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Radyoterapiye bagl “bystander” etki: Olusum mekanizmalari ve
potansiyel klinik yansimalar

Radiation induced bystander effect: mechanisms and potential clinical reflections
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Giiniimiizde, genel radyobiyoloji anlayisina bir yenilik olarak,
radyasyona maruz kalmamis komsu veya uzak hiicre gruplarin-
da da radyasyona maruz kalmig olanlara benzer biyolojik etki-
lerin goriildiigiine dair giderek artan miktarda kanit olusmaya
baglamustir. Bystander etki olarak adlandirilan bu etkiler deney-
sel olarak genis bir hiicre grubunda ¢ekirdek ve sitoplazma rad-
yasyon maruziyeti sonrasinda goriilebilmektedir. Bystander et-
ki sonucunda saglam hiicre gruplarinda da bazi 6nemli genetik
degisiklikler soz konusu oldugundan bu etkilerin karsinogenez
acisindan 6nemi de cevap bekleyen sorulardandir. Bystander
etki olusum mekanizmalar1 tam olarak bilinmese de hiicre za-
rinda bulunan gap junction’lar ve lipid bosluklarin yani sira
radyasyona maruz kalmig hiicreler tarafindan salinan parakrin
ve endokrin faktorlerin rolii iizerinde durulmaktadir. Bu yazida
radyobiyolojinin yeni bir alani olan bystander etkinin temel
olusum mekanizmalarindan potansiyel klinik uygulamalarina
kadar olan yeni literatiir bilgilerinin 6zetlenmesi amaglandi.
Anahtar sozciikler: Bystander etki/radyasyon etkisi; hiicreler arasi
iletisim/radyasyon etkisi; lineer enerji transferi.

Radyoterapiye bagl biyolojik etkilerin goriile-
bilmesi icin ilgili hiicre grubuna ait DNA sarmalla-
riin dogrudan radyasyona maruz kalmis olma zo-
runlulugu kanis1 yakin zamana kadar hakim ola-
gelmistir. Ancak, 6zellikle son iki dekatta yapilan
calismalarda elde edilen sonuglar DNA’s1 dogru-
dan radyasyona maruz kalmayan komsu hiicreler-
de de radyasyon almis hiicrelerdekine benzer DNA
hasarlarmin goriildiigii saptanmaistir.

Buna “hedef dis1 etkiler” denilmis olup, bystan-
der etki (BSE) de, genomik diizensizlik, adaptas-

A long held dogma in radiation biology has been that the
effects of ionizing radiation arise only in the directly irradiat-
ed cells, and it was presumed that no effect would be expect-
ed in cells whose nuclei are spared from ionizing radiation.
However, in the past twenty years, it has been suggested that
irradiated cells are capable of production and secretion of sig-
nals to the neighboring unirradiated cells resulting in damage
to these cells. This new challenging phenomenon is termed
“the bystander effect”. Bystander effect can be reported in
both cytoplasmic and nuclear irradiation in various cell types.
Although the exact mechanisms of bystander effect produc-
tion is not clearly defined yet, intercellular communication
via gap junctions and lipid rafts, and secreted paracrine and
endocrine soluble factors are potential suggested mecha-
nisms. By this review article it has been aimed to summarize
these mechanisms and the clinical reflections of bystander
effect.

Key words: Bystander effect/radiation effects; cell communica-
tion/radiation effects; linear energy transfer.

yon cevabi, diisiik doz radyasyon hipersensitivite-
si, ters doz hiz1 etkisi ve gen ekspresyonu gibi bu
gruba dahil edilmektedir.

