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Streszczenie

Promieniowanie a stanowig ciezkie, dodatnio naladowane czastki o wysokim linio-
wym przekazie energii (LET). Ich oddzialywanie powoduje gesta jonizacje osrodka
w niewielkim zasiegu, co prowadzi do powstawania ztozonych uszkodzen DNA, czesto
przekraczajacych mozliwo$ci naprawcze komorki i skutkujacych jej $miercia.

Ze wzgledu na te wtasciwosci, czastki a znajduja zastosowanie w terapiach nowo-
tworowych, takich jak celowana terapia o, wykorzystujaca izotopy emitujace promie-
niowanie o, oraz terapia borowo-neutronowa, w ktérej reakcja stabilnego jadra °B
z neutronami termicznymi prowadzi do emisji czastek a oraz jonéw “Li. Obie metody
stosowane sa w leczeniu trudno dostepnych i nawracajacych nowotworéw, takich jak gle-
jak wielopostaciowy, przy czym kluczowym wyzwaniem pozostaje precyzyjne okreslenie
zasiegu i dawki promieniowania w tkance docelowej.

W niniejszej pracy badano wtasnoéci czastek a emitowanych z powierzchniowego
zrédia 2 Am stanowigcego element uktadu do napromieniania prébek biologicznych.
Za pomocyg modelowania Monte Carlo okreslono rozktad energii, LET oraz dawke
deponowang w prébee, a wyniki zweryfikowano eksperymentalnie.

Uktad pomiarowy wykorzystano do napromieniania dwéch linii komoérkowych gle-
jaka — M059J oraz M059K — roznigcych sie ekspresja genu PRKDC kodujacego biatko
DNA-PKes, kluczowe dla naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA. Oceniono frakcje prze-
zywajaca komorek, cytotoksycznosé czastek a, liczbe ognisk YH2AX metodg immuno-
fluorescencyjna oraz ekspresje 30 genéw zwigzanych z naprawa DNA metodg RT-PCR.

Wyniki wskazuja, ze wiekszo$¢ czastek a docierajacych do monowarstwy komoérek
charakteryzuja sie LET w zakresie 60—260 keV/um, co potwierdza ich wysoka sku-
tecznos¢ biologiczng w indukowaniu ztozonych uszkodzen DNA. Obie linie komérkowe
wykazuja zalezny od dawki spadek przezywalnosci, a napromienienie czastkami o wy-
sokim LET prowadzi do zblizonego poziomu przezycia. Liczba ognisk naprawczych
ro$nie wraz z dawka, przy czym linia M059J charakteryzuje sie bardziej dynamicznym
wzrostem ich liczby i bardziej ztozona struktura.

Napromienienie czastkami o indukuje silniejsza odpowiedz transkrypcyjng w ko-
morkach M059J niz w M059K, co odzwierciedla kompensacyjna adaptacje do braku
biatka DNA - PKcs. Profilowanie ekspresji genéw naprawy DNA oraz ocena statusu
DNA - PKcs moga stanowi¢ podstawe do klasyfikacji pacjentéw z glejakiem wieloposta-
ciowym w celu opracowania spersonalizowanej radioterapii i terapii ukierunkowanych
na naprawe DNA

Stowa kluczowe
promieniowanie jonizujace, czastki «, liniowy przekaz energii (LET), MCNP (Monte
Carlo N-Particle code), dozymetria, dawka, M059J, M059K, glejak, uszkodzenia DNA,
ekspresja genéw






Abstract

Alpha radiation consists of heavy, positively charged particles with a high linear
energy transfer (LET). Their interactions cause dense ionization within a short range,
leading to complex DNA damage that often exceeds the capacity of cellular mechanisms
responsible for repairing double-strand breaks, ultimately resulting in cell death.

Due to these properties, alpha particles are used in cancer treatments such as targeted
alpha therapy, which employs isotopes emitting alpha radiation, and boron neutron
capture therapy, in which the reaction of the stable nucleus B with thermal neutrons
produces alpha particles and “Li ions. Both methods are used to treat, hard to reach,
and recurrent tumors, such as glioblastoma multiforme, although a major challenge
remains the precise determination of the radiation field and dose within the target
tissue.

In this study, alpha particles emitted from a ?*! Am surface source, an element of a sys-
tem designed for irradiating biological samples, were characterized. Using Monte Carlo
modeling, the energy distribution, LET, and absorbed dose in the sample were determi-
ned, and the results were verified experimentally.

The system was used to irradiate two glioblastoma cell lines, M059J and M059K, that
differ in PRKDC' expression, which encodes the DNA-PKcs protein, an essential factor
in double-strand break repair. The surviving fraction of cells, alpha particle cytotoxicity,
the number of yYH2AX foci using immunofluorescence staining, and the expression
of 30 DNA repair-related genes using RT-PCR were assessed.

The results indicate that most of the particles a reaching the cell monolayer
are characterized by a LET in the range 60-260 keV/um, confirming their high biological
effectiveness in inducing complex DNA damage. Both cell lines show a dose-dependent
decrease in survival, and irradiation with high-LET particles leads to similar survival
levels. The number of repair foci increases with dose, with M059J cells displaying more
dynamic increase and more complex foci structures.

Irradiation with alpha particles induces a stronger transcriptional response in M059J
cells than in MO59K cells, reflecting a compensatory adaptation to the absence of DNA-
PKcs. DNA repair gene expression profiling and assessment of DNA- PKcs status may
serve as a basis for stratifying glioblastoma multiforme patients toward personalized
radiotherapy and DNA repair-targeted therapies.

Keywords
ionizing radiation, « particles, linear energy transfer (LET), MCNP (Monte Carlo
N-Particle code), dosimetry, dose, M059J, M059K, glioblastoma, DNA damage, gene
expression.
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Motywacja

W leczeniu zmian onkologicznych, radioterapia coraz bardziej ewoluuje w kierunku
strategii umozliwiajacych precyzyjne wprowadzanie energii do tkanki nowotworowej,
przy jednoczesnym maksymalnym oszczedzaniu otaczajacych ja zdrowych struktur. Kon-
wencjonalne techniki oparte na fotonach i elektronach charakteryzuja sie niskim Linio-
wym Przekazem Energii, ang. Linear Energy Transfer (LET), w zakresie 0,2—3 keV / um.
Niska gestos¢ jonizacji wzdtuz toru czastek powoduje gtdwnie jednoniciowe pekniecia
DNA, ang Single-Strand Breaks (SSBs), ktore komoérki nowotworowe, wyposazone
w wydajne mechanizmy, moga skutecznie naprawié¢ [1, 2].

W ostatnich latach szeroko rozwineta sie terapia protonowa, ktéra dzieki zjawisku
piku Bragga umozliwia koncentracje dawki w okreslonym obszarze guza, a tym samym
lepsza ochrone zdrowych tkanek. Jednak typowe wartosci LET dla protonéw, mieszczace
sie w zakresie 5-30 keV/um, pozostaja stosunkowo niskie. W konsekwencji, chociaz
protony mogg indukowadé bardziej ztozone uszkodzenia DNA niz fotony, ich wzgledna
skutecznos¢ biologiczna jest nadal ograniczona w poréwnaniu z ciezszymi czastkami
natadowanymi [3].

Radionuklidy takie jak *"Lu lub 'Tb emitujgce promieniowanie 3 znalazly sze-
rokie zastosowanie w celowanej terapii radioizotopowej, ang. Targeted o« Therapy
(TAT). Ich dziatanie terapeutyczne opiera sie gtéwnie na efekcie "ostrzatu krzyzowego',
ang. crossfire effect, ktory polega na penetracji przez czastki § tkanki na gltebokosé¢
setek mikrometréw [4]. Powoduje to uszkodzenie wielu komérek, jednak z jednoczesnym
narazeniem zdrowych tkanek. Symulacje Monte Carlo (MC) wskazuja, ze promie-
niowanie [ indukuje gtéwnie uszkodzenia SSBs, podczas, gdy dwuniciowe peknecia,
ang. Double-Strand Breaks (DSBs), kluczowe pod wzgledem $miertelnosci komérek,
wystepuja stosunkowo rzadko.

W zwiazku z powyzszym czastki a nabieraja szczegélnego znaczenia. Ich unikalne
wiasciwosci radiobiologiczne wynikaja z niezwykle krotkiego zasiegu w tkance (ponizej
100 pm) i wyjatkowo wysokiego LET, zazwyczaj w zakresie 80-300 keV/um [5, 6]. Na tak
krotkich torach energia jest deponowana bardzo gesto, co skutkuje licznymi, ztozonymi
i skupionymi uszkodzeniami DNA, w tym DSBs. Takie uszkodzenia sg w duzej mierze
nieodwracalne przez szlaki naprawy komoérkowej, co wyjasnia wysoka cytotoksycznosé
czastek o w poréwnaniu z fotonami, elektronami lub protonami [1].

Radionuklidy emitujace czastki a zostaty wprowadzone do leczenia glejaka wielopo-
staciowego, ang. Glioblastoma multiforme (GBM), jednego z najbardziej agresywnych
nowotworéw mézgu wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia, ang. World Health Organi-
zation (WHO) [7]. GBM cechuje si¢ znaczna heterogennoscia kliniczna, patologiczna
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i molekularna, co w istotny sposéb przyczynia si¢ do jego niekorzystnego rokowania [8, 9].
Kluczowe znaczenie ma eliminacja migrujacych komorek nowotworowych infiltrujacych
otaczajacy zdrowa tkanke mozgowa, ktore czesto pozostaja poza zasiegiem resekcji
chirurgicznej. Nawrdt guza po zabiegu chirurgicznym zazwyczaj wynika z niecatkowitego
usuniecia lub zniszczenia komérek nowotworowych znajdujacych sie poza bezposrednim
obszarem oddziatywania zastosowanej terapii.

Celowana terapia o, TAT, bazujaca na takich izotopach jak 225Ac, 21 At, lub 22Bi,
umozliwia koniugacje izotopow z ligandami lub przeciwciatami, ktére selektywnie
docieraja do komérek nowotworowych [10, 11]. Dzieki temu emisje o mozna skierowac
w strone pozostatoéci guza lub jamy pooperacyjnej, minimalizujac ryzyko uszkodzenia
zdrowej tkanki.

Innym obiecujacym podejéciem jest terapia borowo-neutronowa, ang. Boron Neutron
Capture Therapy (BNCT), ktora wykazata stosunkowo wysoka skutecznos$é w leczeniu
GBM. Terapia ta obejmuje dwa zasadnicze etapy: w pierwszym pacjentowi podawane sa
zwigzki zawierajace stabilny izotop '°B, ktéry selektywnie akumuluje sie w komérkach
nowotworowych; w drugim etapie przeprowadza si¢ napromienianie wiazka neutro-
néw termicznych. Wychwyt neutronéw przez jadra °B prowadzi do reakcji jadrowej,
w wyniku ktérej powstaja czastki o oraz jony "Li o bardzo wysokim LET i krétkim
zasiegu (okoto 5 - 10 pum). Dzigki temu mozliwe jest skuteczne niszczenie komérek
nowotworowych przy jednoczesnym oszczedzeniu zdrowej tkanki otaczajacej [12, 13].

Zaréwno TAT, jak i BNCT dowodza, ze czastki o sa wyjatkowo skuteczne w pre-
cyzyjnej eliminacji komérek nowotworowych, co podkreéla fundamentalne znaczenie
doktadnego scharakteryzowania ich interakcji. Maksymalny przekaz energii nastepuje
pod koniec toru czastki, tuz przed jej zatrzymaniem. W tych warunkach, przy LET
rzedu 100 - 200 keV/um, powstaja ztozone uszkodzenia DNA| ktérych naprawa jest
szczegblnie trudna dla komérki. Omawiany zakres LET odpowiada zatem obszarowi
najwyzszej skutecznosci biologiczne;j.

Nalezy jednak zauwazy¢, iz osiggniecie gwalttownego spadku energii czastek a w do-
celowej glebokosci penetracji stanowi powazne wyzwanie kliniczne. Nieprecyzyjnie
zdeponowana dawka moze skutkowaé¢ niepelnym zniszczeniem komoérek nowotworowych
lub niepozadanym uszkodzeniem zdrowej tkanki, zwtaszcza w obrebie narzadow krytycz-
nych, takich jak moézg. Dlatego doktadne okreslenie dawki i jej dystrybucji w tkankach
jest kluczowe.

W odpowiedzi na te potrzebe opracowano system napromieniowania wykorzystu-
jacy powierzchniowe Zrédlo promieniowania « z izotopem ' Am. Jego kompaktowa,
konstrukcja pozwala na umieszczenie go w standardowej szalce Petriego, zapewniajac
niezawodne i dlugotrwate narzedzie do badania wptywu promieniowania « na linie
komérkowe, w tym tworzenia DSBs i mechanizmoéw naprawy. Kluczowa zaleta tego
uktadu jest mozliwosé utrzymania sterylnosci i optymalnych warunkéw hodowli ko-
morkowej podczas napromieniowania. W czesci eksperymentalnej wykorzystano dwie
linie komérkowe glejaka wielopostaciowego, M059K (CRL-2365) i M059J (CRL-2366),
pochodzace z banku komérek American Type Culture Collection (ATCC).
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Cel pracy

Celem pracy byla ocena strat energii czastek av emitowanych z powierzchniowego Zro-
dla 2! Am w poszczegdlnych elementach uktadu do napromieniania prébek biologicznych
oraz scharakteryzowanie wlasciwosci czastek trafiajacych bezposrednio do monowar-
stwy komorek stanowiagcej czes¢é probki. Dodatkowo zbadano wpltyw promieniowania o
na odpowiedz biologiczna dwdéch linii komérkowych glejaka — M059J oraz M0O59K.

Realizacje zatozonego celu rozpoczeto od wyznaczenia geometrii uktadu do napro-
mieniania ze zrédtem powierzchniowym oraz okreslenia wymiaréw komoérek metoda
mikroskopii konfokalnej. Na tej podstawie przygotowano szczegétowy model uktadu
w formie pliku wejéciowego do programu Monte Carlo N-Particle (MCNP), stuzacego
do obliczen metodg MC. Wyniki symulacji zostaly nastepnie zweryfikowane ekspery-
mentalnie.

Obliczenia umozliwity wyznaczenie rozktadu energii, wartosci liniowego przekazu
energii (LET) oraz dawki deponowanej przez czastki o w monowarstwie komorek.
Okreslono réwniez $rednia liczbe czastek trafiajacych w pojedyncze jadro komoérkowe.

Na podstawie poznanych wtasciwosci czastek o przeprowadzono badania dwdoch
linii komérkowych — M059J oraz M059K. Oceniono poziom przezywalno$ci komérek
oraz cytotoksycznosé czastek a w zaleznosci od deponowanej dawki. Dokonano takze
ilociowej 1 jako$ciowej oceny ognisk naprawczych YH2AX powstajacych w odpowie-
dzi na dwuniciowe pekniecia DNA. Ponadto przeprowadzono analize poréwnawcza
poziomu ekspresji gendow w odpowiedzi na dzialanie promieniowania o« o wysokim
wspétezynniku LET dla obu linii komoérkowych.
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Rozdziat 1

Wstep

1.1 Promieniowanie jonizujace

Podstawowym Zrodtem promieniowania jonizujacego jest rozpad jadra atomowego,
ktérego nastepstwem, w zaleznosci od rodzaju przemiany, jest emisja czastek takich jak
elektrony, protony, neutrony, czastki a,, ktorym najczesciej towarzyszy emisja kwantow ~y
lub X. Kazdy z wymienionych rodzajéw promieniowania nazywamy jonizujacym z uwagi
na to, iz posiada energi¢ wystarczajaca do zjonizowania materii, na ktora oddziatuje.
Jonizacja polegajaca na oderwaniu elektronéw z atoméw co prowadzi do powstania
jonow.

Ze wzgledu na sposéb oddzialywania promieniowania z materig wyrdznia sie pro-
mieniowanie jonizujace bezposrednio np. «, [, protony, ktére jonizuja materie poprzez
oddziatywania kulombowskie, oraz promieniowanie posrednio jonizujace, do ktorego
naleza fotony promieniowania v, X oraz neutrony. Nie posiadajg one tadunku elektrycz-
nego i prowadza do jonizacji posrednio, poprzez wywolywanie emisji wtérnych czastek
natadowanych w procesach takich jak efekt fotoelektryczny, rozproszenie Comptona
czy reakcje jadrowe [14, 15].

Wiasciwosci jonizujace danego rodzaju promieniowania maja szczegdlne znaczenie
pod katem sposobu jego detekcji, dozymetrii, a takze zastosowan, miedzy innymi w fizyce
jadrowej, ochronie radiologicznej, energetyce jadrowej czy medycynie nuklearnej [16].

1.2 Izotop **'Am

Izotop ?*! Am ulega rozpadowi a do jadra?"Np. Czas potowicznego zaniku ' Am
wynosi 432,6(6) lat, a spin i parzystosé¢ stanu podstawowego to 5/27. Rozpad tego
izotopu zachodzi w 100% przez emisje czastki a. Calkowita energia (), wyemitowana
w rozpadzie wynosi 5637,82(12) keV i dzielona jest miedzy energie kinetyczna czastki
a oraz energie wzbudzenia jadra potomnego. Przemiana z emisja czastek o o ener-
giach: 5388; 5442,80(13); 5485,56(12) keV zachodzi z rdzng procentows intensywnoscia
(I,), odpowiednio: 1,66(2); 13,1(3); 84,8(5)% do stanéw wzbudzonych o wymienionych
energiach: 158,497(11); 102,959(3); 59,54092(10) keV [17]. Strzatki miedzy poziomami
oznaczajy deekscytacje stanéw wzbudzonych rownowazng emisji kwantéw v o ener-
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giach opisanych nad strzatkami. Natomiast w nawiasie kwadratowym oznaczony jest
rodzaj przejécia elektromagnetycznego miedzy poziomami energetycznymi jadra 23"Np.
Rysunek 1.1 przedstawia uproszony schemat rozpadu **'!Am [18].
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Rysunek 1.1: Schemat rozpadu o 2*'!Am do 2"Np. Czas polowicznego zaniku ?*! Am wy-
nosi 432,6(6) lat, spin i parzystosé stanu podstawowego to 5/2~. Rozpad zachodzi w 100%
przez emisje czastki a. (), to catkowita energia emitowana w rozpadzie. Przemiana
z emisja czastek « o energiach: 5388; 5442,80(13); 5485,56(12) keV zachodzi z r6zna
procentows intensywnoscia (I, ), odpowiednio: 1,66(2); 13,1(3); 84,8(5)% do stanéw
wzbudzonych o wymienionych energiach: 158,497(11); 102,959(3); 59,54092(10) keV [17].
Poziomy wzbudzone jadra 23"Np deekscytuja z emisja kwantéw . Nad strzatkami po-
dana jest energia oraz rodzaj przejscia elektromagnetycznego [18].

Do badan nad komoérkami linii M059J oraz M059K wykorzystano powierzchniowe
zrodlo 2L Am, emitujace czastki a oraz fotony 7, ktérych najintensywniejsze przejécia
zaznaczono na schemacie (rysunek 1.1). Energie te zaimplementowano w definicji
zrodia, w programie do obliczen MC.

1.3 Oddzialywanie promieniowania v z materiag

Promieniowanie elektromagnetyczne oddziatuje posrednio poprzez catkowite lub cze-
Sciowe przekazanie energii elektronom atomoéw materii, przez ktéra przechodzi. Taki
spos6b oddzialywania prowadzi do naglej zmiany energii fotonu, poniewaz ulega on catko-
witemu pochtonigciu lub rozproszeniu. Wyrodznia si¢ trzy gtéwne sposoby oddzialtywania
kwantow v z materia: efekt fotoelektryczny, rozpraszanie Comptona i kreacja par.

W procesie fotoelektrycznym kwant + przekazuje calg swoja energie elektronowi
silnie zwigzanemu na powtokach najblizszych jadru atomowemu, w konsekwencji zostaje
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catkowicie pochtoniety, a elektron wybity z powtoki elektronowej z energia kinetyczng
E}. zgodnie ze wzorem 1.1:

gdzie I, jest energia padajacego fotonu, a ¢ jest energia wigzania elektronéw w danej
powtoce elektronowej. Powstaty fotoelektron, moze rowniez oddziatywaé z atomami
o$rodka i przyczyniaé¢ sie do jego dalszej jonizacji. W nastepstwie efektu fotoelek-
trycznego pozostaje luka na powtoce elektronowej, ktéra moze by¢ szybko zapetniona
w wyniku przemieszczenia elektronéw z dalszych powtok z emisja charakterystycznego
promieniowania X [14, 15]. Rysunek 1.2 przedstawia schemat efektu fotoelektrycznego.

Rysunek 1.2: Schemat efektu fotoelektrycznego. Kwant + oddziatuje z elektronem
zwigzanym na powloce K. Z atomu wybijany jest fotoelektron o energii rownej réznicy
energii kwantu gamma i energii wigzania elektronu. Powstata luka na powtoce K zostaje
zapetniona przez elektron z powloki L, z emisja promieniowania X [19]. Utworzono
w BioRender.com.

Kolejnym mozliwym sposobem oddzialywania kwantow ~ z materig jest efekt
Comptona, w ktéorym foton rozprasza sie na elektronie stabo zwigzanym w atomie,
tracac przy tym tylko czes¢ poczatkowej energii, a energia fotonu rozproszonego pod
katem 6 opisana jest wzorem 1.2. Elektron natomiast zostaje wybity z powtoki, co zostato
zobrazowane na rysunku 1.3 [14, 15].

, E
b= 1+( £ )(1—c089) (12)

moc2

gdzie: E - energia poczatkowa fotonu, E’ - energia fotonu po rozproszeniu, mg - masa
spoczynkowa elektronu, ¢ - predkosé¢ swiatta, a 6 - kat rozproszenia fotonu.
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Rysunek 1.3: Schemat efektu Comptona. Kwant v oddziatuje z elektronem zwigzanym
na powtoce M i zostaje rozproszony pod katem 6. Elektron rowniez zostaje wybity
z orbitalu elektronowego, a jego energia jest rowna energii przekazanej przez foton i po-
mniejszonej o energie wigzania elektronu na powloce M. Utworzono w BioRender.com.

W przypadku, gdy energia fotonu przekracza dwukrotnos¢ energii spoczynkowej
elektronu (1,02 MeV') mozliwym sposobem oddzialywania promieniowania 7 jest kre-
acja par. Schemat procesu znajduje si¢ na rysunku 1.4. Proces ten zachodzi w polu
kulombowskim jadra atomowego, gdzie foton zostaje catkowicie pochtoniety i zastapiony
przez pare elektron-pozyton, ktérych sumaryczna energia kinetyczna jest rowna energii
przenoszonej przez foton, pomniejszonej o wymaganych 1,02 MeV .

Rysunek 1.4: Schemat kreacji par. Kwant v o energii przewyzszajacej 1,02 MeV ulega
konwersji w polu kulombowskim jadra atomowego, co skutkuje emisja pary elektron-
pozyton. Utworzono w BioRender.com.

To, ktéry sposéb oddziatywania promieniowania gamma dominuje zalezy od energii
kwantu v oraz liczby atomowej (Z) absorbera. Zaleznosé przekroju czynnego (o - praw-
dopodobienstwa zajscia danego oddzialywania) na jeden z trzech proceséw od energii
i liczby Z przedstawia rysunek 1.5. Krzywa po lewej stronie przedstawia energie oraz
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liczbe Z, przy ktorych zajscie procesu fotoelektrycznego oraz efektu Comptona sg tak
samo prawdopodobne (o; = o.), Krzywa po prawej natomiast dotyczy tego samego
jednak dla efektu Comptona oraz procesu kreacji par (o, = 0,).

Rysunek 1.5: Przekréj czynny na efekt fotoelektryczny, efekt Comptona oraz kreacje par
w zalezno$ci od energii fotonu oraz liczby masowej absorbera. Krzywa po lewej stronie
przedstawia energie oraz liczbe Z, przy ktorych przekrdj czynny na efekt fotoelektryczny
oraz efekt Comptona sa réwne (o; = 0.). Krzywa po prawej oznacza o, = 0, dla efektu
Comptona i kreacji par. Rysunek na podstawie [14].

1.4 Oddzialywanie ciezkich czgstek naladowanych

Z materig

Cigzkie czastki natadowane, takie jak dodatnio natadowane czastki o, moga oddzia-
tywaé z materig poprzez jonizacje, podczas ktérej dochodzi do oderwania z powloki
elektronowej ujemnie natadowanego elektronu, w wyniku czego powstaje para jonowa.
Kolejnym procesem jest wzbudzenie elektronu, co oznacza jego przejscie na wyzszy
poziom energetyczny. Wyrdznia sie réwniez rozpraszanie katowe, kiedy to czastka
« oddziahuje z jadrem atomu i zostaje rozproszona zmieniajac jednoczesnie kierunek
ruchu [14]. Straty energii (ang. stopping power) czastek na jednostke pokonywanej
drogi opisywane sa rownaniem Bethego-Blocha 1.3.

dE 4w z%e*n (3 x 10%)4 2muv? v? v?
— = 1 —In{1-=|—=| MeVem™ 1.3
dx muv? (1,6 x 10-6) "I " 2 2 evem (13)

gdzie: z - liczba atomowa czastki jonizujacej, e - fadunek elementarny (1,6 x 10712 C),
n - liczba elektronéw na jednostke objetosci absorbentu, m - masa elektronu, v - predkosé¢
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czastki, ¢ - predko$¢ Swiatta, oraz I - efektywny potencjal jonizacji atomoéw absorbentu
(1,38 x 1079 erg dla powietrza).

Wraz z obnizeniem predkosci czastki wartosé % gwattownie wzrasta, co oznacza,
ze intensywnos¢ oddzialywan jest znacznie wyzsza w koncowej fazie toru czastki natado-
wanej. W efekcie jej stopping power ro$nie, osiggajac maksimum tuz przed catkowitym
zatrzymaniem [15], co odzwierciedla krzywa Bragga przestawiona na rysunku 1.6.

= [
| 1 | l

Stopping Power (MeV /cm)

0 T T T T T | I |
0 1 2 3 4

Path Length (cm)

Rysunek 1.6: Krzywa Bragga przedstawia zaleznosc¢ strat energii czastek o o poczatkowe;j
energii 5,49 MeV w powietrzu od dtugosci przebytej drogi. W koncowym odcinku toru
widoczny jest charakterystyczny pik Bragga, wynikajacy z gwaltownego wzrostu gestosci
oddziatywan czastki natadowanej z materig [20].

Czastki a moga tworzy¢ od 40 do 80 tysiecy par jonowych na centymetr, biorac
pod uwage, ze energia potrzebna do utworzenia jednej pary jonowej w powietrzu lub
tkance wynosi okoto 34 eV. W praktyce oznacza to, ze czastka a o energii zakresu
od 4 do 8 MeV zatrzyma si¢ po kilku centymetrach w powietrzu, natomiast w tkance
o duzo wiekszej gestosci elektronéw, po kilku mikrometrach [14].

Sredni zasieg czastek a w danym materiale definiuje sie jako gruboéé absorbera,
przy ktorej liczba zliczeni rejestrowanych czastek o (I) maleje do potowy wartosci
poczatkowej (1y). Zasieg ekstrapolowany odpowiada natomiast grubosci, dla ktérej
ekstrapolacja koncowego fragmentu krzywej transmisji (//Iy) prowadzi do zaniku
sygnatu. Ze wzgledu na statystyczny charakter utraty energii, czastki o tej samej energii
poczatkowej nie zatrzymuja si¢ doktadnie w tym samym punkcie. Zjawisko to nazywa si¢
rozrzutem zasiegu (patrz rysunek 1.7b). Podobnie jak zasieg, energia czastek a rowniez
podlega rozrzutowi, ze wzgledu na losowy charakter oddziatywania. W rezultacie,
po przejsciu wigzki monoenergetycznych czastek natadowanych przez okreslong grubosé
materiatu absorbujacego, zawsze pojawia sie rozrzut energii czastek. Na poczatku toru
rozktad energii staje si¢ szerszy i bardziej asymetryczny wraz ze wzrostem glebokosci
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penetracji. Na koniec rozktad ponownie si¢ zweza wraz z malejaca Srednia energia
czastek. Charakter rozrzutu czastek o w zaleznosci od drogi ich przebiegu w osrodku
przedstawiono na rysunku 1.7a [14].

a) i b)
f(E, X)
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M
J K/EO E—
/ V) Ll
= |
/ X \
/ }/'\ 1l
’; R R t
X—R
X
/

Rysunek 1.7: Rozrzut (a) energii oraz (b) zasiggu monoenergetycznych czastek o
w zaleznosci od odcinka drogi pokonanej w absorbencie. Od poczatku, wzdtuz niemal
catego toru, rozktad energii staje si¢ szerszy i bardziej asymetryczny, natomiast pod
koniec ponownie sie zweza wraz ze spadkiem éredniej energii czastek. Sredni zasieg
czastek a definiuje si¢ jako grubos$¢ absorbera, przy ktorej intensywnosé sygnatu spada
do potowy wartosci poczatkowej, natomiast zasieg ekstrapolowany wyznacza sie poprzez
przedtuzenie konicowego odcinka krzywej transmisji do punktu zaniku sygnatu [14].

1.5 Linear Energy Transfer

Wazng wieloscig okreslajaca jakos¢ promieniowania jest LET definiowany jako
iloraz $redniej energii przekazywanej lokalnie osrodkowi dE;, przez czastke natadowana
podczas przebywania odcinka drogi dl [21], zgodnie ze wzorem 1.4:

dE;
LET = —*. 1.4
¥ (1.4)

W odréznieniu od stopping power, LET okresla jak gesto energia niesiona przez
promieniowanie jonizuje osrodek. Wartos¢ LET wyrazana jest w kiloelektronowoltach
na mikrometr (keV/um) i zalezy od wielu czynnikéw, takich jak energia, predkosé
i tadunek oddziatujacej czastki, a takze rodzaj i gesto$é¢ osrodka.

Promieniowanie o niskim LET, takie jak fotony i elektrony (< 1keV/um), powoduje
w materiatach biologicznych uszkodzenia rozproszone, ktére sa zazwyczaj tatwe do na-
prawy. Protony naleza do promieniowania o srednim LET (kilka-kilkanascie keV/um),
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natomiast czastki « i ciezkie jony, charakteryzujace sie wysokim LET (dziesiatki-
setki keV/um), tworza skupione obszary intensywnej jonizacji, prowadzace do ztozo-
nych i trudnych do naprawy uszkodzen molekularnych. Tabela 1.1 przedstawia wartosci
LET w wodzie, dla réznego rodzaju promieniowania i energii.

Tabela 1.1: Wartosci LET w wodzie, dla r6znych rodzajéw promieniowania jonizujacego
o odmiennych energiach [22].

Rodzaj promieniowania LET (keV/um)
X 250 kVp 2,0

~v Co-60 0,3

X 3 MeV 0,3
Elektron 1 MeV 0,25
Neutron 14 MeV 12,0
Elektron 1 keV 12,3
Elektron 10 keV 2,3
Ciezkie czastki natadowane (np. a, C, Fe) 100-200

1.6 Dawki promieniowania jonizujacego

Zgodnie z Prawem Atomowym dawka pochtonieta promieniowania jonizujacego
D okresla energie, jaka traci promieniowanie dF, a pochtania osrodek, na jednostke
masy tego o$rodka dm, zgodnie ze wzorem 1.5. Jednostka dawki pochtonietej jest Grej
Gy = J/kg [23],

D = dE/dm. (1.5)

Wielkoscia Scisle zwiazana z dawka pochtoniety jest kerma K, kinetyczna energia
uwolniona w materii, ang. kinetic energy released in matter. Okreslana jest wzorem 1.6

o dETT
~ dm

K

: (1.6)

gdzie dEr, w odrdoznieniu od dawki pochtonietej, jest suma poczatkowych energii
kinetycznych wszystkich czastek natadowanych uwolnionych przez promieniowanie
jonizujace posrednio w materiale o masie dm [15].

Dawka réwnowazna (Hr) zgodnie ze wzorem 1.7, to dawka pochtonigta w tkance
lub narzadzie T', wazona przez wspotczynnik dla rodzaju i energii promieniowania K.

Hyp = wrDr R, (1.7)
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gdzie: Dr r to dawka pochlonigta usredniona w tkance lub narzadzie 7' od promienio-
wania R, wg - czynnik wagowy promieniowania [23]. Tabela 1.2 przedstawia stosowane
warto$ci wspdlezynnika wagowego promieniowania jonizujacego (wg). Jednostka dawki
réwnowaznej jest Sivert Sv = J/kg.

Tabela 1.2: Wartosci wspétezynnika wagowego promieniowania wg [23].

Rodzaj promieniowania Czynnik wagowy

i zakres energii, R promieniowania, wg
Fotony, wszystkie energie 1
Elektrony i miony, wszystkie energie 1
Neutrony, energie < 10 keV 5
10 keV do 100 keV 10
> 100 keV do 2 MeV 20
> 2 MeV do 20 MeV 10
> 20 MeV )
Protony energia > 2 MeV )
Czastki alfa, fragmenty rozszczepienia, ciezkie jadra 20

1.7 Budowa i organizacja DNA

Kwas deoksyrybonukleinowy ang. Deozyribonucleic Acid (DNA) to polimer nukleoty-
déw, w sktad ktorego wchodzg piecioweglowy cukier - deoksyryboza, grupa fosforanowa
oraz zasada azotowa. Zasady azotowe to dwupierScieniowe puryny: adenina (A) i gu-
anina (G) oraz pirymidyny: cytozyna (C) i tymina (T). Czasteczki DNA zbudowane sa
z liniowo utozonych nukleotydéw potaczonych wiazaniami fosfodiestrowymi. Reszty
fosforanowe tacza si¢ wigzaniami kowalencyjnymi z resztami cukrow sasiednich nukle-
otydéw. DNA sktada sie z dwdch nici polinukleotydowych potaczonych wiazaniami
wodorowymi. Lancuchy skrecaja sie wokét whasnej osi tworzac podwéjna helise [24].
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Chromatin

239°°,

Histone octamer

Chromosome

Rysunek 1.8: Schemat organizacji DNA w chromosomie (ang. chromosome): 147 par za-
sad helisy DNA (ang. DNA double heliz) owinietych wokét odmiu histonéw (ang. histone
octomer) sktada sie na nukleosom (ang. nucleosome). Nukleosomy sa powtarzalnymi
strukturami, ktére ulegaja upakowaniu w chromatyne (ang. chromatin). Coraz silniej
skondensowana chromatyna organizuje si¢ w chromosomy [25].

DNA z powodu obecnosci grup fosforanowych ma tadunek ujemny, dzieki temu tatwo
wiaze sie z histonami, biatkami posiadajacymi tadunek dodatni dzigki obecnosci duzej
liczby aminokwaséw, w struktury zwane nukleosomami. Kazdy z nukleosomow sktada sie
z odcinka DNA zawierajacego 147 par zasad owinietego okét odmiu histondéw: H2A,
H2B, H3 i H4. Histony H3 i H4 tworza centralny tetramer (H3-H4),, ktory jest otoczony
dimerami H2A-H2B [25]. Rola histonéw jest ochrona nici DNA przed splataniem.
Nukleosomy sg czescia chromatyny, ktéra nastepnie ulega skreceniu i kondensacji
tworzac chromosom. Chromosom jest najwyzszym poziomem organizacji materiatu
genetycznego, w ktorym $cisle upakowane witokna chromatyny umozliwiajg precyzyjne
rozmieszczenie i segregacje DNA podczas podziatu komérki. Rysunek 1.8 przedstawia
sposob upakowania DNA w skondensowanym chromosomie.

