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Streszczenie

Zgodnie z danymi Swiatowej Organizacji Zdrowia z 2022 roku, nowotwér gruczotu
krokowego jest jednym z najczesciej diagnozowanych nowotworéw wsrod mezezyzn
w wielu krajach, zwlaszcza w Europie i Ameryce Pétnocnej. Pomimo dostepnych
terapii (m.in. chirurgii, chemioterapii, radioterapii czy immunoterapii) wciaz po-
szukuje si¢ nowych metod leczenia pacjentow onkologicznych, co w ostatnich latach
przyczynito sie do rosnacego zainteresowania badaniami nad egzosomami.

Gléwnym tematem projektu doktorskiego byto zbadanie wplywu egzosomow
na promieniowrazliwo$é¢ komorek nowotworowych gruczotu krokowego oraz spraw-
dzenie, czy efekt sgsiedztwa indukowany promieniowaniem X moze by¢ aktywo-
wany w komoérkach za pomoca egzosomoéw wyizolowanych z napromienionych ko-
morek. W tym celu przeprowadzono analize indukcji apoptozy, bedacej procesem
programowanej $mierci komoérki. Dodatkowo dokonano oceny formowania ognisk
naprawczych YH2AX w celu okreslenia, czy egzosomy indukujg uszkodzenia DNA,
oraz przeprowadzono analize ich zawartosci molekularnej (tzw. ,cargo”) z wyko-
rzystaniem techniki Western blot, co pozwolito na ich identyfikacje. Do zbadania
odpowiedzi komoérkowej na promieniowanie zostal réwniez wykorzystany klono-
genny test przezywalnosci oraz testy cytotoksycznosci — LDH i IL-6. Wplyw stresu
indukowanego promieniowaniem na koncentracje oraz $rednice egzosoméw wyizo-
lowanych z komoérek PC3 i DU145 sprawdzono przy uzyciu metody NTA. W pracy
wykorzystano zZrédto 24 Am i lampe RTG dostepne w Zakladzie Fizyki Biomedycz-
nej na Wydziale Fizyki oraz w Srodowiskowym Laboratorium Ciezkich Jonéw. Moc
dawki promieniowania « zostata oszacowana w oparciu o symulacje komputerowe
z uzyciem metod Monte Carlo w $rodowisku Geant4-DNA. Moc dawki dla X zo-
stata zmierzona filmami radiochromowymi.

W przeprowadzonych eksperymentach wykazano, ze komérki PC3 charaktery-
zuja sie wyzsza promieniowrazliwoscia w poréwnaniu z komoérkami DU145. Analiza
pomiarow metoda NTA nie wykazala istotnych réznic w rozmiarach egzosoméw
wyizolowanych z obu linii komoérkowych. Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze efekt
sgsiedztwa moze by¢ inicjowany w komorkach nowotworowych gruczotu krokowego
eksponowanych na promieniowanie X i wsp6thodowanych z egzosomami pochodza-
cymi z komoérek napromienionych. Wyniki te poszerzaja wiedze na temat modulacji
promieniowrazliwosci i wskazuja na potencjalne zastosowanie egzosomow w opty-

malizacji radioterapii.
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Abstract

According to data from the World Health Organization’s 2022 report, prostate
cancer is one of the most commonly diagnosed malignancies among men worldwide,
particularly in Europe and North America. Although several treatment options
are available — including surgery, chemotherapy, radiotherapy, and immunotherapy
— there is still a need for new and more effective therapies. In recent years, this
has led to growing interest in the role of exosomes in cancer research.

The main objective of this doctoral project was to investigate the influence of
exosomes on the radiosensitivity of prostate cancer cells and to determine whether
the radiation-induced bystander effect (RIBE) can be activated in recipient cells via
exosomes isolated from irradiated cells. To this end, apoptosis induction, a form
of programmed cell death, was analyzed. Additionally, YH2AX foci formation was
assessed to determine whether the exosomes induce DNA damage. The molecular
content of the exosomes (so-called cargo) was performed using Western blot, which
enabled their identification. Cellular responses to radiation were further evaluated
using the clonogenic survival assay as well as cytotoxicity assays (LDH and IL-6).
The effects of radiation-induced stress on the concentration and size of exosomes
isolated from PC3 and DU145 prostate cancer cells were analyzed using NTA.
Two radiation sources: a **'Am «a particle source and an X-ray tube, available
at the Department of Biomedical Physics and the Heavy lon Laboratory, were
used. « radiation dose rate was estimated using Monte Carlo simulations in the
Geant4d-DNA framework, while X-ray dose measurements were validated using
radiochromic film dosimetry.

The experimental results demonstrated that PC3 cells exhibit greater radiosen-
sitivity compared to DU145 cells. NTA measurements revealed no significant differ-
ences in the size distribution of exosomes isolated from the two cell lines. The find-
ings support the hypothesis that the bystander effect can be initiated in prostate
cancer cells exposed to X-rays and co-cultured with exosomes derived from irradi-
ated cells. These results contribute to a better understanding of radiosensitivity
modulation and highlight the potential application of exosomes in the optimization
of radiotherapy.
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MC Monte Carlo

NHEJ niehomologiczne taczenie koncéw (z ang. non-homologous end
joining)

NTA analiza $ledzenia nanoczastek (z ang. irradiation-induced foct)

PC3 linia komérkowa nowotworu gruczotu krokowego

PE wydajnos$¢ klonowania (z ang. Plating Efficiency)

RBE wzgledna skutecznos¢ biologiczna (z ang. Relative Biological
Effectiveness)

RIBE efekt sasiedztwa indukowany promieniowaniem (z ang.
Radiation-Induced Bystander Effects)

ROS reaktywne formy tlenu (z ang. Reactive Ozygen Species)

SEM niepewnos$¢ standardowa sredniej (z ang. Standard Error of the
Mean)

SF frakcja przezywajaca (z ang. Surviving Fraction)

SSB pojedynczoniciowe uszkodzenie DNA (z ang. single-strand break)
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Wprowadzenie

Niezwykle waznym elementem skutecznej terapii nowotworéw jest precyzyjne
dostarczenie dawki promieniowania do obszaru guza. Dane Swiatowej Organiza-
cji Zdrowia (WHO, z ang. World Health Organization) z 2022 roku pokazuja, ze
nowotwor gruczotu krokowego zajmuje czwarte miejsce pod wzgledem liczby no-
wych zachorowan na swiecie. Wsréd mezczyzn nowotwor gruczotu krokowego jest
najczesciej diagnozowanym nowotworem w wielu krajach, zwtlaszcza w Europie
i Ameryce Pétnocnej. W przypadku pacjentéw ze zdiagnozowanym nowotworem
gruczotu krokowego wskazanie do leczenia radioterapeutycznego uznawane jest za
standardowa metode leczenia (Cornford et al., 2024). Skuteczno$é¢ terapeutyczna
napromieniania zalezy jednak od wewnetrznej promieniowrazliwosci komorek no-
wotworowych, ktéra moze rézni¢ si¢ pomiedzy poszczegdlnymi subpopulacjami ko-
morek w obrebie guza (Jayakumar et al., 2014). Wyzwaniem onkologii jest zrozu-
mienie procesu radioopornosci, nowotworzenia oraz powstawania przerzutéw, co
umozliwitoby zaproponowanie nowych technik leczenia w tej dziedzinie. Aby to
osiagnac, prowadzone sg badania réznego rodzaju pecherzykoéw zewnatrzkomoérko-
wych (Yang et al., 2005), ktére pelnig wiele funkcji w naszym organizmie, miedzy
innymi biorg udziatl w proliferacji, czyli zdolno$ci rozmnazania sie komoérek. Nie-
kontrolowane podzialy komoérek prowadza zwykle do nieograniczonej proliferacji
i rozwoju nowotworu. Biorg réwniez udzial w procesie angiogenezy, czyli w po-
wstawaniu nowych naczyn krwionosnych i wykorzystaniu ich do wzrostu guza. Sa
tez odpowiedzialne za immunomodulacje, czyli regulowanie odpowiedzi odporno-
Sciowej organizmu na infekcje o réznego rodzaju etiologii (Ni et al., 2019). Obecnie
nanopecherzyki staja sie popularnym kierunkiem badan ze wzgledu na szereg za-
let oraz zastosowan. Liczba artykutéw o egzosomach oraz ich wykorzystywaniu
w medycynie wzrasta z roku na rok, co swiadczy o ciggle rosnagcym zainteresowa-
niu tym tematem. Badania naukowe podkreslajg znaczenie egzosomoéw w procesie
przenoszenia informacji miedzy komoérkami oraz ich role w przenoszeniu choroéb,
a zwlaszcza nowotworéw (Wesotowska i Piwocka, 2017). Pecherzyki zewnatrzko-
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morkowe wykazuja duzy potencjat w kontekscie monitorowania progresji choroby
oraz identyfikacji nowych biomarkeréw (Chan et al., 2025; Pan et al., 2017). Obec-
nie egzosomy zaczynaja by¢ rowniez testowane pod katem promieniowania.

W radiobiologii przyjmuje sie ,teorie tarczy”, ktéra zostata zaproponowana po
raz pierwszy w 1946 roku (Lea, 1955). Teoria ta zaklada, ze biologiczne skutki
dziatania promieniowania jonizujacego, takie jak niestabilno$¢ genetyczna czy ob-
nizona przezywalnos¢ komoérek, wystepuja wytacznie w komorkach, ktore zostaty
bezposrednio poddane ekspozycji na promieniowanie i w wyniku oddziatywania do-
szto do uszkodzen DNA (Goodhead, 1994; Katz i Cucinotta, 1999; Ballarini et al.,
2002). W ostatnich latach tradycyjny paradygmat wplywu dziatania promieniowa-
nia jonizujacego na materiat biologiczny ulegt rozszerzeniu. Coraz liczniejsze dane
eksperymentalne wskazuja na to, ze skutki promieniowania jonizujacego obejmuja
rowniez sgsiednie komoérki, ktore nie zostaty napromienione, a w ktorych obserwo-
wane sg zmiany genetyczne. Wsréd tych zmian pojawiaja si¢ mutacje genetyczne,
uszkodzenia chromosoméw, powstawanie mikrojader oraz indukcja apoptozy (Ki-
rolikar et al., 2018; Karthik et al., 2019; Furlong et al., 2013). Zjawisko to nazwano
efektem sgsiedztwa indukowanym promieniowaniem. Pomimo wielu lat badan do-
ktadne mechanizmy lezace u podstaw tego efektu nie zostaly wyjasnione. Przy-
jeto, ze sa one wynikiem komunikacji miedzykomoérkowej oraz wydzielania przez
napromienione komorki sygnatéw molekularnych, w tym pecherzykéw zewnatrz-
komorkowych. Dotychczas niewiele badan koncentrowato sie na analizie wpltywu
roli egzosomow w modulowaniu wystepowania efektu sasiedztwa w komérkach no-
wotworowych gruczotu krokowego. Luka ta stanowi istotne uzasadnienie i punkt
wyjscia do realizacji ponizszych badan.

1.1 Cel pracy

Gléwnym celem projektu doktorskiego byto zbadanie czy egzosomy sg modula-
torami promieniowrazliwosci komoérek nowotworowych gruczotu krokowego w kon-
tekscie efektu sasiedztwa indukowanego promieniowaniem jonizujacym. W celu
realizacji gtéwnego celu dysertacji w pierwszym kroku zostatl zbadany wptyw pro-
mieniowania jonizujacego na charakterystyke promieniowrazliwosci komérek no-
wotworowych gruczotu krokowego, PC3 i DU145, oraz egzosoméw przez nie wy-
dzielanych. W kolejnym etapie zostato sprawdzone, czy egzosomy wyizolowane
z komérek PC3 wnikaja do komoérek PC3 oraz to, czy egzosomy maja wpltyw na
promieniowrazliwo$¢ tych komoérek. W koncowym etapie zostato sprawdzone, czy
egzosomy po wniknieciu do komérek sg w stanie modulowaé¢ odpowiedz komorkowsa,
innych komorek, czyli czy egzosomy wyizolowane z komoérek DU145 sa w stanie
modulowa¢ promieniowrazliwos¢ komoérek PC3. Pytania postawione w niniejszej

rozprawie dotycza tego, jak rézni sie odpowiedz komorkowa dla dwéch linii nowo-
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tworowych gruczotu krokowego poddanych ekspozycji na promieniowanie jonizu-
jace, czy w wyniku ekspozycji komorek na promieniowanie jonizujace zmienia sie
charakterystyka egzosoméw, oraz czy obecno$¢ danego rodzaju egzosomow (wyizo-
lowanych zaréwno z komérek napromienionych, i kontrolnych) w pozywce komorek
testowanych powoduje zmiany, czyli czy obserwujemy tak zwany efekt sasiedztwa.

Dodatkowo, przeprowadzona zostata dozymetria zrédet promieniowania joni-
zujacego, ktora umozliwita scharakteryzowanie sposobu oddziatywania promienio-
wania « i promieniowania X z materiatem biologicznym. Dozymetria umozliwita
wyznaczenie mocy dawek zaabsorbowanych przez komorki w konkretnych uktadach
eksperymentalnych wraz z weryfikacja jednorodnosci rozktadu dawki zastosowa-
nych Zrodet.

Zbadanie funkcji egzosoméw pod katem modyfikowania promieniowrazliwosci
komorek stanowi wazny krok w zrozumieniu mechanizmu kancerogenezy oraz opty-
malizacji metod radioterapeutycznych. Wspotczesna medycyna nieuchronnie kie-
ruje sie¢ w strone medycyny personalizowanej, ktora uwzgledniania indywidualne
cechy pacjenta. Wykorzystanie w projekcie r6znych testow komérkowych oraz tech-
nik obrazowania umozliwia pozyskiwanie informacji ilosciowej i jakosciowej w celu
zrozumienia i poprawy doktadnosci prognoz wynikéw. Warto dodac, ze egzosomy
sg obecne w ludzkich ptynach ustrojowych, dzigki czemu w przysztosci moga zostac
wykorzystane do nieinwazyjnych badan diagnostycznych.

1.2 Uklad pracy

Rozprawa doktorska sktada si¢ z pieciu rozdziatow. Pierwszy rozdziat wpro-
wadza czytelnika w tematyke badan, przedstawia motywacje do przeprowadzenia
zaplanowanych eksperymentéw oraz cel pracy. W rozdziale tym zostal rowniez
zaprezentowany uktad pracy oraz dorobek naukowy autorki.

Drugi rozdzial pracy stanowi wstep teoretyczny. Zostaly w nim omoéwione
podstawy oddzialywania promieniowania jonizujacego z materia oraz materiatem
biologicznym. Zostaty tez zaprezentowane parametry oraz wielkosci opisujace ja-
kosé i efektywno$¢ promieniowania w odniesieniu do indukcji uszkodzenn DNA,
a takze mechanizmy naprawy komoérek w przypadku uszkodzen materiatu gene-
tycznego. Rozdziat ten jest rowniez poswigcony badaniom odpowiedzi komoérkowe;
z uwzglednieniem promieniowrazliwosci komoérek i sposobom detekcji tej odpowie-
dzi na uszkodzenia radiacyjne na poziomie komoérkowym, chromosomalnym oraz
DNA. W przedostatniej czesci zostaly przedstawione informacje o efekcie sgsiedz-
twa, metodach badan tego zjawiska oraz jego znaczeniu w kontekscie radioterapii.
Na koncu rozdzialu zostat umieszczony opis pecherzykow zewnatrzkomorkowych
z uwzglednieniem metod ich detekcji oraz charakterystyka biogenezy egzosoméw

— nanopecherzykow szczegdlnie istotnych w kontekscie niniejszej rozprawy.
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W rozdziale trzecim zostaly szczegdétowo omoéwione uzyte w eksperymentach
materiaty i metody. Miedzy innymi przedstawione zostaly Zrodia promieniowa-
nia wraz z zastosowang dozymetrig. Zostata rowniez opisana charakterystyka linii
komérkowych nowotworowych gruczotu krokowego PC3 i DU145, oraz wyizolo-
wanych z tych komodrek egzosomoéw. Badania zrealizowane w ramach niniejszej
rozprawy zostaty podzielone na trzy gtéwne etapy, ktére zostaty szczegdtowo opi-
sane w tym rozdziale, z uwzglednieniem schematéw przebiegu eksperymentéw oraz
zastosowanych procedur eksperymentalnych.

Rozdziat czwarty prezentuje uzyskane wyniki. W pierwszej kolejnosci zostaty
zebrane i oméwione wyniki dotyczace dozymetrii zrodet promieniowania jonizuja-
cego. Rozdzial ten zawiera rowniez wyniki dotyczace odpowiedzi komérkowej oraz
egzosomowej na promieniowanie. Ostatnia czes¢ tego rozdziatu stanowi kluczowy
wynik dysertacji, czyli wynik badania wplywu egzosoméw na promieniowrazliwosé
komérek oraz zostalo wykazane, ze efekt sasiedztwa moze by¢ inicjowany w ko-
morkach wspothodowanych z egzosomami.

Ostatni rozdzial przedstawia wnioski ptynace z badan, ktére podsumowuja
otrzymane rezultaty, oraz zawiera opis mozliwych kierunkéw rozszerzenia badan
w przysztosci.

Na koncu pracy zataczone zostaly protokoty laboratoryjne oraz materiaty uzu-
petniajace.

1.3 Spis publikacji

Wyniki prezentowane w niniejszej rozprawie zostaty opublikowane w nastepu-

jacych artykutach:

1. Pszczétkowska-Kepa, B., Olejarz, W., Gluszko, A., Walpuski, G., Lorenc,
T., Brzozowska, B. (2025). Exosome-mediated modulation of radioresistance:
the radiation-induced bystander effect in prostate cancer cells. Manuskrypt

zostat wystany do czasopisma PLOS One, w trakcie recenzji.

2. Filipek, M., Pszczétkowska-Kepa, B., Kocinski, B., Senkowska, M., Sze-
flinski, Z., Brzozowska, B. (2024). From radiobiology to radiotherapy: dose
homogeneity in cells after alpha irradiation in measurements and Monte

Carlo simulations. Polish Journal of Medical Physics and Engineering, 30(2),
79-89. https://doi.org/10.2478 /pjmpe-2024-0009

3. Pszczotkowska, B., Olejarz, W., Filipek, M., Tartas, A., Kubiak-Tomaszew-
ska, G., Zomierzak, A., Zycieniska, K., Ginter, J., Lorenc, T., Brzozowska,
B. (2022). Exosome secretion and cellular response of DU145 and PC3 after
exposure to alpha radiation. Radiation and Environmental Biophysics, 61(4),

639-650. https://doi.org/10.1007/s00411-022-00991-5
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Dodatkowo ponizej znajduje si¢ lista publikacji, ktérych autorka rozprawy jest
wspotautorka, ale wyniki tych badan nie dotycza bezposrednio zagadnien prezen-

towanych w rozprawie:

1. Zyciefiska, K., Pszczétkowska, B., Brzozowska, B., Kaminski, M., Lo-
renc, T., Olejarz, W., Sek, S., Ginter, J. (2022). Brownian Motion Influence
on AFM Exosomes’ Size Measurements. International Journal of Molecular
Sciences, 23(17), 10074. https://doi.org/10.3390/ijms231710074

2. Pszczétkowska, B., Bijok, M., Brzozowska, B. (2022). The influence of
the used applicators on organ and target doses for cervical cancer patients
treated with HDR brachytherapy. Polish Journal of Medical Physics and
Engineering, 28(3), 139-149. https://doi.org/10.2478 /pjmpe-2022-0017

Autorka rozprawy brata réwniez udzial w dwoch projektach badawczych, kto-
rych realizacja zostala zakonczona. Aktualnie trwaja prace nad przygotowaniem
manuskryptéw do wystania do publikacji.

Pierwszy projekt dotyczytl badania biologicznych skutkéw dziatania promie-
niowania gamma w limfocytach krwi obwodowej. W ramach tego projektu zostato
stworzone oprogramowanie typu open source (oprogramowanie o otwartym kodzie
zrodlowym) do rozpoznawania chromosoméw dicentrycznych w ramach wspol-
pracy z osrodkami naukowymi z Japonii, Niemiec i Szwecji. Manuskrypt zostanie
wystany do czasopisma Radiation Physics and Chemistry.

Durgi projekty dotyczyt oceny ognisk naprawczych YH2AX jako markera dwu-
niciowych peknie¢ DNA w komérkach glejaka, U251, poddanych dziataniu promie-
niowania X. Zostala przeprowadzona analiza wielkosci klastrow w tescie YH2AX
jako nowatorskie narzedzie do iloSciowego oznaczania uszkodzen DNA w komor-
kach o zréznicowanej radiowrazliwosci — U251, G88, G44 — w ramach wspotpracy
z Polska Akademig Nauki. Manuskrypt zostanie wystany do czasopisma Radiation
and Environmental Biophysics.
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Rozdziatl 2

Wstep teoretyczny

2.1 Oddzialywanie promieniowania jonizujgcego
z materia

Nazwa ,,promieniowanie jonizujace” wigze sie z gtéwnym skutkiem, jaki wywo-
tuje przejscie promieniowania przez materie, a wiec z jonizacja atoméw osrodka.
Szczegdtowe badania dotyczace podstawowych proceséw oddzialywania promienio-
wania z materig rozpoczely sie po odkryciu promieniotwoérczosci przez Henri’ego
Becquerela w 1896 roku (Becquerel, 1896), a ich gtéwnym celem byto zglebianie
natury tego zjawiska i jego mechanizméw. Promieniowanie jonizujace ze wzgledu
na specyfike oddziatywania z materig mozna podzieli¢ na dwie kategorie: promie-
niowanie bezposrednio jonizujace oraz promieniowanie posrednio jonizujace.

Do pierwszej z nich naleza ciezkie czastki naladowane (na przyktad czastki a,
protony), predkie elektrony lub pozytony. Czastki te, dzieki swojemu tadunkowi
elektrycznemu, oddzialujag w sposob ciggly z elektronami obecnymi w materii,
przez ktora przechodza, za sprawa sit kulombowskich.

Do drugiej kategorii zalicza si¢ promieniowanie X, «v i neutrony, ktére nie podle-
gaja sitom kulombowskim, poniewaz nie posiadaja tadunku elektrycznego. W tych
przypadkach konieczne jest poczatkowe oddziatywanie, podczas ktérego czesé lub
cala energia jest przekazywana wtornej czastce natadowanej. Jesli nie dojdzie do
oddziatywania, promieniowanie tej kategorii moze przeniknaé¢ przez materig, nie
pozostawiajac $ladu, poniewaz dopiero czastka natadowana wywotuje jonizacje
osrodka (Hrynkiewicz, 2001).

2.1.1 Promieniowanie korpuskularne

Ciezkie czastki natadowane, przechodzac przez materie, oddzialuja za posred-
nictwem swojego pola elektrycznego z elektronami atomoéw, prowadzac do ich joni-
zacji lub wzbudzenia (Strzatkowski, 1979). Ciezka czastka natadowana oddziatuje
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na swojej drodze z wieloma elektronami, tracac mala czes¢ swojej energii w kaz-
dym zderzeniu. W sposéb ciagly czastka ulega spowolnieniu, az do catkowitego
zatrzymania sie. Oddzialywania tego typu sprawiaja, ze cigzkie czastki natado-
wane posiadaja okreslony zasieg, ktory zalezy zaréwno od ich energii poczatkowej,
jak 1 wtasciwosci fizycznych oérodka absorbujacego. W trakcie niektérych zderzen
elektron moze zosta¢ wybity z atomu z tak duza energia kinetyczna, ze jest zdolny
do jonizacji kolejnych atoméw. Takie wysokoenergetyczne elektrony, znane jako
elektrony o, petnia role czastek wtérnych i uczestniczg w dalszym przekazywaniu
energii od pierwotnej czastki natadowanej do absorbenta (Hrynkiewicz, 2001).
Straty energii kinetycznej ciezkiej czastki natadowanej przy przechodzeniu przez
osrodek materialny okresla wzér 2.1, znany jako réwnanie Bethego-Blocha (Bethe,
1930; Skrzypczak i Szefliniski, 2012):
dE 224 1 (ln 2mec?y* 5 _ 52) ’

— = = ArrPmNac?22 = — 7 (2.1)

da ApB?

gdzie:
dE
dzx

tronu, m, — masa elektronu, Ny — stala Avogadro, ¢ — predko$¢ $wiatta w prozni,

— strata energii czastki dE na jednostke drogi dz, r, — klasyczny promien elek-

z — tadunek czastki, Z — liczba atomowa osrodka, A — liczba masowa osrodka,
B — predkosc czastki, zdefiniowana jako 8 = %, gdzie v oznacza predkosc czastki,
7 — czynnik Lorentza, zdefiniowany jako v = (1 — 62)_%, I — stata jonizacji dla
danego osrodka.

Charakterystyczne dla cigezkich czastek natadowanych zwigkszanie si¢ depozycji
energii wraz z glebokoscig odgrywa kluczows role w ich zastosowaniu w radiote-
rapii. Gwaltowne maksimum gestoséci jonizacji, obserwowane tuz przed koncem
toru czastki, zostato po raz pierwszy zaobserwowane i opisane przez Willliama
Bragga w 1905 roku podczas badan nad czastkami a w powietrzu i znane jest
jako pik Bragga, natomiast jego przebieg w funkcji gltebokosci nazywa si¢ krzywa
Bragga (Bragg i Kleeman, 1905). Graficzne poréwnanie profilu dawki wzglednej
dla promieniowania elektromagnetycznego oraz wiazek protonow i jonéow wegla
w zaleznosci od gtebokosci zostalto zaprezentowane na Rysunku 2.1 (Durante i Pa-
ganetti, 2016).
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Rysunek 2.1. Poréwnanie rozkladu dawki wzglednej dla fotonéw, protonéw i jonéw we-
gla w funkcji glebokoéci w wodzie. Na podstawie (Durante i Paganetti, 2016);
tlumaczenie wlasne na jezyk polski.

Przyktadem czastki natadowanej jest czastka a, ktora powstaje w wyniku roz-
padu jadrowego. Czastki « sktadaja sie z dwoch protonéw i dwoch neutronéw, co
czyni je identycznymi z jadrami atomu helu (3He*?). Jednym z typowych izotopéw
emitujacych czastki a jest 2*'Am, ktérego rozpad promieniotwoérczy zaprezento-
wany zostal na Rysunku 2.2.

Rysunek 2.2. Schemat rozpadu promieniotwérezego 24 Am. Opracowanie wlasne na pod-
stawie (Akovali, 1994; PhysicsOpenLab, 2016).
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Izotop ten rozpada sie do dtugozyciowego jadra 23"Np, emitujagc monoenerge-
tyczne czastki a o energiach: 5,389 MeV (1,0%), 5,443 MeV (12,5%), 5,486 MeV
(86,0%) 15,545 MeV (0,3%). Pierwszym trzem wymienionym rozpadom towarzyszy
emisja niskoenergetycznych kwantéw ~ (PhysicsOpenLab, 2016). Czas potowicz-
nego rozpadu ' Am wynosi 432,2 lata (Akovali, 1994).

2.1.2 Promieniowanie elektromagnetyczne

Z kwantowego punktu widzenia, promieniowanie elektromagnetyczne mozna
opisa¢ jako strumien nieposiadajacych masy czastek elementarnych — fotonéw.
W przypadku promieniowania o wysokiej energii, takiego jak promieniowanie
czy rentgenowskie, jego ostabienie w materii zachodzi gtéwnie na skutek oddzia-
tywan pomiedzy fotonami a elektronami zwigzanymi w atomach danego osrodka.
W zaleznosci od energii fotonu oraz liczby atomowej Z osrodka, z ktérym fo-
ton oddziatuje, moga zachodzi¢ rézne mechanizmy oddzialywania. Trzema gtow-
nymi mechanizmami oddziatywania fotonowego z materia sa: efekt fotoelektryczny,
rozpraszanie Comptona oraz zjawisko tworzenia par (Franklin et al., 2010). Ob-
szary, w ktérych dominuja poszczegdlne procesy oddzialywania fotonéw z materig
w funkeji energii fotonéw (hv) i liczby atomowej absorbenta (Z) zostaly przedsta-
wione na Rysunku 2.3 (Winch et al., 2017).

Rysunek 2.3. Obszary zaleznoéci Z absorbenta od energii kwantéw v, w ktérych domi-
nuja poszczegdlne procesy oddzialywania fotonéw z materia. Linie pokazuja war-
tosci Z i hv, dla ktérych prawdopodobienstwa zaj$cia odpowiednich proceséw sa
réwne (efekt Comptona o¢c z efektem fotoelektrycznym op lub kreacja par op).
Rysunek opracowany na podstawie (Winch et al., 2017), z drobnymi zmianami
i tlumaczeniem wlasnym na jezyk polski.
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W terapii nowotworow wykorzystuje sie promieniowanie o energiach rzedu kilku
MeV, natomiast w diagnostyce medycznej — w zakresie 10-100 keV. Na podstawie
Rysunku 2.3 mozna stwierdzi¢, ze w terapii dominuje efekt Comptona, a w diagno-
styce efekt fotoelektryczny. Na Rysunkach 2.4-2.6 zostaly przedstawione schema-
tycznie trzy podstawowe mechanizmy oddzialywania fotonéw z materia. Ilustracja
ta ukazuje charakterystyczne cechy kazdego z tych zjawisk, takie jak catkowite
pochtoniecie fotonu, rozproszenie fotonu z przekazaniem czesci energii elektronowi

oraz konwersje energii fotonu w pare czastka-antyczastka.

Efekt fotoelektryczny

Zjawisko fotoelektryczne przedstawione na Rysunku 2.4, polega na catkowitym
pochtonieciu energii fotonu przez elektron zwigzany w atomie, najczesciej z po-
wloki wewnetrznej. Aby doszto do wybicia elektronu, energia fotonu musi przekra-
czaé energie wigzania elektronu w danej powtoce. Wybity elektron opuszcza atom
z energig kinetyczng rowng réznicy miedzy energia fotonu a energig wigzania. Po-
zostawiony w stanie wzbudzonym atom dazy do powrotu do stanu podstawowego
poprzez wypetnienie luki elektronem z wyzszej powtoki, co skutkuje emisja pro-
mieniowania charakterystycznego, lub poprzez emisje elektronu Augera (Malicki
i Slosarek, 2016).

Rysunek 2.4. Schemat efektu fotoelektrycznego. Opracowanie wlasne na podsta-
wie (Franklin et al., 2010).

Rozpraszanie Comptona

Zjawisko Comptona, ktérego schemat zostal przedstawiony na Rysunku 2.5,
polega na rozproszeniu fotonu w wyniku zderzenia z elektronem swobodnym lub
stabo zwigzanym. Podczas tego procesu czes¢ energii fotonu przekazywana jest

elektronowi, co skutkuje nadaniem mu energii kinetycznej. Pozostata czesé energii
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zostaje przekazana nowemu fotonowi, ktéry rézni sie od pierwotnego fotonu kie-
runkiem, czestotliwoscig oraz dtugoscia fali. W trakcie tego zdarzenia zachowana
jest zasada zachowania energii i pedu. Zmiana dtugosci fali fotonu pierwotnego
i rozproszonego nazywana jest przesunieciem komptonowskim (Malicki i Slosarek,
2016).

Rysunek 2.5. Schemat rozpraszania Comptona. Opracowanie wlasne na podsta-
wie (Franklin et al., 2010).

Tworzenie par

Zjawisko tworzenia par zachodzi, gdy energia padajacego fotonu przekracza
1,02 MeV, co odpowiada sumie energii spoczynkowych elektronu i pozytonu. W wy-
niku oddzialywania z polem elektrycznym jadra atomowego foton zostaje catko-
wicie pochtoniety i przeksztatca sie w pare elektron—pozyton, co zostato pokazane
na Rysunku 2.6. Jesli pozyton natrafi na elektron, dochodzi do procesu anihilacji,
w wyniku ktorego powstaja dwa fotony o energii 0,511 MeV kazdy, poruszajace si¢
w przeciwnych kierunkach (Malicki i Slosarek, 2016).

Rysunek 2.6. Kreacja pary pozyton—elektron. Opracowanie wlasne na podstawie (Fran-
klin et al., 2010).

Od czasu przelomowego odkrycia promieniowania X przez Wilhelma Conrada
Rontgena w 1895 roku (Rontgen, 1895), zastosowanie promieniowania X stalo
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sie nieodzownym elementem wspotczesnej medycyny, zaréwno w diagnostyce, jak
1 w terapii.

Zrédlem promieniowania X jest lampa rentgenowska, ktérej schemat dziatania
jest opisany na Rysunku 2.7. Jej konstrukcja opiera si¢ na szklanej lub metalowej
bance, z ktorej wypompowano powietrze w celu wytworzenia warunkéw proznio-
wych. Wewnatrz banki znajduja sie dwie elektrody: katoda (elektroda ujemna)
i anoda (elektroda dodatnia). Katoda, zwykle wykonana z wolframowego wtékna,
jest zrédtem swobodnych elektronéw. Pod wptywem przeptywu pradu katoda na-
grzewa sie do temperatury rzedu 2200°C, co prowadzi do emisji elektronéw w wy-
niku zjawiska termoemisji. Przy braku dodatkowego napiecia, elektrony emitowane
przez katode utworzytyby wokot niej chmure. Pomiedzy katode a anode przytozone
jest jednak wysokie napiecie (nawet do 150 kV), ktére powoduje ruch elektronéw
w kierunku anody. Anoda, zwykle wykonana z metali o duzej liczbie atomowej
i wysokiej temperaturze topnienia (takich jak wolfram, molibden lub stopy mie-
dzi), pemi funkcje celu, w ktéry uderzaja rozpedzone elektrony. W wyniku ich
gwalttownego wyhamowania dochodzi do emisji promieniowania rentgenowskiego.
Energia kinetyczna elektronéw przeksztatcana jest gtéwnie w ciepto, a jedynie
niewielka jej czes¢é — okoto 0,8% — w promieniowanie X (dla tarczy wolframowe;
i napiecia 100 kV (Franklin et al., 2010)). Z tego wzgledu anoda wyposazona jest
w system chlodzenia — najczesciej wodny lub olejowy — ktéry umozliwia efektywne
odprowadzanie ciepta.

Celem zapewnienia bezpieczenstwa uzytkownika i ograniczenia promieniowa-
nia rozproszonego, lampa rentgenowska ostoni¢ta jest metalowa obudowa z oto-
wiang warstwg ochronna. Jedynym miejscem, przez ktére promieniowanie opusz-
cza lampe, jest tak zwane ,,okienko”— najczesciej wykonane z berylu, ktéry cechuje

sie bardzo malym wspoltczynnikiem absorpcji promieniowania (Easton, 2009).

Rysunek 2.7. Schemat budowy lampy RTG. Zrédlo: Puciniska (2021).
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Promieniowanie X, zwane réwniez rentgenowskim, powstaje w lampie RTG
w wyniku dwéch proceséw: w wyniku oddzialtywan elektronéw zewnetrznych z ato-
mami osrodka (promieniowanie hamowania) lub w wyniku przej$¢ elektronéw mie-
dzy poziomami energetycznymi (promieniowanie charakterystyczne). To skutkuje
powstaniem widma rentgenowskiego (Franklin et al., 2010; Jaracz, 2001), przed-
stawionego na Rysunku 2.8, w ktérym wyréznia si¢: widmo charakterystyczne, ma-
jace postaé linii widmowych o okreslonych energiach (widmo monoenergetyczne),
oraz widmo promieniowania hamowania, charakteryzujace si¢ cigglym rozktadem

energetycznym.

Rysunek 2.8. Widmo promieniowania X dla anody molibdenowej przy napieciu 35 kV.
Na podstawie (Black, 2019); tlumaczenie wlasne na jezyk polski.

Promieniowanie hamowania (Bremsstrahlung) powstaje w wyniku oddzialywa-
nia rozpedzonych elektronéw z polem elektrostatycznym jader atomowych mate-
riatu anody. Gwaltowne wyhamowanie elektronéw prowadzi do emisji promienio-
wania X w postaci fotonéw, ktorych energia odpowiada utraconej energii. Zakres
energii emitowanych fotonéw jest ciagly — od wartosci bliskich zeru do maksymal-
nej, ktora odpowiada energii padajacych elektronéw, a wiec napieciu przytozonemu
do lampy (wyrazonemu w kVp, z ang. kilovoltage peak) pomnozonemu przez tadu-
nek elementarny (Lobodziec, 1995).

Promieniowanie charakterystyczne powstaje w wyniku jonizacji atoméw mate-
riatu anody, gdy padajacy elektron wybija elektron z wewnetrznej powtoki. Wolne
miejsce zostaje szybko uzupelnione przez elektron z wyzszej powtoki energetycznej,

a roznica energii miedzy powtokami zostaje uwolniona w postaci fotonu promienio-
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wania X o Scisle okreslonej energii hv. Przyktadowo, przejscie elektronu z powtoki
L do powtoki K powoduje emisje promieniowania K,, natomiast przejscie z po-
wloki M do powloki K prowadzi do emisji promieniowania Kjz. K, ma nizsza
energie (wigksza dlugos¢ fali) niz K, poniewaz réznica energii miedzy powloka L
i K jest mniejsza niz miedzy M i K (Lobodziec, 1995).