Radyasyona dogrudan maruz kalmayan ancak
sadece maruz kalanlarla komsu olan hiicrelerde
meydana gelen radyasyon almis hiicrelerdekine
benzer biyolojik etkilere “bystander etki” denil-
mektedir. Nagasawa ve Spark 1992 yilinda yaymn-
lanan makalelerinde alfa partikiilii ile radyasyon
uyguladiklar: hiicre kiiltiirii caligmasinda sadece
%1 hiicreye ait ¢ekirdegin radyasyon almis olma-
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sina ragmen kardes kromozom anomalisi olusu-
munun orantisiz bir sekilde %30 hiicrede goriil-
miis oldugunu rapor etmistir."’ BSE bircok hiicre
grubunda radyasyon tiiriinden bagimsiz olarak ra-
por edilmektedir.”’ BSE yiiksek lineer enerji trans-
feri (LET) yapan alfa partikiilleri"** ve diisiik
LET yapan y-radyasyon tipinde”” goriilebilmek-
tedir. Ancak her iki radyasyon tipinde rol oynayan
sinyal tipi hakkinda net bir bilgi mevcut degildir.
Giinlimiizde genel kabul goren iki temel mekaniz-
ma s0z konusudur: 1) hiicreler arast dogrudan ile-
tisim™® ve 2) radyasyona maruz kalmis hiicreler-
den salinan faktorler aracilig ile olan iletigimdir."

Bu yazida 6zellikle bu iki mekanizma ile ilgili
bilgiler detaylandirilacak ve potansiyel klinik yan-
simalari tartigildi.

Hiicreler Arasi Iletisim ve Bystander Etki

Radyasyona bagli BSE olusumu i¢in 6ne siiriil-
miis ve literatiirle desteklenmis 6nemli bir meka-
nizma: “gap junctionlar araciligiyla hiicreler arasi
iletisim”dir (GJAHI) (Sekil 1). Gap junctionlar
hiicreler arasinda kontakt ve iletisim saglayan kii-
ciik tiibiillerden olusan haberlesme kanallaridir.
Bu kanallar <1 kDa agirliginda kiigiik molekiille-
rin bitigik hiicrelere arasinda gecisini saglayabile-
cek kadar ozellesmistir."” Literatiir kanitlar1 BSE
indiiklemesi sonucu olusan mikroniikleus olusu-
mu,"Y mutasyonlar,">" kromatid kirilmasi,"” p53
ve p21™" ekspresyonu,” y-H2AX fokus olusu-
mu,"*" ve hiicre 6liimiinde artig"” bakimindan
GJAHI’nin 6nemli bir yere sahip oldugunu goster-
mektedir. Azam ve ark."™ tarafindan yapilan bir ca-
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lisma ile GJAHI’nin BSE olusumundaki rolii ke-
sin olarak ortaya konulmustur. Bu ¢aligmada dii-
slik doz alfa partikiiliine maruz kalan fibroblastlar
ve komsu diger fibroblastlarda pS3 ve p21 olusum
hizinin gézlemlenmistir. Bir gap junction blokorii
olan /indane uygulamasi takiben komsu hiicre-
lerde bu ki molekiiliin olusum hizimin diistiigii bil-
dirilmistir. Bu bulgular membran aracilifiyla hiic-
reler arasi iletisimin BSE olusumunda 6nemli bir
yere sahip oldugunu agiklayici niteliktedir. Eldeki
kanitlara dayanilarak radyasyona maruz kalmis ve
komgu hiicreler arasinda kanallar araciligiyla ileti-
simin saglanmasinda rol oynayan fatorlerin ne ol-
dugu konusunda kesin bir kaniya varmak miimkiin
olmasa da uzun yasam siireli organik radikallerin
hiicresel mutasyon ve transformasyon olusumunda
onemli role sahip olduklari diisiiniilmektedir.""'*

Bir diger hiicreler arasi kontakt iletisim meka-
nizmasi da lipid bosluklar aracilifiyla olan yoldur.
Hiicre zarinda bulunan ve kolesterol ve sfingoli-
pidlerden zengin olan bu lipid bogluklar yiizeyel
hiicre reseptorlerinden sinyal transdiiksiyonunu da
icine alan bir dizi hiicresel olaylarin olusumuyla
iligkilendirilmistir."” Giderek artan bir sekilde li-
pid bosluklarin BSE bagimli mutasyonlar ve kar-
des kromozom degisimleri,”” mikroniikleus olu-
sumu ile nitrik oksit (NO) olusumu® ve y-H2AX
fokus olusumunda™ rolii olduguna dair bilgiler
artmaktadir. Ayrica BSE olugumunda rol oynadigi
bilinen NAD(P)H oksidaz ve konneksin proteinle-
rinin de bu bosluklarda yerlesmis olmas1 da bu bil-
giyi destekler niteliktedir. Nagasawa ve ark.™
yaptig1 bir ¢aligmada hiicrelerin lipid bosluk yiki-
mina sebebiyet veren filipin inkiibasyonuna tabi
tutulmasi sonucu BSE ile indiiklenmis mutasyon-
lar ve kardes kromozom degisikliklerinin 6nlene-
bilecegini gostermistir.

