriui [3].

o Tamprioji sqveika su atomy branduoliais

Tampriai sgveikaujant elektronams su atomy branduoliais, elektronas gali perduoti
branduoliui tik labai mazg dalj savo kinetinés energijos, tik apie 10 dalj savo energijos. Todél
galima teigti, kad tampraus smiigio metu elektronai branduoliams energijos neperduoda,
elektrony energija nepakinta, tik pasikeicia jy judéjimo kryptis. Nejvyksta nei suzadinimas, nei
jonizacija [6].

. Tamprioji sqveika su elektronais

Kaip ir tampriosios sgveikos su atomy branduoliais metu, spinduliuotés elektronas
nepraranda energijos, o tik pakei¢ia kryptj (sklaida) [3].

Pagrindiniai  elektrony energijos nuostoliai medziagoje susij¢ su netampria sklaida.
Judédami medziagoje elektronai patiria labai daug netampriosios sklaidos akty, todél galima
sakyti, kad elektronai patiria tolydy stabdyma, kurj apraso Betés teorija [6].

1. elektronai patiria energetinius nuostolius tolydziai visoje judéjimo trajektorijoje.

2. elektrono energija E bet kuriame trajektorijos taSke vienareik§miskai priklauso nuo
elektrony nueito kelio R iki to tasko [6].

Betés teorijoje elektrony energijos nuostoliai netampraus stabdymo metu iSreiSkiami taip:

dE(R 21N, ZE* bE A bE 4
(R) _ _ 27N pln(—)=—7,85-104‘—pln< ) @

dR AE AE\T

kur Na — Avogadro skaicius, e — elektrono kriivis, Z ir A — medziagos atomy atominis
numeris ir atominé mase, p — medziagos tankis, g/cm3, E — elektrony energija, eV, b = 1,166 —
koeficientas, | — atomo suzadinimo energija, eV, R — kelias, cm [6].

IS Sios lygties seka, kad nustatyto sklaidos kampo ir nustatytos elektrony energijos sklaidos
tikimybé did¢ja didéjant medziagos atomy atominiam numeriui Z. Elektrony energijos nuostoliy
maksimumas yra ne pavir$iuje, o gilesniuose medziagos sluoksniuose. Juose elektronai perduoda
medziagai didziausig savo energijos dalj. Netoli pavirSiaus elektrony kinetiné energija yra
didziausia, todél elektronai trumpai sgveikauja su pavirSiniais medziagos atomais. Judédami
medziaga bei prarasdami kineting energija elektronai sulétéja. Dél Sios priezasties elektrony
sgveikos laikas su medziagos atomais padidé¢ja ir elektrony tampriosios sgveikos tikimybé

1Sauga. Gilesnése nei energijos nuostoliy maksimumo srityse elektrony energija jau pakankamai
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maza, todél ir energetiniai nuostoliai mazéja. Elektrony nuostoliy maksimumas, didéjant

elektrony energijai, slenka j didesniy gyliy pusg [6].
1.3.2. Sugertoji dozé

Sugertoji dozé yra nestochastinis dydis naudojamas tiek tiesioginei, tick netiesioginei
jonizuojanciai spinduliuotei jvertinti. Esant netiesioginés spinduliuotés atvejui, energija
medziagai yra perduodama dviem etapais. Pirmiausiai tiesioginé spinduliuoté perduoda energijg
antrinéms kruvj turin¢ioms daleléms, o véliau Sios dalelés dalj savo kinetinés energijos perduoda
medziagai (sugertoji doz¢) bei praranda dalj savo energijos dél radiaciniy nuostoliy.

Sugertoji doz¢é yra apibréziama kaip vidutiné energija E, sugerta m masés medziagoje,
kurios tiris yra V.

Sugertoji energija E yra skirtumas tarp suminés visy daleliy j tiriamajj tarj V perduotos
energijos ir suminés visy daleliy, palikusiy tarj V, energijos, jskaitant energijos ir masés
transformacijas taryje [5].

dE

D=— ()

kur dE — medziagos turio elementui suteikta vidiné jonizuojanciosios spinduliuotés
energija, dm — to tdrio elemento medziagos masé.

Pagrindinis dozés matavimo vienetas yra gréjus (Gy), 1 Gy = 1J/kg.
1.3.2.1. Lygiaverté dozé

Kadangi Zalingas jonizuojancios spinduliuotés poveikis nekoreliuoja tiesiSkai su sugertaja
doze ir kiekvienos spinduliuotés tipas bei energija sukelia skirtingus biologinius poveikius, todél
norint, tai jvertinti jvedama lygiavertés dozés sgvoka. Lygiaverté dozé jvertina spinduliuotés
daromga poveikj lyginant su etaloniniu 200 keV energijos Rentgeno spinduliy poveikiu. Si dozé
apskaiciuojama sugertaja doz¢ D, padauginant i§ svorinio jonizuojancios spinduliuotés daugiklio
Wr [8].

Hp = Z WrDr r (6)
R

Kur wg — svorinis jonizuojancios spinduliuotés daugiklis, Drr — vidutiné sugertoji dozeé T
audinyje arba organe, apSvitintame R spinduliuote. Si sistemos vienetas sivertas (Sv).

Lygiavertés dozés sgvoka yra taikoma tik Zmoniy gautai apSvitai. Svorinis daugiklis wg yra
priklausomas ir nuo spinduliuotés tipo, ir nuo energijos. Visy spinduliuo¢iy tipy biologinis
poveikis yra lyginamas su Rentgeno ir gama spinduliuotés biologiniais poveikiais. Siy

spinduliuo€iy svorinis daugiklis Wg visoms energijoms yra lygus 1, todé¢l lygiaverté¢ dozé yra
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lygi sugertajai dozei. Tokj patj svorinj daugiklj turi ir visy energijy elektronai ir miuonai. Taciau
alfa spinduliuoté daro 20 karty stipresnj poveikj, o neutronams svorinis daugiklis kinta nuo 5 iki
20, priklausomai nuo energijos.

Svorinis daugiklis yra apibréziamas kaip ilginés energijos perdavos funkcija, kuri apibiidina
kaip jonizuojanti spinduliuoté praranda energija pereidama vienetinj atstumg medziagoje.
Skirtingos spinduliuotés perduoda nevienodus kiekius energijos medziagai, todél turi skirtingas
ilgines energijos perdavas. Rentgeno, gama spinduliuotés ir elektronai turi mazas perdavas, nes
jonizacijos aktai medziagoje pasiskirsto atsitiktinai (4 pav.). Didele perdava pasizymi protonai,
neutronai ir alfa dalelés. Siy spinduliuodiy jonizaciniai aktai pasiskirsto netolygiai ir yra
sutelkiami mazoje erdvéje, kas sukelia didesn¢ Zalg. Todél Sios spinduliuotés daro didesnj

biologinj poveikj, nei mazg ilging energijos perdava turin¢ios spinduliuotés [8].

Maza ilginé Didelé ilginé
energijos perdava energijos perdava

4 pav. Vienodos dozés ir vienodo skai¢iaus jonizacijy pasiskirstymas esant skirtingoms energijos perdavoms

[9]
1.3.2.2. Efektiné dozé

Jonizuojancios spinduliuotés poveikis priklauso ne vien nuo spinduliuotés tipo ir energijos,
taiau ir nuo biologinio audinio tipo. Efektiné dozé yra lygi audiniy lygiaverciy doziy,

padauginty i§ atitinkamo audinio jautrio svorinio daugiklio wt suma:

E = Z wrHp = Z WTZ WrDr g (7)
T T R

Kur Hr — T organo ar audinio lygiaverté dozeé, wr — svorinis audiniy jautrio daugiklis, Dtr —
T audinio arba organo vidutiné sugertoji doze.

Svorinis audinio daugiklis w apibiidina tam tikro audinio atsitiktiniy (stochastiniy)
spinduliuotés poveikio efekty atsiradimo tikimybeg. Patys jautriausi organai jonizuojanciai
spinduliuotei yra lytinés liaukos (0,2), raudonieji kauly ¢iulpai (0,12), storoji zarna, plauciai ir

skrandis [10].
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1.3.3. Pavirsiné apSvitos dozé

Esant megaelektronvolty eilés Rentgeno spinduliuotei, pavirSiaus dozé yra daug mazesné,
nei maksimali dozé tam tikrame gylyje zmax (5 pav.). Pavir§iné apsvitos dozé priklauso nuo
spinduliuotés energijos ir lauko dydzio. Kuo didesné spinduliuotés energija, tuo mazesné
pavir§iné apsvitos dozé. Naudojant 10 x 10 cm? dydzio apsvitos lauka bei 6 MeV energijos
Rentgeno spindulius, pavirSius gauna 15% maksimalios ap$vitos dozés, o naudojant 18 MeV
energijos Rentgeno spindulius tik 10% maksimalios ap$vitos dozés. Esant tai paciai Rentgeno

spinduliy energijai pavir§iné apsvitos doz¢ didéja didinat apsvitos lauka [5].
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5 pav. Didelés energijos Rentgeno spinduliuotés sugertosios dozés ir susidiirimy kermos pasiskirstymas
medziagoje pagal gylj [5]

Apsvitos dozés profilio sritis tarp pavirSiaus z = 0 ir gylio z = znak yra vadinamas kaupimo
sritimi. Sioje srityje neegzistuoja kriivj turinéiy daleliy pusiausvyra ir sugertoji dozé yra daug
mazesné nei susidirimy kerma. Taciau pasiekus gyl} Zmax, kuris apytiksliai atitinka antriniy
elektrony 1€k} yra pasiekiama pusiausvyra ir ten sugertoji doz¢ yra lygi susidirimy kermai. Einat
gilyn > zpa tiek sugertoji dozé, tiek susidirimy kerma mazéja dél Rentgeno spinduliuotés
silpimo medziagoje [5].