W diagnostyce (RTG, CT) oraz radioterapii (akceleratory medyczne) szcze-
gblne znaczenie ma promieniowanie hamowania generowane w lampach rentge-
nowskich (Jaracz, 2001).

2.1.3 Podstawowe wielkosci dozymetryczne

Dozymetria stanowi dzial fizyki jadrowej koncentrujacy sie na analizie rozktadu
promieniowania jonizujacego w otoczeniu zrédla (polu promieniowania), jak réw-
niez na badaniu mechanizmoéow oddziatywania tego promieniowania z materia oraz
powiazan pomiedzy parametrami ekspozycji a skutkami biologicznymi napromie-
niania (Jaracz, 2001).

Liniowy przekaz energii

Wsrod parametréw opisujacych wlasciwosci promieniowania jonizujacego szcze-
gélnie istotny jest liniowy przekaz energii (LET, z ang. Linear Energy Transfer),
ktory odgrywa kluczowa role w ocenie skutkéw biologicznych promieniowania.
W ujeciu makroskopowym liniowy przekaz energii okresla $rednig ilos¢ energii dE
deponowanej przez czastke promieniowania jonizujacego w osrodku na jednostke
przebytej odlegtosci dz. LET jest opisany wzorem (Hrynkiewicz, 2001):

dE
LET = P (2.2)

Wartoé¢ LET jest najczedciej wyrazana w jednostkach keV/pm lub MeV/cm.
Liniowy przekaz energii dostarcza informacji o gestosci jonizacji, co ma istotne
znaczenie w ocenie potencjalnych skutkow biologicznych promieniowania. Promie-
niowanie o wysokim LET, deponujac znaczng ilo$¢ energii w matej objetosci, zwiek-
sza prawdopodobienstwo powstania ztozonych uszkodzen molekularnych. W prze-
ciwienstwie do tego rodzaju promieniowania, promieniowanie o niskim LET depo-
nuje energie na wiekszym obszarze, co zmniejsza ryzyko indukeji powaznych uszko-
dzen biologicznych (Brzozowska et al., 2020). Na Rysunku 2.9 zostaly przedsta-
wione symulowane struktury toréw czastki w jadrze komorkowym poddanym dzia-
taniu promieniowania X ( LET = 2 keV /pm) oraz czastek o ( LET = 150 keV /pm)
wraz z odpowiadajacymi im uszkodzeniami.

Wartosé liniowego przekazu energii dla danej czastki zalezy od jej energii ki-
netycznej. Tradycyjne podejscie polegajace na stosowaniu usrednionych warto-

sci LET budzi watpliwosci oddawania w petni ztozonego charakteru oddziatywania
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Rysunek 2.9. Przestrzenny rozklad aktéw jonizacji w jadrze komérkowym po napromie-
nieniu promieniowaniem X (panel A) i czastkami « (panel B) oraz odpowiadajace
im uszkodzenia DNA. Zrédlo: Brzozowska et al. (2016).

promieniowania w tkankach. W przypadku planowania leczenia radioterapeutycz-
nego wigzki promieniowania sktadaja sie z czastek o réznych energiach, co skut-
kuje zmiennoscig LET w obrebie wiazki. W zwiazku z tym podczas planowania
leczenia istotne jest uwzglednienie rozktadu LET, a nie tylko jego Sredniej warto-
Sci, poniewaz rézne wartosci LET moga wywotywa¢ odmiennie efekty biologiczne.
W odpowiedzi na te ograniczenia rozwijane sa nowe modele, takie jak LET (Sred-
nia zdolno$¢ hamowania czastek wazona po widmie fluencji) (Kalholm et al., 2021)
oraz LET, (Srednia zdolno$¢ hamowania czastek wazona po dawce) (Yap et al.,
2025; Bertolet et al., 2020). LET, stanowi istotny wskaznik jako predyktor wzgled-
nej skutecznosci biologicznej dla protonéw (Chaudhary et al., 2014; Grassberger
i Paganetti, 2011; Guan et al., 2018). Parametr ten znajduje takze zastosowa-
nie w badaniach radiobiologicznych prowadzonych w Clatterbridge Cancer Centre
(CCC, Wielka Brytania), w ramach ktérych analizowano odpowiedz komérkowa,
rodzaje uszkodzen oraz mechanizmy naprawcze indukowane przez promieniowanie
protonowe i fotonowe (Fabbrizi et al., 2024; Carter et al., 2019). Dodatkowo wpro-
wadzane sg koncepcje nanodozymetryczne, takie jak parametry opisujace rozktady
jonizacji (ID, z ang. Ionization Detail), ktére umozliwiaja bardziej precyzyjne po-
wiazanie rozktadu energii z odpowiedzia biologiczna komérek (Faddegon et al.,
2023).

Dawka pochlonieta

Podstawowsg wielkoscia fizycznag w dozymetrii jest dawka pochtonieta. Miedzy-
narodowa Komisja ds. Jednostek Promieniowania i Pomiaréw (ICRU, z ang. Inter-
national Commission on Radiation Units & Measurements) w Raporcie 85 (ICRU,

2011) podaje nastepujaca definicje dawki (D):

D=—
m

, (2.3)

gdzie E jest usredniong wartoscig energii zdeponowanej w osrodku przez promie-

niowanie jonizujace na jednostke masy m. W uktadzie SI jednostka dawki pochto-
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nietej jest grej [Gy|. Nazwa zostala nadana na czesé angielskiego radiobiologa Lo-
uisa Harolda Graya (15th General Conference on Weights and Measures (CGPM),
1975):

J
1Gy=1-—. 9.4
y=1i (2.4)

Dawka pochtonieta stanowi istotng makroskopowsa wielkos¢ fizyczng, poniewaz
skutki dziatania promieniowania w tkankach biologicznych zaleza bezpos$rednio od
jej wartosci. Efekty uszkadzajace wywolane przez promieniowanie wystepuja wow-
czas, gdy dochodzi do zerwania wigzan chemicznych w kluczowych czasteczkach
biologicznych lub do powstawania reaktywnych form tlenu (ROS, z ang. Reac-
tive Oxygen Species). Oba te procesy wymagaja dostarczenia energii, a zatem
skala uszkodzen zalezy od ilosci energii zdeponowanej w tkance. W okresie, gdy
w radioterapii wykorzystywano wytacznie promieniowanie v i X, ocena skutkéw
biologicznych opierata sie na wartosciach dawki pochtonietej. Wraz z wprowadze-
niem dalszych rodzajéw promieniowania dostrzezono, ze charakterystyka fizyczna
— okre$lana mianem jako$ci promieniowania — ma istotne znaczenie dla efektow
biologicznych napromieniania. Na Rysunku 2.10 zostalo zaprezentowane zréznico-
wanie przestrzennej koncentracji uszkodzen komorkowych w zaleznosci od rodzaju
promieniowania jonizujacego przy tej samej dawce pochtonietej. Czastki o de-
ponuja znaczng ilos¢ energii w malym obszarze, charakteryzuja si¢ duza gestoscia
jonizacji. Energia promieniowania fotonowego jest deponowana w wiekszym obsza-
rze, dlatego promieniowanie to indukuje rozproszone, proste uszkodzenia. Nalezy
zauwazyc¢, ze rozne rodzaje promieniowania jonizujacego przekazuja energie osrod-
kowi w zroznicowany sposob, co skutkuje odmiennym poziomem uszkodzen biolo-
gicznych, mimo jednakowej wartosci dawki pochtonietej. W celu ilosciowego uje-
cia tej zaleznosci wprowadzono pojecie wzglednej skutecznosci biologicznej (RBE,
z ang. Relative Biological Effectiveness) (Franklin et al., 2010).

Rysunek 2.10. Zréznicowanie przestrzennej koncentracji uszkodzen komérkowych w za-
leznosci od rodzaju promieniowania jonizujacego (« i 7y) przy tej samej dawce
pochlonietej. Opracowanie wlasne na podstawie (Franklin et al., 2010). Przygo-
towano za pomoca narzedzia BioRender.
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Wzgledna skuteczno$¢ biologiczna

Wrzgledna skutecznosé biologiczna, zgodnie z definicja podang przez ICRU
(ICRU, 2023) to bezwymiarowa wielko$¢ okreslana eksperymentalnie, wyrazajaca
stosunek dawki Dp promieniowania referencyjnego o niskim liniowym przekazie
energii (najczesciej promieniowanie X z lampy RTG) do dawki Dy promieniowa-
nia testowego, prowadzacych do uzyskania takiego samego efektu biologicznego:

Dpr
RBE = D, (2.5)

Nalezy podkresli¢, ze RBE nie jest stalym parametrem przypisanym do kon-
kretnego rodzaju promieniowania — jego wartos¢ zalezy od wielu czynnikow. Przede
wszystkim, RBE jest silnie uzaleznione od rodzaju badanego efektu biologicznego
oraz rodzaju tkanki, w ktérej ten efekt jest oceniany. Ponadto, poniewaz zaleznosé
miedzy dawka a efektem biologicznym rézni sie w zaleznosci od rodzaju promie-
niowania, roéwniez wartosé¢ zastosowanej dawki, jak i sama moc dawki, oraz sposéb
frakcjonowania dawki wplywa na wyznaczang wartos¢ RBE. W praktyce oznacza
to, ze RBE ma sens wytgcznie w odniesieniu do konkretnego efektu biologicznego
okreslonego w $cisle zdefiniowanych warunkach eksperymentalnych. Ttumaczy to
obserwowane w literaturze rozbieznosci w wartosciach RBE wyznaczanych dla r6z-
nych tkanek i rodzajéw uszkodzen (Hrynkiewicz, 2001).

Promieniowanie o wysokim LET (na przyktad promieniowanie o), wykazuje
wyzsza warto$¢ RBE w poréwnaniu z promieniowaniem o niskim LET (promienio-
wanie fotonowe). Promieniowanie o wysokim LET deponuje wieksza ilo$¢ energii
w niewielkiej objetosci jadra komérkowego, co prowadzi do powstawania skonden-
sowanych uszkodzen w jego obrebie. Taka lokalna kumulacja uszkodzen utrudnia
skuteczng naprawe DNA, co przeklada sie na wiekszy efekt biologiczny. Zalez-
no$¢ pomiedzy wartoscia RBE a LET wraz z przyktadowym przebiegiem krzywych
RBE(LET) dla trzech wartosci frakcji przezywajacych (SF, z ang. Surviving Frac-
tion) zostata przedstawiona na Rysunku 2.11 (Barendsen, 1968; Bushberg et al.,
2002; Joiner i Kogel, 2009). Frakcja przezywajaca to wielko$¢ okreslajaca procent
komérek zachowujacych zdolnosé proliferacji po poddaniu dziataniu np. promie-
niowania jonizujacego, co zostato opisane w Rozdziale 2.3.1.

Wrzrost warto$ci LET koreluje z rosnacg wartoscia RBE. Dla promieniowania fo-
tonowego (promieniowania vy oraz promieniowanie X) charakteryzujacego sie LET
na poziomie okoto 1 keV/pm, RBE przyjmuje warto$¢ réwna 1. W zakresie LET
od 10 do 100 keV /pum obserwujemy wyktadniczy wzrost wartosci RBE (Bushberg
et al., 2002; Joiner i Kogel, 2009). Zalezno$¢ wzglednej skutecznosci biologicznej
od liniowego przekazu energii ilustruje, ze promieniowanie jonizujace osigga mak-
symalna efektywnos¢ biologiczna przy LET ~ 100 keV/pm, ktérego przyktadem
jest promieniowanie « (Hall i Giaccia, 2018), niezaleznie od wybranego efektu



2.1 Oddzialywanie promieniowania jonizujgcego z materia 19

Rysunek 2.11. Wzgledna skutecznosé biologiczna w funkcji liniowego przekazu energii
wraz z przykladowym przebiegiem krzywych RBE(LET) dla trzech wartosci frak-
cji przezywajacych. Rysunek zaadaptowany z (Barendsen, 1968; Bushberg et al.,
2002; Joiner i Kogel, 2009), z modyfikacjami i tlumaczeniem wlasnym na jezyk
polski.

biologicznego, dla ktorego RBE jest obliczane. Prezentuje to przebieg krzywych
RBE(LET) dla wybranych frakeji przezywajacych (Barendsen, 1968).

Ekspozycja na promieniowanie «, ze wzgledu na wartos¢ LET oraz $rednia od-
legtos¢ miedzy aktami jonizacji, ktéra odpowiada Srednicy podwdjnej helisy DNA
(okoto 20 A, czyli 2 nm), charakteryzuje sie najwiekszym prawdopodobienstwem
indukcji podwdjnoniciowych uszkodzen DNA przy przejéciu pojedynczej natado-
wanej czastki. Dla LET nizszego niz 100 keV /um (na przyktad 1 keV /um) gestosé
jonizacji jest zbyt mata, by moc skutecznie indukowaé ztozone uszkodzenia DNA,
natomiast dla LET wyzszego (na przyktad 200 keV/pm) wystepuje efekt ,over-
kill”. Zjawisko to wystepuje, gdy zdeponowana energia przekracza prog letalny
komorki, przez co dalszy wzrost dawki nie skutkuje zwiekszeniem liczby komodrek
usmierconych (Verkhovtsev et al., 2019; Linz, 2011).
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2.2 (Oddzialywanie promieniowania z materialem

biologicznym

2.2.1 Kwas deoksyrybonukleinowy

Model przestrzenny kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA) zostat zapropono-
wany w 1953 roku przez Jamesa D. Watsona i Francisa Cricka, i do dzi$ pozostaje
podstawa wspbtczesnego rozumienia organizacji materiatu genetycznego. Struk-
tura podwojnej helisy sktada si¢ z dwdch spiralnych nici zwinigtych wokot wspolnej
osi, potaczonych komplementarnymi zasadami azotowymi: adening (A) z tymina
(T) oraz cytozyna (C) z guanina (G). Zasady te sa rozmieszczone wzdtuz helisy co
3,4 A (0,34 nm), a pelny obrét helisy obejmuje 10 par zasad, czyli 34 A (3,4 nm).
Kat miedzy sasiednimi zasadami wynosi 36°, co nadaje strukturze stabilnos¢ prze-
strzenng i funkcjonalna (Watson i Crick, 1953).

DNA zbudowane jest z powtarzajacych sie jednostek — nukleotydow — zlozo-

nych z grupy fosforanowej, czasteczki deoksyrybozy oraz jednej z czterech zasad
azotowych. Nukleotydy potaczone sg ze sobg wigzaniami fosfodiestrowymi, na-
tomiast nici DNA sg stabilizowane przez wigzania wodorowe miedzy zasadami
komplementarnymi. Taka organizacja umozliwia wierna replikacje materiatu ge-
netycznego podczas podzialu komérki i zapewnia jego integralnosé.

W komorkach eukariotycznych DNA zlokalizowane jest w jadrze komoérkowym,
gdzie tworzy kompleksy z biatkami histonowymi, formujac chromatyne. Struktura
podwdjnej helisy stanowi najnizszy poziom organizacji materiatu genetycznego,
ktéry ulega stopniowemu upakowaniu w bardziej ztozone formy. W najbardziej
skondensowanym stanie chromatyna przyjmuje posta¢ chromosoméw, ztozonych
z dwoch siostrzanych chromatyd potaczonych centromerem. Poziomy organiza-
cji chromatyny zostaly przedstawione na Rysunku 2.12. Konce chromosoméw sg
zabezpieczone przez telomery, ktére chronig DNA przed degradacja i nieprawi-
dtowymi rekombinacjami. Tak zorganizowany materiat genetyczny petni kluczows
role w przechowywaniu i przekazywaniu informacji niezbednych do prawidtowego
funkcjonowania, rozwoju i podziatu komérki (Alberts, 1999; Krajewski, 2009).



2.2 Oddzialywanie promieniowania z materialem biologicznym 21

Rysunek 2.12. Poziomy organizacji DNA w jadrze komoérkowym od komérki do podwoj-
nej helisy DNA. Rysunek zaadaptowany z (Wikibooks contributors), z uwzgled-
nieniem nazw i rozmiardw.

2.2.2 Etapy oddzialywan z materialem biologicznym

Napromienianie materiatu biologicznego inicjuje szereg proceséw zachodzacych
w roznych skalach czasowych. Zgodnie z klasyfikacja zaproponowana przez Bo-
aga (Boag, 1975), przedstawiong na Rysunku 2.13, wyréznia si¢ trzy gtéwne etapy
tych proceséw, ktére zostalty omdéwione ponizej.

Rysunek 2.13. Etapy i procesy zachodzace podczas oddzialywania promieniowania joni-
zujacego z systemami biologicznymi z uwzglednieniem skali czasowej. Na pod-
stawie (Joiner i Kogel, 2009); ttumaczenie wlasne na jezyk polski.
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Etap fizyczny

Pierwszy etap — etap fizyczny (10710712 s) — obejmuje bezposrednie od-
dzialywania czastek promieniowania z atomami DNA. Gléwng role odgrywaja tu
procesy jonizacji i wzbudzenia atoméw. W wyniku oddzialywania promieniowa-
nia powstaja wtorne czastki jonizujace, ktére mogg dalej oddziatywac z kolejnymi
obszarami komérki. Prowadzi to do zjawiska kaskadowej jonizacji, ktora moze bez-
posrednio uszkadza¢ DNA, wywotujac efekty letalne (skutkujace $miercig komérki)
lub subletalne (czyli takie, ktére przy sprawnym mechanizmie naprawczym moga
zostaé skutecznie usuniete). Przy dawce pochlonietej réwnej 1 Gy liczba jonizacji
wewnatrz komoérki o $rednicy 10 pm przekracza 10° (Joiner i Kogel, 2009). Prze-
strzenny rozktad aktéw oddziatywania silnie zalezy od wtasciwosci czastki pierwot-
nej. Na Rysunku 2.14 zostalto przedstawione rozmieszczenie jonizacji w sferycznych
jadrach limfocytéow napromienionych promieniowaniem X oraz promieniowaniem

Q.

Rysunek 2.14. Przestrzenny rozklad jonizacji w modelowym jadrze limfocytu po napro-
mienieniu dawka 1 Gy promieniowaniem X (panel A) oraz czastkami « (panel
B) otrzymany na podstawie symulacji przeprowadzonych z wykorzystaniem me-
tod Monte Carlo (MC). Zrédto: Brzozowska et al. (2020).

W przypadku promieniowania fotonowego akty jonizacji pojawiaja si¢ réwno-
miernie w catej objetosci jadra. Natomiast w przypadku czastek a jonizacje sg wy-
raznie skupione wzdtuz waskiego toru przemieszczania si¢ czastek, co odzwierciedla

wysoka gestos¢ depozycji energii charakterystyczna dla tego typu promieniowania.

Etap chemiczny

Faza chemiczna (107'2-10 s) obejmuje procesy radiolizy wody, czyli jonizacji
i wzbudzania jej czasteczek pod wplywem promieniowania, prowadzace do powsta-
nia ROS, w tym wolnych rodnikéw. W wyniku radiolizy dochodzi do utworzenia
jonu HoOT oraz wolnego elektronu, po czym jon ten ulega rozpadowi do rod-
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nika hydroksylowego (*OH) i protonu (H'). Powstate wolne rodniki charaktery-
zujg sie wysoka reaktywnoscia chemiczng i silnymi wlasciwosciami utleniajacymi.
W obecnosci tlenu molekularnego zachodzg dalsze reakcje, w wyniku ktorych two-
rz3 si¢ ROS, takie jak nadtlenek wodoru (HyO,) oraz rodnik wodoronadtlenkowy
(HO,*). Zwiazki te moga reagowa¢ z DNA i biatkami, prowadzac do biologicznie
istotnych uszkodzen. Skala tych uszkodzen jest silnie zalezna od poziomu utleno-
wania komorki — im wyzsze stezenie tlenu, tym wieksza liczba reakcji rodnikowych

i zwiazanych z nimi zmian molekularnych (Trzos et al., 2020).

Etap biologiczny

Etap biologiczny (sekundy — lata) obejmuje zaréwno wezesne, jak i pdzne od-
powiedzi komérek na uszkodzenia wywotane promieniowaniem. We wczesnej fazie
aktywowane sg szlaki sygnalowe odpowiedzialne za wykrywanie uszkodzen DNA,
zatrzymanie cyklu komoérkowego oraz uruchomienie mechanizméw naprawczych.
Kluczowsg role odgrywaja tutaj mechanizmy naprawcze, w szczegdlnosci enzyma-
tyczna odbudowa uszkodzonego DNA. Cho¢ wickszos$¢ uszkodzen udaje si¢ skutecz-

nie naprawi¢, btedna naprawa moze prowadzi¢ do mutacji i niestabilnosci genomu,
zwickszajac ryzyko mutacji i innych zaburzen genetycznych. Zmiany te moga si¢
ujawni¢ w komoérkach potomnych po licznych replikacjach (Joiner i Kogel, 2009).
Pézne skutki tych procesow, takie jak transformacja nowotworowa, sa mozliwe,
cho¢ organizm dysponuje mechanizmami ochronnymi. Jednym z nich jest apop-
toza — programowana $mier¢ komoérki, ktora eliminuje uszkodzone komérki, zapo-

biegajac utrwaleniu i przekazaniu zmian genetycznych (Pistritto et al., 2016).

2.2.3 Uszkodzenia DN A

Komoérka eukariotyczna wypekiona jest cytoplazma, ktora wraz ze Sciang ko-
morkowa nadaje jej ksztatt i stabilnosé, a takze utrzymuje w odpowiednim poto-
zeniu liczne organella otoczone btonami komérkowymi. Promieniowanie jonizujace
moze oddzialtywaé na wszystkie struktury komoérkowe, jednak najbardziej wrazliwa
na promieniowanie czescia komorki jest jej materiat genetyczny — DNA (Baatout,
2023). Uszkodzenia DNA stanowia powazne zagrozenie dla komérki, poniewaz ma-
terial genetyczny zazwyczaj wystepuje w jednej kopii, w przeciwienstwie do innych
makroczasteczek, takich jak biatka czy kwasy rybonukleinowe, ktére wystepuja
w wielu kopiach. Uszkodzenia tych pozostatych struktur nie stanowia powaznego
zagrozenia dla komoérki, poniewaz moga zosta¢ odtworzone na podstawie informacji
genetycznej zawartej w DNA. Zmiany w strukturze biatek, takie jak denaturacja,
tworzenie wigzan krzyzowych czy pekanie wigzan kowalencyjnych, wystepuja za-
zwyczaj dopiero po zastosowaniu dawek znacznie przekraczajacych te, ktore prowa-

dza do wykrywalnych metodami fizykochemicznymi uszkodzeti DNA (Hrynkiewicz,
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2001).

Nienaprawione lub btednie naprawione uszkodzenia materialtu genetycznego
moga prowadzi¢ do $mierci komérki lub jej transformacji nowotworowej (Durante
et al., 2013; Roos i Kaina, 2013). Uszkodzenia DNA mogg powstawa¢ zaréwno
w wyniku bezposredniego dziatania promieniowania jonizujacego na czasteczke
DNA, jak i poérednio — poprzez produkty radiolizy wody. Proporcje miedzy bez-
posrednim a posrednim mechanizmem uszkodzen DNA zaleza od rodzaju pro-
mieniowania jonizujacego i jego charakterystyki fizycznej, w szczegolnosci gestosci
jonizacji. Dla promieniowania o niskiej gestosci jonizacji (promieniowanie X) domi-
nujacym mechanizmem uszkodzen jest efekt posredni — szacuje sie, ze odpowiada
on za 70-90% uszkodzen DNA. Z kolei czastki a charakteryzujace sie wysoka gesto-
Scia jonizacji uszkadzaja DNA w ponad 90% w sposéb bezposredni (Hrynkiewicz,
2001).

Rodzaje uszkodzen DNA

Rodzaj uszkodzen DNA, niezaleznie od tego, czy powstaly w wyniku bezpo-

sredniego, czy posredniego dziatania promieniowania, obejmuje pojedynczoniciowe

uszkodzenie DNA (SSB, z ang. single-strand break), podwdjnoniciowe uszkodzenie
DNA (DSB, z ang. double-strand break), modyfikacje lub utrate zasad azotowych,
uszkodzenia reszt cukrowych i fosforanowych, a takze tworzenie wiazan krzyzowych
w obrebie podwéjnej helisy (Hrynkiewicz, 2001). SSB to uszkodzenie DNA polega-
jace na przerwaniu jednej z dwoch nici podwdjnej helisy DNA; druga, komplemen-
tarna nic¢, pozostaje nienaruszona. DSB definiuje sie funkcjonalnie jako dwa SSB
zlokalizowane na przeciwnych niciach w obrebie 10 par zasad (bp, z ang. base pa-
irs), a wiec w odlegtodci nie wiekszej niz 3,4 nm (Sutherland et al., 2000). To,
co rézni te uszkodzenia, to ich czesto$é¢ i rozktad przestrzenny, ktére zaleza od
gestosci jonizacji promieniowania. Wraz ze wzrostem gestosci jonizacji obserwuje
sie wiekszy udzial DSB w stosunku do SSB, co znaczaco zwieksza potencjal cyto-
toksyczny takiego promieniowania (Hrynkiewicz, 2001). Na Rysunku 2.15 zostaty
przedstawione trzy gtéwne rodzaje uszkodzen DNA.

Zarowno promieniowanie X, jak i czastki o oddziatuja z materialem biologicz-
nym poprzez emisje elektronéw. Cho¢ mechanizm inicjacji uszkodzen jest zblizony,
oba rodzaje promieniowania znaczaco réznia sie pod wzgledem przestrzennego roz-
ktadu deponowanej energii, co znajduje odzwierciedlenie w odmiennej odpowie-
dzi biologicznej napromienianych prébek (Hrynkiewicz, 2001). Réznice te szcze-
goblnie uwidaczniajg sie w czestosci wystepowania kompleksowych uszkodzen obu
nici DNA, ktore sa trudne do naprawy i w wiekszym stopniu determinujg los ko-
morki. Promieniowanie X, jako promieniowanie o niskim LET, wywotuje uszkodze-
nia o nizszym stopniu ztozonosci niz czastki «, ktére ze wzgledu na wysoki LET,

generuja skupiska silnie ztozonych uszkodzen wzdtuz trajektorii jonu (Scholz, 2003;
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Rysunek 2.15. Rodzaje uszkodzen DNA powstalych w wyniku dzialania promieniowania
jonizujacego. Rysunek zaadaptowany z (Cheng, 2019), z drobnymi zmianami
i tlumaczeniem wlasnym na jezyk polski.

Goodhead, 1994).

Naprawa uszkodzen DNA

W odpowiedzi na uszkodzenia DNA komoérka uruchamia mechanizmy obronne,
ktorych celem jest naprawa materiatu genetycznego. Kluczowsg role w tym procesie
odgrywa odpowiedZ na uszkodzenie DNA (DDR, z ang. DNA damage response) —
sie¢ wyspecjalizowanych mechanizméw, odpowiedzialnych za rozpoznanie, sygna-
lizacje oraz naprawe roznych typow uszkodzen. Dzigki nim mozliwe jest utrzyma-
nie integralnosci i stabilnosci genomu. Nie jest to zaskakujace, biorac pod uwage,
ze DNA nieustannie podlega spontanicznym uszkodzeniom, bedgcym naturalnym
skutkiem proceséw metabolicznych zachodzacych w komorce, jak rowniez dziata-
niem czynnikéw zewnetrznych, takich jak promieniowanie jonizujace (Billen, 1990).

Pekniecia pojedynczej nici DNA, polegajace na przerwaniu wigzania fosfodie-
strowego, przy zachowaniu grupy 5’-fosforanowej i 3’-hydroksylowej po obu stro-
nach uszkodzenia, moga by¢ skutecznie naprawiane w procesie naprawy bezpo-
sredniej — ligacji z udziatem ligazy DNA. Uszkodzenia pojedynczych zasad, bedace
wynikiem oksydacji, alkilacji, hydrolizy lub utraty zasady, sa usuwane za pomoca
mechanizmu wycinania zasady (BER, z ang. Base Excision Repair). Z kolei uszko-
dzenia obejmujace fragmenty nici DNA o dtugosci od 3 do 20 par zasad naprawiane
sa poprzez mechanizm wycinania nukleotydéw (NER, z ang. Nucleotide Ezcision
Repair), ktéry usuwa dtuzsze odcinki uszkodzonego DNA i zastepuje je nowo zsyn-
tetyzowanym fragmentem na podstawie komplementarnej matrycy.

W przypadku podwdéjnoniciowych peknie¢ DNA aktywowane sg mechanizmy
naprawy rekombinacyjnej, w ramach ktorych wyréznia sie dwa glowne szlaki:
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rekombinacje homologiczng (HR, z ang. Homologous Recombination), wykorzy-
stujaca nieuszkodzony fragment DNA jako matryce do precyzyjnej odbudowy
uszkodzenia, oraz naprawe nichomologiczng (NHEJ, z ang. Nonhomologous End-
Joining), polegajaca na bezposrednim taczeniu konicow DNA bez udziatu matrycy.
Mechanizm HR charakteryzuje sie¢ wysoka wiernosciag odbudowy nici i zachodzi
gtéwnie w fazach S i G2 cyklu komérkowego, gdy dostepna jest siostrzana chro-
matyna jako wzorzec naprawy. NHEJ to proces szybszy, aktywowany natychmiast
po wykryciu uszkodzenia. Inicjuje on formowanie kompleksu biatkowego, ktory za-
trzymuje cykl komérkowy do czasu zakonczenia naprawy. Laczenie koncéw DNA
znajdujacych sie w bliskiej odlegtosci moze jednak skutkowaé utratag fragmentéw
materialu genetycznego. Jesli do takiej sytuacji dojdzie w komoérkach dzielacych
sie, moze to prowadzi¢ do powstania mutacji (Hall i Giaccia, 2018; Santivasi i Xia,
2014).

Na Rysunku 2.16 zostal przedstawiony schemat ilustrujacy zalezno$¢ miedzy
wyborem $ciezki naprawy peknie¢ podwéjnej nici DNA a ich ztozonoscia (pro-
ste — simple, zlozone — complex), faza cyklu komoérkowego, szybkoscia naprawy
(szybka — fast, powolna — slow) oraz jej precyzja (doktadna — error-free, podatna
na btedy — error-prone).

Proste DSB indukowane promieniowaniem, podobnie jak enzymatycznie wy-
wotane DSB o idealnie komplementarnych koncach (Lieber, 2010), sa naprawiane
za pomoca szybkiego i standardowego szlaku NHEJ (c-NHEJ, z ang. classical
NHEJ) (Lobrich i Jeggo, 2017). Mechanizm ten polega na polaczeniu pasujacych
koncéw przecigcia DNA w ciggu kilku minut, co umozliwia naprawe ponad 80%
takich uszkodzen wywotanych promieniowaniem o niskim LET w ciggu 2-4 go-
dzin. Poniewaz promieniowanie czesto powoduje chemiczne modyfikacje koncow
DNA, proces ten obejmuje ich enzymatyczne odtworzenie — przywrdcenie grupy
5 -fosforanowej i 3 -hydroksylowej z udziatem kinazy/fosfatazy polinukleotydowej
(PNKP, z ang. polynucleotide kinase 3 —phosphatase) przed etapem ligacji (Wein-
feld et al., 2011). Szybka $ciezka ¢-NHEJ jest dostepna przez caty cykl komérkowy
i nie rekonstruuje pierwotnej sekwencji DNA. W wyniku tego moze dochodzi¢ do
drobnych delecji na koncach uszkodzen, jesli pierwotna informacja zostata utra-
cona (Daley i and, 2005). Niemniej jednak, naprawa wiekszosci prostych DSB
zazwyczaj przebiega bezbtednie, a nawet jesli wystapia btedy, ograniczaja si¢ one
zwykle do niewielkich ubytkéw sekwencji.

Ztozone DSB, czesciej powstajace w wyniku dziatania promieniowania o wyso-
kim LET, sa naprawiane gtéwnie przez mechanizm HR, dostepny jedynie w pdznej
fazie S oraz w fazie G2 cyklu komorkowego, lub przez wolniejszy, zalezny od re-
sekcji wariant szlaku ¢-NHEJ (Shibata et al., 2011; Ensminger i Lobrich, 2020).
W przypadku ztozonych DSB, szlak ¢c-NHEJ wymaga wczedniejszego przeksztalce-
nia dwuniciowego DNA w jednoniciowe DNA w procesie zwanym resekcja, ktory
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Rysunek 2.16. Mechanizm naprawy DSB w zaleznosci od ztozonosci DSB oraz fazy cyklu
komoérkowego. Na uproszczonym schemacie zostaly przedstawione cztery gtéwne
szlaki naprawy DSB, ich dostepnosé w réznych fazach cyklu komérkowego oraz
kluczowe biatka naprawcze. Powszechne biatka sygnalizacyjne obecne we wszyst-
kich czterech mechanizmach, takie jak ATM, ATR i H2AX, zostaly pominiete
dla przejrzystosci. Panel lewy: proste DSB sa szybko i precyzyjnie naprawiane
przez klasyczny szlak c-NHEJ, ktéry nie wymaga resekcji. Enzym PNKP przy-
wraca prawidlowe zakonczenia nici, a ligacja przebiega z udzialem kompleksu
Ku70/Ku80 i DNA-PKcs. Panel prawy: zlozone DSB wymagaja wolniejszych,
resekcyjnych mechanizméw: c-NHEJ, alt-NHEJ lub HR. Oba wolniejsze szlaki
NHEJ sa aktywne poza faza G2 — ¢-NHEJ w fazie G1, a alt-NHEJ w pozosta-
tych fazach. W fazie G2 ztozone DSB sa preferencyjnie kierowane na $ciezke HR,
o ile jest ona dostepna. Zrédlo: Rucinski et al. (2021)

obejmuje utworzenie posredniej struktury w ksztalcie spinki do wloséw (z ang. ha-
irpin). Nastepnie, zalezna od ATM nukleaza Artemis usuwa te strukture, umozli-
wiajac koncowa ligacje z udziatem kompleksu XRCC4-Ligaza IV (Riballo et al.,
2004; Lobrich i Jeggo, 2017).

Alternatywny NHEJ (alt-NHEJ, z ang. alternative NHE.J,) to inny wariant wol-
nej naprawy ztozonych DSB. Szlak ten stanowi rzadziej wykorzystywany i mniej
wydajny mechanizm naprawy DSB w sytuacjach, gdy c-NHEJ jest niedostepny.
W alt-NHEJ uczestniczy inny zestaw biatek, miedzy innymi Poli (ADP ryboza) po-
limeraza 1 (PARP-1) (Chiruvella et al., 2013; Lobrich i Jeggo, 2017). Mechanizm
alt-NHEJ jest aktywny we wszystkich fazach cyklu komoérkowego. Sposrod wymie-
nionych mechanizméw naprawy DSB jedynie HR zapewnia bezbtedng naprawe.
Wolniejsze szlaki — cNHEJ i alt-NHEJ — czesto prowadza do delecji oraz translo-
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kacji chromosomowych.

2.2.4 Promieniowrazliwosé komorek

Promieniowrazliwos¢ komoérek, czyli ich zdolnos¢ do reagowania na dziatanie
promieniowania jonizujacego, zalezy od wielu czynnikéw fizycznych, chemicznych,
biologicznych, omoéwionych ponizej, a takze od uwarunkowan technicznych zwig-
zanych z doktadnoscia wykonania radioterapii.

Kluczowa role w tej odpowiedzi odgrywa aktywnosé¢ proliferacyjna komérek
oraz skuteczno$¢ mechanizméw naprawy DNA. Komorki proliferujace, ktore ak-
tywnie przechodzg przez cykl komérkowy, sa bardziej wrazliwe na promieniowanie
niz komorki nieproliferujace, znajdujace sie w fazie spoczynkowej G0. Wrazliwosé
komérek zmienia sie réwniez w zaleznosci od fazy cyklu komérkowego — najwyzsza
wystepuje w poznej fazie G2 oraz podczas podzialu mitotycznego, natomiast naj-
nizsza w fazie S, co wiaze si¢ ze zmianami w organizacji chromatyny (Krajewski,
2009).

