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Abstract

Cancer survivors often face adverse effects of treatment, which have a significant im-
pact on morbidity and mortality. Normal-tissue side effects following radiotherapy (RT), as
one of therapeutic modalities, are common and may seriously affect quality of life which is
especially important in long-term prostate cancer (PC) survivors. Upgrading in our knowled-
ge in radiation biology have led to the better understanding that genetics plays a significant
role in determining a patient’s predisposition to developing late RT toxicity, leading to the new
tield of research called “radiogenomics” With the evolution of DNA sequencing technologies
and genomic analysis, radiogenomics made an appearance as a state-of-the-art science in the
tield of personalized medicine with the goal of detection the genetic determinants RT adverse
reactions.

A single-nucleotide polymorphism (SNPs) - based assay could be used to predict the
risk of RT side effects along with clinical features and treatment factors. Several SNPs have
been identified that are associated with late radiation-induced morbidity in PC patients. Most
importantly, these SNPs make up genes expressed in the tissues that are likely at the root of
these symptoms, including the bladder, rectum, and small intestine, which are most exposed

Keywords: in PC RT. Furthermore, genome-wide association studies are likely to lead to an increasing
biomarkers of number of genetic polymorphisms that can predict long-term RT complications.
radiosensitivity, Finally, radiogenomics attempts to predict which PC patients will show radiosensiti-
radiation toxicity, vity, so that radiation oncologists, as well as surgeons, can change treatment accordingly in
radiogenomics order to reduce side effects or increase the RT effectiveness.
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Sazetak

Pacijenti oboleli od malignih bolesti kod kojih se ocekuje dugoro¢no prezivljavanje,
Cesto se suocavaju sa nezeljenim efektima lecenja, koji imaju znacajan uticaj na njihov
morbiditet i mortalitet. Komplikacije radioterapije (RT), kao jednog od terapijskih mo-
daliteta, su Ceste i znacajno uticu na kvalitet Zivota, $to je od posebne vaznosti kod dugo-
zive¢ih pacijenata sa karcinomom prostate (KP). Napredak u razumevanju radiobiologije
doveo je do saznanja da genetika igra znacajnu ulogu u odredivanju individualne oset-
ljivosti na radijacionu toksi¢nost, $to je rezultiralo razvojem nove naucne discipline pod
nazivom ,,radiogenomika“. Evolucijom tehnologije sekvenciranja DNK i analize genoma,
radiogenomika se pojavila kao najsavremenija grana u polju personalizovane medicine sa
ciljem otkrivanja genetskih odrednica nezeljenih reakcija na RT.

Test zasnovan na jednonukleotidnom polimorfizmu (JNP) mogao bi se koristiti,
zajedno sa individualnim, klinickim i terapijskim faktorima, za procenu rizika nastanka
nezeljenih efekata RT kod pacijenata sa KP. Identifikovano je nekoliko JNP koji su pove-
zani sa kasnom radijacionom toksi¢no$¢u. Vazno je napomenuti da ovi JNP konstituisu
gene eksprimirane u tkivima mokra¢ne besike, rektuma i tankog creva koji su najvise
izlozeni tokom RT KP i leze u osnovi ovih simptoma. Dalje, studije povezivanja gena na
nivou celog genoma dovesce do otkrivanja sve veceg broja genetskih polimorfizama koji
mogu predvideti RT toksi¢nost.

Cilj radiogenomike jeste odredivanje koji ¢e pacijenti sa KP pokazati radiosenzi-
tivnost, tako da radijacioni onkolozi, kao i hirurzi, mogu u skladu sa tim da se odluce
za odgovarajuci terapijski modalitet kako bi smanjili radijacionu toksi¢nost ili povecali

radiogenomika efikasnost RT.