1.8 Ekspresja genéw

Ekspresja genéw to proces, w ktorym informacja genetyczna zawarta w sekwencji
zasad DNA przektada sie na synteze biatek w komérce. Wyrdznia sie dwa kluczowe
etapy ekspresji. Pierwszym z nich jest transkrypcja, bedaca synteza czastki RNA
komplementarnej do sekwencji DNA. Drugi kluczowy etap to translacja, polegajacy
na syntezie biatek na podstawie RNA [26]. RNA podobnie jak DNA jest polimerem
nukleotydéw, jednak w odréznieniu od DNA sktada sie z cukru rybozy, a tymine (T)
zastepuje uracyl (U).

Synteza RNA zachodzi w jadrze komérkowym i rozpoczyna sie etapem inicjacji,
w ktérym enzym polimeraza RNA rozpoznaje sekwencje DNA nazywana promotorem,
rozplata podwdéjng helise i inicjuje proces. Kolejny etap to elongacja, w ktérym kolejne
nukleotydy przytaczane sa do powstajacej nici RNA. Polimeraza RNA dziata do mo-
mentu, poki nie rozpozna sygnatu terminacji transkrypcji, ktéry stanowi specyficzna
sekwencja zasad w przepisywanym DNA. Po zakonczeniu etapu terminacji dochodzi
do obrobki potranskrypceyjnej, procesu, w ktérym RNA jest oczyszczany i modyfikowany,
aby mogl zostaé¢ wykorzystany do syntezy biatka [24].
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W wyniku transkrypcji powstaja trzy gtéwne rodzaje RNA: informacyjny (mRNA)
pojedynczy tancuch, ktory niesie informacje genetyczna na temat biatek; transportu-
jacy (tRNA) pojedynczy tanicuch o specyficznym ksztalcie, ktéry taczy sie z konkretnym
aminokwasem przenoszac go do rybosomu; rybosomalny (rRNA) ktory jest sktadnikiem
budowy rybosomu. Rybosom to niewielkie organellum komérkowe zbudowane z RNA
i biatek, ktére uczestniczy w syntezie biatek, odczytujac informacje genetyczne zawarte
w mRNA.

Drugim etapem ekspresji genow, podczas ktérego informacja genetyczna zawarta
w mRNA stuzy do wyznaczenia kolejnoéci aminokwaséow w syntezowanych biatkach, jest
translacja. Proces ten zachodzi w cytoplazmie, poza jadrem komérkowym. Sekwencja
trzech kolejnych zasad RNA nazywana jest kodonem, ktory okresla jeden aminokwas.
Kluczowg role w translacji pelni tRNA wyposazony w antykodon, ktéry na podstawie
komplementarnosci taczy sie z kodonem mRNA i przytacza odpowiadajacy mu amino-
kwas. tRNA transportuje aminokwasy do rybosomu, gdzie sa one taczone w tancuch
polipeptydowy. Translacja rozpoczyna sie od kodonu start, a konczy na kodonie stop,
sygnalizujacym zakonczenie syntezy biatka. W efekcie powstaje nowo zsyntetyzowane
biatko [24].

Dziatanie promieniowania jonizujacego prowadzi do zmian w poziomie ekspresji
genéw kodujgcych biatka biorgce udzial w odpowiedzi na uszkodzenie DNA oraz w jego
naprawie.

1.9 Cykl komérkowy i punkty kontrolne

Na cykl komérkowy sktadaja sie wszystkie etapy, przez ktére przechodzi komérka od
momentu swojego powstania do kolejnego podziatu. Obejmuje on cztery gtéwne fazy: M,
G1, S oraz G2.

Faza M obejmuje dwa zasadnicze procesy — mitoze i cytokineze. Mitoza polega na
podziale jadra komoérkowego, natomiast cytokineza jest procesem podziatu cytoplazmy,
w wyniku ktérego powstaja dwie komérki potomne.

Faza G1 (ang. gap, przerwa) to stadium intensywnego wzrostu i aktywnosci metabo-
licznej komorki. Pod koniec tej fazy zwigksza sie synteza biatek, enzymow oraz organelli,
co przygotowuje komorke do replikacji DNA. W niektérych przypadkach komérki
po zakonczeniu fazy G1 nie wchodza w kolejng faze cyklu (S), lecz przechodza w stan
spoczynku okreslany jako faza G0. W fazie GO komorki zaprzestaja podzialéw, lecz moga
nadal petni¢ swoje funkcje metaboliczne. Niektére komorki, takie jak neurony czy ery-
trocyty, pozostaja w GO trwale, podczas gdy inne moga powrdci¢ do cyklu i ponownie
wejs¢ w faze G1.

Podczas fazy S (ang. synthesis, synteza) zachodzi replikacja DNA i synteza histonéw,
w wyniku czego powstaje kopia calego materiatu genetycznego komorki. Po zakoniczeniu
tej fazy komorka wchodzi w faze G2, charakteryzujaca si¢ wzmozona synteza biatek
niezbednych do przeprowadzenia podziatu komérkowego [24].

Punkty kontrolne cyklu komérkowego (ang. checkpoints) stanowia wewnetrzne
mechanizmy nadzorujace prawidtowos¢ proceséw zachodzacych w poszcezegdlnych fazach

11
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cyklu oraz zapewniajace integralno$¢ genomu. Za regulacje cyklu odpowiadaja kinazy
biatkowe zalezne od cyklin (CDK) — enzymy, ktére aktywuja lub inaktywuja inne
biatka poprzez fosforylacje. Ich aktywnosé jest mozliwa dzieki potaczeniu z biatkami
regulatorowymi zwanymi cyklinami.

G
o .

Go

M
Checkpoint

M CellCycle e s

Checkpoint
G>/M /GZ S

Checkpoint

Rysunek 1.9: Schemat cyklu komérkowego, na ktory sktadaja sie cztery gtowne fazy
M, G1, S oraz G2. GO jest faza spoczynkowa, w ktérej pozostaja komorki nieulegajace
podzialom. W trakcie cyklu komérkowego dziataja trzy punkty kontrolne (ang. Check-
point) M, G1/S oraz G2/M odpowiedzialne za kontrole poprawnego przebiegu jego
poszczegdlnych faz [27]. Utworzono w BioRender.com.

W cyklu komérkowym wyrdznia sie trzy gtéwne punkty kontrolne: G1/S, G2/M
oraz M. Odpowiadaja one za weryfikacje, czy komoérka spetnia warunki niezbedne
do przejscia do kolejnej fazy cyklu. W przypadku wykrycia nieprawidtowosci cykl
zostaje zatrzymany, co umozliwia naprawe btedéw. Punkt kontrolny G1/S (pod koniec
fazy G1) sprawdza, czy komoérka posiada odpowiednie zasoby metaboliczne i czy DNA
nie jest uszkodzone [28]. Punkt G2/M kontroluje, czy replikacja DNA zostata zakoniczona
prawidlowo, natomiast w fazie M oceniane jest, czy chromosomy sa rozmieszczone
i przygotowane do réwnomiernego rozdzielenia miedzy komoérki potomne.

W przypadku wystapienia uszkodzenn DNA aktywowane sg tzw. punkty kontrolne
uszkodzen DNA (DNA damage checkpoints), bedace wyspecjalizowana forma tych me-
chanizmoéw. Ich celem jest zatrzymanie cyklu komérkowego oraz umozliwienie naprawy
genomu, co zapobiega przekazywaniu mutacji do komoérek potomnych. Szczegdlnie
istotny jest punkt kontrolny G2/M, ktéry blokuje przejscie komérki do mitozy (tzw. G2
arrest) w odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Zatrzymanie cyklu ma charakter przejsciowy
i utrzymuje sie do momentu pelnej naprawy DNA. Jednak w sytuacji, gdy naprawa
nie powiedzie si¢, mozliwe jest wystapienie zjawiska, w ktérym komoérka mimo obec-
nych uszkodzen DNA przechodzi do mitozy, co zwieksza ryzyko niestabilnosci genomu
i $mierci komérki [29].

12



ROZDZIAL 1. Wstep 1.10. Oddzialywanie promieniowania jonizujacego na poziomie komérkowym

1.10 Oddzialywanie promieniowania jonizujgcego

na poziomie komérkowym

Promieniowanie jonizujace jest jednym z czynnikéw, ktére powodujg uszkodzenia
materialu genetycznego. Mechanizm oddzialtywania promieniowania na komoérki mozna
podzieli¢ na trzy gléwne etapy: fizyczny, chemiczny oraz biologiczny, w zaleznosci
od proceséw w nich zachodzacych. Schemat wymienionych etapéw oraz nastepstw
oddziatlywania promieniowania na komoérke przedstawia rysunek 1.10.

Cell Organism
2
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effect 2 effect)
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Rysunek 1.10: Lancuch zdarzen zachodzacych w komoérce po ekspozycji na promieniowa-
nie jonizujace, z podzialem na etap fizyczny, chemiczny oraz biologiczny, w odpowiada-
jacej im skali czasowej. Efekty oddzialywania promieniowania jonizujacego podzielone
na bezposrednie (przekazanie energii bezposrednio w DNA) i posrednie (jonizacja wody
i tworzenie wolnych rodnikow). Uszkodzenia bton i organelli skutkuja Smiercig komorki,
co na poziomie tkanek prowadzi do efektow deterministycznych. Z kolei aberracje
chromosomowe i drobne mutacje DNA moga powodowaé transformacje nowotworowa
komorek, stanowiac efekty stochastyczne, np. rozwéj nowotworéw [30]. Opisy z rysunku
zostaly wyjasnione w tekscie.

W fazie fizycznej dochodzi do bezposredniego przekazania energii atomom wcho-
dzacym w sktad materii biologicznej poprzez jonizacje i wzbudzenie elektronéw. Jest
ona bardzo szybka i trwa w przedziale od 107! do 1074 sekundy. W przypadku, gdy
jonizacja ma miejsce bezposrednio na czasteczce DNA, proces nazywany jest dzialaniem
bezposrednim (ang. direct action), ktéry dominuje w przypadku dzialania czasteczek
o wysokim LET, takich jak « i ciezkie jony. Z uwagi na gestsza jonizacje wzdtuz
toru dochodzi do bardziej ztozonych uszkodzen DNA. Dziatanie posrednie natomiast
(ang. indirect action) [19] polega na oddzialywaniu promieniowania z czasteczkami
wody.

W etapie chemicznym, trwajacym w przedziale od 1071 do 10~¢ sekundy dochodzi
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do radiolizy wody i powstawania reaktywnych form tlenu ang. Reactive Oxygen Species
(ROS) takie jak: rodnik hydroksylowy (OH-), anionorodnik ponadtlenkowy (Os-7)
czy nadtlenek wodoru (H205), ktére bezposrednio lub posrednio reaguja z czasteczkami
DNA, powodujac dalsze uszkodzenia [31, 30].

Faza biologiczna to proces od uszkodzenia DNA po ekspresje efektow biologicznych,
ktéry moze trwac od pojedynczych sekund do godzin, a nawet dni po napromienianiu [19].
Na tym etapie uruchamiane sa mechanizmy naprawy uszkodzenn DNA ang. DNA
Damage Response (DDR) takie jak wykrywanie uszkodzen przez kompleksy biatkowe,
zahamowanie cyklu komérkowego, naprawa DNA lub aktywacja $mierci komorki, jesli
uszkodzenia ze wzgledu na swojg ztozonosé, nie sg mozliwe do naprawy.

Uszkodzenie bton i organelli (ang. membranes, organelles) prowadzi do Smierci ko-
morki (ang. cell death), co na poziomie tkanek objawia sie efektami deterministycznymi
(ang. deterministic effect) zaleznymi od dawki, np. martwica lub utrata funkcji na-
rzadu. Natomiast btednie naprawione lub utrwalone uszkodzenia DNA mogg prowadzié¢
do losowych, niezaleznych od dawki progowej, efektéw stochastycznych (ang. sochastic
effect), takich jak rozw6j nowotwordéw (ang. cancer).

1.11 Uszkodzenia i naprawa DNA

Dwa gtéwne rodzaje uszkodzen DNA bedace wynikiem oddzialywania promieniowa-
nia jonizujacego na komérki, to jednoniciowe pekniecia podwéjnej helisy DNA (SSBs)
lub dwuniciowe (DSBs). Pierwsze z nich definiowane jest jako zerwanie wigzania fosfodie-
strowego taczacego nukleotydy. Nie stanowia duzego zagrozenia dla komoérki, poniewaz
sg one wydajnie wykrywane i naprawiane. Gtéwnie dlatego, iz druga ni¢ pozostaje
nienaruszona i jest uzywana jako matryca do naprawy [32]. Jest gléwnym uszkodzeniem
indukowanym przez promieniowanie o niskim LET. Po napromienieniu dawka 1 Gy
powstaje w komorce okoto 1000 SSBs.

Dwuniciowe pekniecia nici DNA polega na przerwaniu wigzan fosfodiestrowych w obu
niciach helisy zlokalizowanych w odlegtosci rzedu kilku par zasad. Jest to najbardziej
ztozone i cytotoksyczne uszkodzenie, poniewaz zgodnie z rysunkiem 1.11 przerywa
ciagtos¢ genomu. Wywotywane jest gtdwnie poprzez oddziatywanie promieniowania
o wysokim LET. Dla poréwnania depozycja dawki 1 Gy promieniowania X powoduje
powstanie jedynie okoto 40 DSBs na komérke. Nieprawidtowa naprawa DSBs moze
powodowaé aberracje chromosomowe, zatrzymanie replikacji i émier¢ komorki.

Wéréd rodzajow uszkodzen DNA wyrdznia sie takze addukty DNA powstajace na
skutek kowalencyjnego przytaczenia czastek chemicznych do zasad azotowych. Kolejnym
rodzajem uszkodzenia DNA sg crosslinki DNA zwane inaczej, wigzaniami poprzecznymi
w DNA. Polegaja na tworzeniu si¢ kowalencyjnych wigzan poprzecznych wewnatrz
nici DNA, pomiedzy niémi lub miedzy biatkami znajdujacymi sie w komorce [32].
Prowadza do zaburzen proceséw translacji i transkrypcji. Uszkodzenia oksydacyjne
zasad powstaja w wyniku oddziatywania reaktywnych form tlenu na zasady azotowe.
Przyktadem jest 8-oksoguanina (8-oxoG), ktora blednie paruje z adening zamiast
z cytozyng, prowadzac do mutacji. Wyrdznia sie takze btedy parowania zasad azotowych,

14



ROZDZIAYL. 1. Wstep 1.11. Uszkodzenia i naprawa DNA

ktore moga wystapi¢ podczas replikacji DNA [33]. Polimeraza DNA moze wstawic¢
niewlasciwa zasade (ang. mismatch) lub pominaé¢ nukleotyd. Jesli taki btad nie zostanie
naprawiony, moze prowadzi¢ do mutacji powielanych w kolejnych podziatach DNA.
Schematyczng wizualizacje rodzajéow uszkodzen DNA oraz sposobow ich naprawy
przedstawia rysunek 1.11.

Jednoniciowe pekniecia DNA podlegaja naprawie zwanej ang. Single-Strand Break
Repair (SSBR), stanowiacej wariant mechanizmu, ang. Base Ezcision Repair (BER)
[34, 35]. Przerwa w nici DNA rozpoznawana jest przez biatko PARP, ktére wiaze sie
do koncéw DNA 1 rekrutuje pozostate czynniki naprawcze, ktére nastepnie wypekhiaja
luke wstawiajac brakujacy nukleotyd. Natomiast Ligaza (LIG3) stanowiaca kompleks
wraz z biatkiem XRCC1 tacza konce DNA.

Za naprawe DSBs w komoérkach eukariotycznych odpowiadajg dwa procesy: homo-
logiczna rekombinacja ang. Homologous Recombination (HR) oraz niehomologiczne
laczenie koncéw ang. Non-Homologous End Joining (NHEJ). Gtéwna réznica miedzy
obiema $ciezkami naprawy jest fakt, ze HR wymaga nieuszkodzonej nici DNA, nato-
miast NHEJ naprawia uszkodzenie poprzez dziatanie mechanizméw taczacych obie nici
DNA [19].

Uszkodzenia takie jak addukty DNA, oksydacyjne uszkodzenia zasad czy wiazania
krzyzowe (crosslinki) usuwane sa poprzez wycinanie nukleotydu ang. Nucleotide Excision
Repair (NER). Proces ten polega na rozpoznaniu uszkodzenia oraz wycieciu fragmentu
DNA o dhugosci od 24 do 32 nukleotydéw zawierajacego btad, poprzez wykonanie dwéch
nacie¢ w nici. Za jedno z nich odpowiedzialny jest kompleks biatek ERCC1 oraz XPF.
Nastepnie brakujacy fragment jest uzupetliany przez nowo zsyntetyzowany fragment
DNA. Proces konczy sie ligaja czyli zespoleniem nici.

Btednie sparowane zasady naprawiane sa przez ang. Mismatch Repair (MMR).
System ten rozpoczyna sie od rozpoznania takiego uszkodzenia przez kompleksy ztozone
miedzy innymi z biatek MSH2 i MSH3, nastepnie btedny fragment zostaje usuniety
i zastapiony wlasciwym [36].

Ss BS DS BS crosgl'?:k:?zitiz'ized Mutation

bases

BER

Rysunek 1.11: Rodzaje uszkodzenn DNA (od lewej): jedoniciowe pekniecie DNA (SSBs),
dwuniciowe pekniecie DNA (DSBs), addukty DNA, wigzania krzyzowe DNA (cros-
slinki), oksydacyjne uszkodzenia zasad oraz btedy parowania zasad. Ponizej nici DNA
z wizualizacja poszczegdlnych uszkodzen przedstawiono nazwy odpowiadajacych im me-
chanizméw naprawy: naprawa przez wycinanie zasady (BER), niehomologiczne taczenie
koncéw (NHEJ), rekombinacja homologiczna (HR), naprawa przez wycinanie nukle-
otydu (NER), oraz naprawa blednie sparowanych nukleotydéw (MMR) [33].
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1.12 Smieré komérkowa

W wyniku oddzialywania promieniowania jonizujacego na komérki dochodzi do uszko-
dzen DNA. Kluczowa role w odpowiedzi komdérkowej petni biatko p53, nazywane
straznikiem genomu, ktorego zadaniem jest monitorowanie integralno$ci materiatu
genetycznego i decydowanie o dalszych losach komoérki. Proces ten schematycznie
przedstawia rysunek 1.12. Po ekspozycji na promieniowanie poziom biatka p53 wzrasta,
a ono samo inicjuje transkrypcje genéw regulujacych naprawe DNA, zatrzymanie cyklu
komérkowego oraz smier¢ komorki.

W przypadku niewielkich uszkodzen pb3 tymczasowo zatrzymuje cykl komoérkowy,
aby umozliwi¢ naprawe DNA. Jesli proces naprawy przebiega pomyslnie, komérka moze
powroci¢ do regularnych podziatéw. Senescencja, czyli starzenie komorki, to trwate
zatrzymanie cyklu komorkowego, podczas ktorego komorka pozostaje metabolicznie
aktywna, lecz nie ulega dalszym podziatom. Takie komorki moga jednak wydzielaé
czynniki wzrostu i cytokiny, ktore w niektorych przypadkach sprzyjaja wzrostowi
komoérek nowotworowych.

Gdy uszkodzenia DNA sg znaczne i nieodwracalne, p53 aktywuje geny proapopto-
tyczne, inicjujac programowang Smier¢ komorki — apoptoze. Proces ten zachodzi szybko,
zwykle w ciagu kilku godzin po napromienianiu. Charakteryzuje si¢ kurczeniem ko-
morki, kondensacjg i fragmentacja jadra, pocieciem DNA na krotkie odcinki, rozpadem
cytoszkieletu oraz powstawaniem pecherzykow apoptotycznych. Caty proces przebiega
bez wywotania stanu zapalnego [37].

W komorkach, ktore utracity aktywnosé biatka pb3, zachodzi inny typ Smierci ko-
moérkowej — katastrofa mitotyczna. Wystepuje ona wtedy, gdy komodrka z uszkodzonym
DNA wchodzi w podzial mitotyczny mimo braku naprawy materialu genetycznego.
W efekcie powstaja aberracje chromosomowe, bledny rozdzial chromosoméw oraz ko-
morki wielojadrzaste. Takie komorki zwykle nie dzielg sie dalej i ging w wyniku pdzZnej
apoptozy lub przechodzg w stan senescencji.

W niektorych przypadkach moga jednak przetrwaé¢ z nieprawidtowa liczbg chromo-
somo6w, co sprzyja niestabilnosci genetycznej i progresji nowotworu [38].
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Rysunek 1.12: Rola biatka p53 w odpowiedzi na uszkodzenia DNA wywotane promie-
niowaniem jonizujacym oraz rodzaje Smierci komérkowej. W przypadku, gdy biatko p5H3
jest aktywne w komérkach moze prowadzi¢ do zatrzymania cyklu komérkowego, na-
prawy DNA, apoptozy czy starzenia komérkowego. W przypadku braku aktywnosci
p53 komérka jest usmiercana na drodze katastrofy mitotycznej, moze tez dochodzi¢
do progresji nowotworéw [38]. Utworzono w BioRender.com.

1.13 Naprawa dwuniciowych peknie¢ DNA

Do naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA (DSBs) angazowana jest jedna z dwéch
gtownych Sciezek naprawy: rekombinacja homologiczna (HR) lub niehomologiczne
taczenie konicow (NHEJ). Rdznia sie one przede wszystkim wymaganiami dotyczacymi
matrycy DNA, szybkoscig dziatania oraz dokladnoscig naprawy. Sciezka HR wymaga
obecnosci nieuszkodzonej nici DNA jako wzoru do odtworzenia sekwencji w miejscu
pekniecia, dzigki czemu przebiega z duza doktadnoscia [39]. Dla poréwnania, NHEJ
nie korzysta z matrycy DNA, co czyni ja procesem szybszym, ale bardziej podatnym
na btedy — polega ona na bezposrednim potaczeniu koncow uszkodzonej helisy DNA.
Rysunek 1.13 przedstawia przebieg obu $ciezek naprawy DSBs.

Kinaza ATM (ang. Atazia Telangiectasia Mutated) pelni kluczowa role w odpowie-
dzi komoérkowej na uszkodzenia DNA. Jej gtéwnym zadaniem jest fosforylacja, czyli
aktywacja bialek zaangazowanych w odpowiedz na uszkodzenia DNA (DDR). ATM
dziata jako nadrzedny regulator odpowiedzialny za wykrywanie uszkodzen DNA oraz
podejmowanie decyzji o naprawie lub eliminacji komoérki. Jednym z pierwszych bia-
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tek aktywowanych przez ATM jest histon H2AX, ktory po fosforylacji w pozycji
seryny 139 tworzy vyH2AX — wskaznik miejsca uszkodzenia DNA. ATM fosforyluje
réwniez kinaze CHK2, aktywujaca punkty kontrolne cyklu komérkowego i powodujaca
jego zatrzymanie w fazie G1/S lub G2/M, co umozliwia przeprowadzenie naprawy
uszkodzonego DNA. Kolejnym istotnym substratem ATM jest biatko p53, ktére po fosfo-
rylacji indukuje ekspresje genéw odpowiedzialnych za zatrzymanie cyklu komoérkowego
lub, w przypadku nieodwracalnych uszkodzen, aktywuje $ciezki apoptozy [40].

To, ktora Sciezka naprawy zostanie wykorzystana, zalezy od rodzaju komorki
oraz fazy cyklu komoérkowego. HR dominuje w fazie S/G2, natomiast NHEJ jest
charakterystyczna dla fazy przedreplikacyjnej G1 oraz wczesnej fazy S. Uszkodzenia
powstale w p6inej fazie S oraz G2 moga by¢ naprawiane przez obie Sciezki [41].

DNA double-strand break (DSB)

@ / the cellular response \ SGuED

to DNA-DSBs
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Recombination (HR) End-Joining (NHEJ)
A// f \ Ku70-Ku80
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Rysunek 1.13: Sciezki naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA (DSBs) komorek ssaczych,
wywotanych promieniowaniem jonizujacym o wysokim LET. Kinaza ATM rozpoznaje
uszkodzenie i prowadzi do fosforylacji histonu yH2AX. Naprawa moze mie¢ miejsce
na drodze jednej ze $ciezek. Homologicznej rekombinacji (HR) lub niehomologicznego
taczenia koncéow (NHEJ). W szlaku HR uczestnicza biatka naprawcze takie jak: kom-
pleks MRN, CtIP, BRCA1, BRCA2, RPA, RAD51 RAD54 i XRCC3. W przypadku
Sciezki NHEJ angazowane sa: Ku70 i Ku80, DNA-PKcs, XRCC3 i ligaza 4 (LIG4).
Rysunek pochodzi z [41].
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W przypadku HR, DSBs sg poczatkowo wykrywane przez kompleks MRN, zto-
zony z biatek MRE11-RAD50-NBS1, ktory nastepnie aktywuje ATM. ATM fosforyluje
biatka YH2AX oraz CtIP. CtIP wraz z kompleksem MRN przycina konice DNA w miej-
scu uszkodzenia, tak aby powstaly jednoniciowe fragmenty. Zostaja one natychmiast
pokryte przez biatko RPA| ktére chroni je przed degradacja [42]. Nastepnie, przy udziale
bialek BRCA1 i BRCA2, RPA zostaje zastapione przez RAD51. Zadaniem RADS51 jest
odnalezienie homologicznej sekwencji na matrycy DNA, natomiast RAD54 i XRCC3
aktywuja oraz stabilizuja kompleks RAD51-DNA, regulujac dalsze etapy rekombina-
cji [41].

Sciezka NHEJ angazuje heterodimer biatek Ku70 i Ku80, ktére wiazg sie z kon-
cami uszkodzonego DNA. Prowadzi to do rekrutacji enzymu DNA- PKcs (ang. DNA-
dependent protein kinase catalytic subunit), w wyniku czego tworzony jest kom-
pleks DNA-PK, inicjujacy dalsze etapy naprawy. W kolejnym etapie rekrutowane
jest biatko 53BP1, ktére dodatkowo chroni konce DNA. Nukleaza ARTEMIS przycina
konce DNA tak, aby mogty zosta¢ prawidtowo potaczone. Ostatecznie ligaza IV wraz
z biatkiem XRCC4 sg odpowiedzialne za ligacje, czyli ,sklejenie” peknietych nici DNA.

1.14 Bialko DNA-PKcs

DNA-PKecs (ang. DNA-dependent protein kinase catalytic subunit) jest biatkiem nale-
zacym do rodziny kinaz, ktére reguluja aktywnosé enzyméw poprzez fosforylacje. Biatko
to odgrywa kluczowa role w mechanizmie naprawy dwuniciowych peknie¢ nici DNA
poprzez szlak NHEJ. DNA-PKcs stanowi katalityczng podjednostke enzymu DNA-PK,
ang. DNA-dependent protein kinase, ktéry tworzy aktywny kompleks z biatkami Ku70
i Ku80 [43]. Szlak NHEJ inicjuje sie poprzez zwiazanie heterodimeru Ku70/Ku80 z kon-
cami uszkodzonego DNA, co prowadzi do rekrutacji DNA-PKcs i utworzenia aktywnego
kompleksu DNA-PK. Nastepnie dochodzi do autofosforylacji DNA-PKcs oraz fosfo-
rylacji innych biatek naprawczych, takich jak ARTEMIS czy XRCC4, co umozliwia
przygotowanie koncéw DNA do ligacji przez Ligaze IV [44]. Biatko DNA-PKecs kodo-
wane jest przez gen PRKDC (ang. Protein Kinase, DNA-Activated, Catalytic Subunit),
a zaburzenia w jego ekspresji prowadza do powaznych konsekwencji biologicznych,
takich jak niestabilno$¢ genomowa czy radiowrazliwo$¢ komorek.
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Rozdziat 2

Uktad eksperymentalny

2.1 Geometria uktadu eksperymentalnego

Uktad do napromieniania prébek biologicznych czastkami « sktada sie z powierzch-
niowego zrédla 2*'Am, ktére dostepne jest komercyjnie i zostato zakupione z firmy
Eckert & Ziegler. Zgodnie z informacjg od producenta $rednica zrédia wynosi 54 mm
natomiast wysokosé 5,2 mm. Sktada sie ono z czesci aktywnej bedacej mieszaning ztota
i dwutlenku ameryku (AmO,) w stosunku 1:0,0425 oraz warstwy ochronnej wykonanej
ze ztota. Certyfikat Zrodta [45] wskazuje, iz wymiary poszczeg6lnych komponentéw wy-
nosza 50 mm $rednicy i, odpowiednio 0,2 mm wysokosci dla czesci aktywnej oraz 1 um
dla ztota, jednak do obliczen wykonanych w pracy przyjeto inne wymiary, co zostato
omoéwione w szerzej w rozdziale 2.3.

Nominalna aktywnoéé zrédla powierzchniowego wynosi 1,96 M Bq. Jadra 24! Am ule-
gaja rozpadowi do jadra corki 2"Np z czasem polowicznego zaniku réwnym 432,6(6) lat.
Rozpadowi towarzyszy emisja czastek o o dyskretnych energiach, ktérych wartosé
wraz z intensywnos$ciami na jeden rozpad, okreslonymi w procentach, to odpowiednio:
5388 keV (1,7%), 5442,80(13) keV (13,1%), 5485,56(12) keV (84,8%) i 5544,5(16) keV
(0,4%). Rozpadowi towarzyszy réwniez emisja kwantéw + oraz promieniowania X
[17]. Energie czastek « oraz fotonéw o najwyzszych intensywnosciach uwzgledniono
w symulacjach MC.

Geometria uktadu zostala zaprojektowana w Srodowiskowym Laboratorium Ciezkich
Jonéw Uniwersytetu Warszawskiego SLCJ UW, co zostalo opisane pierwotnie w pracy
Szeflifiski et al. [46]. Ogranicza sie ona do pojedynczej szalki Petriego o $rednicy 9 ¢cm
i wysokosci 1,4 em. Jest to ogromna zaleta, poniewaz napromienianie moze odbywaé sig¢
bezposrednio w laboratorium radiobiologicznym pod komora laminarng, z zachowaniem
sterylnoéci. W uktadzie zrédto powierzchniowe przymocowane jest za pomocs folii
Mylar o grubosci 6 pum do wewnetrznej czesci pokrywy szalki Petriego. Dzieki takiej
konfiguracji zrodto zawieszone jest bezposrednio nad napromieniang probka, ulokowana
koncentrycznie na dolnej czesci szalki, co obrazuje rysunek 2.1.
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Rysunek 2.1: Schemat uktadu do napromieniania prébek biologicznych czgstkami a.
W gornej czedci uktadu znajduja sie kolejno: warstwa aktywna powierzchniowego
zrodla 2#'Am, ochronna warstwa zlota oraz folia Mylar. Obszar powietrza oddziela
zrédto od probki biologicznej. Dolna czesé uktadu stanowi probka biologiczna (medium
hodowlane i komérki) oraz szkietko podstawowe, na ktére wysiewane byty komorki.
Catos¢ zamknieta w plastikowej szalce Petriego o $rednicy 9 em i wysokosci 1,4 cm.
Uktad przedstawiony w formie zamknietej, jak podczas eksperymentu napromieniania.
Rysunek ma charakter schematyczny, skala nie zostata zachowana.

Odpowiednio przed eksperymentem komorki bedgce targetem dla czastek o wysie-
wane byty na sterylne szkietko podstawowe o $rednicy 30 mm, tworzac monowarstwe.
Tak przygotowana biologiczna probka, na chwile przed napromienianiem przenoszona
byta na spéd szalki Petriego. Nastepnie bezposrednio na komoérki nanoszono 4 pul medium
hodowlanego, aby zapobiec wysychaniu komérek w trakcie napromienia. Na potrzeby
napromieniania komérek czastkami a szalke zamykano.

Uwzgledniajac wymiary zrédta oraz grubosé plastikowych $cianek szalki, a takze
grubos¢ szkietka podstawowego obliczono wymiar przestrzeni miedzy zrédtem a probka
biologiczna, ktéra wynosita 6,8(1) mm. W warunkach eksperymentalnych przestrzen
ta wypelniona byla powietrzem. Sposéb wyznaczenia monowarstwy komérek oraz war-
stwy medium hodowlanego przestawione zostaty w podrozdziale 2.1.1.

2.1.1 Mikroskopia konfokalna

W celu wyznaczenia precyzyjnych rozmiaréw probki biologicznej wykorzystano
skaningowy laserowy mikroskop konfokalny, ang. Confocal Laser Scanning Microscopy
(CLSM). Sposéb pozyskiwania obrazu w mikroskopie konfokalnym zasadniczo rézni sie
od metody stosowanej w klasycznym, szerokopolowym mikroskopie, w ktérym caly
preparat oswietlany jest Swiattem z lampy, a obraz mozna obserwowa¢ bezposrednio.
W mikroskopii konfokalnej prébka skanowana jest punktowo poprzez ogniskowane
wigzki $wiatta pochodzace z lasera [47]. Wiazka jest kierowana przez uktad kolimujacy,
ztozony z luster, do obiektywu, ktéry skupia Swiatto w jednym, $cisle okreslonym
punkcie prébki. Zmiana nachylenia luster, a co za tym idzie kata odbicia wiazki,
umozliwia skanowanie prébki w osiach X i Y. Swiatto emitowane z prébki wraca przez
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ten sam obiektyw, nastepnie przechodzi przez otwoér konfokalny do fotopowielacza,
gdzie przeksztalcane jest w sygnat elektryczny i dalej w sygnat cyfrowy. Szczegdlng
role odgrywa otwoér konfokalny, przez ktory do detektora dociera swiatto emitowane
wylacznie z obrazowanej ptaszcezyzny probki [48]. Od tej wladciwosci pochodzi termin
confocal (tac. con - razem, focus - ognisko), ktéry odnosi sie do tego, ze otwér konfokalny
i ptaszczyzna obrazowania sg ze sobg sprzezone, co pozwala na odciecie swiatta spoza
plaszczyzny ostrosci i uzyskanie obrazu o wysokiej rozdzielczosci.

W obrazowaniu CLSM wykorzystuje sie fluorofory, inaczej zwane barwnikami
fluorescencyjnymi, zdolne do pochtaniania sSwiatta o okreslonej dtugosci fali i emisji
promieniowania o wickszej dtugosci fali. Mikroskopia konfokalna pozwala na niein-
wazyjne skanowanie préobki przy jednoczesnym pozyskiwaniu obrazéw 3D o wysokiej
rozdzielczosci, dlatego wykorzystywana jest miedzy innymi do obrazowania komo-
rek, struktur wewnatrzkomérkowych, organelli oraz proceséw zachodzacych w zywych
komoérkach [49].

Do analizy oraz mikrofotografii czastek fluorescencyjnych wykorzystano CLSM Ni-
kon A1R MP (Nikon Corporation, Tokio, Japonia) z serii Nikon Ti-Eclipse, wyposazony
w obiektyw Plan Apo VC 60x /1.4 z imersja olejowa. Obrazy rejestrowano w rozdzielczo-
Sci 2048 x 2048 pikseli, z krokiem w osi Z réwnym 1,0 um, kalibracja XY wynoszaca
0,11 pm/px oraz glebia bitowa 12 bitéw. Niebieski sygnal fluorescencji zbierano przy
uzyciu fioletowego lasera o dlugoéci fali 404 nm oraz odpowiedniego filtra pasmowego
425-475 nm. Zielong fluorescencje rejestrowano przy dtugosci fali wzbudzenia 488 nm
i zakresie emisji 500-550 nm. W tym przypadku cze$¢ obrazéw wykonano za pomoca
obiektywu 40x S Plan Fluor ELWD. Czerwony sygnal rejestrowano przy wzbudze-
niu 561 nm oraz filtrze pasmowym obejmujacym zakres emisji 570-620 nm. Obrazy
przetwarzano i analizowano z uzyciem oprogramowania NIS-Elements AR v. 4.10.