Na poziomie fizycznym promieniowrazliwos¢ zalezy od dawki, rodzaju i ener-
gii promieniowania, jego mocy, sposobu frakcjonowania oraz temperatury (Janiak
i Wojcik, 2005). Chemicznie, istotnym czynnikiem jest obecno$é tlenu w tkance —
tlen zwieksza efekty cytotoksyczne promieniowania, podczas gdy warunki hipoksji
moga je ogranicza¢ (Hall i Giaccia, 2018). Istnieja réwniez zwiazki promieniouczu-
lajace i radioochronne, ktére modyfikuja odpowiedz komorkowa. Wsrod czynnikdw
biologicznych wyrdznia sie miedzy innymi typ komorki (macierzysta versus zr6z-
nicowana), wiek organizmu, obecno$é¢ wrodzonych mutacji oraz zakres napromie-
nienia (cate cialo lub jego czes$¢). Promieniowrazliwo$é wynika takze z poziomu
konformacji chromatyny oraz stopnia aktywacji szlakow sygnalizacji komoérkowe;j.
Réwnowaga miedzy uszkodzeniami a naprawg DNA determinuje wewnetrzng pro-
mieniowrazliwo$¢ komérki (Chavaudra et al., 2004). Istnieje bezposredni zwiazek
miedzy molekularnymi zmianami wywotanymi przez promieniowanie w genomo-
wym DNA a konsekwencjami biologicznymi obserwowanymi na poziomie komor-
kowym (Szumiel, 2008). Zrozumienie tych mechanizméw ma kluczowe znaczenie
zaréwno w kontekscie terapii nowotworowej, jak i ochrony radiologicznej.

Jednym z badanych aspektéw nad promieniowrazliwoscia jest wpltyw tempera-
tury. Zostato wykazane, Ze napromienianie komérek w warunkach hipotermii (na
topniejacym lodzie) hamuje procesy naprawy DNA, co moze by¢ wykorzystywane
w badaniach nad mechanizmami uszkodzen DSB (Lisowska et al., 2018).
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Radiobiologia zajmuje si¢ badaniem wplywu promieniowania jonizujacego na
organizmy zywe, ze szczegdlnym uwzglednieniem mechanizméw powstawania uszko-
dzen materiatu genetycznego oraz ich konsekwencji biologicznych. Celem tych ba-
dan jest nie tylko poznanie podstaw oddziatywania promieniowania, ale réwniez
ocena zagrozen z nim zwigzanych i opracowanie metod ochrony przed jego nega-
tywnym wpltywem. W badaniach wykorzystuje si¢ trzy gtéwne podejscia badawcze:
in vitro (na komorkach i tkankach poza organizmem), in vivo (na zywych organi-
zmach) oraz in silico (z uzyciem technik komputerowych, algorytméw i symulacji).
Coraz wieksze znaczenie zyskuja metody oparte na symulacjach MC, ktére pozwa-
laja na analize zjawisk trudnych do zmierzenia w warunkach eksperymentalnych.

W radiobiologii do oceny odpowiedzi komoérek na promieniowanie wykorzystuje
sie zréznicowane techniki eksperymentalne, ktore pozwalajg analizowaé¢ odpowiedz
komorkowa na kilku poziomach organizacji biologicznej. Do badan uszkodzen ra-
diacyjnych na poziomie komoérkowym stosuje sie metody oceniajace zdolnosé ko-
morek do przezycia i proliferacji po napromienianiu, takie jak klonogenny test
przezywalnosci czy oznaczenia apoptozy. Do badania efektow dziatania promienio-
wania jonizujacego na poziomie chromosomalnym wykorzystuje si¢ testy cytogene-
tyczne, ktore pozwalaja wykry¢ nieprawidtowosci strukturalne w chromosomach,
na przyktad analize aberracji chromosomowych. Analiza skutkéw promieniowania
na poziomie DNA obejmuje techniki umozliwiajace detekcje i ocene uszkodzen ma-
terialu genetycznego oraz jego naprawy, takie jak test YH2AX, i-BLESS (z ang. in
situ Breaks Labeling, Enrichment on Streptavidin and next-generation Sequencing)
oraz kwantyfikacja DSB z uzyciem mikroskopii sit atomowych (AFM, z ang. Ato-
mic Force Microscope). Do badania oceny uszkodzen indukowanych promieniowa-
niem na poziomie ekspresji genetycznej analizuje sie zmiany w transkrypcji genéw
oraz produkcji biatek jako odpowiedZ komoérki na stres zwiazany z promieniowa-
niem. Przyktad stanowia badania wykorzystujace reakcje tancuchowa polimerazy

w czasie rzeczywistym (qPCR, z ang. quantitative Polymerase Chain Reaction).

2.3.1 Badania na poziomie komérkowym

Test klonogenny

Przezywalnos¢ komorkowa w radiobiologii definiowana jest jako zdolnosé¢ ko-
morek do zachowania funkcji proliferacyjnych i tworzenia kolonii, czyli skupisk
co najmniej 50 komoérek wywodzacych sie z pojedynczej komorki, ktora prze-
zyta (Franken et al., 2006). Komo6rki wykazujace te wlasciwosé okresla sie mianem
klonogennych lub macierzystych. Komoérkami klonogennymi nazywane sg komorki

nowotworowe, zdolne do nieograniczonej liczby podziatéw. Sa one odpowiednikiem
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komorek macierzystych wéréd komérek prawidtowych (Gasiriska, 2006). Pojecie to
ma kluczowe znaczenie w kontekscie radioterapii nowotworow, ktoérej celem jest
eliminacja wszystkich komorek nowotworowych poprzez pozbawienie ich zdolnosci
do dalszych podziatéw (Hall i Giaccia, 2018).

Przezywalnos¢ komorek mozna badaé¢ za pomoca klonogennego testu przezy-
walnoéci (z ang. Clonogenic survival assay). Jest to metoda stosowana do oceny
wplywu promieniowania jonizujacego (lub czynnikéw zewnetrznych) na komoérki
in vitro polegajaca na okredleniu frakcji komorek, ktore zachowaty zdolno$é do
tworzenia kolonii po ekspozycji na promieniowanie (Sj, z ang. Surviving Frac-
tion) (Hrynkiewicz, 2001). W celu jej obliczenia konieczna jest znajomo$¢ wydaj-
nosci klonowania (PE, z ang. Plating Efficiency), okreslajacej zdolno$é komoérek
do tworzenia kolonii w warunkach kontrolnych:

PE — Liczba powstatych kolonii

= . 2.6
Liczba wysianych komorek (2:6)

Obliczone PE ze wzoru (2.6) wykorzystuje sie do obliczenia SF zgodnie z na-
stepujaca formuta:

Liczba powstatych kolonii

SF (2.7)

~ Liczba wysianych komoérek - PE

Umieszczenie frakcji przezywajacych komérek na wykresie w funkeji dawki po-
zwala na uzyskanie charakterystycznych krzywych przezywalnosci w skali pétloga-
rytmicznej (Rysunek 2.17).

Do matematycznego opisu krzywych przezywalnosci wykorzystuje sie model
liniowo-kwadratowy (LQ, z ang. Linear-Quadratic Model) (Joiner i Kogel, 2009).
Model ten opisuje zaleznos¢ miedzy frakcja przezywajacych komorek a dostarczong
dawka promieniowania D i opiera si¢ na dwéch parametrach dopasowania:

SF = ¢~oP=AD%, (2.8)

Przy dawce wyrazonej w jednostkach Gy, parametry « i f maja odpowied-
nio jednostki Gy~! oraz Gy 2. Ramie krzywej w poczatkowym odcinku odpo-
wiada gtéwnie liniowemu sktadnikowi oznaczonemu jako «, natomiast przy wyz-
szych wartosciach dawek coraz wickszy udzial ma sktadnik kwadratowy 3. Stopien
zakrzywienia krzywej mozna opisa¢ za pomoca stosunku o/, ktéry okresla wraz-
liwo$¢ tkanki na frakcjonowane napromienianie oraz wskazuje dawke, przy ktorej
wptyw komponentu liniowego i kwadratowego sa jednakowe. Na wykresie krzy-
wej przezywalnosci przedstawionym na Rysunku 2.17 w skali potogarytmicznej
ksztatt krzywej opisany jest jako poczatkowe ramie¢ oraz nastepujaca po nim czesé



2.3 Odpowiedz komoérkowa i sposoby jej detekcji 31

Rysunek 2.17. Krzywa przezywalnosci komoérek poddanych dziataniu promieniowania jo-
nizujacego o niskim i wysokim LET opisana modelem liniowo—kwadratowym. Na
podstawie (Kassis, 2008); ttumaczenie wlasne na jezyk polski.

liniowa. Obecno$¢ ramienia przypisuje sie posrednim efektom dziatania promienio-
wania, natomiast liniowy przebieg krzywej zwigzany jest z oddziatywaniami bez-
posrednimi. W przypadku promieniowania o wysokim LET (na przyktad czastki
«), gdzie dominuja oddzialywania bezposrednie krzywa przezywalnosci przyjmuje
przebieg czysto wyktadniczy w funkcji dawki, natomiast dla promieniowania o ni-
skim LET (na przyklad promieniowanie X) — liniowo-kwadratowy (Ostashevsky,
1990; McMahon, 2018)

Apoptoza

Komérki po napromienieniu mogg umrze¢ w wyniku réznych mechanizméw.
W zaleznoéci od fazy cyklu, w ktorej dochodzi do émierci, wyrdznia sie Smie¢ in-
terfazalna oraz $mieré¢ mitotyczna (Janiak i Wéjcik, 2005). Smier¢ interfazalna
komorek moze wystapi¢ na kazdym etapie cyklu komérkowego i zazwyczaj naste-
puje w ciggu kilku do kilkudziesigciu godzin po ekspozycji na promieniowanie. Ten
rodzaj $mierci moze nastapi¢ albo w formie apoptozy, albo nekrozy (Hrynkiewicz,
2001).

Apoptoza stanowi genetycznie kontrolowany mechanizm programowanej Smierci
komorki, aktywowany miedzy innymi w odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Uznaje
sie ja za naturalny proces obronny organizmu, ktory zapobiega rozwojowi kan-

cerogenezy. W przeciwienstwie do nekrozy, apoptoza jest procesem uporzadkowa-
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nym i aktywnym, czesto okreslanym jako ,,samobdjstwo komorki”. Komorka pod-
dana apoptozie przechodzi charakterystyczne zmiany morfologiczne: poczatkowo
sie kurczy, jej chromatyna ulega kondensacji i fragmentacji, a btona komorkowa
formuje pecherzyki. W efekcie komérka dzieli sie na ciatka apoptotyczne, ktére sg
szybko usuwane przez sasiednie komorki lub makrofagi bez wywolywania reakcji
zapalnej (Roos i Kaina, 2013). Z kolei nekroza to forma $mierci komérkowej wy-
nikajgca z utraty integralnosci btony komorkowej i zaburzen homeostazy wodno-
elektrolitowej. Prowadzi to do naptywu wody i jonéw do wnetrza komorki, co
skutkuje jej obrzekiem, rozpadem organelli oraz lizy komorki, czesto z towarzysza-
cym stanem zapalnym. Jest to proces nagty, niekontrolowany i chaotyczny, ktory
znaczaco rdzni sie od precyzyjnie regulowanej apoptozy (Okada i Mak, 2004).

Cytometria przepltywowa (FC, z ang. Flow Cytometry) to technika analityczna
umozliwiajgca jednoczesne badanie i sortowanie pojedynczych komérek lub czaste-
czek zawartych w probce. Metoda ta wykorzystuje wtasciwosci optyczne, immu-
nologiczne oraz genetyczne komoérek, co pozwala na ich identyfikacje, szczegdtows
charakterystyke oraz ocene ilosciowa. Dzieki swojej wszechstronnosci, cytometria
przeptywowa znajduje zastosowanie w licznych dziedzinach nauki, miedzy innymi
w immunologii, biologii komorki, onkologii, mikrobiologii czy biotechnologii. Po-
lega ona na tym, ze probka wprowadzana jest do waskiego strumienia ptynu, ktory
kieruje komorki pojedynczo przez wiazke lasera. W trakcie tego procesu swiatto
ulega rozproszeniu, a zastosowane fluorochromy emituja sygnaty proporcjonalne
do cech fizycznych i biochemicznych komorek. Zarejestrowane sygnaty sg przetwa-
rzane przez detektory i analizowane komputerowo z uzyciem zaawansowanego opro-
gramowania, co pozwala na precyzyjne profilowanie populacji komérkowych (Cos-
sarizza et al., 2019; Bendall et al., 2012).

Cytometria przeptywowa wykorzystywana jest w oznaczeniach apoptozy przy
uzyciu dwéch fluorochromoéw: aneksyny V sprzezonej z izotiocyjanianem fluoresce-
iny (FITC, z ang. Fluorescein Isothiocyanate), ktéra wiaze sie z fosfatydyloseryna
eksponowang na powierzchni btony oraz jodku propidyny (PI, z ang. Propidium
lodide), ktéry barwi wyltacznie DNA martwych komérek. Zastosowanie takiej kom-
binacji barwnikow pozwala na wyodrebnienie czterech populacji komoérkowych: zy-
wych, we wczesnej apoptozie, pbznej apoptozie oraz w nekrozie (Cossarizza et al.,

2019; Bendall et al., 2012) (Rysunek 2.18).
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Rysunek 2.18. Schemat podzialu komérek na cztery populacje w badaniu apoptozy.

2.3.2 Badania na poziomie chromosomalnym

Aberracje chromosomowe

Mutacje chromosomowe, zwane rowniez aberracjami chromosomowymi, sg ob-
serwowane podczas pierwszej mitozy po napromienieniu komorek i obejmujg rézne
zmiany strukturalne chromosoméw, takie jak delecje, inwersje, insercje, substytu-
cje, duplikacje czy translokacje fragmentéow chromosomow. Duplikacja to muta-
cja genetyczna, w wyniku ktorej powstaje jedna lub wiecej kopii fragmentu DNA
lub regionu chromosomu. W przypadku inwersji fragment chromosomu odtamuje
si¢ i wstawia w odwrotnej orientacji w ramach tego samego chromosomu. Dele-
cja to aberracja chromosomowa, w ktoérej czes¢ chromosomu lub jeden lub wiecej
nukleotydow z fragmentu DNA zostaje utraconych. Translokacja dotyczy dwdch
chromosomoéw, w ktérych fragment jednego chromosomu odtamuje sie i przyta-
cza do innego chromosomu. Insercja to mutacja genetyczna, w ktérej fragment
jednego chromosomu jest usuwany i wstawiany do innego chromosomu lub tego
samego chromosomu (Baatout, 2023). Rodzaje mutacji zostaly przedstawione na
Rysunku 2.19.
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Rysunek 2.19. Rodzaje aberracji chromosomowych. Na podstawie (Baatout, 2023); ttu-
maczenie wlasne na jezyk polski.

Mutacje, ktore zostaly przedstawione na Rysunku 2.19, moga prowadzi¢ réw-
niez do innych aberracji chromosomowych, ktére s efektem wymiany fragmen-
tow pomiedzy dwoma réznymi chromosomami, a nie wytacznie rekombinacji we-
wnatrz jednego chromosomu. Trzy, o ktérych warto wspomnieé, to chromosomy
dicentryczne (dicentryki) i fragmenty acentryczne oraz chromosomy pierscieniowe
(pierscienie) (Baatout, 2023) (Rysunek 2.20).

Rysunek 2.20. Zdjecie mikroskopowe chromosomoéw w komorce ludzkiej w metafazie pod-
danej ekspozycji na promieniowanie v o dawce 5 Gy. Na podstawie (Baatout,
2023; Gatecki et al., 2019); tlumaczenie wlasne na jezyk polski.

Chromosomy dicentryczne sa to takie chromosomy, ktére posiadaja dwa cen-
tromery zamiast jednego, powstajace na skutek potaczenia sie dwoch odcinkow
chromosomow z centromerami. W metafazie sg widoczne jako jeden chromosom
z dwoma centromerami. Tego typu aberracja najprawdopodobniej ulegnie elimi-
nacji podczas mitozy. Fragmenty acentryczne to fragmenty pojedynczego chromo-
somu lub potgczone czesci réoznych chromosoméw, ktore nie zawieraja centromeru.
Chromosom pierscieniowy to chromosom, ktéry ma dwa peknigcia na przeciwnych

koncach i taczy sie, tworzac pierscien. Obie te aberracje nie moga zosta¢ zachowane
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w komérkach potomnych i w wiekszosci przypadkéw prowadza do ich $mierci (Ba-
atout, 2023).

Test chromosoméw dicentrycznych jest jednym z najczeSciej stosowanych te-
stow w celu oszacowania dawek w zakresie od 0,2 Gy do okoto 5 Gy. Polega on
na zliczeniu czestosci wystepowania chromosomoéw dicentrycznych powstajacych
w wyniku napromienienia zywych komoérek (Kanda, 2000). Do oceny otrzyma-
nej dawki promieniowania jonizujacego wykorzystuje sie krzywe wzorcowe, ktore
zostaja wykonane w laboratoriach radiobiologicznych. Napromieniony materiat
biologiczny umieszcza si¢, zgodnie z protokotami, na szkietkach, ktére pdzniej
sg analizowane pod mikroskopem celem zliczenia powstatych aberracji chromo-
somowych (w tym chromosoméw dicentrycznych). Nastepnie zostaje wykreslona
krzywa przedstawiajaca zaleznos¢ liczby dicentrykow od dawki promieniowania
jonizujacego. Liczba powstajgcych dicentrykow wzrasta wraz ze wzrostem dawki
pochtonietej (Bhavani et al., 2014; De Amicis et al., 2014). Test dicentrykéw jest
rekomendowanym przez Europejska Sie¢ Biodozymetrii RENEB narzedziem ra-
diacyjnej dozymetrii biologicznej (Wojcik et al., 2017).

Aberracje chromosomowe moga by¢ rowniez badane przy uzyciu cytogene-
tycznej metody fluorescencyjnej hybrydyzacji (FISH, z ang. Fluorescent In Situ
Hybridization). Technika ta pozwala na zabarwienie konkretnych par chromoso-
méw homologicznych (Lucas et al., 1993). Technika, ktéra obecnie jest wyko-
rzystywana podczas badan aberracji chromosomowych i umozliwia wybarwienie
wszystkich chromosoméw na rézne kolory to wielokolorowa analiza FISH (m-FISH,
z ang. multicolor FISH). Metoda ta zapewnia precyzyjna identyfikacje transloka-
cji (Krings Rocha et al., 2011), co zostalo przedstawione na Rysunku 2.21.

Rysunek 2.21. Chromosomy wybarwione metoda m-FISH ilustrujace delecje w obrebie
chromosomu 1, trisomi¢ chromosomu 3, niezréwnowazona translokacje miedzy
chromosomami (8;17) i (X;1), zréwnowazona translokacje miedzy chromosomami
(11;22) oraz strate jednego chromosomu 17. Zrédto: Krings Rocha et al. (2011).
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2.3.3 Badania na poziomie DNA

Test YH2AX

W badaniach radiobiologicznych detekcja ognisk naprawczych indukowanych
przez promieniowanie jonizujace (IRIF, z ang. lonizing Radiation-Induced Foct)
stanowi powszechnie stosowang metode oceny dynamiki powstawania oraz na-
prawiania DSB (Belyaev, 2010). Ogniska naprawcze to wyspecjalizowane obszary
w jadrze komorkowym, w ktérych — w odpowiedzi na uszkodzenie materiatu ge-
netycznego — dochodzi do lokalnej akumulacji bialek uczestniczacych w procesach
naprawczych DNA.

Jedna z najbardziej czutych i precyzyjnych metod wykrywania DSB jest test
~vH2AX, oparty na technikach immunocytochemicznych umozliwiajacych detekcje
zmodyfikowanej postaci histonu H2AX. YH2AX powstaje w wyniku fosforylacji
seryny w pozycji 139 histonu H2AX, procesu inicjowanego przez kinazy ATM, ATR
oraz DNA-PK (Reindl et al., 2017). Modyfikacja ta zachodzi w ciagu kilku minut
od powstania DSB i obejmuje region chromatyny o dtugosci okoto 2 miliondéw
par zasad wokot miejsca uszkodzenia. Tak rozlegta zmiana struktury chromatyny
umozliwia mikroskopowa wizualizacje IRIF w postaci wyraznych, kompaktowych
sygnaléw o srednicy 400-600 nm (Baatout, 2023).

Po napromienieniu komoérek obserwuje si¢ dynamiczny wzrost liczby ognisk
~vH2AX, osiggajacy maksimum zazwyczaj w ciggu godziny od ekspozycji. Na-
stepnie liczba ta stopniowo maleje, co odzwierciedla postepujacy proces naprawy
uszkodzen DNA. Zaklada sie, ze ogniska YH2AX mozna wiarygodnie zlicza¢ w ko-
morkach napromienionych dawka do okoto 10 Gy — przy wyzszych dawkach nakta-
dajace sie sygnaly utrudniaja ich jednoznacznie rozréznienie (Sherin et al., 2013).
Typowy przedzial czasowy detekcji maksymalnej liczby ognisk YH2AX miesci sie
miedzy 30 a 60 minuta po napromienieniu. W przypadku komérek nowotworowych,
ze wzgledu na czesto wystepujace zaburzenia w mechanizmach naprawy DNA | czas
maksymalnego nagromadzenia ognisk YH2AX moze ulec wydluzeniu (Baatout,
2023).

Co istotne, naturalna amplifikacja sygnatu — wynikajaca z intensywnej aku-
mulacji YH2AX oraz innych biatek naprawczych w miejscach DSB (na przyktad
53BP1, BRCA1, RAD51, DNA-PKcs, ktore pojawiaja sie podczas naprawy uszko-
dzen DNA, co zostato przedstawione na Rysunku 2.16))- umozliwia wyjatkowo
czute oszacowanie pochlonietej dawki promieniowania. Estymacje te mozna prze-
prowadzi¢ na podstawie prostego zliczania IRIF na obrazach uzyskanych metoda
immunofluorescencji (Moquet et al., 2017). Mikroskopia fluorescencyjna to zaawan-
sowana technika obrazowania umozliwiajaca selektywna wizualizacje wybranych
struktur komérkowych z wykorzystaniem specyficznych barwnikéw fluorescencyj-
nych lub genetycznie kodowanych biatek, takich jak zielone biatko fluorescencyjne
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(GFP, z ang. Green Fluorescent Protein). Te znaczniki wiaza sie selektywnie z doce-
lowymi strukturami wewnatrz komoérki. Po naswietleniu $wiattem wzbudzajacym
fluorofory emituja Swiatto, ktore jest rejestrowane przez uklad optyczny mikro-
skopu (Jakob i Durante, 2012). Dzieki temu, ze tylko wzbudzone fluorofory emi-
tuja $wiatto, mozliwe jest uzyskanie obrazéw o wysokiej rozdzielczosci i kontrascie,

przy jednoczesnym ograniczeniu sygnatu tta.

i-BLESS

i-BLESS to metoda biologii molekularnej wykorzystywana do precyzyjnego ma-
powania podwdjnoniciowych peknie¢ DNA w calym genomie. Metoda ta taczy
proces wzbogacenia fragmentéow DNA zawierajacych pekniecia z sekwencjonowa-
niem nowej generacji, umozliwiajac identyfikacje oraz szczegdtows analize regionéw
genomu, w ktérych dochodzi do uszkodzen. Technika umozliwia szczegdétows ana-
lize uszkodzeri DNA oraz dynamiki naprawy w obrebie catego genomu (Biernacka
et al., 2018).

Kwantyfikacja DSB za pomocg AFM

W pracy (Sofinska et al., 2022) przedstawiono nowatorska metode ilosciowej
oceny uszkodzen DSB za pomocg mikroskopii sit atomowych. Tradycyjne metody
detekcji DSB, takie jak elektroforeza zelowa czy test kometowy, charakteryzuja sie
ograniczong rozdzielczoscig w zakresie krotkich fragmentow DNA | co ma wptyw na
doktadne okreslenie liczby i lokalizacji uszkodzen. AFM pozwala na bezposrednie
i precyzyjne zobrazowanie pojedynczych czasteczek DNA z nanometrowsg precyzja,
umozliwiajac okreslenie liczby DSB poprzez statystyczna analize rozktadu dhugosci
powstatych fragmentéw DNA po ich uszkodzeniu (Sofiniska et al., 2022).

2.3.4 Badania in stlico

Metody MC stosowane sa do modelowania matematycznego ztozonych proce-
sow. Symulacje MC odegraly kluczows role w modelowaniu reakcji uktadéw fizycz-
nych i biologicznych w skali od setek mikrometréw do nanometréow, co potwierdzaja
liczne badania (Olko i Booz, 1990; Nikjoo et al., 1999; Conte et al., 2012; Francis
et al., 2011; Friedland et al., 2017; Barbieri et al., 2018; Bancer et al., 2020; Sakata
et al., 2020). Metody Monte Carlo Sledzenia (struktury toru) czastek krok po kroku
znajduja szerokie zastosowania w badaniach uszkodzen DNA, symulacjach chemii
radiacyjnej oraz w planowaniu leczenia radioterapeutycznego. Wickszosé¢ kodow
MC umozliwia symulacje kolejnych etapéw oddzialywan — fizycznego, fizykoche-
micznego i chemicznego — z fotonami, elektronami, protonami, atomami wodoru,
czgstkami alfa i ciezkimi jonami w wodzie. Dalsze procesy fizykochemiczne i che-

miczne, prowadzace od jonizacji i wzbudzen do powstania reaktywnych czasteczek
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chemicznych modelowane sa krok po kroku lub przy zastosowaniu bardziej wydaj-
nych metod. Wstepna ocena uszkodzenn DNA opiera si¢ na analizie rozmieszczenia

punktéow zdeponowanej energii (dla efektéw bezposrednich) oraz przestrzennego
rozktadu reaktywnych form tlenu (dla efektéw posrednich) w uproszczonych mo-
delach geometrycznych struktur biologicznych, takich jak wtdkna chromatyny, pla-
zmidy, bakterie czy komorki. Modelowanie oddziatywan promieniowania z materia-
tem biologicznym z wykorzystaniem metod MC stanowi cenne narzedzie w bada-
niach radiobiologicznych. Metoda ta umozliwia symulacje procesow zachodzacych
w nanoskali, dostarczajac szczegdétowych informacji na temat rozktadu depozy-
cji energii oraz powstajacych w jego wyniku efektéw biologicznych. W literaturze
dostepnych jest wiele narzedzi opartych na metodzie MC, wykorzystywanych do
analizy skutkéw promieniowania w materiale biologicznym. Przeglad wybranych
narzedzi zostal przedstawiony w publikacji (Kyriakou et al., 2022).

Metody Monte Carlo sa obecnie stosowane w klinicznej dozymetrii wiazek elek-
tronowych i fotonowych o energiach rzedu MeV. W zwiazku z tym opracowano oraz
wdrozono do zastosowan klinicznych szereg systemoéw opartych na symulacjach
MC shuzacych do planowania leczenia pacjentéw w radioterapii (miedzy innymi
PEREGRINE, DPM, VMC++, MCV, MMC, ORANGE) (Chetty et al., 2007).
Oprogramowanie stuzace do obliczania dawek promieniowania bazuje na kodach
opartych na metodzie MC, takich jak MCNP, EGS, GEANT, FLUKA oraz PE-
NELOPE (Briesmeister et al., 2000; Liu et al., 1999; Allison et al., 2016; Ferrari
et al., 2005; Baré et al., 1995).

Przyktadem narzedzia wykorzystujacego metody MC jest SRIM (z ang. Stop-
ping and Range of Tons in Matter) to pakiet przeznaczony do symulacji strat ener-
gii czastek przechodzacych przez absorbent oraz do okreslania ich zasiegu (Ziegler
et al., 2010). Do symulacji nalezy zdefiniowaé¢ parametry poczatkowe czastek, ta-
kie jak ich rodzaj, energia, kat emisji oraz typ czastki. Absorbent moze sktadaé
sie z jednej lub kilku warstw. Dla kazdej warstwy nalezy zdefiniowaé¢ grubo$¢ oraz
sktad chemiczny. W przypadku standardowych materialéw sktad stechiometryczny
jest dostepny w bazie danych SRIM, jednak istnieje mozliwos¢ tworzenia swoich
wtlasnych materiatow. Wyniki symulacji obejmuja straty energii dla zdefiniowanej
wezesniej liczby czastek w uprzednio wybranej jednostce (na przyklad % lub
%’é“ﬁ), ich koncowe potozenie w absorbencie oraz odchylenie ich trajektorii od
poczatkowej.

Geant4 (Agostinelli et al., 2003), podobnie jak SRIM, jest pakietem stuzacym
do sledzenia trajektorii czastek przechodzacych przez warstwy absorbenta, jednak
oferuje znacznie szersze mozliwosci. Oprogramowanie to umozliwia nie tylko $le-
dzenie toru czastek pierwotnych, lecz takze symulacje proceséw wtoérnych oraz ich
skutkéw. W 2001 roku zostat zainicjowany projekt Geant4-DNA jako rozszerzenie
uniwersalnego pakietu narzedzi Geant4. Projekt ten zostal opracowany z mysla
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o modelowaniu proceséw zwigzanych z uszkodzeniami biologicznymi na poziomie
DNA wywotanymi promieniowaniem jonizujacym (Incerti et al., 2010). Rozszerze-
nie Geant4-DNA jest integralng czescig pakietu Geant4 o otwartym kodzie zrédto-
wym. Umozliwia ono nie tylko modelowanie proceséw na poziomie molekularnym,
lecz takze wyznaczanie dawek pochtonietych przez struktury komoérkowe, takie jak
cytoplazma czy jadro komoérkowe (Incerti et al., 2006).

2.4 Efekt sasiedztwa

,, Teoria tarczy” zaktada, ze uszkodzenia genetyczne w komoérkach sg wynikiem
bezposredniego oddzialtywania promieniowania jonizujacego na DNA lub posred-
niego dziatania reaktywnych form tlenu powstajacych podczas napromieniania
srodowiska wodnego w komoérce (Gasinska, 2006; Hamada, 2014). Jednak coraz
liczniejsze dowody sugeruja, ze to podejscie nie obejmuje petnej skali biologicz-
nych skutkéw promieniowania. Jednym z kluczowych zjawisk podwazajacych te
klasyczna koncepcje jest efekt sasiedztwa indukowany promieniowaniem (RIBE,
z ang. Radiation-Induced Bystander Effects), w ktorym komorki nienapromienione
wykazuja uszkodzenia typowe dla komoérek napromienionych — mimo braku bezpo-
sredniej ekspozycji na promieniowanie (Blyth i Sykes, 2011). Schemat tego efektu
zostal przedstawiony na Rysunku 2.22.

Rysunek 2.22. Schemat efektu RIBE. Na podstawie (Nasir i Mohd Siam, 2019); tluma-
czenie wlasne na jezyk polski.

Zjawisko to po raz pierwszy opisano w 1954 roku, gdy Parsons Jr et al. (1954)
wykazat obecno$é czynnikow klastogennych we krwi pacjentéw po napromienianiu,
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zdolnych do indukowania uszkodzen chromosomowych. Od tego czasu RIBE stato

sie przedmiotem intensywnych badan, ktére ujawnity, ze odpowiedz biologiczna
moze obejmowac¢ nie tylko Smieré¢ komorek, ale takze niestabilnosé¢ genetyczna,
uszkodzenia DNA, aberracje chromosomowe, mutacje, transformacje nowotworowe
czy zmiany ekspresji genéw (Joiner i Kogel, 2009). Co istotne, zmiany te sa wywo-
tywane przez sygnalty emitowane przez komérki napromienione i moga obejmowac
zaréwno komorki sgsiadujace, jak i te bardziej odlegte.

Mimo wielu lat badan, mechanizmy lezace u podstaw efektu sasiedztwa oraz
jego znaczenie biologiczne nie zostaty jeszcze w pelni poznane. Jednoczesnie wcigz
brakuje jednej, powszechnie przyjetej definicji tego zjawiska. W niektérych pracach
termin ,komorki sgsiednie” odnosi si¢ do komérek znajdujacych sie w bezposred-
nim kontakcie lub bliskim sasiedztwie komérek napromienionych (Zhou et al., 2000;
Hei et al., 2008; Little, 2006; Osterreicher et al., 2003), podczas gdy inne bada-
nia nie precyzuja lokalizacji przestrzennej komérek nienapromienionych (Lorimore
i Wright, 2003; Gow et al., 2010; Ballarini et al., 2002). Coraz czeSciej sugeruje sie,
ze sygnaty odpowiedzialne za RIBE moga rozprzestrzeniac¢ si¢ réwniez na wieksze
odlegtosci, obejmujac komoérki potozone z dala od obszaru bezposredniego napro-
mieniania (Morgan, 2003; E. Feinendegen, 2003; Yang et al., 2007).

W badaniach nad efektem sgsiedztwa stosuje sie réznorodne podejécia ekspery-
mentalne, ktére zasadniczo mozna podzieli¢ na dwie gtéwne grupy (Hamada et al.,
2007):

1. ,Modele kontaktowe” — obejmujg hodowle monowarstwowe, w ktérych ko-
morki napromienione i nienapromienione wspotistniejg na tej samej powierz-
chni naczynia hodowlanego. W takich uktadach komérki sa fizycznie pota-
czone, co umozliwia analize sygnalizacji za posrednictwem kanatéw miedzy-
komoérkowych (Hickman et al., 1994; Azzam et al., 1998; M. Prise et al.,
2003).

2. ,Modele bez kontaktu fizycznego” — wykluczaja bezposrednie oddziatywanie
komorek napromienionych na nienapromienione. W tego typu eksperymen-
tach bada sie wplyw rozpuszczalnych czynnikow wydzielanych do pozywki
hodowlanej przez komorki napromienione. Grupa ta dzieli si¢ na:

o ,Ukltady wspéthodowli bez kontaktu” — komorki sasiednie obecne sa
w tym samym naczyniu podczas napromieniania, lecz fizycznie oddzie-
lone od komoérek napromienionych, np. przez bariere przestrzenna (Ge-
ard et al., 2002; Zhou et al., 2002) lub napromienione komorki wysie-

wane do szalek z komérkami kontrolnymi.

o Uktady z odroczonym wptywem” — komorki analizowane pod katem
efektu sgsiedztwa hodowane sg osobno, bez kontaktu i bez wczesniejszej

ekspozycji na promieniowanie. Przenosi sie do nich podtoze z hodowli
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komorek napromienionych (Seymour i Mothersill, 1997a) lub stosuje
systemy hodowli z membranami, ktére umozliwiaja wymiane czynni-
kéw rozpuszezalnych przy jednoczesnym fizycznym rozdzieleniu komo-
rek (Yang et al., 2005).

W mechanizmie dziatania efektu sgsiedztwa istotng role moga odgrywaé ko-
morkowe szlaki sygnalizacyjne. Uwaza sie, ze w procesie transdukeji sygnatu do-
chodzi do przekazywania pomiedzy komoérkami napromienionymi a nienapromie-
nionymi drobnoczasteczkowych mediatorow, takich jak biatka, peptydy czy inne
czynniki sygnatowe. Poniewaz jednak konkretne molekuty odpowiedzialne za ini-
cjacje 1 propagacje tego zjawiska nie zostaty dotad jednoznacznie zidentyfikowane,
trudne pozostaje wyrazne rozgraniczenie pomiedzy etapem emisji sygnalu przez
komorki napromienione a reakcja odbiorcza ze strony komorek sasiadujacych (Sey-
mour i Mothersill, 2004)

Komérki nienapromienione, pozostajace w sasiedztwie komoérek poddanych dzia-
taniu promieniowania, wykazuja szczegolng wrazliwosé na tak zwane efekty opdz-
nione, w tym niestabilnos¢ genomowa — zjawisko, ktére moze zwickszaé ryzyko
rozwoju choréb nowotworowych (Seymour i Mothersill, 1997b; Lorimore et al.,
1998; Huo et al., 2001). Efekty te nabieraja szczegdlnego znaczenia w kontekscie
niskich dawek promieniowania, zaréwno w warunkach srodowiskowych, jak i pod-
czas procedur medycznych, takich jak radioterapia czy diagnostyka obrazowa. Do-
tyczy to zwtaszcza komorek znajdujacych sie na obrzezach pola napromieniania,
gdzie ekspozycja na promieniowanie jest posrednia lub minimalna. Zjawisko to ttu-
maczy sie tym, ze przy wyzszych dawkach przewazaja bezposrednie uszkodzenia
komérkowe, natomiast efekty sasiedztwa osiagaja swoje maksimum juz przy niskim
poziomie ekspozycji, a ich znaczenie wzgledne stopniowo maleje wraz ze wzrostem

dawki (Seymour i Mothersill, 2004).