Uvod

Genetska osnova radiosenzitivnosti

Karcinom prostate (KP) je najces¢i maligni tumor
u Sjedinjenim Americkim Drzavama, sa procenjenih
191,930 novih slucajeva i 33,330 smrtnih ishoda u 2020.
godini (1). Radioterapija (RT) postaje neizostavni moda-
litet lecenja KP od $ezdesetih godina 20. veka, razvojem
visoko-energetskih linearnih akceleratora (2). Procenjeno
je da oko polovina od 1,1 miliona pacijenata kojima je
dijagnostikovan KP biva podvrgnuto RT svake godine, a
petogodisnja relativna stopa prezivljavanja priblizava se
100% za nemetastatsku bolest (3,4). Stopa izlecenja, pored
stadijuma bolesti, zavisi i od doze zracenja koja se aplikuje
na tumor (5).

Osnovni cilj u planiranju RT je eskalacija doze na
tumor, uz maksimalnu postedu susednih organa, tj. orga-
na u riziku. Cak i uz primenu naprednih RT tehnika, kao
$to su trodimenzionalna konformalna RT (engl. three-di-
mensional conformal radiotherapy,3D-CRT) i intenzite-
tom modulisana RT (engl. intensity-modulated radiothe-
rapy,IMRT), RT je i dalje povezana sa znacajnim rizikom
od nastanka postiradijacionih komplikacija(6). Tezina
kao i kvalitet nezeljenih reakcija na RT, zavise od okolnih
struktura, upotrebe konkomitantne hemoterapije, faktora
povezanih sa RT, kao i faktora povezanih sa pacijentom.
Faktori povezani sa RT ukljucuju RT tehniku, ukupnu dozu
(engl. total dose, TD), rezim frakcionisanja i doza-volumen
parametre (7-9). Faktori povezani sa pacijentom su komor-
biditeti, pusenje i indeks telesne mase (10).

Medutim, i pored navedenih faktora, i dalje se ne
moze sa sigurnos¢u predvideti individualni rizik za na-
stanak komplikacija izazvanih zracenjem, kao ni njihov
intenzitet (4).

Razvoj radio-indukovanog morbiditeta ima zna-
¢ajan uticaj na kvalitet Zivota onkoloskih pacijenata (11).
Radijacioni onkolozi su medu prvima prepoznali i ana-
lizirali terapijske komplikacije, a dostupna literatura o
kasnim nezeljenim efektima radioterapije mnogo je boga-
tija podacima u odnosu na ostale modalitete onkoloskog
lecenja, kao sto su hemoterapija i hirurgija. Radijaciona
toksi¢nost, medutim, i dalje ostaje Cesto potcenjena i ne-
dovoljno evidentirana. Klinicka ogranicenja trenutnih sa-
znanja posledica su malog broja podataka o kofaktorima
povezanim sa pacijentima, kao i interakcijama izmedu
raspodele doze zracenja i citotoksi¢nim ili molekularnim
faktorima (5). Sve viSe se namece potreba za odredenim
testom koji bi odrazavao individualnu radiosenzitivnost i
predvidao verovatnoc¢u nastanka radijacione toksi¢nosti
(slika 1).

Tokom poslednjih 15 godina, postoji sve veci interes
za identifikovanje razli¢itih genetskih varijanti, povezanih
sa rizikom od razvoja radijacione toksi¢nosti. Evolucijom
DNK sekvenciranja, radiogenomika se pojavila kao pot-
puno novo polje nau¢nog istrazivanja sa ciljem pronala-
zenja genetskih determinanti nezeljenih reakcija na RT.
Smatra se da ¢e inovativne studije u oblasti radiogenomi-
ke rezultirati identifikacijom brojnih genetskih polimorfi-
zama koji mogu predvideti radijacionu toksi¢nost (12).