Radyasyona Maruz Kalmis Hiicrelerden
Salinan Faktorler Araciligiyla Olusan BSE

Radyasyona bagli BSE, radyasyona maruz ka-
lan hiicrelerden salinan faktorlerin komsu hiicrele-
re GJHAI ile etki etmesi ile goriilebilecegi gibi
hiicreler aras1 mesafeye salinan ve kisa mesafede-
ki komsu hiicrelere etki eden (parakrin) veya kan
yoluyla cevre veya uzak hiicrelere etki eden (en-
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dokrin) mekanizmalara da bagli olabilmektedir
(Sekil 1).” Kan yoluyla taginan bu faktorler “klas-
tojenik faktorler” olarak anilir ve radyasyona ma-
ruz kalmamus hiicre gruplarinda kromozom hasari-
na sebebiyet verebilirler.”” Parakrin etkinin varligi
in vitro ¢calismalarda radyasyon uygulanmuis hiicre-
lerin bulundugu besi yerinin radyasyon uygulan-
mamis hiicre ortamina taginmasi ile bu hiicrelerde
BSE ile indiiklenmis kromozomal hasarlarinin
olugmasi ile gosterilmigtir.">* Bu mekanizmada
savunulan hipotez, her ne kadar izole edilmis ke-
sin bir faktor olmasa da, radyasyon uygulanmis
hiicrelerin besi yerine birtakim faktorler salgiladi-
&1 ve bunlarin da baz sinyal ileti yollarini aktifle-
yerek radyasyon uygulanmamis hiicrelerde hiicre
oliimiine varabilen degisiklikler zincirini tetikle-
yebilecegi yoniindedir.” Bu mekanizmada rolii ol-
dugu diisiiniilen en onemli faktorler, alfa partikiil
radyasyonu uygulamalarina bagli BSE olusumun-
da 6ne siiriilmiis olan interlokin-8"** ile Barcellos-
Hoff ve Brooks™ tarafindan gosterilmis olan ve
bir ekstraselliiler hasar sensorii olan TGF1 dir.
Ayrica, bir diger olas1 medyator de oksidatif stres
durumlarinda mitokondrilerde sentezi uyarilan
“apopitoz indiikleyici faktor”diir (AIF).> AlF nin
hiicre i¢i bir faktor olmasina ragmen Kroemer*
bu faktoriin bagka sitotoksik faktorlerin sentezlen-
mesini aktifleyip hiicreler aras1 mesafeye salinim-
larini indiikleyebildigini bildirmistir.

BSE’nin endokrin olarak aktiflenmesi kismi
organ 1sinlamalar1 yapilan in vivo caligmalarda
gozlemlenmistir.”” Sicanlarda yapilan bir ¢aligma-
da akciger bazalinin radyasyona maruz birakilma-
sin1 takiben yapilan incelemelerde, mikroniikleus
olusumunun radyasyon uygulanmamis apeks kis-
minda belirgin bigimde artmis oldugu gosterilmis-
tir. Ancak apikal akciger radyasyon uygulamasi
sonrasinda radyasyon uygulanmamis bazal kisim-
da mikroniikleus olusumunun herhangi bir artig
gostermedigi bildirilmistir. Bu sonug, radyasyon
uygulanan akciger kismindan uygulanmayan kisi-
ma dogru bir faktor gecisi oldugu ve bu gegis yo-
niiniin de bazalden apekse dogru oldugu seklinde
yorumlanmustir. Benzer sekilde sol akcigeri rad-
yasyona maruz birakilan ratlarda radyasyon uygu-
lanmayan sag akcigerde de anlamli miktarda mik-
roniikleus olusumu gozlendigi bildirilmistir.””
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Hiicre Cekirdegi ve Sitoplazmasinin
BSE Olusumundaki Olas1 Rolleri