2.5 Pecherzyki zewnatrzkomoérkowe (EVs)

Opisanie w 1967 roku przez Petera Wolfa (Wolf, 1967) obecnosci w ludzkiej
krwi matych struktur wytwarzanych przez aktywowane plytki krwi, wykazujacych
dziatanie prokoagulacyjne i okreslonych mianem ,pytu ptytkowego” (z ang. plate-
let dust), zapoczatkowalo intensywny rozwdj badan nad powstawaniem oraz rolg
mikropecherzykéw btonowych, znanych dzis jako pecherzyki zewnatrzkomorkowe
(EVs, z ang. Eztracellular Vesicles) (Wolf, 1967). Dalsze badania nad EVs dopro-

wadzity do ich wizualizacji w 1983 roku podczas obserwacji réznicowania retikulo-

cytow, czyli niedojrzatych erytrocytéw. Zaobserwowano wéwczas, ze podczas ich
dojrzewania receptory transferyny i inne biatka zwiazane z btona komodrkows sa
wydzielane na drodze nieznanego wéwczas procesu w postaci matych pecherzy-
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kéw (Wesotowska i Piwocka, 2017; Pan et al., 1985a; Zhang et al., 2015). Obecnie
wiadomo, ze wigkszo$¢ komoérek posiada zdolno$é do uwalniania EVs, a ich obec-
nos¢ zostalta potwierdzona miedzy innymi w krwi, moczu, ptynie owodniowym, sli-
nie, z6tci, mleku matki oraz ptynie mézgowo-rdzeniowym (Wojtowicz et al., 2014;
Huebner et al., 2015; Nonaka i Wong, 2017).

2.5.1 Rodzaje pecherzykéow zewngtrzkomoérkowych

Zewnatrzkomoérkowe pecherzyki btonowe tworza heterogenna populacje peche-
rzykéw wydzielanych przez komoérki zarowno w warunkach in vivo, jak i in vi-
tro (Wesotowska i Piwocka, 2017; Lee et al., 2012; Raposo i Stoorvogel, 2013).
Ro6znig sie one miedzy soba rozmiarem, gesto$cia, pochodzeniem, biogeneza oraz
sktadem molekularnym. Kazda subpopulacja pecherzykéw zewnatrzkomorkowych
wyroznia sie charakterystycznym zestawem markeréw oraz tak zwanym ,cargo”,
czyli zawartymi w nich biologicznie aktywnymi substancjami, ulegajacymi trans-
portowi. Dlatego ze wzgledow praktycznych, egzosomy oraz inne pecherzyki o $red-
nicy zblizonej do wiruséw (ponizej 200 nm) okresla sie tacznie jako mate pecherzyki
zewnatrzkomorkowe (sEVs, z ang. small EVs) (Théry et al., 2018). Zgodnie z przy-
jeta klasyfikacja, wséréd sEVs wyrdznia sie trzy gltowne subpopulacje: egzosomy,
mikropecherzyki oraz ciatka apoptotyczne (Baatout, 2023; Zhang et al., 2019; Ma-
thivanan et al., 2010; Biancone et al., 2012; Koniusz et al., 2016; Wesotowska
i Piwocka, 2017). Charakterystyka trzech populacji pecherzykéow zewnatrzkomor-
kowych zostata przedstawiona w Tabeli 2.1.

Egzosomy

Egzosomy to sferyczne nanopecherzyki btonowe o wielkosci od 40 nm do 150 nm
(Baatout, 2023), otoczone dwuwarstwowa btona lipidowa, ktéra zapewnia im sztyw-
no$¢ (Borzdzitowska i Bednarek, 2021). Gesto$é¢ optyczna egzosoméw wynosi od
1,13 g/cm? do 1,19 g/cm? (Zhang et al., 2019). Egzosomy charakteryzuja sie obec-
noscia szerokiego spektrum biatek: tetraspanin (na przyktad CD63, CD81, CD9),
biatek szoku cieplnego (Hsp60, Hsp70, Hsp80), biatek transportowych i fuzyjnych
(GTPazy, aneksyny, flotylina), biatek bioracych udzial w tworzeniu ciatek wielope-
cherzykowatych: Alix (z ang. ALG-2-interacting protein X)1iTSG101 (z ang. tumor
susceptibility gene 101) oraz biatek typowych dla komoérek, z ktorych zostaty wy-
izolowane (Biancone et al., 2012; Koniusz et al., 2016; Borzdzitowska i Bednarek,
2021). Pecherzyki te sa réwniez bogate w charakterystyczne dla nich lipidy, miedzy
innymi sktadniki tratw lipidowych, takie jak GM1 gangliozyd, cholesterol, sfingo-
mieline oraz fosfatydyloseryne (Subra et al., 2007). W egzosomach wykazano réw-
niez obecnosé kwaséw nukleinowych, w tym mRNA i miRNA (Mathivanan et al.,
2010).
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Tabela 2.1. Charakterystyka trzech populacji pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych (Ba-
atout, 2023; Zhang et al., 2019; Mathivanan et al., 2010; Biancone et al., 2012;
Koniusz et al., 2016; Wesotowska i Piwocka, 2017).

Parametr Egzosomy Mikropecherzyki Cialka
apoptotyczne
Wielko$¢ [nm)] 40-150 100-1000 500-2000
Gestodé [g/cm?] 1,13-1,19 1,25-1,30 1,16-1,28
Pochodzenie Ciatka Blona komoérkowa | Btona komérkowa
wielopecherzykowe
Biogeneza Egzocytoza ciatek | Paczkowanie btony | Procesy apoptozy
wielopecherzyko- plazmatycznej
wych
Markery Tetraspaniny Integryny, flotyliny, Aneksyna V,
(CD63, CD81, selektyny, CD40 fosfatydyloseryna,
CD9, CD82), histony
biatka szoku
cieplnego (Hsp60,
Hsp70, Hsp90),
TSG101, Alix
,Cargo” Biatka i kwasy Biatka i kwasy Frakcje jadrowe,
nukleinowe nukleinowe organelle
(fragmenty DNA, (fragmenty DNA, komoérkowe
mRNA, miRNA) mRNA, miRNA)

Proces biogenezy egzosoméw, ktory zostal zaprezentowany na Rysunku 2.23,
rozpoczyna sie od endocytozy, czyli wpuklania btony komoérkowej do wnetrza ko-
morki, co prowadzi do powstania wczesnych endosomoéow. Te endosomy ulegaja
dalszym przeksztatceniom w kierunku péznych endosoméw, w ktoérych dochodzi
do wewnetrznego paczkowania btony endosomalnej. W efekcie powstaja peche-
rzyki zdefiniowane jako pecherzyki $wiatta endosomu (ILVs, z ang. IntraLumi-
nal Vesicles), stanowiace prekursory egzosoméw. Endosomy gromadzace w swoim
wnetrzu pecherzyki ILVs okresla sie mianem cialek wielopecherzykowych (MVBs,
z ang. MultiVesicular Bodies). MVBs moga przemieszcza¢ si¢ w kierunku btony
komorkowej, gdzie dochodzi do ich fuzji z btong cytoplazmatyczng komorki, czego
efektem jest uwolnienie ILVs do przestrzeni zewnatrzkomoérkowej (Grzybowska
et al., 2019). Pecherzyki te, po opuszczeniu komorki, okreslane sa mianem eg-
zosoméw (Harding et al., 1983; Johnstone et al., 1987; Pan et al., 1985b). Pod-
sumowujac, egzosomy powstaja na drodze endocytozy, a wydzielane sa poprzez
proces egzocytozy.
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Rysunek 2.23. Biogeneza pecherzykéow zewnatrzkomoérkowych. Na podstawie (Shahi
et al., 2024); tlumaczenie wlasne na jezyk polski.

Mikropecherzyki

Mikropecherzyki (inaczej nazywane ektosomami lub onkosomami) sa pecherzy-
kami o wielkoéci od 100 nm do 1000 nm (Baatout, 2023) i gestosci optycznej od
1,25 g/cm? do 1,30 g/cm? (Zhang et al., 2019). Ektosomy powstaja w wyniku pro-
cesu paczkowania, polegajacego na tworzeniu sie wypuktosci btony komédrkowe;j.
Do ich wnetrza transportowane sg biologicznie czynne czasteczki, takie jak kwasy
nukleinowe, biatka i inne sktadniki. Nastepnie dojrzate pecherzyki oddzielaja si¢
od powierzchni komérki i uwalniane sa do przestrzeni zewnatrzkomoérkowej (Grzy-
bowska et al., 2019). Mechanizm biogenezy mikropecherzykéw pokazany zostal
na Rysunku 2.23. Mikropecherzyki s uwalniane zaréwno przez komorki w stanie
spoczynku, jak i w odpowiedzi na bodzZce stresowe, takie jak stres oksydacyjny,
hipoksja czy uszkodzenie komérki. W przeciwienstwie do egzosoméw, mikrope-
cherzyki nie zawieraja biatek zwiazanych z endocytoza, lecz charakteryzuja sie
obecnoscig takich biatek jak integryny, flotyliny, selektyny oraz CD40. Podobnie
jak egzosomy, przenosza one w swoim wnetrzu kwasy nukleinowe, w tym mRNA
i miRNA (Mathivanan et al., 2010; Koniusz et al., 2016).

Cialka apoptotyczne

Trzecia subpopulacje pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych stanowia ciatka apop-
totyczne o wielkosci od 500 nm do 2000 nm (Baatout, 2023) i gestosci od 1,16 g/cm?
do 1,28 g/cm? (Zhang et al., 2019). W odréznieniu od egzosoméw i mikropeche-
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rzykow, ktore powstaja fizjologicznie z zywych komorek, ciatka apoptotyczne sg
uwalniane z komorek, ktore znajduja sie w poéznym stadium procesu apoptozy.
Proces ich powstawania jest zaprezentowany na Rysunku 2.23. Cechujg sie¢ wy-
soka zawartoscig fosfatydyloseryny. Zawierajag wewnatrz histony oraz fragmenty
organelli komoérkowych (Koniusz et al., 2016).

2.5.2 Mechanizmy wychwytu EVs przez komoérki

Zewnatrzkomoérkowe pecherzyki odgrywaja kluczowa role w komunikacji mie-
dzykomorkowej. Znaczenie tego zjawiska zostalo podkreslone w 2013 roku, kiedy
za wktad w odkrycie mechanizméw regulujacych transport pecherzykowy zostata
przyznana nagroda Nobla w dziedzinie fizjologii i medycyny (Mellman i Emr,
2013). Zawarto$¢ egzosomdéw moze by¢ przekazywana nie tylko komoérkom znaj-
dujacym si¢ w bezposrednim sasiedztwie, lecz réwniez komorkom zlokalizowanym
w odlegtych tkankach. W niektérych przypadkach przekaz ten moze prowadzié¢
do aktywacji odpowiedzi ogélnoustrojowej (Grzybowska et al., 2019). Zlozonosé
i wielokierunkowos¢ komunikacji miedzykomoérkowej z udziatem egzosomow spra-
wiaja, ze jej mechanizmy nadal pozostaja czeSciowo niepoznane. W literaturze
wyroznia sie trzy podstawowe mechanizmy interakcji egzsomoéw z komoérkami do-
celowymi (Zhang et al., 2015):

1. Bezposrednie oddzialywanie biatek transbtonowych obecnych na powierzchni

egzosoméw z receptorami sygnatowymi komorek docelowych (Munich et al.,
2012).

2. Fuzje btony egzosomu z btong cytoplazmatyczng komérki docelowej, prowa-
dzaca do uwolnienia zawartoéci egzosomu do cytoplazmy (Mulcahy et al.,
2014).

3. Internalizacje egzosomow do wnetrza komorki docelowej poprzez rézne szlaki
endocytarne (Mulcahy et al., 2014; Tian et al., 2013).

Egzosomy wykazujg wysoka swoistos¢ wzgledem okreslonych typéw komorek,
zarowno w warunkach in wvitro, jak i in vivo. Proces ich przyltaczania do komorki
docelowej jest regulowany przez obecnos¢ biatek adhezyjnych, takich jak integryny
czy czasteczki adhezji miedzykomorkowej (ICAM, z ang. InterCellular Adhesion
Molecule), ktore odgrywaja istotna role w komunikacji miedzykomérkowej. W za-
leznosci od typu komorki docelowej, internalizacja egzosoméw moze zachodzié¢ za
posrednictwem endocytozy klatrynozaleznej, z udziatem kaweoli, badz poprzez me-
chanizmy takie jak pinocytoza czy fagocytoza (Falcone et al., 2015; Mulcahy et al.,
2014). Na uwage zastuguje réwniez opisywany w literaturze mechanizm trans-

cytozy, polegajacy na transportowaniu pobranych egzosomow przez cytoplazme
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z jednej strony komorki na druga, co umozliwia ich przekazanie komérkom sasia-
dujacym (Zhang et al., 2015).

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe stanowig istotny element komunikacji miedzy-
komérkowej, umozliwiajac przekazywanie czasteczek biologicznie czynnych do ko-
morek docelowych. Mechanizm ich dziatania obejmuje zaréwno bezposrednie tacze-
nie sie z btong komdrkowa, jak i internalizacje¢ lub aktywacje szlakéw sygnatowych
poprzez interakcje z receptorami powierzchniowymi komoérek docelowych (Baatout,
2023). EVs odgrywaja kluczowa role w regulacji licznych proceséw fizjologicz-
nych, w tym odpowiedzi immunologicznej, sygnalizacji nerwowej oraz nowotwo-
rowej (Gutiérrez-Ferndndez et al., 2021). Reguluja zar6wno wewnetrzne procesy
w komoérkach nowotworowych, jak i ich interakcje z komérkami mikrosrodowi-
ska guza, w tym z komoérkami uktadu odpornosciowego. Moga oddzialywaé na
komorki w sposéb parakrynny (na sasiednie komorki), autokrynny (na te sama
komorke) i dokrewny (na komérki w odlegtych narzadach poprzez krazenie krwi),
co jest mozliwe dzieki specyficznemu sktadowi ich biatek i lipidow. Biatka obecne
na powierzchni egzosomow wykazuja podobienstwo do biatek btony komoérkowej
oraz endosomalnej komorki zrodtowej, przy jednoczesnej niewielkiej zawartosci
biatek pochodzacych z jadra komoérkowego lub z aparatu Golgiego. Natomiast
sktad lipidowy egzosomoéw odréznia sie od sktadu btony plazmatycznej — zawieraja
wiecej sfingomieliny, cholesterolu, ceramidu oraz fosfatydyloseryny, a mniej fosfa-
tydylocholiny (Baatout, 2023). EVs, uczestniczac w interakcjach miedzy guzem
a jego mikrosrodowiskiem, przyczyniaja si¢ miedzy innymi do promowania angio-
genezy, przeksztalcenia fibroblastéw w fibroblasty zwiazane z nowotworem (CAF,
z ang. Cancer-Associated Fibroblasts) oraz do modulacji odpowiedzi immunolo-
gicznej, ktoéra sprzyja wzrostowi i kolonizacji komoérek nowotworowych w odlegtych
narzadach jako przerzuty (Baatout, 2023; Kalluri i LeBleu, 2020). Po dotarciu do
komorki docelowej ich zawarto$¢ moze zostaé zaabsorbowana i wplynaé na we-
wnatrzkomoérkowe szlaki sygnatowe (Ratajczak i Ratajczak, 2020).

Biorac pod uwage szeroki zakres funkcji EVs, zaréwno w fizjologii, jak i pato-
logii, w tym ich istotny udzial w progresji nowotworéw, sg one obecnie uznawane
za cenne zrodto biomarkeréw wielu choréb, w tym nowotworéw (Assuncao et al.,
2025; Urabe et al., 2020). Zwazywszy na kluczowa role promieniowania jonizuja-
cego w terapii onkologicznej, istotne jest zrozumienie, w jaki sposob ekspozycja
na promieniowanie jonizujace moze wptywaé¢ na sktad, funkcje oraz whtasciwosci
biologiczne EVs, a tym samym na ich role¢ w odpowiedzi komérek nowotworowych

na leczenie.
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2.5.3 Metody detekcji EVs

Metoda $ledzenia nanoczastek (NTA)

Metoda analizy $ledzenia nanoczastek (NTA, z ang. Nanoparticle Tracking
Analysis) jest powszechnie stosowang metoda wizualizacji i charakterystyki pe-
cherzykow zewnatrzkomoérkowych. Metoda ta pozwala zbada¢ rozmiar, wysoko-
rozdzielczy rozktad wielkosci, stezenie oraz obecnos¢é markeréw powierzchniowych
(Comfort et al., 2021). NTA opiera swoje dziatanie na analizie ruchéw Browna
czastek. W metodzie tej Swiatto lasera oSwietla zawieszone w roztworze nano-
czastki, a pojawiajace si¢ rozbtyski rejestruje w czasie rzeczywistym potaczona
z mikroskopem kamera o wysokiej czutoéci. Wspoétezynnik dyfuzji wyznaczany jest
poprzez $ledzenie trajektorii ruchu pojedynczych czastek na kolejnych klatkach
filmu w okreslonym przedziale czasowym (Kowkabany i Bao, 2024). Przy uzyciu
rownania Stokesa—Einsteina wyznaczana jest srednica hydrodynamiczna nanocza-
stek (Einstein, 1905; Srivastava i Khanna, 2009):

kgT

D=_—""—,
37T77dhyd7«

(2.9)
gdzie: D — wspoétezynnik dyfuzji, kg — stata Boltzmanna, T — temperatura,
n — lepkos¢ cieczy, dpyq, — Srednica hydrodynamiczna.

Na Rysunku 2.24 zostala przedstawiona zasada dziatania aparatu wykorzystu-
jacego metode NTA.

Rysunek 2.24. Zasada dziatania aparatu wykorzystujacego metode NTA w trybach roz-
praszania $wiatta oraz fluorescencji, wraz z przykladowymi informacjami moz-
liwymi do uzyskania na temat pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych. Zaznaczone
kolorowe okregi symbolizuja mozliwo$¢ detekcji emisji $wiatta o réznych dlugo-
Sciach fali dzieki zastosowaniu odpowiednio dobranych filtrow optycznych. Na
podstawie (Kowkabany i Bao, 2024); tlumaczenie wlasne na jezyk polski.
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Obecnie wyrdznia sie dwa tryby pomiarowe w analizie NTA: tryb rozpraszania
Swiatta, oparty na detekcji sygnaléw generowanych przez EVs, oraz tryb fluore-
scencyjny, w ktorym rejestrowana jest emisja $wiatta z czastek znakowanych fluoro-
chromami. Dostepne konfiguracje aparatury NTA umozliwiajg zastosowanie jednej
z czterech dtugosci fali lasera: 405 nm, 488 nm, 532 nm oraz 642 nm (Kowkabany
i Bao, 2024).

Dynamiczne rozpraszanie $wiatta (DLS)

Technika dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS, z ang. Dynamic Light Scat-
tering) umozliwia pomiar hydrodynamicznej srednicy nanoczastek, wspétczynnik
dyspersyjnosci (PDI, z ang. Polydispersity Index) oraz potencjal Zeta, czyli poten-
cjat elektrokinetyczny. Pomiar ten jest realizowany poprzez naswietlanie probki,
ktora jest umieszczona w specjalnej kuwecie, wigzka lasera, a $wiatto rozproszone
rejestrowane jest pod katem 173°. Metoda ta swoje dziatanie opiera rowniez na ana-
lizie ruchéw Browna poruszajacych sie nanoczastek (Bhattacharjee, 2016). Tech-
nika DLS precyzyjnie okresla rozmiar czastek w probkach monodyspersyjnych.
Jednak obecno$¢ wiekszych czasteczek lub agregatéw w przypadku préobek za-
wierajacych egzosomy i mikropecherzyki prowadzi do zawyzania otrzymywanych
wynikéw (Lyu et al., 2021).



Rozdzialt 3

Materialy i metody

Rozdziatl ten zawiera opis materiatéw i metod zastosowanych do uzyskania
wynikow przedstawionych w niniejszej pracy. Rozpoczyna si¢ od charakterystyki
i dozymetrii wybranych zZrodel promieniowania jonizujacego: czastek a oraz pro-
mieniowania X. Nastepnie uwzgledniono opisy eksperymentéow z wykorzystaniem
linii komoérkowej PC3 i DU145 oraz z wyizolowanymi z tych komérek egzosoméw.
Eksperymenty zostaly podzielone na trzy gtéwne etapy. W pierwszej cze$ci badan
skupiono sie na charakterystyce promieniowrazliwo$ci komorek nowotworowych
gruczotu krokowego poddanych ekspozycji na promieniowanie « i promieniowanie
X oraz analizie egzosomdéw przez nie wydzielanych. W dalszej czesci opisano drugi
etap badan, czyli seri¢ eksperymentéw dotyczacych zbadania wpltywu egzosoméw
na promieniowrazliwo$¢ komoérek PC3 poddanych dziataniu promieniowania fo-
tonowego. Ostatni etap badan poswiecony byty efektowi sasiedztwa, w ktorym
podjeto probe zmodyfikowania promieniowrazliwosci komoérek PC3 za pomoca eg-
zosomow wyizolowanych z komérek DU145.

3.1 Zrédla promieniowania i ich dozymetria

Pomiar dawki promieniowania odgrywa kluczowa role w precyzyjnej ocenie
efektéw biologicznych dostarczenia jej do komdérek. W niniejszej pracy zostaly wy-
konane badania eksperymentalne z wykorzystaniem czastek « oraz promieniowania
X. Wybor tych dwéch rodzajoéw promieniowania zostal podyktowany ich odmien-
nymi mechanizmami oddziatywania z materia, co skutkuje réznicami w indukcji
uszkodzen materiatu genetycznego w komoérkach. W celu analizy mocy dawki pro-
mieniowania « z materiatem biologicznym zostaty wykorzystane symulacje oparte
na metodach Monte Carlo. Do oceny jednorodnosci rozktadu dawki powierzch-
niowego zrodla o zostata wykonana dozymetria doswiadczalna z wykorzystaniem
filméw radiochromowych. Filmy radiochromowe zostaly réwniez wykorzystane do

okreslenia mocy dawki i jednorodnosci promieniowania fotonowego generowanego
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przez lampe rentgenowska. W eksperymentach przeprowadzonych na komorkach
nowotworowych gruczotu krokowego zostal wykorzystany izotop 2*!Am jako emi-
ter czastek a oraz lampa RTG jako Zrédlo promieniowania X. Oba zrédta sa do-
stepne w Pracowni RTG oraz Pracowni Klasy Z w Zaktadzie Fizyki Biomedycznej
na Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego. Eksperymenty przeprowadzone
w ramach niniejszej pracy dla czastek a zostaty wykonane przy uzyciu bliznia-

czego 7rodia 24 Am, ktére jest dostepne w Srodowiskowym Laboratorium Ciezkich

Jonéw (SLCJ).

3.1.1 Charakterystyka i dozymetria powierzchniowego zro-
dla a: >’ Am

Na Rysunku 3.1 zostato przedstawione ptaskie zrédto ! Am (model AM1AP1
0053U, Eckert & Ziegler), ktére zostalo uzyte w eksperymentach do napromie-
niania komérek z wykorzystaniem promieniowania a. Aktywnosé zrodta, zgodnie
z certyfikatem, wynosi 1,96 MBq. Zrédlo sklada sie z dwéch warstw: aktywnej
(AmO,), osadzonej na szklanej podstawce, o érednicy 5 cm i grubosci 0,4 pm,
oraz ochronnej warstwy ztota o grubosci 1 pm. Zmierzona aktywnos$¢ powierzch-
niowa zrédta wynosi 100 %. Charakterystyka widma promieniowania o byta ana-
lizowana za pomoca krzemowego detektora pétprzewodnikowego aktywowanego
borem, bedacego na wyposazeniu SLCJ, w ramach wspélnego projektu nauko-
wego. W ramach tej pracy wykonano rowniez walidacje danych uzyskanych z po-
miaréow z wykorzystaniem detektora potprzewodnikowego za pomoca symulacji
MC w srodowisku Geant4-DNA. Uzyskane widma energetyczne byty ze soba po-
rownane, a na podstawie dopasowania krzywych Gaussa potwierdzono zgodnosé
statystyczng pomiaréw energii zmierzonych za pomocg detektora z wynikami sy-
mulacji MC. Wyniki zostaly opisane w pracy (Filipek et al., 2024). Dzieki tej
wspotpracy opracowano kod, ktory symuluje zrédto uwzgledniajace jego charak-
terystyke, umozliwiajacy wykonanie przeze mnie symulacji MC w celu okreslenia
mocy dawki tego zZrodta dla geometrii uktadu eksperymentalnego zastosowanego

w ramach niniejszych eksperymentow.

Rysunek 3.1. Zrédlo powierzchniowe 24! Am: widok od géry z etykieta (panel A) i od
dotu z widoczng warstwa zlota (panel B).
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Dozymetria zrédia 24! Am zostala wykonana z wykorzystaniem pakietu Geant4-
DNA, umozliwiajacego obliczanie dawek pochtonietych w komorkach z uwzgled-
nieniem ich budowy, obejmujacej zaréwno cytoplazme, jak i jadro komérkowe (In-
certi et al., 2006). Geometria napromieniania komorek czastkami « zastosowana
w symulacjach MC odzwierciedlata rzeczywiste warunki eksperymentalne i zostata
zaprezentowana na Rysunku 3.2. Komorki, wysiane na szkietku nakrywkowym
o $rednicy 3 cm, byly napromieniane od gory, a emitowane czastki a przecho-
dzity kolejno przez warstwe folii Mylar o grubosci 3 pm, a nastepnie przez warstwe
pozywki o grubosci 6 pm. Warstwe komérek zdefiniowano na podstawie sktadu ko-
morek gruczotu krokowego przyjetego w pracy (Zaichick i Zaichick, 2016). Gestosé
tej warstwy wynosita: 1,04 5.

Rysunek 3.2. Schemat ukladu eksperymentalnego napromieniania komérek czastkami
« przygotowany za pomoca narzedzia BioRender: https://www.biorender. com.
Skala na rysunku nie jest zachowana. Szalka Petriego na czas napromieniania ko-
morek jest zamykana, aby zachowaé sterylne warunki podczas pracy z materialem
biologicznym.

Dodatkowo w celu weryfikacji jednorodnosci rozktadu dawki powierzchniowego
zrodta a wykonano pomiary z wykorzystaniem filméow radiochromowych Gafchro-
mic™ EBT3 — Unlaminated films (Ashland Inc., Bridgewater, NJ; 11022001P1).
Filmy te zbudowane sa z przezroczystej warstwy poliestrowej o grubosci 125 pm
pokrytej warstwa aktywnag o gruboéci 14 pm, ktorej procentowy sktad chemiczny
przedstawiono w Tabeli 3.1 (Grilj i Brenner, 2018).

Pomiary dozymetryczne przeprowadzono dla dwéch konfiguracji uktadu: zré-
dlo ! Am umieszczone bezposrednio na filmie radiochromowym oraz folia Mylar
o gruboéci 3 pm umieszczona pomiedzy Zrédtem 24 Am a filmem radiochromowym.
Napromienianie kazdego filmu radiochromowego trwato 3 minuty i 33 sekundy i dla
kazdego uktadu wykonano po 5 pomiaréw. Jednorodnos¢ rozktadu dawki zostata
rowniez sprawdzona za pomocg kodéw Geantd-DNA w celu walidacji wynikéw

uzyskanych eksperymentalnie.
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Tabela 3.1. Procentowy sktad warstwy aktywnej filméw radiochromowych Gafchromic™
EBT3 - Unlaminated (Grilj i Brenner, 2018).

Pierwiastek | Zawarto$é (%)
H 55,8
C 31,1
0 10,5
Li 0,6
N 0,4
Al 0,1
Cl 0,1
Na 0,1
S 0,1

3.1.2 Zré6dlo promieniowania X i jego weryfikacja dozyme-

tryczna

Zrédlem promieniowania X w przeprowadzonych eksperymentach byta lampa
rentgenowska. Zdjecia lampy RTG oraz generatora wysokiego napiecia zostaly
przedstawione na Rysunku 3.3. Lampa RTG marki Philips, model PW2275/20 (Phi-
lips Analytical X-ray, 1998), wyposazona jest w anode molibdenowa i zasilana
przez generator wysokiego napiecia PW3830. Lampa zostata zaprojektowana do
pracy przy maksymalnym napieciu 60 kV (Philips Analytical B.V., 2001).

Rysunek 3.3. Lampa rentgenowska PW2275/20 z molibdenowa anoda (panel A), gene-
rator wysokiego napiecia PW3830 (panel B).

Dozymetrie lampy rentgenowskiej przeprowadzono z wykorzystaniem filmow
radiochromowych w celu okreslenia mocy dawki oraz weryfikacji jednorodnosci
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rozktadu dawki generowanego przez lampe promieniowania. W niniejszym bada-
niu zastosowano filmy radiochromowe Gafchromic™ EBT4 films (Ashland Inc.,
Bridgewater, NJ; 973857), ktére zbudowane sg z trzech warstw, warstwy aktywne;
o grubosci 28 pm, znajdujacej sie pomiedzy dwoma przezroczystymi zabezpie-
czajacymi warstwami poliestrowymi o grubosci 125 pm kazda. Procentowy sktad
chemiczny warstwy aktywnej przedstawiono w Tabeli 3.2. Filmy te umozliwiaja
precyzyjna weryfikacje dawek w zakresie od 0,2 do 10 Gy (https://www.ashland.
com/industries/medical/radiotherapy-films/ebt4).

Tabela 3.2. Procentowy sklad warstwy aktywnej filméw radiochromowych Gafchromic™
EBT4 (Clements i Bazalova-Carter, 2024).

Pierwiastek | Zawartosé (%)
C 51,1
0 32.8
H 8,8
Al 6,7
Li 0,6

Pomiary dozymetryczne oraz napromienianie komérek wykonywane byty dla
napiecia na lampie réwnego 50 kV oraz dla natezenia pradu, ktore wynosito 10 mA.
Po zakonczeniu procedury rozgrzewania lampy przygotowano filmy radiochromowe,
wycinajac z arkusza filmu kwadratowe probki o wymiarach okoto 5 cm. Nastepnie
w szalce Petriego o $rednicy 90 mm i wysokosci 16,2 mm umieszczono szklane
szkietko nakrywkowe o $rednicy 30 mm i grubosci 0,13 — 0,16 mm (na szkiel-
kach w dalszej czesci eksperymentéw wysiewano komorki do napromieniania). Na
szkietku umieszczono film radiochromowy, a nastepnie szalke zamknieto. Przygoto-
wang szalke Petriego umieszczono wewnatrz obudowy, w ktorej znajduje sie lampa
rentgenowska w odleglosci 34 cm od Zrédia, co jest widoczne na Rysunku 3.4A.
Nastepnie przeprowadzano napromienianie filméw radiochromowych, ktore trwato
kolejno: 5, 10, 15, 20, 30, 45 i 60 sekund. Dodatkowo wykonano pomiar kontrolny —
film radiochromowy umieszczono w tym samym miejscu, co filmy napromienione,
na 60 sekund, lecz bez wlaczenia lampy RTG. Dla kazdego czasu napromieniania
wykonano 5 niezaleznych pomiaréw. Zdjecie oraz schemat uktadu eksperymental-
nego przedstawiono na Rysunku 3.4.
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Rysunek 3.4. Geometria uktadu napromieniania monowarstwy komorek z uzyciem lampy
rentgenowskiej podczas wykonywania dozymetrii: film radiochromowy umiesz-
czony na dnie obudowy lampy RTG po napromienieniu, widoczne zaczernienie
filmu (panel A). Schemat ukladu eksperymentalnego napromieniania komdrek
promieniowaniem rentgenowskim przygotowany za pomoca narzedzia BioRender.
Skala na rysunku nie jest zachowana (panel B).

Po ekspozycji filméw radiochromowych na dziatanie promieniowania rentge-
nowskiego, filmy przechowywano w ciemnym miejscu, co miato na celu ochrone
przed potencjalnym wplywem $wiatta. Po uptywie 24 godzin filmy zeskanowano
przy pomocy skanera Epson Expression 12000XL (Epson Seiko Epson Corp., Na-
gano, Japonia), rekomendowanego przez producenta zastosowanych filméw ra-
diochromowych. Skany wykonywano przy 48-bitowej gltebi koloréw (16 bitéw na
kazdy kanat) oraz rozdzielczosci 1200 DPI (liczba punktéw przypadajacych na cal,
z ang. Dots Per Inch). Zeskanowane obrazy zapisywano w formacie pliku TIFF.
Przy uzyciu oprogramowania ImageJ (wersja 1.54k, National Institutes of Health,
USA; https://imagej.net/software/imagej/) skany rozdzielano na 3 podsta-
wowe kanaly — czerwony (R, z ang. Red), zielony (G, z ang. Green) i niebieski
(B, z ang. Blue). Po rozdzieleniu koloréw na poszczegdlne kanaty RGB na kaz-
dym filmie zaznaczano napromieniony obszar (koto o $rednicy 3 c¢m), zachowujac
odpowiednie marginesy. Do dalszych analiz wykorzystywano wartosci uzyskane na
podstawie kanalu czerwonego, ktéry wykazuje najwyzsza czutosé na dawke pro-
mieniowania, szczegdlnie w zakresie niskich dawek (Stevens et al., 1996; Ohuchi,
2007). Nastepnie z wyznaczonych obszaréw odczytano wartosé srednig oraz odchy-
lenie standardowe intensywnosci piksela. Na ich podstawie oraz dostepnej krzywej
kalibracyjnej, uzyskanej w wyniku napromieniania filméw radiochromowych ak-
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celeratorem liniowym Elekta Synergy w Narodowym Instytutcie Onkologii - Pan-
stwowym Instytucie Badawczym im. Marii Sktodowskiej-Curie (filia Wawelska),
obliczono wartosci dawki wraz z jej niepewnoscig. Krzywe kalibracyjne przedsta-

wiono na Rysunku 3.5.

Rysunek 3.5. Krzywa kalibracyjna filméw radiochromowych Gafchromic™ EBT4 dla ka-
nalu R (krzywa czerwona), kanatu G (krzywa zielona) oraz kanalu B (krzywa nie-
bieska) otrzymana na podstawie pomiaréw wykonanych w Narodowym Instytucie
Onkologii.

Zaleznos¢ intensywnosci piksela od dawki opisuje wzor:

b
D—¢’

I(D)=a+ (3.1)

gdzie: I - intensywnos¢ piksela, D - dawka, a,b,c - wspotczynniki dopasowania
krzywej kalibracyjne;j.

Parametry dopasowania krzywych kalibracyjnych dla kazdego kanatu umiesz-
czono w Tabeli 3.3.
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Tabela 3.3. Parametry dopasowania krzywych kalibracyjnych filméw radiochromowych
Gafchromic™ EBT4.

Parametr kanal R (103) kanal G (10%) | kanal B (103)

a 4,49 + 0,28 18416 1,7+ 1,6
b 472 41,2 100 + 35 152 + 35
c -0,001137 = 0,000023 | -0,0022 = 0,0012 | -0,0081 & 0,0012

Podczas analizy filméw radiochromowych dawka D obliczana jest na podstawie

wzoru 3.1 przeksztatconego do postaci:

b
I—a

D= + c. (3.2)

Niepewnosci dawek obliczono z propagacji matych btedow, uwzgledniajac za-
rowno niepewnosci intensywnosci piksela, jak i niepewnosci parametréw dopaso-

wania krzywych kalibracyjnych:

op = \/<ﬁo—a>2 + (I i aab>2 + 02+ ((]_—bayal)z, (3.3)

gdzie: o7, 0., 0y, 0. to niepewnosci intensywnosci piksela oraz wspotczynnikéw

kalibracyjnych.
Do wartosci dawek odczytanych dla réoznych punktéw czasowych dopasowano

parametry regresji liniowej, umozliwiajac oszacowanie mocy dawki:
D= Dt +ec, (3.4)

gdzie: D - dawka, D - wspélezynnik kierunkowy prostej, stanowiacy poszukiwana

moc dawki, t - czas napromieniania, ¢ - wyraz wolny.

3.2 Charakterystyka promieniowrazliwosci komoé-
rek PC3 i DU145 oraz egzosomo6w przez nie

wydzielanych

3.2.1 Material biologiczny

Badania zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem komoérek nowotworowych
gruczotu krokowego linii PC3 i DU145. Linia PC3 to komérki, ktére zostaty opi-
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sane po raz pierwszy w literaturze w 1979 roku (Kaighn et al., 1979). Komérki
te zostaly wyizolowane z przerzutow do kregu ledzwiowego u 62-letniego mezczy-
zny rasy kaukaskiej (Sobel i Sadar, 2005). Linia DU145 to komorki, ktére zostaly
wyizolowane po raz pierwszy w 1975 roku z przerzutéow do osrodkowego uktadu ner-
wowego 1 pochodzity od 69-letniego mezczyzny rasy kaukaskiej (Stone et al., 1978).
Srednica komérek nowotworowych gruczotu krokowego wynosi (15,1 £ 2,6) pm dla
linii PC31 (12,5 £ 2,5) pm dla linii DU145 (Park et al., 2014). Czas podwojenia po-
pulacji dla komérek PC3 jest réwny 33 godziny (Sobel i Sadar, 2005) i 34 godziny
dla komérek DU145 (Webber et al., 1997). Zdjecia mikroskopowe komérek PC3
i DU145 zostaly przedstawione na Rysunku 3.6A i na Rysunku 3.6B, odpowiednio
dla réznych konfluencji.

