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,» Wielkos$ci nanodozymetryczne w analizie skutkéw napromieniania
komorek V79 lekkimi jonami”

Rozprawa doktorska ,, Wielkosci nanodozymetryczne w analizie skutkow napromieniania
komorek V79 lekkimi jonami” autorstwa mgr Moniki Alicji Mietelskiej zostata wykonana w
Zakladzie Fizyki Biomedycznej Instytutu Fizyki Doswiadczalnej na wydziale Fizyki
Uniwersytetu Warszawskiego pod kierunkiem dr hab. Beaty Brzozowskiej i dr. Marcina
Pietrzaka. Tres¢ rozprawy zostata zawarta na 100 stronach w 6 rozdziatach, ktore uzupetniaja
bibliografia, spisy tabel i rysunkow, spis uzywanych skrotow i akronimow, tabela z
wykorzystywanymi w pracy symbolami i ich jednostkami. Praca jest zakonczona dwoma
zalgcznikami zawierajagcymi wybrane dane nanodozymetryczne i1 biologiczne stanowigce
istotne uzupelnienie tresci rozprawy.

Oczywistym celem wszelkich badan radiobiologicznych jest poznawanie wplywu
oddziatywania promieniowania jonizujgcego na komorki biologiczne, co jest niezwykle istotne
w prowadzeniu terapii nowotworowych z wykorzystaniem promieniowania jonizujacego oraz
w aspekcie ochrony radiologicznej ludzi. Powstajace uszkodzenia DNA sa szczegdlng forma
uszkodzen, ktorych stopnien ztozonos$ci jest zalezny od czynnika je wywotujgcego i w reakcji
na nie komorki inicjuja wieloetapowy proces odpowiedzi biologiczne;.

Prowadzone przez Autorke badania stanowigce podstawe recenzowanej rozprawy
wynikajg z zastrzezen ICRU (International Commission on Radiation Units& Measurements)
dotyczacych stosowania makroskopowych parametrow, takich jak liniowy przekaz energii czy
wzgledna skuteczno$¢ biologiczna jako parametrow jako$ci promieniowania. Szczegdlnie w
przypadku terapii wysokoenergetycznymi jonami (takimi jak protony czy jony wegla)
zastrzezenia te wynikaja ze sposobu oddzialywania hadronéw z materig 1 faktu, ze czesto
podawany usredniony liniowy przekaz energii nie moze zastapi¢ faktycznego rozktadu tej
wielkosci. W rezultacie powstaje ryzyko przygotowania nieprecyzyjnego rozktadu dawki w
napromienianej objetosci, szczegdlnie w jego czesci dystalnej, niezaleznie od wysitkow
wlozonych w walidacj¢. Roéwnoleglym wyzwaniem jest kwestia wielko$ci stosowanych w
ochronie radiologicznej w opisie skutkdw stochastycznych.

W odpowiedzi na zasygnalizowane wyzej zagadnienia, pani mgr Monika Mietelska w
swojej rozprawie doktorskiej stoi na stanowisku, ze rozpatrywanie skutkow oddzialywania
promieniowania jonizujacego w materiale biologicznym w nanoskali powinno uwzgledniaé
przestrzenng charakterystyke oddziatywania w obrebie podwojnej helisy DNA, ktorej
uszkodzenie moze by¢ dla komorki $miertelne. Celem Jej pracy byta weryfikacja mozliwos$ci
zastosowania parametrow opisujacych stochastyczne oddziatywania w nanoskali do okreslenia
skutecznosci lekkich jonow wykorzystywanych w procesie radioterapii.



W rezultacie przeprowadzonych badan Doktorantka koreluje nanodozymetryczne
wielkosci charakteryzujace strukture toru czastki jonizujacej z biologicznym opisem
odpowiedzi komorek dla linii komorkowej V79 fibroblastow ptuc chomika chinskiego, ktora
jest powszechnie uzywana w badaniach uszkodzen DNA i proceséw naprawczych.

