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Klassisk radiobiologi

Joniserande stralning orsakar
DNA-skador genom

— Direkt effekt (dominerar for
partiklar)

— Indirekt effekt via fria radikaler
(dominerar for fotoner)

Bas for var forstaelse av
stralningens effekter

— Stralskydd

— Dosplanering vid stralterapi

Bas for target-effekt-modeller

DIRECT
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E. J. Hall: Radiobiology for the Radiologist. 7t" ed. Fig 1.8




Standardmodell vid direkt DNA-skada
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Nytt stralningsbiologiskt paradigm

Klassiska stralningsbiologiska paradigmet (DNA-
baserat) bor kompletteras med non-targeted effects
(bystander-effekter):

e Signalvagar som ej beror av DNA-skada

* Membran-medierad signalering

* Abscopal effects

* Genomisk instabilitet

* Adaptiv respons

* Hypersensitivitet vid laga doser/dosrater
* Invers dosrat-effekter

« Lagdosrat-effekter...
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CAD=caspase-activated DNAse
PARP=poly(ADP-ribose) polymerase Prise et al. Lancet Oncol 2005



Bystander-effekter — Uttrycks pa olika nivaer

Levels of expression of bystander
effects

Intercellular signalling

Definition
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effekter i celleri ett ineranimal sinaing
organ ellerien
organism som inte J/ e N\ y‘ .
direkt exponerats for AL\

S t ré | n i n g | | Abscopal effects ?"‘

|/ lrradiation of one tissue or organ
¢ \>lnthe body leads to change in another

Effects in neighbouring animals
‘ AN (fish, mice, rats, tadpoles). Inferential
o ST | Effects in tunicata, crustacea and sponges

Mothersill et al. Front Gen 2012




Bystander effects - modeller

In vitro-modeller
— Singelceller (oftast: lymfocyter, fibroblaster, endotelceller,
tumorceller)
— 2D monolager

— 3D modeller (cell-cell-kommunikation and samverkan med
extracellular matrix)

In vivo-modeller (hela organismer, delar av kroppen,

organ
cellgrupper, specifika celler) *

— Arabiopsis thaliana (backtrav) g -
— Bombyx mori larvea (silkesmask) "“':_;.‘J/
— C. elegans (nematod)

— Mus

— Ratta

— Manniska




Bystander effects - bakgrund

Har dokumenterats i olika biologiska system

Har pavistas sedan 1915

— Murphy and Norton. The effect of x-ray on the

resistance to cancer in mice. Science 42, 842—-843,
1915

— Murphy et al. Studies on X-ray effects. IX. The action
of serum from X-rayed animals on lymphoid cells in
vitro. J Exp Med 35: 373-384, 1922

Mekanismerna ar fortfarande inte helt kanda

Pa senare tid i fokus for intensiv forskning for att
klargdra involverade mekanismer




Bystander- effekter in vivo (end-points)

Bystander-celler far liknande typer av DNA-skador som direkt bestralade celler

Skadande effekter:

* DNA-skada, DNA-SSB, DNA-DSB, kromosomaberrationer, mutationer
* Genomisk instabilitet

» Effekter pa gen- och proteinuttryck

* Epigenetiska forandringar, t ex forlust av DNA-metylering

* Malign celltransformering, carcinogenes

e Cytotoxicitet, celldod

Skyddande effekter:

 Adaptiv respons

* Apoptos, mikrokarnor

» Effekter pa gen- och proteinuttryck
* Terminal differentiering

Bystander -effekter efter lagdos-exponering (t ex DNA-fordandringar och genomisk
instabilitet) kan overforas till celler manga generationer efter bestralning




Bystander-effekter in vivo - exempel

* Produktion av klastogena faktorer i serum fran
pestralade personer, ger cellskada i
ymfocyter (bade in vitro och in vivo)

* Ex Japan: dverlevare efter A-bomb,
— fick blod-transfusion fran sin syster
— senare upptacktes kromosomaberrationer i de
donerade lymfocyterna
* Klastogena faktorer: superoxid, produkter fran
lipidperoxidering, cytokiner




Kommunikation paverkar frekvens av
stralnings-inducerade mikrokarnor i lunga i ratta