Radiosenzitivnost obuhvata Sirok pojam koji se
moze primeniti kako na celije, tako i na tkiva i pojedince.
Razli¢iti tipovi Celija se razlikuju u radioosetljivosti, kao i
Celije razlic¢itih pojedinaca. Neka tkiva su tolerantnija na
zraCenje zbog svoje organizacije, npr. ako je mali deo plu-
¢a unisten velikom dozom zracenja, funkcija plu¢a moze
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Slika 1. Sematski prikaz genetskih varijanti radiosenzitivnosti i njihov prediktivni potencijal u odabiru adekvatnog onkoloskog
lecenja. Izvor: Benitez CM, Knox S]. Harnessing genome-wide association studies to minimize adverse radiation-induced side effects.
Radiation oncology journal. 2020;38(4):226.

se odrzati preostalim zdravim plu¢nim tkivom, ali ako je
i mali deo ki¢mene mozdine osteéen, to moze dovesti do
paralize. Dalje, tkiva mogu biti osetljivija na zracenje jer
imaju visi nivo proliferacije ¢elija. Pojedinci se takode ra-
zlikuju u radiosenzitivnosti i to moze biti povezano sa ce-
lijskom radiosenzitivno$cu i/ili genomskom nestabilnosc¢u.

Radiosenzitivnost se obi¢no ispituje primenom razli¢itih
tipova celija, kao §to su limfociti ili fibroblasti. Celije naj-
pre bivaju ozrac¢ene odredenom dozom zracenja i potom se
mogu ispitivati pomocu nekoliko pristupa (slika 2). Zlatni
standard je klonogeni test, koji je vrlo osetljiva metoda za
merenje radiosenzitivnosti (13).
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Slika 2. Merenje radiosenzitivnosti (a) Kolonije fibroblasta uzgajane iz uzorka ljudske koze. (b) G2 test: uzorak periferne krvi,
deoba limfocita se stimuli$e mitogenim fitohemaglutininom, nakon 72 sata ¢elije se ozracuju sa 0,5 Gy, a nakon 30 minuta dodaje se
kolcemid u trajanju od 60 minuta da zaustavi Celije u metafazi, koje su bile u G2 kada je ozracen. Broj aberacija hromozoma (strelice)
boduje se u odnosu na zracene kontrole. (c) Test mikronukleusa: limfociti periferne krvi se ozra¢uju sa priblizno 2 Gy i inkubiraju
se 2 dana, dodaje se citohalazin B da bi se sprecila podela citoplazme nakon mitoze, a Celije se skupljaju nakon jednog dana i broji
se broj mikronukleusa na 100 do 1.000 eljja. (d) Krive preZivljavanja za odredeni broj pojedinaca, ataksija telangiektazija (plava
linija) pokazuje ekstremnu ¢elijsku radiosenzitivnost. (e) Normalne osobe se razlikuju u radioosetljivosti sa distribucijom koja je

priblizno normalna (13).
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Publikovano je vise studija ¢iji je cilj bio ispitivanje
i identifikacija prediktivnih biomarkera za nastanak ra-
dijacione toksi¢nosti. Utvrdeno je, da je pojedinacna ra-
diosenzitivnost procenjena kori§¢enjem in vitro ozracenih
limfocita pacijenata, u korelaciji sa normalnim reakcijama
tkiva, a jednonukleotidni polimorfizmi (JNP) povezani
su sa akutnim i kasnim morbiditetom izazvanim zrace-
njem (14-16). S obzirom na to da budu¢i klinicki proto-
koli imaju za cilj poboljsanje kvaliteta Zivota onkoloskih
pacijenata, potrebno je identifikovanje faktora povezanih
sa individualnom radiosenzitivnos¢u i to pre nego sto se
pacijenti podvrgnu RT (17, 18).

Genetska osnova radijacione toksi¢nosti kod
pacijenata sa karcinomom prostate

Savremeni terapijski pristup, kako lokalizovanog,
tako i metastatskog KP, podrazumeva ¢itav spektar moda-
liteta lecenja, od krajnje nepotrebnog tretmana akcidental-
nih, indolentnih KP kod starijih muskaraca, do izostanka
radikalnijih terapijskih mera agresivnih tumora kod mla-
dih muskaraca, kada postoji ozbiljna pretnja po kvalitet Zi-
vota pacijenta. Od izuzetne je vaznosti pronaci ravnotezu
izmedu benefita i nezeljenih efekata RT (slika 3) (19).