Rysunek 3.6. Wyglad komérek linii PC3 (panel A) i DU145 (panel B) pod mikroskopem.
Na lewym panelu zostaly przedstawione szalki z komoérkami o mniejszej konflu-
encji, a na prawym panelu — o wiekszej. Zdjecie pochodzi z bazy American Type
Culture Collection (ATCC): https://www.atcc.org/products/crl-1435 (PC3)
i https://www.atcc.org/products/htb-81 (DU145).

Prace zwigzane z hodowlg komoérkows zostaly wykonane w Laboratorium Ra-
diobiologicznym w Zaktadzie Fizyki Biomedycznej na Wydziale Fizyki Uniwer-
sytetu Warszawskiego. Komorki byty przechowywane w inkubatorze (SafeGrow
Pro, EuroClone) w temperaturze 37°C, przy zawartosci 5% CO, oraz wilgotnosci
powietrza na poziomie 95%. Hodowla komérkowa byta prowadzona w zmodyfiko-
wanej pozywce Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM-F12, VWR, nr kat.
392-0411), wzbogaconej 10% plodowa surowica bydleca (FBS, z ang. Fetal Bo-
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vine Serum, Biowest, nr kat. S1810), ktéra dostarczata niezbednych sktadnikow
do wzrostu i proliferacji komorek, a takze 2% antybiotykiem w postaci miesza-
niny penicyliny i streptomycyny (Gibco, nr kat. 15140122), zapobiegajacym wy-
stapieniu kontaminacji bakteryjnej. W przypadku wykonywania procedur zwia-
zanych z badaniami egzosomowymi, hodowla komérkowa byta prowadzona w tej
samej zmodyfikowanej pozywce DMEM-F12, jednak wzbogaconej 5% plodowa su-
rowicg bydleca, pozbawiong egzosoméw (FBS EXO(-), z ang. Fetal Bovine Serum,
exosome-depleted, Gibco, nr kat. A2720801) oraz 2% antybiotykiem. Szczegdty
dotyczace pasazowania komorek zostaly opisane w Dodatku A: Protokot labora-
toryjny hodowli komoérek PC3 i DU145.

3.2.2 Schemat przebiegu eksperymentow

Badania wykonane w pierwszym etapie realizacji projektu doktorskiego koncen-
trowaly sie na charakterystyce promieniowrazliwosci komoérek PC3 i DU145 oraz
egzosomoOw przez nie wydzielanych. W tym celu wykonano analize wptywu rodzaju
promieniowania jonizujacego na odpowiedz komoérkows nowotworowych komoérek
gruczotu krokowego oraz na charakterystyke produkowanych przez nie egzosoméow.
Schemat pojedynczego eksperymentu zostal przedstawiony na Rysunku 3.7. Prze-
prowadzono poréwnawczg analize odpowiedzi komoérkowej na promieniowania jo-

nizujace o niskim i wysokim LET.

Rysunek 3.7. Zbadanie wplywu rodzaju promieniowania jonizujacego na odpowiedz ko-
morek nowotworowych gruczotu krokowego o réznej promieniowrazliwosci oraz na
charakterystyke produkowanych z nich egzosoméw, przygotowany za pomoca na-
rzedzia BioRender.
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Przygotowanie komoérek przed napromienianiem

Dwa dni przed napromienianiem komorki wysiewano na szklane szkietka na-
krywkowe o $rednicy 3 cm, ktére nastepnie umieszczano w ptytkach 6-dotkowych
(Rysunek 3.8). Liczba wysiewanych komérek wynosita 2,0 - 10> komérek w jednym
dotku szalki w 5 ml pozywki. Przed wysianiem liczba komoérek byta precyzyjnie
okreslana za pomoca automatycznego licznika komérek EVE™ (NanoEnTek Inc.)
na podstawie czterech niezaleznych pomiaréw dla kazdej probki.

Dla kazdej dawki promieniowania, w tym dla grupy kontrolnej, wykonywano
co najmniej dwa powtérzenia (dwa replikanty) w ramach pojedynczego ekspery-
mentu. Kazdy eksperyment przeprowadzano niezaleznie w trzech powtoérzeniach.

Liczba szkietek oraz liczba replikantow byty dostosowywane indywidualnie do
rodzaju wykonywanego testu, zgodnie z jego specyficznymi wymaganiami meto-
dologicznymi. Szczegdtowy opis procedur zwigzanych z poszczegdlnymi testami
znajduje si¢ w Rozdziale 3.2.3.

Rysunek 3.8. Plytka 6-dotkowa z wysianymi komoérkami nowotworu gruczotu krokowego
linii PC3.

Napromienianie z wykorzystaniem ! Am

Podczas napromieniania kazde szkietko nakrywkowe z wysianymi komérkami
umieszczono w szalce Petriego o srednicy 9 ecm. Na powierzchnie komoérek doda-
wano 4 ul pozywki, co odpowiadato warstwie o grubosci okoto 6 pm. Nastepnie
warstwe komorek (o grubosci 2 pm) przykrywano foliag Mylar o grubosci 3 pm, po
czym na jej powierzchni umieszczono zréodlo promieniowania a. W celu zachowa-
nia sterylnych warunkéw podczas pracy z materialem biologicznym szalke Petriego
zamykano i umieszczono w inkubatorze na okreslony czas, zgodnie z oszacowang
mocg dawki.
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Komérki nowotworowe gruczotu krokowego poddano ekspozycji na dawke 1 Gy
i 2 Gy w celu przeprowadzenia klonogennego testu przezywalnosci. Czas napromie-
niania komérek wynosit 1 minute i 40 sekund (dla 1 Gy) i 3 minuty i 20 sekund (dla
2 Gy). W przypadku wykonywania pozostatych testéw komoérkowych (oznaczenia
apoptozy, test LDH, I1-6) oraz testow egzosomowych (pomiar wielkosci i koncen-
tracji egzosoméw) do komérek dostarczono dawke o wartosci 2 Gy (3 minuty i 20
sekund) oraz 6 Gy (10 minut). We wszystkich eksperymentach prowadzono réowniez
hodowle komorek kontrolnych, ktore nie byty poddawane dziataniu promieniowa-
nia jonizujacego.

Ekspozycja na promieniowanie X

Analogicznie do napromieniania czastkami «, dla promieniowania X kazde
szkietko nakrywkowe z wysianymi komoérkami rowniez umieszczono w szalce Pe-
triego. W tym przypadku szalka zostata od razu zamknieta i umieszczona pod
lampg RTG na okreslony czas, zgodnie z oszacowang moca dawki.

Dla promieniowania X i klonogennego testu przezywalnosci do komorek do-
starczono szereg dawek: 0,5 Gy (9 sekund), 1 Gy (18 sekund), 2 Gy (36 sekund),
4 Gy (1 minuta i 12 sekund), 6 Gy (1 minuta i 48 sekund) i 8 Gy (2 minuty
i 24 sekundy). Do oznaczen apoptozy oraz badan egzosomowych komorki poddano
ekspozycji na dawke 2 Gy i 6 Gy, z kolei dla testu YH2AX tylko na dawke 2 Gy.
Kazdej serii napromieniania towarzyszyty rowniez probki kontrolne, ktére nie byty
eksponowane na promieniowanie fotonowe.

W przypadku klonogennego testu przezywalnosci, przeprowadzonego w Labo-
ratorium Radiobiologicznym Zaktadu Fizyki Biomedycznej, po napromienieniu ko-
morki poddawano czternastodniowej inkubacji, umozliwiajacej tworzenie kolonii.

W Centrum Badan Przedklinicznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
wykonano takze analizy komérkowe oceniajace apoptoze — programowang Smierc
komorki — z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Dodatkowo, w przypadku
komorek poddanych dziataniu czastek o oznaczono procent uwalnianej dehydroge-
nazy mleczanowej (LDH, z ang. lactate dehydrogenase) oraz stezenie interleukiny-6
(IL-6).

Po czterech dniach inkubacji pobrano supernatanty hodowli komérkowych (ina-
czej nadsacz komérkowy), z ktérych nastepnie izolowano egzosomy. Ich koncentra-
cje oraz Srednice mierzono metodg NTA w Centrum Badan Przedklinicznych War-

szawskiego Uniwersytetu Medycznego zgodnie z procedurami opisanymi w Roz-
dziale 3.2.4.
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3.2.3 Procedury eksperymentalne

Klonogenny test przezywalnosci

W celu okreslenia przezywalnosci komérek dla linii PC3 i DU145 przeprowa-
dzono klonogenny test przezywalnosci, ktory umozliwit wyznaczenie frakeji prze-
zywajacych komérek (SF, z ang. Surviving Fraction) eksponowanych na czastki «
(zakres dawek: 0-2 Gy) oraz na promieniowanie X (zakres dawek: 0-8 Gy).

Dla kazdej dawki przed napromienianiem komoérki wysiewano na pojedyncze
szkietko nakrywkowe zgodnie z informacjami zawartymi w Rozdziale 3.2.2. Po
napromienieniu i odklejeniu komérek od podtoza za pomoca trypsyny, komorki
liczono i rozdzielano do dalszej inkubacji, przygotowujac po trzy replikanty na
kazda dawke (w tym kontrolna). Komorki wysiewano w odpowiedniej gestosci
(Tabela 3.4) na szalki Petriego o $rednicy 9 cm, zawierajace po 15 ml pozywki

hodowlanej.

Tabela 3.4. Liczba wysiewanych komoérek nowotworowych gruczotu krokowego do klono-
gennego testu przezywalnosci.

PC3 DU145
Komorki
X o X o
Kontrolne 9000 11000 6000 11000
Napromienione | 1100040000 | 17000-70000 | 8000-20000 | 17000-70000

Po wysianiu komérki inkubowano przez 14 dni w warunkach standardowej ho-
dowli, umozliwiajac tworzenie kolonii. Nastepnie kolonie zostaly utrwalone i wy-
barwione roztworem Giemsy. Skany szalek z wybarwionymi koloniami poddano
analizie ilosciowej w celu okreslenia liczby powstatych kolonii. Wykorzystano do
tego narzedzie countPHICS (z ang. count and Plot Hlstograms of Colony Size)
(Brzozowska et al., 2019). Na podstawie uzyskanej liczby kolonii, korzystajac
ze wzoru (2.6) obliczono wydajno$é klonowania. Obliczone PE wykorzystano do

obliczenia SF z wzoru (2.7). Uzyskane wartoéci przedstawiono na wykresie za-
leznosci frakcji komorek przezywajacych od dawki promieniowania, co pozwo-
lito na wyznaczenie krzywych przezywalnosci. Do ich analizy zastosowano model
liniowo—kwadratowy, powszechnie wykorzystywany w radiobiologii do opisu zalez-

nosci przezywalnosci komoérek od dawki promieniowania.

Apoptoza

W celu oceny apoptozy po ekspozycji komoérek na promieniowanie, dla kazdej

wartos$ci dawki oraz dla komérek kontrolnych, dwa szkietka nakrywkowe (napro-
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mienione tg sama dawka) przenoszono do jednej szalki Petriego o $rednicy 9 cm,
zawierajacej 18 ml pozywki hodowlanej. Tak przygotowane komoérki inkubowano
przez 96 godzin. Efekt apoptotyczny oceniano metoda podwdjnego barwienia An-
nexin V:FITC oraz jodkiem propidyny, wykorzystujac zestaw do detekcji apoptozy
FITC:Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences Pharmingen, nr kat.
556420) zgodnie z protokotem producenta. Analize przeprowadzano na prébkach
zawierajacych po 10 000 komoérek kazda, przy uzyciu cytometru przeptywowego
FACSCalibur (Becton Dickinson) oraz oprogramowania CellQuest. Zdjecie wyko-
rzystywanego cytometru oraz ekranu przedstawiajacego okno programu CellQuest
zostato zaprezentowane na Rysunku 3.9.

Rysunek 3.9. Cytometr przeptywowy FACSCalibur (Becton Dickinson).

Za komorki zywotne uznawano populacje niewykazujacg sygnatu fluorescencyj-
nego zaréwno dla aneksyny V, jak i PI. Komérki wykazujace dodatnig fluorescencje
aneksyny V i ujemng PI klasyfikowano jako komorki we wezesnej fazie apoptozy,
natomiast komérki wykazujace jednoczesng dodatnig fluorescencje aneksyny V
i PI identyfikowano jako komorki w péznej fazie apoptozy. Komorki nekrotyczne
wykazywaly ujemng fluorescencje aneksyny V i dodatnig PI.

Test LDH

Ocene stopnia cytotoksycznosci oraz poziomu uszkodzenia komérek przepro-
wadzono na podstawie pomiaru aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej, uwal-
nianej do supernatantu komoérkowego przez komoérki ulegajace lizie. Pomiar ten
wykonano z wykorzystaniem zestawu LDH Cytotoxicity Detection Kit (TaKaRa
Bio Inc., MK401) zgodnie z protokotem producenta (TaKaRa Bio Inc., 2020).
Supernatanty hodowli komérkowych (po 3 objetosci 50 pl z kazdej prébki), po-
chodzace z napromienionych komorek oraz z komérek kontrolnych, przeniesiono
do ptytek 96-dotkowych, a nastepnie dodano zalecane odczynniki. Reagenty, nie-
zbedne do przeprowadzenia testu, przygotowywano bezposrednio przed uzyciem,

tworzac mieszaning reakcyjna na 100 testéw, poprzez potaczenie 125 nl odezynnika
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Catalyst z 5,625 ml odczynnika INT. Do kazdego dotka dodano po 50 ul przygoto-
wanej mieszaniny reakcyjnej, a nastepnie inkubowano w ciemnosci w temperaturze
pokojowej (RT, z ang. Room Temperature) przez 30 minut.

Absorbancje powstatego barwnego produktu zmierzono przy dlugoéci fali 490
nm, korzystajac z czytnika mikroptytek Epoch (BioTek Inc., USA), wyposazo-
nego w oprogramowanie Gen5 (BioTech Instruments, Inc., Biokom). Dla kazde;
probki wykonano dwa niezalezne pomiary, po czym obliczono $rednig wartosé ab-
sorbancji. Maksymalne uwolnienie LDH (Ayysokie; kontroii) 0znaczano dla komorek
kontrolnych poddanych lizie przy uzyciu 1% roztworu Tritonu X-100, uzyskujac
wartos¢ réwng 2. Minimalne uwalnianie LDH (Ayiskiej kontroii) Okreslono na pod-
stawie pomiaréw wykonanych dla komérek kontrolnych, ktére nie byty traktowane
Tritonem X-100. Cytotoksycznosé (C') obliczono na podstawie wartosci absorbancji

uzyskanych dla napromienianych komoérek A, spki badane; Wedtug ponizszego wzoru:

Ar(’) i aane'_Am's iej kontroli

Awysokiej kontroli — Am’skiej kontroli

gdzie A oznacza wartos¢ absorbancji. Kontrola niska (Ayiskiej kontroii) Obejmowata
komorki hodowane w DMEM-12 z dodatkiem 10% FBS i 2% antybiotyku, nato-
miast kontrola wysoka (Awysokiej kontroti) Obejmowata komorki inkubowane w tych
samych warunkach, lecz z dodatkiem 1% Tritonu X-100, co odpowiadato 100%
uwolnienia LDH. Detergent Triton X-100 byt stosowany jako kontrola pozytywna

w tescie LDH w celu okreslenia maksymalnego uwolnienia enzymu z komorek.

Interleukina 6

Stezenie interleukiny 6 (IL-6) w hodowlach komérek nowotworowych gruczotu
krokowego, zaréwno w komorkach napromienionych czgstkami «, jak i w komor-
kach kontrolnych, oznaczano metoda ELISA (Diaclone SAS, Besancon Cedex,
Francja, 950.030.048). Analize przeprowadzono dla supernatantu hodowli komor-
kowej, pobierajac po 150 nl z kazdej szalki Petriego. Oznaczenia poziomu IL-6
wykonano z wykorzystaniem testu immunoenzymatycznego ELISA zgodnie z pro-
tokotem producenta (Diaclone SAS, 2020).

3.2.4 Izolacja egzosomow i ich charakterystyka

Zewnatrzkomorkowe pecherzyki (egzosomy) uwalniane przez komorki nowotwo-
rowe gruczotu krokowego PC3 i DU145 izolowano z ich nadsaczy hodowlanych.

Komoérki hodowano w medium DMEM-F12 uzupelnione 5% surowicg bydleca
pozbawiong egzosomoéw oraz 2% antybiotykiem. W przypadku analiz Western Blot
(opisane szczegétowo w Rozdziale 3.3.1) komérki PC3 i DU145 hodowano w bu-
telkach T-175 (powierzchnia wzrostu 175 cm?, GenoPlast Biotech S.A., GoogLab;



64 Materialy i metody

G77090033), stosujac 20 ml pozywki na butelke i po dwie butelki na kazda prébke.
Na potrzeby pozostatych badan, zaréwno dla komoérek napromienionych, jak i kon-
trolnych, umieszczono po dwa szklane szkietka nakrywkowe (2,0 - 10° komérek na
szkietko) w jednej szalce Petriego o $rednicy 9 cm, zawierajacej 18 ml pozywki. Po
96 godzinach hodowli nadsacz zbierano do falkonéw. Proces izolacji rozpoczynal
sie od usuniecia zanieczyszczen komérkowych. W tym celu supernatant poddawano
sekwencyjnemu odwirowaniu: poczatkowo przez 10 minut przy 2000g w tempera-
turze pokojowej, a nastepnie przez 30 minut przy 10000g w temperaturze 4°C.
Kolejnym etapem byta filtracja supernatantu przy uzyciu sterylnego filtru strzy-
kawkowego o rozmiarze poréw 0,22 pm (Millex, MilliporeSigma; SLGP033RS), co
pozwalato na eliminacje wiekszych pecherzykéw zewnatrzkomérkowych, w tym cia-
tek apoptotycznych. Przefiltrowane supernatanty komérkowe zatezano do objetosci
1 ml przy uzyciu koncentratoréw Vivacell100 (100 000 MWCO, Sartorius; VS2041).
Egzosomy izolowano metoda chromatografii wykluczeniowej (SEC, z ang. size exc-
lusion chromatography). Kolumna chromatograficzna zostata przedstawiona na Ry-
sunku 3.10.

Rysunek 3.10. Schematyczny rysunek procesu izolacji egzosoméw przy uzyciu SEC, uka-
zujacy, ze najwicksze czasteczki opuszczaja kolumne jako pierwsze, a za nimi —
$rednie i najmniejsze, opracowanie wlasne na podstawie (Ludwig et al., 2019)
przygotowane za pomoca narzedzia BioRender (panel A). Zdjecie ilustrujace zbie-
ranie frakcji #4 (panel B).

1 ml skoncentrowanego supernatantu dodawano do kolumny chromatograficz-
nej Econo-Pac (Bio-Rad; 7321010), wypelnionej 10 ml sefarozy (Sepharose CL-2B,
Cytiva; GE17-0140-01), celem elucji frakeji #0. W kolejnym etapie do kolumny do-
dawano 1 ml soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS, z ang. Phosphate
Buffered Saline), aby wyplukaé¢ frakcje #1. Procedure te powtarzano dwukrot-
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nie, co pozwalato na elucje frakcji #2 i #3. Frakcja #4, zawierajaca najwyzsze
stezenie egzosomoéw, byta zbierana do probéwek typu Eppendorf i przeznaczona
do analizy NTA. Szczegdtowy opis procedury izolacji egzosomow przedstawiono
w Dodatku B: Protokoét laboratoryjny izolacji egzosomoéw, zgodnie z metodologia
opisana w pracy (Ludwig et al., 2019).

Analize Sledzenia nanoczastek przeprowadzono przy uzyciu aparatu ZetaView
(Rysunek 3.11), wyposazonego w oprogramowanie (wersja 2.3, Particle Metrix
GmbH, Inning am Ammersee, Niemcy), w celu zmierzenia rozmiaru (Srednicy hy-
drodynamicznej) oraz koncentracji egzosoméw uwalnianych przez napromienione
i kontrolne komoérki nowotworowe gruczotu krokowego. Analizie poddano prébki
pochodzace zaréwno z komoérek eksponowanych na promieniowanie «, jak i na pro-
mieniowanie X. Przed wykonaniem pomiaréw probek urzadzenie skalibrowano przy
uzyciu standardowych nanoczgstek polistyrenowych o érednicy 100 nm. Parame-
try akwizycji ustawiono na czutosé 85 (zakres od 0 do 100), szybkos¢ rejestracji 30
klatek na sekunde (fps) oraz czas otwarcia migawki wynoszacy 100, co odpowiada
czasowi ekspozycji $wiatta rzedu 1-3 ms. Srednia liczba nanoczgstek zliczanych
w jednej klatce wyniosta 275, co przekracza wezesniej sugerowany zakres 140-200
czastek na klatke (Bachurski et al., 2019), lecz zapewnia wyzsza czutosé detek-
cji. Aby wyeliminowaé¢ wplyw tta, jako bufor rozcienczajacy zastosowano PBS,
ktérego czystosé w komorze NTA sprawdzano przed kazdym pomiarem (Gardiner
et al., 2013). W tym celu do komory wstrzykiwano 1 ml PBS, a nastepnie wery-
fikowano brak sygnaltu rozpraszania swiatta, co potwierdzato brak zanieczyszczen
czasteczkowych w odczynniku.

Rysunek 3.11. Urzadzenie ZetaView (Particle Metrix, Niemcy) wraz z przyktadowym
zdjeciem egzosoméw.
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3.3 Badania wplywu egzosoméw na promieniow-

razliwos¢é komorek PC3

W drugim etapie badan eksperymentalnych zbadano efekt sasiedztwa (RIBE)
w kontekscie wplywu egzosoméw na promieniowrazliwo$é komoérek nowotworowych
gruczotu krokowego PC3 poddanych dzialaniu promieniowania rentgenowskiego,
a takze na komoérki kontrolne. W tym celu zmodyfikowano uktad eksperymentalny
przedstawiony na Rysunku 3.7, wprowadzajac niezalezny scenariusz badawczy: Ry-
sunek 3.12 przedstawia schemat przebiegu oznaczen bialek, a Rysunek 3.13 — bada-
nia apoptozy. Eksperymenty w tej czesci badan przeprowadzono wylacznie na linii
komérkowej PC3. W eksperymentach zwigzanych z efektem sasiedztwa komorki
byty wysiewane wielokrotnie w obrebie jednego eksperymentu: poczatkowo w celu
izolacji egzosomow, a nastepnie do wspothodowli.

W celu zbadania wptywu egzosoméw na promieniowrazliwo$é komoérek PC3
zostata przeprowadzona ocena ekspresji biatek nalezacych do rodziny tetraspanin
(CD63, CD81; biatka charakterystyczne dla egzosoméw) i kalneksyny metoda We-
stern Blot wykonanag na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego w celu
potwierdzenia wnikniecia ,,cargo” egzosomowego do komérek nowotworowych gru-
czotu krokowego. Oznaczenia te przeprowadzono wytacznie dla komérek kontrol-
nych oraz komérek kontrolnych wspéthodowanych z egzosomami wyizolowanymi
z komoérek kontrolnych. W tym przypadku inkubacja trwata 42 godziny. Doktadny
przebieg oznaczen Western Blot w eksperymentach RIBE zostal opisany w Roz-
dziale 3.3.1.

Komérki PC3 poddano ekspozycji tylko na promieniowanie X, a takze przy-
gotowano prébki kontrolne (bez napromieniania). Po 96 godzinach inkubacji z su-
pernatantu komoérkowego wyizolowano egzosomy (exoPC3), ktére nastepnie do-
dano do komérek PC3 (zar6wno napromienionych, jak i kontrolnych). Po czterech
dniach inkubacji egzosoméw z komérkami (PC3 + exoPC3) wykonano oznaczenia
apoptozy. Dokladny przebieg oznaczen apoptozy w eksperymentach RIBE zostat
opisany w Rozdziale 3.3.2.

3.3.1 Oznaczenia egzosoméw metodg Western Blot

W celu przeprowadzenia analizy Western Blot komérki PC3 wysiewano na
szklane szkietka nakrywkowe o $rednicy 30 mm, ktére nastepnie umieszczano
w szalkach Petriego o $rednicy 3,5 cm. Liczba wysiewanych komoérek PC3 wynosita
2,6 - 10° komérek na jedno szkietko. Do przygotowania jednej préobki wykorzysty-
wano trzy szalki Petriego, z ktérych kazda zawierata 3 ml pozywki hodowlane;j.
Tak przygotowane probki stuzyty do analizy Western Blot opartej na lizacie ko-
moérkowym. W eksperymentach RIBE komorki PC3 wysiewano w sposéb analo-
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giczny, z ta réznica, ze na kazda probke przypadaty trzy szkietka nakrywkowe
umieszczane tacznie w jednej szalce Petriego o Srednicy 9 cm, zawierajacej 18 ml
pozywki. Komoérki PC3 inkubowano przez 42 godziny z wczesniej wyizolowanymi
egzosomami (exoPC3), pozyskanymi z komérek kontrolnych. Procedura izolacji
egzosomOw zostata przeprowadzona zgodnie z protokotem opisanym w Dodatku
B: Protokét laboratoryjny izolacji egzosoméw, z uwzglednieniem objetosci super-

natantu wskazanych w Rodziale 3.2.4. Schemat przebiegu oznaczen biatek zostat

zaprezentowany na Rysunku 3.12.

Rysunek 3.12. Schemat przebiegu oznaczen biatlek CD63, CD81 i kalneksyny metoda
Western Blot dla badania wplywu egzosoméw (exoPC3) na promieniowrazliwosé
komoérek PC3, przygotowany za pomocy narzedzia BioRender.

Stezenie biatek CD63, CD81 i kalneksyny w lizatach komérkowych oraz w préb-
kach komorek inkubowanych z egzosomami okreslano za pomocg testu Bradforda
(Bradford, 1976). Ekstrakty biatkowe (20 pg biatka), zaréwno z komoérek kontro-
Inych, jak i z komoérek wspothodowanych z egzosomami, rozcienczano w stosunku
1:1 buforem denaturujacym zawierajacym 0,25 M Tris-HCI (pH 6,8), 0,4% SDS,
10 M mocznika, 2% 2-merkaptoetanolu i 20% glicerolu, a nastepnie denaturo-
wano w temperaturze 75°C przez 10 minut. Probki rozdzielano metoda elektro-
forezy w 12% zelu poliakrylamidowym w obecnosci SDS (SDS-PAGE), a nastep-
nie przenoszono na membrany PVDF (Merck, nr kat. IPVH00010) metoda mo-
krego transferu. Po etapie blokowania w 5% roztworze surowiczej albuminy by-
dlecej (BSA, z ang. Bovine Serum Albumin, frakcja V) w TBS (20 mM Tris-HCI,
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pH 7,5; 0,5 M NaCl), prowadzonym w temperaturze pokojowej przez 2 godziny,
membrany inkubowano ze specyficznymi przeciwcialami I-rzedowymi w 1% BSA
w TBST (TBS; 0,05% Tween 20): anty-CD63 (1:1500, Thermo Fisher Scienti-
fic, Invitrogen; 10628D), anty-CD81 (1:500, Thermo Fisher Scientific, Invitrogen;
10630D) oraz anty-kalneksyna (1:1000, Thermo Fisher Scientific, Invitrogen; MA3-
027) przez noc w temperaturze 4°C. Nastepnego dnia membrany ptukano, a na-
stepnie inkubowano je przez godzine z przeciwcialem Il-rzedowych skoniugowa-
nym z peroksydaza chrzanowa (HRP, z ang. horseradish peroxidase), rozcienczo-
nymi w buforze TBST zawierajacym 1% BSA (HRP, 1:5000, Agrisera Antibodies,
AS11 1772) w temperaturze pokojowej. Po wyptukaniu membran przeprowadzono
detekcje w buforze ECL (100 mM Tris-HCI, pH 8,5), do ktérego na kazde 10 ml
dodawano 50 pl 250 mM luminolu, 22 pl 90 mM kwasu kumarynowego oraz 3 nl
30% Hy045. Membrany inkubowano w przygotowanym roztworze przez 2 minuty,
po czym umieszczano je w systemie do wizualizacji biatek. Uzyskane sygnaty byty
rejestrowane metodg chemiluminescencji przy uzyciu systemu ChemiDoc XRS+
(Bio-Rad, USA) oraz oprogramowania Image Lab (wersja 6.0.1) zgodnie z ustalo-

nym protokotem (Bio-Rad Laboratories, 2020).

3.3.2 Apoptoza, czyli odpowiedz komoérkowa

Oznaczanie poziomu apoptozy w eksperymentach dotyczacych efektu sgsiedz-
twa, a konkretnie w badaniu wplywu egzosomoéw na promieniowrazliwo$é¢ komo-
rek PC3, przeprowadzono zgodnie z wezesniej opisana metodyka (Rozdziat 3.2.3),
z pewnymi modyfikacjami wynikajacymi ze specyfiki uktadu eksperymentalnego
w tej czesci dodwiadczen.

Schemat przebiegu zostal zaprezentowany na Rysunku 3.13. Aby utatwi¢ zrozu-
mienie przedstawionego schematu, poszczegolne etapy procedury oznaczania apop-
tozy w eksperymentach RIBE zostaly szczegdétowo opisane ponizej. W pierwszym
dniu eksperymentu odbyto sie wysianie komérek PC3 (1A), ktére dwa dni pdzniej
zostaly napromienione promieniowaniem fotonowym (2A). Nastepnie komérki zo-
staly poddane 96 godzinnej inkubacji (3A) w celu wyizolowania z supernatantu
komoérkowego egzosoméw (4A). Procedura izolacji egzosoméw zostata przepro-

wadzona zgodnie z protokotem opisanym w dodatku B: Protokét laboratoryjny

izolacji egzosomdw, z uwzglednieniem objetosci supernatanu wskazanych w Roz-

dziale 3.2.4. Dzien przed izolacja egzosomow komoérki PC3, do ktérych dodawane
byly egzosomy, wysiewano na szklane szkietka nakrywkowe (1B). Nastepnie, dzien
po izolacji egzosoméw, czyli dwa dni po wysianiu tych komoérek poddano je ekspo-
zycji na promieniowanie X (2B). W eksperymencie zostaly réwniez uwzglednione
probki kontrolne. Po napromienieniu, dwa szkietka z tymi komérkami umieszczano
do jednej szalki Petriego zawierajacej 18 ml medium. Do pozywki hodowlanej do-
dano egzosomy wyizolowane z wczesniejszych komérek PC3 (exoPC3), zaréwno
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kontrolnych, jak i napromienionych. Po czterech dniach wspéthodowli komérek
PC3 z egzosomami dawcy (PC3 + exoPC3) (5) przeprowadzono oznaczenia po-
ziomu apoptozy (6).

Rysunek 3.13. Schemat przebiegu oznaczen apoptozy w eksperymentach RIBE dla
ukladu eksperymentalnego w badaniach wplywu egzosoméw (exoPC3) na pro-
mieniowrazliwo$é komorek PC3 (PC3 + exoPC3), przygotowany za pomoca na-
rzedzia BioRender.

3.4 Modyfikowanie promieniowrazliwosci komoé-

rek PC3 za pomoca egzosoméw DU145

W trzecim etapie badan eksperymentalnych zbadano efekt sgsiedztwa w kon-
tekscie modyfikowania promieniowrazliwosci komorek PC3 za pomoca egzosomdbw
DU145. W tym celu zmodyfikowano uktad eksperymentalny przedstawiony na Ry-
sunku 3.7, wprowadzajac trzy niezalezne scenariusze badawcze przedstawione na
Rysunkach 3.14-3.16. Analogicznie jak w eksperymentach RIBE dotyczacych ba-
dania wpltywu exoPC3 na promieniowrazliwo$¢ komoérek PC3 (PC3 + exoPC3),
komorki byty wysiewane wielokrotnie w obrebie jednego eksperymentu: poczat-
kowo do izolacji egzosoméw (DU145), a nastepnie do wspothodowli (PC3).

W celu zbadania, czy egzosomy wyizolowane z komérek DU145 (exoDU145)
moga wplywaé¢ na efekt dzialania promieniowania fotonowego na komoérki PC3
(PC3 + exoDU145) w pierwszej kolejnosci zostala przeprowadzona ocena ekspre-
sji biatek (CD63, CD81 i kalneksyny) metoda Western Blot (procedura opisana
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w Rozdziale 3.3.1) w celu potwierdzenia wnikniecia ,cargo” egzosoméw wyizolo-
wanych z komérek DU145 do komérek PC3. Test YH2AX przeprowadzono w celu
wizualizacji uszkodzen DNA w komérkach kontrolnych, powstatych w wyniku in-
kubacji z egzosomami wyizolowanymi z komoérek napromienionych. Celem tego
eksperymentu byto réwniez posrednie potwierdzenie wnikania egzsoméw do ko-
moérek PC3, co zostalo ocenione na podstawie analizy uszkodzen DNA. Oznacze-
nia YH2AX wykonano w Laboratorium Radiobiologicznym Zaktadu Fizyki Biome-
dycznej. Doktadny przebieg oznaczen yH2AX zostat opisany w Rozdziale 3.4.2.

Komérki DU145 poddano ekspozycji tylko na promieniowanie X oraz przygo-
towano probki kontrolne. Po 96 godzinach inkubacji z supernatantu komorkowego
wyizolowano egzosomy (exoDU145), ktére nastepnie dodano do komérek PC3 (za-
réwno napromienionych, jak i kontrolnych). Po czterech dniach inkubacji egzoso-
méw z komoérkami (PC3 + exoDU145) wykonano oznaczenia poziomu apoptozy
zgodnie z przebiegiem opisanym doktadnie w Rozdziale 3.3.2.

3.4.1 ,Cargo” egzosomow

Analize Western Blot w tej czeSci eksperymentéw przeprowadzono zgodnie
z procedurg opisana w Rozdziale 3.3.1. W procedurze zmieniono jedynie konfi-
guracje uktadu eksperymentalnego, w ktérej egzosomy byty izolowane z komorek
DU145 (exoDU145) i dodawane do komoérek biorcéow PC3, co prezentuje Rysu-
nek 3.14.

Rysunek 3.14. Schemat przebiegu oznaczen ekspresji biatek metodg Western Blot dla
zbadania roli egzosoméw (exoDU145) w modyfikowaniu promieniowrazliwosci
komérek PC3 (PC3 + exoDU145) podanych dzialaniu promieniowania X, przy-
gotowany za pomocg narzedzia BioRender.
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3.4.2 Indukcja uszkodzen DNA przez egzosomy

Schemat przebiegu oznaczen YH2AX zostal przedstawiony na Rysunku 3.15,
a jego szczegotowy opis wraz z odnosnikami do poszczegdlnych etapéw znajduje
siec w dalszej czesci tekstu.

Rysunek 3.15. Schemat przebiegu oznaczen YH2AX w eksperymentach RIBE badaja-
cych role egzosoméw (exoDU145) w modyfikowaniu promieniowrazliwosci komo-
rek PC3 (PC3 4 exoDU145) poddanych dzialaniu promieniowania fotonowego,
przygotowany za pomoca narzedzia BioRender.