Okad produktion av
mikrokarnor nar andra
celler 1 lungvavnaden
blev bestralad, vilket Ej exponerade
indikerar nagon form celler

av kommunikation
Undre halvan av lungorna U —

mellan celler
bestralades med 10 Gy Exponerade celler
Khan et al 1998



Abscopal (out-of-field) effects

Fenomen dar

— Lokal bestralning av en tumor orsakar volymsreduktion av
tumorer langt fran den bestralade regionen

— Lokal bestralning av en vavnad orsakar volymsreduktion av
tumorer langt fran den bestralade regionen

Har rapporterats sedan ca 1950
Dessa fenomen ar troligtvis sallsynta
FOr patienter, ofta beskrivet som fallrapporter

Abscopal effects kan vara stora, och leda till att
tumorer forsvinner i hela kroppen

Har beskrivits for, t ex malignt melanom, lymfom,
levercancer, cervixcancer och njurcancer




Exempel: Melanom
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— Stralningsinducerad abscopal

Days after implantation

 Moss med transplanterade tumorer pa ryggen
* Lokal bestralning av ett ben langt fran tumoren
 Reducerad tumorvolym

« QOkad effekt med dkad absorberad dos

e Beror av P53 (Behandling med P53-hammare
minskade responsen)



Bystander-effekter

Forklaringar/mekanismer

e Gap junction=nexus (celler med direkt kontakt)
— Flode mellan intilliggande celler av sma molekyler

(1000-1500 Da), t ex Ca?*, nukleotider, peptider,
second messengers

— Huvudsakliga mekanismen inom ett organ?

* Medieras via (utsondrade) l6sliga molekyler

faktorer

— Stora molekyler (1000-10000 Da), t ex ROS,
lipidperoxidas-produkter och cytokiner (IL-1, IL-6,
TGFB, TNFa)

— Makrofager kan vara kallan till signaler via
cytokinproduktion

Cell1 < Connexon

irect communication through gap junctions
02011 Pesron Escstin, nc

Cell 2



Abscopal effects
Foreslagna forklaringar/mekanismer

* Forslag:
— Aktivering avimmunforsvaret (T- och
dendritceller)

— Inflammatoriska mediatorer och
dendritcellaktivering

— Induktion av antigenkaskad (antikroppar riktade
mot tumorceller, T-celler)

* Immunsystemet kan doda cancerceller. MEN,
tumorceller kan déda lymfocyter, t ex via fria

radikaler. Om tumorceller dédas kommer
immunsystemet att starkas och kan doda nya

tumorceller....




Palliativ stralbehandling mot primart melanom
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Resolution of skin metastases (panel D)

MAGEA3 seropositivity detected

Ipilimumab + stereotactic radiosurgery for brain metastasis

MAGEA3 + PASD1 seropositivity detected — complete response

Recurrence - single cervical lymph node excised

No evidence of disease

Regress av obestralade
tumorer, vilket visar pa
abscopal effect

Serologi visade
anti-MAGEA3
antikroppar
(autoantikroppar mot
melanomantigen A3),
Dvs ett systemiskt
antitumor-immunsvar

Stamell et al. JROBP 2012



Cytotoxiska T-lymfocyter (bruna) infiltrerar
kvarvarande brostcancer efter stralbehandling

Formenti and Demaria, Lancet Oncol 2009




Faktorer som paverkar

bystander-effekter

LET ?

— HOg-LET (fa celler traffade)

— Beror av cellkommunikation och gap junctions
— Beror pa D till targetcellerna

D?
Dosrat ?

Stralkanslighet ?
— (target- och non-target-celler/vavnader)




Effekt av D ? Hypoteser

* Bystander-svar mattas vid ca D>1 Gy

* Vid mattnad upptrader inga ytterligare effekter

* FOr en viss effekt (end-point) svarar inte alla celler med BE
e Binart svar foreslas (enkelt on-off respons)

e Vid laga D: i vissa system ar BE lika eller mer effektiv an direkt
respons

e Kan spela signifikant roll aven vid hoga D (>10 Gy)

a Direct b Bystander

Effect
Effect

- — -

T T T T
Dose Dose I J 5

Hyper-radiosensitivity

Prise et al. Lancet Oncol 2005
Prise and O'Sullivan, Nat Rev 2009




Signaleringsvagar vid stralningsinducerade
bystander-effekter

DNA-DSB «— «-Particle irradiated cells

. . . v IL1, IL6, IL8, IL33, TNF, TRAIL
External activation via ATM—>NF-kB = gene expression
Cyto kines ‘ I(§-1IIGFBP3