Posebno podrucje interesovanja je proucavanje
JNP-a, gde je postignut veliki napredak u identifikovanju
JNP-a povezanih sa radijacionom toksi¢noscu (20).

Radiogenomskikonzorcijum (engl. The Radiogenomic
Consortium,RGC) (21) osnovan je u Mancesteru u Velikoj
Britaniji 2009. godine. Njihov zajednicki interes bila je iden-
tifikacija razlicitih genetskih varijanti, pre svega JNP-a, po-
vezanih sa razvojem toksi¢nostiizazvane zracenjem. Prvi cilj
RGC-a je bio da razviju test koji moze da predvidi kod kojih
pacijenata postoji najveca verovatnoca da ¢e razviti negativ-
ne efekte zracenja nakon standardnog RT tretmana. Drugi

¢ |

Older age, low-risk disease,
pre-existing symptoms, high-
risk genetic profile

cilj bio je identifikacija molekularnih puteva, odgovornih
za RT toksi¢nost normalnih tkiva, identifikovanjem gena
koji poseduju JNP povezane sa razvojem nezeljenih reak-
cija na RT. RGC je meta-analizom obuhvatio cetiri studije
povezivanja celog genoma (engl. Genome-wide association
studies, GWAS) kako bi povecao statisticku snagu za ot-
krivanje dodatnih faktora rizika. Otkriveno je da faktori
rizika za kasnu toksi¢nost ukljucuju ne samo genetiku, ve¢
i dozimetrijske parametre, komorbiditete i demografske
karakteristike pacijenata (22).

Kerns (Kerns) i saradnici(23) pokazali su da je ve-
oma vazno identifikovanje dovoljnog broja JNP-a za de-
finisanje genetskog profila povecanog rizika, koji bi imao
klinicku upotrebu, $to zavisi od postojanja visestrukih he-
terogenih kohorti pacijenata. Cilj je bio pokazati da mul-
ticentricne RT kohorte mogu biti uskladene i analizirane
kako bi se identifikovali rizi¢ni JNP-ovi i to povecanjem
broja analiziranih pojedinaca. Njihova studija je obuhvati-
la preko 1500 pacijenata sa KP iz Cetiri medicinska centra,
le¢enih primenom RT u kurativnom pristupu. Toksi¢nost
zraCenja procenjivana je 1,5-2,5 godine nakon RT tretma-
na. Dve godine nakon RT, kod 17,8% (277 od 1557) je re-
gistrovano rektalno krvarenje, 15,0% (212 od 1410) je is-
poljilo povecanu ucestalost mokrenja, a kod 8,1% (101 od
1245) je evidentiran smanjen protok urina. Meta-analizom
su identifikovana dva JNP-a. Oni se nalaze unutar gena
koji se eksprimiraju u tkivima na koje negativno utice RT
karli¢ne regije, kojoj pripada i RT KP, i tu spadaju mokrac-
na besika, rektum i tanko crevo.

Sak (Schack) i saradnici (4), u studiji koja je obuhva-
tila 96 pacijenata sa KP, leCenih radikalnom RT, dozama od
70 -78 Gy, identifikovali su devet JNP-a koji su povezani sa
kasnom radijacionom toksi¢noscu.

Takode je utvrdeno i da genetski proizvod ATM
gena (engl. Ataxia Telangiectasia Mutated, ATM) igra
presudnu ulogu u bioloskom odgovoru na jonizujuce