Swoje wnioski opiera na nanodozymetrycznych wynikach eksperymentalnych
otrzymanych przy pomocy specjalistycznego licznika gazowego Jet Counter pozwalajagcego na
zliczanie jonow wytworzonych przez przejscie pojedynczej czastki pierwotnej w objetosci
czutej bedacej modelem obiektu (targetu) biologicznego o rozmiarach poréwnywalnych z
pojedynczym segmentem DNA. Zachodzgce procesy oddzialtywania Autorka odtwarza poprzez
symulacje Monte Carlo i otrzymane parametry wykorzystuje do okreslenia wielkoSci
nanodozymetrycznych w modelowanym fragmencie helisy DNA. Symulacje MC
przeprowadzita wykorzystujac mozliwosci systemu Geant4-DNA walidowane w oparciu o
wyniki eksperymentalne z uzyciem nanodozymetru Jet Counter. Po niezbedne dane
przezywalnoséci napromienianych komorek otrzymane przez wiele grup badawczych na
przestrzeni dekad pani mgr Monika Mietelska si¢ga do bazy PIDE (Particle Irradiation Data
Ensamble).

Prowadzone przez Autorke badania, to wazny temat wspolczesnej metrologii
promieniowania jonizujgcego, ktorego zadaniem jest wprowadzenie wielkosci fizycznych
majacych szanse precyzyjnie charakteryzowac biologiczng skuteczno$¢ promieniowania w
nanoskali zarowno pod wzglgdem ilosciowym, jak i jakosciowym. Pani mgr Monika Mietelska
rownolegle do badan laboratoryjnych poszukuje rozwigzan niezbednych do oceny tych
wielkosci w warunkach klinicznych, co wynika z faktu, ze w terapii hadronowej stosowanie
wielkosci makroskopowych, takich jak dawka pochlonigta, liniowy przekaz energii czy
wzgledna skuteczno$¢ biologiczna charakteryzowana ilosciowo i jako$ciowo w catej
napromienianej objetoSci nie jest tozsame rownomiernemu uszkodzeniu komorek
nowotworowych na skutek stochastycznego charakteru oddziatywan wzdluz toru czastki
jonizujace;.

Tresé rozprawy

Praca zostala podzielona przez autorke na 6 niezaleznych rozdziatow, a spis tematycznej
literatury obejmujacy 167 pozycji stanowi o erudycji pani mgr Moniki Mietelskiej i jest
potwierdzeniem znajomos$ci tematu. Cato$¢ pracy wzbogacona wieloma rysunkami oraz
tabelami z wynikami badan zostatla napisana w sposob bardzo przemyslany, jezykiem
niezwykle hermetycznym, do ktérego nie mozna mie¢ jakichkolwiek zastrzezen.

W pierwszym rozdziale rozprawy ,,Wstep” pani mgr Monika Mietelska przedstawita tto,
motywacj¢ oOraz zakres prowadzonych badan, uzmystawiajace czytelnikowi zlozonos¢
problemu. W rozdziale tym zdefiniowata jednoznacznie cel pracy i wynikajace z tego
zagadnienia do rozwigzania oraz omoéwita uktad pracy. Znajdujemy tutaj odsytacze do 3
publikacji w miedzynarodowych, recenzowanych czasopismach naukowych stanowigcych
podstawe rozprawy doktorskiej oraz do jednej pracy bedacej dopelnieniem omawianego
zagadnienia.

W rozdziale drugim rozprawy ,,Podfoze badan” Doktorantka przedstawita kompendium
wiedzy na temat:

e teoretycznych podstaw zwigzanych z fizycznymi, chemicznymi i biologicznymi
zagadnieniami oddzialywania promieniowania jonizujacego z zZywa materia
biologiczng i réznych etapdw oddzialywania promieniowania pierwotnego i
wtornego,



e stosowanych klinicznie wielkosci shuzacych ocenie ilosci 1 jakosci
promieniowania jonizujgcego wykorzystywanego w radioterapii.