* Interleukines
« TNFa, TGFPB
 Death receptors

Pathways activated
ATM

AKT

IKK-NF-kB,
JAK2-STAT3

NF-kB (cytokines and COXZ) -+« IL-6 (IL-8, IL-33) | Bystander signal propagates
MAPK (cytokines, COX2, iNOS)

IGF-1 activation of PI3K-AKT

Hei et al. Curr Mol Pharmacol 2011



Effekter pa genuttryck hos thyroideavavnad i mus
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Spelar bystander-effekter roll i praktiken?

* Spekulationer rorande 3 situationer:
— Stralningsinducerad cancer
— Stralskador pa frisk vavnad
— Stralningsinducerad tumorcelldod pga bystander-effekt

e Kan bystander-effekter (speciellt efter laga straldoser)
ge Okad cancerrisk?

* Kan kunskap om bystander-mekanismer visa nya
potentiella targets for cancerbehandling? Kan detta

O0ka tumorcell-dod? Kan skydd av normalvavnaden
O0ka?




Spelar bystander-effekter roll i praktiken?
1) Stralningsinducerad cancer (laga D)

* BE kan vara betydande vid laga doser (Rtg, CT,
SPECT, PET)

* IMRT reducerar max D till frisk vavnad nara
tumoren, men okar exponerade volymen av
frisk vavnad (laga D)

* Spekulation: Dubbelt sa stor risk for induktion
av sekundar cancer hos patienter som botas/
overlever stralbehandling, speciellt for yngre
patienter
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Spelar bystander-effekter roll i praktiken?
2) Stralskador pa frisk vavnad

e Abscopal effects it ex lungvavnad (hoga D)

e Kan spela storre roll i normalvavnad jamfort
med tumorvavnad, pga direkta cell-cell-
kontakter ar farre/saknas i tumorvavnad

e Ytterligare studier (in vivo) kravs, speciellt vid
laga D




Spelar bystander-effekter roll i praktiken?

3) Stralningsinducerad tumdrcellddd
pga bystander-effekter (hog D)

Extern stralbehandling: D ar tillrackligt hog
sa att BE inte ar viktiga

Radionuklidterapi: heterogen dosférdelning,
delar av tumoren kan fa lag D, dar BE kan
spela roll

BNCT

Stralbehandling med hog-LET: Heterogen
dosfordelning vid extern/radionuklidterapi,
fa celler traffade




Sammanfattning

Direkt DNA-skada spelar en viktig roll for riskbeddmning av stralning
Non-targeted effects kan ocksa paverka cellulart svar
Bystander-effekter kan antingen 6ka eller minska risken med stralning
Mekanismerna for bystander effects ar inte helt kanda

" En battre forstaelse for mekanismerna kravs for att uppskatta deras
paverkan pa riskbedémning, klinisk relevans och finna vagar att
manipulera bystander-effekter

Bystander —effekter har resulterat i ett stort paradigmskifte nar det galler
kunskap om stralningens effekter pa celler, vavnad och organismer

Stralningskansliga targets vid dosuppskattningar bor sannolikt inkludera
andra tagrets forutom DNA/cellkdrna: membraninnehallande cellorganeller,
sasom mitokondrien, endoplasmatiskt retikel, cellmembranet, etc




Paverkar de senaste ronen
inom stralningsbiologin
var bedomning av halsorisker?

LNT-modellen vid lag D och dosrat (Little 2011)

 Epidemiologiska studier har inte pavisat hogre
cancer-incidens jamfort med LNT-modellen

* Inga bevis for icke-linearitet i cancerrisk som
annars visats for non-DNA-targeted effects

e (QOsakerhet kring kardiovaskular risk (for litet
studerat): Kan ej utesluta avvikelse fran
linearitet vid laga D pga non-DNA-targeted
effects (ateroskleros)



Paverkar de senaste ronen
inom stralningsbiologin
var bedomning av halsorisker?