Paprastai tam tikroje vietoje fotony energijos perdavimas (kerma) kravj turin¢ioms
daleléms neatitinka sugertosios dozés toje pacioje vietoje. Tai atsitinka todel, kad sugeneruoti
antriniai elektronai turi baigtinj 1ékj medZziagoje. Kai didelés energijos fotonai pasiekia

medziagos pavir$iy jy srautas tuo metu yra didziausias ir susidarimy kerma yra maksimali.
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Taciau kravininky srautas kartu su sugertaja doze didéja kaip gylio funkcija kol pasiekiamas
Zmax. Kadangi pavirSiuje kraivininky srautas maziausias todél ir sugertoji dozé yra maziausia.

Susivienodinus fotony srautui su kriivininky srautu yra pasiekiama pusiausvyra [5].
1.3.4. Cheminé stadija

Lasteliy jonizacija ir suzadinimas gali nutraukti cheminius rySius tarp Igstelés molekuliy ir
suformuoti laisvuosius radikalus. Sie radikalai gali biti labai reaktyviis ir saveikaudami su
lastelés molekulémis jas pazeisti (ypa¢ DNR molekules) [3].

Mazdaug 75-80% lasteliy turinio sudaro vanduo. Todél dél jonizuojancios spinduliuotés
poveikio susidarantys vandens radiolizés produktai yra pagrindiniai Igsteliy DNR pazaidy
sukéléjai. Esant mazai ilginei energijos perdavai, dominuoja tiesioginis vandens suzadinimas ir
jonizacija antriniais elektronais (6 pav.). Jei jonizuojanti spinduliuoté suzadina vandens
molekule, tai ji gali disocijuotij H' ir OH":

H,0* - H* + OH". (8)

Jei vanduo jonizuojamas — susidaro H,O™ jono radikalas:

H,0 - H,0% +e". 9)

Suzadinta vandens molekulé H,O", H' ir OH" radikalai ir vandens jonizacijos produktai
H,O" ir e yra pirminiai vandens radiolizés produktai. H,O" jonas turi teigiama kriivj ir turi
nesuporuotg elektrona iSoringje orbitaléje, kad padaro jj labai reaktyviu. Sio jono gyvavimo
laikas yra tik 10%. H,O* jono radikalas reaguoja su vandens molekulémis ir suformuoja

reaktyvy hidroksilo radikalg OH" [3]:
H,0% + H,0 - H;0% + OH", (10)
arba disocijuoja:
H,0* > H* + OH". (11)

Jonizacijos metu iSmustas elektronas sgveikauja su H,O ir sukuria H,O™ arba reaguoja ir
padaro OH™ ir H™:

e"+H,0->0H +H (12)

Per pirmas 10™*'s yra sukuriami H’, OH" ir e"[3].
Hidroksilo radikalai gali reaguoti tarpusavyje ir sudaryti labai reaktyvy junginj — vandenilio

peroksida:

OH® + OH" > H,0,. (13)
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Jei laisvasis deguonis patenka ] lastele, tai elektronas sgveikaudamas su juo sukuria

radikalus:
e"+0,-0 +0°, (14)
o Sie reaguoja su vandens molekulémis:

0°+H,0 - H* + HO,, (15)

0~ +H,0 - H + HO;. (16)

Kaip matome i§ (14) lygties deguonies perteklius lastelése skatina labai reaktyviy
deguonies radikaly gamyba, kas veda prie tolesnés DNR zalos [3].

1.3.4.1. Reakcijos su DNR

Vandens radiolizés metu susidare radikalai DNR molekule gali paZeisti keletu skirtingy

bady [3]:

Vandenilio atomo ekstrakcija

R—H+H"— R+ H,, (17)
R —H 4+ OH® - R* + H,0. (18)
¢ Disociacija:
R —NHf +e~ - R* + NH;, (19)
R—NH,+H* - R* + NH,. (20)

Papildymo reakcija:

R—CH=CH—-R—-0H*—-> RCHOH — CH®* —R. (21)

Atkiirimo reakcija:
RP+R—SH—->R—-H+R-S". (22)

Ne visos Sios reakcijos vienodai pavojingos lastelés gyvybingumui. Pagal atliktus

bandymus nustatyta, kad pagrindinis DNR pazaidy sukéléjas yra hidroksilo OH’ radikalas [4].
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6 pav. Pagrindinés radiolizés reakcijos [11]
1.3.5. Biologiné stadija

Biologinei fazei biudingas laikotarpis, kai visi inicijuoti procesai lastelése jau vyksta.
Fermentai iStaiso dauguma paZeidimy DNR molekuléje, taciau dalis likusiy neiStaisyty
pazeidimy gali salygoti lastelés zut] ar mutacijas. Prie§ ztvant, lastelés gali keletg karty
mitotiskai pasidalinti. Per pirmas savaites ir ménesius po apSvitos pirmiausiai zista kamieninés
lastelés, o véliau prarandamos ir kitos paveiktos lgstelés, sukeldamos Zalg audiniams. Tai yra
ankstyvasis efektas atsirandantis po ap$vitos. Pragjus tam tikram laiko tarpui pasireiskia
vélyvosios reakcijos ] jonizuojancia spinduliuote, tokios kaip fibrozé¢ ir kraujo kiineliy
pazeidimai. Dar véliau gali iSsivystyti navikai. Tai iliustruoja fakta, kad jonizuojancios
spinduliuotés poveikis gali uzsitesti net iki keliy mety po apsvitos [3].

Ivairiis pokyciai atsiranda DNR molekul¢je dél dalijimosi klaidy, kar$€io, metaboliniy
procesy ir jonizuojancios spinduliuotés. VidutiniSkai per vieng dieng Sie procesai lasteles DNR
pazeidzia nuo 10% iki 10° karty. Dauguma $iy pazeidimy iSsitaiso pati lastelé, tadiau maziau kaip
1000 ilgalaikiy pazeidimy lieka [3].

DNR pazaidy $altinius galima suskirstyti j dvi grupes [4]:

e Endogeninius — dauginimosi klaidos, reaktyviyjy deguonies formy pazeidimai

atsirandantys lastelei kvépuojant ir ypac dél oksidacinio deaminizavimo proceso.
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e Eksogeninius — iSoriniy priezasCiy (radiacija, toksinai, mutageninés cheminés
medziagos ir kt.) sukeltus procesus.

Pazeisty DNR replikacija pries lasteliy dalijimasi gali lemti pazeisty baziy jtraukimg § DNR
granding. Tuo budu dukterinés lgstelés gali paveldéti mutacijas, i§ kuriy jau nebegali atstatyti
originalios DNR sekos.

DNR pazaidy tipai (7 pav.):

o DNR baziy modifikacijos — visos keturios DNR molekulés bazés gali buti
modifikuojamos jvairiuose pozicijose.

o Normaliy baziy nesutapimai — tai DNR replikacijos pasekmé, kai netinkama DNR
bazé yra jterpiama naujai formuojamg DNR grandj.

e DNR viengrandziai tritkiai ir dvigrandZiai trikiai.

e Tos pacios grandies DNR — DNR sarysos.

e DNR — DNR sqrysos tarp priesingy grandziy.

ANL

(> Baltymas - baltymas

- sary sos
——

DNR - baltymas sary3Sos

Viengrandziai trikiai

DNR bazés

pazeidimas Dvigrandziai trikiai

Interkaliactja

Sarysos tatp tos pacios
gtjos baziu

Sarysos tarp
skirtingu giju baziu

7 pav. DNR pazaidy tipai [3]
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1.3.5.1. Radiacijos sukeltos mutacijos

Spinduliuotés gali pakeisti molekulés geneting informacija taip sukeldama mutacija.
Mutacija atsiranda dél DNR baziy sekos modifikacijos. Sie DNR pokyéiai gali biiti kokybiniai
(baz¢ yra jterpiama, panaikinama arba pakeista) ir kiekybiné (sumazinamas arba padidinamas
geny skaicius). Mutacijos lemia skirtingy baltymy ekspresijg arba gali pakeisti baltymy gamyba.
Spinduliuotés sukelty mutacijy daZnis proporcingai didéja didéjant apsvitos dozei. Esant
dideléms spinduliuotés dozéms Igstelés dazniau ziista, nei spéja mutuoti, todél mutacijy daznis

mazéja [4].
1.4. Dozés galios efektas

Klasikinis dozés galios efektas, kuris yra labai svarbus spindulinéje terapijoje, atsiranda dél
lasteliy atsistatymo mechanizmo, kurj suaktyvina jonizuojanti spinduliuoté. Yra Zinoma, kad
dozés galia jtakoja Iasteliy atsakg j jonizuojanc¢ig spinduliuot¢. Sumazinus dozés galig, iSauga
Svitinimo laikas ir dozés sukelti biologiniai efektai Igstelei sumazéja, ta¢iau sugertoji dozé lieka
ta pati. Taigi kuo ilgesnis $vitinimo laikas, tuo daugiau laiko lastelé turi atsistatymui [12].