Radyasyon hasarmin tamamen hiicre DNA’s1
yani hiicre ¢ekirdegi hasarina bagh olduguna dair
temel radyobiyolojik yaklagim yakin zamana ka-
dar kabul gormekteydi.. Ancak, izole c¢ekirdek
1sinlamalar1 sonucu gerek 1sinlanan gerekse
bystander hiicrelerde niikleer kodlu gen hasarlar
gozlemlenmezken,”™ izole sitoplazmik 1simlama
yapilan hiicreler ve bystander hiicrelerde bu duru-
mun aksine belirgin mikroniikleus olusumu sap-
tanmigtir."** Bu caligmalarda ilave olarak nitrik
oksit’in hiicre gruplarinda izole sitoplazma rad-
yasyon uygulamasi ile bystander mutagenezi,"**”
hiicre ¢ekirdegi ve sitoplazmasina eszamanli rad-
yasyon uygulamasi ile de mikroniikleus olugumu-
nu aktifledigi”" bildirilmektedir. Buna karsin rad-
yasyon hasarlarinin olusumunda 6nemli bir yere
sahip olan reaktif oksijen radiakallerinin izole si-
toplazma radyasyon uygulamasi sonucu mutage-
nezi indiikledigi®® buna karsin izole ¢ekirdek rad-
yasyon uygulamasi ile BSEA’ye baghh mutagenezi
aktiflemedigi® rapor edilmistir. Ayrica, yapilan
caligmalarla normal hiicreler ve p53 inaktive tii-
mor hiicreleri arasindaki iletisim arastirilmis ve
radyasyon uygulanan normal hiicrelerden tiimoral
bystander hiicrelere olan bilgi akiminin reaktif ok-
sijen radikalleri aracilifiyla oldugu, buna karsin
1smlanan tiimor hiicrelerinden normal bystander
hiicrelere olan bilgi akimimin nitrik oksit aracili-
giyla oldugu gibi 6nemli bilgiler elde edilmistir.”"
Bu yeni bilgilerimiz tedavi amach tiimor 1sinlama-
lar1 sonras1 meydana gelebilecek BSE’nin meka-
nizma olarak aciklanmasi bakimindan 6nemlidir.

Bystander Etkinin Klinik Uygulamalar
Acisindan Onemi

BSE, radyasyon onkolojisinde klinik uygula-
malar acisindan terapotik ve karsinogenez ve nor-
mal doku hasar1 olusumu risk degerlendirmesi
yonleriyle 6nem tagimaktadir. BSE ile ilgili bilgi-
lerimizin de hesaba katilmasiyla “tedavi alan1” ve
“biyolojik penumbra” gibi kavramlar ile radyobi-
yolojik ac¢idan radyasyonun dogrudan 1sinlamaya
bagli hiicresel etkileri ve BSE nin doz-cevap ilis-
kisine olan etkilerinin yeniden gozden gegirilme-
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sine ihtiya¢c duyulacagi anlagilmaktadir. Ayrica
radyasyon fizigi ve radyobiyolojik agisindan da
tedavi dozu hesaplamalar1 yapilirken BSE’nin
normal ve tumor hiicrelerine olan rolatif katkilari-
nin hesaba katilabildigi yeni algoritmalara ihtiyag
duyulacaktir.