2.1.2 Pomiary probki biologicznej

Komorki wraz z medium hodowlanym stanowia probke napromieniang w uktadzie.
Doktadne okreslenie depozycji energii w komorkach wymaga precyzyjnego wyznaczenia
jej wymiaréw, co pozwoli na obliczenie strat energii czastek o zanim dotrg do targetu,
jakim jest monowarstwa komorek. Probki linii komérkowych M059J i M0O59K zostaty
przygotowane w analogiczny sposob jak przed eksperymentem napromieniania. Proce-
dura ta jest doktadniej opisana w podrozdziale 3.2.1. Na 48 godzin przed pomiarami
wysiano komérki na 30 mm szkietko nakrywkowe umieszczone w szalce 6 - cio dotkowej,
w liczbie 5 x 10* komdrek na dotek. Probki przechowywano w inkubatorze, w 5% CO,
w atmosferze i 37°C.

W nastepnym kroku jadra komoérkowe, btony komoérkowe oraz medium zostaty
wybarwione fluorescencyjnymi znacznikami. Do wybarwienia jader komoérkowych postu-
zyto DAPI (4',6-diamidyno-2-fenyloindol, Thermo Fisher Scientific), niebieski barwnik,
ktéry ma zdolnoéé do specyficznego wigzania sie z DNA. Barwnik Vybrant”™ Dil
(1,1'-Dioctadecyl-3,3,3'3'-tetrametylindokarbocyjanina, sél nadchloranowa) ze wzgledu
na swoja liofilowos¢ wnika w dwuwarstwe lipidowa barwiac cata powierzchnie btony
komérkowej na czerwono. Komorki inkubowane byty przez 30 minut w kompletnym me-
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dium zawierajacym DAPI oraz Dil o stezeniach odpowiednio 10 pg/ml oraz 5 ug/ml. Na-
stepnie zostaly trzykrotnie przeptukane medium (2 ml na dotek ze szkietkiem podstawo-
wym, na kazde plukanie) zawierajacym 1 puM barwnika DCF (2',7'-dichlorofluoresceina,
Sigma-Aldrich). Po zakoriczonym barwieniu szkietka przenoszono kolejno na szalki
Petriego o srednicy 9 e¢m i wysokosci 1,4 ¢m, nastepnie dodawano po 4 ul medium
z barwnikiem DCF, aby zapobiec wysuszeniu komérek.

Tak przygotowane prébki trafiaty od razu na mikroskop konfokalny w celu ana-
lizy wysokosci komorek oraz znajdujacego sie na nich medium. Kazdy pomiar trwat
od 15 do 20 minut, co odpowiadato czasowi napromieniania komorek. Zostat on dobrany
tak, aby ograniczy¢ wptyw przebywania komorek poza kontrolowanym srodowiskiem
inkubatora (temperatura, stezenie COy w atmosferze, wilgotnos¢) na ich stan fizjolo-
giczny, w tym pH medium i aktywnos$¢ metaboliczna. To oznacza, ze zarejestrowane
wartosci uwzgledniaja zaréwno zmiany morfologiczne komorek, jak i parowanie medium
hodowlanego w warunkach eksperymentalnych, co odzwierciedla realny stan probki pod
koniec procesu napromieniania.

Na rysunku 2.2 przedstawione zostaly obrazy 3D zywych komorek zarejestrowane
z wykorzystaniem CLSM Nikon A1R MP. Sg to wszystkie warianty pomiaréw, ktore
zostaly wykonane na potrzeby niniejszej pracy. W panelu (a) widoczny jest sygnal
czerwony pochodzacy od bton komdrkowych, w czesci (b) przedstawiono wizualizacje
dwoch sygnatéw: czerwonego oraz niebieskiego, pochodzacego z jader komérkowych.
Dodatkowo czesé (c) zawiera rowniez sygnal zielony odpowiadajacy medium hodow-
lanemu, natomiast (d) to obrazy ztozone z sygnatu niebieskiego (jadra komérkowe)
oraz zielonego, pochodzacego od wybarwionych fluorescencyjnie ognisk naprawczych
po uszkodzeniu DNA czastkami «, co zostato opisane szczegdtowo w rozdziale 3.4.

Obrazy otrzymane z mikroskopu konfokalnego byty ztozeniem obrazéw w osi Z,
dlatego wyznaczenie wysokosci komoérek oraz medium hodowlanego wymagato ana-
lizy trojwymiarowych skanéw. Mikroskop uzyskiwat obraz w osi XY dla ptaszczyzny
o danej wspotrzednej Z, z krokiem co 1 um. Otrzymane obrazy poddano analizie przy
uzyciu makra opracowanego w programie Fiji/ImageJ [50, 51]. Jego dziatanie polegato
na wykorzystaniu wtyczki Bio-Formats, ktora pozwalala na importowanie i konwersje
obrazow mikroskopowych w formacie .nd2 do tzw. hyperstack zawierajacego informacje
o wymiarach w osiach X, Y, Z oraz kanatach fluorescencji. Nastepnie obrazy byty
dzielone na kanaly odpowiadajace poszczegdlnym zarejestrowanym kolorom. Kazdy
obraz wzdtuz osi Z zostal poddany binaryzacji wzgledem ptaszczyzny XY przy uzyciu
stalego progu intensywnosci. Piksele, ktérych jasnos$¢ przekraczala 20% maksymalne;
wartosci, oznaczano jako sygnal, natomiast piksele o nizszej intensywnosci klasyfiko-
wano jako tto. Liczba zliczonych pikseli odnosi sie zatem do liczby pikseli, w ktérych
intensywno$¢ sygnalu przekraczala poziom tta w tréjwymiarowym stosie obrazow
(osie X, Y i Z). Wartosé ta odzwierciedla catkowita objeto$é obszarow zawierajacych
sygnal fluorescencyjny. Uzyskane wartosci przeliczano nastepnie na wysokos$é¢ sygnatu
W pm.
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Rysunek 2.2: Obrazy 3D prébki biologicznej uzyskane za pomoca mikroskopu konfo-
kalnego. Przedstawiaja cztery warianty pomiaréw wykonanych za pomoca mikroskopii
konfokalnej. a) Bltony komérkowe wybarwione barwnikiem fluorescencyjnym Dil w ko-
lorze czerwonym. b) Btony komoérkowe wybarwione barwnikiem Dil (kolor czerwony)
oraz jadra komdrkowe wybarwione barwnikiem DAPT (kolor niebieski). ¢) Blony komér-
kowe i jadra komorkowe wybarwione odpowiednio Dil i DAPI oraz medium hodowlane
wybarwione barwnikiem DCF, w kolorze zielonym. d) Jadra komoérkowe wybarwione
DAPI wraz z ogniskami naprawczymi vH2AX powstatymi po dwuniciowych peknieciach
DNA spowodowanych przez czastki a.

Pomiary wysokosci komoérek wykonano mikroskopem konfokalnym w kilku nie-
zaleznych wariantach dla obu linii komérkowych: z wybarwionych wytacznie bton
komoérkowych na kolor czerwony; wybarwionych bton komérkowych wraz z jadrami
komérkowymi w kolorach odpowiednio czerwonym i niebieskim; z trzecim kanatem
odpowiadajacym zielonemu medium hodowlanemu. Zmierzono réwniez probki o wyzsze;j
poczatkowej liczbie wysianych komoérek wynoszacej 7,5 x 10%, co umozliwito weryfikacje
czy ma ona wplyw na wysoko$¢ monowarstwy. Wyniki analizy obrazéw 3D pozwolity
na wykreslenie histograméw liczby zliczonych pikseli w ptaszezyznach XY Z w zaleznosci
od wysokosci komoérek, co zostato przedstawione na rysunku 2.3. Kazdy z histograméw
przedstawia dane dla réznych wariantow pomiaru. Czes¢ 2.3a to histogram liczby
pikseli w plaszczyznie XY Z dla linii M059J w konfluencji 5 x 10, érednia wysokosé
w tym przypadku wyniosta 2,80 £ 2,43 pum. Wypadkowa niepewnos¢ uwzglednia nie
tylko sktadows wynikajaca ze Sredniej lecz réwniez z niepewnosci urzadzenia, ktére
dokonywato pomiaru z krokiem 1 pum wzdtuz osi Z. Histogram 2.3b przestawia wyniki
dla linii komérkowej M059J i poczatkowej konfluencji 7,5 x 104, z ktérych wyliczona
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srednia wyniosta 2,81 + 2,54 pum.

Histogramy a i b powstaly z analizy oSmiu obrazéw w przypadku docelowej liczby
wysianych komoérek (5 x 10* komérek na dotek) oraz czterech obrazéw dla 7,5 x 10,
Kazdy z obrazéw przedstawial minimum 10 pelnych komérek po wybarwieniu wytacznie
barwnikiem Dil (tylko kanat czerwony). Z pomiaréw wynika, iz zmiana liczby wysianych
komorek nie zmienia znaczaco wysokosci monowarstwy. Na rysunku 2.3c zaprezentowany
zostal histogram dla linii MO59K powstaly z analizy dwéch obrazéow z kompletem
kanatow, czerwonym, niebieskim oraz zielonym odpowiadajacym medium hodowlanemu.
W tym przypadku $rednia wysokos¢ komorek wyniosta 3,00 £ 2,25 pum, co Swiadczy
o tym, ze pomiar wielokanalowy nie ma wptywu na pogorszenie jakosci obrazu. Ostatni
rysunek 2.3d jest sumg z dziesieciu skanéw z wykorzystaniem wytacznie czerwonego
barwnika. Srednia wysoko$é¢ komérek dla tego zbioru danych wyniosta 3,17 + 2,67 pm.

Srednia wazona wysoko$é¢ dla czterech wartosci przedstawionych na rysunku 2.3
wyniosta odpowiednio 2,94 £+ 1,23 um. Do symulacji MC przyjeto wysokos¢ komorek
rowng 3,00 pum.
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Rysunek 2.3: Histogramy liczby zliczonych pikseli w funkcji wysokosci komorek, uzy-

skane z analizy tréjwymiarowych stoséw obrazéw (osie X, Y i Z). a) Linia M059J

po wybarwieniu barwnikiem Dil, dla poczatkowej liczby wysianych komoérek 5 x 10%.

b) Linia M059J po wybarwieniu barwnikiem Dil dla poczatkowej liczby wysianych
komérek 7,5 x 10%. ¢) Linia M059K po pomiarach w trzech kanatach wraz z medium

hodowlanym (czerwonym, niebieskim oraz zielonym). d) Linia M059K, suma danych dla

dwdéch poczatkowych liczb wysianych komorek z pomiarow, z wykorzystaniem wytacznie

kanatu czerwonego. Przy kazdym z wariantow znajduje sie $rednia wysoko$é komorek

wraz z niepewnoscia uwzgledniajaca niepewnos$¢ mikroskopu. Czerwone przerywane linie

odpowiadajg éredniej wysokosci komérek h, natomiast czarne linie kreskowo-kropkowe

srednim wysokosciom =+ o.
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Rysunek 2.4: Histogram liczby zliczonych pikseli w zaleznosci od wysokosci medium
hodowlanego otrzymany z pomiaréw za pomoca mikroskopu konfokalnego, dla linii
MO059J oraz linii M059K. Czarna linia ciggla przedstawia sume dwoch rozktadow
Gaussa dopasowanych do danych eksperymentalnych. Rézowa linia kropkowana ogra-
nicza funkcje Gaussa dopasowang dla jednego z dwdéch maksiméw o wartosci Sred-
niej 1 = 11,9 £ 0,1 pm. Filetowa linia przerywana to funkcja Gaussa dopasowana
do drugiego maksimum o wartosci sredniej ps = 22,6 + 0,1 pum. Czerwona linia
kropkowo-kreskowa oznacza Srednia wazong wysoko$¢ medium hodowlanego E(f ole),
Niebieska przerywana linia oznacza mediane.

Otrzymany histogram liczby zliczonych pikseli w stosunku do wysokosci medium
hodowlanego przedstawia rysunek 2.4. Otrzymano dwa wyrazne maksima, do kto-
rych dopasowano funkcje Gaussa ze $rednimi wynoszacymi p; = 11,9 4+ 0,1 pm
oraz o = 22,6 + 0,1 pm. Srednia wysoko$é Eff“e) policzona jako Srednia wazona
wzgledem pola pod danym rozktadem to 18,05 £ 0,12 pm. Uwzgledniajac niepewnos¢
urzadzenia to doktadnie 18,05 + 1,01 pum. Sprawdzono réwniez mediane dla wszystkich
binéw w histogramie, ktéra wyniosta 18,00 um.

Wykonano réwniez pomiary bton oraz jader komérkowych wybarwionych odpowied-
nio Dil (kolor czerwony) oraz DAPI (kolor niebieski) jak przedstawiono na rysunku
2.2a oraz 2.2b. Zmierzono ponad 50 pelnych komérek i jader komoérkowych za pomoca
programu Fiji/ImageJ [50, 51]. Histogramy liczby zliczen w zaleznosci od rozmiaru
komorki dla linii M059J i M059K przedstawia rysunek 2.5. Wyniosty one odpowiednio
49,05 £ 16,91 pum dla M059J i 50,30 £ 17,14 pum w przypadku M0O59K. Na rysunku
2.6 znajduja sie analogiczne histogramy dla rozmiaru jader komoérkowych. W przy-
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padku linii M059J ich rozmiary wyniosty 18,62 + 5,92 pm, natomiast dla linii MO59K
20,08 + 8,35 pum. Otrzymane rozmiary komérek zaokraglono do 50,0 um natomiast
jader komoérkowych do 20,0 um oraz zaimplementowano w modelu probki biologicznej
w programie do obliczenn MC.

E M059J L b)
=== T =4905 um
== T+0=49,05+£16,91 um

B MO059K
=== 7 =50,30 pm
== T+0=>50,30£17,14 pm
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Rysunek 2.5: Histogram liczby zliczen pomiaréw komorek na bin o szerokosci 5 um
w zaleznosci od rozmiaru mierzonego w pum a) dla linii M059J oraz b) dla linii M059K.
Czerwone przerywane linie odpowiadajg $redniemu rozmiarowi komérek Z, natomiast
czarne linie kreskowo-kropkowe srednim rozmiarom =+ o.
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Rysunek 2.6: Histogram liczby zliczenn pomiaréw jader komérkowych na bin o szerokosci
5 pm w zalezno$ci od rozmiaru mierzonego w pm a) dla linii M059J oraz b) dla
linii M0O59K. Czerwone przerywane linie odpowiadajg sredniemu rozmiarowi jader
komoérkowych Z, natomiast czarne linie kreskowo-kropkowe $rednim rozmiarom =+ o.
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2.2 Obliczenia Monte Carlo

Podstawowym celem zastosowania uktadu do napromieniania probek biologicznych
z wykorzystaniem zrédla 2! Am jest prowadzenie badan radiobiologicznych na liniach
komoérkowych. Aby wyniki takich eksperymentéw byty wiarygodne oraz umozliwiaty
poréwnanie z danymi dostepnymi w literaturze, konieczne jest ich przedstawienie w funk-
cji zdeponowanej dawki. Ze wzgledu na specyfike oddziatywania czastek o z materig
oraz charakter badanego uktadu, bezposrednie wyznaczenie dawki metodami pomiaro-
wymi bylto niemozliwe. Ograniczenie to stato sie podstawa do zastosowania metod MC,
pozwalajacych na szczegétowe modelowanie transportu czastek w zadanej geometrii.
Wykorzystujac precyzyjna wiedze na temat geometrii zrédta oraz badanego uktadu
biologicznego, a takze majac na uwadze, ze bezpos$redni pomiar energii zdeponowa-
nej w monowarstwie komoérek nie byt mozliwy, do obliczen uzyto programu MCNP
w wersji 6.2 [52].

2.2.1 Program MCNP

Program MCNP jest uniwersalnym, ciagltoenergetycznym, zaleznym od czasu kodem
do modelowania transportu promieniowania w uogoélnionej geometrii. Zostat opraco-
wany w Los Alamos National Laboratory i jest wykorzystywany do obliczen transportu
neutronéw, kwantéw v, protonéw, elektronéw, czastek «, czy innych czastek natadowa-
nych [52, 53]. Wykonuje on obliczenia MC w oparciu o ciggly w funkcji energii opis
przekrojow czynnych, dla kazdej mozliwej energii rozpatrywanej czastki. Dzigki temu
otrzymuje si¢ doktadne odwzorowanie fizyki oddziatywania czastek i reakcji jadrowych.
MCNP korzysta z obszernych baz danych jadrowych, ang. Evaluated Nuclear Data
File (ENDF), ktére nastepnie przetwarzane sa narzedziem NJOY do plikéw formatu
ACE (A Compact ENDF)[54] odczytywanego bezposrednio przez MCNP6 [53]. Kod
pozwala na zbudowanie dowolnej geometrii w trzech wymiarach, od prostych bryt
po bardzo ztozone uktady.

Obliczenia mozna przeprowadzaé¢ zaréwno w trybie statycznym, ktory zaktada staty
w czasie emisje czastek ze zrodla, jak rowniez w trybie zaleznym od czasu, w ktérym
oprocz przestrzennego i energetycznego rozktadu czastek uwzgledniany jest takze ich roz-
ktad czasowy. MCNP znajduje swoje zastosowanie w wielu dziedzinach, co potwierdza
jego uniwersalnos¢, miedzy innymi: diagnostyka eksperymentalna, detekcja i pomiary
promieniowania, bezpieczenstwo krytycznosci w fizyce reaktoréw jadrowych, redukcja
zagrozen jadrowych, ochrona radiologiczna i modelowanie oston przed promieniowa-
niem jonizujacym, czy analize kryminalistyczna materiatéw jadrowych [55]. Wiele prac
naukowych potwierdzito, ze MCNP jest rowniez efektywnym narzedziem w dozymetrii
na poziomie komérkowym|[56, 57, 58]. Obliczenia rozktadu energii promieniowania joni-
zujacego w mikroskali maja kluczowe znaczenie w eksperymentach radiobiologicznych
i badaniach nad radioterapia.
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2.2.1.1 Input do programu MCNP

Plik wejsciowy do programu MCNP jest plikiem tekstowym, ktory sktada sie z trzech
gtéwnych sekcji: definicji komorek (ang. Cell cards), definicji powierzchni (ang. Surface
cards) oraz karty danych (ang. Data cards).

Pierwsza stuzy do definicji obszaréw geometrycznych, tzw. komorek (cell), bedacych
sktadowymi tworzacymi geometri¢ rozpatrywanego przypadku. W celu jednoznacznego
rozréznienia komérek biologicznych i komorek w MCNP, w dalszej czesci pracy przy tych
drugich wprowadzono zapis komérka (cell). Przypisuje sie im w kolejnych kolumnach
kodu numer porzadkowy, numer materiatu zdefiniowanego w karcie danych, gestosé
materiatu, wzajemne potozenie wzgledem siebie powierzchni budujacych dana komérke
(cell) oraz parametry transportowe na przyktad cenno$é. Wartosé ujemna w kolumnie
gestodci oznacza gesto$é masowa wyrazong w g/cm?, natomiast warto$é dodatnia
odpowiada gestosci atomowej podanej w atomach na barn x cm.

Po zdefiniowaniu gestosci materiatu nastepuje petna specyfikacja geometrii komorki
(cell). Obejmuje ona liste ponumerowanych powierzchni ograniczajacych dana komarke
(cell). Znak przypisany do numeru powierzchni okresla orientacje powierzchni wzgledem
komorki (cell), gdzie znak ujemny oznacza obszar znajdujacy sie wewnatrz lub ponizej
powierzchni, natomiast dodatni na zewnatrz lub powyzej. Cennosé (ang. importance, te-
xtttIMP) w MCNP jest parametrem przypisywanym komoérkom geometrii, ktéry okresla,
czy czastki beda w nich §ledzone. Warto$¢ réwna 0 oznacza brak $ledzenia (czastki sa
usuwane), natomiast wartosci dodatnie definiuja wzgledne znaczenie czastek i stuza
do kontroli transportu oraz optymalizacji czasu obliczen metoda redukcji wariancji.

W sekcji drugiej, Surface cards, definiuje sie granice geometryczne, czyli powierzchnie
ograniczajace poszczegolne komérki (cell). Parametry te okreslaja przede wszystkim
ich ksztalt i potozenie w przestrzeni. Definicji dokonuje sie dajac numer porzadkowy,
symbol okreslajacy ksztatt oraz wspotrzedne lub wymiary.

W sekcji danych definiuje sie przede wszystkim materiaty, ktore przypisane sa
poszczegdlnym komorkom (cell). Nadaje sie im numer porzadkowy, komponenty mate-
riatow podajac je w formacie ZZZAAA, gdzie ZZZ oznacza liczbe atomowsa, natomiast
AAA liczbe masowa (poczatkowe zera ZZZ moga zostaé¢ pominiete). W nastepnej kolej-
nosci podaje sie frakcje danego izotopu. Liczba dodatnia reprezentuje stosunek atomowy,
a liczba ujemna stosunek masowy. Poza materialem definiuje sie rowniez zZrédto, po-
dajac jego geometrie, lokalizacje, rodzaj i kierunek emitowanego promieniowania wraz
z energia, ktora moze by¢ reprezentowana jako liczba, rozktad ciagly lub dyskretny,
a takze jako kombinacja tych sposobow.

W trzeciej sekcji okresla sie rowniez jaki typ czastek ma by¢ $ledzony oraz definio-
wane sg funkcje wynikowe tzw. tallies, ktore odpowiadajg za to jakie wielkosci fizyczne
maja by¢ wynikiem symulacji. Pozwalaja wyznaczy¢ miedzy innymi, strumien czastek,
dawke czy catkowita liczbe czastek w elementach geometrii, do ktérych sa przypisane.
Tabela 2.1 przedstawia niektére z tallies, ktore sa dostepne w kodzie MCNP i zostaty
wykorzystane na potrzeby niniejszej pracy.
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Na koncu karty danych okresla sie warunek zakonczenia symulacji, ktory moze
by¢ reprezentowany przez liczbe przeanalizowanych czastek lub czas obliczen. Szczegd-
towe informacje na temat charakterystyki pliku wejsciowego znajduja sie w instrukcji
do programu MCNP [59].

Tabela 2.1: Tally wykorzystane w obliczeniach za pomoca MCNP wraz z definicja,
jednostkami oraz przeznaczeniem obliczen.

Nr tally Opis tally Jednostka

F1 catkowita liczba czastek przechodzacych przez  liczba czqstek
powierzchnie

F2 strumien czastek usredniony po powierzchni liczba czqstek/cm?

F4 strumien czastek usredniony po objetosci liczba czqstek/cm?

F4 LET liczba czgstek w funkcji mocy hamowania liczba czqstek/cm?

F6 zdeponowana energia dzielona przez mase MeV/g

W tabeli 2.2 wypisane zostaly trzy gltéwne sekcje pliku wsadowego do MCNP
oraz elementy, ktore sg w nich definiowane. Dla zilustrowania podany zostal prosty
przyktad kodu umozliwiajacy obliczenia przypadku ze Zrédtem czastek a. Pelny kod
modelu uktadu doswiadczalnego opisanego w niniejszej pracy zostal opisany w rozdziale
2.2.2 i znajduje si¢ w dodatku. Zamieszczony w tabeli prosty przyktad zawiera geometrie
prostopadtoscianu, zdefiniowanego za pomoca macrobodies. Macrobodies w MCNP
to zlozone powierzchnie geometryczne, reprezentujace gotowe ksztatty (np. walce, stozki,
prostopadlodciany), ktére upraszczaja definicje geometrii bez potrzeby ltaczenia wielu
prostych powierzchni. Jeden z wierzchotkow prostopadtoscianu znajduje si¢ na poczatku
uktadu wspotrzednych, bryta wypetniona jest woda, a dtugosci jego bokéw wynosza
odpowiednio: x = 3 ecm, y = 4 ¢m, z = 5 cm. Punktowe zrédto zostato zdefiniowane
w samym poczatku uktadu wspotrzednych i emituje czastki o o energii 5 MeV'. Kod liczy
strumien czastek o usredniony w objetosci prostopadtoscianu. Warunkiem zakonczenia
symulacji, jest rozpatrzenie historii 1 x 1010 czastek.
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Tabela 2.2: Struktura pliku wejsciowego programu MCNP przedstawiona w trzech
kolumnach: sekcje gtéwne, definiowane w nich elementy kodu oraz przyktadowy kod.

Sekcja Elementy kodu Przyktadowy kod

definicja nr komorki (1) 11-1.0 -1 imp:a=1
komérek (cell) 1 materiatu (1)

gesto$¢ materiatu
w g/em? (-1.0)
wewnatrz powierzchni 1 (-1)

tryb transportu (imp)

definicja nr powierzchni (1) 1RPP 030405
powierzchni prostopadtoscian (RPP)

wymiary (3 x 4 x5 cm)

karta danych woda M1 1001 2 8016 1
zréodto monoenergetyczne SDEF pos=0 0 O par=a erg=>5
(5 MeV) w punkcie (0,0,0)
alfa MODE a
Sredni strumien czastek F4:a 1

w objetosci prostopadtoscianu

warunki zakonczenia nps 1le+10

2.2.1.2 Modele transportu ciezkich joné6w w programie MCNP

Transport ciezkich czastek natadowanych opisywany jest w MCNP za pomocy
trzech kolejnych procesow fizycznych. Dla czastek o energii ponizej 1 MeV stosowane
sa tzw. dane tablicowe (tabular regime), oparte na bazach danych zawierajacych wyniki
eksperymentalne.

W przypadku czastek o wyzszych energiach, w zakresie od 1 MeV do 1 GeV,
wykorzystywane sa rézne modele teoretyczne. Pierwszym procesem fizycznym jest
ciggta utrata energii, w ktérej analizowana jest srednia wartos¢ strat energii czastek
na podstawie przyblizenia ciaggtego spowalniania, ang. Continuous Slowing Down Ap-
prozimation (CSDA). W zakresie niskich energii, ponizej 1,31 MeV, MCNP stosuje
teorie Lindharda, ktéra traktuje osrodek jako gaz elektronowy, a czastke jako punk-
towy tadunek doswiadczajacy oporu kulombowskiego. Dla energii powyzej 5,24 MeV
uzywana jest teoria Bethego, w ktérej dominujagcym mechanizmem hamowania sa
nieelastyczne zderzenia z elektronami zwigzanymi w atomach. Teoria ta obejmuje
dwie poprawki: efekt gestosci, uwzgledniajacy ekranowanie pola czastki przez elektrony
w gestym osrodku i ograniczajacy wzrost strat energii przy bardzo wysokich energiach,
oraz poprawke powlokowa, zwiazang z zaleznoscig strat energii od struktury powtok
elektronowych. W zakresie energii 1,31-5,24 MeV stosowana jest interpolacja miedzy
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modelami Lindharda i Bethego.

Drugim procesem jest rozpraszanie energii (straggling). O ile model CSDA opisuje
srednig warto$¢ utraty energii, w rzeczywistosci czastki o tej samej energii poczatkowe;
nie traca jej w sposob identyczny, lecz doswiadczaja fluktuacji. Wynikaja one z réznej
liczby i charakteru zderzen z elektronami na danym odcinku drogi, a MCNP modeluje
je probabilistycznie, co pozwala realistycznie odwzorowac rozrzut energii resztkowej
czastek.

Trzecim procesem jest rozpraszanie katowe, wynikajace z wielokrotnych oddziatywan
kulombowskich pomiedzy czastka a jadrami atoméw w materiale. W MCNP stosowana
jest teoria FNAL (Fermi National Lab models), ktéra dzieli oddzialywania na soft -
liczne, mate katy, traktowane statystycznie jako rozktad Gaussa, oraz hard - rzadkie,
duze katy, modelowane indywidualnie. Proces ten determinuje geometrie toréw czastek
i prowadzi do ich przestrzennego rozproszenia w materiale. Po kazdym z trzech etapow
MCNP sprawdza, czy czastka spetnia warunki zakonczenia jej transportu, takie jak
osiggniecie energii ponizej progu czy opuszczenie obszaru istotnego statystycznie [60].

2.2.2 Model uktadu eksperymentalnego

Bazujac na zasadach pliku wejsciowego do programu MCNP opisanych w pod-
rozdziale 2.2.1.1 przygotowano doktadny model opisujacy uktad do napromieniania
prébek biologicznych ze zrédtem powierzchniowym 22! Am. W pierwszej czedci inputu
(Cell cards) poszczegélnym komponentom geometrii przypisano materiaty, gestosci
oraz cennosci. W sekcji Surface cards uwzgledniono szczegdétows geometrie poprzez
zdefiniowanie powierzchni ograniczajacych poszczegolne czeéei uktadu. Liste elementéw
ukladu, przypisanych im numeréw komorek (cell), materiatéw, gestosci oraz rozmiardéw
zawiera tabela 2.3.

Model uktadu sktada si¢ z walcow o réznych érednicach ograniczonych powierzch-
niami o odpowiedniej wspotrzednej w osi Z. Elementy geometrii modelu zostalty przed-
stawione w odwrotnej kolejnosci w stosunku do rysunku 2.1, jednak w programie MCNP
nie jest uwzgledniany wptyw grawitacji, dlatego orientacja modelu nie ma znaczenia
dla wynikéw obliczen. W kierunku od dotu znajduja sie kolejno czes¢ aktywna zro-
dta (2) ochronna warstwa ztota (3), folia Mylar (4) oraz powietrze miedzy zrédtem
a prébka biologiczna (5). Komponenty od 1 do 5 zostaly zdefiniowane ze $rednica
réwna 5 em, odpowiadajacg realnym rozmiarom zrédta. Srednica medium hodowla-
nego (6) oraz monowarstwy komorek (7) wynosita 3 cm. Przestrzen pod Zrédlem (1)
oraz nad komoérkami (8) byla nieograniczona przestrzenia poza uktadem, nieistotna
z punktu widzenia symulacji.

Doktadne wymiary oraz wspotrzedne potozenia bryl geometrycznych pochodzity
odpowiednio z certyfikatu zrodta wydanego przez producenta, pomiaréw szalki Petriego,
czy w przypadku probki biologicznej, wynikéw otrzymanych na podstawie mikroskopii
konfokalnej opisanej w podrozdziale 2.1.1. Przekrdj poprzeczny przez geometrie uktadu
eksperymentalnego przestawia rysunek 2.16, natomiast interpretacja znajdujacych sie
na nim toréw czastek o opisana zostata w podrozdziale 2.4.1.

Stworzono réwniez zaawansowana geometrie préobki biologicznej definiujac w niej
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Tabela 2.3: Parametry komérek (cell) zdefiniowanych w modelu uktadu do napromienia-
nia prébek biologicznych ze zrédtem 24 Am. Do kazdej komérki (cell) zostal przypisany
element uktadu, material, gestos¢ oraz wysokos¢.

Komorka  Element uktadu Materiat Gestosé Wysokosé
(cell) (g/cm?) (cm)
1 przestrzen pod zrédtem powietrze 0,001205 oo?
2 warstwa aktywna zrédia AmOy i Au 19,32 0,00004
3 warstwa ochronna Au 19,32 0,00008
4 folia Mylar PETP 1,38 0,0006
5 wnetrze szalki Patriego powietrze 0,001205 0,68
6 medium hodowlane woda® 1,0 0,001805
7 monowarstwa komorek brain? 1,03 0,0003
8 przestrzen nad komérkami — powietrze 0,001205 oo

& Nieskonczona przestrzen poza geometria modelu.

b Politereftalan etylenu.

¢ Medium hodowlane zostalo uproszczone w modelu jako woda.

d Tkanka moézgowa wedtug danych Miedzynarodowej Komisji Ochrony Radiologicznej
ang. International Commission on Radiological Protection (ICRP) [61].

siatke o rozmiarze oczek 50 pum x 50 pum, w ktoérych koncentrycznie zdefiniowano
komoérki o $rednicy 50 um oraz wewnatrz nich jadra komérkowe o Srednicy 20 pum,
co odpowiada rozmiarom komorek, ktorych wyznaczenie opisano w podrozdziale 2.1.2.
Tak zbudowana siatka pokrywata powierzchnie walca o $rednicy 3 cm i wysokosci 3 um,
odpowiadajacej wymiarom szkietka nakrywkowego oraz wysianym na nie komérkom.
Rysunek 2.7 przedstawia wizualizacje geometrii probki komorkowej w zmienionej skali.
Jeden centymetr siatki komorek na rysunku odpowiada 10 um rzeczywistej probki.
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Rysunek 2.7: Geometria komérek na szkietku podstawowym zaimplementowana do pro-
gramu MCNP. Okregi koloru pomaranczowego odwzorowuja komorki, kolorem fioleto-
wym zaznaczone zostaty jadra komérkowe, koncentryczne do komérek. Granica probki
biologicznej na szkietku podstawowym o srednicy 3 cm zostata oznaczona czarng ciagla
linig. Elementy wewnatrz probki zostaly zobrazowane w skali, gdzie 1 ¢m na osi X
odpowiada 10 pum w rzeczywistosci.

2.2.3 Obliczenia wykonane za pomocg programu MCNP

Wykonanie oceny transportu czastek wewnatrz uktadu, strat energii na przestrzeni
poszczegolnych komponentéw oraz wyznaczenie dawki deponowanej w komoérkach
wymagalo wykonania odpowiednich obliczenn za pomoca kodu MCNP. W tym celu
skorzystano z funkcji wynikowych (tallies) opisanych w tabeli 2.1.

Aktywnosé zrédia podana przez producenta wynosita 1,96 M Bq i jest interpreto-
wana jako liczba czastek emitowanych po przejsciu przez czes¢ aktywna oraz ochronng
warstwe zlota w kat brylowy 2 7 (wylacznie przez rzeczywista powierzchnie zrédia
w gére). Symulacje MC wykonane w pracy zaktadaja, ze czeéé aktywna zrédia 241 Am
to zrodto objetosciowe z emisjg czastek we wszystkich kierunkach, tj. 4 w, w zwigzku
z powyzszym aktywnos¢ poczatkowa w obliczeniach zostata odpowiednio znormali-
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zowana, aby zrekompensowadé straty liczby czastek na elementach zrodta. Czynnik
normalizacyjny N zostal wyliczony z wykorzystaniem tally F1, ktorego wynikiem jest
catkowita liczba czastek przechodzacych przez zadang powierzchnie. Czynnik N zostat
zdefiniowany jako odwrotno$¢ stosunku liczby czastek przechodzacych przez rzeczywi-
sta powierzchnie zrédta do liczby czastek emitowanych przez wszystkie powierzchnie
ograniczajace tacznie czes¢ aktywna i warstwe ztota. Wyznaczong catkowita emisje be-
daca iloczynem aktywnosci podanej przez producenta i czynnika /N zaimplementowano
do kolejnych symulacji.