Dozés galios efektas smarkiai priklauso nuo Igsteliy kultiiros. Dél sglyginai ilgo pazaidy
atstatymo laiko, daugumos Zmogaus lgsteliy kultiiry iSgyvenamumo kreivés yra gulséios po
mazos dozés galios ap$vitos. PrieSingas poveikis stebimas naudojant dideles dozés galias, kai
lastelés nespéja atstatyti sukelty pazaidy — iSgyvenamumo kreivé tampa statesné. Taliau yra
18$im¢iy tarp lasteliy kulttry. HeLa lasteliy kulttros atskas j skirtingas doziy galias yra prieSingas.
Yra toks doziy galiy intervalas, kuriame mazinant dozés galig maZzéja ir Igsteliy iSgyvenamumas
[2].

Lasteliy iSgyvenamumo kreive, sumazinus dozés galig, lasteliy iSgyvenamumo kreive
tampa plokstesng, ,,petys” dingsta (8 pav.). Dozés galiai esant mazesnei nei 0,1 Gy/min, gauta
dozé yra efektyvi nei dazniausiai naudojamos doziy galios spindulinéje terapijoje (1 — 10
Gy/min). Tai atsitinka dél to, kad dalis jonizuojancios spinduliuotés sukelty pazaidy néra

mirtinos ir gali biti iStaisytos net ekspozicijos metu [4].

21



[

10!

0.5Gyh”

=
T

=
T

45 Gy h

[Sgyvenamumas [sant. vienetais|

0 5 ] 15 20 25 30 35

Dozé [Gy]
8 pav. Kinijos Ziurkéno kiausideés lasteliy iSgyvenamumo kreivé, esant skirtingoms dozés galioms [13]

Dozés galios efektas yra pasitelkiamas gydant tam tikros riiSies navikus. Nevisos vézinés
lastelés yra vienodai jautrios dozés galios kitimui. Vienos i$ jy yra prostatos karcinomos Igstelés,
kurios yra jautresnés dozés galios efektui nei aplink juos esancios sveikos audiniy Igstelés. Todél

pasinaudojus §ia savybe galima i§gydyti pacientg sukeliant jam maziausig jmanomga zalg [2].
1.5. Stebétojo efektas

AnkS¢iau radiobiologijoje buvo teigiama, kad lagstelés yra paZeidZiamos tik tiesiogine
ap$vita j ju branduolius. Sis modelis teigia, kad tik ap3vitintoje vietoje atsiranda spinduliuotés
sukeltos mutacijos, o greta esantys audiniai iSlieka sveiki. Ta¢iau mokslininkai pastebéjo, kad
tiek in vivo, tiek in vitro eksperimentuose yra pazeidziami greta esantys neapS$vitinti audiniai bei
lastelés. In vitro eksperimente apsvitinus 1% Igsteliy alfa dalelémis buvo pastebéta chromatidy
apsikeitimai, kurie yra pirminis lasteliy mutacijos pozymis, daugiau nei 30% lasteliy. Si
priklausomybeé tarp spinduliuote paveikty ir nepaveikty lasteliy buvo pavadinta stebétojo efektu.
Buvo atlikti eksperimentai su Cernobylio avarija i$gyvenusiy zmoniy kraujo serumais. Kraujo
serumo perkélimas ty paciy zmoniy Igsteliy kultiroms sukélé chromosomy pazaidas. Tokias pat
pazaidas sukélé ir spindulinés terapijos pacienty kraujo serumai. Sie eksperimentai parodé, kad
stebétojo efektas yra ilgaamzis ir gali daryti poveiki net po 20 mety. Stebétojo efektas gali

sukelti jvairiausius pazeidimus, tokius kaip: geny pakitimai, DNR pazaidos, mutacijos, lasteliy
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Zutis greta esan¢ioms lgsteléms, kurios nebuvo paveiktos jonizuojancia spinduliuote (9 pav.)

[14].
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/
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9 pav. Tiesioginio spinduliuotés poveikio ir apsvitinty Iasteliy sukeltas stebétojo efektas. Klaustukai reiskia,
kad néra iki galo i$siaiSkinta kokie signalai daro jtaka pakitimams sveikose lastelése [15]

Terminas stebétojo efektas (bystander effect) apraSo procesus, kurie atsiranda Salia
esan&ioms lasteléms dél streso ar dirgikliy esant greta spinduliuote paZeisty lasteliy. Sie procesai
yra kitokie nei tiesiogiai paveikty lgsteliy. Manoma, kad sveikos lastelés reaguoja gavusios tam
tikrus molekulinius signalus i§ jonizuojan¢ia spinduliuote paveikty lasteliy [14]. Sie molekuliniai
signalai gali biiti perduodami dviem budais: Iasteléms fiziSkai kontaktuojant viena su kita, arba
per terpe ir audinius (10 pav.) [1]. Molekuliniais signalais gali bti laisvieji deguonies radikalai,
kurie sukelia oksidacinius DNR pazeidimus, taip pat citokinai, oksidaciniai fermentai,
uzdegiminio atsako Zymés, kalcio jony cirkuliacijos sutrikimai. Nustatyta, kad paveikus Igstelés
citoplazma jonizuojancia spinduliuote, sukeliami stipriis pakitimai lasteliy mitochondrijoms.
Paveikus lasteles jonizuojancia spinduliuote, dél DNR pazaidy jose gali didéti p53 koncentracija
ar pasireiskia nejprasta $io baltymo veikla. Baltymas p53 yra Zinomas kaip lgstelés apoptozés,
bei ciklo reguliatorius ir yra svarbus DNR atsistatymui. Sio baltymo perteklius skatina lasteliy
ankstyva apoptoz¢ — programuotg zutj. Apoptozés procesas pirmiausia apima prading faze, kuri
priklauso nuo minéty skleidziamy signaly. Yra daroma prielaida, kad Iastelés apoptozés signalus
gali siysti tiesiogiai viena kitai, taip sukeliant stebétojo efektg [16]. Taciau Sie perdavimo

mechanizmai §iuo metu néra iki galo suprasti, 0 Stebétojo efektas svarbiausias esant mazoms
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apSvitos dozéms, kai tiesiogiai paveikiama tik maza dalis lgsteliy ir smarkiai iSauga rizika

likusioms sveikoms Igsteléms [3].

Jonizuojanti spinduliuoté Apévitinta angimo  Stebétojo efekta

Augimo terpé TafPla;,tg]jné_c, terpé sukeliantys faktoriai
x\\ ]'I.JI}gt}'i

% s
Spinduliuote nepaveiktos lastelés Spinduliuote nepaveiktos lastelés

10 pav. Stebétojo efekto pasireiSkimo mechanizmai: a) kontaktuojant Igsteléms tarpusavyje per tarplastelines
jungtis; b) per faktorius, kurie yra iskirti j augimo terpe [2]

Spindulingje terapijoje daznai po plauciy ir prostatos gydymo spinduliuote, susiformuoja
antriniai véziai uz $vitinamojo lauko riby. Mazo ploto kiino apSvita gretimiems audiniams
sukelia lastelinio ir molekulinio lygio pokycius. Po apsSvitos audiniy Iastelése smarkiai padidéja
P53 aktyvumas, chromosomy trikiai, mitotiné mirtis bei apoptozé. Stebétojo efekto ar
spinduliniy efekty pasireiSkimas uz spinduliuotés lauko yra siejami SU imunine sistema,
laisvaisiais deguonies radikalais, oksidaciniu stresu, genu ekspresijos poky¢iais ir epigenetiniais
moduliatoriais.

Imuniné sistema susideda i§ daugybés jvairiausio tipo molekuliy, kurios saugo zZmogaus
organizma nuo infekcijy ir Iasteliy ztties. Imunine sistema aktyvuoja citokinai. Citokinai yra
labai didelé grupé baltyminiy medziagy, kuri koordinuoja imunines reakcijas, uzdegimus ir
kraujo lasteliy gamyba. Pagrindiniai stebétojo efekta sukeliantys imuninés sistemos faktoriai yra
makrofagai [17]. Jy stimuliacija jonizuojancia spinduliuote pakelia citokino IL-1, IL-2, IL-6, IL-
8, TNFa ir TNFp lygius greta esan¢ioms neapSvitintoms lasteléms. PavyzdZziui daliné plauciy
apsvita parodé, kad citokino lygis iSauga apsaugotoje plaudiy vietoje. Sis citokino kiekio
padidéjimas yra siejamas su antriniy naviky susidarymu po spindulinés terapijos [18]. Naviko
nekrozés faktorius alfa (TNFa) navike sukelia nekroze¢ bei lgsteliy ziitj nedarant zalos sveikoms
lasteléms. Taciau Sio citokino kiekio padidéjimas suaktyvina makrofagus, kurie padidina
chromosomy pazaidy kiekij, sukelia poky¢ius DNR bazése, mutageneze ir apoptoze spinduliuote
nepaveiktoms lgsteléms. ISaugusi tiek citokiny, tieck makrofagy gamyba, stimuliuoja azoto oksidy
gamyba, o tai sukelia oksidacin;j stresa [19].