Radyasyon onkolojisinin su ana kadar agikla-
yamadig1 olaylardan biri de “apiskopal etki” ola-
rak adlandirilan ve herhangi bir organda radyasyo-
na maruz kalinmamasina ragmen maruz kalmig
dokulardakine benzer degisikliklerin goriilmesi
durumudur. BSE ile baz1 apiskopal etkilerin agik-
lanabilmesi miimkiin olabilir gibi durmaktadir.
Nobler 1969 yilinda lenfoma nedeniyle abdominal
radyoterapi uygulanan bir hastanin daha 6nce var
olan bilateral plevral efiizyonunun kayboldugunu
bildirmistir.”™” Sicanlarda yapilan bir caligmada
fertilizasyon 6ncesi donemde sol overlere radyo-
terapi uygulanirken sag overler korunmus ancak
fertilizasyon doneminde iki over arasinda fark ol-
madig1 goriilmiistiir.”" Bu ornekler lokal stresin
viicutta global etkiler yaratabilecegini ve bazi
BSE mekanizmalar ile (6rn.; faktor salinimi) bu
etkilerin aciklanmasinin miimkiin olabilecegini
diistindiirmektedir.

Eldeki kanitlar radyasyon hedef alaninin uza-
gindaki neoplastik dokularda da anti-tiimor etki
goriilebildigi bildirilmistir.”* Bu bulgu, radyotera-
pi uygulamalar1 sonucu BSE ile hedeflenenden
cok daha fazla tiimor yiikiiniin tedavi edilmesi ola-
siligin ortaya ¢ikarmaktadir. Bu durum 6zellikle
radyoniiklid tedaviler, steryotaktik radyoterapi ve
brakiterapi gibi hedefleyici 6zelligi belirgin teda-
viler agisindan 6zel 6neme sahip olacak izlenimi
vermektedir. Ayrica GJAHI'nin énemli bir BSE
olusum mekanizmasi oldugu goz oniinde bulun-
durulursa GJAHI aktifleyici ajanlar (6rn; retinoid-
ler) gibi yeni sistemik tedavilerin kullanilmasiyla
timor hiicreleri arasindaki BSE’nin artirilmasi
miimkiin olabilecek ve boylece tedaviye cevapta
anlamli artiglar saglanabilecektir. Bir diger dnem-
li nokta da tiimor hiicreleri ve saglikli hiicreler
arasinda GJHAI bulunmuyor olmasi bu noktanin
hedeflenmesi ile selektif tiimor tedavileri miim-
kiin olabilecek olmasidir. Ancak, GJHAI nin ya-
nisira parakrin ve endokrin mekanizmalarin da
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BSE olusumunda 6nemli roller iistlenmeleri nede-
niyle, radyasyon uygulanan hiicrelere komsu ve
uzak hiicre gruplarinda olusabilecek erken ve ge¢
radyasyon hasarlarinin hesaba katilmasi zorunlu
hale gelmektedir. Bu durum, radyobiyolojik ve
radyasyon fizigi hesaplamalarinin daha fazla fak-
torii icerecegi dolayisiyla daha komplike bir hal
alacagi sonucunu getirmektedir.

Klinik olarak BSE’nin anti-tiimoral etkinligi
artirma olasiliginin var oldugu ve bunun da gap
Junctionlar araciligiyla olabilme ihtimali lizerinde
durulmaktadir. Tiimér hiicrelerinin gap junction-
lardan yoksun olmasi bu mekanizmanin tedavide
kullanilabilmesinin 6niinde onemli bir engeldir.
Ancak son zamanlarda bu durumun iistesinden ge-
linebilecegi yoniinde kanitlar olusmaya baslamis-
tir. Ornegin, baz1 tiimér hiicrelerinde gap junction
olusumunda 6nemli bir rolii olan konneksin-43
ekspresyonunun altransretinoik asit uygulamasi
ile arttig1 ve bu durumun da gansiklovir ile indiik-
lenen BSE bagimli hiicre 6liimiinii gerek in vitro
gerekse in vivo ortamda arttirdig1 gosterilmistir.””
Diger bir ¢calismada, insan koryokarsinoma hiicre
kiiltiiriinde 8-bromo-c-AMP uygulanmasin taki-
ben konneksin-40 mRNA ekspresyonunun arti8i-
n1 ve bununla iligkili olarak gap junctionlar arcili-
giyla olusan gansiklovir ile indiiklenmis BSE ba-
giml1 hiicre 6liimiiniin arttig1 gosterilmistir.”* Ro-
be ve ark.” benzer bulgulari insan glioblastoma
hiicre kiiltiirlinde gostermistir.