Czastki o po opuszezeniu elementéw zrodia, (zanim dotarty do prébki biologicznej)
tracity energie w kolejnym o$rodku, ktérym byto powietrze. Sprawdzenie rozktadu cza-
stek wchodzacych do probki na powierzchni medium hodowlanego umozliwity obliczenia,
z wykorzystaniem tally F2, strumienia czastek usrednianego przez powierzchnie, wyraza-
nego jako liczba czgstek na em?. Z kolei strumien czagstek o uéredniony przez objetosé
monowarstwy komorek zostal policzony na podstawie tally F4, definiowanego jako suma
dlugosci torow czastek w komorce (cell) dzielona przez jej objeto$é. Strumien czastek
w zaleznosci od energii w tym przypadku réwniez zostat wyrazony w liczbie czastek
na cm?. Do tally F4 dodano parametr LET, ktéry umozliwia przeliczenie uzyskanych wy-
nikéw z catkowitego strumienia czastek na strumien w zaleznosci od LET, wyrazonego
w MeV/em. Parametr ten pozwala na uwzglednienie sposobu, w jaki czastki oddaja
energie osrodkowi wzdtuz swojego toru. W praktyce zastosowanie opcji LET w karcie
danych powoduje, ze MCNP dokonuje sortowania i sumowania wktadéw do strumienia
czastek wedtug ich wartoéci LET, umozliwiajac uzyskanie rozktadu strumienia w funkcji
przekazu energii.

Obliczenie dawki deponowanej w monowarstwie komorek zaréwno przez czastki «
jak i fotony mozliwe byto za pomoca tally F6, ktorego wynikiem jest dawka pochtonieta,
czyli energia zdeponowana w odpowiedniej komérece (cell) dzielona przez jej mase.
Otrzymano wyniki w jednostkach MeV /g w funkcji aktywnosci zrédla (w Bq), co od-
powiada MeV/g/s. Nastepnie przeliczono je na J/kg/s, co odpowiada jednostce mocy
dawki pochlonietej (Gy/s).Na tej podstawie ustalono czas napromieniania niezbedny
do zdeponowania 1 Gy w komorkach.

Obliczenia depozycji czastek o wykorzystano réwniez do zweryfikowania jednorod-
nosci napromieniania probek biologicznych. W tym celu target, w geometrii modelu
MCNP uktadu, podzielono na koncentryczne okregi w odstepach co 1 mm. Na potrzeby
tych obliczen zwigkszono réwniez jego srednice do 5 ecm. To umozliwito weryfikacje
wartosci zdeponowanej energii czastek w zaleznosci od potozenia wzgledem odlegto-
Sci od srodka zrodia powierzchniowego. Dodatkowo geometria prébki przedstawiona
na rysunku 2.7 umozliwita obliczenie liczby czastek w funkcji energii, trafiajacych
bezposrednio w pojedyncza btone komérkowa, jadro komérkowe, a takze oszacowaé
jaka cze$¢ z nich trafia w przestrzen miedzy komérkami.

Zestawienie wszystkich obliczen wykonanych za pomocg MCNP, wykorzystanych
w nich tally, a takze numer kodu, z dodatku do pracy, w ktérym znajduje sie odpowia-
dajacy plik wejsciowy do programu MCNP przedstawiono w tabeli 2.4.
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Tabela 2.4: Zestawienie obliczen wykonanych za pomocg kodu MCNP, uzyte w nich funk-
cje wynikowe (tallies) oraz numer kodu wykorzystanego do przeprowadzenia symulacji,
zatgczonego w dodatku do pracy

fragment
Lp. Opi k bli i tall

p pis wykonanego obliczenia ally Kodu

1 Aktywnos$é poczatkowa powierzchniowego zrédia tally F1 6.1
241 Am

2 Rozktad energii czastek o wchodzacych do prébki tally F2 6.1
biologiczne;j

3 Rozktad energii czastek @ w monowarstwie tally F2 6.1
komoérek

4  LET czastek a w monowarstwie komérek tally F4 LET 6.1

5  Dawka promieniowania « oraz v w monowarstwie tally F4 6.1
komoérek

6  Zaleznos$¢ deponowanej dawki promieniowania tally F6 6.1
w monowarstwie komoérek od grubosci warstwy
medium hodowlanego

7 Weryfikacja jednorodnosci depozycji energii tally F6 6.2
czastek a w monowarstwie komérek, w obszarze
zrodta powierzchniowego

8  Liczba czastek a padajacych na pojedyncze jadro tally F4 6.1
komérkowe

9  USredniony strumien czastek a w objetosci tally F4 6.3
detektora krzemowego (opisane
w podrozdziale 2.3.1)

F2
10 Rozktad energii oraz liczba czastek tally 6.1
tally F4

deponowanych w detektorze §ladowym (opisane
w podrozdziale 2.3.2)
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2.3 Weryfikacja obliczen Monte Carlo

Opisana geometria uktadu do napromieniania zostala wiernie odwzorowana w ko-
dzie MCNP, w celu obliczenia depozycji energii czastek a w materiale biologicznym.
Zanim jednak czastki dotarty do obszaru docelowego, przechodzity przez materiaty
o zroznicowanym sktadzie izotopowym i gestosci. Precyzje symulacji zweryfikowano
poprzez pomiary rozktadu energii czastek o w warunkach umozliwiajacych bezposrednia
detekcje. W tym celu zastosowano dwie komplementarne metody: detektor krzemowy
w prozni, ktory pozwolil na bezposrednia weryfikacje kodu MC oraz okreslenie grubosci
czesci aktywnej zrodia, oraz detektory sladowe, ktére umozliwity sprawdzenie popraw-
nosci obliczen strat energii czastek a w geometrii uktadu, przed dotarciem do préobki
biologicznej. Zestawienie wynikow eksperymentalnych i symulacyjnych w warunkach,
gdzie mozliwe byty bezposrednie pomiary, potwierdzito wiarygodno$¢ modelu numerycz-
nego i pozwolito na ekstrapolacje obliczen do skali komérkowej, w ktorej bezposrednia
rejestracja nie byta mozliwa.

2.3.1 Pomiary za pomocg detektora krzemowego

Obliczenie aktywnosci poczatkowej warstwy aktywnej, opisane w podrozdziale 2.2.3,
wymagato szczegbétowych informacji o budowie zrédta, w tym wysokosci warstwy aktyw-
nej i grubosci warstwy ochronnej. Producent w certyfikacie zrédta [45] podaje te wartosci
jedynie jako gorne limity. Dlatego konieczne byto wykonanie dodatkowych pomiarow,
ktore pozwolity na doktadne okreslenie obu parametréw. Umozliwito to precyzyjne
obliczenie strat energii czastek a w poszczegoélnych elementach Zrodta oraz weryfikacje
wynikéw symulacji MC.

W celu wyznaczenia wysokosci warstwy mieszaniny AmQOs i ztota oraz ochronnej
warstwy ztota wykonano pomiary energii czastek a z wykorzystaniem monolitycznego,
barierowego detektora krzemowego (ORTEC, USA) o érednicy warstwy aktywnej wyno-
szacej 21 mm. Nastepnie wyniki poréwnano z obliczeniami MC. W pierwszej kolejnosci
wykonano pomiary kalibracyjne w prézni (1 x 1072 mbar) z wykorzystaniem pulsera
oraz spektroskopowego zrédia 4! Am o aktywnoéci 9 kBq. Na podstawie trzech energii
czastek a 5388 keV, 5442,80(13) keV oraz 5485,56(12) kel oszacowano gaussowskie
poszerzenie energii, ang. Gaussian Energy Broadening (GEB), parametr detektora
zwigzany z jego zdolnoscig rozdzielcza. Znajac réwniez szerokosci w potowie wysokosci
maksiméw, ang. Full Width at Half Mazimum (FWHM) obliczono parametry a, b oraz c,
zgodnie z réwnaniem 2.1

FWHM =a+bVE + cE?, (2.1)

gdzie F jest energia czastek wyrazona w MeV [59].

Wyniosty one odpowiednio: a = 0,657(419), b = —0,272(180) oraz ¢ = 0 [62] i zostaly

wykorzystane w obliczeniach MC, aby uwzgledni¢ GEB detektora krzemowego.
Nastepnie przeprowadzono wlasciwe pomiary ze zrédlem powierzchniowym. Zrédto

znajdowalo sie na ramieniu zamontowanym bezposrednio nad czescig aktywna detektora

39



ROZDZIAL 2. Uklad eksperymentalny 2.3. Weryfikacja obliczen Monte Carlo

krzemowego, na ktorym koncentrycznie wzgledem detektora utozony zostal aluminiowy
kolimator o $rednicy 50 mm z otworem o Srednicy 20 mm. Dzieki temu pokrywat on
pozostaty powierzchnie zrédla czastek a. Bezposrednio na kolimatorze potozono O - ring,
na ktérym ulozone zostato zrodto pokryte folig Mylar o grubosci 6 pm. Jego celem
byta ochrona powierzchni zrodta przed uszkodzeniami mechanicznymi. W przyjete;j
geometrii pomiaru, z uwzglednieniem grubosci poszczegdlnych elementow znajdujacych
si¢ pomiedzy aktywna czeScig detektora krzemowego a zrodtem, odlegtosé migdzy nimi
wynosita 4,12 em. Pomiary prowadzono w warunkach prézni.

Opisane parametry eksperymentu zostaty szczegdétowo odtworzone w MCNP, z do-
ktadnoscig do wymiaréw, gestosci oraz sktadu atomowego poszczegdlnych materiatow.
Policzone zostato tally F4, tj. usredniony strumien czastek a w objetosci detektora
krzemowego wyrazony w liczbie czastek na cm? w funkcji energii. Obliczenia uwzgled-
niaty wczedniej ustalone parametry GEB. Rozktad energii czastek a w funkcji liczby
zliczen wyliczony poprzez tally F4 poréwnano z wynikami pomiarow z wykorzystaniem
detektora krzemowego i przedstawiono na rysunku 2.8.

Wykonano serie obliczen dla réznych wariantow wysokosci czesci aktywnej zrodta
(AmOs i Au) oraz warstwy ochronnej (Au), wybrano takie, przy ktérych wystepowala
najwieksza zbieznos¢ potozenia centroidéw oraz przykrycie powierzchni pod funkcja
Gaussa. Wynosity one odpowiednio 0,4 um dla warstwy aktywnej oraz 0,8 pm dla
ochronnej warstwy ztota. Te wartosci zostaty zaimplementowane do symulacji MC
zwigzanych z dozymetrig uktadu, co zostato opisane w kolejnym rozdziale 2.4. Poma-
ranczowa linia ciggla odpowiada wynikom pomiaréw z detektorem natomiast fioletowa
linia przerywana danym z symulacji. Obliczono catki odpowiadajace krzywym przedsta-
wionym na rysunku 2.8 (tj. pola pod odpowiednimi pikami), a stwierdzona rozbieznosé
miedzy ich warto$ciami wynosi 4%.
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Rysunek 2.8: Rozktad energii czastek «, emitowanych z powierzchniowego zrédta

2 Am pokrytego foliag Mylar. Pomaraiiczowa ciggla linia odpowiada energii zmierzone;

za pomoca detektora krzemowego w prozni, natomiast fioletowa linia przerywana energii
obliczonej za pomoca MCNP.
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2.3.2 Pomiary za pomocg detektora Sladowego

Polimer CR-39 (poli(allylo-diglikolowy weglan), PADC) oraz jego odmiany han-
dlowe PM-355/PM-500/PM-600 stosowane sa jako stalocialowe detektory sladowe
ang. Solid-State Nuclear Track Detector (SSNTD). Jest to polimer sieciowany z mono-
meru allyl-diglykolowego weglanu wprowadzony komercyjnie w latach 40-tych XX wieku
jako material optyczny Columbia Resin 39, a w latach 70-tych znalazt zastosowanie
jako detektor promieniowania jonizujacego [63]. Detektory sladowe to przezroczyste
tworzywa sztuczne charakteryzujace si¢ wysoka czutoscig na cigzkie czastki natadowane,
przy jednoczesnej niskiej czutosci na promieniowanie v, X czy elektrony, co czyni je
materialem wysoce selektywnym i wykorzystywanym w warunkach promieniowania
mieszanego [64].

Podstawa dziatania detektorow SSN'TD jest powstawanie torow uszkodzen w mate-
riale detektora po przejsciu przez niego ciezkiej czastki natadowanej. Czastki o wysokim
LET oraz elektrony wtérne, powstate w wyniku jonizacji powoduja wzdtuz swojego toru
rozerwanie dtugich tancuchéw polimerow, tworzenie wolnych rodnikow, a takze niskocza-
steczkowych produktow radiolizy, np. CO,, czy fragmentéw monomeréw. Wymienione
zmiany w materiale detektora sktadaja sie na tor uszkodzen, ang. latent track. Powstate
slady nie sg widoczne optycznie, dlatego stosuje si¢ trawienie chemiczne w roztworach
wodorotlenku sodu (NaOH). Polimer nieuszkodzony rozpuszcza sie z predkoscia Vp,
ang. bulk etch rate, natomiast zdegradowana strefa wzdtuz toru czastki — szybciej,
z predkoscia Vi, ang. track etch rate. Warunek Vi > Vg sprawia, ze w miejscu toru
formuje sie lej trawienny, ang. pit, ktérego rozmiary i ksztalt zalezg od rodzaju i energii
czastki [65, 66]. Detektory $ladowe charakteryzuja sie wysoka efektywnoscia detekeji
miedzy innymi czastek o o energii z zakresu od 100 keV do kilku MeV z mozliwosciag
rejestracji do 10 x 10° czgstek/cm? bez efektu nakladania si¢ toréw [64, 67]. Zdolnosé
rozdzielcza polimeréw to 50 keV w przypadku czastek a [67] i okoto 3% dla protonéw
i jonéw wegla o energii rzedu kilku MeV[66].

Detektory SSNTD wykorzystywane sg miedzy innymi w detekcji radonu, ekspery-
mentach fuzji jadrowej w diagnostyce wiazek ciezkich jonéw [68, 67, 66]. W Literaturze
znajduja sie rOwniez wskazania o zastosowaniu detektoréw w radiobiologii, gdzie mi-
krometrowe warstwy polimeréw CR-39 postuzyly jako szalki do hodowli komoérkowej,
a nastepnie w badaniu charakterystyki promieniowania « na poziomie komérek [65].

Ze wzgledu na sposéb detekcji oraz selektywnosé wzgledem promieniowania v detek-
tory SSN'TD zostaty wykorzystane do zbadania rozktadu energii czastek o pochodzacych
z powierzchniowego Zrédta 2! Am na powierzchni probki biologicznej, tj. wchodzacych
do medium hodowlanego w zaprezentowanym uktadzie. W tym celu umieszczono zrodto
na specjalnie zaprojektowanym oraz wydrukowanym w 3D statywie, ktory pozwalat
na umiejscowienie powierzchni aktywnej zrédta doktadnie 6,8 mm nad powierzchnia
detektora sladowego. Ze wzgledu na ograniczenie zwigzane z liczba czastek rejestro-
wang na cm? (bez efektu nakladania toréw), napromienianie detektora przeprowadzono
w czasie 69 s. Napromieniony detektor SSNTD przedstawia rysunek 2.9.
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Rysunek 2.9: Detektor sladowy napromieniony dawka 0,17 Gy. Widoczne $lady po-
wstalty w wyniku oddziatywania czastek a na materiat detektora. Poziom szarosci
oraz powierzchnia $ladow zaleza od energii czastek.

Odpowiednio wczesniej wykonano kalibracje energetyczna z wykorzystaniem spektro-
skopowego zrédia 24 Am. Czastki alfa o nizszych energiach uzyskano poprzez zastosowa-
nie cienkich, aluminiowych folii na powierzchni detektoréw. Grubosé¢ warstw oraz starty
energii czastek zostaly wyliczone z wykorzystaniem oprogramowania do obliczen strat
energii jonow SRIM [69].

Napromienione detektory wytrawiano w roztworze 6,25 N (mol/L) NaOH w tempera-
turze 70°C' przez trzy godziny, a nastepnie analizowano za pomoca pétautomatycznego
systemu sktadajacego sie z mikroskopu optycznego potaczonego z komputerem wy-
posazonym w kamere CCD (Nikon DS-Fi2, 5.24 Mpix) oraz oprogramowanie Nikon
NIS-Elements BR 4.00.03 (64-bit).

Kalibracja pozwolila na przypisanie danej srednicy kraterow w materiale detektora
do energii czastek a oraz czasu wytrawiania detektoréw. Dodatkowo wyznaczano
parametr okreslany jako Sredni poziom szarosci sladu, ktory odzwierciedla ilosé $wiatta
odbitego od powstatego w detektorze zaglebienia, rejestrowanego za pomocg mikroskopu
optycznego. Polaczenie obu parametrow — geometrycznych i optycznych — pozwalato
na jednoznaczne okreslenie energii czastki odpowiedzialnej za zarejestrowany slad.
Na podstawie punktéw kalibracyjnych wykreslono zalezno$¢ FWHM obliczonej energii
w zalezno$ci od zarejestrowanej energii czastek a przez detektor sladowy, co przedstawia
rysunek 2.10. Zgodnie z rownaniem 2.1, dla ¢ = 0 wyznaczono parametry poszerzenia
gaussowskiego (GEB) detektora polimerowego, ktére nastepnie zaimplementowano
w obliczeniach MC.
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Rysunek 2.10: Zalezno$¢ FWHM od energii czastek a otrzymana z pomiaréw kalibracyj-
nych. Rézowa prosta zostata dopasowana do danych pomiarowych, w celu wyznaczenia
parametréw GEB wedlug podanego réwnania: FWHM = a + bWE.

Na rysunku 2.11 przedstawiono wyniki rozktadu energii czastek a otrzymanego
z pomiarow zroédta powierzchniowego, zarejestrowanego przy uzyciu detektora $lado-
wego (kolor pomaranczowy), oraz odpowiadajace im wyniki symulacji MC dla tally F2,
opisujacego strumien czastek usredniony po powierzchni medium hodowlanego (kolor
fioletowy). Stupki w kolorze rézowym wskazuja na obszary, w ktérych dane ekspery-
mentalne i symulacyjne si¢ pokrywaja. Brak takich stupkéw w zakresie niskich energii
wynika z faktu, ze mimo rejestracji czastek a przez detektor, nie przeprowadzono kali-
bracji w tym przedziale energetycznym, co uniemozliwito ich wykorzystanie w analizie
poréwnawczej. Symulacje MC nie podlegaly tym ograniczeniom — czastki o Sledzono az
do catkowitej utraty energii w rozpatrywanym osrodku.
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Rysunek 2.11: Histogramy liczby czastek a na bin o szerokosci 0,1 MeV w funkcji
energii zmierzonej detektorem $ladowym CR-39 (kolor pomaranczowy) oraz policzony
za pomoca MCNP (kolor fioletowy). Kolorem rézowym zaznaczone zostaly naktada-
jace sie wartosci.

Pomiary z wykorzystaniem detektora CR-39 postuzyty réwniez do wyznaczenia liczby
czastek o energii powyzej 2 MeV padajacych na jego powierzchnie. Wyniki wskazywaly,
iz na jedng sekunde napromieniania zdeponowanych zostalo 2,49 x 10* 41,25 x 103
czastek na cm?. Majac na uwadze, ze na skutek oddzialtywania z materiatem probki
strumien czastek ulega ostabieniu wraz z glebokoscia, w celu poréwnania otrzymanej
liczby czastek z obliczeniami MCNP podzielono na 5 warstw (segmentéw) o jednakowej
wysokosci komoérke (cell) odpowiadajaca warstwie medium hodowlanego i za pomoca
tally F4 obliczono usredniony strumien czastek o w objetosci kazdego z pieciu segmentow.
Rysunek 2.12 przedstawia zaleznoéé éredniej liczby deponowanych czastek na cm?
dla réznych gtebokosci rozpatrywanego segmentu. Przedstawione na wykresie liczby
dotycza czastek a o energii powyzej 2 MeV, co umozliwito uwzglednienie progu detekcji
detektora sladowego. Fioletowa linia wraz z ttem niepewnosci odwzorowuje liczbe
czastek zmierzong przez detektor.

Z rysunku 2.12 wynika, iz liczba czastek mierzona przez detektor deponowana jest
na gtebokosci ponad 8 um w warstwie medium hodowlanego, co wynika z punktu
przeciecia linii trendu dopasowanej do wyliczonych liczb czastek o na em? i prostej
odpowiadajacej wynikom pomiaréw otrzymanych za pomoca detektora $ladowego.
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Rysunek 2.12: Zaleznos¢ sredniej liczby deponowanych czastek o energii powyzej 2 MeV
na cm? od glebokosei segmentu, na ktére podzielona zostala komérka (cell) odpowiada-
jaca warstwie medium hodowlanego. Do wynikéw obliczen modelowych dopasowana
zostata rozowa linia trendu. Fioletowa prosta odpowiada liczbie czastek zmierzonej przez
detektor sladowy wraz z niepewnosciami. Z uwagi na niskie wartosci niepewnosci pomia-
rowych wysymulowanych liczb czastek a, nie sa one widoczne przy kazdym z punktow
pomiarowych.
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2.4 Dozymetria ukladu eksperymentalnego

W analizowanym uktadzie istotne znaczenie ma zaréwno precyzyjne wyznaczenie
dawki pochtonigtej w probcee, jak i szczegotowa charakterystyka czastek oo docierajacych
do komoérek. We wcezesniejszych etapach pracy przedstawiono odwzorowanie geometrii
uktadu oraz jej implementacje w kodzie MCNP, a nastepnie zweryfikowano poprawnosé
symulacji poprzez poréwnanie wynikow obliczen z wynikami pomiaréw w konfiguracjach,
w ktérych mozliwa byta bezposrednia detekcja. Na tej podstawie wykonano obliczenia
obejmujace rzeczywiste warunki napromieniania probki biologicznej, uwzgledniajac
parametry zrédta powierzchniowego 2! Am, geometrie uktadu oraz wysoko$é warstwy
medium hodowlanego i monowarstwy komorek. Uzyskane wyniki umozliwity okreslenie
rozkladu energii i liniowego przekazu energii (LET) czastek « oraz ocene jednorodnosci
napromieniania w objetosci probki, co stanowi podstawe do dalszej interpretacji efektow
biologicznych.

2.4.1 Wyznaczenie dawki

Dawke promieniowania jonizujacego deponowana w monowarstwie komorek o wy-
sokosci 3 pum obliczono za pomocy tally F6, tak jak zostalo to opisane w podroz-
dziale 2.2.3. Otrzymana moc dawki czastek « oraz promieniowania ~ wynosity odpo-
wiednio 1,73 x 107 4 3,28 x 10* MeV/g/s oraz 1,26 x 10* £ 1,26 x 107! MeV/g/s,
co pokazuje, ze wktad do dawki od promieniowania ~ jest o cztery rzedy wielkosci
nizszy w stosunku do promieniowania a. Wyniki depozycji przeliczono nastepnie przez
state (1MeV = 1,60217662 x 10713, g = 1,00 x 1073kg), aby otrzyma¢ wartosci mocy
dawki w jednostce Gy/s. Dzigki temu wyznaczono czas niezbedny do zdeponowania
dawki 1 Gy w objetosci probki komérkowej, ktory wynosit 413 sekund. Pozostale
dawki na potrzeby eksperymentéw biologicznych policzono proporcjonalnie do czasu
napromieniania.

Pomiary wysokosci medium hodowlanego opisane w podrozdziale 2.1.2 pozwolity wy-

znaczy¢ warto$é¢ srednig wysokosci Eg) o) _ 18,05 pum, ktoéra zostata zaimplementowana
w modelu uktadu i wykorzystana do obliczen charakterystyki czastek o w monowar-

stwie komoérek. Majac na uwadze niepewnos¢ statystyczna oraz niepewnosé odczytu
(pole)
w

mikroskopu konfokalnego jaka obarczona byta h. (1,01 um) wyliczono depozycje dla
roznych wartosci wysokosci medium hodowlanego z wigkszosci zakresu miedzy maksi-
mami zaprezentowanymi na rysunku 2.4. Wyniki obliczen przestawiono na rysunku 2.13
za pomocy zaleznosci zdeponowanej dawki w Gy od wysokosci medium hodowlanego.

Do danych dopasowano zalezno$é opisana rownaniem Dawka (Gy) = -0,843(5)
x wysokosé¢ + 17,56(7). Czarne kwadraty odpowiadaja dawkom dopasowanym do wyso-

o) 4 o, ktére wyniosty odpowiednio 3,19(2) Gy

kosci medium hodowlanego réwnej Eff
oraz 1,49(2) Gy dla 17,04 pm i 19,06 pm. Takie podejécie umozliwito sprawdzenie
jak zmienna jest dawka deponowana w objetosci monowarstwy komorek w zaleznosci
od wysokosci medium hodowlanego znajdujacego sie nad nig w trakcie eksperymentu
napromieniania. Biorac pod uwage fluktuacje wysokosci spowodowang parowaniem

medium hodowlanego w trakcie eksperymentu oraz kwestie odtwarzalnosci naktadania
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medium na komorki przyjeto, ze dawka 2 Gy deponowana w czasie odpowiadajacym
dtugosci trwania pomiaru jednej probki na mikroskopie konfokalnym, réwnym 13 minut
i 43 sekundy jest obarczona 50% niepewnoscia i wynosi 2 + 1 Gy, co réwniez wynika
z rysunku 2.13.
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Rysunek 2.13: Zaleznos¢ dawki deponowanej przez czastki @ w monowarstwie komorek,
policzonej za pomocg MCNP, w zaleznosci od wysoko$ci medium hodowlanego pokry-
wajacego komorki. Do wysymulowanych danych dopasowano prostg oznaczong rézowa
przerwang linig. 7Z uwagi na niskie wartosci niepewnosci obliczonych dawek nie zostaty
one przestawione na rysunku. Czarne kwadraty oznaczajg wartosci dawek dla wysokosci
medium hodowlanego zmierzonej za pomocg mikroskopu konfokalnego E(f 4 5

Sprawdzono réwniez poziom intensywnosci depozycji czastek « na przestrzeni probki
biologicznej, zgodnie z opisem w podrozdziale 2.2.3. Otrzymane wyniki, zgodnie z zasada
dziatania tally F6 byty znormalizowane przez mase danego ringu, ktory stanowit rozpa-
trywana komorke (cell) w czesci Cell cards pliku wejsciowego. W kolejnym kroku wyniki
dla 25 pierscieni znormalizowano wzgledem catkowitej depozycji w probcee, a nastepnie
odniesiono do wartosci o najwyzszym udziale procentowym. Rozklad intensywnosci
depozycji promieniowania « na przestrzeni probki przedstawia rysunek 2.14. Czerwona
przerywana linia wyznacza granice rzeczywistej probki biologicznej. Zmiany intensyw-
nosci w pierécieniach, w jej obrebie nie przekraczajg 1%, co $wiadczy o jednorodnej
depozycji dawki na catej przestrzeni monowarstwy komorek.
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Rysunek 2.14: Intensywnos$¢ depozycji energii czastek a« w 3 um warstwie komorek,
w probce o srednicy 5 e¢m, obliczona w MCNP. Depozycja energii, znormalizowana
wzgledem masy, zostata obliczona dla prébki podzielonej na koncentryczne pierscie-
nie o $rednicach zwiekszanych co 1 mm. Intensywnos$¢ w % znormalizowana zostala
do ringu o najwyzszej wartosci depozycji. Okrag zaznaczony czerwona przerywana
krzywa odpowiada granicy rzeczywistej probki o srednicy 3 ecm.

2.4.2 Rozklad energii czastek o

Energia czastek docierajacych do monowarstwy komorek zostata policzona za pomoca
tally F4, ktore pozwala na uzyskanie usrednionego strumienia czastek przez zdefiniowana
komérke (cell). Widmo energetyczne czastek a zostalo przestawione na rysunku 2.15.
O$ pozioma pokazuje energie wyrazong w keV', w zakresie od 0 do 2000 keV', natomiast
08 pionowa przedstawia liczbe zliczen na bin energetyczny, zapisang w skali logaryt-
micznej. Szerokos$¢ binu wynosi 50 keV a zaprezentowane punkty to dane z jego gornej
granicy. W przedziale od 0 do 1000 keV liczba zliczen jest zblizona i maleje stopniowo
od 1100 do 100 zliczen na bin. Powyzej 1000 kel obserwowany jest znaczny spadek
liczby czastek a docierajacych do komorek, a ich maksymalna energia w probce wynosi
1600 keV. Oznacza to, ze znaczna wigkszo$¢ czastek docierajacych i oddziatujacych
bezposrednio na komorki charakteryzuje si¢ energia réwna lub nizsza niz 1 MeV'.

Niedyskretny charakter energetycznego rozktadu czastek a wynika z faktu, iz sa one
emitowane z czesci aktywnej, majacej charakter zrodta objetosciowego, pod réznymi
katami. To wlasnie glebokos$é¢ potozenia punktu, a takze kat emisji czastki ze zrodta
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ma wplyw na dhugosé toru jaki czastka pokona w danym materiale. Wraz ze wzrostem
drogi czastki zwiekszaja sie rOwniez jej straty energii w danym osrodku. Oznacza to,
ze dla czastek emitowanych pod katem prostym wzgledem powierzchni zrédta straty
energii w jego materiale beda znacznie mniejsze niz w przypadku czastek emitowa-
nych pod mniejszym katem. Zjawisko to powtarza sie w kolejnych warstwach uktadu,
w ktorych czastki réwniez wytracaja energie w réznym stopniu - zaleznym od ich
energii poczatkowej przy wejsciu do materiatu oraz od dtugosci przebytej w nim drogi.
W efekcie nastepuje poszerzenie rozktadu energii czastek przy przejéciu przez kolejne
materiaty uktadu. Stad wtasnie szeroki zakres energetyczny czastek zaprezentowany
na rysunku 2.15.
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Rysunek 2.15: Rozktad energii czastek o obliczony za pomocg MCNP przedstawiony jako
zalezno$c liczby zliczen na bin o szerokosci 50 keV w zaleznosci od energii. Przedstawiony
rozktad zostat obliczony na podstawie tally F4 jako strumien czastek a usredniony
na objeto$¢ komoérek o wysokosci 3 um. Punkty reprezentujg dane z goérnej granicy
binu. Niepewnosci obliczonego strumienia czastek z uwagi na ich niewielkie wartosci,
nie zostaty przedstawione na rysunku.

Wizualizacja toréw czastek o przez wszystkie elementy geometrii uktadu zostata
wykonana za pomoca programu MCNP Visual Editor (VisEd), ktéry jest graficznym
srodowiskiem wspierajacym kod MCNP. Pozwala on na tworzenie i modyfikacje plikow
wejsciowych, wizualizacje geometrii w przestrzeniach 2D oraz 3D, a takze Sledzenie
emisji czastek ze zrédia i ich tor6w w rozpatrywanej geometrii [70].
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Rysunek 2.16: Tory czastek a emitowanych z powierzchniowego Zrédla 24! Am poprzez
kolejne elementy uktadu do napromieniania wygenerowane za pomoca programu Vi-
sualEditor do wizualizacji geometrii MCNP. Niebieskie tory odpowiadaja czastkom a
0 najnizszej energii, natomiast kolorem czerwonym wyrysowane zostaly czastki o najwyz-
szej energii. Rysunek przedstawia przekroj poprzeczny przez uktad do napromieniania.
Numery 1 - 8 odpowiadaja kolejnym elementom geometrii uktadu: 1 — powietrze pod zré-
dlem ?*'Am, 2 — warstwa aktywna ?*'Am, 3 — ochronna warstwa ztota, 4 — folia Mylar,
5 — warstwa powietrza pomiedzy zrédtem a probka biologiczng, 6 — medium hodowlane,
7 — monowarstwa komoérek, 8 — powietrze.

Rysunek 2.16 przedstawia przekrdj poprzeczny przez geometrie uktadu do napro-
mieniania zwizualizowana w programie MCNP Visual Editor. Panel 2.16A to rzut
na caly uktad wtacznie z przestrzeniami pod Zrédlem oraz nad prébka biologiczna.
Numery od 1 do 8 odpowiadaja kolejnym komoérkom (cell) zdefiniowanym w pliku
wejsciowym do programu MCNP i przypisane sg odpowiednio: 1 — powietrze pod zro-
dlem ?*'Am, 2 — warstwa aktywna 2! Am, 3 — ochronna warstwa ztota, 4 — folia Mylar,
5 — warstwa powietrza pomiedzy zrédtem a probka biologiczna, 6 — medium hodowlane,
7 — monowarstwa komoérek, 8 — powietrze nad komoérkami. Panel 2.16B to zblizenie
na probke biologiczna, gdzie czastki a przechodza najpierw przez warstwe medium
hodowlanego (6), nastepnie przez monowarstwe komorek (7). Czesé 2.16C, to przekrdj
przez elementy zrodta, a kolejne numery odpowiadaja: 2 — warstwie aktywnej zrodta
21 Am, 3 — ochronnej warstwie ztota, 4 — folii Mylar, 5 — warstwie powietrza pomiedzy
zrodtem a prébka biologiczna.
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Geometria na rysunku 2.16 zostala przedstawiona w odwrdconej orientacji pionowe;j
wzgledem rzeczywistego uktadu eksperymentalnego. W wizualizacji komorki znajduja
sie nad zrédtem promieniowania, podczas gdy w rzeczywistosci spoczywaja na dnie
szalki Petriego. Zabieg ten zastosowano celowo, aby lepiej zobrazowac, ze czastki o swo-
bodnie docieraja do monowarstwy komorek, a nawet dysponujg energia wystarczajaca,
by opuscié¢ target. W rzeczywistych warunkach ich tor konczy sie jednak w szkietku
nakrywkowym, ktérego grubos¢ i gestos¢ sa wystarczajace, by skutecznie zatrzymac
czastki a wychodzace z targetu. Tory koloru czerwonego reprezentuja czastki a o mak-
symalnej energii, mozna jednak tatwo zaobserwowad, iz zmieniaja one kolor na niebieski
odpowiadajacy minimalnej energii czastek a, nastepnie tor zanika, a czastka przestaje
by¢ $ledzona.

Dzieje si¢ tak, poniewaz w miejscu gdzie obserwujemy zmiany koloru, czastki
wytracaja maksymalng energie, znajdujac si¢ w zakresie piku Bragga, a zaraz po tym ich
energia maleje do zera, co jest warunkiem do zakonczenia przez MCNP §ledzenia toru
czastki. Opisane zjawisko przyczynia sie do maksymalnej depozycji energii przez dang
czastke w rozpatrywanym materiale. Na panelu C, mozna zaobserwowaé, ze niektére
czastki, wyemitowane pod katem zblizonym do zera wzgledem plaszczyzny zrédia nie
opuszczaja nawet czesci aktywnej, tracac caty energie w tym obszarze. Takie zjawisko
byto podstawa do wykonania obliczen poczatkowej emisji czastek o, z wykorzystaniem
tally F1, ktore zostaly opisane w podrozdziale 2.2.3.

Na panelu B mozna rowniez zaobserwowac, ze pewna czes¢ czastek konczy swoj tor
na poziomie medium hodowlanego, znajdujacego sie¢ przed warstwa komoérek. Postano-
wiono zatem sprawdzi¢ doktadng liczbe czastek, ktoéra trafia w miejsce docelowe i jest
w stanie bezpos$rednio oddziatywaé¢ na komorki.

W modelu MCNP prébke komérkowa podzielono definiujac siatke komorek opisang
szczegdtowo w podrozdziale 2.2.2, co zostato schematycznie zwizualizowane na ry-
sunku 2.7. Takie podejscie pozwolito policzy¢ liczbe czastek o deponowanych w poje-
dynczym jadrze komérkowym, na sekunde napromieniania. Otrzymana liczba czastek
po przeliczeniu przez czas napromieniania odpowiadajacy depozycji dawki 2 Gy w calej
préobee komorkowej, oraz przez powierzchnie pojedynczego jadra komérkowego pozwolity
na oszacowanie, ze w pojedyncze jadro komorkowe trafiajg Srednio 33 czastki a.