Laisvieji deguonies radikalai mazais kiekiais lastelése susidaro nuolatos. Jie saugo
organizma nuo bakterijy, virusy bei naikina paZeistas lasteles. Taciau kai jy kiekis pasidaro per

didelis, pavyzdziui dél jonizuojancios spinduliuotés, sutrinka lgsteliy gyvybiniai procesai. Kad to
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1Svengty lastelés gamina antioksidantus, kurie skirti neutralizuoti Siuos radikalus. Taciau jei
radikaly koncentracija yra labai didelé, sukeliamas oksidacinis stresas, kuris gali sukelti
apoptoze. Aktyviis deguonies junginiai ima reaguoti su baltymais, lipidais ir DNR. Oksiduoti
lipidai ir baltymai gali buti pakeisti tuojau pat naujai gaminamais. Taciau, jei DNR pazeista ir
neistaisyta, tai sukelia ilgalaikes genotoksines pasekmes.

Iprastai laisvieji deguonies radikalai yra trumpaamziai ir negali pasiekti kity lasteliy bei jy
pazeisti. Taciau gali susijungti su deguonimi ir suformuoti ilgaamzius peroksidus. Peroksidas yra
aktyvus deguonies junginys ir yra labai panasus j H»O, todél gali lengvai difunduoti tarp lasteliy.
Eksperimentai parodé, kad peroksido radikaly pusamzis yra apie 20 valandy. Nors toks
daugumos peroksidy pusamzis padaro juos maziau aktyvius, taCiau jie jau gali sukelti greta
esanCioms lasteléms zalg. In vitro eksperimentai parodé, kad antioksidantai ir vitaminas C
sumazina chromosomoms tenkancia zalg [20].

Genai, kurie atsakingi uz uzdegimines reakcijas dazniausiai yra atsakingi ir uz stebétojo
efekto atsiradimg. ISaugusi Siy geny ekspresija sukelia uzdegimus ir NO gamyba, dél ko
atsiranda oksidacinis stresas. Véliau Sie visi faktoriai gali sukelti daugybe genetiniy pakitimy,
kaip chromosomy ir chromatidy anomalijos, dukteriniy chromatidy apsikeitimai, geny
pasalinimai, mutacijos ir geny ekspresija [21].

Siekiant placdiau iStirti stebétojo efekta, atlikta daug tyrimy. Daugiausia jy remiasi
metodika, kad ap3vitintos lastelés yra perkeliamos augti kartu su sveikomis lastelémis. Siuo
atveju tiriamas baltymo p53 ir ROS junginiy koncentracijos pokytis ir ar tai turi jtakos Salia
esanCioms sveikoms Igsteléms. Bandymai su limfoblastinémis lgstelémis rodo, jog sveikose
lastelése didéja Siy medziagy koncentracija [22]. Tyrimai taip pat atliekami in vivo, naudojant
modelinius organizmus — peles, zuvis. Apsvitinus tam tikrg audinio dalj véliau stebima, ar vyksta
stebétojo efektas, nustatingjant metastazes. Rezultatai byloja, jog pazaidos aptinkamos ir
kaimyninése sveikose Igstelése [23].

Augimo terpés perkélimo eksperimentai parode, kad apSvita skatina lastelése faktoriaus ar
faktoriy i8skyrimus, kurie patenka j augimo terpg ir atsitiktinai ima jungtis prie sveikyjy lasteliy
receptoriy [24; 25]. Sie faktoriai pateke j lastele sumazina neapsvitinty lasteliy dauginimosi
efektyvuma, stimuliuoja apoptozg, bei iSskiria dar faktoriy, kurie gali toliau veikti lgsteles [26].
Lastelés, kurios buvo apsvitintos ir pakeista augimo terpé, rodé geresnius gyvybingumo
rezultatus nei lgstelés, kurios buvo apsvitintos, taciau terpe liko ta pati (11 pav.). Perkélus terpe
sveiky lasteliy iSgyvenamumas maz¢ja, did¢jant dozei, taCiau pasiekus 2 Gy ribg, kreive

stabilizuojasi ir lgsteliy iSgyvenamumas mazai bekinta didéjant dozei [27].
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Stebétojo efektas yra priklausomas nuo Igsteliy kiekio Svitinimo metu ir gali biiti pastebétas
30 minuciy po apsvitos, ir islikti dar efektyviu praéjus 60 valandy nuo augimo terpés perkélimo
[24].
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11 pav. UVW/ANT (A) ir EJ138/ANT (B) lasteliy i§gyvenamumo kreivés po apsvitos gama spinduliuote.
Kontroliné — apsvitintos lastelés su ta pacia augimo terpe, donoras — apsvitintos lgstelés kuriy augimo terpé perkelta
recipientui [27]

Daugybé véziu serganciy zmoniy renkasi gydyma spinduline terapija. Viena pagrindiniy §io
gydymo komplikacijy yra antriniy naviky susidarymas po spindulinio gydymo. Siy antriniy
naviky susidarymg gali iniciuoti jonizuojancios spinduliuotés sukeltas stebétojo efektas.
Stebétojo efektas gretimoms neap$vitintoms lgsteléms sukelia chromosomos pazeidimus ir
padidina vézio rizika. Antriniai navikai, kurie susij¢ su stebétojo efektu dazniausiai atsiranda po
plauciy, bronchy, melanomos, sarkomos, tiesiosios zarnos, gimdos kaklelio ir kiausidziy vézio
spindulinio gydymo [2]. Todél véziu sergantiems pacientams spindulinis gydimas dél stebétojo
efekto padidina antriniy naviky rizikg. Tai rodo, koks pavojingas yra stebétojo efektas, ir kaip
svarbu yra i$siaiskinti jo susidarymo mechanizmus.

Taigi, labai svarbu yra issiaiSkinti stebétojo ir dozés galios efekty poveikj navikams,
sveikiems audiniams, imuninj atsakg molekuliniame lygyje. PaaiSkinti kaip Sie efektai yra susij¢
su lasteliy tipu, dozés galia, sugertaja doze, spinduliuotés kokybe, apsvitos trukme ir

mikroaplinka.
1.6. Darbo temos ir uzdaviniy pagrindimas

Darbo tema pasirinkta atsizvelgus j aktualig ir mazai iStirta problema spinduliniame
gydyme, tai jonizuojancios spinduliuotés sukeltas stebétojo ir dozés galios efektai. Dél stebétojo
efekto pacientui padidéja antriniy naviky atsiradimo tikimybé uZ Svitinamo lauko riby o
neatsizvelgus | naudojamg dozeés galig, navikas gali biiti visiSkai nesunaikinamas ir atsinaujinti

ateityje. Todél yra labai svarbu jvertinti $iy efekty poveikj Igsteléms.
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2. METODAI IR JRANGA

2.1. Linijinis greitintuvas

Elektronu
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12 pav. Linijinio greitintuvo schema [5]

Medicininiai linijiniai greitintuvai, elektronus jgreitina nuo 4 MeV iki 25 MeV energijos,

naudodami mikrobangy radijo daznio (nuo 10° MHz iki 10* MHz) laukus. Sie greitintuvai

linijiniais yra vadinami todél, kad bangolaidziuose elektronai yra greitinami tiesioje (linijoje)

trajektorijoje.

Medicininiai linijiniai greitintuvai, tai izocentrinés sistemos, kurios yra sudarytos i$ tokiy

pagrindiniy sudedamyjy daliy (12 pav.):

e Gantris
e Gantrio stovas;
e Moduliatorius;
e Spindulinio gydymo stalas;
e Valdymo pultas.
Gantris sukasi aplink izocentra — taSka erdvéje, 1 kuri nukreiptas jonizuojancios

spinduliuotés spindulio centras. Yra 6 komponentai, kurie atsakingi uz spinduliuotés formavima:

Elektrony padavimo sistema;

Mikrobangy radijo daznio generavimo sistema;
Igreitinantysis bangolaidis;

Pagalbiné sistema;

Spindulio transportavimo sistema;

Spindulio kolimacijos ir stebéjimo sistema.