W dniu rozpoczecia eksperymentu komérki nowotworowe gruczotu krokowego,
PC3 i DU145, zostaty wysiane na szklane szkietka nakrywkowe o érednicy 3 cm,
ktére zostaly umieszczone w plytkach 6-dotkowych (1A). Gesto$¢ wysiewu wyno-
sita 2.10° komérek na szkietko. Dwa dni pézniej komérki zostaty poddane ekspo-
zycji na promieniowanie X (2A). Po napromienieniu, komérki byty inkubowane
na szalkach Petriego przez 96 godzin (3A) w celu izolacji egzosoméw (4A). Proce-
dura izolacji egzosomow zostala przeprowadzona zgodnie z protokotem opisanym
w dodatku B: Protokét laboratoryjny izolacji egzosomoéw, z uwzglednieniem obje-

tosci supernatanu wskazanych w Rozdziale 3.2.4. Dzien przed izolacja egzosoméw

wysiewano 10° komérek PC3 na kwadratowe szklane szkietka nakrywkowe o boku
22 mm (CHEMLAND; 298.202.08), ktore nastepnie umieszczano w szalkach Pe-
triego o érednicy 3,5 cm, zawierajacych 3 ml pozywki hodowlanej (1B). Po uptywie
dwoch dni do wysianych komoérek PC3 zostaly dodane wyizolowane egzosomy. In-
kubacje egzosoméw wyizolowanych z napromienionych komérek PC3 (exoPC3)
i DU145 (exoDU145) z komoérkami kontrolnymi PC3 przeprowadzono przez 1 i 3
godziny (5), aby umozliwi¢ powstanie i detekcje ognisk naprawczych yYH2AX — mar-
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kera uszkodzen DSB. Po zakonczeniu inkubacji komorki wspéthodowane z egzoso-
mami trzykrotnie przeptukano PBS, a nastepnie utrwalono w 1 ml 70% zimnego
etanolu przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Po trzech kolejnych przeptuka-
niach PBS komérki poddano permeabilizacji w roztworze 0,2% Tritonu X-100 przez
5 minut w RT, a nastepnie ponownie trzykrotnie przeptukano PBS. W celu za-
blokowania niespecyficznego wigzania przeciwcial komoérki inkubowano w 3% roz-
tworze BSA (CARL ROTH, nr kat. 9401.2; rozcienczonym w PBS, 3%BSA/PBS)
przez 30 minut w RT, po czym ponownie trzykrotnie przeptukano PBS. Prepa-
raty inkubowano z przeciwciatlem I-rzedowym anty-P-Ser139-H2A.X (1:400, Cell
Signaling Technology; 9718S) w roztworze 3% BSA/PBS przez 45 minut w tem-
peraturze 37°C, po czym trzykrotnie przeptukano PBS. Nastepnie komérki inku-
bowano z przeciwciatem Il-rzedowym skoniugowanym z FITC (1:1000, Abcam;
ab67147-1) w 2% roztworze BSA/PBS przez 45 minut w 37°C. Komérki po za-
konczeniu inkubacji z II-rzedowym przeciwciatlem przeptukano trzykrotnie PBS.
Na szkietko mikroskopowe podstawowe (76 mm x 26 mm x 1 mm, CHEMLAND;
296.202.07) dodano krople (< 5 pl) VECTASHIELD® PLUS Antifade Mounting
Medium zawierajacego DAPI (BIOKOM; H-2000-10) i umieszczono na nim od-
wrécone szkietko nakrywkowe, na ktérym wysiewano komorki (6). Indukeje ognisk
vH2AX wywoltang dodaniem egzosoméw wyizolowanych z napromienionych ko-
morek wizualizowano za pomoca odwroconego mikroskopu optycznego Olympus
IX83 (Cellvivo, oprogramowanie CellSens) przy powiekszeniu 100x (7). Podczas
wykonywania zdje¢ uzywano takich samych ustawien mikroskopu, aby dane uzy-
skane ze zdje¢ mogly zosta¢ ze soba poréwnane ilosciowo oraz jakosciowo. Czasy
ekspozycji utrzymywano dla kanatu w kontrascie fazowym (PH, z ang. Phase Con-
trast) w granicach 160-200 ms, kanatu DAPI: 40 ms, kanatu FITC: 800-850 ms.
Wykonane zdjecia analizowano za pomoca programu ImageJ (wersja 1.54k).

3.4.3 Zaprogramowana $mier¢ komorki

Oznaczanie poziomu apoptozy w eksperymentach dotyczacych modyfikowania
promieniowrazliwosci komorek PC3 za pomoca egzosomow DU145 przeprowadzono
zgodnie z procedurg opisang w Rozdziale 3.3.2. Zmieniono jedynie konfiguracje
uktadu eksperymentalnego, w ktorej egzosomy bytly izolowane z komérek DU145
(exoDU145) i dodawane do komérek PC3, zgodnie z Rysunkiem 3.16.
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Rysunek 3.16. Schemat przebiegu oznaczen apoptozy w eksperymentach RIBE badaja-
cych role egzosoméw (exoDU145) w modyfikowaniu promieniowrazliwosci komo-
rek PC3 (PC3 + exoDU145) poddanych dzialaniu promieniowania fotonowego,
przygotowany za pomocg narzedzia BioRender.

3.5 Analiza statystyczna

Dozymetria

W przypadku danych uzyskanych z pomiaréw dozymetrycznych niepewnosci
otrzymanych warto$ci dawek zostaly wyznaczone metoda propagacji matych bte-
déw, uwzgledniajac zaréwno niepewnosci intensywnosci piksela, jak i niepewno-
Sci parametrow dopasowania krzywych kalibracyjnych w celu oszacowania mocy
dawki. Do otrzymanych wartosci dawek zostaty dopasowane parametry regresji
liniowej przy pomocy metody najmniejszych kwadratéw, a dopasowanie zostato
ocenione na podstawie wspotczynnika determinacji R? (z ang. Coefficient of De-
termination). Jednorodno$é zrédet zostata obliczona na podstawie Srednich war-
tosci intensywnos$ci pikseli oraz ich odchylen standardowych. W przypadku pro-
mieniowania X zostatl rowniez wyznaczony maksymalny jednorodny rozmiar pola

promieniowania.

Analiza obrazéw z uzyciem countPHICS

Skany szalek z wybarwionymi koloniami poddano analizie ilosciowej w celu
okreslenia SF' w funkcji dawki. Wykorzystano do tego narzedzie countPHICS stwo-
rzone przez zespét badawczy z Zakladu Fizyki Biomedycznej (Brzozowska et al.,

2019). Podstawowe informacje o programie zostaty przedstawione na Rysunku 3.17.
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Oprogramowanie to sktada sie¢ z dwdch modutéw, umozliwiajacych obliczenie liczby
powstatych kolonii oraz ich wielkosci, co wida¢ na Rysunku 3.17A. Pierwszym

z nich jest makro w programie ImagelJ, przeznaczone do analizy obrazéw kompu-
terowych (na przyktad skanéw) pojedynczych (Rysunek 3.17B) lub 6-dotkowych
szalek. Algorytm umozliwia zliczenie kolonii ze standardowymi parametrami: pro-

mien, minimalny rozmiar kolonii oraz okragtos$é (Rysunek 3.17C).

Rysunek 3.17. Zrzut ekranu z programu countPHICS z reprezentatywna szalka z wybar-
wionymi koloniami: okno startowe (Panel A), okno dopasowania ROI do obrazu
(Panel B), okno z wybranymi parametrami analizy wraz z obliczona liczba kolo-
nii (panel C).

Do danych eksperymentalnych pochodzacych z klonogennego testu przezywal-
noéci zostal dopasowany model liniowo-kwadratowy (LQ) za pomoca metody naj-
mniejszych kwadratow, a jako$¢ dopasowania zostata oceniona na podstawie war-

toéci wspoétezynnika determinacji R2.

Analiza Western Blot z uzyciem Image Lab

Prazki analizowano densytometrycznie za pomoca narzedzi dostepnych w pro-
gramie Image Lab 6.0.1 (Bio-Rad Laboratories, 2020), umozliwiajacych precyzyjne
okreslenie ich masy czasteczkowej na podstawie poréwnania z markerem wielko-

Sci molekularnej. Analize intensywnosci sygnatu przeprowadzono poprzez pomiar
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gestosci optycznej z uwzglednieniem automatycznej korekty tta oraz weryfikacji
poprawnosci zaznaczenia obszaru prazka, co zapewniato rzetelnosé¢ i pordéwny-
walnos¢ uzyskanych wynikéw. Przyktadowa analize, z zaznaczonymi markerami
wielkosci oraz wybranymi prazkami w programie Image Lab, przedstawiono na
Rysunku 3.18.

Rysunek 3.18. Zrzut ekranu z programu Image Lab (wersja 6.0.1) z reprezentatywnym
badanym prazkiem oraz obszarem referencyjnej drabinki markeréw wielkosci.

Wyniki badan odpowiedzi komoérkowej oraz charakterystyki egzosomow

Badanie odpowiedzi komoérkowej zostato przeprowadzone z wykorzystaniem
klonogennego testu przezywalnosci, oznaczen apoptozy, testu LDH i IL-6. Dla
otrzymanych danych uzyskanych na podstawie klonogennego testu przezywalno-
Sci wykonano poréwnanie wartosci frakcji komorek przezywajacych oraz parame-
tréw dopasowania modelu LQ pomiedzy badanymi liniami nowotworowymi gru-
czotu krokowego. Dane z cytometrii przeptywowej zostaly pogrupowane na trzy
zestawy danych: komorki zywe, wczesnoapoptotyczne oraz poéznoapoptotyczne lub
nekrotyczne. Dla testéw cytotoksycznosci (LDH i IL-6) sprawdzono istotnosé sta-
tystyczng dla komoérek kontrolnych w poréwnaniu z komérkami napromienionymi
oraz pomiedzy komérkami PC3 i DU145. Dla charakterystyki egzosoméw zostata
sprawdzona korelacja pomiedzy koncentracja i srednicg egzosomow a dawka pro-
mieniowania « i promieniowania X oraz pomiedzy badanymi liniami komérek no-
wotworowych gruczotu krokowego.

Wszystkie testy statystyczne danych uzyskanych na drodze wykonanych eks-
perymentéw zostaty wykonane z wykorzystaniem samodzielnie napisanych skryp-
téw w jezyku Python 3 (wersja Python 3.10.12, Python Software Foundation)
z wykorzystaniem dodatkowych bibliotek, takich jak SciPy i Matplotlib. W celu
oceny statystycznej dane zostaly poréownane za pomoca testu t-Studenta. War-

tos¢ p mniejsza niz 0,05 byta uznawana za istotnie statystyczna. Dane zostaty
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przedstawione jako Srednie wartoSci z niepewnoscia standardowa $redniej (SEM,
z ang. Standard Error of the Mean).

3.5.1 Analiza ognisk naprawczych

Wykonane zdjecia analizowano za pomoca programu ImageJ (wersja 1.54k)
z wykorzystaniem dedykowanego makra do analizy ognisk YH2AX. Srednia liczba
ognisk naprawczych na jadro komoérkowe zostata obliczona dla losowo wybranych
50 jader komoérkowych. W celu oceny statystycznej dane zostaly poréwnane za po-
mocy testu t-Studenta. Réznice dla wartosci p mniejszych niz 0,05 byty uznawane
za istotnie statystyczne.



Rozdziatl 4

Wyniki i dyskusja

4.1 Dozymetria

4.1.1 Symulacje MC dla zrédtla czastek o

W celu okreglenia mocy dawki dla plaskiego zrodia 21 Am zostalty wykonane
symulacje oparte na metodach MC z wykorzystaniem narzedzia Geant4-DNA
z uwzglednieniem geometrii napromieniania komorek zastosowanej w doswiad-
czeniach realizowanych w ramach niniejszej pracy. Obliczona na podstawie sy-
mulacji moc dawki promieniowania o emitowanego ze zrédila 2*'Am wynosita
(0,6000 £ 0,0050) Gy/min. Oznacza to, ze dawka 1 Gy byta deponowana w mo-
nowarstwie komorek w czasie 1 minuty i 40 sekund. Uzyskana jednorodnosé dawki
dla monowarstwy komoérek nowotworowych gruczotu krokowego, przy zastosowanej
w eksperymentach geometrii napromieniania, wynosita okoto 99%.

Dodatkowo w celu weryfikacji jednorodnosci powierzchniowego Zrédia a zo-
stalty wykonane pomiary z wykorzystaniem filméw radiochromowych dla dwdch
konfiguracji uktadu. Wybrane przyktadowe skany napromienionych filméw radio-
chromowych wraz z rozktadem dawki uzyskanym w symulacjach za pomoca kodéw
Geant4-DNA zostaly przedstawione na Rysunku 4.1.

Srednia intensywno$¢ piksela wraz odchyleniem standardowym dla wybranych
dwéch filméw radiochromowych wynosita odpowiednio: (39000 + 1500) dla Zrédta
umieszczonego bezposrednio na zrédle oraz (41000 + 1200) dla konfiguracji z fo-
lia Mylar. Zostato zaobserwowane, ze umieszczenie zrodta bezposrednio na filmie
radiochromowym spowodowalo pogorszenie jednorodnosci zréodta w pordéwnaniu
z wynikami uzyskanymi zaréwno w dozymetrii in silico dla monowarstwy komorek,
jak i w pomiarach z uzyciem filméw radiochromowych, dla ktérych zastosowano
folie Mylar. Uzyskana jednorodno$¢ zrédia dla konfiguracji z folia Mylar wyno-
sita okoto 97%. Folia Mylar, dziatajac jako filtr, poprawia jednorodno$é rozktadu

dawki promieniowania « poprzez czeSciowe rozproszenie i pochtanianie czgstek,
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Rysunek 4.1. Zeskanowane filmy radiochromowe Gafchromic™ EBT3-Unlaminated
poddane dzialaniu promieniowania «. Przedstawione zostaly dwie konfiguracje
ukladéw napromieniania filméw radiochromowych z uzyciem zrédta 24 Am: 7ré-
dlo umieszczone bezposrednio na filmie radiochromowym (panel A), pomiedzy
zrodlem a filmem umieszczona folia Mylar o grubosci 3 pm (panel B). Rozklad
dawki otrzymany na drodze dozymetrii in silico (panel C).

co skutkuje zaréwno wygtadzeniem przestrzennego rozktadu dawki, jak i redukcja
energii czastek a.

4.1.2 Okreslenie mocy dawki lampy RTG i jednorodnosci
rozktadu dawki

W celu weryfikacji dozymetrycznej lampy RTG zostaty wykonane pomiary
dawki z wykorzystaniem filméw radiochromowych dla uktadu eksperymentalnego
zastosowanego w pracy. Wybrane przyktadowe skany napromienionych filméw ra-
diochromowych, reprezentujace kazdy punkt czasowy, zostaly przedstawione na
Rysunku 4.2. Dla kazdego filmu radiochromowego zostat zaznaczony obszar zain-
teresowania (ROI, z ang. Region of Interest), odpowiadajacy rozmiarowi szkietka,
na ktorym wysiewano komorki. Pomiar w kazdym punkcie czasowym zostat po-

wtorzony pieciokrotnie.

Rysunek 4.2. Zeskanowane filmy radiochromowe Gafchromic™ EBT4 poddane dziataniu
promieniowania X. Pierwszy film (nr 26) stanowi film nienapromieniony (préba
kontrolna), natomiast pozostate siedem filméw zostato napromienianych w réznym
czasie (ulozone w kolejnosci coraz dtuzszego czasu napromieniania). Na jednym
z filméw reprezentatywnie zaznaczono ROL.
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W oparciu o srednie wartosci intensywnosci pikseli w pierwszym kroku zostata
obliczona moc dawki. Wartosci dawki dla kazdego pomiaru zostaly obliczone za
pomocag wzoru (3.2), a nastepnie uérednione (D) dla kazdego punktu czasowego.
Wyniki obliczen $rednich wartosci intensywnosci piksela i dawki promieniowania
dla réznych czaséw napromieniania zostaty przedstawione w Dodatku C: Materiaty
uzupetniajace. Otrzymane wartosci dawek w funkcji czasu zostaly zaprezentowane

na Rysunku 4.3.

Rysunek 4.3. Zalezno$¢ dawki pochtonietej w filmach radiochromowych Gafchromic™
EBT4 od czasu napromieniania dla kanalu czerwonego. Stupki btedow zostaly
wyznaczone metoda propagacji matych bledéow.

Na podstawie dopasowania parametrow regresji liniowej zostata oszacowana
moc dawki (wspétezynnik kierunkowy prostej): (3,40 £ 0,10) Gy/min. Uzyskana
jednorodno$é dawki na powierzchni kota o $rednicy 3 em wynosita okoto 97%.

W oparciu o $rednie wartosci intensywnosci pikseli zostata rowniez sprawdzona
jednorodnos$é¢ promieniowania emitowanego przez lampe RTG. Weryfikacje prze-
prowadzono poprzez analize profili rozktadu intensywnosci promieniowania, ktore
zostaly przedstawione na Rysunku 4.4. Analiza profili rozktadu intensywnosci pro-
mieniowania zostata przeprowadzona dla wybranego filmu radiochromowego w celu
optymalizacji doboru maksymalnego rozmiaru szkietek nakrywkowych, na ktérych
wysiewano i napromieniano komérki. Zostato zaobserwowane, ze rozmiar pola pro-
mieniowania X wyniést okoto 4 cm. Uwzgledniajac pojawiajace si¢ niejednorodno-
Sci w brzegowych obszarach zdecydowano, ze komorki beda wysiewane na szkla-
nych szkietkach nakrywkowych o srednicy 3 cm. Uzyskana jednorodnosé¢ zrodta
dla tej geometrii napromieniania wynosita okoto 98%.
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Rysunek 4.4. Zeskanowane filmy radiochromowe Gafchromic™ EBT4 poddane dziataniu
promieniowania X z profilami. Zostala przedstawiona catkowita wielkos¢ pola pro-
mieniowania, uwzgledniajac spadek jednorodnosci dawki w rejonach brzegowych
(panel A) oraz jednorodno$é promieniowania w obszarze o $rednicy odpowiada-
jacej rozmiarowi szkietka nakrywkowego uzywanego do napromieniania komérek
(panel B).

4.1.3 Dyskusja i wnioski

Gléwnym wyzwaniem w napromienianiu materiatu biologicznego czastkami «
jest niejednorodnos¢ dawki w obrebie napromienianej monowarsty komoérek. W ra-
mach doswiadczalnej weryfikacji dozymetrycznej zostata sprawdzona jednorodnosé
dawki promieniowania « za pomocg filméw radiochromowyh. Wyniki, ktore zostaty
otrzymane dla pomiaréw jednorodnosci dawki, zostaly zwalidowane przy uzyciu
dozymetrii in silico z wykorzystaniem narzedzia Geant4-DNA i wykazaly zgodnosé
obu charakterystyk. Geometria napromieniania komérek zostata dobrana w sposéb
optymalny, aby zminimalizowaé niejednorodnosci zrodta.

Dla promieniowania X zostala wykonana dozymetria doswiadczalna, w ramach
ktorej zostata sprawdzona jednorodnosé¢ dawki promieniowania emitowanego przez
lampe RTG. Analiza wynikéw pomiaréow, wykonanych w pieciokrotnym powté-
rzeniu w réznych punktach czasowych, pozwolita na oszacowanie warto$ci mocy
dawki, ktérag mozna uzyskaé z lampy RTG oraz rozmiaru szkietka, na ktérym wy-
siewano komérki — rozmiar ten zostat dobrany w celu zapewnienia jednorodnego
pola promieniowania.

Dozymetria stanowi kluczowy element eksperymentéow radiobiologicznych, po-
zwalajac na optymalizacje warunkéw napromieniania materiatu biologicznego. Od-
powiedz komoérkowa na promieniowanie jonizujace jest usrednionym efektem po-
pulacji komorek, dlatego rownomierne dostarczenie dawki do kazdej komérki jest
istotne. Napromienianie komérek jednorodng dawka oznacza, ze srednia iloS¢ ener-
gii zdeponowanej w jadrze komorkowym jest taka sama niezaleznie od rodzaju
promieniowania jonizujacego. Jednak sposéb jej dostarczenia moze réznié¢ sie pod
wzgledem rozktadu przestrzennego (Friedland et al., 2011). W przypadku pro-
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mieniowania rentgenowskiego uzyskanie jednorodnosci dawki jest tatwiejsze, ze
wzgledu na jego sposob oddziatywania z materig. Natomiast dla czastek «, cha-
rakteryzujacych sie wysokim LET i niewielkim zasiegiem, rozktad dawki oraz efekt
biologiczny w pojedynczych komoérkach moga by¢ silnie zréznicowane w zalezno-
Sci od zastosowanej geometrii napromieniania oraz warunkéw eksperymentalnych.
W zwiazku z tym precyzyjna charakterystyka parametréw wiazki jest kluczowa,
gdyz nawet przy poréwnywalnej dawce zdeponowanej odpowiedz biologiczna moze
sie istotnie r6zni¢ (Wojcik et al., 2024).

W dozymetrii kluczowe znaczenia majg zaréwno teoretyczna, jak i doswiad-
czalna weryfikacja dawek promieniowania (Filipek et al., 2024; Czub et al., 2020;
Van et al., 2023). Eksperymenty i symulacje MC wzajemnie sie uzupehiaja. Dane
eksperymentalne stanowig podstawe do weryfikacji i kalibracji modeli teoretycz-
nych, podczas gdy symulacje MC wspieraja planowanie oraz optymalizacje prze-
biegu eksperymentéw. Takie komplementarne podejscie przyczynia si¢ do dosko-
nalenia metod dozymetrycznych.

4.2 Odpowiedz komoérkowa na promieniowanie

4.2.1 Krzywe przezywalnoSsci

Na Rysunku 4.5 zostaty przedstawione skany szalek hodowlanych z wybarwio-
nymi komérkami po ekspozycji na dawke 0,25 Gy i 1,5 Gy (dla czastek «), oraz
dawke 0 Gy i 8 Gy (dla promieniowania X). Dobér wartosci dawek zostal celowo
tak zaplanowany, aby uwidocznié¢ zasadnicze réznice w skutkach biologicznych in-
dukowanych przez promieniowanie o niskim (promieniowanie X) i wysokim LET
(czastki «). Zaprezentowane skany jednoznacznie pokazuja, ze liczba powstatych
kolonii znaczaco maleje wraz ze wzrostem dawki, jednak dla nizszej wartosci dawki
w przypadku czastek o obserwuje sie silniejsze dziatanie cytotoksyczne niz przy
znacznie wyzszej dawce promieniowania X. Ilustruje to, ze promieniowanie o wy-
sokim LET indukuje bardziej ztozone, trudniejsze do naprawy uszkodzenia DNA,
co skutkuje obnizona przezywalnoscig komorek.

Otrzymane obrazy szalek hodowlanych zostaly poddane analizie iloSciowej w ra-
mach okreslenia liczby powstatych kolonii komérkowych. Na podstawie obliczonej
liczby kolonii oraz wzoru (2.6) zostala wyznaczona srednia wydajnosé klonowania,

natomiast ze wzoru (2.7) frakcje przezywalnosci dla kazdej z dawek. Wyniki zo-

staty przedstawione w postaci wykresu zaleznosci frakcji przezywajacych komérek

od dawki promieniowania jonizujacego na Rysunku 4.6.
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Rysunek 4.5. Skany szalek hodowlanych przedstawiajace przezywalno$¢ komorek po eks-
pozycji na rézne rodzaje i dawki promieniowania jonizujacego. Kolonie komérkowe
powstale po napromienieniu komoérek promieniowaniem « o dawce 0,25 Gy oraz
1,5 Gy (panel A). Po prawej stronie widoczne sa kolonie po ekspozycji na pro-
mieniowanie X o dawce 8 Gy, natomiast lewa strona przedstawia kolonie z préby
kontrolnej (panel B).

Rysunek 4.6. Krzywe przezywalnosci komérek nowotworowych gruczotu krokowego (PC3
i DU145) uzyskane po ekspozycji na r6zne dawki promieniowania « oraz pro-
mieniowania X. Dane dopasowano do modelu liniowo-kwadratowego. Punkty na
wykresie przedstawiaja Srednia wartos$¢ frakeji przezywalnosci obliczona na pod-
stawie trzech niezaleznych eksperymentéow, z ktérych kazdy obejmowal po trzy
replikanty wraz z odchyleniem standardowym $redniej (SEM).
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Na podstawie dopasowania modelu liniowo-kwadratowego do uzyskanych da-
nych zostaly wyznaczone réwnania opisujace odpowiedz komoérkows na promienio-
wanie a. Wartosci wspélezynnika o wynosza odpowiednio: (1,836 4+ 0,048) Gy ™!
dla komérek PC3 oraz (1,739 + 0,047) Gy~! dla komérek DU145. Silng odpowiedz
komoérkowa na napromienianie czastkami o potwierdzaja wartosci frakcji przezy-
walnodci przy dawce 2 Gy (SF2), ktére wynosza (0,039 £+ 0,015) dla komdrek
PC3 oraz (0,072 £ 0,013) dla komérek DU145. Przeprowadzony test t-Studenta
wykazal, ze roznica ta jest istotna statystycznie (p < 0,05), co potwierdza wiek-
szg wrazliwo$¢ komorek PC3 na uszkodzenia indukowane przez promieniowanie
o wysokim LET.

W oparciu o dopasowanie modelu liniowo-kwadratowego do uzyskanych da-
nych zostaty rowniez wyznaczone réwnania opisujace zaleznosé przezywalnosci ko-
morek poddanych ekspozycji na promieniowanie X. W przypadku komérek PC3
wartoéci wspolezynnikéw o oraz 3 wynosza odpowiednio: (0,409 + 0,032) Gy™!
i (0,032 4 0,012) Gy 2, natomiast dla komérek DU145 odpowiednio: (0,387 =4 0,060)
Gy 11 (0,010 £ 0,020) Gy 2. Efektywno$¢ promieniowania X wyrazaja takze war-
tosci frakeji przezywalnosci przy dawce frakcyjnej 2 Gy (SF2), ktore wyniosty
(0,45 £ 0,15) dla komérek PC3 i (0,47 £+ 0,18) dla komérek DU145 oraz przy
najwiekszej zastosowanej w eksperymencie dawce 8 Gy (SF8), ktére wyniosty
(0,0044 £ 0,0012) dla komérek PC3 oraz (0,0086 + 0,0020) dla komérek DU145.
W przypadku promieniowania X, dla komérek nowotworowych gruczotu krokowego
zostala zaobserwowana istotnie statystycznie réznica w przezywalnosci miedzy ko-
moérkami DU145 a PC3 po ekspozycji na dawke 8 Gy (p < 0,05), co réwniez po-
twierdza wigksza promieniowrazliwo$¢ komérek PC3 w poréwnaniu z komorkami
DU145.

Na podstawie poréwnania wartosci parametru a w modelu LQ zostata wyka-
zana statystycznie istotna roéznica pomiedzy promieniowaniem X a promieniowa-
niem « dla obu analizowanych linii nowotworowych gruczotu krokowego (p < 0,05),
co potwierdza wyzszg skutecznos¢ biologiczng promieniowania o wysokim LET

w indukowaniu uszkodzen komoérkowych.

4.2.2 Wplyw promieniowania na indukcje apoptozy

W celu zbadania wpltywu promieniowania jonizujacego na indukcje programo-
wanej Smierci komérkowej zostata przeprowadzona analiza cytometrii przeptywo-
wej z wykorzystaniem barwienia fluorescencyjnego aneksyng V-FITC i jodkiem
propidyny. Zostat zbadany wptyw promieniowania czastek a oraz promieniowania
X na komorki zywe, a takze na komorki wezesnoapoptotyczne, péznoapoptotyczne
i nekrotyczne. Efekt dzialania promieniowania jonizujacego zostat sprawdzony 96
godzin po napromienieniu komérek nowotworowych gruczotu krokowego. Wyniki,
uérednione z trzech niezaleznych eksperymentéw (kazdy wykonany w dwéch po-
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wtoérzeniach), dla czastek o zostaly przedstawione na Rysunku 4.7 dla komérek
PC3 i na Rysunku 4.8 dla komérek DU145. Otrzymane wyniki dla ekspozycji na
promieniowanie X zostaly pokazane na Rysunku 4.9 dla komérek PC3 i na Ry-
sunku 4.10 dla komérek DU145. Diagramy przedstawione w panelu A na wszyst-
kich Rysunkach stanowig reprezentatywny przyktad i pochodzg od jednego repli-
kanta z pojedynczego eksperymentu.

Promieniowanie «

W przypadku czastek o wpltyw promieniowania jonizujacego na indukcje apop-
tozy jest szczegdlnie widoczny dla komoérek PC3, u ktorych zostat zaobserwowany
istotny spadek procentowy komérek zywych w poréwnaniu z grupa kontrolna (Ry-
sunek 4.7).

Rysunek 4.7. Efekt dziatania promieniowania « na komoérki zywe, wezesnoapoptotyczne
oraz poznoapoptotyczne lub nekrotyczne dla komoérek PC3 oceniany metoda cyto-
metrii przeplywowej 96 godzin po napromienianiu: diagramy cytometrii przepty-
wowej FITC-Annexin V/7-AAD dla wybranego jednego replikanta z pojedynczego
eksperymentu dla komérek PC3 (panel A). Usrednione wyniki ze stupkiem bledéw
SEM (panel B). Istotno$¢ statystyczna oznaczono jako *** p < 0,001, ** p < 0,01,
* p < 0,05, obliczona w poréwnaniu do komérek kontrolnych.
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Statystycznie znaczaca réznica zostata zaobserwowana dla dawki 2 Gy (p < 0,01)
i6 Gy (p <0,001). Jednoczesnie procentowy udzial komérek apoptotycznych i ne-
krotycznych wzrastat wraz ze wzrostem dawki dostarczonej do komorek PC3. Istot-
nos¢ statystyczna dla komoérek péznoapoptotycznych lub nekrotycznych pomiedzy
probka kontrolna a napromieniona zostala wykazana na poziomie (p < 0,05) dla
obydwu wartos$ci dawek. Z kolei w przypadku komoérek znajdujacych sie we wceze-
snej fazie apoptozy nie zostata zaobserwowana istotnie statystycznie réznica za-
rowno dla dawki 2 Gy, jak i dla 6 Gy.

Podobny trend zostat zaobserwowany na Rysunku 4.8 dla komoérek DU145.

Rysunek 4.8. Efekt dziatania promieniowania a na komoérki zywe, wezesnoapoptotyczne
oraz poznoapoptotyczne lub nekrotyczne dla komérek DU145 oceniany metoda
cytometrii przeptywowej 96 godzin po napromienianiu: diagramy cytometrii prze-
plywowej FITC-Annexin V/7-AAD dla wybranego jednego replikanta z pojedyn-
czego eksperymentu dla komoérek DU145 (panel A). Udrednione wyniki ze stup-
kiem bledéw SEM (panel B). Istotnos$é statystyczna oznaczono jako *** p < 0,001,
*p < 0,01, * p < 0,05, obliczona w poréwnaniu do komérek kontrolnych.

[stotnos¢ statystyczna dla komoérek zywych w poréwnaniu z komérkami kon-
trolnymi zostala zaobserwowana zaréwno dla dawki 2 Gy (p < 0,01), jak i dla 6 Gy
(p <0,05). Dla komérek DU145 zostaty zaobserwowane réwniez istotnie statystycz-
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nie réznice pomiedzy komérkami kontrolnymi a eksponowanymi na dawke 2 Gy
zar6wno dla wezesnej apoptozy (p < 0,01), jak i pdznej apoptozy lub nekrozy
(p < 0,001). Dla dawki 6 Gy statystycznie istotna réznica zostata odnotowana
w przypadku komérek péznoapoptotycznych lub nekrotycznych (p < 0,01).
Roéznica w procentowym udziale komoérek zywych w populacji byta wicksza dla
linii PC3 (78,9 + 3,2)% i (70,6 £ 3,7)% niz dla komérek DU145 (95,7 + 0,56)%
i (91,1 + 2,1)% po zastosowaniu dawek 2 Gy i 6 Gy, odpowiednio. Procent komérek
wezesnoapoptotycznych byt wyzszy w przypadku komérek PC3 (10,17 £ 4,6)% po
2 Gy oraz (14,9 &+ 6,1)% po 6 Gy w poréwnaniu do komérek DU145 (1,19 4 0,24)%
i (3,7 £ 1,3)%, odpowiednio dla dawek 2 Gy i 6 Gy. Podobna zaleznosé zaobser-
wowano dla komorek znajdujacych sie w poznej fazie apoptozy lub nekrozy: po
ekspozycji na dawke 2 Gy wartosci te wynosity (10,3 £+ 3,3)% dla komérek PC3
oraz (3,12 + 0,42)% dla komérek DU145, natomiast po ekspozycji na dawke 6 Gy
odpowiednio (14,5 £+ 3,8)% oraz (5,3 £ 1,2)%. Istotnosé¢ statystyczna dla komd-
rek zywych w przypadku poréwnania komérek PC3 z komérkami DU145 zostata
zaobserwowana zaréwno dla dawki 2 Gy (p < 0,01), jak i dla 6 Gy (p < 0,01).

Promieniowanie X

W przypadku promieniowania X dla komoérek PC3 réwniez zostat zaobserwo-
wany na Rysunku 4.9 istotny spadek procentowy komorek zywych w poréwnaniu
z grupa kontrolng. Statystycznie istotna réznica zostata odnotowana jedynie przy
dawce 6 Gy (p < 0,05). Jednoczesnie procentowy udzial komérek apoptotycznych
i nekrotycznych PC3 wzrastal wraz ze wzrostem dawki promieniowania. Istotnosé
statystyczna pomiedzy probka kontrolng a po dostarczeniu do komoérek dawki 6 Gy
zostala wykazana wylacznie w odniesieniu do wczesnej apoptozy (p < 0,01). Ko-
morki znajdujace sie w p6znej fazie apoptozy lub w nekrozie wykazywaty podobnag
tendencje wzrostowa, jednak nie zostal osiagniety poziom istotnosci statystyczne;j.

Podobny trend zostal zaobserwowany na Rysunku 4.10 w przypadku komérek
DU145. Istotnos¢ statystyczna dla komorek zywych zostata odnotowana przy daw-
kach 2 Gy (p < 0,05) oraz 6 Gy (p < 0,01) w poréwnaniu do komérek kontrolnych.
Istotnos¢ statystyczna pomiedzy probkami kontrolnymi a poddanymi ekspozycji
na dawka 6 Gy zostata wykazana zaréwno dla wezesnej apoptozy (p < 0,001), jak
i péznej apoptozy lub nekrozy (p < 0,01). Dla komérek DU145 zostaly zaobser-
wowane roéwniez istotnie statystycznie réznice pomiedzy komoérkami kontrolnymi
a eksponowanymi na dawke 2 Gy — odpowiednio (p < 0,001) dla wezesnej apoptozy
oraz (p < 0,05) dla péznej apoptozy.

Roéznica w liczbie komérek zywych byta wieksza dla linii PC3 (96,5 + 1,8)%
i(92,9 £ 1,8)% niz dla komérek DU145 (98,14 + 0,62)% i (95,40 + 1,33)% po
zastosowaniu dawek 2 Gy i 6 Gy, odpowiednio. Liczba komoérek we wezesnej fa-
zie apoptozy byla wyzsza w przypadku komérek PC3 (0,95 + 0,38)% po 2 Gy
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Rysunek 4.9. Efekt dzialania promieniowania X na komorki zywe, wezesnoapoptotyczne
oraz poznoapoptotyczne lub nekrotyczne dla komoérek PC3 oceniany metoda cyto-
metrii przeptywowej 96 godzin po napromienianiu: diagramy cytometrii przepty-
wowej FITC-Annexin V/7-AAD dla wybranego jednego replikanta z pojedynczego
eksperymentu dla komoérek PC3 (panel A). Usrednione wyniki ze stupkiem btedéw
SEM (panel B). Istotno$¢ statystyczna oznaczono jako ** p < 0,01, * p < 0,05,
obliczona w poréwnaniu do komoérek kontrolnych.

oraz (1,69 + 0,34)% po 6 Gy w poréwnaniu do komérek DU145 (0,62 £ 0,05)%
i (1,33 + 0,14)%, odpowiednio dla dawek 2 Gy i 6 Gy. Podobna zalezno$é¢ zaob-
serwowano dla komorek znajdujacych sie w poznej fazie apoptozy lub nekrozy: po
ekspozycji na dawke 2 Gy wartosci te wynosity (2,85 + 0,86)% dla komoérek PC3
oraz (1,25 £ 0,24)% dla komérek DU145, natomiast po ekspozycji na dawke 6 Gy
— odpowiednio (5,5 £ 1,6)% oraz (2,58 + 0,41)%. W przypadku promieniowania X
nie zostaly zaobserwowane istotnie statystycznie réznice pomiedzy procentowym
udziatem komoérek zywych, wezesnoapoptotycznych oraz péznoapoptotycznych lub

nekrotycznych pomiedzy badanymi liniami nowotworowymi gruczotu krokowego
(p > 0,05).
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Rysunek 4.10. Efekt dziatania promieniowania X na komérki zywe, wezesnoapoptotyczne
oraz poznoapoptotyczne lub nekrotyczne dla komérek DU145 oceniany metoda
cytometrii przeptywowej 96 godzin po napromienianiu: diagramy cytometrii prze-
plywowej FITC-Annexin V/7-AAD dla wybranego jednego replikanta z pojedyn-
czego eksperymentu dla komoérek DU145 (panel A). Usrednione wyniki ze stup-
kiem bledéw SEM (panel B). Istotno$é statystyczna oznaczono jako *** p < 0,001,
**p < 0,01, * p < 0,05, obliczona w poréwnaniu do komérek kontrolnych.

4.2.3 Ocena cytotoksycznosci za pomoca testu LDH i IL-6

Dodatkowo réznice w promieniowrazliwosci komérek PC3 i DU145 zostaty za-
obserwowane przy uzyciu testow LDH i IL-6. Eksperymenty zostaly przeprowa-
dzone tylko z uzyciem promieniowania « ze wzgledu na wieksze réznice zaréwno
frakcji przezywajacych komorek, jak i w procentowym udziale komorek apoptotycz-
nych i nekrotycznych obserwowanych po ekspozycji na ten rodzaj promieniowania,
w poréwnaniu do promieniowania X.