Dodatkowo program MCNP znajac objetosci poszczegdlnych elementow sktada-
jacych sie na geometrie siatki wyznaczyl liczby czastek trafiajacych w pojedyncze
jadro, btone komoérkows i przestrzen miedzykomoérkows. Ich stosunek wynosit odpo-
wiednio 12%, 64% oraz 23% wszystkich czastek trafiajacych na jedno oczko siatki.
Takie przyblizenie rozktadu komoérek w prébee biologicznej pozwolito ocenié, iz blisko
jedna czwarta ze wszystkich czastek docierajacych do probki nie trafita w komérke,
a w przestrzen miedzy nimi. Fakt ten nie ma jednak wplywu na wyliczong dawke
deponowana w monowarstwie komorek, poniewaz MCNP normalizuje wynik tally F6
na mase rozwazanego elementu geometrii. Pozwala on jedynie oszacowaé liczbe trafien
jonéw a na poszczegolne elementy komorki.
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2.4.3 LET czastek «

Podobnie jak rozktad energii policzono réwniez LET czastek a usredniony przez
objetos¢ monowarstwy komorek. W czedci Data cards pliku wejsciowego do tally F4
dodano parametr LET, ktorego dziatanie polegato na przeliczeniu strumienia czastek «
w funkcji energii na strumien czastek w funkcji mocy hamowania w MeV/em. Tak jak
to zostato opisane w podrozdziale 2.2.3. Wyniki zostaly przedstawione na rysunku 2.17
w postaci zaleznosci liczby zliczen czastek a od parametru LET wyrazonego w keV/um.
Punkty odpowiadaja liczbom w gérnej granicy binu o szerokosci 10 keV'. W przedziale
od 0 do 10 keV /um liczba zliczen czastek wynosi nieco ponad 10, a kolejne trzy biny
do 40 keV/pum odpowiadaja Sredniej liczbie zliczert ponizej 1. Co oznacza, ze nieznaczna
czeSé z rozpatrywanych jonow a zdeponowata energie ponizej 40 kel na mikrometr
drogi w materiale komérek. Zakres ten dotyczy czastek, ktére w przestrzeni numer 7
na rysunku 2.16B oznaczone byly kolorem czerwonym, a ich tor byt prostopadty
do ptaszczyzny ograniczajacej monowarstwe komorek i zakonczyt sie w przestrzeni 8
na panelu 2.16A. Znaczacy wzrost LET rozpoczyna sie od 50 keV /um, ktéry nastepnie
osigga plateau w zakresie od 60 do 200 keV na poziomie 100-110 zliczen/bin. Powyzej
200 keV /um liczba zliczen wzrasta i osiaga zwoje maksimum (1100 zliczen/bin) przy
wartosci LET réwnej 260 keV /um. Czastki o LET z przedziatu od 60 do 260 keV /um
zdeponowalty najwyzsza warto$é energii w monowarstwie komoérek, majac jednoczesnie
najwyzszy wktad do catkowitej deponowanej dawki.
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Rysunek 2.17: Rozktad LET czastek a obliczony za pomocg MCNP przedstawiony
jako zaleznos¢ liczby zliczen na bin o szerokosci 10 keV'. Przedstawiony rozktad zostat
obliczony na podstawie tally F4 LET jako energia hamowania czastek « u$redniona
na objetos¢ komoérek o wysokosci 3 pum. Punkty reprezentuja dane z gérnej granicy binu.
Niepewnosci obliczonego LET czastek z uwagi na ich niewielkie wartosci, nie zostaly
przedstawione na rysunku.
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Rozdziat 3

Badania na liniach komoérkowych

3.1 Linie komérkowe M059J 1 M059K

Do badan z wykorzystaniem uktadu do napromienian z powierzchniowym zréodtem
21 Am wybrano dwie linie komérkowe M059J (CRL-2366) oraz M059K (CRL-2365), za-
kupione z banku komérek ATCC (ang. American Type Culture Collection). Rysunek 3.1
przestawia zdjecia linii M059J oraz M059K wykonane w trakcie prowadzenia hodowli.
Zgodnie z informacja podang przez producenta, obie linie komoérkowe zostalty wyizo-
lowane z mézgu 33 - letniego pacjenta ze ztosliwym glejakiem wielopostaciowym [71,
72]. Linia M059J charakteryzuje sie catkowitym brakiem katalitycznej podjednostki
kinazy bialtkowej DNA-PKcs, podczas, gdy M059K zachowuje normalng aktywnosé
biatka DNA-PK. Wskazana réznica czyni obie linie wartosciowym modelem do ba-
dan roli kinazy w odpowiedzi komérkowej na uszkodzenia DNA, w szczegolnosci ich
rozpoznawaniu i naprawie [73, 74].

Badania poréwnawcze tych dwoch linii komérkowych wskazaly, ze komorki M059J
sg znacznie bardziej radiowrazliwe niz M059K, co w duzej mierze wynika z braku kinazy
DNA-PKcs, odgrywajacej wazna role w Sciezce NHEJ odpowiedzialnej za naprawe
DSBs [75, 76].

7 dostepnej literatury wynika réwniez, ze punkty kontrolne cyklu komérkowego
znacznie r6znig sie pomiedzy badanymi liniami, co przektada si¢ na ich zréznicowang
odpowiedZ na promieniowanie. Linia M059J utrzymuje sprawny punkt kontrolny G2/M,
jednak zaburzenia w regulacji przejscia G1/S powoduja zwiekszona podatnosé tych
komoérek na uszkodzenia indukowane promieniowaniem [77].

Utrzymywanie si¢ komorek linii M059J w fazie G2 po napromienieniu moze wskazy-
wacl na aktywacje mechanizméw odpowiedzi na uszkodzenia DNA, ktore jednak sg mniej
skuteczne ze wzgledu na brak kinazy DNA-PKcs. Dysfunkcja ta prowadzi do zwiekszonej
podatnosci na apoptoze, zwlaszcza po ekspozycji na promieniowanie o niskim LET.
Natomiast po dzialaniu promieniowania o wysokim LET obie linie wykazuja zblizony
poziom przezywalnosci, co wynika z wiekszej ztozonosci i trudnosci naprawy uszkodzen,
niezaleznie od aktywnosci DNA-PKcs [78, 79].

W przypadku promieniowania o wysokim LET dominujg ztozone, skupione uszko-
dzenia DNA | ang. clustered DNA damage, ktére generujg liczne, przestrzennie bliskie
uszkodzenia helisy DNA. Takie uszkodzenia sg trudne do naprawy zaréwno przez
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klasyczny szlak NHEJ zalezny od DNA-PKcs, jak i przez alternatywne mechanizmy
rekombinacji homologicznej, co skutkuje podobnym poziomem przezywalnosci w obu
liniach komoérkowych.

MO059K

100pm &

Rysunek 3.1: Zdjecia komérek linii komérkowych M059J (po lewej) oraz M059K (po pra-
wej) hodowanych w pracowni radiobiologicznej Srodowiskowe Laboratorium Ciezkich
Jonéw Uniwersytetu Warszawskiego (SLCJ UW). Obrazy zostaly uzyskane za pomoca
mikroskopu odwréconego Delta Optical IB - 100 wyposazonego w obiektyw 10x oraz ka-
mere DLT Cam. z oprogramowaniem Delta Cam Viewer.

Komoérki hodowano w laboratorium radiobiologicznym SLCJ UW zgodnie z protoko-
tami zaleconymi przez producenta [71, 72]. Material biologiczny namnazano w butelkach
hodowlanych o powierzchni 75 em?, w medium hodowlanym DMEM F12 (Biowest, Fran-
cja) z dodatkiem 10% plodowej surowicy bydlecej (FBS, Capricorn Scientific, Niemcy),
penicyliny oraz streptomycyny (Genos, Polska) o stezeniu 10 mg/ml. Hodowle pro-
wadzono w temperaturze 37°C', przy 5% zawartosci CO i wilgotnosci 95%. Medium
hodowlane wymieniano zgodnie z zaleceniami, co 2 - 3 dni, a komodrki pasazowano przy
70-80% konfluencji z uzyciem 4 ml roztworu trypsyny-EDTA (Genos, Polska), w ciagu
6 minut. Do obserwacji komorek korzystano z mikroskopu odwréconego Delta Optical
IB - 100 z oprogramowaniem Delta Optical DLT Cam Viewer.
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3.2 Test przezywalnosci

Test przezywalnosci pozwala okresli¢ zdolno$é pojedynczej komérki do nieogra-
niczonej proliferacji i tworzenia kolonii w warunkach in wvitro [80, 81, 82]. Metoda
ta po raz pierwszy zostata opisana w 1956 roku przez T. T. Pucka oraz P. I. Marcusa
[83] i dotyczyta zdolnosci klonowania komérek HeLa w zaleznosci od dawki promienio-
wania X. Przez kolejne dekady test ten statl si¢ powszechnie uznawany za standardowa
i najbardziej wiarygodna metode oceny przezywalnosci komoérek w biologii i medycynie.
Poczatkowo przeprowadzany do okreslania zdolnosci proliferacji komorek po ekspo-
zycji na promieniowanie jonizujace jednak obecnie stosowany jest rowniez do opisu
wpltywu innych czynnikow uszkadzajacych takich jak leki cytotoksyczne czy inhibitory
celowane [82]. Test znalazl swoje zastosowanie w analizie przezywalnosci réznego ro-
dzaju komorek ssaczych, miedzy innymi ustalonych liniach nowotworowych i zdrowych
oraz pobranych bezposrednio z guzéw pacjenta [84].

W tescie przezywalnosci komorki traktowane promieniowaniem wysiewane sa do na-
czynia hodowlanego i inkubowane w odpowiednich warunkach, w celu utworzenia kolonii.
W trakcie wykonywania testu wazne jest spelnienie dwoch podstawowych kryteridow,
aby otrzymane wyniki byty precyzyjne. Po pierwsze badane komorki w okresie inkubacji,
trwajacym zwykle od 1 do 3 tygodni musza by¢ zdolne do przejécia co najmniej szeSciu
podziatéw tworzac kolonie o liczbie minimum 50 komoérek. Drugim bardzo waznym
czynnikiem jest uzyskanie zawiesiny pojedynczych komoérek przed wysianiem do sza-
lek hodowlanych, pozwala to zagwarantowac, iz kazda powstata kolonia wywodzi sie
z pojedynczej komorki [84].

Nastepnie kolonie sg utrwalane i zliczane, a wynikiem koncowym jest krzywa
przezywalnosci definiowana jako zaleznos¢ dawki czynnika uszkadzajacego na frakcje
komorek, ktére utrzymaly zdolnosé do proliferacji [80]. Frakcja komérek przezywajacych,
ang. Surviving Fraction (SF') odnosi sie do prébek traktowanych czynnikiem uszkadzaja-
cym i definiowana jest zgodnie z réwnaniem 3.1 jako stosunek liczby powstaltych kolonii

do liczby wysianych komorek z uwzglednieniem wydajnosci klonowania, ang. Plating
FEfficiency (PE)

SF liczba kolonii

= ) 3.1
liczba wysianych komorek x PE (3.1)

Zanim jednak okreslony zostanie wpltyw danego czynnika nalezy wyznaczy¢ wydaj-
no$c¢ klonowania PE, ktorg definiuje sie jako odsetek komorek w warunkach kontrolnych,
ktére utworzyty kolonie liczace powyzej 50 komoérek. Wydajnosé klonowania definiuje sie
jako stosunek liczby zliczonych kolonii do liczby wysianych komorek zgodnie z rowna-
niem 3.2

liczba kolonii

PE (3.2)

~ liczba wysianych komorek
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PE okresla potencjal proliferacji komorek nietraktowanych, ktéry nie zawsze jest
staly i moze zaleze¢ od rodzaju komoérek, warunkéw hodowli czy liczby wysianych
komoérek [81]. W trzecim przypadku obserwuje sie zjawisko okreslane jako wspotpraca
komoérkowa, ang. cellural cooperation, w ktéorym komorki wzajemnie stymulujg swoj
wzrost poprzez wymiane czynnikéw metabolicznych. W takich sytuacjach zaleznos¢
liczby powstatych kolonii C' od wysianych komérek S moze przyjmowaé charakter
nieliniowy opisywany réwnaniem 3.3

C=axS5" (3.3)

gdzie a i b to parametry okreslajace stopien wspotpracy komorek.

Szczegdlnie istotny jest tu parametr b, ktory w przedziale od 0,8 do 1,2 $wiad-
czy o tym, ze zaleznos¢ miedzy C' a S jest zblizona do liniowej, a wpltyw wspotpracy
komoérkowej w tescie przezywalnosci nie jest znaczacy [84]. Biorac pod uwage konieczno$é
dopasowania kryteriow takich jak dtugo$¢ inkubacji, czy rozmiary powstatych kolonii
zaleca sie przeprowadzenie wstepnego testu zdolnosci klonowania. Zgodnie z ta ideg
sprawdzono zalezno$¢ opisang réwnaniem 3.3 na przyktadzie komoérek linii M059J
a otrzymane wyniki przestawiono na rysunku 3.2. Wartos¢ parametru b wyniosta 1,13
co $wiadczy o braku wzajemnego wplywu komoérek w warunkach eksperymentalnych.

2,3F @ M059J 0Cy
log,,(C) = —a +b - log,(S)

2,2F a =0,0230 £ 0, 0084
’ b=1,13+0,05

2,0F
1,9F

1,8F

log,,(Liczba powstatych kolonii (C'))

1,5 ! ! ! ! ! !

|
2,9 3.0 3,1 3,2 3,3 3.4 3,

at

log,o(Liczba wysianych komorek (5))

Rysunek 3.2: Zaleznos¢ logarytmu liczby powstatych kolonii od logarytmu liczby wy-
sianych komorek dla probek nienapromienionych linii komérkowej M059J. Do danych
pomiarowych zostata dopasowana prosta zgodna z przedstawionym réwnaniem. Wartosé
parametru b wynosi 1, 13.

Po wypracowaniu optymalnych parametréw testu przeprowadzono wtasciwy ekspery-
ment napromieniania linii komoérkowych M059J oraz M059K powierzchniowym zrodtem
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2 Am w celu zbadania SF w zaleznoéci od promieniowania . Wykonano trzy niezalezne
powtorzenia testu dla obu linii komoérkowych, w kazdym napromieniono od 4 do 5
probek biologicznych na dawke. Natomiast z pojedynczej probki wysiano po 3 szalki
Petriego z komoérkami. Przy kazdym powtérzeniu wysiewano réwniez komorki kontrolne
w celu wyznaczenia wartosci PE.

3.2.1 Procedura testu przezywalnosci

Procedura testu klonogennego po napromienianiu czastkami a opierata sie na stan-
dardowych protokotach postepowania z niewielkimi modyfikacjami [85, 81]. Schemat
procedury testu przezywalnosci zostat przedstawiony na rysunku 3.3.

Test /

Przezywalnosci >

Rysunek 3.3: Schemat procedury testu przezywalnosci przedstawiajacy wszystkie jego
etapy: a) inkubowanie komoérek na szkietkach nakrywkowych, b) napromienianie prébki
powierzchniowym zrédtem ?*'Am, c) trypsynizacja i liczenie komoérek, d) wysiewanie
komorek, e) inkubacja komoérek, f) utrwalanie i wybarwianie kolonii, g) zliczanie kolonii
komoérkowych. Utworzono w BioRender.com.

Eksperyment rozpoczynano od wysiania 5 x 10* komérek na szkietko nakrywkowe
o Srednicy 3 cm ulokowane na dnie szalki 6 - cio dotkowej. Kazde szkietko byto uprzednio
sterylizowane w etanolu. Komoérki inkubowano 48 godzin przed eksperymentem w 4 ml
petlnego medium hodowlanego. Na potrzeby napromieniania szkietka z komoérkami
przenoszono do uktadu z powierzchniowym zrédlem 2*'Am i umieszczano na dnie
szalki Petriego. Na komoérki nakrapiano 4 pl medium hodowlanego, aby zapobiec
ich wysychaniu. Czas napromieniania niezbedny do zdeponowania dawki 1 Gy wynosit
6 minut i 53 sekundy, i byl proporcjonalny do dawki.
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W kolejnym kroku komoérki byty odrywane ze szkietka nakrywkowego za pomoca
1 ml trypsyny z czerwienia fenolowa (Genos, Polska) w czasie 6 minut. Nastepnie
trypsynizacje zamykano dodajac 2 ml medium hodowlanego na szkietko i przenoszono
zawiesing do probdéwki stozkowej o objetosci 15 ml. Komérki liczono automatycznie
przy uzyciu licznika komérek LUNA- IT Automated Cell Counter (Logos Biosystems,
Korea). Do zliczania komorki zawieszano w roztworze blekitu trypanu (Trypan Blue
0,4%, Sigma-Aldrich, USA) w stosunku 1 : 1 (v / v). Na podstawie barwienia okreslano
catkowitg liczbe komérek oraz odsetek komorek zywych i martwych. Z uwagi na fakt,
iz liczenie komoérek jest punktem krytycznym testu przeprowadzano réwniez liczenia
poréwnawcze za pomocg hemacytometru. Taki zabieg pozwalat na poréwnanie zliczen
otrzymanych licznikiem automatycznym oraz weryfikacje poziomu rozdzielenia komorek
w zawiesinie.

Nastepnie komoérki wysiewano do sterylnych szalek Petriego o $rednicy 9 em z 10 ml
medium hodowlanego. Tak przygotowane prébki umieszczono w inkubatorze (37°C,
5% CO3) na okres 12 dni. Po tym czasie wytworzone kolonie utrwalano i wybarwiano.
Procedure wybarwiania rozpoczynano od usunigcia medium hodowlanego z szalek Pe-
triego z koloniami, a w celu ich utrwalenia dodawano 8 ml 10% roztworu formaldehydu
i inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej, po czym roztwor usuwano.
Nastepnie do kazdej szalki wprowadzano 10 ml wody destylowanej i inkubowano przez
3 minuty. Kolonie komérkowe barwiono przez 10 minut w 15% roztworze barwnika
Giemsy (Giemsa’s azur eosin methylene blue solution, Sigma-Aldrich, Niemcy). Po za-
konczeniu barwienia roztwér usuwano, a szalki dwukrotnie ptukano woda destylowana.
Po wysuszeniu szalki skanowano w celu uzyskania elektronicznego obrazu. Kolonie
zliczano za pomocy systemow elektronicznych lub z wykorzystaniem mikroskopu optycz-
nego.

3.2.2 Analiza wynikéw testu przezywalnosci

Analize zeskanowanych obrazéw szalek z wybarwionymi koloniami wykonano z wy-
korzystaniem narzedzi bazujacych na gtebokich sieciach neuronowych, ktére stanowia
obecnie podstawowe narzedzie komputerowe do analizy obrazu. Przyktadowe szalki
z koloniami komoérek M059J oraz M059K po napromienieniu réznymi dawkami promie-
niowania « zostaty zobrazowane na rysunku 3.4. Liczby nad poszczegdlnymi skanami
reprezentuja liczbe wysianych na nie komorek.
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Rysunek 3.4: Skany szalek z wybarwionymi koloniami linii komérkowej M059K (gorny
panel) oraz M059J (dolny panel). Kolonie komérkowe powstale w tescie przezywalnosci
po napromienieniu ré6znymi dawkami promieniowania «a. Liczby nad szalkami reprezen-
tuja liczbe wysiewanych komoérek.

Projekt obejmujacy metode detekcji wybarwionych kolonii komérkowych zostat
zrealizowany w Centrum Uczenia Maszynowego Uniwersytetu Warszawskiego [86]. Gle-
boka sie¢ neuronowa to model uczenia maszynowego ztozony z wielu warstw, z ktorych
kazda przetwarza dane na coraz wyzszym poziomie szczegdétowosci. Takie podejscie
pozwala sieci samodzielnie rozpoznawaé cechy obrazéw.

Do detekcji kolonii uzyto modelu YOLOV5 (You Only Look Once, wersja 5) [87],
ktory jednoczesnie lokalizuje i klasyfikuje obiekty w obrazie [88]. Model ten zostal
wytrenowany na podstawie skandéw szalek z recznie oznaczonymi kolonami o liczbie
komoérek rownej 50 i wigkszej. Proces detekcji polegal na identyfikacji, wyznaczeniu
polozenia oraz zliczeniu wykrytych kolonii spelniajacych powyzsze kryterium. Program
automatycznie przypisywal koloniom parametry takie jak powierzchnia i intensywnosc,
a na ich podstawie obliczatl prawdopodobienstwo detekcji, umozliwiajac regulacje progu
klasyfikacji, w zakresie od 0 do 1, w zaleznosci od czultosci analizy. Rysunek 3.5
przedstawia skan szalki ze zliczonymi przez program koloniami komorek (panel a).
Na panelu b wida¢ powiekszenie na kilka zliczonych kolonii, ktérym zostato przypisane
odpowiednie prawdopodobienstwo detekcji. Zgodnie z panelem b, w przypadku tej
szalki zliczonych zostato w sumie 160 kolonii z czego 89 nalezato do rozpatrywanego
progu detekcji od 0,6 do 0,9. Analize przeprowadzano w srodowisku Google Colab [89]
z wykorzystaniem notatnika Jupyter [90], dzigki temu kod byl uruchamiany w chmurze,
co zapewniato tatwy dostep i zapis wynikow.
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Rysunek 3.5: Wizualizacja dzialania programu bazujacego na modelu YOLOv5 [87].
a) Skan szalki Petriego o $rednicy 9 em ze zliczonymi komérek glejaka. b) Zblizenie
na zliczone kolonie z przypisanym prawdopodobienistwo detekcji. ¢) Ustawienia detekcji
kolonii z progiem w przedziale od 0,6 do 0,9. Zliczono 89 kolonii na 160 wykrytych.

Precyzja dzialania programu zostata zweryfikowana poprzez poréwnanie liczby kolo-
nii rozpoznanych przez program, do liczby kolonii zliczonych recznie pod mikroskopem
optycznym. W tym celu sprawdzono dane dla 35 szalek, a skuteczno$é¢ identyfikacji
kolonii powyzej 50 komorek, przez program na bazie modelu YOLOvV5, dla progu
detekeji od 0,6 w gore wynosita 98%. Reczng korekte oznaczen kolonii, wykonywano
za pomoca dostepnego online narzedzia CVAT (Computer Vision Annotation Tool) [91]
shuzacego do oznaczania obiektow. Pozwalato ono na tatwe dodanie kolonii poczatkowo
nieuwzglednionych przez program do automatycznego zliczania.

Otrzymane liczby zliczonych kolonii oraz znane liczby wysiewanych komoérek po-
stuzyty do obliczenia zdolnosci klonowania PE dla préobek kontrolnych oraz frakcji
przezywajacej SF dla prébek napromienionych obu linii komérkowych. Tabela 3.1
przedstawia kluczowe parametry dla komérek linii M059J oraz M059K niezbedne
do wyznaczenia przezywalnosci otrzymane z jednego, z trzech powtoérzen ekspery-
mentu. Na ich podstawie wyznaczono krzywa przezywalnosci obu linii komérkowych
w zaleznosci od deponowanej w nich dawki promieniowania a.
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Tabela 3.1: Wartosci kluczowych parametréw dla eksperymentu zdolnosci klonowania
obejmujacych liczbe wysianych komérek, liczbe zliczonych kolonii, obliczong zdolnosé
klonowania oraz przezywalnos¢ komorek. Dane uzyskane w jednym z trzech powtoérzen
eksperymentu, nie uwzgledniajg niepewnosci pomiarowych opisanych w rozdziale 2.4.1
oraz 3.6.

Linia Dawka (Gy)
komérkowa 5 o935 067 1 133 167 2
L. komérek  MO059J 600 900 1200 1700 2000 3000 4000

L. kolonii 137 198 213 279 253 387 458
PE 0,23

SF 1 09 0,77 0,72 0,55 0,56 0,50
L. komérek MO059K 1500 - 2000 - 3500 4500 5500
L. kolonii 211 - 228 - 4 5 6
PE 0,14

SF 1 - 0,81 - 0,61 049 045

3.3 Test cytotoksycznosci (MTT)

Test M'TT opiera si¢ na reakcji rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazoliowej — bromku
3-[4,5-dimetylotiazol-2-ylo]-2,5-difenylotetrazoliowego o zéttym kolorze. Zwiazek ten
sktada si¢ z dodatnio natadowanego pierscienia tetrazolowego, a jego redukcja w komor-
kach prowadzi do rozerwania centralnego pierscienia i powstania fioletowo-niebieskiej,
nierozpuszczalnej w wodzie czasteczki formazanu.

Odczynnik MTT moze przenika¢ przez btone komdrkowa, a takze przez wewnetrzna
btone mitochondrialng komorek zywych dzieki swojemu dodatniemu tadunkowi oraz li-
pofilowej strukturze, i ulega redukcji do formazanu przez metabolicznie aktywne ko-
morki [92].

Test MTT pozwala na okreslenie aktywnosci metabolicznej komérek (zywotno-
Sci), a nie bezposrednio ich zdolnosci do proliferacji. Spadek sygnatu moze wynikaé
zaréwno ze Smierci komérki (cytotoksycznosci), jak i z zahamowania metabolizmu
lub zatrzymania cyklu komoérkowego (efektu cytostatycznego) [93].
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Rysunek 3.6: Zasada dziatania testu MTT. Z6ta sél tetrazoliowa przyswajana jest
przez komorki, gdzie ulega bioredukcji przez komoérki metabolicznie aktywne do nie-
rozpuszczalnych w wodzie krysztatow o fioletowym kolorze. Redukcja MTT prowadzi
do rozerwania centralnego pierscienia tetrazolowego i powstania czasteczki formazanu.
Utworzono w BioRender.com.

[los¢ powstatego formazanu jest proporcjonalna do liczby zywych i metabolicznie ak-
tywnych komoérek, co mozna oszacowacé na podstawie pomiaru absorbancji jednorodnych
roztworéw rozpuszczonych krysztaléw formazanu. Pomiaru dokonuje sie za pomoca
czytnika mikroptytek dla prébek napromienianych, kontroli oraz tta. Zywotnosé okre-
sla sie jako stosunek absorbancji prébek napromienianych do nienapromienianych,
po uprzednim odjeciu wartosci tta.

Test ten stanowi wartosciowe, komplementarne narzedzie w ocenie odpowiedzi komo-
rek na dziatanie czynnikow cytotoksycznych lub promieniowania jonizujacego [94]. Jego
wynik odzwierciedla aktualny stan metaboliczny komorek, co pozwala na szybka ocene
wezesnych efektow biologicznych w krotkim czasie po ekspozycji. Metoda ta uzupetnia
test przezywalnosci, ktory ocenia dtugoterminows zdolnosé¢ komérek do proliferacji.

3.3.1 Procedura testu MTT

Test MTT zostal przeprowadzony na dwéch liniach komoérkowych M059J oraz M059K
dla szerokiego zakresu dawek promieniowania a: 0,08 Gy, 0,17 Gy, 0,33 Gy, 0,5 Gy,
0,67 Gy, 1,33 Gy, 2 Gy, i 2,67 Gy, oraz dla proby kontrolnej. Eksperyment wyko-
nano w trzech powtorzeniach biologicznych, kazdy z nich obejmowal osiem powtérzen
technicznych na dang dawke. Analiza zostata wykonana w oparciu o opisane wcze-
$niej protokoly z uwzglednieniem niewielkich zmian zwigzanych z inkubacjg komorek
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z MTT na szalkach 6 - cio dotkowych [95]. Z uwagi na koniecznos$¢ zachowania nie-
zmiennej geometrii napromieniania, komorki przed eksperymentem hodowane byty
doktadnie w takich samych warunkach jak opisano w pozostalych eksperymentach
(podrozdziat 3.2.1). Rysunek 3.7 przedstawia schemat protokotu testu MTT.

113

20000000

~—

Rysunek 3.7: Schemat procedury testu MTT przedstawiajacy jego etapy: a) inkubacja
komérek na szkietkach nakrywkowych, b) napromienianie prébki powierzchniowym
zrédiem 24! Am, c) dodanie do komérek roztworu MTT, d) inkubacja komérek z roztwo-
rem MTT, e) rozpuszczenie krysztatéw formazanu i przeniesienie roztworu do szalki
96 - cio dotkowej, f) odczyt absorbancji za pomoca czytnika ptytek Synergy HIMFDG
Microplate Reader (BioTek). Utworzono w BioRender.com.

48 godzin po napromienianiu komérki inkubowano w roztworze MTT w Swiezym
medium hodowlanym o stezeniu 0,5 mg/ml (37°C, 5% COs). Po czterech godzinach
medium zostato usuniete, a krysztaly formazanu przeptukane 100 pl buforu PBS. W celu
rozpuszczenia krysztatow do kazdego dotka szalki 6 - cio dotkowych dodawano 1 ml
izopropanolu i inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie roztwor
z rozpuszczonymi krysztatami formazanu przenoszono na szalke 96 - cio dotkowa, gotowsg,
do odczytu w czytniku ptytek.

3.3.2 Analiza wynikéw testu MTT

W celu wyznaczenia wzglednej zywotnosci komérek absorbancje mierzono przy
dtugosci fali 590 nm za pomoca czytnika mikroptytek Synergy HIMFDG (BioTek, USA)
wyposazonego w oprogramowanie Genb, ktére generowato pliki wynikowe w forma-
cie .csv. Na podstawie otrzymanych danych obliczono zywotnos¢ komorek zgodnie
ze wzorem 3.4.
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Aprébka - Atlo

Zywotnosé (%) = x 100. (3.4)

Akontrola - Atlo

W réwnaniu 3.4 wykorzystano nastepujace oznaczenia:

Aprébka - Wartos¢ absorbancji prébki napromienionej,

Agontrola - Wartosé absorbancji komérek nienapromienionych (kontrola),
Ao - wartosé absorbancji pustych dotkéw (bez komorek).

Obliczone w ten sposéb wartoéci przedstawiono w procentach wzgledem kontroli,
przyjmujac 100% zywotnosci dla komérek nienapromienionych. Na podstawie wynikow
testu MTT sporzadzono wykres zaleznosci wzglednej zywotnosci komérek linii M059J
oraz M05H9K od dawki promieniowania o zdeponowanej w prébce.

3.4 Test YH2AX

Dwuniciowe pekniecia DNA (DSBs) sa nastepstwem oddzialywania promieniowania
jonizujacego na komorki, a jedng z pierwszych reakcji komorki na tego typu uszkodzenie
jest fosforylacja histonu H2AX na serynie 139 (aminokwasie zlokalizowanym na pozy-
cji 139 w tancuchu aminokwasowym histonu). W nastepstwie tego procesu angazowane
sa kolejne biatka szlaku naprawy DSBs. Ufosforylowany histon szybko rozprzestrzenia
sie na obszarze okoto 2 megapar zasad uszkodzonej chromatyny i staje sie¢ mikroskopowo
wykrywalny w postaci wyraznych ognisk jadrowych (ang. foci) w ciagu kilku minut
po napromienieniu [96].

Uszkodzenia DNA moga by¢ skutecznie wykrywane metoda immunofluorescen-
cyjnego znakowania yH2AX. Sygnal rejestrowany przez mikroskop fluorescencyjny
odpowiada jasnym punktom, zwanym foci. Kazde ognisko naprawcze powstaje w od-
powiedzi na pojedyncze DSBs w przypadku promieniowania o niskim LET, a $rednia
liczba powstajacych foci jest proporcjonalna do liczby uszkodzen i ro$nie wraz z dawka
promieniowania.

W przypadku promieniowania o wysokim LET jonizacja osrodka, przez ktory przecho-
dzi czastka, jest znacznie gestsza. Taki charakter czastek a powoduje powstawanie foci
zlokalizowanych bardzo blisko siebie w przestrzeni jadra komoérkowego. Moze réwniez
dochodzi¢ do naktadania sie ognisk. W konsekwencji promieniowanie o wysokim LET
indukuje DSBs, ktore sa bardziej rozlegte, lecz mniej liczne.

Zmiana liczby ognisk w czasie odzwierciedla zdolnos¢é komérki do naprawy DNA.
Czastki a wywotuja bardziej ztozone i trudniejsze do naprawy DSBs, dlatego tempo
redukcji liczby ognisk w czasie jest znacznie nizsze w przypadku promieniowania
o wysokim LET w poréwnaniu z promieniowaniem o niskim LET [97].

3.4.1 Procedura testu YH2AX

W celu przeprowadzenia jakosciowej i iloSciowej analizy liczby foci wykonano analize
immunofluorescencyjna dwoch linii komérkowych: M059J oraz M059K, po podda-
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niu ich dzialaniu promieniowania « o réznych dawkach. Procedure testu przedstawiono
schematycznie na rysunku 3.8. Szkietka z komoérkami przygotowano i napromieniono
analogicznie jak opisano w przypadku testu przezywalnosci (podrozdzial 3.2.1). Dalsze
etapy przeprowadzono zgodnie z wczesniej opublikowanymi protokotami, z uwzglednie-
niem niewielkich modyfikacji [98, 99].

Rysunek 3.8: Schemat procedury testu yYH2AX przedstawiajacy jego etapy: a) inkubacja
komorek na szkietkach nakrywkowych, b) napromienianie prébki powierzchniowym
zrédtem 2" Am, c) utrwalenie komérek zimnym metanolem, d) inkubacja z przeciwcia-
tem pierwszorzedowym anty- yH2AX, e) inkubacja z przeciwcialem drugorzedowym
anty-mouse IgG sprzezonym z fluoroforem Alexa Fluor 488, f) osadzenie prepara-
téw na szkietkach podstawowych przy uzyciu medium montujagcego VECTASHIELD®
z barwnikiem DAPI, g) analiza prébek pod mikroskopem konfokalnym. Utworzono
w BioRender.com.

Po 15 minutach od napromienienia kazde szkietko utrwalano przez 5 minut w zimnym
metanolu w temperaturze —20°C. Nastepnie komérki rehydratowano poprzez trzykrotna,
dziesigciominutowa inkubacje szkietek w szalce 6-dotkowej, stosujac 5 ml buforu PBS
na dotek. W celu ograniczenia nieswoistego wigzania, tj. niepozadanego przytaczania
przeciwciat do niewlasciwych struktur w komorce, szkietka z komoérkami inkubowano
w buforze blokujacym (2% BSA, 10% odttuszczonego mleka w proszku, 0,1% Triton X -
100) w roztworze KCM (20 mM KCI, 20 mM NaCl, 10 mM Tris - HCI, 0,5 mM EDTA,
0,1% Triton X-100, pH 8,0). Inkubacje prowadzono w temperaturze 4°C przez noc.

Kolejnego dnia komorki inkubowano z przeciwcialem pierwszorzedowym anty -
vH2AX (Sigma-Aldrich, USA) w buforze blokujacym (1:400). Na kazde szkietko na-
noszono 200 pul roztworu przeciwciata i inkubowano przez 2 godziny w temperaturze
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pokojowej. Po zakonczeniu inkubacji szkietka trzykrotnie ptukano, po 15 minut kazde,
w zimnym buforze KCM.

Nastepnie komérki inkubowano z przeciwciatem drugorzedowym anty - mouse IgG
sprzezonym z fluoroforem Alexa Fluor 488 (1:400; Thermo Fisher Scientific, USA)
przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Obie inkubacje prowadzono przy ograniczo-
nym dostepie swiatta. Po zakonczeniu drugiej inkubacji przeprowadzono trzy ptukania
w zimnym buforze KCM.