Younger age, high-risk disease,
no baseline symptoms, low-risk
genetic profile
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Slika 3. Multivarijabilni prediktivni model koji ukljucuje NP, klinicke faktore i faktore lecenja za klasifikaciju pacijenata na

osnovu rizika od razvoja nezeljenih efekata (29).
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zraCenje. Nekoliko studija je pokazalo da ATM gen sadrzi
funkcionalni JNP povezan sa povec¢anim rizikom od RT
toksicnosti. Jedna od njih je studija RGC-a, koja je me-
ta-analizom obuhvatila 5456 pacijenata iz 17 razlic¢itih
grupa, gde je 2759 pacijenata leceno primenom RT zbog
raka dojke, a 2697 pacijenata je bilo podvrgnuto RT a zbog
KP. Analizirano je osam entiteta toksi¢nosti, a to su: uku-
pna toksi¢nost, akutna toksi¢nost, kasna toksi¢nost, akut-
na rektalna toksi¢nost, kasna rektalna toksi¢nost, akutna
dermalna toksi¢nost, telangiektazija, i fibroza. Ova studija
je ubedljivo pokazala znacajnu povezanost izmedu odre-
denog alela na ATM genu i povecanog rizika od nastanka
radijacione toksi¢nosti (10).

U studiji Cezaretija (Cesaretti) i saradnika (24) ispi-
tano je da li je prisustvo genetskih promena u genu ATM
povezano sa rektalnim krvarenjem, i da li je u korelaciji
sa zapreminom rektuma i aplikovanom dozom. Studija
je obuhvatila 180 pacijenata sa KP koji su bili podvrgnuti
brahiterapiji (BT) ili kombinaciji transkutane RT sa BT i
imali najmanje jednu godinu pracenja. Pokazalo se da je
posedovanje genetskih varijanti u genu ATM, povezano sa
razvojem proktitisa izazvanog zracenjem i to kod pacije-
nata koji su primili punu terapijsku dozu.

Retrospektivna kohortna studija, sprovedena na
124 pacijenta sa KP, koji su prethodno leceni primenom
3D-CRT, ispitivala je moguc¢u povezanost izmedu JNP-a u
genima koji kodiraju prepoznavanje/popravljanje ostece-
nja DNK i proteina koji u¢estvuju u metabolizmu steroida,
u odnosu na pojavu radijacione toksi¢nosti. Identifikovani
su JNP-ovi u genima LIG4, ERCC2 i CIP2D6 kao moguci
biomarkeri za predvidanje individualnog rizika nastajanja
RT komplikacija (25).

Pretpostavlja se da popravka o$tecenja DNK iza-
zvanog zracenjem igra presudnu ulogu u razvoju nezelje-
nih reakcija na RT. Analizirana je konstitutivna ekspresija
mRNK repair gena, kako bi se utvrdilo da li su obrasci
ekspresije mRNK prediktivni za akutne nezeljene efekte
povezane sa RT. U prospektivnoj studiji na 406 pacijenata
sa KP, lecenih primenom IMRT, nezeljeni dogadaji su pra-
¢eni pomocu uobicajenih kriterijuma toksi¢nosti, a ana-
lizirani su konstitutivni profili ekspresije mRNK da bi se
predvidela akutna klinicka radiosenzitivnost ili radiore-
zistencija. Zakljuceno je da konstitutivna ekspresija DNK
repair gena moze uticati na razvoj akutnih komplikacija
kod pacijenata lecenih RT, a da visoki nivoi ekspresije
ovih gena podrzavaju zastitu od nezeljenih reakcija (26).

Valdanji (Valdagni) i saradnici(27) su u svojoj stu-
diji pokusali da objasne zasto, uprkos odli¢cnom odnosu
doze zracenja i volumena rektuma koji prima odredenu
dozu (engl. Dose-Volume Histogram, DVH), kod nekih
pacijenata sa KP dolazi do ispoljavanja kasnog rektalnog
krvarenja (engl. Late Rectal Bleeding, LRB), a kod nekih
pacijenata sa nepovoljnim DVH, ne. Odabrano je tride-
set pacijenata koji su podvrgnuti 3D-CRT, dozama ve¢im
od 70 Gy: 10 pacijenata iz grupe sa niskim rizikom (rek-
talni DVH bio je V 70Gy<20% i V 50 Gy<55%) imalo
je LRB gradusa 2-3, 10 pacijenata u visoko-rizi¢noj grupi
(V 70Gy>25% i V 50Gy>60%) imalo je LRB gradusa