Uwolnienie LDH, enzymu obecnego w cytoplazmie komérek, do pozywki ho-
dowlanej stanowi wskaznik integralnosci btony komoérkowej i zostato wykorzystane

w niniejszych badaniach jako marker smierci komoérkowej oraz radioopornosci dla
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komorek PC3 i DU145. Wyniki testu LDH przeprowadzonego dla komoérek PC3
i DU145, ktore zostaly poddane ekspozycji na promieniowanie «, zostaty przed-

stawione na Rysunku 4.11.

Rysunek 4.11. Okreslenie $mierci komérek zmierzonej 96 godzin po napromienianiu za
pomoca testu LDH dla komérek PC3 (oznaczone na szaro) i DU145 (oznaczone
na czarno) w zaleznosci od dawki dostarczonej przez czastki «. Stupki bledéw
przedstawiaja SEM. Istotnos$é statystyczna oznaczono jako ** p < 0,001 oraz
* p < 0,05 w poréwnaniu do komérek kontrolnych.

Wyniki wykazaly, ze uszkodzenie btony komdrkowej wzrastato wraz ze wzro-
stem dawki promieniowania jonizujacego dostarczanego do komorek. Statystycz-
nie istotny wzrost aktywnosci LDH w komdrkach DU145 zostal zaobserwowany dla
obu dawek promieniowania (p < 0,05), natomiast w przypadku komérek PC3 istot-
no$¢ statystyczna odnotowano jedynie po ekspozycji na dawke 2 Gy (p < 0,001).
Zaobserwowany brak istotnosci statystycznej w przypadku komoérek PC3 po eks-
pozycji na dawke 6 Gy moze by¢ zwiazany z relatywnie wysoka wartoscia btedu
standardowego Sredniej.

Poziom uwolnionego LDH byl wyzszy w komoérkach PC3 (12,53 £+ 0,32)%
i (16,7 + 4,5)% w poréwnaniu do komérek DU145 (10,0 + 1,2)% i (14,6 £+ 2,9)%
odpowiednio po dawkach 2 Gy i 6 Gy, co $wiadczy o wigkszej promieniowrazliwo-
Sci komorek PC3. Jednak nie zostaly zaobserwowane istotnie statystycznie réznice
pomiedzy procentowym poziomem uwolnionego LDH pomiedzy badanymi liniami
nowotworowymi gruczotu krokowego (p > 0,05).

Stezenie IL-6 w supernatancie komoérkowym zostato zmierzone dla komoérek
PC3 i DU145 po ekspozycji na promieniowanie «. Uzyskane wyniki zostaty przed-
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stawione na Rysunku 4.12. Stezenie interleukiny 6 (IL-6), uznawanej za marker
stanu zapalnego, wykazywato tendencje spadkows wraz ze wzrostem dawki promie-
niowania « dla obu badanych linii komoérkowych — PC3 i DU145. Zaobserwowane
roznice pomiedzy komoérkami napromienionymi a kontrolnymi byty statystycznie
istotne (p < 0,01 dla 2 Gy oraz p < 0,001 dla 6 Gy). Stezenie IL-6 bylo istotnie
wyzsze dla komoérek PC3 w poréwnaniu do komoérek DU145, osiggajac okoto 3-
krotnie wyzszy poziom dla dawek 0 Gy (p < 0,001) i 6 Gy (p < 0,05) oraz okoto
4.5-krotnie wyzszy po ekspozycji na dawke 2 Gy (p < 0,001).

Rysunek 4.12. Stezenie IL-6 zmierzone 96 godzin po napromienieniu dla komérek PC3
(oznaczone na szaro) i DU145 (oznaczone na czarno) w zaleznosci od dawki
dostarczonej do komorek przez promieniowanie «. Stupki btedéw przedstawiaja
SEM. Istotno$¢ statystyczng oznaczono jako *** p < 0,001 oraz ** p < 0,01
w poréwnaniu do komoérek kontrolnych.

4.2.4 Dyskusja i wnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze promieniowanie o
charakteryzuje sie wyzsza skutecznoscia w usmiercaniu komoérek nowotworowych
w poréwnaniu z promieniowaniem X. Obserwowana redukcja liczby kolonii wraz ze
wzrostem dawki, jak rowniez réznice wynikajace z rodzaju zastosowanego promie-
niowania, odzwierciedlaja zroznicowang skutecznos¢ biologiczng promieniowania
o wysokim (promieniowania «) i niskim (promieniowanie X) LET (Cheng et al.,
2018).

W analizie przezywalnosci komoérek, opartej na modelu LQ, parametry opisu-

jace odpowiedz komoérkowa na promieniowanie o wyniosty odpowiednio:
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(1,836 + 0,048) Gy~! dla komérek PC3 oraz (1,739 + 0,047) Gy~ ! dla komérek
DU145. Dla poréwnania, w pracy (Nilsson et al., 2015) wspotczynniki a dla czastek
a wynosity odpowiednio 1,820 Gy~! dla komérek PC3 oraz 1,864 Gy~! dla komérek
DU145, natomiast wartos¢ S F2, niezaleznie od linii komoérkowej, zostata okreslona
na poziomie (0,020 + 0,010). Z kolei w badaniu, Elgqvist et al. (2016), uzyskano
wartosci SE2 réwne (0,015 £ 0,005) dla komérek PC3 oraz (0,018 £+ 0,006) dla
komérek DU145. Otrzymane w niniejszym badaniu wartosci wspotezynnika a sa
zgodne z danymi literaturowymi, co potwierdza wiarygodnos¢ zastosowanego mo-
delu oraz przyjetej metodyki eksperymentalnej. Pomimo pewnych réznic w warto-
sciach S F'2 wzgledem wezeéniej opublikowanych danych, obserwowany trend biolo-
giczny — wieksza radiooporno$¢ komoérek DU145 w poréwnaniu z komérkami PC3
— pozostaje spojny z wynikami przedstawionymi w literaturze.

W przypadku promieniowania X uzyskane wartosci parametréw modelu LQ

wyniosty dla komérek PC3: (0,409 4 0,032) Gy~ (wspdtezynnik «) i (0,032 4 0,012)
Gy ™2 (wspdlezynnik ), natomiast dla komérek DU145 odpowiednio:
(0,387 4 0,060) Gy~ ' i (0,010 + 0,020) Gy 2. Otrzymane wartosci takze potwier-
dzaja zgodno$¢ z danymi literaturowymi. W pracy (Suetens et al., 2015) war-
tosci wspotezynnikéw dla komérek PC3 wynosily: (0,59 + 0,12) Gy~! dla para-
metru « oraz (0,01 + 0,05) Gy—2 dla parametru 3. Natomiast w badaniu (Saga
et al., 2019) parametry te dla komérek PC3 wyniosty: (0,551 4 0,012) Gy~! dla «
i (0,021 £ 0,001) Gy~? dla 3, a dla komérek DU145: (0,658 £ 0,005) Gy~ ! dla «
i (0,002 £ 0,001) Gy—2 dla 8. Wyniki uzyskane w niniejszym badaniu mieszcza si¢
w granicach btedéw raportowanych w literaturze. Roznice liczbowe moga wynikac
z odmiennych warunkéw eksperymentalnych, takich jak specyfikacja zrodta pro-
mieniowania czy sama metodologia analizy przezywalnosci, w tym sposob zliczania
kolonii.

Poréwnujac obie linie komoérkowe, komérki PC3 okazalty sie bardziej promie-
niowrazliwe, co znajduje odzwierciedlenie zaréwno w wynikach niniejszego bada-
nia, jak i w dostepnych danych literaturowych. W badaniu (Oorschot et al., 2013)
autorzy zastosowali promieniowanie X o energii 250 keV generowane przez apa-
rat Siemens Stabilipan i wykazali, ze wartos¢ frakeji przezywajacych komoérek dla
dawki 2 Gy SF2 byta wyzsza dla komoérek DU145 niz dla komoérek PC3, co wska-
zuje, na wieksza promieniowrazliwosé komérek PC3. W pracy (Jayakumar et al.,
2014) wykorzystano promieniowanie gamma pochodzace z izotopu *°Co. Autorzy
tej pracy rowniez wykazali wigksza promieniowrazliwos¢ komérek PC3 w poréwna-
niu do komoérek DU145 na podstawie testu przezywalnosci oraz testu apoptozy. Pa-
rametry dopasowanych krzywych przezywalnosci oraz warto$¢ (SF2) wyznaczone
w niniejszej pracy i przeanalizowane z wykorzystaniem kryterium 30 moga by¢
bezposrednio poréwnywane z wynikami uzyskanymi przez Oorschot et al. (2013),

co dodatkowo potwierdza spdjnosé i rzetelno$é¢ uzyskanych wynikdow.
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Barwienie aneksyna V-FITC i jodkiem propidyny komoérek nowotworowych
gruczotu krokowego wykazato zalezny od dostarczonej dawki promieniowania spa-
dek procentowego udziatu komorek zywych, przy jednoczesnym wzroscie procen-
towego udzialu komoérek wezesnoapoptotycznych oraz komérek pdznoapoptotycz-
nych lub nekrotycznych zaréwno w przypadku linii PC3, jak i DU145. W pracy Zhao
et al. (2019) przeanalizowano odpowiedZ apoptotyczna komoérek HeLa w funkcji
dawki promieniowania X, oceniajac efekt po 48 i 72 godzinach od napromienienia.
Zastosowany przez autoréow punkt czasowy 72 godziny odpowiada harmonogra-
mowi eksperymentalnemu niniejszego badania, a uzyskane wyniki réwniez wyka-
zaty wzrost procentowego udziatu komoérek apoptotycznych w sposob zalezny od
dawki. Analiza eksperymentalna wykazata, ze komorki PC3 charakteryzuja sie
wyzsza promieniowrazliwos$cig w porownaniu do komoérek DU145, co potwierdza
wiekszy procentowy udziat komérek PC3 znajdujacych sie w péznej fazie apoptozy
lub nekrozy. Réznica ta byta szczegdlnie wyrazna po napromienieniu czastkami o,
gdzie procentowy udzial komorek martwych dla linii PC3 byt okoto trzykrotnie
wyzszy niz dla linii DU145. Dla promieniowania X réwniez zostata zaobserwowana
istotna roznica, przy czym udziat komoérek apoptotycznych lub nekrotycznych byt
dwukrotnie wyzszy dla komoérek PC3. Wyniki te potwierdzaja zréznicowana odpo-
wiedz radiobiologiczna analizowanych linii komoérkowych.

Otrzymany efekt jest zgodny z przewidywaniami i aktualnym stanem wiedzy,
wedtug ktérego promieniowanie jonizujace indukuje apoptoze poprzez aktywacje
szlakéw sygnalizacyjnych odpowiedzialnych za $mieré komoérkows (Friesen et al.,
2013). W badaniach (Friesen et al., 2013) wykazano, ze radiobiokoniugat [**Bi]-
anty-CD33 selektywnie indukowal apoptoze w komérkach ostrej biataczki szpiko-
wej wykazujacych ekspresje CD33, a analiza molekularna potwierdzita aktywacje
wewnetrznego, mitochondrialnego szlaku apoptozy prowadzaca do uruchomienia
kaspazy-9. Mechanizm ten wpisuje sie w szerszy kontekst badan nad opornoscig
nowotworéw na leczenie. Jednym z kluczowych czynnikéw odpowiedzialnych za
oporno$¢ komérek nowotworowych na radioterapie lub chemioterapie jest wtasnie
zaburzenie szlakéw sygnalizacyjnych prowadzacych do apoptozy, co zostato szcze-
gélowo opisane przez Vucic et al. (2006).

W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw zostato stwierdzone, ze uwalnia-
nie enzymu LDH byto zwigkszone w komoérkach napromienianych w poréwnaniu do
komorek kontrolnych w obu badanych liniach nowotworowych gruczotu krokowego.
Zaobserwowany procentowy wzrost aktywnos$ci LDH moze byé¢ zwigzany z obec-
noscig procesow martwiczych w obrebie tkanki nowotworowej, co sugeruja wyniki
przedstawione przez (Forkasiewicz et al., 2020). W pracy (Forkasiewicz et al.,
2020), stwierdzono, ze zwiekszona aktywno$é¢ LDH u pacjentéw onkologicznych
moze odzwierciedla¢ procesy martwicze uszkodzenia komorek w obrebie guza, pro-

wadzace do uwalniania wewnatrzkomorkowego LDH do krwiobiegu. Réznice w ak-
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tywnosci LDH pomiedzy komérkami PC3 i DU145 zostaly weze$niej odnotowane
w warunkach bez ekspozycji na promieniowanie (Cavallari et al., 2020). W pracy
(Cavallari et al., 2020), zaobserwowano wyzsze stezenie LDH w komérkach PC3
w poréwnaniu do komoérek DU145, co jest zgodne z wynikami uzyskanymi w ni-
niejszym badaniu. Nalezy rowniez podkresli¢, ze komérki PC3 charakteryzuja sie
wyzszym poziomem metabolizmu glikolitycznego, co moze wpltywaé na zwickszona
aktywno$¢ LDH w poréwnaniu do komérek DU145. W pracy (Liu et al., 2021) zo-
stato stwierdzone, ze wysoka ekspresja LDH w kontekscie radioterapii uznawana
jest za niekorzystny czynnik prognostyczny, przyczyniajacy si¢ do rozwoju radio-
oporno$ci poprzez mechanizmy metaboliczne i immunologiczne. Wzrost aktywnosci
LDH indukowany promieniowaniem jonizujacym o niskim LET byt opisywany mie-
dzy innymi w komérkach Jurkat napromienionych izotopem 37Cs (Ferranti et al.,
2020) oraz w ekstraktach z grasicy myszy poddanych ekspozycji na promieniowanie
X (Hori et al., 1968). Jednak wpltyw promieniowania jonizujacego — zar6wno o ni-
skim, jak i wysokim LET —na poziom LDH w komérkach nowotworowych gruczotu
krokowego nie byt dotad analizowany. Zastosowanie testu LDH dla komérek PC3
i DU145 napromienionych czastkami o emitowanymi z plaskiego zrédta 24 Am po-
zwolito na uzyskanie pierwszych wynikéw dotyczacych poziomu uwolnienia LDH
w zalezno$ci od dawki promieniowania dostarczonej do komoérek nowotworowych
gruczotu krokowego. Obserwowane zmiany w procentowym udziale uwalnianego
enzymu stanowig posredni wskaznik uszkodzen bton komérkowych, a jednocze-
$nie wystepujace réznice w odpowiedzi pomiedzy komoérkami PC3 i DU145 moga
wskazywa¢ na zréznicowang promieniowrazliwos¢ oraz potencjalne mechanizmy
radioopornosci specyficzne dla danego typu nowotworu.

Wezesniejsze badania wykazaly, ze ekspresja IL-6, oznaczana metodami We-
stern Blot oraz ELISA, byta zwiekszona w komoérkach nowotworowych gruczotu
krokowego o wysokiej opornosci (HR, z ang. Highly Resistant) po napromienieniu
komorek promieniowaniem rentgenowskim (Wu et al., 2013). Co wiecej, Matsuoka
et al. (2016) wykazali, ze zwiekszone stezenie IL-6 ograniczalo indukowana pro-
mieniowaniem o niskim LET émier¢ komérkowa w nowotworach ptaskonabtonko-
wych jamy ustnej, co podkresla istotng role IL-6 w regulacji wrazliwosci komérek
nowotworowych na promieniowanie jonizujace. W kontekscie uzyskanych wyni-
kéw, obnizenie poziomu sekrecji IL-6 w odpowiedzi na promieniowanie oo moze by¢
konsekwencjg zmniejszonej liczby zywych komorek, ktore przezyty ekspozycje na

promieniowanie o wysokim LET.

4.3 Charakterystyka egzosomoéw

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie wplywu stresu indukowanego

promieniowaniem jonizujacym na koncentracje oraz Srednice egzosomow wydzie-
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lanych przez komérki nowotworowe gruczotu krokowego.

4.3.1 Analiza koncentracji egzosomow

Koncentracja egzosoméw zostata obliczona jako liczba wykrytych nanopeche-
rzykéw na 1 ml supernatantu komérkowego. Uzyskane wyniki zostaty przedsta-
wione na Rysunku 4.13A (dla czastek «) i na Rysunku 4.13B (dla promieniowania
X).

Rysunek 4.13. Koncentracja egzosoméw wyizolowanych 96 godzin po napromienieniu
z komérek PC3 (oznaczone na szaro) oraz DU145 (oznaczone na czarno) w za-
leznosci od dawki promieniowania o (panel A) i promieniowania X (panel B).
Istotnosé statystyczng oznaczono jako * p < 0,05 w poréwnaniu miedzy komor-
kami PC3 i DU145 dla danej dawki promieniowania.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw zostatl zaobserwowany stop-
niowy spadek koncentracji egzosoméw wyizolowanych z komoérek poddanych dzia-
taniu promieniowania a w poréwnaniu do egzosoméw wyizolowanych z komorek
kontrolnych. W przypadku promieniowania X nie zostata zaobserwowana korela-
cja pomiedzy koncentracja egzosomow a dawka promieniowania dostarczona do
komorek.

W przypadku czastek a koncentracja egzosoméw wyizolowanych z komorek
PC3 byta wyzsza niz w przypadku egzosomoéw wyizolowanych z komérek DU145
— dwukrotnie dla prébek kontrolnych, a trzykrotnie dla prébek napromienionych.
Odwrotny trend zostal zaobserwowany dla egzosoméw wyizolowanych z komoérek
poddanych dziataniu promieniowania X: koncentracja egzosoméw wyizolowanych
z komérek DU145 byta dwukrotnie wyzsza niz koncentracja egzosoméw wyizolo-
wanych z komoérek PC3.

Zostaly stwierdzone statystycznie istotne réznice w koncentracji egzosoméw
wyizolowanych z komérek PC3 w poréwnaniu do egzosomdéw wyizolowanych z ko-
moérek DU145 (p < 0,05) dla obu dawek promieniowania «. Dla egzosoméw wyizo-

lowanych z komoérek napromienionych przy uzyciu lampy RTG nie zostaty zaob-
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serwowane statystycznie istotne réznice w koncentracji egzosoméw, zarowno po-
miedzy poszczegdlnymi dawkami promieniowania, jak i pomiedzy obiema liniami
komérkowymi gruczotu krokowego. W przypadku komorek kontrolnych, pocho-
dzacych z obu linii nowotworowych gruczotu krokowego, nie zostaly réwniez wy-
kazane statystycznie istotne réznice w liczbie produkowanych egzosoméw miedzy
porownywanymi grupami niezaleznie od zastosowanego rodzaju promieniowania

jonizujacego.

4.3.2 Analiza Srednicy egzosomow

Rozmiary ($rednica hydrodynamiczna) egzosoméw wyizolowanych z komorek
nowotworowych gruczotu krokowego (PC3 i DU145), ktére zostaty poddane ekspo-
zycji na promieniowanie jonizujace, zostaly zmierzone z wykorzystaniem aparatu
ZetaView i przedstawione na Rysunku 4.14A (dla promieniowania «) i na Ry-

sunku 4.14B (dla promieniowania X).

Rysunek 4.14. Charakterystyka rozmiaru egzosoméw wyizolowanych z komoérek PC3
(oznaczone na szaro) oraz DU145 (oznaczone na czarno) w zaleznosci od dawki
promieniowania « (panel A) i promieniowania X (panel B). Srednie warto-
Sci £ SEM zostaly obliczone dla érednicy hydrodynamicznej egzosoméw na pod-
stawie trzech niezaleznych eksperymentéw z dwoma powtoérzeniami dla kazdej
dawki promieniowania.

Na podstawie otrzymanych wynikéw zostato stwierdzone, ze egzosomy wyizolo-
wane z nowotworowych komérek gruczotu krokowego (PC3 1 DU145) maja $rednice
od 137 nm do 146 nm (dla czastek «) oraz 131 nm do 137 nm (dla promieniowania
X), co odpowiada rozmiarowi egzosomow.

Niezaleznie od zastosowanego rodzaju promieniowania jonizujacego nie zostata
zaobserwowana korelacja pomiedzy rozmiarem nanopecherzykow a dawka promie-
niowania dostarczong do komoérek.

W przypadku egzosoméw wyizolowanych z komérek kontrolnych wartosci wy-
nosity: (137,8 + 5,4) nm dla komérek PC3 oraz (144,1 + 1,8) nm dla komoérek
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DU145. W przypadku egzosoméw wyizolowanych z komoérek poddanych ekspozy-
¢ji na promieniowanie o wartosci te wynosity odpowiednio dla dawki 2 Gy i 6 Gy:
(139,2 £ 1,3) nm i (139,6 + 1,9) nm dla komérek PC3 oraz (142,1 £ 2,5) nm
i (146,2 + 3,8) nm dla komérek DU145.

Wartosci érednic dla egzosomoéw wyizolowanych z komérek poddanych ekspo-
zycji na promieniowanie X o wartosciach dawki réwnych 2 Gy i 6 Gy wynosity
(136,7 £ 1,3) nm i (135,6 &+ 1,9) nm dla komérek PC3 oraz (136,5 £ 2,5) nm
i (135,4 + 3,8) nm dla komérek DU145. W przypadku komérek kontrolnych war-
tosci wynosity: (131,2 + 5,4) nm dla komérek PC3 i (136,1 + 1,8) nm dla komérek
DU145.

Zarowno w przypadku promieniowania «, jak i promieniowania X, nie zostaty
zaobserwowane statystycznie istotne réznice w srednicach hydrodynamicznych eg-
zosoméw — ani pomiedzy poszczegélnymi dawkami promieniowania, ani pomiedzy
obiema liniami komérkowymi gruczotu krokowego (p > 0,05).

4.3.3 Dyskusja i wnioski

Podsumowujac, w niniejszych badaniach zostatl oceniony wplyw stresu wy-
wotanego promieniowaniem jonizujacym na koncentracje oraz $rednice hydrody-
namiczng egzosomdéw wyizolowanych z komorek nowotworowych gruczotu kroko-
wego poddanych ekspozycji na ten czynnik. Wpltyw promieniowania jonizujacego
na uwalnianie egzosoméw po raz pierwszy zostal zaobserwowany w pracy (Yu et al.,
2006), w ktorej linie komérkowa niedrobnokomérkowego raka ptuc H460 poddano
dziataniu promieniowania gamma.

Na podstawie uzyskanych wynikéw pomiaréw metodg NTA stwierdzono, ze ze
wzgledu na duzg warto$¢ btedu standardowego éredniej nie wykazano statystycz-
nie istotnych réznic w koncentracji ani w srednicy hydrodynamicznej egzosoméw
wydzielanych przez komérki PC3 i DU145 w odpowiedzi na wzrastajace dawki pro-
mieniowania rentgenowskiego. Dla czastek « zostal natomiast zanotowany stop-
niowy spadek wydzielania egzosoméw wraz ze wzrostem dawki promieniowania.
Wynik ten jest zgodny z obserwacjami przedstawionymi w pracy (Elbakrawy et al.,
2021), w ktorej fibroblasty ptucne (HF19) zostaly napromienione izotopem 23*Pu
jako zrédlo czastek a. Autorzy tej pracy réwniez wykazali istotny wzrost koncen-
tracji egzosomow po zastosowaniu promieniowania X oraz brak istotnych réznic
w ich rozmiarach pomiedzy grupami napromienionymi a kontrolnymi. Z kolei w ba-
daniach dotyczacych komérek glejaka U87 (Mrowczynski et al., 2018), przeprowa-
dzonych z wykorzystaniem aparatu Zetasizer, wykazano brak zmian w rozmiarze
egzosoméw w odpowiedzi na promieniowanie, co pozostaje zgodne z wynikami uzy-
skanymi w niniejszym badaniu. Brak zalezno$ci pomiedzy rozmiarem egzosoméw
a dawka po napromienieniu komoérek srodbtonka laserem niskiej mocy wykazano
takze w pracy (Bagheri et al., 2018).
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4.4 Efekt sasiedztwa indukowany przez egzosomy

4.4.1 Identyfikacja egzosomow

Egzosomy zostaty scharakteryzowane pod katem obecnosci typowych biomar-
keréw egzosomowych, takich jak CD63 i CD81, ktére zostaly potwierdzone za
pomoca analizy Western Blot. Charakterystyka egzosomoéw zostata przeprowa-
dzona zaréwno dla komoérek PC3 inkubowanych z egzosomami wyizolowanymi
z komoérek nowotworowych gruczotu krokowego PC3 (PC3 + exoPC3) i DU145
(PC3 4 exoDU145), jak i dla lizatéw komoérkowych (Rysunek 4.15). Inkubacja ko-
morek z wyizolowanymi egzosomami trwata 42 godziny. Dodatkowo zostata prze-
prowadzona detekcja kalneksyny — biatka obecnego na btonach komoérkowych.

Rysunek 4.15. Reprezentatywny immunoblot markeréw egzosomowych: CD63, CDS81;
oraz kalneksyny w lizatach komérkowych z dodanymi egzosomami wyizolowa-
nymi z komérek PC3 (PC3 + exoPC3) oraz DU145 (PC3 + exoDU145) zebra-
nymi po 42 godzinach wspo6thodowli z komérkami PC3 oraz w lizatach komér-
kowych (PC3 i DU145).

Analiza densytometryczna intensywnosci sygnatu dla CD63 i CD81 wyka-
zala, ze probki PC3 + exoPC3 zawieraly $rednio 32% wiecej CD63 oraz 73%
wiecej CD81 niz lizaty komoérek PC3. Podobny trend zostal zaobserwowany dla
PC3 + exoDU145, w ktérych zostalo stwierdzone 65% wiecej CD63 i 61% wiccej

CDS81 w poréwnaniu do lizatow komérek DU145. Podsumowujac, lizaty komoérkowe
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wykazaly nizsze poziomy CD63 i CD81 w poréwnaniu do probek inkubowanych
7 egzosomami.

4.4.2 Whnikanie egzosoméw do komoérek

Aby zbadaé, czy hipotetyczny efekt RIBE moze by¢ aktywowany w komérkach
biorcy (komérki kontrolne PC3) za pomoca egzosoméw wyizolowanych z komoérek
napromienionych (exoPC3 i exoDU145), przeanalizowana zostata obecno$¢ ognisk
~vH2AX w jadrach komérek biorcy. Rysunek 4.16 przedstawia obrazy mikroskopowe
ognisk YH2AX w jadrach komoérek kontrolnych PC3 inkubowanych przez 1 godzine
i 3 godziny z egzosomami wyizolowanymi z napromienionych komoérek dawcy PC3
(exoPC3) i DU145 (exoDU145).

Rysunek 4.16. Obrazy mikroskopowe jader komérek kontrolnych PC3 pokazujace induk-
cje ognisk YH2AX przez egzosomy wyizolowane z napromienionych komérek PC3
i DU145. Wizualizacja ognisk YH2AX w komoérkach kontrolnych PC3 inkubowa-
nych przez 1 i 3 godziny z egzosomami wyizolowanymi z komérek PC3 i DU145
poddanych napromienieniu dawka 2 Gy promieniowania X (PC3 + exoPC3
i PC3 4+ exoDU145). Komérki PC3 (Kontrola PC3) stanowily grupe kontro-
Ina, nie zostaly napromienione.

Na podstawie analizy zdje¢ mikroskopowych zostalo wykazane, ze liczba ognisk
vH2AX w jadrach komorek wspdéthodowanych z egzosomami byta wyzsza niz
w jadrach komérek kontrolnych PC3. Srednia liczba ognisk naprawczych na ja-
dro komoérkowe w przypadku komérek kontrolnych PC3 wynosita odpowiednio:
0,914 + 0,076 po 1 godzinie oraz 0,890 4+ 0,081 po 3 godzinach. W przypadku pro-
bek wspéthodowanych z egzosomami (PC3 + exoPC3 i PC3 + exoDU145) wartosci
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te po 1 godzinie inkubacji wynosity odpowiednio 4,37 & 0,73 i 3,87 £ 0,89, na-
tomiast po 3 godzinach inkubacji: 3,22 £+ 0,70 i 2,43 4+ 0,21. Zostaly stwierdzone
statystycznie istotne réznice w $redniej liczbie ognisk naprawczych na jadro komor-
kowe miedzy komoérkami kontrolnymi PC3 a komérkami PC3 wspothodowanymi
przez 1 godzine i 3 godziny z egzosomami wyizolowanymi z napromienionych ko-
moérek PC3 (PC3 + exoPC3) oraz DU145 (PC3 + exoDU145) (p < 0,05). Nie
zaobserwowano natomiast istotnych réznic pomiedzy prébkami PC3 4+ exoPC3
i PC3 + exoDU145.

Wykazana wyzsza srednia liczba ognisk naprawczych na jadro komoérkowe w ko-
morkach wspéthodowanych z egzosomami sugeruje, ze egzosomy wyizolowane z na-
promienionych komoérek gruczotu krokowego moga wnika¢ do komoérek kontrol-
nych i indukowaé uszkodzenia DNA. Wiecej ognisk YH2AX zostato zaobserwo-
wane w uktadzie PC3 + exoPC3 w poréwnaniu do uktadu PC3 + exoDU145, co
dodatkowo wskazuje, ze komérki DU145 sa bardziej odporne na promieniowanie
niz komérki PC3.

4.4.3 Analiza apoptozy w badanych modelach eksperymen-
talnych

Aby zbada¢ potencjalna aktywacje RIBE w komorkach stymulowanych egzo-
somami zostata przeprowadzona analiza apoptozy. Procentowy udziat catkowite;
populacji komorek zywych, wezesnoapoptotycznych oraz péznoapoptotycznych lub
nekrotycznych zostal poddany analizie apoptozy dla dwéch scenariuszy inkubacji
komorek nowotworowych gruczotu krokowego PC3: komoérki PC3 wspéthodowane
7z egzosomami wyizolowanymi z komérek PC3 (PC3 + exoPC3, Rysunek 4.17)
oraz komorki PC3 inkubowane z egzosomami wyizolowanymi z komdrek DU145
(PC3 + exoDU145, Rysunek 4.18).

W przypadku napromienionych komérek PC3 stymulowanych egzosomami wy-
izolowanymi z komérek kontrolnych PC3 (K2+EXO0 i K6+EXO0) zostal zaobser-
wowany na Rysunku 4.17 wzrost procentowego udziatu komoérek wezesnoapopto-
tycznych oraz poéznoapoptotycznych lub nekrotycznych w populacji w poréwnaniu
do komérek kontrolnych PC3 z dodanymi egzosomami wyizolowanymi z komérek
kontrolnych PC3 (K0O+EXOO0). Dla komérek PC3 poddanych ekspozycji na dawke
6 Gy i wps6thodowanych z egzosomami izolowanymi z komérek kontrolnych PC3
(K64+EXO0) zostal wykazany istotnie statystycznie zwiekszony procentowy udzial

komorek wezesnoapoptotycznych (p < 0,01) w poréwnaniu z kontrola (K0+EXOO).
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Rysunek 4.17. Efekt dziatania promieniowania X na komérki zywe, wezesnoapoptotyczne
oraz péznoapoptotyczne lub nekrotyczne dla komoérek PC3 wspothodowanych
z egzosomami wyizolowanymi z napromienionych i kontrolnych komérek PC3
(exoPC3) oceniony metoda cytometrii przeplywowej 96 godzin po napromienie-
niu. Diagramy cytometrii przepltywowej FITC-Annexin V/7-AAD dla wybranego
jednego replikanta z pojedynczego eksperymentu dla komérek PC3 hodowanych
w medium z dodatkiem plodowej surowicy bydlecej pozbawionej egzosoméw dla
0 Gy (kontrola), 2 Gy i 6 Gy (panel A). Usrednione dane wraz ze stupkiem
btedéw SEM. Istotnosé statystyczna oznaczono jako ** p < 0,001, ™ p < 0,01
w poréwnaniu do odpowiednich kontroli (panel B).

W kolejnym etapie zostaty poréwnane komorki kontrolne PC3 inkubowane z eg-
zosomami izolowanymi z napromienionych komérek PC3 (KO+EXO2 i KO+EXOG6)
z prébkami kontrolnymi (KO+EXOO0). Zostal zaobserwowany zwickszony procen-
towy udziatl komorek we wezesnej oraz poznej fazie apoptozy lub nekrozy w prob-
kach KO+EXO2 i KO+EXO6 w poréownaniu do kontroli KO+EXO0. W préb-
kach KO+EXO2 zostal wykazany istotnie statystycznie wzrost procentowy koméo-
rek péznoapoptotycznych lub nekrotycznych (p < 0,01) w poréwnaniu do prébek
KO+EXOO.

Ostatnig grupa poréwnawcza byty napromienione komoérki PC3 wspothodo-
wane z egzosomami izolowanymi z komorek kontrolnych PC3 (K24+EXOO0 oraz
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K6+EXOO0) oraz napromienione komérki PC3 inkubowane z egzosomami izolo-
wanymi z napromienionych komoérek PC3 (K24+EXO2 oraz K6+EXO6). W tej
grupie nie zostaty zaobserwowane statystycznie istotne réznice. Jednakze, analizu-
jac procent komoérek apoptotycznych i nekrotycznych, zostata zaobserwowana ten-
dencja wzrostu procentowego udziatu komorek ulegajacych apoptozie w zaleznosci
od dawki promieniowania. Poniewaz wszystkie komoérki w tej grupie byty napro-
mieniane, tendencja ta byta widoczna przy poréwnaniu egzosoméw izolowanych
z komorek kontrolnych do egzosoméw pochodzacych z komérek napromienionych.

Dodatkowo, poréwnujac wyniki zaprezentowane na Rysunku 4.9 z wynikami
pokazanymi na Rysunku 4.17 mozna stwierdzi¢, ze réznica w procentowym udziale
komorek zywych, komoérek wezesnoapoptotycznych oraz poéznoapoptotycznych lub
nekrotycznych w populacji byta bardziej wyrazna w przypadku napromienionych
komoérek PC3 hodowanych w medium wzbogaconym 5% surowica bydlecg pozba-
wiong egzosoméw. Poréwnanie uzyskanych wartosci dla komoérek zywych i pézno-

apoptotycznych lub nekrotycznych zostato przedstawione w Tabeli 4.1.

Tabela 4.1. Procentowy udzial komoérek zywych i péznoapoptotycznych oraz nekrotycz-
nych poddanych ekspozycji na promieniowanie X w zaleznoéci od zastosowanego
rodzaju pozywki.

Komorki zywe (%) | Pézna apoptoza lub nekroza (%)
Parametr
2 Gy 6 Gy 2 Gy 6 Gy
Rysunek 4.9 | 96,5 £ 1,8 1929 + 1,8 | 2,85 £ 0,86 5,0 £ 1,6
Rysunek 4.17 | 87,1 + 2.4 | 78,0 + 42 | 131 + 1,8 21,2 + 3,8

W drugim ukladzie eksperymentalnym (PC3 + exoDU145), ktérego wyniki
zostaly przedstawione na Rysunku 4.18 komérki PC3 byty wspothodowane z eg-
zosomami wyizolowanymi z komérek DU145. W pierwszej grupie poréwnawczej,
komérki PC3 zostaly napromienione, a egzosomy wyizolowane z komoérek kon-
trolnych DU145 (K2+EXO0 i K6+EXO0). W obrebie tej grupy zostal zaobser-
wowany wzrost procentowego udziatu komorek wezesnoapoptotycznych oraz poz-
noapoptotycznych lub nekrotycznych w populacji w poréwnaniu do probek kon-
trolnych (KO+EXOO). Ponadto réznica w procentowym udziale komoérek weze-
snoapoptotycznych oraz poédznoapoptotycznych lub nekrotycznych byta wieksza
dla K6+EXOO0 niz dla K2+EXOO0. Istotno$¢ statystyczna dla pdznej apoptozy
lub nekrozy zostata wykazana dla probek K2+EXOO0 (p < 0,01) oraz K6+EXOO0
(p < 0,05) w poréwnaniu do kontroli (KO+EXOO0).
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Rysunek 4.18. Efekt dzialania promieniowania X na komorki zywe, wczesnoapoptotyczne
oraz péznoapoptotyczne lub nekrotyczne dla komoérek PC3 wspothodowanych
z egzosomami wyizolowanymi z napromienionych i kontrolnych komérek DU145
(exoDU145) oceniony metoda cytometrii przeptywowej 96 godzin po napromie-
nieniu. Diagramy cytometrii przeptywowej FITC-Annexin V/7-AAD dla wybra-
nego jednego replikanta z pojedynczego eksperymentu (panel A). Uérednione
dane wraz ze stupkiem bledéw SEM. Istotno$é statystyczna oznaczono jako
**p <0,01i*p<0,05w poréwnaniu do odpowiednich kontroli (panel B).