Na koniec komorki osadzano na szkietkach podstawowych przy uzyciu medium
montujacego VECTASHIELD® 7 barwnikiem DAPI (Vector Laboratories, USA) w celu
wybarwienia jader komérkowych. Tak przygotowane preparaty analizowano za pomoca
mikroskopu konfokalnego. Eksperyment wykonano w trzech powtérzeniach biologicz-
nych.

3.4.2 Analiza wynikéw testu YH2AX

Przygotowane preparaty analizowano za pomocg mikroskopu konfokalnego Nikon
A1R MP (Nikon Corporation, Tokio, Japonia) z serii Nikon Ti-Eclipse, wyposazonego
w obiektyw Plan Apo VC 60x /1.4 oraz olejek immersyjny. Niebieski sygnal fluorescencji,
pochodzacy od jader komérkowych (DAPI) zbierano przy uzyciu fioletowego lasera
o dtugosci fali 404 nm oraz odpowiedniego filtra pasmowego 425-475 nm. Zielona
fluorescencje (yH2AX) rejestrowano przy dtugosci fali wzbudzenia 488 nm i zakresie
emisji 500-550 nm. Wyzsza rozdzielczos¢ obrazowania 3D uzyskano poprzez zmiane
kroku w osi Z z 1 um na 0,105 pm umozliwito to otrzymanie wysokiej rozdzielczosci
obrazéw 3D obrazujacych uszkodzenia na przestrzeni catego jadra komoérkowego.

Dla kazdego wariantu linii komérkowej i dawki zebrano po 15 p6l widzenia co tacznie
dawalo ponad 100 przeanalizowanych jader komérkowych. Obrazy 3D w formacie .nd2
konwertowano za pomoca programu Fiji/ImageJ do obrazéow 8 - bit wykorzystujac
projekcje sumujaca (Sum Slices), ktora taczy wszystkie warstwy obrazu w osi Z w jeden
obraz 2D, sumujac intensywnos¢ sygnatu dla kazdego piksela. Rysunek 3.9 przed-
stawia dwie projekcje obrazéw 3D jader komérkowych (kolor niebieski) z ogniskami
naprawczymi (kolor zielony) linii MO59K napromienionej dawka 2 Gy.
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Width:214.68 um Height:214.68 um Depth:12.00 um

Rysunek 3.9: Skany 3D jader komoérkowych (kolor niebieski) z wybarwionymi foci
~vH2AX (kolor zielony) otrzymane za pomoca mikroskopu konfokalnego. Obrazy a i b
przedstawiaja ten sam skan linii komérkowej M059K po ekspozycji na czastki o (2 Gy),
w dwoch réznych projekcjach.

Obrazy 2D analizowane byty pod katem liczby foci YH2AX za pomoca automa-
tycznego programu FociCounter [100, 98]. Program moze przetwarzaé kilka obrazéw
jednoczes$nie po wczesniejszym zaznaczeniu na nich obszaréw jader komoérkowych,
z ktorych foci majg byé zliczane. Zliczenie opiera sie na pieciu parametrach, ktore
dostosowano przed wykonaniem ostatecznego zliczenia, a ich wartosci zostaty przedsta-
wione w tabeli 3.2. Skany dla obu linii komoérkowych niezaleznie od dawki byty zliczane
z uzyciem takich samych parametrow.

Tabela 3.2: Definicja parametrow zliczania foci YH2AX w programie FociCounter
oraz wartosci zastosowane do analizy komoérek MO059J i M0O59K napromienionych
czastkami o [100, 98].

Nazwa Opis parametru Zastosowana
wartosé
MSS
(median square side) filtr medianowy do redukcji szumu 3
EP
(enhancement parameter) wzmocnienie kontrastu obrazu 1,05
CR
crown radius promien koron 2
y
RR
(rim radius) promien pierscienia 7
BD
(brightness difference) roznica jasnosci miedzy ttem a ogniskami 20
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W pierwszym kroku program stosujac filtr medianowy ang. median square side (MSS)
redukuje szum, a w nastepnym etapie wzmacnia kontrast na podstawie przypisanego
parametru ang. enhancement parameter (EP). W celu identyfikacji ognisk program
stosuje transformacje, ang. top - hat, ktéra pozwala wykrywac lokalne, okragle obszary
o podwyzszonej jasno$ci wzgledem tta. Analiza polega na poréwnaniu Sredniej jasnosci
piksela w dwodch obszarach - wewnetrznym (promien korony, CR) i zewnetrznym
(promien pierscienia, RR). Jesli r6znica jasnosci przekracza ustalony prég, ang. brightness
difference (BD), dany obszar jest klasyfikowany jako ognisko i oznaczany. FociCounter
generuje wynikowy plik tekstowy oraz obrazy z oznaczonymi ogniskami naprawczymi.
Dane otrzymane z przeprowadzonej analizy postuzyly do wykreslenia zaleznosci sredniej
liczby foci YH2AX od dawki promieniowania o deponowanej w komoérkach.

3.5 Badanie ekspresji genow

Komérka poddana dziataniu promieniowania jonizujacego spowalnia ogdlng synteze
RNA i biatek, a w odpowiedzi na uszkodzenia DNA aktywowane sg gtownie geny odpo-
wiadajace za jego naprawe [101]. Poziom ekspresji genéw mozliwy jest do weryfikowania
za pomocg metody Reverse Transcription Quantitative Real-Time PCR (RT-qPCR).
Bazuje ona na anicuchowej reakcji polimerazy, ang. Polymerase Chain Reaction (PCR)
polegajacej na zwielokrotnianiu tancuchéw DNA, za odkrycie ktorej w 1992 roku Kary
Mullis otrzymal nagrode Nobla [102].

Biorac pod uwage, ze to RNA odzwierciedla, ktore geny zostaly aktywowane,
i to ono jest gtéwnym regulatorem ekspresji [103] konieczne jest przepisanie RNA
na DNA poprzez odwrotng transkrypcje, ang. Reverse Transcription (RT). Rysunek
3.10 przedstawia najwazniejsze etapy RT-qPCR. Pierwszym z nich jest wtasnie RT,
ktora zachodzi pod wpltywem enzymu odwrotnej transkryptazy w obecnosci dANTP,
Oligo(dT) i losowych heskameréw. ANTP to podstawowe substraty w reakcji syn-
tezy DNA pelniace funkcje donoréw nukleotydow. Oligo(dT) to krétkie (od 2 do 20
monomeréw DNA), syntetyczne oligonukleotydy DNA sktadajace si¢ wylacznie z ty-
midyn (T). Sa komplementarne do ogona poli(A) mRNA, zakotwiczajac starter tuz
przy 3'-koncu transkryptu. Heksamery to natomiast mieszanina wszystkich mozliwych
szesciu-nukleotydowych starteréw, ktore hybrydyzuja w réoznych miejscach czasteczki
RNA i inicjujg synteze cDNA. Odwrotna transkryptaza nastepnie wydhuza powstala
ni¢, syntetyzujac komplementarne DNA (cDNA).

Kolejnym etapem jest reakcja PCR, w ktérej do syntezowanego cDNA dostarcza sie
mieszaniny dNTP, enzymu polimerazy DNA, primeréw specyficznych dla badanych
gendéw, a takze barwnika fluorescencyjnego wiazacego sie specyficznie do dwunicio-
wego DNA. Pod wpltywem ogrzania probki dochodzi do denaturacji DNA, a nastepnie
do syntezy komplementarnej nici z wykorzystaniem specyficznych primerow, a takze
pozostalych substratow.

70



ROZDZIAL 3. Badania na liniach komérkowych 3.5. Badanie ekspresji genéw

<& oligo dTs i losowe heksamery > dNTPs @ %(%}gleraza ° Fluorofor
>
dNTPs ’\ r XS
Odwrotna
— 7

specyficzne primery

RNA \
51T TTTTT TITT] T — Q
3 5 = ,rmﬁ««é((\ °
TTTT
_ . 1. Inicjalizacja ¢
po[\;ﬁkme ¢ ) N 28 Denatural:ja DNA \
5 - /-~ 3
T TTTTTTTTTTTTTTTITTT
. I . JITIAN
1 4
. - 4 S &_—_ M g
8 m o Wl
f 3. Przylaczanie primeréw
o 4. Elongacja DNA

Rysunek 3.10: Zasada dziatania reakcji RT-qPCR. Synteza cDNA poprzez odwrotna
transkrypcje (RT) na wyizolowanym weze$niej RNA. Reakcja PCR, na ktéra sktadaja sie
4 etapy. Inicjalizacja (przytaczenie fluoroforu do podwdéjnej nici DNA), denaturacja DNA
pod wptywem temperatury, przytaczanie specyficznych primeréw do komplementarnych
fragmentow nici DNA, elongacja DNA poprzez polimeraze DNA i ANTP. Utworzono
w BioRender.com.

Q w skrécie RT-qPCR oznacza iloSciowy (ang. quantitative) w czasie rzeczywistym
(ang. Real Time) co $wiadczy o tym, ze powielenie DNA moze by¢é mierzone ilosciowo
poprzez pomiar poziomu fluorescencji w czasie rzeczywistym. Pomiaru dokonuje sie
w wielu cyklach a jego rezultatem jest krzywa wzmocnienia fluorescencji w zaleznosci
od numeru cyklu. Wraz z rozpoczeciem reakcji poziom fluorescencji jest niski i uznawany
jako tto. Powielenie DNA ma charakter eksponencjalny co odwzorowywane jest na krzy-
wej. Punkt, w ktérym krzywa osigga poziom progu, bedacy poziomem znaczgco wyzszym
od tta, swiadczy o tym, iz fluorescencja pochodzi od powielonego DNA, i oznaczany
jest jako C; (ang. cycle threshold). Oznacza to, iz im wiecej byto kopii genu w prébce
na poczatku, tym szybciej (nizszy C;) zostanie osiagniety prog.

Poziom ekspresji danego genu wyznacza sie poprzez znormalizowanie wynikow CY
badanego genu wzgledem genu referencyjnego, ktéry charakteryzuje sie stata ekspresja
w trakcie catej reakcji, zgodnie z rownaniem 3.5

ACt = C’t,gen badany — Ct,gen referencyjny s (35)
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Nastepnie wyniki préby badanej AC; prsba badana POréwnuje z préoba kontrolng tak
jak w réwnaniu 3.6

AACt - AC(t,préba badana — AC(t,préba kontrolna- (36)

Zmiane krotnosci ekspresji (ang. Fold Change) wzgledem kontroli oblicza sie na pod-
stawie rownania 3.7

Fold change = 2724%  [104]. (3.7)

Metoda RT-qPCR jest obecnie szeroko stosowana w biologii i medycynie do ilo$ciowe;
i jakoSciowej charakterystyki kwasow nukleinowych. Stosuje si¢ ja do badania poziomu
ekspresji gendow, wyrywaniu mutacji w genach nowotworowych, wykrywania organizmow
modyfikowanych organicznie czy identyfikacji obecnosci bakterii i wiruséw [105].

3.5.1 Procedura testu RT-qPCR

Procedure analizy ekspresji genéw w komorkach napromienionych czastkami «
rozpoczynano od wysiania 5 x 10* komérek na szkietko nakrywkowe, nastepnie napro-
mieniano komérki w uktadzie z powierzchniowym Zrédlem 24'Am tak jak to zostalo opi-
sane w podrozdziale 3.2.1. Schemat procedury eksperymentu przedstawia rysunek 3.11.
Po zakonczeniu napromieniania komorki przenoszono do nowej szalki 6 - cio dotkowej
ze $wiezym medium hodowlanym.

W kolejnym kroku przeprowadzono izolacje RNA, ktore postuzyto za matryce do re-
akcji RT i PCR. W tym celu skorzystano z RNeasy Mini Kit (Qiagen, USA) bazujacego
na kolumienkowym oczyszczaniu RNA na zlozu krzemionkowym. Procedure przeprowa-
dzono zgodnie z instrukcja producenta [106]. Na poczatku przeptukano komorki 2 ml
PBS na dotek. Dodano 1 ml PBS na dotlek, zeskrobano komérki ze szkietek (tacznie
1 x 10%) i cato$¢ zebrano do kolby stozkowej 50 mi. Dolki przeptukano dodatkowym
1 ml PBS i réwniez przeniesiono do kolby. Caltosé¢ odwirowano i zlano supernatant.
Nastepnie dodano 350 ul buforu RLT, ktory odpowiadat za lize (rozerwanie) komoérek
oraz inaktywacje enzymoéw niszezacych RNA. Dodano takze 400 pl 70% etanolu, ktory
powodowat wigzanie RNA do membrany. Przeniesiono lizat na kolumne i odwirowano.

Kolejno dodano 350 pl buforu RW1, aby wyptukaé¢ z lizatu pozostatosci biatek
i enzymow. Nastepnie do kolumny dodano 80 pl mieszaniny DNazy I (10 ul) i buforu
RDD (70 pl), ktére stuza do trawienia DNA na membranie. Przeprowadzono kolejne
plukanie z wykorzystaniem 350 pl buforu RW1 i dwukrotne buforem RPE (500 pul
kazde), w ramach ostatniego czyszczenia kolumny ze zbednych biatek czy soli, ktore
mogtyby hamowa¢ dalsze reakcje.
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Fluorescencja

Rysunek 3.11: Schemat procedury badania ekspresji genow przedstawiajacy wszystkie
jego etapy: a) inkubowanie komérek na szkietkach nakrywkowych, b) napromienia-
nie prébki powierzchniowym zrédlem 2'Am, c) transfer komérek do nowej szalki
6 cio- dotkowej, d) izolacja RNA, e) synteza cDNA, f) analiza qPCR. Utworzono
w BioRender.com.

Po dodaniu kazdego z buforéw lizat odpowiednio wirowano. Kolumne z membrang
przeniesiono do nowej probki odbiorczej i dokonano elucji RNA poprzez dodanie 30 ul
wody RNase - free i odwirowanie. Na koniec dokonano oceny jakosci wyizolowanego
RNA nakrapiajac (1,5 /) na mikrokuwete uDrop?™ Duo Plate. Pomiaru dokonano za
za pomoca spektrofotometru Multiskan SkyHigh (Thermo Scientific, USA).

Drugim etapem przed reakcja Quantitative Real-Time PCR (qPCR) byla synteza
c¢DNA, ktérej dokonano korzystajac z iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, USA) na
podstawie procedury zalaczonej przez producenta [107]. Rozpoczeto od przygotowania
mieszaniny reakcyjnej zgodnie z proporcjami w niej zawartymi. Do probowki dodano
4 pl 5x iScript Reaction Mix, w ktérego sktad wchodzg ANTP, jony magnezu Mg?T,
bufor, oraz mieszanka starteréw: oligo(dT) i losowych heksameréw (primeréw). Dodano
rowniez 1 pl enzymu odwrotnej transkryptazy iScript. Znajac stezenie wyizolowanego
RNA obliczono objeto$¢ wody RNase - free niezbedng do przygotowania w sumie
20 pl roztworu. Sktad mieszaniny reakcyjnej RT dla probek nienapromienionych dwoch
linii komoérkowych M059J oraz M059K przedstawia tabela 3.3. Gotowa mieszanine
umieszczano w termocyklerze i inkubowano pierwsze pie¢ minut w 25°C', aby zainicjowaé
przylaczanie si¢ primeréw. Kolejne 20 minut w temperaturze 46°C'. Jest to optymalna
temperatura aktywnosci odwrotnej transkryptazy. Ostatnia minuta w 95°C' pozwalata
na inaktywacje enzymu i zakonczenie reakcji.
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Tabela 3.3: Sktad mieszaniny reakcyjnej odwrotnej transkrypcji (RT) dla prébek niena-
promienionych dwdéch linii komérkowych M059J oraz M059K.

Sktadnik Objetos¢ na reakcje Objetos¢ na reakcje
M059J 0 Gy (ul) MO59K 0 Gy (ul)

5x iScript Reaction Mix 4 4

iScript Reverse Transcriptase 1 1

Woda wolna od nukleaz 13,86 13,89

Matryca RNA 1,14 1,11

Calkowita objetosé¢ reakcji 20 20

W celu przeprowadzenia wtasciwej reakcji qPCR wykorzystano zaprojektowane
w tym celu plytki PrimePCR custom SYBR plate (Bio-Rad, USA) zawierajace w dotkach
liofilizowane primery odpowiednich genéw. Przygotowano mieszanine reakcyjng zgodnie
z proporcja odpowiadajaca na 1 dotek szalki 96 - dotkowej, adekwatnie do instrukcji
producenta [108]. Wykorzystano 10 ul iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad,
USA). Miks zawieral ANTP, jony magnezu Mg?*, bufor, polimeraze DNA oraz barwnik
fluorescencyjny SYBR Green. Dodano takze 1 ul wyizolowanego uprzednio cDNA,
cato$é dopelniono 9 ul wody Nuclease - free. Tak przygotowana mieszanine dodano
do wszystkich dotkéw zawierajacych primery. Sktad mieszaniny reakcyjnej qPCR dla
obu linii komérkowych, na jeden dotek 96 - dotkowej ptytki PrimePCR custom SYBR
plate przedstawia tabela 3.4. Pomiar prowadzono na termocyklerze CEX Opus 96 Real-
Time PCR system (Bio-Rad, USA). Pomiar obejmowal 40 cykli sktadajacych sie z dwdch
etapéw: 5 sekund w temperaturze 95°C' w celu denaturacji DNA i aktywacji polimerazy
oraz 30 sekund w 60°C, w ktérym miato miejsce przytaczanie starteréow, elongacja
nici DNA oraz pomiar fluorescencji. Otrzymane dane ekspresji genéw analizowano
z wykorzystaniem oprogramowania CFX Maestro (Bio-Rad, USA).

Tabela 3.4: Sktad mieszaniny reakcyjnej qPCR dla obu linii komérkowych, na jeden
dotek 96 - dotkowej ptytki PrimePCR custom SYBR plate, zawierajacej primery
analizowanych genéw.

Sktadnik Objetos¢ na reakcje (ul)
iTaq Universal SYBR® Green Supermix 10
Primery liofilizowane

na plytce SYBR plate
Matryca DNA 1
Woda wolna od nukleaz 9
Catkowita objetos¢ reakcji 20
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3.5.2 Detekcja mykoplazmy

Mykoplazmy sa prostymi, samoreplikujacymi bakteriami, pozbawionymi Sciany
komorkowej, catkowicie odpornymi na dzialanie antybiotykéw stosowanych w mediach
hodowlanych. Zanieczyszczenia hodowli in vitro mykoplazna stanowia powazny problem
z powodu niskiego wspétczynnika wykrywalnosci. Majg one rowniez istotny wpltyw
na wzrost i funkcjonowanie komorek, synteze i wydzielanie metabolitow, a takze ekspresje
genéw [109, 110].

W celu wykluczenia ewentualnego wptywu tych mikroorganizmoéw na wyniki ekspre-
sji genéw w liniach komoérkowych M059J oraz M059K przeprowadzono dodatkowy test
na ich obecnosé, bazujacy na metodzie PCR ukierunkowany na regiony w obrebie genu
16S rRNA, charakterystyczne dla réznych gatunkéw mykoplazm. Skorzystano z goto-
wego zestawu reagentow EZ-PCR Mycoplasma Detection Kit (Biological Industries,
Izrael) przeprowadzajac procedure zgodnie z zaleceniami producenta [111].

W przypadku kazdej probki, 1 ml supernatantu przeniesiono do sterylnej probowki
o pojemnosci 1,5 ml i wirowano z predkoscia 250 xg przez 1 minute w celu usuniecia
resztek komorek. Sklarowany supernatant przeniesiono nastepnie do nowej, sterylnej
probdéwki i wirowano z predkoscig 15 000 x g przez 10 minut. Uzyskany osad zawieszono
ponownie w 50 pl buforu i doktadnie pipetowano. Zawiesing ogrzewano nastepnie do tem-
peratury 95°C' przez 3 minuty w celu lizy komorek i uwolnienia DNA. Reakcje PCR
przeprowadzono w catkowitej objetosci 50 ul, uzywajac sktadnikéw dostarczonych w ze-
stawie. Kazda reakcja zawierata 10 pl mieszaniny reakcyjnej, 5 ul przygotowanej probki
testowej, 1 pul matrycy DNA kontroli wewnetrznej, 5 ul mieszanki starteréw kontroli
wewnetrznej oraz 29 pl wody wolnej od nukleaz. W osobnej probéwce znajdowalta sie
kontrola pozytywna zawierajaca 1 ul DNA kontroli pozytywnej oraz kontrola negatywna
przygotowana z uzyciem sterylnej wody destylowanej. Reakcje PCR przeprowadzono
w termocyklerze (T100, Bio-Rad).

Produkty PCR analizowano metoda elektroforezy w zelu agarozowym. Polega ona
na rozdzielaniu fragmentéw DNA wedtug ich dlugosci w porowatej matrycy agarozy
pod wplywem pola elektrycznego. Mniejsze fragmenty migruja szybciej, a wieksze
wolniej, co pozwala na ich wizualne rozréznienie. Po zakonczeniu rozdziatu prazki DNA
uwidacznia sie dzieki zastosowaniu barwnika fluorescencyjnego.

Do analizy uzyto 2% zelu agarozowego przygotowanego z uzyciem Prona Standard
Agarose (Bio-Standard, Polska) rozpuszczonej w buforze 0,5 x TBE (Thermo Fisher
Scientific, USA) i wybarwiono barwnikiem SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen,
USA). Elektroforeze prowadzono przy napieciu 100 V' przez 40 minut. Przed natozeniem
na zel, 15 ul kazdego produktu PCR zmieszano z barwnikiem obciazajacym 6 x (Thermo
Fisher Scientific, USA). Jako marker masy czasteczkowej zastosowano gotowy do uzycia
test DNA o dtugosci 1 kb (Thermo Fisher Scientific, USA). Prazki DNA uwidoczniono
za pomoca systemu obrazowania iBright Imaging System (Thermo Fisher Scientific,
USA).
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3.5.3 Analiza ekspresji genéow

Eksperyment ekspresji genow przeprowadzono na dwoch liniach komérkowych M059J
i M059K, dla prébek kontrolnych (0 Gy) oraz napromienionych dawka 2 Gy. Do analizy
wybrano 30 réznych genéow spetniajacych istotna role w odpowiedzi na uszkodzenia
DNA. Rysunek 3.12 przedstawia schemat 96 - dotkowej ptytki PrimePCR custom SYBR
plate (Bio-Rad, USA) zawierajacej liofilizowane primery wybranych genéw. Plytka
zostala zaprojektowana specjalnie do tego eksperymentu, w czterech jednakowych
egzemplarzach. Dla linii M059J i MO59K 0 Gy oraz M059J i M059K 2 Gy. Na kazdej
z plytek znajdowal sie rowniez primer genu referencyjnego ACTB oraz pimery reakcji
kontrolnych DNA (genomowe), RT i PCR [112].
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Rysunek 3.12: Projekt ptytki PrimePCR, custom SYBR plate (Bio-Rad, USA) zawiera-
jacej liofilizowane primery wybranych genéw. W ramach jednej ptytki przewidziano
trzy powtorzenia biologiczne eksperymentu. Gen ACTB w pozycjach G10 - G12 to gen
referencyjny. Pozycje H10 - H12 zawieraja primery reakcji kontrolnych.

Liste genéw oraz ich role w odpowiedzi na uszkodzenie DNA, a takze pozycje
na plytce do RT-qPCR przedstawia tabela 3.5. Srednia, relatywna zmiane krotnoéci
ekspresji sprawdzono w czterech réoznych wariantach: w nienapromienionej linii M059K
w stosunku do nienapromienionej linii M059J; napromienionej dawka 2 Gy linii M059J
w stosunku do nienapromienionej linii M059J; napromienionej dawka 2 Gy linii M059K
w stosunku do nienapromienionej linii MO59K; napromienionej dawka 2 Gy linii MO59K
w stosunku napromienionej dawka 2 Gy linii M059J.
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Tabela 3.5: Lista genéw, ktére zostaly wybrane do badania ekspresji za pomoca metody
RT-qPCR. Podstawowa rola poszczegdlnych genow, rodzaj $ciezki naprawy, w ktorej
uczestniczg syntezowane na ich podstawie biatka, a takze potozenie na ptytce 96 -
dotkowej z primerami [113].

Lp. Symbol Rola genu\biatka Rodzaj Nr na

naprawy  plytce

1 ATM Kinaza checkpointowa — sygnalizacja DSBR Al1-A3
uszkodzen DNA

2  ATR Kinaza checkpointowa — aktywacja DSBR B1-B3

odpowiedzi na uszkodzenia DNA
3 BRCA1  Naprawa DNA — rekombinacja homologiczna DSBR C1-C3

4  BRCA2  Naprawa DNA — rekombinacja homologiczna DSBR D1-D3

5 CHEK1  Zatrzymanie cyklu komoérkowego — DSBR E1-E3
checkpoint

6 CHEK?2  Kontrola cyklu komoérkowego — checkpoint ~ DSBR F1-F3

7 ERCCI Naprawa DNA — wycinanie uszkodzonych NER G1-G3
fragmentow

8  H2AFX  Sygnalizacja uszkodzen DNA — marker DSBR H1-H3
peknie¢ (yH2AX)

9 LIGI1 Ligaza DNA — laczenie przerw w nici SSBR A4-A6

10  LIG3 Ligaza DNA — naprawa w jadrze SSBR B4-B6
i mitochondriach

11 LIGY Ligaza DNA — koncowy etap taczenia DSBR C4-C6
koncow

12 MRFE11A Detekcja peknie¢ DNA — kompleks MRN DSBR D4-D6

13 MSH?2 Naprawa btednie sparowanych zasad MMR E4-E6

14  MSHS3 Naprawa btednie sparowanych zasad MMR F4-F6

15 NBN Detekcja peknie¢ DNA — kompleks MRN DSBR G4-G6

16 OGGI Usuwanie oksydacyjnych uszkodzen zasad SSBR H4-H6

17 PARP1  Detekcja przerw w DNA — rekrutacja bialek SSBR AT7-A9
naprawczych

18 PARP2  OdpowiedZ komoérkowa na uszkodzenia DNA  SSBR B7-B9
19 PARP3  Stabilno$¢ genomu — udzial w naprawie DNA DSBR C7-C9
20 PRKDC  Katalityczna podjednostka DNA-PK — DSBR D7-D9

inicjacja naprawy

21 RADS50  Detekcja peknie¢ DNA — kompleks MRN DSBR E7-E9
22  RADS5I Wymiana nici DNA DSBR F7-F9

kontynuacja na nastepnej stronie
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Lp. Symbol  Rola genu\biatka Rodzaj Nr na
naprawy  plytce

23 RADS54L Helikaza — rozwijanie helisy DNA DSBR G7-G9
i stabilizacja kompleksu RAD51

24  TP53BP1 Sygnalizacja uszkodzen DNA — regulacja DSBR H10-12
wyboru szlaku

25 XRCC1  Koordynacja naprawy jednoniciowych SSBR A10-A12
peknieé

26 XRCC2  Rekombinacja homologiczna — stabilizacja DSBR B10-B12
RAD51

27 XRCC3  Rekombinacja homologiczna — stabilizacja DSBR C10-C12
kompleksu RAD51
28  XRCC4  Wspodldziatanie z LIG4 w taczeniu koncow ~ DSBR D10-D12

DNA
29 XRCCS5  Biatko Ku80 — wigzanie koncow DNA DSBR E10-E12
30 XRCC6  Biatko Ku70 — rekrutacja kompleksu DSBR F10-F12
DNA-PK

3.6 Analiza statystyczna

Dane eksperymentalne oraz wyniki obliczen MC poddano analizie statystycznej
i ocenie niepewnosci. W celu opisania rozktadéw korzystano miedzy innymi z funkcji
Gaussa i dopasowania prostych metodg najmniejszych kwadratéw. Na podstawie uzyska-
nych parametréw wyznaczano wartosci $rednie i ich niepewnosci, stosujac standardowe
metody statystyczne i propagacje btedow.

Program MCNP bazuje na dziesieciu, wewnetrznych testach statystycznych, ktoére
rozpatrywane sg automatycznie dla kazdego obliczenia i sprawdzaja przede wszystkim
zbieznos¢ i stabilno$é obliczen. Wszystkie przeprowadzone w ramach niniejszej pracy
symulacje spelnily wymagane kryteria, a program zwracal niepewnosci wynikow w
formie wzglednego btedu procentowego.

W analizach biologicznych srednie z powtérzen technicznych obliczano jako sred-
nie arytmetyczne z bledem standardowym sSredniej (SEM). Nastepnie, z uzyskanych
wartosci z niezaleznych powtorzen biologicznych srednie globalne jako srednie wazone
z uwzglednieniem niepewnosci poszczegolnych pomiarow.

Do bezposredniego poréwnania grup danych w badaniach radiobiologicznych zasto-
sowano jednoczynnikows analize wariancji (ANOVA), a poziom istotnosci oznaczono
symbolami: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ***p < 0,0001; ns - brak istotnych
réznic.
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Rozdziat 4

Wyniki

4.1 Dozymetria ukladu do napromieniania

Model uktadu do napromieniania probek biologicznych ze zrédtem powierzchniowym
241 Am zbudowany na potrzeby niniejszej pracy zostal zweryfikowany eksperymentalnie.
Wykorzystanie 2! Am jako zrédla czastek o o energii zblizonej do tych emitowanych
przez wykorzystywany klinicznie ??*Ac stanowi praktyczne rozwiazanie, umozliwiajace
wiarygodne modelowanie warunkow istotnych dla TAT, a jednoczesnie zapewniajgce
tatwiejsza dostepnosé. To podwdjne podejscie, taczace symulacje MC z walidacja ekspe-
rymentalng, zapewnia solidng podstawe do interpretacji efektéw radiobiologicznych.

Wymniki obliczen MC zapewniaja szczegétowa charakterystyke depozycji energii
oraz LET czastek a w monowarstwie komorek. Uzyskane wartosci LET czastek «a,
gtéwnie w zakresie 100-200 keV/um w jadrze komérkowym charakteryzuja sie wysoka
skutecznoscig biologiczng w indukowaniu ztozonych peknie¢ DNA. Takie uszkodzenia
sa wysoce odporne na mechanizmy naprawy i sa uznawane za cytotoksyczne [114].
Zgodnie z wynikami badan radiobiologicznych dostepnych w literaturze, promieniowa-
nie o wysokim LET powoduje $miertelne uszkodzenia DNA w duzej mierze niezalezne
od fazy cyklu komérkowego [3]. Model ten podkresla przede wszystkim fundamentalng
zalete terapeutyczng emiterow a: ich krotki zasieg w potaczeniu z bardzo wysokim
wspotezynnikiem LET ogranicza depozycje energii do niewielkiej przestrzeni w komor-
kach, przy jednoczesnej gestej jonizacji osrodka, co prowadzi do licznych i ztozonych
DSBs [6, 8]. Opisana charakterystyka czastek a wyjasnia dlaczego sa one o rzedy
wielkosci bardziej cytotoksyczne niz promieniowanie X, v, 8, a nawet protony przy
takiej samej wartosci deponowanej dawki [1].

Wykonana analiza strat energii czastek o na poszczegdlnych elementach geometrii
pozwolita na scharakteryzowanie wptywu zmian gltebokosci penetrowanego osrodka
na wartos¢ dawki deponowanej w monowarstwie komorek. Rysunek 2.15 wyraznie
pokazuje gwattowny spadek pochtonietej energii poza optymalna gtebokos¢ penetracji
czastek «, zjawisko to jest uwarunkowane koncows czescig krzywej Bragga. Ta wtasci-
wos¢ jest istotnie korzystna dla oszczedzania sgsiedniej zdrowej tkanki, ale jednocze$nie
podkresla ryzyko pozostawienia mikroskopijnych ognisk nowotworu bez leczenia, co jest
szczegblnie wazne w przypadku wysoce naciekajacego nowotworu, takiego jak GBM.
Rysunek 2.13 natomiast, pokazuje wyznaczona na podstawie symulacji, liniowa zalez-
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no$¢ pochtonietej dawki od grubosci oérodka w zakresie 0-20 pm, opisang empiryczng
zaleznoscia: Dawka (Gy) = -0,843(5) - x + 17,56(7), gdzie x oznacza grubo$¢ medium
hodowlanego, przez ktére przechodza czastki a.

Powyzej 20 um dawka pochlonieta spada do zera, co podkresla kluczowa role
rozmieszczenia przestrzennego i precyzyjnego umiejscowienia radioizotopu w rejonie
nowotworu lub jamie pooperacyjnej. Jesli zrédlto jest umieszczone centralnie, energia
czastek o musi by¢ wystarczajaca, aby przeniknaé¢ przez guz lub jame pooperacyjna i zde-
ponowa¢ dawki Smiertelne na ich granicy, gdzie naciekajace komorki nowotworowe maja
najwieksze prawdopodobienstwo przetrwania. Niewystarczajaca energia w tym obszarze
nieuchronnie sprzyjataby nawrotowi guza. Zatem nasze wyniki wskazuja, ze proste
empiryczne zaleznosci dawka-odlegto$é moga stuzy¢ jako cenne narzedzie we wstepnym
planowaniu leczenia, definiujac minimalny rozmiar targetu oraz optymalne miejsce
iniekcji izotopu, aby zmaksymalizowa¢ kontrole guza przy jednoczesnej minimalizacji
uszkodzen ubocznych.

Kluczowa obserwacja, potwierdzong rysunkiem 2.17, jest to, ze rozktad LET otrzy-
many w symulacjach MC obejmuje zakres 0-300 keV/um, z plateau okoto 100 zdarzen
w biologicznie istotnym przedziale 60-200 keV/um. Ten przedzial jest szczegdlnie
istotny, poniewaz reprezentuje okno, w ktérym ztozone, nieodwracalne DSBs wystepuja
z najwyzsza czestotliwoscia [5, 1, 6]. Powyzej 200-300 keV/um obserwuje sie spadek
efektywnosci biologicznej z powodu tzw. efektu przesycenia uszkodzeniami (ang. over-
kill effect), polegajacego na tym, ze przy bardzo duzej gestosci jonizacji dodatkowa
energia jest deponowana nieefektywnie i nie prowadzi do proporcjonalnego wzrostu
uszkodzenn DNA. Z kolei wartoéci LET ponizej 30-50 keV/um prowadza do tatwiej-
szych w naprawie uszkodzen, ograniczajac w ten sposéb cytotoksycznosé [4]. Plateau
w zakresie 100-200 keV/um stanowi zatem klinicznie najkorzystniejsze okno, odpowia-
dajace letalnemu segmentowi krzywej Bragga, w ktorym czastki o osiggaja maksymalna
efektywnosé biologiczng.

Co istotne, widmo energetyczne czastek a emitowanych z tancucha rozpadu ??°Ac
scisle odpowiada temu biologicznemu optimum. Emisje w zakresie 5-8,3 MeV, na przy-
ktad 5,8 MeV w przypadku ?**Ac oraz 8,3 MeV dla ?'*Po, odpowiadaja gtebokosci
penetracji w zakresie 40-85 pum, w tkance migkkiej. Wraz z utrata energii przez czastki
do poziomu 1-2 MeV, LET gwaltownie ro$nie do momentu osiagniecia przedziatu
100-200 keV/um, zapewniajac maksymalna cytotoksycznosé w wielu warstwach komo-
rek (3 pm monowarstwa).