Ikaitintas katodas termoemisijos budu emituoja elektronus, kurie bangolaidyje yra

jgreitinami. [greitintiems elektronams bombarduojant taikinio (anodo) pavirSiy yra generuojama
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Rentgeno spinduliuoté. Véliau gauta Rentgeno spinduliuoté yra filtruojama islyginamuoju filtru,
kuris tolygiai paskirsto spinduliuotés intensyvumg (13 pav.). Taikiniai daZniausiai yra gaminami
i§ didelj atominj numerj turin¢iy medziagy, o iSlyginamasis filtras i§ maza atominj numerj
turin¢iy medziagy nepriklausomai nuo spinduliuotés energijos. Véliau Rentgeno spinduliuotes
pasiskirstymas yra formuojama paprastais ir daugialapiais kolimatoriais. Kad spinduliuotés
pluostas biity tiksliai suformuotas, kolimatoriy lapeliai yra gaminami i$ volframo arba Svino, nes

dél didelio atominio numerio jie gerai sugeria sklaidos spinduliuote [5].

Elektronu pluostas
\J

~ Taikinys

pe—= Pirminis kolimatorius

Rentgeno i ,,,|
spinduliuotés forma \J ity

[Slvginamasis filtras
. m"\

Jonizaciné kamera

|
|
| |
Antrinis 1 ',
kolimatorius l J || \
.4 | - i o :
I3lyginta rentgeno __, | | % Pleidtu tvirtinimosi vieta
l
spinduliuoté frodoseabiatery
1! | \
] ' | | | \
Tl ] A o
O B
[ | | | i \
T /T I TR A
- 2. 2 0% &
Pacientas

13 pav. Gantrio galvos schema [28]
2.2. Rentgeno terapinis jrenginys

Didelés energijos Rentgeno spinduliai yra generuojami Rentgeno terapiniame aparate, kurio
pagrindiniai komponentai yra: Rentgeno vamzdis, taikinio auSinimo sistema, valdymo pultas ir
energijos Saltinis.

Kaitinant katodg yra iSmuSami elektronai, kurie vakuume ir pastovaus potencialo lauke yra
greitinami link taikinio (anodo). Elektronams sgveikaujant su taikiniu yra generuojama Rentgeno

spinduliuoté. DidZioji dalis elektrono kinetinés energijos sgveikaujant su taikiniu virsta Siluma ir
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tik 1% visos energijos virsta Rentgeno spinduliuote. Todé¢l dél didelio Silumos generavimo yra
reikalinga efektyvi ausinimo sistema.

Norint turéti kuo didesn¢ Rentgeno spinduliy iSeiga yra naudojami didelio atominio
numerio ir aukstos lydymosi temperatiiros taikiniai. Pusiausvirines darbo sglygas Rentgeno
terapiniai jrenginiai pasiekia per tam tikra laika, todél norint suzinoti tikslig doz¢ pacientui yra
reikalinga laiko korekcija.

Rentgeno vamzdzio srové yra kontroliuojama keiciant katodo temperatiira ir tokiu budu
keic¢iama elektrony emisijg. Esant tai paciai katodo temperatiirai Rentgeno vamzdZzio srove
galima didinti su vamzdzio jtampa. Pirma elektronai greitéja proporcingai didinant jtampa, kol
prie auk$ty jtampy yra pasiekiamas jsotinimas ir visi elektronai emitave 1§ katodo yra

pritraukiami anodo [5].

14 pav. Rentgeno terapinis jrenginys Gulmay D3225

2.3. Klonogeninés analizés metodas

Klonogeniné analizé arba kolonijy formavimo analizé yra in vitro lasteliy gyvybingumo
analizé, pagrista vienos Igstelés gebéjimu formuoti, daugintis ir suformuoti kolonijg. Sis metodas

padeda nustatyti Igsteliy iSgyvenamumo kreive, kuri parodo priklausomybe tarp sugertosios
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dozés ir iSgyvenusiy lasteliy frakcijos. Klonogeniné lgsteliy iSgyvenamumo analizé nuo 1950
mety yra pagrindinis metodas padedantis tirti jonizuojancios spinduliuotés efektus [29].

Yra aprasyta daugybé lastelés zitj nulemianc¢iy mechanizmy, taciau pagrindiniai yra
reprodukcijos praradimas bei negaléjimas daugintis neribotai. Dél to Iastelés, kurios iSlaiko
gebéjimg sintetinti baltymus ir DNR bei pereiti vieng ar dvi mitozes, bet negali dalintis ir
generuoti naujos kartos Igsteliy. Tai yra vadinama reprodukcijos gebéjimo praradimu arba
reprodukcine mirtimi. Kita vertus, lastelés, kurios néra praradusios reprodukcijos gebéjimo, gali
daugintis neribotai, suformuoja dideles Igsteliy kolonijas, kurios vadinamos klonogeninémis
[29].

Viena lIgstelé uzaugusi j didel¢ kolonija, kuri susideda i§ maziausiai 50 Igsteliy ir, kuri gali
biiti vizualiai matoma, laikoma gyvybinga. Sios savybés praradimas yra apibiidinamas

iSgyvenamumo kreive [29].
2.3.1. Lasteliy auginimas

Bandymams naudotos Kinijos Ziurkéno kiausidziy (CHO) Iastelés. Lastelés auginamos
monosluoksniu 25 cm? flakonéliuse pripildytuose augimo terpés. Augimo terpé yra paruoita is:
Dulbecco‘s modifikuotos Eagle‘s terpés — DMEM, 10% embrioninio jaucio serumo — FBS, 1% L
— Glutamino tirpalo, 1% penicilino ir streptomicino antibiotiky. Serumas suteikia pakankama
hormony kiekj ir augimo faktoriy, L — glutaminas — didelj kiekj amino riigs¢iy (energijos
Saltinis), o antibiotikai naudojami siekiant iSvengti bakterinio uZterStumo. Flakonéliai su
lastelémis laikomi inkubatoriuje, kuriame yra pastovi 37° C temperatiira, 5% CO, koncentracija
ir drégnumas. CO; reikalingas palaikyti tinkama lgsteliy augimo terpés pH. Flakonéliai yra
laikomi prasukti, kad j jo vidy galéty patekti CO, reikalingas palaikyti pH pusiausvyrg augimo
terpéje.

Siekiant apsaugoti auginamg lagsteliy kultlira nuo infekcijos yra dirbama steriliomis
saglygomis vertikalaus srauto laminare ir su steriliomis priemonés. Laminaras yra 2 min.
sterilizuojamas UV spinduliuote. Po to visas laminaro darbinis pavirSius ir jame esantys jrankiai
papildomai sterilizuojami 70% etanolio tirpalu sickiant kiek jmanoma daugiau sumazinti
infekcijos rizika. Visi eksperimente naudoti buteliai su terpémis, flakonéliai su lastelémis i$
inkubatoriaus ir kiti jrankiai bei priedai pries perkeliant juos j laminarg taip pat yra nuvalomi
70% etanolio tirpalu.

Prie§ atliekant bandymus Iastelés visuomet perséjamos. Pirma yra jvertinamas s¢jimui
skirtas lgsteliy monosluoksnis, terpés spalva ir drumstumas. Augant lgsteliy kultirai stebimas
terpés spalvos pasikeitimas i§ rausvos ] geltong, nes reaguoja terpéje esantis indikatorius —

fenolio raudonasis, kuris parodo terpés partigstéjima.

30



Lasteliy suspensija ruoSiama i§ sveiky ir gyvybingy lgsteliy monosluoksnio. Atsargiai
nupilama augimo terpé, 0 lagsteliy monosluoksnis praplaunamas 2 ml PBS tirpalu (fosfatinis
buferis), kad nuplauty senos terpés likucius ir mirusias lgsteles. Ir iSkarto nupilamas. Kadangi
lastelés yra prisitvirtinusios prie flakonélio sieneliy, todé¢l ant jy yra uZzpilama 2 ml
tripsino/EDTA tirpalo (Sigma) ir paliekama inkubatoriuje 2 — 5 min., kol Igstelés ima plaukioti
tirpale. Po to jpilamas toks pat kiekis augimo terpés (2 ml) norint sustabdyti tripsino poveikj.
Tada visa lgsteliy suspensija perpilama j 15 ml talpos mégintuvélj ir centrifuguojama 5 min.
1000 aps./min. grei¢iu centrifugoje. Supernatantas nupilamas, o nusédusios lastelés

suspenduojamos 1 ml Minimum essential medium Eagle.
2.3.2. Lasteliy skai¢iavimas hemocitometro kameroje (Tripano mélio testas)

Norint visuose bandymy taSkuose turéti vienoda kiekj lasteliy, reikia zinoti kokj kiekij
lasteliy turime 1ml lasteliy suspensijoje. Tam tikslui yra naudojamas Neubauer hemocitometras
(15 pav.).

Hemocitometras turi dvi specialiai graviruotas kameras. Kiekviena kamera yra 1,0 mm x
1,0 mm dydzio kvadratg atskirti vienas nuo kito triguba linija. Kiekvienas kampinis kvadratas
yra padalintas | 16 mazesniy kvadraty. Tai pagelbsti orientuotis skai¢iuojant lasteles ir iSvengti
lasteliy pakartotinio skai¢iavimo. Centrinis 1 mm? kvadratas yra padalintas j 25 maZus
kvadratus, kiekvienas i§ jy padalinti dar | 16 kvadratéliy. Jie skirti lgsteliy skaiiavimui

naudojant didesnj padidinima.