W drugiej grupie zostaty porownane komorki kontrolne PC3 wspéthodowane
z egzosomami wyizolowanymi z napromienionych komérek DU145 (KO+EXO2
i KO+EXOG6) z prébkami kontrolnymi (KO4+EXOO0). Zostal zaobserwowany zwiek-
szony procentowy udzial komorek we wczesnej oraz pdznej fazie apoptozy lub ne-
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krozy, przy czym efekt ten nasilal sie wraz ze wzrostem dawki promieniowania, kté-
rej poddano komorki DU145, z ktérych izolowano egzosomy. Dla probek KO+EXO6
zostal wykazany istotnie statystycznie wzrost procentowy komorek pdznoapopto-
tycznych lub nekrotycznych (p < 0,05) w poréwnaniu do probek K0+EXOO.

W trzeciej grupie do napromienionych komérek PC3 dodano egzosomy wyizo-
lowane z komérek kontrolnych DU145 (K2+EXO0 i K64+EXOO0) i poréwnano je
z napromienionymi komérkami PC3 z dodanymi egzosomami wyizolowanymi z na-
promienionych komérek DU145 (K2+EXO2 i K6+EXOG6). Podobnie jak w pierw-
szym ukladzie (PC3 + exoPC3) nie zostaly zaobserwowane réznice statystycznie
istotne. Jednakze zostata zauwazona tendencja, w ktorej procent udziatu komérek
apoptotycznych i nekrotycznych w populacji wzrastal w zaleznosci od dawki pro-
mieniowania. Poniewaz wszystkie komérki w tej grupie poréwnawczej byty napro-
mieniane, tendencja ta byta szczegdlnie widoczna przy poréwnywaniu egzosomow
wyizolowanych z komoérek kontrolnych i egzosoméw pochodzacych z napromienio-
nych komérek DU145.

Podsumowujac, w pierwszym uktadzie eksperymentalnym (PC3 + exoPC3),
procentowy udzial komoérek wezesnoapoptotycznych oraz pédznoapoptotycznych
lub nekrotycznych byt wyzszy dla prébek K6+EXOO0 odpowiednio: (13,96 + 0,27)%
i (12,7 + 4,1)% niz dla probek K2+EXO0 odpowiednio: (5,3 +1,3)% 1 (9,6 £+ 5,5)%.
W drugim uktadzie eksperymentalnym (PC3 + exoDU145), procentowy udzial ko-
morek we wczesnej i pdznej fazie apoptozy lub nekrozy w populacji byt rowniez
wyzszy dla probek K6+EXOO0 (1,30 + 0,77)% i (9,8 £ 2,4)%, odpowiednio, w po-
réwnaniu do prébek K2+EXOO0 (0,20 £+ 0,13)% i (6,33 £ 0,50)%, odpowiednio.
Réznica w procentowym udziale komoérek apoptotycznych i nekrotycznych byta
wieksza w uktadzie PC3 + exoPC3 w poréwnaniu do uktadu PC3 + exoDU145.

Zostal zaobserwowany rowniez zwigkszony procentowy udziat komérek weze-
snoapoptotycznych w uktadzie PC3 + exoPC3, z wartosciami (3,7 + 1,6)% dla pré-
bek KO+EXO02i (5,0 + 1,5)% dla KO+EXOG6, a takze w uktadzie PC3 + exoDU145,
gdzie wartosci wynosity (0,43 £ 0,40)% dla KO+EXO2 i (0,165 + 0,072)% dla
KO0+EXO6. Ponadto, procentowy udzial komérek w péznej fazie apoptozy lub ne-
krozy byt wiekszy zarowno w przypadku PC3 + exoPC3, gdzie wartosci wynosity
(2,9 £ 1,2)% dla KO+EXO2 i (7,8 £+ 5,8)% dla KO+EXO6, jak i w przypadku
PC3 + exoDU145 (1,8 £+ 1,0)% dla KO+EXO2 i (5,9 + 1,1)% dla KO+EXOG.
Wyniki te wskazuja na procentowy wzrost populacji komoérek apoptotycznych i ne-
krotycznych w porownaniu do komérek kontrolnych, ktore byty inkubowane z eg-
zosomami wyizolowanymi z komérek kontrolnych (KO+EXOO0).

W celu poréwnania zywotnosci pomiedzy pierwszym uktadem eksperymental-
nym (PC3 + exoPC3) a drugim (PC3 + exoDU145) zostal przygotowany Rysu-
nek 4.19.
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Rysunek 4.19. Efekt dzialania promieniowania X na komoérki zywe dla komdrek PC3
wspothodowanych z egzosomami dla dwéch uktadéw eksperymentalnych: komo-
rek PC3 i egzosoméw wyizolowanych z komérek PC3 (PC3 + exoPC3, ozna-
czone na szaro) oraz komérek PC3 i egzosoméw wyizolowanych z komérek DU145
(PC3 + exoDU145, oznaczone na czarno) oceniony metoda cytometrii przeply-
wowej 96 godzin po napromienieniu. Usrednione dane wraz ze stupkiem bledéw
SEM. Istotno$¢ statystyczna oznaczono jako ** p < 0,011 * p < 0,05, w poréw-
naniu do odpowiedniej grupy kontrolnej.

Réznica w procentowym udziale komoérek zywych byta wicksza w uktadzie
PC3 + exoPC3 niz w uktadzie PC3 + exoDU145 (Rysunek 4.19). W pierwszej
grupie, dla prébek K2+EXOO0 i K6+EXOO0 w poréwnaniu do KO+EXOO, poziom
istotnosci statystycznej dla procentowego udziatu komorek zywych byt wyzszy
dla prébek K2+EXOO0 (p < 0,01) niz dla prébek K6+EXOO0 (p < 0,05) w ukla-
dzie PC3 + exoDU145, podczas gdy dla probek PC3 + exoPC3 istotnos¢ staty-
styczna zostala zaobserwowana jedynie dla K6+EXOO0 (p < 0,05) w poréwnaniu
do KO+EXOO0. Dla probek KO4+EXO2 i KO+EXO6 w poréwnaniu do KO+EXOO,
istotnos¢ statystyczna dla komorek zywych zostata zaobserwowana tylko w ukta-
dzie PC3 + exoDU145 (K0O4+EXO2 i KO+EXO6, p < 0,05). Otrzymane wyniki
potwierdzajg wczedniejsza hipoteze, ze komérki DU145 sg bardziej radiooporne
niz komorki PC3, a egzosomy wyizolowane z tych komérek moga odgrywac role
w procesie uodparniania komoérek nowotworowych gruczotu krokowego na promie-
niowanie.

4.4.4 Dyskusja i wnioski

W niniejszej pracy zostato wykazane, ze promieniowanie jonizujace oddziatuje
nie tylko na komoérki bezposrednio napromienione, lecz takze na sasiednie komorki,
ktére nie byly wystawione na jego dziatanie. Zjawisko to okresla sie mianem efektu
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sasiedztwa indukowanego promieniowaniem (RIBE). Mechanizm ten zostaje zapo-
czatkowany przez komunikacje molekularna zachodzaca pomiedzy komérkami (Ka-
dhim et al., 2013; Mothersill et al., 2019). W pracy (Kadhim et al., 2013) wyka-
zano, ze sygnaty odpowiedzialne za efekt RIBE sa przekazywane zaréwno poprzez
potaczenia szczelinowe (z ang. gap junctions), jak i za po$rednictwem czynnikéw
dyfuzyjnych obecnych w medium hodowlanym napromienionych komorek. 7 ko-
lei w badaniach przedstawionych w pracy (Mothersill et al., 2019) podkreslono,
ze mechanizmy komunikacji komorkowej lezacej u podstaw efektu sgsiedztwa sag
szeroko analizowane w literaturze, a jako gltéwne drogi przekazywania tych sygna-
tow wyroznia sie czynniki rozpuszczalne oraz komunikacje migdzykomorkows za
posrednictwem potaczen szczelinowych.

W niniejszej pracy zbadana zostata rola egzosoméw jako mediatoréw uszkodzen
indukowanych promieniowaniem fotonowym, wykorzystujac analize immunoblot-
tingu, immunobarwienie YH2AX oraz ocene programowanej $mierci komorkowej
(apoptozy) w komérkach nowotworowych gruczotu krokowego inkubowanych z eg-
zosomami. Na podstawie przeprowadzonych analiz Western Blot zostato wykazane,
ze lizaty komoérkowe charakteryzowaly sie nizszym poziomem tetraspanin CDG63
i CD81 w poréwnaniu z probkami komoérek wspéthodowanych z egzosomami.

W komérkach kontrolnych PC3 inkubowanych z egzosomami wyizolowanymi
z napromienionych komorek PC3 i DU145 zostata zaobserwowana obecnos¢ ognisk
naprawczych YH2AX $wiadczacych o wystepowaniu podwdjnoniciowych uszkodzen
DNA. Uzyskane wyniki wskazuja, ze egzosomy uwalniane przez komoérki poddane
ekspozycji na promieniowanie jonizujace moga indukowaé efekt RIBE w komor-
kach, ktore nie byly bezposrednio napromieniane. W pracy (Smolarz et al., 2022)
egzosomy wyizolowano z komérek ptaskonabtonkowego raka regionu glowy i szyi
(linia komoérkowa FaDu). Komoérki FaDu stymulowano uprzednio wyizolowanymi
egzosomami pochodzacymi z komorek napromienionych lub poddanych pozorowa-
nemu napromienianiu (z ang. mock-irradiated). Smolarz et al. (2022), wykazali, ze
poziom ognisk YH2AX w jadrach komoérek bezposrednio napromienionych dawka
2 Gy (po jednej godzinie od napromienienia) oraz w jadrach komoérek stymulowa-
nych egzosomami (po jednej godzinie inkubacji) byl poréwnywalnie wysoki.

Na podstawie analizy poréwnawczej z wykorzystaniem klonogennego testu prze-
zywalnosci, LDH i IL-6 zostalo wykazane, ze linia komoérkowa DU145 charaktery-
zuje sie wyzsza radioopornoscig w poréwnaniu do komérek PC3. W zwiazku z tym
w kolejnych etapach badan podjeto probe oceny wplywu egzosomoéow wyizolowa-
nych z komoérek DU145 na promieniowrazliwos¢ komorek PC3. Uzyskane wyniki
sugeruja, ze egzosomy wyizolowane z bardziej radioopornych komérek (exoDU145)
moga modulowaé¢ odpowiedz komérek promieniowrazliwych (PC3) na promienio-
wanie jonizujace, ostabiajac jego efekt. Udziat komérek zywych w populacji byt

wickszy w przypadku konfiguracji PC3 4+ exoDU145 niz w konfiguracji PC3 +
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exoP(C3. Dla nienapromienionych komoérek PC3 inkubowanych z egzosomami po-
chodzacymi z napromienionych komorek PC3 zaobserwowano wyzszy procent ko-
morek wczesnoapoptotycznych oraz komérek pdznoapoptotycznych lub nekrotycz-
nych w poréwnaniu do komoérek PC3 stymulowanych egzosomami pochodzacymi
z nienapromienionych komérek PC3. Podobna tendencja zostala zaobserwowana
réwniez w konfiguracji PC3 + exoDU145, jednakze udzial procentowy caltkowitej
populacji komoérek wykazujacych cechy apoptozy byt w tym przypadku nizszy.
Przeprowadzone w niniejszej pracy eksperymenty, obejmujace zaroéwno ana-
lize uwalniania, jak i wychwytu egzosoméw przez komorki nowotworowe gruczotu
krokowego, potwierdzaja, ze efekt RIBE moze by¢ inicjowany w komorkach stymu-
lowanych egzosomami. Uzyskane wyniki sg zgodne z doniesieniami literaturowymi,
ktore wskazuja, ze egzosomy wyizolowane z napromienionych komorek sg zdolne do
wywolywania efektow charakterystycznych dla promieniowania jonizujacego w sg-
siednich komérkach, ktére nie byty bezposrednio eksponowane na promieniowanie:
wyniki uzyskane dla keratynocytéw (Jella et al., 2014) i dla komdrek nowotworo-
wych piersi (Al-Mayah et al., 2015). Promieniowanie jonizujace wptywa na sktad
molekularnego tadunku egzosoméw, co — jak wykazano w licznych badaniach in vi-
tro — moze przyczyniaé sie do indukcji efektu RIBE w komoérkach sasiednich (Ariy-
oshi et al., 2019) (fibroblasty). Co wiecej, egzosomy zostaly powiazane zaréwno
z mechanizmem RIBE w komdrkach nowotworowych, jak i z rozwojem opornosci
na radioterapie (Arscott et al., 2013; Mutschelknaus et al., 2017; Boelens et al.,
2014), odpowiednio w przypadku komérek glejaka, ptaskonablonkowego raka re-
gionu glowy i szyi oraz piersi. Warto podkresli¢, ze dotychczasowe badania nad
efektem sgsiedztwa indukowanym promieniowaniem jonizujgcym nie obejmowaty

komorek nowotworowych gruczotu krokowego.



Rozdziat 5

Podsumowanie i perspektywy

Reakcja komérek na uszkodzenia DNA wywotane promieniowaniem jonizuja-
cym zalezy zarowno od charakterystyki zastosowanego promieniowania, opisanej
miedzy innymi parametrem LET, jak i od indywidualnej promieniowrazliwosci
komorek. Promieniowanie X, jako promieniowanie o niskim LET, powoduje uszko-
dzenia DNA o nizszym stopniu ztozonosci niz czastki a, ktére ze wzgledu na wysoki
LET tworza skupiska silnie ztozonych uszkodzenn DNA (Goodhead, 1994).

Istotnym elementem badan radiobiologicznych jest dozymetria zrodet promie-
niowania jonizujacego, umozliwiajaca okreslenie dawki pochtonietej przez materiat
biologiczny. Znajomos¢ dawki jest niezbedna do prawidtowej interpretacji wynikéw
eksperymentalnych. Wyniki dozymetrii doswiadczalnej oparte na pomiarach z wy-
korzystaniem detektorow pasywnych — filméw radiochromowych, oraz na przepro-
wadzonych symulacjach MC w érodowisku Geant4-DNA potwierdzily, ze 2! Am
oraz lampa RTG dla wykorzystywanego uktadu eksperymentalnego wykazuja jed-
norodnos¢ rozktadu dawki promieniowania, co czyni je uzytecznymi podczas prze-
prowadzania eksperymentéw prezentowanych w niniejszej rozprawie.

Jednym z celéw badan byto zbadanie promieniowrazliwosci komérek nowotwo-
rowych gruczotu krokowego, PC3 i DU145, na dziatanie promieniowania o niskim
(promieniowanie X) i wysokim (czastki «) liniowym przekazie energii. Na podsta-
wie klonogennego testu przezywalnosci oraz oznaczen apoptozy mozna stwierdzic,
ze promieniowanie « charakteryzuje sie wieksza skutecznoscig w niszczeniu komo-
rek nowotworowych gruczotu krokowego niz promieniowanie X.

Egzosomy sa uwalnianie zaréowno w warunkach fizjologicznych, jak i patolo-
gicznych. Obecnie wiadomo, ze wigkszosé komérek wydziela pecherzyki zewnatrz-
komorkowe, w tym egzosomy, ktére wykryto miedzy innymi w krwi, moczu ptynie
owodniowym, §linie, z6tci, mleku matki oraz ptynie mézgowo-rdzeniowym (Woj-
towicz et al., 2014; Huebner et al., 2015; Nonaka i Wong, 2017). Do izolacji eg-
zosoméw z komorek wykorzystywane sa rézne metody, takie jak ultrawirowanie
roznicowe, wirowanie w gradiencie gestosci, kulki magnetyczne oraz chromatogra-

fia wykluczeniowa (SEC). Jedna z technik umozliwiajacych zmierzenie rozmiaru
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srednicy hydrodynamicnej oraz koncentracji egzosoméw wyizlowanych z komoérek
jest analiza Sledzenia nanoczastek. Na podstawie wynikéw NTA nie stwierdzono
zaleznosci wielkosci wydzielanych nanopecherzykéw od dostarczonej do komorek
dawki (Pszczotkowska-Kepa et al., 2022).

Dotychczasowe przekonanie, ze skutki promieniowania sa proporcjonalne do
dawki — zgodnie z hipoteza liniowa bezprogowa (LNT, z ang. Linear No-Threshold)
— moze nie by¢ wystarczajace do opisu realnych zagrozen radiacyjnych. Coraz
wiecej danych wskazuje, ze efekty biologiczne zaleza nie tylko od ilosci zdepo-
nowanej energii, ale rowniez od indywidualnej odpowiedzi komorkowej oraz in-
terakcji w obrebie mikrosrodowiska komérkowego (Seymour i Mothersill, 2004).
W tym kontekscie ryzyko zwigzane z promieniowaniem nie ogranicza sie wytacz-
nie do bezposrednio napromienionych komorek, lecz obejmuje takze ich otoczenie,
co znaczaco zmienia perspektywe oceny bezpieczenstwa ekspozycji na promienio-
wanie jonizujace. W celu odpowiedzi na pytanie, jak obecno$é¢ uszkodzen w ko-
moérkach sgsiednich wpltywa na ogdlng reakcje komérki, zbadano efekta sgsiedztwa
indukowanego promieniowaniem jonizujacym z wykorzystaniem egzosomow jako
mediatoréw przekazywania uszkodzen komoérkowych.

W eksperymentach przeprowadzonych dla dwoch konfiguracji uktadu doswiad-
czalnego (PC3 + exoPC3 1 PC3 + exoDU145), zostalo wykazane, ze wplyw promie-
niowania fotonowego jest zauwazalny nie tylko w komoérkach bezposrednio napro-
mienionych, lecz takze oddzialuje w komérkach sgsiednich, ktore nie zostaty pod-
dane ekspozycji na promieniowanie. Do zbadania wystepowania efektu sgsiedztwa
oraz jego wplywu na odpowiedz komdrkows zostata wykorzystana apoptoza. Ob-
serwacje wskazywalty na to, ze egzosomy moga inicjowa¢ RIBE. W przypadku kon-
trolnych komoérek nowotworowych gruczotu krokowego wspothodowanych z egzoso-
mami wyizolowanymi z komérek kontrolnych procentowy udzial komorek zywych
byt wyzszy niz dla komérek kontrolnych wspothodowanych z egzosomami wyizolo-
wanymi z komérek napromienionych. Odwrotny efekt zobserwowano w przypadku
komorek wcezesnoapoptotycznych oraz péznoapoptotycznych lub nekrotycznych.
Tutaj procentowy udzial komoérek ulegajacych apoptozie wzrastal dla komorek
kontrolnych wspoéthodowanych z egzosomami wyizolowanymi z napromienionych
komorek wzgledem probek z komoérkami kontrolnymi oraz egzosomami wyizolowa-
nymi z komorek kontrolnych. Wykazano réwniez, ze egzosomy sg w stanie modulo-
waé promieniowrazliwo$¢ komorek nowotworowych gruczotu krokowego, poniewaz
otrzymana réznica w procentowym udziale komoérek zywych byta wicksza w ukta-
dzie PC3 + exoP(C3 niz w uktadzie PC3 + exoDU145. Dodatkowo analiza Western
Blot i ognisk naprawczych potwierdzita réwniez wnikanie ,,cargo” egzosomowego
do komoérek nowotworowych gruczotu krokowego, potwierdzajac obecnosé komuni-
kacji miedzykomérkowej za posrednictwem egzosomow.

Niniejsze badania wskazuja na istotng role egzosoméw w posredniczeniu w efek-
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cie sasiedztwa indukowanym promieniowaniem jonizujacym w komoérkach nowo-
tworowych gruczotu krokowego. Komunikacja miedzykomoérkowa za posrednictwem
pecherzykéw zewnatrzkomérkowych w odpowiedzi na promieniowanie jonizujace
ma znaczenie w kontekscie skutecznosci terapii przeciwnowotworowej. Rola pro-
mieniowania jonizujacego w sygnalizacji egzosomowej stanowi kluczowy mecha-
nizm dla zrozumienia gtéwnych regulatorow radioopornosci, co moze przyczynié
sie do poprawy bezpieczenstwa klinicznego i efektywnosci radioterapii. Aby moc
poglebi¢ wiedze na temat wpltywu egzosoméw na radioopornosé konieczne sg dalsze
badania majace na celu wyjasnienie mechanizméw lezacych u podstaw efektéw wy-
wotanych promieniowaniem w komérkach nowotworowych gruczotu krokowego za
posrednictwem wyizolowanych egzosomoéow. Ponadto, badanie wptywu egzosoméw
i ich zawartosci na mikrosrodowisko guza moze rzuci¢ $wiatto na szlaki zwigzane
z opornoscig na promieniowanie i pomoéc w opracowaniu skuteczniejszych strategii
opartych na egzosomach w radioterapii nowotworow.

Podsumowujac, liczne badania wskazuja na funkcjonalng role egzosomoéw w od-
powiedzi komoérek nowotworowych na ekspozycje na promieniowanie w zakresie
dawek terapeutycznych. Pojawiajace sie wyniki zachecajg do uznania egzosoméw
za uzyteczne obiekty badan w celu lepszego zrozumienia odpowiedzi nowotworu na
promieniowanie jonizujace. Dalsze badania nad samymi mechanizmami tej sygnali-
zacji moga dostarczy¢ istotnych informacji wspierajacych rozwdéj skuteczniejszych
rozwigzan w radioterapii.
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Dodatek A

Protoké6l laboratoryjny hodowli
komoérek PC3 i DU145

Przygotowanie pozywki do hodowli

Pozywka stosowana do hodowli komoérkowej stanowi podstawowe srodowisko
wzrostowe hodowanych komoérek, zastepujac ich naturalne srodowisko zycia i wzro-
stu. Pozywka powinna by¢ bogata w sktadniki odzywcze, takie jak cukry, amino-
kwasy, witaminy i mineraly. Wazne jest, aby sktad pozywki zapewniat odpowiednie
pH oraz osmolalno$¢. Dla kazdej linii komérkowej dobiera si¢ specyficzna pozywke

hodowlang, ktéra najlepiej wspiera rozwoéj komorek.

W przypadku komérek nowotworowych gruczotu krokowego, PC3 i DU145,
pozywke komorkowa stanowi roztwér zmodyfikowanej pozywki DMEM-F12 (Dul-
becco’s modified Eagle’s medium, VWR, nr kat. 392-0411) suplementowany 10%
plodowa surowica bydleca (FBS, z ang. Fetal Bovine Serum, Biowest, nr kat. S1810)
zapewniajaca odpowiedni wzrost komoérek oraz 2% antybiotykiem (rozwtér peni-
cyliny streptomycyny, Gibco, nr kat. 15140122) warunkujacym silniejsza ochrone
komorek przed kontaminacja grzybowa lub bakteryjna.

Pasazowanie komorek

Komérki PC3 i DU145 byly hodowane w butelce T-75 (powierzchnia wzro-
stu 75 cm?). Czynno$ci zwigzane z pasazowaniem komorek byty wykonywane trzy
razy w tygodniu. Poszczegdlne kroki wykonywania pasazu komoérek zostaty przed-
stawione ponizej. Wszystkie procedury zwigzane z komoérkami zostaly wykonane
przy uzyciu komory laminarnej (z wyjatkiem obserwowania komérek pod mikro-
skopem).
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. Pierwszym krokiem jest usuniecie z butelki starej pozywki wzrostowej, a na-

stepnie przeptukanie dna butelki 10 ml soli fizjologicznej buforowanej fosfo-
ranami (PBS, z ang. Phosphate Buffered Saline).

Po przeptukaniu nalezy wylaé ptyn z butelki i dodaé¢ 2 ml trypsyny (Gibco,
nr kat. 25200072), ktora jest enzymem trawiennym umozliwiajacym koméor-
kom odklejenie sie od dna butelki. Nalezy delikatnie poruszy¢ butelks, aby
trypsyna pokryta cate dno i umiesci¢ w inkubatorze na 2 min inkubacji
w temperaturze 37°C.

Po uptywie 2 minut, nalezy obejrze¢ komoérki pod mikroskopem, aby miec
pewnos¢, ze czas trypsynizacji oraz ilos¢ trypsyny byty odpowiednie. Po od-
klejeniu komorek od dna naczynia hodowlanego nalezy doda¢ do butelki 8 ml

pozywki, w celu zawieszenia komérek w pozywce hodowlane;j.

Przy uzyciu automatycznego licznika komorkowego nalezy policzy¢ komorki,
ktore znajduja sie w butelce. W tym celu nalezy pobra¢ probke zawieszo-
nych komoérek (0,5-1 ml) do probéwki Eppendorfa. Z probéwki Eppendorfa
z komorkami nalezy pobra¢ 20 pm i przela¢ do drugiej probowki Eppen-
dorfa. Nastepnie nalezy pobra¢ taka sama objetos¢ roztworu biekitu try-
panu (z ang. Trypan Blue), jak zawiesiny komérkowej i umiescié ja w tej sa-
mej probowce Eppendorf. Po doktadnym wymieszaniu, nalezy pobra¢ 10 pm
roztowru i przela¢ na plyke do zliczania komoérek, ktora nastepnie nalezy

umiescié¢ w liczniku.

. Po wykonaniu pomiaréw, pozostate 9-9,5 ml zawiesiny komérkowej nalezy

podzieli¢ do nowych butelek wedtug odpowiednich proporcji. Zalecany sto-
sunek subkultywacji wynosi od 1:3 do 1:6. Jesli dzielimy komoérki w proporcji
1:5 (uzywanej w tej pracy), to w oryginalnej butelce hodowlanej nalezy zo-
stawi¢ 2 ml komorek i dodaé¢ do nich 8 ml pozywki, aby uzyskaé catkowity
objetos¢ 10 ml.



Dodatek B

Protokél laboratoryjny izolacji

egzosomow

Wstepne oczyszczanie supernatantu komérkowego

Na potrzeby niniejszej pracy egzosomy zostaty wyizolowane z linii komoérkowe;j

gruczotu krokowego: komoérek PC3 oraz DU145.
1. Pierwszym krokiem jest zebranie supernatantu komoérkowego do falkonu.

2. Nastepnie nalezy umiesci¢ falkon z supernatantem w wiréwee (2000 g przez
10 minut).

3. W kolejnym kroku nalezy przenie$¢ supernatant do probéwek Eppendorfa

i umiesci¢ w wirdéwee (10000 g przez 30 minut w temperaturze 4°C).

4. Na koniec nalezy przefiltrowaé supernatant przez filtr strzykawkowy 0,22 pm
do kolejnego falkona.

Przygotowanie kolumny Econo-Pac® Chromato-
graphy Columns

1. Pierwszym krokiem jest odtamanie z dolnej czesci kolumny jej koncowki oraz

zaznaczenie wartosci 10 ml na skali kolumny przy pomocy markera.

2. Nastepnie nalezy umiesci¢ kolumne w statywie (w pozycji pionowej) nad
zlewka, ktora zostanie wykorzystana jako pojemnik na zlewki.

3. Sefaroze nalezy nanosi¢ do kolumny jednostajnym powolnym ruchem, nale-
wajac ja po Sciance tak, by koncowa objetos¢ zawiesiny w kolumnie osiggneta
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objetos¢ 10 ml.

Wazne:

o Sefaroza powinna miec¢ temperature zblizong do pokojowej.
o Sefaroza powinna byé bardzo dokladnie wymieszana (nalezy mieszczad
delikatnie, aby unikngé powstania pecherzykdéw powietrza oraz piany).

o Nie nalezy odciggaé nadmiaru sefarozy z kolumny.

o Powolne, ale jednostajne wypetlnianie kolumny oraz brak pecherzykow
powietrza sq kluczowe do zapewnienia rownomiernej porowatoSci pod-
toza.

4. Jezeli zawiesina z kolumny przestanie kapa¢ (oznacza to zakonczenie procesu
sieciowania sefarozy) to nalezy zamkna¢ (ostroznie) kolumne korkiem oraz

zainstalowac ztoze krzemionkowe na powierzchni sefarozy.

Wazne:

o Kolumna caty czas powinna znajdowac sie doktadnie w pozycji pionowej.

o Zloze krzemionkowe powinno bycé umieszczone rownolegle do podtoza

it powinno $cisle do niego przylegac.

o Do umieszczenia filtra krzemionkowego w kolumnie nie nalezy uzywac
przedmiotow o ostrym zakonczeniu, ktore mogq zniszczyc jego struk-
ture lub uniemoZzliwi¢ wprowadzenie filtra w pozycji réwnolegtej do po-
wierzchni sefarozy.

5. Upakowana i pozbawiong pecherzykow powietrza kolumne nalezy przeptukaé
10 ml PBS.

Od tej chwili nalezy z duza ostroznoscia uzywa¢ kolumny. Musi ona by¢ za-
bezpieczona przed wyschnieciem, ktore dyskwalifikuje ja do dalszego uzytkowania.

Po przemyciu PBS kolumna jest gotowa do procesu izolacji.

Zatezenie supernatantu komérkowego w Vivaspin®20

1. Pierwszym krokiem jest wymieszanie zawartosci falkonu, w ktérym znajduje

si¢ przefiltrowany supernatant komorkowy.
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2. Nastepnie nalezy nanies¢ 20 ml supernatantu do gérnej czesci koncentratora
i umiesci¢ go w wiréwce (2000 g przez 10 minut).

Wazne: Jezeli objetosé supernatantu jest wieksza niz 20 ml to nalezy pozo-

stawi¢ nadmiar do kolejnego procesu koncentrowania.

3. Po 10 minutach wirowania nalezy sprawdzi¢ poziom pozywki w koncentra-
torze. Czas wirowania nalezy dopasowaé do szybkosci przefiltrowywania sie
roztworu. Supernatant komoérkowy nalezy wirowaé tak dlugo, az zostanie

nieco mniej niz 1 ml.

Wazne: Nalezy zwrécié uwage, zeby zakretki koncentratora posiadaly otwor,
co zapobiega wytworzeniu podcisnienia. Nalezy rowniez pamiectac o usuwaniu

przefiltrowanej pozywki z dolnej cze$ci koncentratora.

4. Po zakonczonym procesie wirowania nalezy zebraé¢ supernatant z rynienki
znajdujacej sie w gornej czesci koncentratora do probéwki Eppendorfa i do-
ktadnie okresli¢ jego objeto$¢. Objetos¢ medium powinna wynosi¢ 1 ml. Jesli

wynosi mniej, nalezy uzupeti¢ PBS.

Izolacja egzosomoéw na kolumnie Econo-Pac® Chro-
matography Columns

1. Pierwszym krokiem po przeptukaniu kolumny 10 ml PBS (co jest elementem
procesu przygotowania kolumny) jest naniesienie 1 ml uprzednio zatezonego

supernatantu i poczekanie az przestanie kapaé (frakcja #0).

Wazne: Przed naniesieniem supernatantu na membrane krzemionkowg na-
lezy go doktadnie wymieszac.

2. Nastepnie nalezy doda¢ 1 ml PBS do kolumny w celu wyptukania #1. Kiedy
przestanie kapa¢, nalezy dodaé kolejna porcje objetosci 1 ml PBS, aby wy-
ptukaé frakcje #2. Czynnos¢ nalezy powtoérzy¢ ponownie w celu elucji frakeji

#3.

3. Na koniec nalezy doda¢ 1 ml PBS i zebraé¢ te frakcje (#4) do probdéwki
Eppendorfa. Frakcja ta jest najbardziej bogata w egzosomy.






Dodatek C

Materialy uzupelniajace

Wyznaczenie wartosci dawki na podstawie zaczernienia filméow radiochromo-
wych polegalo na odczytaniu wartosci sredniej oraz odchylenia standardowego
intensywnosci piksela dla kanatu czerwonego. Na ich podstawie oraz dostepnej
krzywej kalibracyjnej zostala obliczona wartosé dawki (wzér 3.2) wraz z jej nie-

pewnoscig (wzor 3.3).

Tabela C.1. Srednie wartosci intensywnosci piksela i dawki promieniowania dla réznych
czasdéw napromieniania.

Czas [s] | Srednia intensywnoéé piksela | Dawka [Gy] D [Gy]
46000 £ 630 0,000 £ 0,041
Kontrola 46000 £ 570 0,004 £ 0,041 | 0,001 £ 0,024
46000 £ 590 -0,001 + 0,041
37000 £ 850 0,323 = 0,059
37000 £ 870 0,318 £ 0,060
D 37000 £ 950 0,332 £ 0,063 | 0,331 £ 0,029
36000 £ 1200 0,340 £ 0,073
36000 £ 1100 0,351 +£ 0,069
33000 £ 1100 0,500 £ 0,078
33000 = 1200 0,544 + 0,091
10 33000 = 1100 0,544 + 0,084 | 0,535 £ 0,038
32000 + 1300 0,568 £ 0,094
33000 + 1100 0,531 £+ 0,081
30000 + 1500 0,70 £ 0,12
30000 £ 1300 0,71 £ 0,11
15 30000 = 1300 0,69 + 0,11 0,696 £ 0,051
31000 = 1500 0,68 £ 0,12

dalsza czes¢ na kolejnej stronie
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Tabela C.1 — Kontynuacja
Czas [s] | Srednia intensywno$é¢ piksela | Dawka [Gy] D [Gy]

30000 £ 1400 0,70 + 0,11
27000 4+ 1600 1,00 £+ 0,17
26000 + 1800 1,04 4+ 0,20

20 27000 4+ 1600 0,98 £ 0,16 | 1,008 + 0,075
26000 + 1500 1,01 + 0,16
26000 £+ 1500 1,02 £+ 0,16
21000 £ 2200 1,68 £ 0,38
21000 4 1900 1,66 £+ 0,32

30 22000 4+ 1900 1,59 + 0,31 1,68 £ 0,15
21000 4+ 2000 1,79 + 0,37
22000 4+ 1800 1,55 4+ 0,28
18000 + 2400 2,43 + 0,65
18000 £ 2100 2,37 £ 0,56

45 18000 £ 1800 2,45 + 0,51 2,43 + 0,26
18000 + 2100 2,48 + 0,58
18000 + 2500 2,42 + 0,69
13000 + 3100 4.1+ 1,8
13000 + 2900 42 + 1,8

60 13000 % 2000 41+ 1.2 4,18 £+ 0,61
13000 £ 1800 42+ 1,1
13000 £ 2200 43+ 14




	Streszczenie i słowa kluczowe
	Abstract and keywords
	Spis treści
	Spis rysunków
	Skróty i akronimy
	Wprowadzenie
	Cel pracy
	Układ pracy
	Spis publikacji

	Wstęp teoretyczny
	Oddziaływanie promieniowania jonizującego z materią
	Promieniowanie korpuskularne
	Promieniowanie elektromagnetyczne
	Podstawowe wielkości dozymetryczne

	Oddziaływanie promieniowania z materiałem biologicznym
	Kwas deoksyrybonukleinowy
	Etapy oddziaływań z materiałem biologicznym
	Uszkodzenia dna
	Promieniowrażliwość komórek

	Odpowiedź komórkowa i sposoby jej detekcji
	Badania na poziomie komórkowym
	Badania na poziomie chromosomalnym
	Badania na poziomie DNA
	Badania in silico

	Efekt sąsiedztwa
	Pęcherzyki zewnątrzkomórkowe (EVs)
	Rodzaje pęcherzyków zewnątrzkomórkowych
	Mechanizmy wychwytu EVs przez komórki
	Metody detekcji EVs


	Materiały i metody 
	Źródła promieniowania i ich dozymetria
	Charakterystyka i dozymetria powierzchniowego źródła : 241Am
	Źródło promieniowania X i jego weryfikacja dozymetryczna

	Charakterystyka promieniowrażliwości komórek PC3 i DU145
	Materiał biologiczny
	Schemat przebiegu eksperymentów
	Procedury eksperymentalne
	Izolacja egzosomów i ich charakterystyka

	Badania wpływu egzosomów na promieniowrażliwość komórek PC3
	Oznaczenia egzosomów metodą Western Blot
	Apoptoza, czyli odpowiedź komórkowa

	Modyfikowanie promieniowrażliwości komórek PC3 exoDU145
	,,Cargo'' egzosomów
	Indukcja uszkodzeń DNA przez egzosomy
	Zaprogramowana śmierć komórki

	Analiza statystyczna
	Analiza ognisk naprawczych


	Wyniki i dyskusja
	Dozymetria
	Symulacje MC dla źródła cząstek 
	Określenie mocy dawki lampy RTG i jednorodności rozkładu dawki
	Dyskusja i wnioski

	Odpowiedź komórkowa na promieniowanie
	Krzywe przeżywalności
	Wpływ promieniowania na indukcję apoptozy
	Ocena cytotoksyczności za pomocą testu LDH i IL-6
	Dyskusja i wnioski

	Charakterystyka egzosomów
	Analiza koncentracji egzosomów
	Analiza średnicy egzosomów
	Dyskusja i wnioski

	Efekt sąsiedztwa indukowany przez egzosomy
	Identyfikacja egzosomów
	Wnikanie egzosomów do komórek
	Analiza apoptozy w badanych modelach eksperymentalnych
	Dyskusja i wnioski


	Podsumowanie i perspektywy 
	Bibliografia
	Protokół laboratoryjny hodowli komórek PC3 i DU145
	Protokół laboratoryjny izolacji egzosomów
	Materiały uzupełniające