W  zakresie czysto fizycznych aspektow zagadnienia przedstawita  krotki,
lecz  wystarczajacy, opis podstawowych typéw oddziatywania promieniowania
elektromagnetycznego i korpuskularnego z materig oraz podstawowe wielko$ci fizyczne,
dozymetryczne i radiobiologiczne niezbedne do kwantyfikacji rezultatéw oddziatywania.

Na poczatku tego rozdziatu Autorka wykazata, ze w zakresach energii istotnych z punktu
widzenia radioterapii i ochrony radiologicznej, masowa elektronowa zdolno§¢ hamowania ma
charakter dominujacy, ale naszkicowala rowniez poziom istotnosci wktadu pochodzacego od
radiacyjnej 1 jadrowej sktadowej tej wielkosci.

W rozdziale tym Autorka przekonujaco wiaze rozktad przestrzenny skutkow fizycznych
procesow oddziatywania czgstek z materig z przestrzennym rozktadem newralgicznych struktur
biologicznych, wykazujac tym samym potrzeb¢ uwzglednienia stochastycznej natury
oddzialywania promieniowania z materig. Precyzyjnie przedstawita zestaw wielkosci
fizycznych w makro- i nano- skali niezb¢dnych do kwantyfikacji obserwowanych procesow
zadanego systemu biologicznego. W tej cz¢$ci pracy pani mgr Monika Mietelska uzmystawia
czytelnika, ze obecnie oddziatywanie czastek jonizujacych w skali nanometrowej mozna badaé
eksperymentalnie za pomocg nanodozymetrow lub symulowa¢ z pomoca kodow MC. W celach
symulacyjnych wybiera kod Geant4-DNA bedacy obecnie jedynym ogoélnodostgpnym
zestawem narzedzi szerokiego przeznaczenia pozwalajacym na symulacje transportu
promieniowania w zakresie niskich energii az do progu jonizacji okoto 10 eV.

W drugiej czesci tego rozdziatu znajdujemy opis struktury DNA 1 jej srodowiska jakim jest
komorka oraz szczegdlowy opis kompleksowych uszkodzen materiatu biologicznego na
poziomie DNA indukowanych promieniowaniem. Autorka przedstawita tu rowniez efekt
wzmozenia tlenowego komorki i jego wptyw na odpornos¢ komorki na promieniowanie.

Autorka bardzo dokladnie opisuje modele radiobiologiczne stosowane do wyrazenia
mechanizméw 1 skutkow oddziatywania promieniowania jonizujgcego na zywag materi¢
mierzonych w testach klonogennych, tj. model liniowo-kwadratowy i model molekularny, oraz
wplyw réznych czynnikow (tj. faza cyklu komoérkowego, powierzchnia jadra komorkowego)
na otrzymywane wyniki eksperymentalne i parametry modeli je opisujace. Parametry modelu
LQ wykorzystuje do wyznaczenia istotnych wielkosci, tj. przekr6j czynny na inaktywacje czy
wielko$¢ RBE.

Na koncu rozdzialu Doktorantka przedstawita przeglad badan wskazujacych na powigzanie
migdzy wielko$ciami nanodozymetrycznymi, a radiobiologicznymi.

Kolejny rozdziat pracy zatytutowany ,,Dane nanodozymetryczne”, to kompendium wiedzy
nt. metod 1 stosowanych narzedzi we wspotczesnych badaniach eksperymentalnych
z zakresu radiobiologii. Autorka zasygnalizowata tutaj koniecznos$¢ przeprowadzenia symulacji
metodami Monte Carlo w celu oceny wielkosci fizycznych, ktére sg niemozliwe lub trudne
do zmierzenia. Do walidacji uzywanych kodow MC wykorzystata dane eksperymentalne
uzyskane za pomocg nanodozymetru JC z NCBJ w ramach niezaleznych prac badawczych.
Niezbedne w tym celu pomiary wykonata na wigzkach protonow, czastek alfa i jonow wegla.