15 pav. Hemocitometro kamera. A, B, C, D — kampiniai kvadratai, kuriuose skai¢iuojamos lastelés, o B
kvadrate pavaizduota skai¢iavimo tvarka [30]

I meégintuvélj dedama 10 pl terpés su lastelémis bei 90 pl tripsino mélio dazy ir gerai
sumaiSoma. ParuoSiamas Neubauer hemocitometras: ant jo papuciama oro ir atsargiai
prispaudziamas dengiamasis stiklelis taip, kad matytysi Niutono ziedai. Lasas dazy su Igstelémis
paskirstomas Neubauer kameroje ir per mikroskopg suskaiiuojamos Iastelés. Lastelés
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skai¢iuojamos 4 dideliuose kvadratuose, kur kiekviename yra po 16 kvadratéliy (15 pav.
Kvadratuose skaic¢iuojamos tik viduje esancios lgstelés, bei ant virSutinés ir deSinés krastings.
Kiekvieno langelio Igsteliy skaicius sudedamas ir padalinama i$ keturiy. Atsizvelgiant  skiedima
dar padauginamas i§ 10, gaunamas lasteliy skaiCius esantis 1 ml suspensijos. IS to pagal
proporcija apskai¢iuojamas reikalingas tiris lasteliy ir i§sé¢jamas j Petri 1éksteles, kuriose jau yra

2 ml augimo terpés.
2.3.3. Lasteliy apSvita

Prie§ apSvitinimg 1¢ékstelés uzklijuojamos Parafilm sandarinimo plévele, kad neiStekéty
augimo terp¢ ir lgstelés neuzsikrésty. Paruosti bandiniai patalpinami j terming dézg.

Lgsteliy gyvybingumo eksperimentas

LSMU ligoninés Kauno klinikos filiale Onkologijos ligoninéje, naudojant Rentgeno
terapinj jrenginj — D3225 Gulmay, lastelés buvo apsvitinamos Rentgeno spinduliuote 0,2, 0,4,
0,6, 0,8, 1, 2, 3, 5 Gy dozémis. Rentgeno vamzdZzio anodo jtampa 100 kV, stipris — 20 mA, o
dozés galia - 1,47 Gy/min.. Siam eksperimentui buvo naudojamos 28 Petri lékstelés. Kiekvienai
eksperimento dozei teko po 3 bandinius. 2 kontrolinés 1ékstelés buvo paliktos laboratorijoje ir 2
kontrolinés 1ékstelés skirtos jvertinti transportavimo faktoriy Igsteliy gyvybingumui. | kiekvieng
1€kstele buvo paséta po 400 Iasteliy.

Dozés galios eksperimentas

Tiriant dozés galios itaka lasteliy iSgyvenamumui buvo naudojamas Onkologinéje
ligoninéje esantis linijinis greitintuvas — Varian Clinac DMX, nes tik §is jrenginys nekei¢iant
kity eksperimento salygy galéjo apsvitinti bandinius skirtingomis dozés galiomis. Eksperimento
metu naudota 6 MeV energija ir trys skirtingos dozes galios: 1 Gy/min., 2 Gy/min. ir 3 Gy/min.

Si eksperimenta sudaré 3 grupés bandiniy po 12 Petri lékdteliy. Visos trys grupés
apSvitinamos tokiomis pa¢iomis Rentgeno spinduliy dozémis (0,25, 0,5, 1, 2, 5, 8 Gy), taciau
skirtingomis dozés galiomis. Svitinimo metu ant bandiniy buvo uzdétos specialios 1,5 cm
PMMA plokstés skirtos tam, kad lastelés buty paveiktos maksimalia doze.

Stebétojo efekto eksperimentas

Buvo paruostos trys Igsteliy kultiiry grupés. Prima — lgstelés, kuriy terpé nepakeista tai
bandiniy grupé, kuri patirs fizikinj ir biologinj spindulinj poveikj, nes po §vitinimo 1§ jy terpe
nebus pasalinama, tai reiskia, kad Sias lasteles veiks ir stebétojo efektas. Kita grupé yra donorai
1§ kuriy po Svitinimo buvo paSalinta visa augimo terpé ir perkelta recipientui. Pasalinus i§ donory
terpe, ji buvo pakeista nauja augimo terpe. Todél donory grupés lastelés bus paveiktos pagrinde

tik tiesioginiu jonizuojancios spinduliuotés poveikiu. Paskutiné grupé¢ yra recipientai. Tai
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lastelés, kurios nebuvo apSvitintos, taciau joms yra perpilama apsSvitinty donory augimo terpé,
kuri po apSvitinimo turi stebétojo efekta sukelianciy faktoriy.

Apsvita

N

Lastelés, kuriu  Doporas Recipientas
terpe nepakeista

InkKubuojama 1h
Papildoma navja
' augmo terpe

— 2

Inkubuocjama & dienas

16 pav. Augimo terpés perkélimo schema

Lasteliy, kuriy terpé nepakeista ir donory bandiniai yra apSvitinami Rentgeno spinduliuote
su Gulmay D3225, kambario temperatiiroje, 1,47 Gy/min dozés galia. 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 5, 8 Gy
dozémis. Po apSvitos lastelés kuo grei¢iau grazinamos j inkubatoriy. 1 valanda po apSvitos
recipienty grupés lasteliy augimo terpé yra nupilama ir pakei¢iama donory augimo terpe. 1
valandos pertrauka po $vitinimo buvo pasirinkta todél, kad dauguma autoriy eksperimentuose
naudoja biitent tokj laika.

Po to donory lastelés yra papildomos nauja augimo terpe. Visos tyrimo grupés véliau yra
laikomos inkubatoriuje vienodomis salygomis.

Baigus bandymus apsvitintos lgstelés grazinamos j laboratorijg, Parafilm sandarinimo
plévelé nuimama, kad galéty patekti CO,. IS petri leksSteliy atsargiai nupilama augimo terpe ir

papildoma nauja. Laikoma inkubatoriuje 6 dienas.
2.3.4. Lasteliy kolonijy fiksaviams

Po 6 dieny susiformavusios kolonijos fiksuojamos. Prie§ fiksavimg paSalinama augimo
terpé 1§ Petri léksteliy. Lasteliy kolonijos 10 min. fiksuojamos 96 % etanoliu, | Petri 1ékstele
dedant 1 ml etanolio. Po to etanolis nupilamas, Petri 1¢kStelés nuplaunamos po Saltu tekanciu

vandeniu ir dazomos Gram kristalo violeto tirpalu. | kiekvieng lékStele jo pilama po 1 ml,
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palaikoma 3 s ir dazas nupilamas. Po to Petri 1ékstelés vél nuplaunamos po tekanciu vandeniu.
Likes vanduo lékStelése nupilamas ir jos atsargiai nusausinamos, tada paliekamos per nakt]
dziovinti.

2.3.5. Lasteliy kolonijy skai¢iavimas

Kita dieng leksteleés fotografuojamos, o gauti vaizdai analizuojami ImageJ programa,
skai¢iuojant kolonijas (17 pav.). ImageJ — tai atvirojo kodo, laisvai prieinama programiné jranga,
skirta vaizdy analizei, kuri turi lasteliy skai¢iavimo funkcijg. Isijungus lasteliy skai¢iavimo
funkcijg atsidaro langas su pasirinktu vaizdu (Siuo atveju nudazytos lastelés). Norint pradéti
skaiCiuoti lgsteles uZtenka tik paspausti ant norimo objekto/lastelés. Toje vietoje atsiranda
spalvotas kvadratelis su skaiCiumi vir§ jo. Skaiius Zymi skai¢iavimo grupg (counters) prie
kurios yra iSvedamas pazyméty objekty (suskaiCiuoty Igsteliy) kiekis. Galima pasirinkti kitg
skai¢iavimo grupe jei norima skaiciuoti kitas Igsteles ar kitg 1€kstele. Kiekviena skai¢iavimo

grupé turi atskirg numerj ir spalva, kas padeda nesuklysti skaic¢iuojant.

4 Image)
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help e
[mlfe] e R AR A P

& CellCounter - © | x|
Counters Actions

OType1 |0 | []Keep Original
e
O3 [0 ]
© Type4 @ Remove

OTypes [0 |

Delete
[ Delete Mode

Results

Reset

Show Numbers
[[1 show All

Save Markers
Load Markers
Export Image

Measure...