Gap junction olusumu ve buna bagl olarak
BSE bagiml: hiicre 6liimii konneksin kodlayan
genlerin gap junctionlardan yoksun tiimor hiicre-
lerine aktarilmasi ile aktiflenebilmektedir. HeLa
hiicreleri normalde gap junctionlardan yoksun
hiicrelerdir, ancak konneksin-43 gen transfeksiyo-
nu sonrasi timidin kinaz negatif (TK-) ve TK+
hiicrelerin hiicresel kontak halinde birlikte kiiltiir-
lenmesi sonucunda TK- hiicrelerde BSE bagimli
Oliimiin goriildigi bildirilmistir.”" Ayn1 hiirelerin
hiicresel kontak olmaksizin ayni ortamda birbirin-
den ayn kiiltiirlenmesi durumunda hiicre 6liimii
goriilmedigi belirtilmistir. Bu bulgu gap junction-
larin BSE olusumundaki énemini destekler nite-
likte olmas1 bakimindan degerlidir. Ayn1 ¢aligsma-
da gansiklovir uygulanan glioma hiicrelerinde or-
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ta derecede tiimor baskilanmasi gozlenirken, kon-
neksin transfeksiyonu uygulanmasini takiben gan-
siklovir uygulamasinin anlamli derecede tiimor
baskilanmasina yol a¢tig1 da bildirilmistir. Yakin
zamanda Chen ve ark.”” tarafindan yayinlanan bir
makalede, sitozin deaminaz/5-flurositozin uygula-
masinin glioblastoma hiicrelerinde BSE bagimli
hiicre 6liimii ve radyosensitizasyonu iizerindeki
etkileri arastirilmistir. Sonug olarak hipoksik hiic-
re gruplarinda BSE bagimli hiicre oliimii ve rad-
yosensitizasyonun arttig1 bildirilmistir. Her ne ka-
dar bu caligmalar dogrudan RT ¢aligmalar1 olmasa
da, sonuclara bakarak gap junction olusumunun
indiiklenmesi ile bir¢ok tiimor grubunda BSE ba-
giml1 hiicre 6liimiiniin arttirilabilecegi anlasilmak-
tadir. Bu durumun, 6zellikle anoksinin gerek RT
gerekse kemoterapi direnci agisindan énemli bir
sorun oldugu gliblastoma multiform gibi tiimorle-
rin tedavisinde 6nemli bir basamak olacagi kanisi
olugmaktadir. Radyoterapiye direngli timor grup-
larinda gap junctionlarin gen transfeksiyonu veya
ilag uygulamalari ile olusturulmasi sonucu BSE
bagimli hiicre 6liimiiniin artirilabilecegi ve dolayi-
styla da RT direncinin yakin bir gelecekte asilma-
sinin miimkiin olabilecegi izlenimi vardir. Ancak
bu ongoriilerin netlik kazanabilmesi icin iyi di-
zayn edilmis ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.

Sonuclar

Ozet olarak, olusan yeni kanitlar yiizyil1 asan
bir siireden beridir kanser ve bazi benign hastalik-
larin tedavisinde etkin olarak kullanilmakta olan
radyoterapinin sadece maruz kalan hiicrelerde de-
gil yakin komsuluk igerisinde bulunan ve hatta
nispeten uzak yerlesimli hiicrelerde bile birtakim
biyolojik etkiler olusturabildigini gostermistir. Bu
durum ileride gerek yan etkilerin gerekse tedavi
etkinliginin ve potansiyel genetik etkilerin hesap-
lanmasini gerektiren radyoterapi planlamalariin
giindeme gelmesi ve tedavi seceneklerinde 6nem-
li degisikliklerin yapilmasini gerektirecegi izleni-
mini vermektedir. Ayrica BSE olusum mekaniz-
malarinin ilaclar veya genetik kod transfeksiyonu
sonucunda aktiflenmesi ile RT ve kemoterapiye
direngli bir¢cok tiimor grubunda BSE bagimli hiic-
re Oliimiiniin indiiklenmesi dolayisiyla tedavi ba-
sarisinin artirilmasi miimkiin olabilecektir.
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