2 - 3, a 10 pacijenata u grupi visokog rizika bilo je bez tok-
si¢nosti. Poredenja ovih grupa pokazala su mnoge konsti-
tutivne razlike: devet gena je pokazalo znac¢ajnu nishodnu
regulaciju u grupi sa niskim rizikom za krvarenje u od-
nosu na visoko-rizi¢nu grupu prac¢enu krvarenjem i viso-
ko-rizi¢nu grupu bez krvarenja. Kod ¢etiri gena je uoc¢ena
znacajna ushodna regulacija i to u visoko-rizi¢noj grupi
bez LRB, u poredenju sa ostalim grupama. Zakljuc¢ili su da
prediktivna vrednost osetljivosti i rezistencije LRB gena,
identifikovanih u studiji, obecava, i da bi je trebalo testira-
ti na vecem broju pacijenata.

Kada govorimo o postiradijacionim komplikacija-
ma na genitourinarnom traktu, priblizno 50% pacijena-
ta sa KP ima akutne urinarne simptome, i to uglavnom
nokturiju. Pretpostavlja se da, pored klinickih faktora
koji se odnose na samog pacijenta, kao i faktora pove-
zanih sa RT, i genetska komponenta doprinosi razvoju
urogenitalne radijacione toksi¢nosti.

U studiji De Langa (De Langhe) i saradnika, ispi-
tivana je povezanost dozimetrijskih i klinickih faktora
i polimorfizama transformiSuceg faktora rasta beta 1
(TGFB-1), sa razvojem akutne nokturije izazvane zra-
cenjem. Studija je obuhvatila 322 pacijenta sa KP, lece-
nih primarnom ili postoperativnom RT. Zakljuceno je
da su radikalna prostatektomija, prisustvo simptoma
nokturije pre RT tretmana i alteracija TGFp-1 gena, fak-
tori koji ucestvuju u razvoju akutne nokturije izazvane
zracenjem (28).

Imajuci u vidu rizik za nastanak RT komplikacija,
koje dalje ogranicavaju efikasnost samog lecenja, postoji
veliko interesovanje za bolje razumevanje opisanih genet-
skih faktora koji, kod odredenog broja pacijenata, uzro-
kuju nastajanje radijacione toksi¢nosti. Treba imati u vidu
i da kod nekih tumora u pocetnom stadijumu ili onih sa
niskim rizikom za relaps, kao $to je karcinom prostate u
ranoj fazi, profil radioterapijskih nezeljenih efekata moze
nadmasiti o¢ekivanu korist lecenja, te pacijent u tom slu-
¢aju, moze odabrati aktivno pracenje umesto RT (29).

Zakljuc¢ak

Nezeljene reakcije na RT su Ceste i znacajno uticu na
kvalitet zivota pacijenata. One se ne mogu objasniti samo
parametrima povezanim sa RT ili individualnim karakte-
ristikama pacijenata. Razvoj ovih prediktivnih modela je
od sustinskog znacaja za definisanje populacije pacijenata
koji ¢e imati korist od RT i koji su u riziku za nastanak
toksi¢nosti. U cilju $to preciznijeg predvidanja toka mali-
gne bolesti, lokalne kontrole tumora i nastanka nezeljenih
efekata RT, neophodno je integrisanje klini¢kih, biologkih,
dijagnostickih, kao i podataka specifi¢nih za lecenje, $to
predstavlja zajednicki interes radijacionih onkologa, me-
dicinskih fizicara i molekularnih biologa. Imaju¢i u vidu
navedeno, razvoj personalizovanog radioterapijskog plana
lecenja, sa unapred definisanim genetskim parametrima,
znacajno ¢e poboljsati kvalitet Zivota mnogih pacijenata,
ukljucujudi i one sa rakom prostate.
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