Zasadnicza cz¢$¢ tego rozdziatu to opis symulacji, ktore poshuzyly uzyskaniu danych
nanodozymetrycznych wykorzystanych do zestawienia z parametrami radiobiologicznymi.
Scharakteryzowano geometri¢, uwzglednione procesy fizyczne i metody otrzymania danych
dla jonu, dla ktérego niedostepne byly przekroje czynne

W tym miejscu nasuwajg si¢ jednak pytania wynikajgce z niepetnej mojej wiedzy, tj’:



e W opisie tej procedury na stronie 50 znajdujemy jednak stwierdzenie, ze ,,W
nanodozymetrze JC cylindryczne objetosci oddziatywania W | czuta SV sq tozsame,
...” co kluci si¢ z ich opisem na stronie 24 gdzie znajdujemy stwierdzenie, ,,Gdyby
target byt odizolowany, nie mogtby by¢é prawidlowq reprezentacjqg sSrodowiska
komorkowego, w ktorym poszczegolne targety nie sq od siebie odizolowane.” Ta
sprzeczno$¢ wymaga chyba doktadniejszego wyjasnienia.

e W opisie walidacji kodow MC pojawia si¢ tez pytanie na ile rozktad energetyczny
padajacych jonow (82 MeV dla *2C i 4.6 MeV dla alfai 60 MeV dla protondéw) zostal
uwzgledniony w symulacjach MC, a jesli nie to jaki miatby wpltyw na otrzymane
wyniki. Problem mono- lub nie mono-energetycznosci wiagzek dotyczy nie tylko
walidacji kodéw MC w oparciu 0 wyniki eksperymentalne otrzymane przy pomocy
JC, lecz rowniez gldéwnych wynikéw Pracy co znajdujemy w stwierdzeniu na stronie
54 ,,Wyniki symulacji pozwolily na otrzymanie ICSD dla zadanych jonow i ich
energii, co pozwolilo na obliczenie wielkosci charakteryzujgcych ICSD (rozktad
rozmiaru Klastra jonizacyjnego), czyli M1, Fk i Rz dla zadanych energii.”. Wydaje
si¢, ze zasadniczym jest wigc pytanie, na ile badania przeprowadzone dla realnych
wigzek o pewnym rozmyciu energetycznym poréwnywac¢ z monoenergetycznymi
wielkosciami z symulacji MC.

e W rozdziale tym razi tez okreslenie ,,0bjetos¢ swiata” dla srodowiska, w ktorym
funkcjonuje DNA, ktére wydaje si¢ tozsame z okresleniem ,,0bjeto$¢ osrodka”.

Opis materialow 1 metod niezbednych do uzyskania danych radiobiologicznych
prezentowanych w niniejszej pracy zostal przedstawiony przez Doktorantk¢ w kolejnym, 4
rozdziale pracy, ktory rozpoczyna si¢ od doktadnej charakterystyki wybranej do analizy linii
komorkowej V79. Nastepnie Autorka szczegdtowo przekazuje informacje o wykorzystanej
bazie danych radiobiologicznych PIDE, zestawiajaca jako$ciows i iloSciowa charakterystyke
1219 zestawdw danych z licznych serii eksperymentow przezywalnosci komorek po
napromienieniu fotonami i jonami w warunkach in vitro. Omoéwita szczegoétowo zestawienie
parametrow krzywych przezywalnosci, tak wtasciwych dla promieniowania testowego, jak i
referencyjnego, w celu wyjasnienia zrodet wystepujacych rozbieznosci i wskazata ograniczenia
otrzymanego zestawu danych.

Wiasciwy dla otrzymanych wynikow rozdziat piaty stanowi t¢ czesé, w ktorej Autorka
najpierw przedstawita wyniki walidacji symulacji MC w oparciu o dane pomiarowe uzyskane
przy pomocy licznika JC i wskazata zakresy ich stosowalno$ci, a nastepnie dokonata
zestawienia wielko$ci nanodozymetrycznych 1 radiobiologicznych.