17 pav. Programos Image] lasteliy skai¢iavimo langas. Zydros apalvos taskais pazymétos suskai¢iuotos

lastelés vaizde. Suskaidiuoty lasteliy kiekj galime matyti Cell Counter lange Counter Type 2 laukelyje
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Pasodintu lasteliu sk. 400 400 400

Koloniju skaicius 380 205 98

Padengimo efektytvumas 95% 51,3% 24,5%
54% 25,8%

ISgyvenamumas 100%

18 pav. Kolonijy testo atlikimo schema [29]

Suskaiciavus Petri l¢kStelése esancias kolonijas yra apskai¢iuojamas padengimo

efektyvumo koeficientas, kuris parodo koks procentas lgsteliy iSaugo i kolonijas (18 pav.) [29]:

N . iy
kolonijy skaitius - 100% (23)

npasodintq lasteliy skaicius

PE =

Zinant padengimo efektyvuma galima apskaic¢iuoti koks yra lasteliy isgyvenamumas. Pirma
yra nustatoma, kad kontroliniy Igsteliy iSgyvenamumas yra 100%, nes jos nebuvo aps§vitinamos.
Tada apSvitinty lasteliy iSgyvenamumas yra apskaiiuojamas padalinant jy padengimo

efektyvuma i$ kontroliniy Igsteliy padengimo efektyvumo [29]:

PEapévitinto bandinio 100% (24)

S =
PEkonrolés
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3. REZULTATAI

19 pav. Lasteliy kolonijos po skirtingy doziy Rentgeno spinduliuotés. Kiekvienoje léksteléje paséta po 400
lgsteliy
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1 lentelé. Vidutinis suformuoty Kolonijy skai¢ius, padengimo efektyvumas ir Igsteliy

1Sgyvenamumas po Rentgeno spinduliuotés apsvitos, kai paséta po 400 lasteliy.

Dozé, Gy Vidutinis kolonijy Padengimo [sgyvenamumas S, | Vidurkio standartinis
sk. efektyvumas PE, % % nuokrypis
0,2 223 56 90 18
0,4 184 46 74 4,8
0,6 169 42 68 4,5
0,8 157 39 63 39
1 141 35 57 2,0
2 128 32 52 2,1
3 119 30 48 4,0
5 95 24 38 3,0
Kontroliniai

bandiniai 248 62 100 0,8

IS 19 paveikslo matome, kad Iagstelés gavusios 0,2 Gy doze¢ suformavo panaSy kieki

kolonijy kaip kontrolinés. Taciau esant didesnéms dozéms kolonijy skai¢ius sparciai mazéja. 2

Gy doz¢ lasteliy populiacija sumazino per puse, o po 5 Gy lasteliy iSgyvena tik 38%.

ISgyvenamumas [%]

100

80 S

60

40

20 S

Doze [Gy]

20 pav. Lasteliy iSgyvenamumo priklausomybé nuo jonizuojanciosios spinduliuotés dozés
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ISgyvenamumas [sant. vienetais]

0.1 4

T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Doze [Gy]

21 pav. Lasteliy iSgyvenamumo priklausomybé nuo jonizuojanciosios spinduliuotés dozés pusiau
logaritminéje skaléje
Is 20 ir 21 grafiky matome, kad prie mazy doziy iSgyvenamumo kreivés turj "pecius" —
mazy doziy intervale lgsteliy iSgyvenamumas mazéja 1é¢iau nei esant vidutinéms dozéms. Tali
rodo, kad veikiamos mazomis dozémis jonizuojancios spinduliuotés lgstelés geba atitaisyti
spinduliuotés sukeltg Zalg. Sparciausia lgsteliy zatis uzfiksuota nuo 0,2 Gy iki 1 Gy. Toliau

didéjant gautai dozei, lasteliy zitis sulétéja. 50% mirtingumas pasiekimas esant apie 2 Gy dozei.
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1 Gy/min 2 Gy/min 3 Gy/min

22 pav. Suformuotos ir nudazytos lasteliy kolonijos, kurios buvo apsvitintos skirtingomis dozés galiomis
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2 lentelé. Vidutinis suformuoty kolonijy skai¢ius, padengimo efektyvumas ir Igsteliy

1Sgyvenamumas po Rentgeno spinduliuotés apsvitos, skirtingomis dozés galiomis, kai paséta po

400 lasteliy.
o Padengimo Vidurkio
Dozes galia Doze, Gy Vidutinis efektyvumas PE, Sgyvenamumas standartinis
kolonijy sk. % S, % nuokrypis
1 Gy/min 0,25 230 57 99 3,7
0,5 197 49 85 1,3
1 182 46 78 0,9
2 168 42 72 1,3
5 115 29 50 7,8
8 74 19 32 6,0
2 Gy/min 0,25 217 54 93 11
0,5 182 46 78 2,2
1 160 40 69 54
2 147 37 63 2,2
5 102 26 44 0,4
8 68 17 29 1,1
3 Gy/min 0,25 157 39 67 0,2
0,5 135 34 58 2,2
1 127 32 55 1,7
2 102 26 44 1,3
5 74 19 32 1,3
8 52 13 22 4,3
Kontroliniai bandiniai 263 66 113 0,4
Kontroliniai bandiniai 232 58 100 3,5
transportavimui

Tiriant dozés galios efekta, 3 lasteliy grupés buvo apSvitinamos trimis skirtingomis dozés
galiomis su linijiniu greitintuvu. Pirma lgsteliy grupé buvo apsvitinta 1 Gy/min dozes galia, antra
— 2 Gy/min ir tre¢ia — 3 Gy/min. Buvo naudojamos dvi grupés kontroliniy bandiniy, viena
kontroliné bandiniy grupé liko laboratorijoje, kita keliavo kartu j eksperimento vieta, kad biity

jvertintas transportavimo faktorius lgsteliy iSgyvenamumui.
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ISgyvenamumas [%]

T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8

Doze [Gy]

23 pav. Lasteliy iSgyvenamumo priklausomybé nuo jonizuojanciosios spinduliuotés dozés. esant skirtingoms

dozés galioms

1 —&— 1 Gy/min
—— 2 Gy/min
—&— 3 Gy/min

ISgyvenamumas [sant. vienetais]

0,1 4

T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8

Doze [Gy]

24 pav. Lasteliy i8gyvenamumo priklausomybé nuo jonizuojanéiosios spinduliuotés dozés, esant skirtingoms

dozes galioms, pusiau logaritminéje skaléje
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IS 23 ir 24 grafiky matome, kad kolonijy kiekis laipsniSkai mazéja didéjant dozei ir didéjant
dozés galiai. Esant 1 ir 2 Gy/min dozés galioms, mazy doziy intervale iSgyvenamumo kreivés
turi ,,pecius“. 3 Gy/min dozés galia kolonijy kiekj sumazina trecdaliu, esant maziausiai naudotai
dozei (0,25 Gy). Tai siejama su padarytu dideliu kiekiu pazaidy lastelése per trumpg laika.

Skirtingy dozés galiy efektyvumaas Kito netolygiai. Padidinus dozés galig nuo 1 Gy/min
iki 2 Gy/min, i§gyvenamumas sumaz¢jo vidutinisSkai 7 %, o padidinus nuo 2 iki 3 Gy/min — apie
16 %. Padidinus dozés galia, norima dozé yra pasiekiama per trumpesnj laikg ir pazaidos
lastelése yra padaromos greiciau, nei Igstelés sugeba jas iStaisyti.

Didziausi i§gyvenamumo skirtumai tarp skirtingy dozés galiy, tirtame doziy intervale, yra
iki 2 Gy. Padidinus dozés galig dvigubai, nuo 1 iki 2 Gy/min lgsteliy kolonijy kiekis sumazéja 8
%, o padidinus dozés galig 3 kartus, kolonijy kiekis sumazéja net 28 %. Tai parodo, kad
spindulinéje terapijoje daznai naudojama frakcija po 2 Gy, keiCiant dozés galig, gali stipriai
kolonijy kiekj. Esant 8 Gy dozei ir dozés galig padidinus dvigubai, lasteliy mirtingumas iSauga 3

%, o padidinus tris kartus 10 %.
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Lastelés, kurin
terpé nepakeista

Donorai Recipientai

25 pav. Suformuotos ir nudazytos Igsteliy kolonijos
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3 lentelé. Vidutinis suformuoty kolonijy skai¢ius, padengimo efektyvumas ir Igsteliy

1Sgyvenamumas po Rentgeno spinduliuotés apsvitos, kai paséta po 400 lagsteliy

o Padengimo Vidurkio
Pavadinimas Doze, Gy Vidutinis efektyvumas PE, Sgyvenamumas standartinis
kolonijy sk. % S, % nuokrypis
Lastelés, kuriy 0,25 205 51 89 13
terpé nepakeista 0,5 175 44 76 3,0
1 150 38 65 2,8
2 132 33 57 2,6
5 111 28 48 1,1
8 76 19 33 3,0
Donorai 0,25 205 51 88 8,6
0,5 193 48 83 2,2
1 154 39 66 0,4
2 134 34 58 0,2
5 131 33 56 0,4
8 104 26 45 7,8
Recipientai 0,25 202 51 87 0,9
0,5 181 45 78 1,3
1 173 43 75 4,7
2 162 41 70 0,9
5 150 38 65 5,6
8 134 34 58 2,6
Kontroliniai bandiniai 263 66 114 0,4
Kontroliniai bandiniai 232 58 100 3,7
transportavimui