Zbudowany uklad eksperymentalny ze Zrédtem powierzchniowym 2*'Am i prze-
prowadzone dla niego symulacje za pomoca MCNP zostaty celowo zaprojektowane
tak, aby obja¢ ten biologicznie istotny zakres energii. Wyniki obliczen potwierdzaja,
ze czastki a o energiach ponizej 2 MeV generuja nieproporcjonalnie duza liczbe DSBs,
co jest zgodne z wynikami Ganjeha et al. [114]. Co wiecej, czestotliwo$¢ ztozonych uszko-
dzen DNA wzrasta ponizej 1 MeV , gdzie prawie cala zdeponowana energia jest skupiona
w objetosci pojedynczej komoérki. Wyniki te potwierdzaja interpretacje, ze w biologicznie
krytycznym oknie 1-2 MeV, czastki o dostarczaja maksymalng ilos¢ energii do jadra,
podczas gdy emisje o wyzszej energii (5—8 MeV') sa niezbedne do przemieszczenia
sie czastek do krawedzi lozy pooperacyjnej lub dotarcia wgtab zmiany, zanim spowolnia
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do optymalnego zakresu LET.

Wyniki badan wskazuja, ze terapia TAT wykorzystujgca emitery o, w tym 225Ac,
moze znaczaco zwiekszy¢ skutecznosé leczenia onkologicznego dzigki synergii procesow
fizycznych i biologicznych: ograniczonemu zasiegowi, wysokiemu LET oraz precyzyjnej
selektywnosci przestrzennej. Symulacje potwierdzaja, ze wlaczenie empirycznie zweryfi-
kowanych zaleznosci dawka—geometria do protokotéw planowania leczenia moze istotnie
poprawi¢ efektywnosé terapii radioizotopowej w przypadku agresywnych i opornych
nowotworow, takich jak GBM.

4.2 Test przezywalnosci

Ocene wplywu promieniowania « na komoérki M059J (pozbawione DNA-PKcs)
oraz M059K (z prawidlowa ekspresja DNA-PKcs) przeprowadzono za pomoca testu
przezywalnosci. Prébki linii komérkowej M059J napromieniono dawkami od 0 Gy
do 2 Gy: 0 Gy, 0,33 Gy, 0,67 Gy, 1,00 Gy, 1,33 Gy, 1,67 Gy, 2,00 Gy; natomiast linii
MO059K dawkami z zakresu od 0 Gy do 2,67 Gy: 0 Gy, 0,67 Gy, 1,33 Gy, 2,00 Gy, 2,67 Gy.
Ideg testu bylo rowniez sprawdzenie wpltywu statusu DNA-PKcs na dlugoterminowsg
przezywalnosé komorek glejaka. Rysunek 4.1 przedstawia zalezno$¢ przezywalnosci obu
linii komérkowych od dawki promieniowania .
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Rysunek 4.1: Krzywa przezywalnosci SF komoérek glejaka linii M059J oraz M059K
w zaleznosci od dawki promieniowania «. Dane przedstawiajg wyniki dla komodrek
linii M059J napromienionych dawkami od 0 Gy do 2 Gy (0 Gy, 0,33 Gy, 0,67 Gy,
1,00 Gy, 1,33 Gy, 1,67 Gy, 2,00 Gy) oraz dla komérek linii MO59K napromienionych
dawkami od 0 Gy do 2,67 Gy (0 Gy, 0,67 Gy, 1,33 Gy, 2,00 Gy, 2,67 Gy). Do danych
eksperymentalnych dopasowane zostaly linie trendu.
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Zaobserwowano, iz obie linie komoérkowe wykazuja zalezny od dawki spadek przezy-
walnosci (SF). W zakresie niskich dawek od 0,33 Gy do 1,33 Gy komérki linii MO59K
wykazuja tendencje nizszej przezywalno$ci w porownaniu do komoérek linii M059J. Po-
rownujac wyniki dla dawek wspolnych obu liniom komérkowym mozna zaobserwowac,
iz w przypadku dawki 0,67 Gy przezywalnos¢ jest na podobnym poziomie i wynosi
0,77 £ 0,25 dla linii M059J i 0,81 4+ 0,12 dla M059K. Pomimo nieco wyzszej wartosci
liczbowej dla MO59K, ogdlny trend sugeruje nizsza przezywalnosc¢ tej linii w zakresie ni-
skich dawek promieniowania «. Natomiast przy dawce 1,33 Gy SF wynosi odpowiednio
0,68 + 0,07 w przypadku M059J i 0,60 + 0,11 dla M059K.

Dla dawki promieniowania a réownej 2 Gy przezywalnosé¢ linii M059J wyniosta
0,47 + 0,04 a linii M059K 0,46 + 0,07 co pokazuje, ze oddziatywania czastek o wysokim
LET skutkuje zblizona przezywalno$cia.

4.3 Test cytotoksycznosci

W celu zweryfikowania obserwacji wynikajacej z testu przezywalnosci wykonany
zostal rowniez test zywotnosci MTT. Obie linie komérkowe napromieniono dawkami
0,08 Gy, 0,17 Gy, 0,33 Gy, 0,5 Gy, 0,67 Gy, 1,33 Gy, 2 Gy, i 2,67 Gy, rozszerzajac
zakres punktow pomiarowych w obszarze niskich dawek. Wyniki wzglednej zywotnosci
komérek M059J oraz M0O59K przedstawia rysunek 4.2.
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Rysunek 4.2: Wzgledna zywotnosé¢ komérek M059J oraz M059K wyznaczona na podsta-
wie testu MTT. Wartosci przedstawiaja aktywnos$é metaboliczng komérek mierzong
48 godzin po napromienianiu dawkami promieniowania o réwnymi: 0,08 Gy, 0,17 Gy,
0,33 Gy, 0,5 Gy, 0,67 Gy, 1,33 Gy, 2 Gy, i 2,67 Gy. Do danych eksperymentalnych
dopasowane zostaty linie trendu.
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Dla dawki 0,67 Gy komorki linii M059J wykazaty zwiekszong aktywno$é metabo-
liczna (1,533 £+ 0,002) podczas, gdy komadrki MO59K znaczaco nizsza (0,615 £ 0,002),
wskazujac na wyzsza wrazliwos¢ komorek z prawidtowa ekspresja genu kodujacego
DNA-PKcs w zakresie niskich dawek promieniowania «. Taki wynik potwierdza od-
mienng wrazliwos$¢ obu linii komoérkowych w niskich dawkach. Trend ten utrzymuje sie,
az do dawki 1,33 Gy, gdzie komérki MO59K konsekwentnie wykazuja nizsza aktywnosé
metaboliczng w poréwnaniu do M059J.

Przy dawce 2 Gy aktywnos¢ metaboliczna komérek linii M059J ulega obnizeniu
osiagajac poziom 0,816 £ 0,001, natomiast w przypadku linii MO59K obserwuje sie
lokalny wzrost aktywnosci rowny 1,095 4+ 0,001. Mimo tego wartos$¢ ta pozostaje nizsza
od maksymalnej aktywnosci metabolicznej odnotowanej dla linii M059J przy niskich
dawkach. Po przekroczeniu dawki 2 Gy aktywnosé metaboliczna komoérek M059J nadal
stopniowo sie obniza, natomiast w linii M059K przy dawce 2,67 Gy ulega stabilizacji,
osiggajac poziom zblizony do wartosci obserwowanych przy nizszych dawkach.

Wyniki testu MTT demonstruja, ze komorki M059K z dodatnim statusem DNA-
PKecs sa poczatkowo bardziej wrazliwe na cytotoksycznosé indukowana czastkami a,
podczas gdy komorki M059J zachowuja wieksza przezywalnosé i aktywnosé metaboliczng
przy niskich dawkach promieniowania «.

4.4 Badanie ognisk naprawczych vH2AX

W celu wykonania jakoSciowej oraz ilosciowej analizy DDR wywotanej promie-
niowaniem jonizujgcym wykonano barwienie immunofluorescencyjne histonu yH2AX
bedacego markerem DSBs. Po napromienieniu komorki inkubowane byty w obecnosci
przeciwcial specyficznych wobec histonu yH2A X, a nastepnie jadra wybarwione zostaty
barwnikiem DAPI. Tak przygotowane prébki skanowano mikroskopem konfokalnym
CLSM (zgodnie z opisem w podrozdziale 2.1.1), aby zwizualizowa¢ zmiany morfologiczne
komoérek w odpowiedzi na promieniowanie. Otrzymane obrazy 3D jader komérkowych
zostaly przedstawione na rysunku 4.3. Obrazuja one rzuty, na pojedyncze jadro kazdej
z obu linii komérkowych, w trzech réznych ptaszczyznach z-y, x-z oraz y-z. Komérki
poddane zostaly ekspozycji na promieniowanie o o dawkach 1 Gy, 2 Gy. Wykonano
rowniez nienapromienione proby kontrolne. Przedstawione skany zostaly wykonane
z wysoka rozdzielczodcia, a zaprezentowane jadra wybrane losowo.

Na obrazach jader M059J wida¢, ze w przypadku kontroli, liczba i rozmiar zarejestro-
wanych foci sg znacznie mniejsze w porownaniu do jader napromienionych. To wskazuje
na niski poziom endogennych uszkodzen DNA. Na skanach dla 1 Gy i 2 Gy mozna
zaobserwowaé znaczacy wzrost sygnatu wynikajacy ze zwickszonej liczby uszkodzen

DSBs.
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Rysunek 4.3: Obrazy 3D jader ognisk naprawczych yH2AX (kolor zielony) w jadrach
komérkowych linii komérek M059J oraz M059K (kolor niebieski). Kazde z jader zwizu-
alizowane zostalo w trzech ptaszczyznach x-y, x-z oraz y-z i przedstawia foci powstate
15 minut po ekspozycji na promieniowanie a. Skany jader z widocznymi histonami
vH2AX odpowiadaja dawkom 1 Gy, 2 Gy oraz w prébie kontrolnej (0 Gy).

Podobny charakter sygnatu widoczny jest dla linii M59K. Dla prébki kontrolnej
liczba i rozmiar foci wykazuja nizszy charakter w porownaniu do jader po napromienieniu.
Obrazy w plaszczyznach x-z oraz y-z potwierdzajg zwiekszona wielkos¢ i intensyw-
nos¢ foci YH2AX po dzialaniu promieniowania. Sa one zaréwno liczne oraz rozlegte
co potwierdza fakt, iz promieniowanie jonizujace o wysokim LET powoduja ztozone
DSBs.

Analize ilodciowg foci réwniez przeprowadzono na dwdéch liniach komoérkowych
MO059J oraz M059K, napromienionych dawkami 1 Gy oraz 2 Gy, a probki nienapromie-
nione postuzyty jako kontrola w eksperymencie.

Zaleznos¢ sredniej liczby ognisk naprawczych yH2AX na jadro komérkowe od dawki
promieniowania « obu linii komérkowych obrazuje rysunek 4.4. Srednia zostata wyli-
czona na podstawie minimum 100 jader komoérkowych dla kazdego z wariantow.

W proébee kontrolnej w przypadku linii M059J zliczono srednio 6,50 + 1,10 foci.
W odpowiedzi na napromienianie liczba ta wzrasta do 9,45 + 1,12 oraz 14,25 + 1,82
odpowiednio dla dawki 1 Gy i 2 Gy. Oznacza to, iz relatywny wzrost liczby foci wzgledem
kontroli wynosi 45 % dla dawki 1 Gy oraz 119 % dla dawki 2 Gy.

Dla poréwnania, w przypadku linii MO59K wzgledny procentowy wzrost liczby
ognisk wynosi 3 % po napromienieniu dawka 1 Gy oraz 27 % w odpowiedzi na dawke
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2 Gy. Ich érednia liczba natomiast to 14,10 £+ 1,69 dla 1 Gy, oraz 17,74 + 1,93 dla
2 Gy.
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Rysunek 4.4: Zaleznosci éredniej liczby foci vH2AX na pojedyncze jadro komorkowe
od dawki promieniowania « dla linii M059J oraz M059K, po 15 minutach od napromie-

niania.

[loéciowa analiza obrazu uzyskana za pomocg mikroskopii konfokalnej potwierdza
zalezno$é liczby ognisk YH2AX od dawki promieniowania w obu liniach komérkowych.
Linia komérkowa MO59K charakteryzuje sie znacznie wyzsza S$rednia liczba ognisk
w odpowiedzi na promieniowanie jonizujace w poréwnaniu z linig M059J. Jednak
przebieg linii trendu dla M059J wskazuje na bardziej dynamiczny wzrost liczby ognisk
naprawczych wraz ze wzrostem dawki promieniowania.

4.5 Badanie ekspresji genéw

Eksperyment ekspresji genéw przeprowadzono za pomocg testu RT-qPCR na dwoch
liniach komérkowych M059J i MO59K dla prébek napromienionych dawka 2 Gy promie-
niowania «, a takze nienapromienionych prébek kontrolnych. Analizowano ekspresje 30
genéw (ATM, ATR, BRCA1, BRCA2, CHEK1, CHEK?2, ERCC1, H2AFX, LIG1, LIGS,
LIG4, MRE11A, MSH2, MSH3, NBN, OGG1, PARP1, PARP2, PARP3, PRKDC,
RAD50, RAD51, RADS/L, TP53BP1, XRCC1, XRCC2, XRCC3, XRCCY4, XRCCS5,
XRCC6) peliacych kluczowa role w réznych szlakach naprawy DNA, takich jak: NER,
MMR, SSBR, Double-Strand Break Repair (DSBR).

Bazujac na wynikach testu przezywalnosci oraz testu MTT, do analizy ekspresji
genéw wybrano dawke 2 Gy sposrod zakresu dawek promieniowania o uzytych w tych
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badaniach. Wybrana dawka wywotata istotng, lecz nie catkowita cytotoksycznosé
w obu liniach komoérkowych, co umozliwito ocene odpowiedzi na uszkodzenia DNA.
Uwarunkowania te pozwolity rowniez na analize aktywnych zmian transkrypcyjnych
bez nadmiernej Smierci komoérek, ktora mogtaby zaburzy¢ profil ekspresji genéw.

Ekspresje genéw w wybranych prébkach badano wzgledem prébki referencyjnej
w ten sposob poréwnano stopien ekspresji dla czterech wariantow:

e relatywna ekspresja genow MO059J 2 Gy w stosunku do M059J 0 Gy,
o relatywna ekspresja genow MO059K 2 Gy w stosunku do M059K 0 Gy,

o relatywna ekspresja genéw MO59K 2 Gy w stosunku do MO059J 2 Gy.

4.5.1 Badanie obecnosci mykoplazmy w hodowli komoérkowej

Test na obecno$¢ mykoplazmy przeprowadzono z wykorzystaniem metody PCR
oraz elektroforezy w zelu agarozowym, zgodnie z opisem przedstawionym w podroz-
dziale 3.5.2. Wyniki uzyskane na podstawie elektroforezy przedstawiono na rysunku 4.5.
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1 kb DNA ladder

1000 bp
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500 bp

VN

<+— 357 bp
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Rysunek 4.5: Wyniki analizy przeprowadzonej metoda elektroforezy w zelu agarozowym,
stuzacej do detekcji obecnos$ci mykoplazmy, wykazaly, ze kontrola pozytywna zawiera
prazki o dtugosci 270 bp oraz 357 bp (ang. base pairs — par zasad). W przypadku kontroli
negatywnej oraz probek linii komoérkowych M059J i M059K, negatywnych pod wzgledem
obecnosci mykoplazmy, obserwowano jedynie prazek o dtugosci 357 bp. Pojawienie si¢
prazkéw o dtugosci ponizej 100 bp wskazuje na tworzenie dimeréw starteréw. Jako marker
masy czasteczkowej zastosowano drabinke DNA 1 kb, stanowigcg punkt odniesienia
do okreslania dtugosci produktéw reakeji PCR.

Prazki znajdujace si¢ skrajnie po prawej oraz po lewej stronie rysunku 4.5 pocho-
dza od marker6w masy czasteczkowej, stanowiacych drabinke DNA 1 kb (ang. base
pairs — par zasad), bedaca punktem odniesienia do okrelania dtugosci produktéw PCR.

86



ROZDZIAL 4. Wyniki 4.5. Badanie ekspresji genéw

Prazki o dtugosci ponizej 100 kb powstaly w wyniku tworzenia dimeréw starteréw
wykorzystywanych w reakcji PCR.

Kontrola pozytywna wykazuje obecnos¢ prazkow o dtugosci 270 bp, swiadczacych
o obecnosci mykoplazmy, oraz 357 bp. Kontrola negatywna oraz probki komérkowe
M059J i M059K wykazuja natomiast wytacznie prazek o dtugosci 357 bp. Odpowiada
on produktowi amplifikacji sekwencji kontrolnej, a jego obecnosé potwierdza prawidtowy
przebieg reakcji PCR i odpowiednig jako$¢ DNA wyizolowanego z komérek. Otrzymane
wyniki wskazujg na brak kontaminacji probek komoérkowych mykoplazma, ktora zatem
nie bedzie miata wptywu na rezultaty analizy ekspresji genow.

4.5.2 Relatywna ekspresja genéw MO059K 0 Gy w stosunku
do MO059J 0 Gy

Oceny podstawowej aktywnosci poszczegdlnych biatek z mozliwych $ciezek naprawy
uszkodzen DNA, dokonano poréwnujac poziom ekspresji kodujacych ich genéw w niena-
promienionych komérkach. Wyniki ekspresji poszczegélnych genéw linii MO59K (0 Gy)
zostaly znormalizowane przez wyniki dla linii M059J (0 Gy).

Najbardziej wyrazng réznice w poziomie podstawowej ekspresji wykazano dla genu
PRKDC kodujacego biatko DNA-PKcs, uczestniczace w szlaku naprawy dwuniciowych
peknie¢ DNA metodg NHEJ. Poziom jego ekspresji w linii komoérkowej MO59K byt ~150 -
krotnie wyzszy w poréwnaniu z linig M059J. Wysoka wartosé¢ wzglednej ekspresji genu
PRKDC potwierdza obecno$¢ i aktywny status biatka DNA-PKcs w linii komoérkowe;j
MO059K. Na rysunku 4.6 zostaly przedstawione warto$ci wzglednej ekspresji dla kazdego
z rozpaprywanych genéw, obliczone metodg 2722 zgodnie ze wzorem 3.7.

Wyniki przedstawione na rysunku 4.6 obrazuja wartosci wzglednej ekspresji genow,
usrednione z trzech powtoérzen biologicznych. Szczegotowe wartosci ekspresji dla poszcze-
golnych powtorzen zaprezentowano na rysunku 4.8, ktory przedstawia poziom ekspresji
zaréwno dla linii komérkowej M059K (0 Gy), jak i prébki referencyjnej M059J (0 Gy).
Wyrazne réznice w intensywnosci barw pomiedzy probkami sugeruja zréznicowang
odpowiedz transkrypcyjna badanych linii komérkowych na promieniowanie . Drzewo
hierarchiczne na rysunku 4.8 przedstawia grupowanie genéw zwigzanych z sygnalizacja
uszkodzen DNA na podstawie podobienstwa ich profili ekspres;ji.

Dodatkowo gen XRCCS3, kluczowy w HR bedacej jedng z dwdch mozliwych $ciezek
naprawy DSBs wykazuje ~50 - krotnie wyzsza ekspresje w komérkach linii MO59K
wzgledem linii M059J. Podobnie, ekspresje na poziomie zblizonym do ~25 - krotnie
wigkszej dla linii M059K wykazuje gen PARPS odpowiedzialny za naprawe SSBR
oraz DSBR, a takze gen OGG1 wspierajacy naprawe SSBR. Co $wiadczy o jednonicio-
wych oraz dwuniciowych uszkodzeniach DNA wywotanych przez czastki o o wysokim
LET.
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Rysunek 4.6: Relatywna ekspresja poszczegélnych genéw w komoérkach nienapromienio-
nych (0 Gy) linii M059K wzgledem linii M059J (0 Gy). Wybrane geny odpowiadaja
za synteze bialek odpowiedzialnych za sygnalizacje oraz naprawe uszkodzen DNA
ze Sciezek: NER, MMR, SSBR, DSBR. Wartoéci relatywnej ekspresji zostaty policzone

zgodnie z metoda

2—AACt

Otrzymane wyniki ekspresji genéw komoérek nienapromienianych potwierdzaja iz, ko-
morki linii MO59K wykazuja wyzsza Srednig ekspresje (18,5 £ 4,8) wszystkich badanych

genow w porownaniu z linia M059J, co potwierdza rysunek 4.7.
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Rysunek 4.7: Srednia relatywna ekspresja trzydziestu badanych genéw w komérkach
nienapromienionych (0 Gy) linii M059K wzgledem linii M059J (0 Gy). Pojedynczy
punkt odpowiada wartosci ekspresji danego genu. Szara przerywana linia wyznacza
srednig ekspresje wszystkich genow w komorkach referencyjnych linii M059J, natomiast
czarna ciagta linia $rednia ekspresje genow komorek linii MO59K.

Taki wynik moze swiadczy¢, iz komérki MO59K wykazuja wysoka, niezalezng od

bodzcéw zewnetrznych aktywnosé wielu genéw odpowiedzialnych za naprawe DNA|
co odzwierciedla ich wyzszy potencjal naprawczy.
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Rysunek 4.8: Dwuwymiarowa analiza klastrowa przedstawiona w formie mapy cieplnej,

(ang. heatmap) obrazujaca poziom ekspresji genéw zwiazanych z sygnalizacja uszko-
dzen i naprawy DNA w nienapromienionych komoérkach M059J oraz MO59K. Kolory

odpowiadaja wartosciom ekspresji genow, ang. magnitude of gene expression w trzech

powtoérzeniach biologicznych dla dwéch analizowanych grup probek. Obserwowane

grupowanie genéw odzwierciedla podobienstwo ich profili ekspresji.
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4.5.3 Relatywna ekspresja genow MO059J 2 Gy w stosunku
do MO059J 0 Gy

Druga analizowana grupa, w ktérej badano zmiany poziomu wzglednej ekspresji
genow, byta pozbawiona DNA-PKcs linia M059J w wersji napromienionej dawka
promieniowania o réwng 2 Gy oraz nienapromienione;j.

7 rysunku 4.9 wynika, ze wszystkie badane geny wykazuja wyzszy poziom ekspresji
w poréwnaniu z nienapromieniona proba kontrolng. Wyniki te potwierdzaja szeroka
i intensywng aktywnos¢ transkrypcyjng wielu mozliwych Sciezek naprawy DNA.
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Rysunek 4.9: Relatywna ekspresja poszczegdlnych genow w komorkach napromienionych
dawka promieniowania o réwna 2 Gy wzgledem nienapromienionych (0 Gy) linii M059.].
Wybrane geny odpowiadaja za synteze bialek odpowiedzialnych za sygnalizacje oraz na-
prawe uszkodzen DNA ze Sciezek: NER, MMR, SSBR, DSBR. Wartosci relatywnej

ekspresji zostaly policzone zgodnie z metoda 2724C,

Najwyzsza wzgledng ekspresjg charakteryzuje sie gen ATR, ktorego poziom jest
~210 - krotnie wyzszy w poréwnaniu z proba kontrolna, co $wiadczy o intensywnej
aktywacji sygnalizacji punktéw kontrolnych cyklu komoérkowego wywotanej uszko-
dzeniem DNA. Podobnie wysoki poziom ekspresji (~140 - krotnie wyzszy wzgledem
proby kontrolnej) obserwuje sie dla genu H2A FX, kodujacego biatko odpowiedzialne
za sygnalizacje dwuniciowych peknie¢ DNA.

Podwyzszony poziom ekspresji stwierdzono rowniez dla genu XRCC6 (~180 - krotnie
wzgledem préby kontrolnej), co moze $wiadczyé o prébie aktywacji naprawy poprzez
NHEJ, kompensujacej w ten sposéb brak DNA-PKcs. Warto réwniez zwroci¢ uwage
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na wysoka ekspresje genu PRKDC — mimo ze gen ten jest nieobecny w komédrkach
MO059J, jego transkrypcja wzrosta ~160 - krotnie, co sugeruje probe uruchomienia
klasycznego szlaku NHEJ na poziomie mRNA.

Geny kodujace biatka z pozostatych $ciezek naprawy DNA réwniez wykazuja zwigk-
szony poziom ekspresji, miedzy innymi: RADS5/L (~130 - krotno$¢ wzgledem préby
kontrolnej) nalezacy do $ciezki HR; MSH2 (~120 - krotnos$¢ wzgledem préby kontrol-
nej) i MSH3 (~50 - krotno$é wzgledem préby kontrolnej) ze $ciezki MMR; oraz ERCC1
(~90 - krotnos$¢ wzgledem préby kontrolnej) ze $ciezki NER.

Wysoka aktywnosé¢ ekspresji genéw pochodzacych ze wszystkich analizowanych
szlakéw naprawczych potwierdza réwniez rysunek 4.10; Sredni poziom ekspresji wzgledem
nienapromienionej proby kontrolnej wynosi 66,5 + 9,2.
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Rysunek 4.10: Srednia relatywna ekspresja trzydziestu badanych genéw w komérkach
napromienionych dawka promieniowania a réwng 2 Gy wzgledem nienapromienionych
(0 Gy) linii M059J. Pojedynczy punkt odpowiada wartosci ekspresji danego genu.
Szara przerywana linia wyznacza $rednia ekspresje wszystkich genéw w referencyjnych
komorkach nienapromienionych, natomiast czarna ciggta linia $rednig ekspresje genow
komorek napromienionych dawka 2 Gy, linii M059J.

Znaczaca roznice miedzy ekspresja genow w probce napromienionej czastkami «
a proba kontrolng przedstawia rysunek 4.11. Wyniki wszystkich trzech powtorzen
dla proby kontrolnej pozostaja na minimalnym poziomie, natomiast dla komoérek
napromienionych utrzymuja sie na maksymalnych wartosciach, z niewielkimi wyjatkami.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze napromienienie czastkami o wywotuje szeroka od-
powiedz transkrypcyjng w komoérkach M059J, obejmujaca aktywacje kinaz punktow
kontrolnych, mechanizméw HR, elementéow odpowiedzialnych za taczenie koncéw DNA
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oraz $ciezek naprawy NER, co odzwierciedla kompensacyjng adaptacje do braku biatka

DNA-PKecs.
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Rysunek 4.11: Dwuwymiarowa analiza klastrowa przedstawiona w formie mapy cieplnej,
(ang. heatmap) obrazujaca poziom ekspresji gendéw zwiazanych z sygnalizacja uszkodzen
i naprawy DNA w komérkach napromienionych dawka promieniowania o réwna 2 Gy
i nienapromienionych (0 Gy) linii M059.J. Kolory odpowiadaja warto$ciom ekspresji

gendw, ang. magnitude of gene expression w trzech powtérzeniach biologicznych dla
dwdéch analizowanych grup probek. Obserwowane grupowanie genéw odzwierciedla

podobienstwo ich profili ekspresji.
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4.5.4 Relatywna ekspresja genéw MO059K 2 Gy w stosunku
do MO059K 0 Gy

Trzecig analizowana grupa byta linia MO59K z prawidtowsg ekspresja genu kodujacego
DNA-PKcs, napromieniona dawka 2 Gy promieniowania «, wraz z probka kontrolng.
Wiyniki wskazuja na znacznie wezszy zakres odpowiedzi transkrypcyjnej w poréwnaniu
do linii M059J z delecja biatka DNA-PKcs, co przedstawiono na rysunku 4.12.
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Rysunek 4.12: Relatywna ekspresja poszczegdlnych gendéw w komoédrkach napromienio-
nych dawka promieniowania o réwna 2 Gy wzgledem nienapromienionych (0 Gy) linii
MO59K. Wybrane geny odpowiadaja za synteze biatek odpowiedzialnych za sygnali-
zacje oraz naprawe uszkodzen DNA ze $ciezek: NER, MMR, SSBR, DSBR. Warto$ci

relatywnej ekspresji zostaly policzone zgodnie z metoda 224,

Najwiekszy wzrost poziomu ekspresji zaobserwowano dla genu MSH2, ktorego poziom
byt ~190 - krotnie wyzszy w probce napromienionej w poréwnaniu z probg kontrolng.
Gen ten koduje biatko uczestniczace w Sciezce MMR, co sugeruje, ze w przypadku linii
MO59K napromienionej czgstkami o wysokim LET dominuje naprawa MMR.

Drugi co do wielkosci wzrost ekspresji zaobserwowano dla genu XRCC6, kodujacego
biatko Ku70, ktérego poziom wynosit ~13 - krotnos¢ wartosci kontrolnej. Moze to Swiad-
czy¢ o zaangazowaniu $ciezki NHEJ w naprawe uszkodzen DNA. W przypadku HR
najwyzszy poziom ekspresji odnotowano dla genu RADS54L (~8 - krotno$¢ wzgledem
probki nienapromienionej).

Podwyzszony poziom ekspresji zaobserwowano réwniez dla genoéw odpowiedzialnych
za synteze bialek sygnalizujacych uszkodzenia DNA (H2AFX — ~11 - krotnie wyzsza

94



ROZDZIAL 4. Wyniki 4.5. Badanie ekspresji genéw

ekspresja) oraz inicjujacych zatrzymanie cyklu komérkowego (ATR — ~12 - krotnie
wyzsza ekspresja).

Inne geny zwiazane z naprawa DNA, w tym FRCC1, XRCC/, RAD50, PRKDC
oraz CHEKZ2, wykazaly jedynie umiarkowany wzrost ekspresji (~6-3 - krotny). Wiek-
szo$¢ pozostalych gendéw wykazata minimalne lub umiarkowane zmiany transkrypcyjne,
co dobrze ilustruje rysunek 4.13. Sredni poziom ekspresji wszystkich genéw w komérkach
napromienionych linii MO59K wynosit 10,3 4+ 6,3.

Otrzymane wyniki sugeruja, ze napromienione komoérki M059K opieraja sie gtow-
nie na swojej istniejacej zdolnoéci do naprawy DNA, a nie na szerokiej aktywacji
transkrypcyjnej szlakéw naprawczych.

Dodatkowo, rysunek 4.14 pokazuje, ze niektére geny (LIGI1, XRCCS3, OGGI,
XRCC1) wykazuja wyzsza ekspresje w komoérkach nienapromienionych, co moze wskazy-
waé na ich bazalng aktywnos$é¢ zwigzang z podstawowymi procesami replikacji i naprawy
DNA, niezalezng od dziatania czynnikow uszkadzajgcych.
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Rysunek 4.13: Srednia relatywna ekspresja trzydziestu badanych genéw w komérkach
napromienionych dawka promieniowania o rowng 2 Gy wzgledem nienapromienionych
(0 Gy) linii M059K. Pojedynczy punkt odpowiada wartosci ekspresji danego genu.
Szara przerywana linia wyznacza Srednia ekspresje wszystkich genéw w referencyjnych
komorkach nienapromienionych, natomiast czarna ciggta linia — srednig ekspresje genow
komorek napromienionych dawka 2 Gy, linii M059K.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze w odpowiedzi na napromienienie czastkami a, komoérki
MO59K z prawidtows ekspresja biatka DNA-PKcs aktywuja gtéwnie elementy naprawy
MMR oraz NHEJ, przy ograniczonej indukcji genéw zwiazanych z HR i SSBR. Tak
zawezona odpowiedz transkrypcyjna prawdopodobnie swiadczy o tym, ze podstawowa

95



ROZDZIAL 4. Wyniki 4.5. Badanie ekspresji genéw

aktywnos¢ mechanizméw naprawczych zaleznych od DNA-PKcs jest wystarczajaca
do naprawy uszkodzen indukowanych promieniowaniem o wysokim LET.
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Rysunek 4.14: Dwuwymiarowa analiza klastrowa przedstawiona w formie mapy cieplnej,
(ang. heatmap) obrazujaca poziom ekspresji gendéw zwiazanych z sygnalizacja uszkodzen
i naprawg DNA w komérkach napromienionych dawka promieniowania o réwna 2 Gy
i nienapromienionych (0 Gy) linii MO59K. Kolory odpowiadaja warto$ciom ekspresji
gendéw, ang. magnitude of gene expression w trzech powtdérzeniach biologicznych dla
dwoch analizowanych grup préobek. Obserwowane grupowanie genéw odzwierciedla
podobienstwo ich profili ekspresji.
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4.5.5 Relatywna ekspresja genéw MO059K 2 Gy w stosunku
do MO059J 2 Gy

W czwartej analizowanej grupie, w ktérej zaréwno komorki M059J, jak i MO59K
zostaly napromienione dawka 2 Gy, jedynie kilka genoéw zwigzanych z naprawag DNA
wykazato istotne réznice w poziomie ekspresji miedzy liniami komérkowymi, co mozna
zaobserwowac na rysunku 4.15. Zgodnie z oczekiwaniami, najbardziej wyrazng roznice
odnotowano dla genu PRKDC: ktorego ekspresja pozostata istotnie wyzsza w komérkach
MO59K (~5 - krotnie) w poréwnaniu z M059J, co potwierdza fenotyp linii MO59K
z prawidtowo funkcjonujacym biatkiem DNA-PKcs, nawet po napromienieniu.
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Rysunek 4.15: Relatywna ekspresja poszczegdlnych gendéw w komorkach linii M0O59K
wzgledem linii M059J napromienionych dawka promieniowania o réwna 2 Gy. Wybrane
geny odpowiadaja za synteze bialek odpowiedzialnych za sygnalizacje oraz naprawe
uszkodzen DNA ze Sciezek: NER, MMR, SSBR, DSBR. Wartosci relatywnej ekspresji
zostaly policzone zgodnie z metodg 2722C,

Ponadto MSHS3, element $ciezki naprawy MMR, wykazywal umiarkowanie wyz-
sza ekspresje w komdrkach MO59K (~1,5 - krotnie), co sugeruje silniejsza aktywacje
mechanizmu tej Sciezki naprawy w komoérkach z obecnym DNA-PKcs, w warunkach
stresu wywotanego uszkodzeniem DNA. Gen FRCC1, uczestniczacy w naprawie NER,
rowniez wykazywal wyzsza ekspresje w komérkach M0O59K w poréwnaniu z M059J,
choé¢ w mniejszym stopniu (~1,4 - krotnie).

Mimo wyzszego poziomu ekspresji wymienionych powyzej genéw Srednia ekspresja
wszystkich rozpatrywanych dla napromienionej linii MO59K (0,9 & 0,1) pozostaje nizsza
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w poréwnaniu z napromieniona prébka kontrolng linii M059J, co mozna zobaczy¢
na rysunku 4.16.
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Rysunek 4.16: Srednia relatywna ekspresja trzydziestu badanych genéw w komérkach
napromienionych dawka promieniowania o réwng 2 Gy linii M059K wzgledem linii
MO059J. Pojedynczy punkt odpowiada wartosci ekspresji danego genu. Szara przerywana
linia wyznacza S$rednia ekspresje wszystkich genéw w referencyjnych komorkach linii
MO059J 2 Gy, natomiast czarna ciagta linia Srednia ekspresje genéw komorek linii MO59K
2 Gy.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze po napromienieniu czastkami o wiekszo$¢ gendéw
naprawy DNA ulega podobnej indukcji w obu liniach komérkowych, natomiast réznice
w ekspresji PRKDC, MSH3 i ERCC1 odzwierciedlaja odmienne zdolnosci naprawcze
wynikajgce z obecnosci lub braku biatka DNA-PKcs.