W tym miejscu nasuwa si¢ jednak prosba o dokladniejsze wyjasnienie
zgodnosci/rozbieznosci symulacji MC z wynikami eksperymentalnym szczeg6lnie dla klastrow
0 rozmiarze v=2, co widzimy na rysunku 5.1 na stronie 70 pracy.

Szczegblng uwage Autorka pracy poswiecita na weryfikacje doboru danych
eksperymentalnych 1 zrédet ich rozrzutu pod katem sposobu przeprowadzania eksperymentu,
rodzaju podtypu komodrek V79, okre§lania wartosci LET czy przekroju czynnego na
inaktywacje.

Pani mgr Monika Mietelska jasno wskazata mozliwosci wynikajace z wielko$ci
opisujacych zjawiska stochastyczne w nanoskali, w szczeg6lnosci w aspekcie wielkosci Rz jako
alternatywy dla parametru Fk. Wykazata, jak nowo proponowana wielko$¢ odtwarza
obserwowane makroskopowo trendy.



Ostatni rozdziat pracy to podsumowanie otrzymanych rezultatdw i wnioski z nich ptynace.
W tej czesci pracy pani mgr Monika Mietelska przedstawila takze mozliwos$ci rozszerzenia
badan czy zastosowania wynikow w dalszej perspektywie.

Komentarze i uwagi krytyczne

Calo$¢ pracy wykonanej przez panig mgr Monik¢ Mietelskg oceniam bardzo wysoko tak
za jakos¢ jak 11los$¢ przeprowadzonych pomiardéw i symulacji komputerowych oraz za wnikliwa
analize uzyskanych wynikow. Korzystajac zarowno z przywilejow jak i obowigzku recenzenta,
chciatbym wskazac¢ na kilka dodatkowych, czysto ,,edytorskich” nie$cistosci:

1. W kilku miejscach pracy autorka wymiennie uzywa okreslenia ,lekkie/cigzkie czastki
natadowane” dla tych samych jondéw co jest oczywiScie nieistotne w ocenie warto$ci
merytorycznej pracy, a wynika pewnie z literalnego odczytu przyjetego do realizacji tytutu
pracy. | tak:

e Na stronie 7 znajdujemy wymienne uzycie wrgcz w jednym zdaniu ,, ... fizyk Robert
Wilson jako pierwszy zaproponowat leczenie nowotworow ztosliwych za pomocgq
lekkich jonow (Wilson, 1946), co mialo zwigzek z wyjgtkowymi wlasciwosciami cigzkich
czgstek natadowanych.”

e Na stronie 9 pracy Autorka podaje, ze ,,Przebieg strat energii wraz z glebokoscig w
osrodku dla wigzki ciezkich czgstek natadowanych wykazuje maksimum depozycji na
koncu drogi czgstki.” — ale tak jest tez dla ,tytutowych” lekkich jonow (n. protondw
czy jonow wegla) stanowigcych tre$¢ rozprawy.

e Analogiczne stwierdzenie znajdujemy na stronie 42 ,Dla cigzszych czgstek
natadowanych (np. protonow, czgstek alfa czy jonow wegla) wartos¢ liniowej zdolnosci
hamowania Sei jest w przyblizeniu rowna LET, w przeciwienstwie do lekkich czgstek (np.
elektrondw), gdzie straty energii na wytworzenie promieniowania hamowania czy
elektronow o nie sq zaniedbywalne”.

2. Uznaj¢ konieczno$¢ ewolucji jezyka polskiego adekwatnie do postepu i zmieniajacego si¢
opisu $wiata, lecz pojawiajgce si¢ np. na stronie okreslenie ,,koncept” bardzo razi w
odniesieniu do catosci rozprawy napisanej niezwykle hermetycznym i bardzo poprawnym
jezykiem.