Siame eksperimente buvo naudojamos trys grupés lasteliy: lasteles, kurios buvo apgvitintos
Rentgeno spinduliuote ir paliktos augti toje pacioje terpéje. Donorai — lastelés, kurios buvo
apSvitintos tomis paciomis dozémis kaip, taciau jy terpé pakeista nauja po Svitinimo. Recipientai
— lastelés, kurios nebuvo aps$vitintos, tac¢iau auganc¢ios donory terpéje. Buvo naudojamos dvi
Kontrolés, viena kontroliné grupé liko laboratorijoje, kita keliavo kartu j eksperimento vieta, kad

biity jvertintas transportavimo faktorius lasteliy i§gyvenamumui.
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—=e&— Donoras
100 — —— Recipientas
—&— | gstelés, kuriy terpé nepakeista

ISgyvenamumas [%]
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Dozé [Gy]

26 pav. Lasteliy iSgyvenamumo priklausomybé nuo jonizuojanciosios spinduliuotés dozés

IS 26 pav. matome, kad kaip ir ankstesniuose atvejuose, jonizuojanti spinduliuoté
laipsniSkai sumazina lasteliy gyvybingumai, didéjant dozei. Greiciausiai i§gyvenusiy lasteliy
dalis keiciasi mazy doziy intervale, iki 1 Gy. Donory grupés lasteliy, kurioms po §vitinimo buvo
pasalinta augimo terpé, rodé geresnj isgyvenamuma nei lastelés, kuriy terpé nepakeista. Sis
padidéjas i1Sgyvenusiy lasteliy kiekis, gali biiti siejamas tuo, kad jonizuojancia spinduliuote
paveiktos lastelés j augimo terpe iSskiria tam tikrus faktorius, kurie gali neigiamai paveikti greta
esancias lgsteles. PaSalinus terpe i§ apSvitinty lasteliy su ja buvo pasalinti ir stebétojo efekta
sukeliantys faktoriai, tod¢l $iy lgsteliy iSgyveno daugiau negu lastelés, kuriy terpé nepakeista.

Recipienty grupés kreivé parodo, kad stebétojo efekta sukeliantys faktoriai iSsiskiria terpéje
net prie maziausiy doziy. Iki 0,5 Gy doze gavusiy lgsteliy augimo terpé, lasteliy gyvybingumui
daro net didesnj poveiki, nei tiesioginé apsvita. Sveiky lasteliy skai¢iy, pakeitus 0,5 Gy doze
gavusia donory augimo terpe, sumazino 22 %, kai tik tiesioginé apsvita (donory Igstelés)
sumazino 17 %. Donory lasteliy iSgyveno daugiau, nes buvo paSalinta augimo terpé su
kenksmingais faktoriais, 0 esant mazai dozei, lastelés spinduliuote yra veikiamos trumpg laikg ir
gali atsiradusias paZaidas greitai iSsitaisyti. Taciau sveikos lastelés (recipientai) gave augimo
terpés su stebétojo efekta sukelianciais faktoriais jais buvo veikiami kur kas ilgesnj laikg. Tai
parodo koks svarbus yra stebétojo efektas net ir esant mazoms jonizuojancios spinduliuotés

dozéms.
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Didé¢jant dozei recipienty iSgyvenamumo kreivé tampa plokStesné. Sumazéjusj stebétojo
efekta galima sieti su sumazéjusiu stebétojo efekta sukelianciy faktoriy iSskyrimu Igstelése po
apsvitos. Tai parodo, kad sukelian¢iy faktoriy iSskyrimas po apSvitos néra proporcingas gautai
dozei. Tokig pacia tendencija, naudojant panasy metoda uzfiksavo ir Kiti autoriai (Boyd, M., ir
kiti 2006) naudodami kitas lgsteles.

46



Donorai Recipientai

27 pav. Suformuotos ir nudazytos lasteliy kolonijos
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4 lentelé. Vidutinis suformuoty kolonijy skai€ius, padengimo efektyvumas ir Igsteliy

1Sgyvenamumas po Rentgeno spinduliuotés apsvitos. Donoro lgsteliy paséta 600, recipienty —

400
o Padengimo Vidurkio
Pavadinimas Doze, Gy Vidutinis efektyvumas PE, Sgyvenamumas standartinis
kolonijy sk. % S, % nuokrypis
Donorai 0,25 303 51 88 11
0,5 242 40 71 47
1 204 30 59 7,6
2 201 34 59 3,2
5 135 23 39 4,4
8 57 10 17 3,8
Recipientai 0,25 126 32 54 0,8
0,5 117 29 50 6,9
1 112 28 48 6,5
2 101 25 44 2,2
5 86 22 37 52
8 15 4 6 0,9
Kontroliniai bandiniai (Donory) 355 59 104 0,9
Kontroliniai bandiniai 343 57 100 2,6
transportavimui (Donory)
Kontroliniai bandiniai (Recipienty) 232 58 100 0,7
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28 pav. Donory lgsteliy iSgyvenamumo priklausomybé nuo jonizuojanciosios spinduliuotés dozés, esant
skirtingam pasétam lgsteliy kiekiui

Sio eksperimento metu donory grupéje buvo paséta 600 lasteliy. Recipienty j $ig terpe
paséta 400, nes buvo norima jvertinti kaip Iasteliy kiekis gali jtakoti stebétojo efekta. IS 27
paveikslo matome, kad 8 Gy doze gavusios Iastelés suformavo labai mazus kiekius kolonijy tiek
donory, tiek recipienty grupése. Palyginus donory grupes su skirtingu paséty lasteliy kiekiu ir,
kurios buvo apsvitintos tomis paciomis dozémis (28 pav.), matome, kad didesnis lasteliy kiekis
salygojo didesne¢ lasteliy ziitj. Esant didesniam kiekiui lgsteliy tame paciame plote (didesné
koncentracija), lastelés yra mazZesniais atstumais viena nuo kitos. Kadangi atstumai nedideli,
joms tampa lengviau viena su kita susisiekti tarplastelinémis jungtimis ir jomis perduoti

stebétojo efektg sukelianc¢ius signalus.
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29 pav. Recipienty lasteliy iSgyvenamumo priklausomybé nuo jonizuojanciosios spinduliuotés dozés.
Recipienty visuose terpése buvo pasétas vienodas kiekis — 400 lasteliy

Visos recipienty grupés, kurios augo 600 lasteliy turéjusiy donory terpéje, suformavo labai
mazg kolonijy kiekj. Palyginus recipienty lasteliy grupes, kurios augo skirtingose donory terpése
(29 pav.), matyti, kad didesnis Igsteliy mirtingumas yra ten kur buvo didesnis donory Igsteliy
Kiekis terpéje pries $vitinimg. Didesnis donory lasteliy tankis salygojo didesnj stebétojo efekta

sukelianéiy faktoriy i$skirima j terpeg, ko pasékoje iSaugo recipienty lasteliy mirtingumas.
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30 pav. Kontroliniy bandiniy susiformavusiy kolonijy kiekis

Kontroliniy bandiniy grafike matome, kad paséty lasteliy kiekis, visuose eksperimentuose,
yra panasus ir vidutiniskai susiformuodavo 255 kolonijos i$§ 400 lasteliy. Padengimo koeficientas
PE 64 %. Toks padengimo koeficientas gal¢jo atsirasti, todél, kad nevisos Iastelés gali
suformuoti kolonijg arba gali kelios lastelés tarpusavyje suformuoti vieng kolonijg. Kadangi visy
eksperimenty kontroliniy bandiniy iSaugusiy kolonijy kiekis panaSus, tai reiskia, kad uzséty
lasteliy kiekis visuose bandiniuose taip pat yra panasus ir atsirad¢ netikslumai dél séjimo yra
minimalds.

Lasteliy transportavimo jtaka iSgyvenamuma sumazina vidutiniSkai 23 lgstelémis (9 %) nuo

kontroliniy bandiniy, kurie nebuvo transportuojami.
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4. ISVADOS

1. Kinijos ziurkéno kiauSidziy lgstelés iSgyvenamumas yra atvirk$Ciai proporcingas
sugertajai dozei, kuo didesné dozé buvo sugerta, tuo daugiau lasteliy neisgyveno.

2. Esant dozéms iki 2 Gy, dozés galios padidé¢jimas 2 kartus, nuo 1 iki 2 Gy/min, Igsteliy
kolonijy kiekj sumazina apie 8 %, o dozés galios padidinimas 3 kartus, kolonijy kiekj
sumazina 28 %. Sis efektyvumo padidéjimas siejamas su greitesniu Zalos padarymu
lasteléms, nei jos spéja jas istaisyti.

3. Mazy doziy intervale, dél stebétojo efekta sukelianéiy faktoriy, sveiky lasteliy stebimas
mazesnis i§gyvenamumas, negu tik tiesiogiai apsSvitinty lgsteliy atveju. Augimo terpés
pasalinimas po ap$vitos, padidina Igsteliy iSgyvenamuma.

4. Lasteliy, kurios augo didesnj apsvitinty donory lasteliy kiekj (600) turincioje augimo
terp¢je, iSgyvenamumas buvo 32 % mazesnis, nei Igsteliy, kurios augo 400 donory
lasteliy augimo terpéje. Didesnio donoriniy lasteliy kiekio poveikis terpei yra santykinai
didesnis, todél patalpinus recipientines lasteles | Sig terpg, buvo nustatytas rySkesnis

stebétojo efekto poveikis sveikoms lgsteléms.
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