3. Na stronie 36 podano, ze ,,w przypadku linii komorkowej V79 literatura wskazuje, ze
wydajnosé ta (klonowania) wynosi migdzy 70% a 100% ,,. Konieczne byloby podanie tej
wielkosci dla prowadzonych w tej pracy eksperymentéw z klonowaniem komorek
chociazby w procedurze walidacji symulacji MC.

4. W pracy przyjeto ,,... poziom przezywalnosci SF wynoszqcy 5%, dla ktorego obliczano
przekroje czynne na inaktywacje wprowadzajgc wielkos¢ R2.” — lecz nigdzie nie znalaztem
wyjasnienia, dlaczego wlasnie taki poziom zostat przyjety.

Whioski koncowe

Recenzowana dysertacja zostata napisana poprawnym jezykiem i nie mam zastrzezen do
stosowanej terminologii. Dysertacja zostata zilustrowana przejrzystymi rysunkami, a wyniki w
postaci liczbowej sa przedstawiane w tabelarycznych zestawieniach. Wszystkie moje
komentarze i1 uwagi krytyczne nie wplywaja na moja bardzo wysoka oceng tak
przeprowadzonych badan naukowych jak i prezentacji otrzymanych wynikow.

Jednocze$nie stwierdzam, ze otrzymany do recenzji materiat pozwala stwierdzi¢, ze w
trakcie studidow doktoranckich pani mgr Monika Alicja Mietelska wykazywata si¢ duzym
zaangazowaniem w badaniach naukowych, co potwierdzone zostalo Jej publikacjami w



renomowanych czasopismach oraz wystgpieniami na krajowych i miedzynarodowych
konferencjach naukowych. Otrzymane nagrody i wyrdznienia Dziekana Wydziatu Fizyki UW
$wiadczg rowniez o Jej zaangazowaniu w dziatalno$¢ dydaktyczna.

W podsumowaniu stwierdzam, ze:

e recenzowana rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, WNOSi
istotny wklad w zakresie rozumienia technik oddziatywania promieniowania jonizujacego
z materig biologiczng na poziomie subkomérkowym. Postawione przez paniag mgr Monike
Alicje Mietelska cele naukowe zostaty osiggnigte, a przedstawione w koncowym rozdziale
pracy plany na przysztos¢ dajg gwarancje dalszego rozwoju naukowego.

e recenzowana praca doktorska spelnia wszelkie kryteria stawiane dysertacjom
na stopien doktora nauk fizycznych, tj. oryginalnos¢ postawionego problemu
naukowego i spojnos¢ tematyczng zbioru artykulow zwigzanych merytorycznie
z tematem rozprawy. Dlatego tez wnioskuje¢ o dopuszczenie pani mgr Moniki Alicji
Mietelskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednocze$nie jako recenzent Rozprawy chciatbym zlozy¢ wniosek o wyrdznienie
recenzowanej rozprawy a ponizej sktadam uzasadnienie.

Pani mgr Monika Alicja Mietelska przeprowadzita zarowno caly proces badawczy jak i jego
prezentacje w rozprawie w sposob wyrdzniajacy. Pod wzgledem naukowym wyjatkowosc¢ jej
pracy polega na tym, ze do opisu procesoOw oddzialywania promieniowania jonizujacego z
materiatem biologicznym wykazuje powigzanie okre$lonych wielkos$ci nanodozymetrycznych
z wielko$ciami radiobiologicznymi, co jest nowatorskim podejsciem do omawianego
zagadnienia.

Jej praca doswiadczalna oraz przeprowadzone symulacje komputerowe byty dedykowane
bezposrednio do konkretnego uktadu komorek biologicznych i moga zosta¢ realnie
wykorzystane przy aplikacjach klinicznych w planowaniu radioterapii. Otrzymane wyniki
moga i z pewnos$cig zostang wykorzystane do innych prac modelowych w analogicznych
badaniach radiobiologicznych w kraju i na $wiecie.
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