To w jaki sposéb rozktada sie stopien ekspresji wszystkich badanych genéw, dla kaz-
dego powtorzenia napromienionych komorek linii M059J oraz M059K mozna zobaczy¢
na rysunku 4.17.
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Rysunek 4.17: Dwuwymiarowa analiza klastrowa przedstawiona w formie mapy cieplnej,
(ang. heatmap) obrazujaca poziom ekspresji gendéw zwiazanych z sygnalizacja uszkodzen
i naprawy DNA w komérkach napromienionych dawka promieniowania « réwna 2 Gy
linii M059J oraz M059K. Kolory odpowiadajg warto$ciom ekspresji genow, ang. magni-
tude of gene expression w trzech powtérzeniach biologicznych dla dwoch analizowanych
grup prébek. Obserwowane grupowanie genéow odzwierciedla podobienstwo ich profili
ekspres;ji.
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Badane linie GBM réznia si¢ aktywnoscia biatka DNA-PKcs, ktére petni kluczowa
role w naprawie DSBs. Linia M059J charakteryzuje sie delecja genu kodujacego DNA-
PKes, natomiast M059K posiada jego prawidtowo funkcjonujaca forme, co umozliwia
jej skuteczniejsza naprawe DSBs. Roéznica ta istotnie wplywa na reakcje komorek
na promieniowanie «, ktére indukuje ztozone, trudne do naprawy uszkodzenia DNA
[115].

Wezedniejsze badania wykazaty, ze komorki M059J sa 30-krotnie bardziej wrazliwe
na promieniowanie niz M059K, co wynika z uposledzonej naprawy peknie¢ dwunicio-
wych spowodowanej brakiem DNA-PKcs [116]. Potwierdzaja to takze wyniki analiz
biochemicznych, wedtug ktérych w M059J proces naprawy DNA przebiega wolniej,
a liczba uszkodzen jest wicksza niz w MO5S9K [117].

Uzyskane wyniki ujawniaja wyrazne réznice w odpowiedzi transkrypcyjnej na uszko-
dzenia DNA miegdzy liniami M059J i MO59K. Brak ekspresji genu PRKDC w M059J po-
twierdza niedob6r DNA-PKcs spowodowany mutacja przesuwajaca ramke odezytu [118].
Co wiecej, uzupetnienie PRKDC w M059J przywraca funkcje DNA-PKcs oraz odpor-
nos¢ na promieniowanie, co wskazuje, ze brak tego biatka stanowi gtowny defekt tej
linii [119]. Z kolei doniesienia literaturowe wskazuja, ze niedobér DNA-PKcs w GBM
moze ogranicza¢ angiogeneze i migracje komérek po napromienianiu, sugerujac, iz far-
makologiczne hamowanie jego syntezy moze zwiekszaé¢ skutecznos$é radioterapii poprzez
spowolnienie progresji guza [75].

W komorkach M059K, zawierajacych funkcjonalne DNA-PKcs, w warunkach bez
napromieniania stwierdzono wyzsza ekspresje licznych genéw zwigzanych z naprawa
DNA, w tym PRKDC, XRCC3, PARP3 i OGG1. W tabeli 4.1 zestawiono geny o naj-
wyzszej aktywnosci transkrypeyjnej komoérek nienapromienionej linii MO59K wzgledem
MO059J oraz dla pozostatych wariantéw eksperymentalnych. Wyniki dla pierwszego
wariantu (M059K 0 Gy wzgledem M059J 0 Gy) wskazuja na konstytutywna aktywacje
mechanizméw odpowiedzialnych za SSBR i DSBR, co jest zgodne z doniesieniami
o podwyzszonej bazowej aktywnosci szlakow naprawczych w guzach z funkcjonalnym

DNA-PKcs.

Tabela 4.1: Geny o najwyzszej relatywnej ekspresji dla czterech badanych wariantow:
MO59K 0 Gy, M059J 2 Gy, M059K 2 Gy, M059K 2 Gy; wzgledem odpowiadajacych
im kontroli: M059J 0 Gy, M059J 0 Gy, M059K 0 Gy, M059J 2 Gy.

Badany wariant | MO59K 0 Gy  MO059J 2 Gy  MOS9IK 2 Gy  MO5SIK 2 Gy

Kontrola | MO059J 0 Gy  MO059J 0 Gy  MO59K 0 Gy  MO059J 2 Gy
| PREDC ATR MSH? PRKDC
Geny o najwyzszej | XRCC3 XRCC6 XRCC6 MSH3
ekspresji
| PARP3 H2AFX ATR ERCC1
| oaGar RAD5/L H2AFX PARP3

W przeciwnym wariancie - w komoérkach M059J pozbawionych DNA-PKcs, a wiec
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z niesprawnym klasycznym szlakiem NHEJ - obserwuje sie niska bazowsg ekspresje
wiekszosci genéw naprawy DNA. Po napromienianiu czastkami o dochodzi jednak do wy-
raznego wzrostu transkrypcji genéw zwiazanych z ré6znymi mechanizmami naprawy.
Po dawce 2 Gy szczegdlnie wzrastaja poziomy ekspresji genow ATR, XRCC6 i H2AFX
(tabela 4.1), co sugeruje silna aktywacje sygnalizacji uszkodzen, zatrzymanie cyklu
komoérkowego oraz kompensacyjne uruchomienie szlakéow HR i punktéow kontrolnych.

Zgodnie z danymi literaturowymi, komoérki M059J pozbawione aktywno$ci DNA-
PKecs ulegaja wyraznemu zatrzymaniu w fazie G2/M po napromienianiu [79, 116]. Mimo
braku DNA-PKcs aktywuja one punkt kontrolny G2/M, prawdopodobnie dzigki dziata-
niu innych biatek, takich jak CHK1 i CHK2 [120, 121]. W zwiazku z tym silna aktywacja
transkrypcyjna obserwowana w M059J moze wynika¢ czeSciowo z redystrybucji cyklu
komérkowego sterowanej przez te punkty kontrolne.

Biatko ATR, ang. Ataxia Telangiectasia and Rad3-related odgrywa kluczowa role
w reakcji komérek na uszkodzenia DNA, szczegdlnie w rozpoznawaniu uszkodzen wywo-
tanych promieniowaniem jonizujacym i aktywacji dalszych szlakéw odpowiedzialnych
za zatrzymanie cyklu komérkowego i naprawe DNA [122]. Zgodnie z literatura, brak
DNA-PKcs skutkuje mniej wydajna naprawa DSBs, natomiast ekspresja A TR moze
kompensowaé ten niedobor.

Gen XRCC(C6, kodujacy biatko Ku70, jest kluczowym elementem szlaku NHEJ,
niezbednym do naprawy peknie¢ dwuniciowych indukowanych promieniowaniem jonizu-
jacym. Z danych literaturowych wynika, ze jego ekspresja moze wzrasta¢ w odpowiedzi
na promieniowanie [123].

Podobnie, wyniki wczesniejszych badan na liniach glejaka, w tym M059J, wskazuja,
ze poziom v-H2AX wzrasta po napromienianiu, co $wiadczy o uszkodzeniu DNA i jest
zgodne z obserwowanymi wysokimi poziomami ekspresji genu H2AFX kodujacego
histon H2AX [124].

Inne doniesienia wskazuja, ze po napromienianiu komérek M059J czastkami «
zwieksza sie rekrutacja biatka RADS1, blisko spokrewnionego z RADS4L w szlaku
HR [118]. Akumulacja RAD51 sugeruje wzmozona aktywnosé HR w odpowiedzi na nie-
dobér NHEJ, co oznacza, ze RADS4L moze by¢ réwniez silniej aktywowany w tych
warunkach.

Z kolei komoérki MO59K wykazuja znacznie wezsza odpowiedZ transkrypcyjna na na-
promienianie, obejmujaca gtéwnie aktywacje MSH2 oraz umiarkowany wzrost ekspresji
XRCC6 i ATR (tabela 4.1). Wskazuje to, ze naprawa MMR, moze uczestniczy¢ w reakcji
na ztozone uszkodzenia DNA, wykraczajac poza klasyczng role korekty btednych par
zasad.

MSHZ2 jest kluczowym biatkiem systemu MMR, bioracym udzial w naprawie niezgod-
nosci DNA oraz peknie¢ dwuniciowych i uszkodzen zasad wywotanych promieniowaniem
jonizujacym [125]. Z literatury wynika, ze niedob6ér MSH2 prowadzi do zwigkszonej wraz-
liwosci na promieniowanie, zaburzen mechanizméw naprawy DNA oraz nieprawidtowe;
odpowiedzi punktéw kontrolnych cyklu komérkowego [126].

Wyniki dla linii MO59K sugeruja zatem, ze komorki z prawidtowa funkcja DNA-
PKcs zachowujag wysokg podstawowsg zdolno$é naprawy DNA i w mniejszym stopniu
polegaja na przeprogramowaniu transkrypcyjnym po uszkodzeniu, co jest zgodne z rola
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DNA-PKcs w szybkiej DSBR poprzez konstytutywna aktywnosé szlaku NHEJ.

Poréwnanie napromienionych komérek M059K i M059J ujawnia, ze jedynie geny
PRKDC, MSH3 i ERCC1 (tabela 4.1) wykazuja wyzsza ekspresje w komérkach M059K,
co odzwierciedla sprawno$¢ szlakéw NHEJ, MMR i NER. Cho¢ MSHS3 nalezy do systemu
MMR, literatura nie podaje danych dotyczacych jego poziomu ekspresji po napromie-
nianiu.

Biatko FRCC1, uczestniczace w szlaku NER, jest istotne dla naprawy uszkodzen
DNA wywolanych promieniowaniem. Doniesienia wskazuja, ze promieniowanie jonizu-
jace indukuje jego ekspresje w réznych typach komorek, m.in. raka prostaty czy glejaka,
choé¢ nie badano tego w liniach M059 [127, 128].

Podsumowujac, uzyskane profile transkrypcyjne wskazuja, ze w przypadku braku
DNA-PKcs komorki glejaka kompensuja ten niedobér, aktywujac liczne alternatywne
mechanizmy naprawcze, natomiast komorki ze sprawnym DNA-PKcs wykorzystuja ist-
niejace Sciezki naprawy DNA, wprowadzajac jedynie niewielkie zmiany transkrypcyjne.
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Rozdziat 5

Podsumowanie

Badania radiobiologiczne wykonane na liniach komoérkowych M059J oraz M059K
wymagaly przeprowadzenia szczegdtowej charakterystyki parametrow fizycznych cza-
stek a deponowanych w materiale biologicznym oraz szczegétowej dozymetrii uktadu
do napromieniania z powierzchniowym zrédtem 24! Am. Istotne bylo wyznaczenie takich
parametréw czastek « jak: rozklad energii, liniowy przekaz energii (LET), czy liczba
czastek padajacych na okreslong powierzchnie probki. Zapewnienie poréwnywalnosci
otrzymanych wynikéw radiobiologicznych z wynikami badan dostepnymi w literaturze
wymagato precyzyjnego wyznaczenia dawki deponowanej w komérkach.

Uktad eksperymentalny zaprojektowany do badan na komorkach stanowi war-
toéciowe narzedzie badawcze, poniewaz zrédlo 2! Am dostarcza czastek o z zakresu
energii emitowanych przez izotopy stosowane miedzy innymi w celowanej terapii «, takie
jak 2% Ac, 211 At lub 22Bi. Jednoczeénie zapewnia ono dtugozyciowe zrédto ze wzgledu
na czas polowicznego zaniku ?*' Am wynoszacy 432,6(6) lat [17], umozliwiajace prowa-
dzenie powtarzalnych eksperymentéw w warunkach laboratoryjnych.

Przed rozpoczeciem badan radiobiologicznych niezbedne byto oszacowanie strat
energii czgstek a na poszczegolnych elementach uktadu oraz przede wszystkim w ko-
morkowym targecie. Z uwagi na charakter oddziatywan ciezkich czastek natadowanych
z materig konieczne byto precyzyjne wyznaczenie wymiarow poszczegolnych materiatow,
przez ktore kolejno przechodzity czastki o, zanim dotarty do docelowej probki komoér-
kowej. Za pomocg mikroskopii konfokalnej wyznaczono wysokos¢ warstwy medium
hodowlanego oraz wymiary monowarstwy komoérek.

Szczegdty dotyczace wykorzystywanego uktadu zostaly zaimplementowane do pro-
gramu MCNP, stuzacego do obliczen transportu promieniowania. Zastosowany model
pozwolil na obliczenie rozktadu energii czastek «, usrednionej w objetosci probki, miesz-
czacej sie w przedziale od 0 do 1600 keV, w ktérym, zgodnie z dostepna literatura,
dochodzi do licznych dwuniciowych peknie¢ DNA [114].

Otrzymane z obliczen wartosci LET, rowniez usrednione w objetosci probki komérek
o $rednicy 3 cm i wysokosci 3 pm, znajdowaly sie w zakresie od 0 do 260 keV /um,
z wyraznym plateau od 60 do 200 keV /um. Wskazany przedzial LET, zgodnie z danymi
literaturowymi, charakteryzuje si¢ wysoka efektywnoscia biologiczna [19], gdyz prowadzi
do gestych jonizacji, a co za tym idzie, ztozonych uszkodzen DNA i w konsekwencji
Smierci komorki.
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W obliczeniach Monte Carlo istotnym aspektem byta rowniez weryfikacja poziomu
jednorodno$ci napromieniania w celu zapewnienia homogenicznego sposobu podania
dawki pochodzacej od ciezkich czastek natadowanych. Zgodnie z rysunkiem 2.14 r6z-
nice poziomu wzglednej jednorodnos$ci w calej objetosci probki nie przekraczalty 1%,
co sugeruje, ze kazda komoérka, ktorej zdolno$é proliferacji oceniano na podstawie testu
przezywalnoéci, otrzymala taka sama dawke promieniowania pochodzaca od czastek a.

7 kolei wartos¢ dawki w objetosci monowarstwy komorek policzono na podstawie
catkowitej depozycji energii na sekunde. Na tej podstawie wyznaczano czas konieczny
do zdeponowania dawki réwnej 1 Gy. Majac swiadomos¢ poziomu precyzji pomiaréw
wykonanych za pomoca mikroskopii konfokalnej oraz fluktuacji wysokosci medium
hodowlanego na komoérkach, oszacowano, iz dawka deponowana w komoérkach jest
obarczona 50% niepewnoscig.

Ograniczenia uktadu, zwiazane z poziomem medium hodowlanego, sktonity do wy-
konania dalszych obliczen pokazujacych zalezno$é dawki w komorkach od wysokosci
warstwy medium. Otrzymane wyniki reprezentuja cenny model pokazujacy zaleznosc¢
dawka-grubos¢ warstwy medium dla czastek a o pozadanym zakresie energii i LET,
co stanowi warto$ciowy wkiad w planowanie terapii z wykorzystaniem emiteréw pro-
mieniowania «. Ponizej 20 pm dawka spada do zera - informacja ta stanowi wskazowke
dotyczaca optymalnego miejsca lokowania emitera o w przestrzeni zmiany nowotworo-
wej w celu uzyskania mozliwie najlepszego efektu terapeutycznego.

W dalszych rozwazaniach pominieto wktad do dawki pochodzacy od promieniowa-
nia ~y, réwniez emitowanego przez 2! Am, poniewaz byl on o cztery rzedy wielkoci
nizszy niz od czastek « przy tym samym czasie ekspozycji komorek na zrodto.

Walidacji wynikéw obliczen MC dokonano na tych poziomach uktadu, na ktérych
umozliwiaty to dostepne metody detekcyjne. Pomiary z wykorzystaniem detektora
krzemowego wskazaly precyzje symulacji na poziomie 4%. Natomiast pomiary z uzyciem
detektorow sladowych umozliwity poréwnanie rozktadu energii oraz liczby czastek «
wchodzacych do medium hodowlanego.

Liczbe czastek na poziomie jadra komérkowego wyznaczono na podstawie transportu
promieniowania w programie MCNP. Dla czasu odpowiadajacego depozycji 2 Gy wyno-
sita ona $rednio 33 trafienia na jadro komoérkowe. Wartosé te mozna poréwnac z liczbg
ognisk naprawczych vyH2AX dwuniciowych uszkodzen DNA, wyznaczonych za pomocg
analizy immunofluorescencyjnej. Wyniki otrzymane po 15 minutach od napromienienia
potwierdzaja tendencje wzrostu liczby foci YH2AX wraz z deponowana dawka [124, 97].
Ich liczba dla dawki 2 Gy dla linii M059J i M059K wynosita odpowiednio 14,25 4+ 1,82
oraz 17,74 4+ 1,93, co daje wartosci zblizone, cho¢ nieco nizsze od wyliczonej liczby
deponowanych czastek na jadro komorkowe. Moze to wynikaé z faktu naktadania sie
foci yH2AX zwiazanych z kompleksowymi uszkodzeniami DNA (co uwidacznia sie
na rysunku 4.3) lub z réznic w tempie tworzenia ognisk naprawczych, ktore, zgod-
nie z otrzymanymi wynikami, jest wyzsze w przypadku linii M059J. Zebrane wnioski
wskazuja na potrzebe wykonania eksperymentu wyznaczajacego kinetyke ognisk na-
prawczych, obrazujacych zmiany ich liczby w czasie, co odwzorowuje tempo sygnalizacji
oraz naprawy uszkodzenn DNA po napromienieniu.

Wyniki testu przezywalnosci komorek wykazuja tendencje odwrotng do obser-
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wowanej w przypadku liczby ognisk YH2AX - warto$¢ przezywalnosci maleje wraz
ze wzrostem dawki promieniowania. Dla dawki 2 Gy linia komérkowa M059K wyka-
zuje przezywalnos¢ na poziomie 0,46 + 0,07, natomiast linia M059J - 0,47 4+ 0,04.
Jest to zatem dawka, przy ktérej przezywa mniej niz 50 % badanej populacji. Jednak
w warunkach wykorzystywanego uktadu do napromieniania zwiekszenie dawki znacznie
ponad wybrana, maksymalna warto$¢ (2,67 Gy) wymagatoby wydtuzenia czasu eks-
pozycji probek na zrédlo, co wiazaloby si¢ z ryzykiem parowania, zmiany pH podtoza
hodowlanego i wahan temperatury, ktére mogltyby zaktoci¢ wyniki testu klonogen-
nego i pozostatych badan. Nie mniej jednak poziom przezywalnosci po napromienianiu
czastkami o o wysokim LET w przypadku obu linii komoérkowych jest na podobnym
poziomie, co jest zgodne z literatura [79].

Linia M059K mimo opisywanej w literaturze nizszej radiowrazliwosci, zwiazanej
z poprawng ekspresjg kinazy biatkowej DNA-PKcs, odpowiedzialnej za indukcje bia-
tek ze szlaku NHEJ [73, 74|, wykazywala w przedziale nizszych dawek, od 0,33 Gy
do 1,33 Gy, w poréwnaniu do linii M059J, trend przemawiajacy za nizsza promieniowraz-
liwoscig. Obserwacje ta postanowiono zweryfikowaé na podstawie testu cytotoksycznosci
(MTT) rozszerzajac odpowiednio zakres niskich dawek (0,08 Gy, 0,17 Gy, 0,33 Gy,
0,5 Gy, 0,67 Gy, 1,33 Gy). Komérki MO59K okazaly sie byé poczatkowo bardziej
wrazliwe na cytotoksycznos¢ indukowana czastkami «, podczas gdy komérki M059J
wykazaly wyzsza aktywnos¢ metaboliczng przy niskich dawkach promieniowania a. Za-
tem wyniki frakcji przezywajacej po 12 dniach odzwierciedlajg aktywnos¢ metaboliczng
mierzong po czterech godzinach od napromieniania.

Dotychczas opisane rezultaty przedstawiaja odpowiedz biologiczng komoérek glejaka
na poziomie komoérkowym oraz jadra komorkowego, natomiast przeprowadzone kolejno
badania poziomu ekspresji genéw $wiadcza o wplywie czastek «, o wysokim LET na po-
ziomie DNA. Analize ekspresji genéw przeprowadzono za pomoca metody RT-qPCR,
co pozwolito na oceng éredniej, relatywnej do prébki referencyjnej ekspresji 30 genoéw
kodujacych biatka biorace udzial w procesie wykrywania, sygnalizowania oraz naprawy
uszkodzenn DNA. Zbadano cztery rézne wariaty poziomu relatywnej ekspresji: w niena-
promienionej linii M059K w stosunku do nienapromienionej linii M059J; napromienionej
dawkg 2 Gy linii M059J w stosunku do nienapromienionej linii M059J; napromienione;j
dawka 2 Gy linii MO59K w stosunku do nienapromienionej linii M059K; napromienione;j
dawka 2 Gy linii MO59K w stosunku napromienionej dawka 2 Gy linii M059J.

W komoérkach M059K, zawierajgcych funkcjonalne DNA-PKcs, w warunkach bez
napromieniania stwierdzono wyzsza ekspresje licznych genéw zwigzanych z naprawa
DNA, w tym PRKDC, XRCC3, PARP3 i OGG1. W drugim analizowanym wariancie,
tj. w komorkach M059J pozbawionych DNA-PKcs obserwuje si¢ niska bazowsa ekspresje
wiekszosci genéw naprawy DNA. Po napromienianiu czastkami o dochodzi jednak
do wyraznego wzrostu transkrypcji gendéw zwigzanych z réznymi mechanizmami naprawy
takich jak: ATR, XRCC6 i H2AFX odpowiedzialnych za sygnalizacje uszkodzen,
zatrzymanie cyklu komoérkowego oraz uruchomienie szlakéw HR i punktow kontrolnych.

Dostepne wyniki badan radiobiologicznych na linii komérkowej M059J, wskazuja,
ze poziom v-H2AX wzrasta po napromienianiu, co $wiadczy o uszkodzeniu DNA i jest
zgodne z obserwowanymi wysokimi poziomami ekspresji genu H2AFX kodujacego
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histon H2AX [124].T¢ interpretacje dodatkowo potwierdza analiza YH2AX, ktora
ujawnita zalezna od dawki indukcje ognisk w obu liniach komoérkowych. Linia M059J
wykazywata wigksze i bardziej ztozone ogniska indukowane promieniowaniem, co jest
efektem wolniejszej naprawy DSB w wyniku braku genu kodujacego DNA-PKcs.

Komorki MO59K wykazalty ograniczona odpowiedz transkrypcyjna na napromienianie
czastkami «, polegajaca gtéwnie na aktywacji MSH2 oraz niewielki wzrost ekspresji
genow XRCC6 i ATR. Natomiast w przypadku ostatniej porownywanej grupy wskazaty
podwyzszong ekspresje genéw PRKDC, MSH3 i FRCC1, co swiadczy o aktywacji
szlakéw naprawy NHEJ, MMR i NER.

Wykonane badania sa pierwszymi, ktére tacza napromienianie komoérek glejaka
wielopostaciowego w badanym ukladzie ze Zrédlem powierzchniowym 2**Am, z analiza
ekspresji genow. Wykonane eksperymenty fizyczne oraz radiobiologiczne nie tylko po-
twierdzaja techniczng wykonalnosé i powtarzalno$¢ systemu napromieniania, lecz takze
zapewniajg szeroki przeglad odpowiedzi na uszkodzenia DNA w komodrkach glejaka
wielopostaciowego z niedoborem DNA-PKcs w poréwnaniu z komérkami o prawidtowym
poziomie aktywnosci tego biatka, po napromienianiu czastkami o o wysokim LET.

Wiyniki tych interdyscyplinarnych badan wskazujg na silng indukcje ATR, H2AFX
i RAD5/L w komoérkach M059J z niedoborem DNA-PKcs, co swiadczy o kompensacyij-
nej odpowiedzi na uszkodzenia DSBs, na drodze szlaku HR oraz punktéw kontrolnych,
co moze czynié takie guzy szczegélnie wrazliwymi na inhibitory ATR, inhibitory PARP
lub blokade punktéw kontrolnych w potaczeniu z radioterapia. Z kolei ograniczona
odpowiedz transkrypcyjna obserwowana w komoérkach MO059K z prawidtowym po-
ziomem DNA-PKcs podkresla ich konstytutywna zdolnos¢ do naprawy DSBs na dro-
dze NHEJ i sugeruje, ze farmakologiczne hamowanie DNA-PKcs moze by¢ wykorzystane
do uwrazliwienia takich guzéw na promieniowanie.

Podsumowujac, szczegdétowa walidacja strat energii czastek a w zaleznosci od poczat-
kowej energii kinetycznej i drogi przebytej w docelowym o$rodku, a takze profilowanie
ekspresji genow naprawy DNA oraz statusu DNA-PKcs moze poméc w opracowaniu
strategii leczenia pacjentow z glejakiem wielopostaciowym pod katem spersonalizowane;j
radioterapii z wykorzystaniem ciezkich czastek natadowanych i terapii ukierunkowanych
na naprawe DNA.

Przeprowadzone badania dowodza, ze nawet nieznaczne zmiany w geometrii uktadu
—takie jak grubos¢ warstwy pozywki, wysoko$¢ komorek czy obecno$é dodatkowej bariery
biologicznej — mogg istotnie wptywac¢ na rozktad zdeponowanej dawki i lokalny LET,
a tym samym determinowa¢ biologiczny efekt napromieniania. Tak subtelne réznice,
rzedu pojedynczych mikrometréw, moga prowadzi¢ do deponowania dawki ponizej
progu skutecznosci terapeutycznej, umozliwiajac przezycie komérek nowotworowych
i zwiekszajac prawdopodobienstwo nawrotu choroby.

Analiza wykazata ponadto, ze zréznicowana aktywacja szlakow odpowiedzi na uszko-
dzenia DNA w komorkach z obecnym i nieobecnym biatkiem DNA-PKcs odzwierciedla
odmienne strategie adaptacyjne i moze stanowi¢ potencjalny cel dla terapii skojarzo-
nych. Wyniki te wskazuja, ze integracja precyzyjnych modeli fizycznych depozycji
energii z analizg proceséw naprawy DNA na poziomie komérkowym stanowi zasadniczy
kierunek dalszego rozwoju terapii z wykorzystaniem promieniowania c.

106



ROZDZIAYL. 5. Podsumowanie

Takie podejscie moze umozliwi¢ nie tylko doktadniejsze przewidywanie odpowiedzi
komoérek na napromienianie, lecz takze optymalizacje parametréw leczenia, w celu mak-
symalizacji skutecznosci biologicznej przy jednoczesnym ograniczeniu ryzyka nawrotu
nowotworu.
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Dodatek

Pliki wejSciowe do programu MCNP

Kod 6.1: Gtowny input do obliczeni charakterystyki czastek o ze zrédia 24! Am.

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

c
C ———————————- definicja komérek--------------—----———————————
1 1 -0.001206 -1 9 imp:A=1 $
2 5 -19.32 -9 2 -3 imp:A=1 $ Am 0.4 pm
3 3 -19.32 -9 3 -4 imp:A=1 $ Au 0.8 pum
4 4 -1.380000 -9 4 -5 imp:A=1 $ Mylar 6 um
5 1 -0.0012056 -9 b5 -6 imp:A=1 $ pow. 6.8 mm
6 7 -1.31 -9 6 -7 imp:A=1 $ detektor PADC
7 6 -1.03 -8 7 -12 £il1=9 imp:A=1 $ komdérki 3 pm
15 0 -15 u=9 lat=1 £ill=-300:300 -300:300 & &
0:0 2 361200r imp:A=1 $
8 2 -1.0 -9 7 -12 8 imp:A=1 $ poza szkiem
9 1 -0.001206 -9 12 -10 imp:A=1 $
10 1 -0.001205 -9 11 -2 imp:A=1 $
c siatka
11 6 -1.03 -14 u=2 vol=0.0002667 imp:A=1 $ jadro
12 6 -1.03 -13 14 u=2 vol=0.0013983 imp:A=1 $ cytoplazma
13 2 -1.0 13 u=2 vol=0.0004555 imp:A=1 $ oczko siatki
1000 0 1 imp:A=0 $ swiat
C ———————————- definicja powierzchni----------------—-—— - -—————————————
1 rpp -20 20 -20 20 -20 20 $ granice
2 pz 0 $ start zrodia
3 pz 0.00004 $ zrdédro | zoto
4 pz 0.00012 $ zroto | Mylar
5 pz 0.00072 $ Mylar | powietrze
6 pz 0.68072 $ powietrze | medium
61 pz 0.682525 $ poziom pozywki 18.05 mm
7 pz 0.78072 $ detektor 1 mm
cz 001.5 $ r=1.5 cm
9 cz 00 2.5 $ r=2.5 cm
10 pz 20 $
11 pz -20 $
12 pz 0.78102 $ komoérki 3 pm
13 cz 0 0 0.0025 $
14 cz 0 0 0.0010 $




DODATEK DODATEK
38 156 box -0.0025 -0.0025 0.682525 0.0050 0 O O 0.0050 0 & $
39 0 0 0.0003 $ rozmiar wokseli
40 16 pz 0.68200 $
41 17 pz 0.683 $
42
43 C ———=————————— karta danych------------—— - ———
44 mode A
45 ml 6012 -0.000124 $C
46 7014 -0.755268 $ N
47 8016  -0.231781 $0
48 18040 -0.012827 $ Ar
49 m2 1001 -0.111894 $
50 8016 -0.888106 $ woda
51 m3 79197 -1.000000 $ Au
52 m4 1001 -0.041960 $
53 6000 -0.625016 $
54 8016 -0.333024 $ Mylar
55 m5 8016 -0.0049725 $0
56 95241 -0.0375275 $ Am
57 79197 -1 $ Au
58 m6 1001 -0.110667 $ Brain (ICRP) 1.03
59 6000 -0.12542 $
60 7014 -0.01328 $
61 8016  -0.737723 $
62 11023 -0.00184 $
63 12000 -0.00015 $
64 15031 -0.00354 $
65 16000 -0.00177 $
66 17000 -0.00236 $
67 19000 -0.00310 $
68 20000 -0.00009 $
69 26000 -0.00005 $
70 30000 -0.00001 $
71 m7 1001 0.4865 $ H-1 PADC
72 6000 0.3243 $ C-12
73 8000 0.189 $ 0-16
74 PHYS:A 6 3J O $
75 CUT:A J 0 $
76 lost 1000000 $
77 sdef POS 0 O 0.00002 RAD=D1 EXT=D2 AXS 0 O 1 ERG=D3 §

78 SI3 L 5.388 5.4428 5.48556 5.5445 $ 4 energie (MeV)
79 SP3 0.017 0.131 0.848 0.004 $ intensywnosci
80 SI1 0 2.5 $ prom. wew./zewn. (cm)
81 SP1 -21 1 $
82 SI2 -0.00002 0.00002 $ wysokosé (m)
83 SP2 -21 0 $ statly
84 f1:A 2 4 $ Tally F1
85 cl1 01 $
86 f11:A 9 $
87 fsi1 -2 -4 $
88 f2:A 6 7 $ Tally F2
89 c2 01 $
$

90

fm2 4367201

122




DODATEK

DODATEK

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

f4:A 6

fmd 4367201
fs4 -61

sd4

ft4 LET

£f6:A 7 6 11 12 13
fm6 4367201
e0 0 49i 5

e4 0 29i 3000
nps le+8
print

$

$

$

$

$ LET
$ Tally F6
$

$

$

$

$

Kod 6.2: Input do weryfikacji jednorodnosci depozycji czastek «

ze 7rodla 24 Am

1

10
11

12

14

15

16

17

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

(e}

C ———————————- definicja komérek
1 1 -0.001206 -1 8

2 5 -19.32 -8 2 -3

3 3 -19.32 -8 3 -4

4 4 -1.380000 -8 4 -5

5 1 -0.001205 -8 5 -6

6 6 -1.03 11 -8 7 -3
7 1 -0.0012056 -8 35 -9

8 1 -0.0012056 -8 10 -2

10 6 -1.03 12 -11 7 -35
11 6 -1.03 13 -12 7 -35
12 6 -1.03 14 -13 7 -35
13 6 -1.03 15 -14 7 -35
14 6 -1.03 16 -15 7 -35
15 6 -1.03 17 -16 7 -35
16 6 -1.03 18 -17 7 -35
17 6 -1.03 19 -18 7 -35
18 6 -1.03 20 -19 7 -35
19 6 -1.03 21 -20 7 -35
20 6 -1.03 22 -21 7 -35
21 6 -1.03 23 -22 7 -35
22 6 -1.03 24 -23 7 -35
23 6 -1.03 25 -24 7 -35
24 6 -1.03 26 -256 7 -35
25 6 -1.03 27 -26 7 -35
26 6 -1.03 28 -27 7 -35
27 6 -1.03 29 -28 7 -35
28 6 -1.03 30 -29 7 -35
29 6 -1.03 31 -30 7 -35
30 6 -1.03 32 -31 7 -35
31 6 -1.03 33 -32 7 -35
32 6 -1.03 34 -33 7 -35
33 6 -1.03 -34 7 -35

34 2 -1.0 12 -11 -7

35 2 -1.0 13 -12 -7

36 2 -1.0 14 -13 -7

37 2 -1.0 15 -14 -7

5
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Am 0.4 pm
Au 0.8 pm
Mylar 6 um
6.8 mm
komérki 3 pum

pow.
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40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

56

57

58

59

60

61

62

63

64

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

7

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92
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rpp -20 20

pz
pz
pz
pz
pz
pz
cz
Pz
pz
cz
cz
cz
cz
cz
cz
cz
cz
cz
cz
cz
cz
cz
cz
cz
cz
cz
cz
cz

O O O O O O O O O O O O O O O O o o o oo

1
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.00004
.00012
.00072
.68072
.682525

0 2.5

16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
11
-34

-20 20

-20 20
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imp:
imp:
imp:
imp:
imp:
imp:
imp:
imp:
imp:
imp:
imp:
imp:
imp:
imp:
imp:
imp:
imp:
imp:
imp:
imp:
imp:
imp:

€ BH H P P P P P P P hH H PH PO P P P P P P HPh

$ granica

$ start Zrdédza

$ zrédro | Au

$ Au | Mylar

$ Mylar | powietrze
$ pow. | komdrki

$ medium 18.05 mm

$

P P P P P P P P H P P P P P P P P PH PH PH P
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DODATEK

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

104

105

106

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

138

139

140

141

142

143

144

145

30 cz
31 cz
32 «cz
33 cz
34 cz
35 pz

0
0
0
0
0
.6

O O O O O O

m2 1001 -O.

m3 79197 -1.
m4 1001 -O.

mb 8016 -0.

m6 1001 -O.

30000 -0.
PHYS:A 6 3J
CUT:A J O
sdef POS 0 O
SI3 L 5.388

SP3 0.017 0.131 0.848 0.004

SI1 0 2.5
SP1 -21 1

SI2 -0.00002 0.00002

SP2 -21 0
f1:A 2 4

cl1 01

f11:A 8

fs1l -2 -4
f4:A 6 10-33
fmd 4367201
f6:A 6 10-33
fm6 4367201
e0 0 49i b5

0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
82825

.000124
. 755268
.231781
.012827

111894

.888106

000000
041960

.625016
.333024

0049725

.0375275

110667

.12542
.01328
.T737723
.00184
.00015
.00354
.00177
.00236
.0031
.00009
.00005

00001
0

B P 6 P P P P K P P P PO PO P P P P P P P P L P P P P L P

€hH H P P P P

komoérki

o =2 Q

woda
Au

Mylar

0

Am

Au

Brain (ICRP)

0.00002 RAD=D1 EXT=D2 AXS 0 0 1 ERG=D3 §
5.4428 5.48556 5.5445

125

$
$
$
$
$
$
$
$
$
$
$
$
$
$
$

energie (MeV)
intensywnosci
promienie (cm)

wysoko&¢ (m)

Tally F1

Tally F4

Tally F6

| reszta




DODATEK DODATEK

146 nps 1le+10 $
147 print $

Kod 6.3: Input do obliczen depozycji czastek a ze Zrédla 4! Am w detektorze krzemowym

1 c
2

3 C ———————————- definicja komérek--------——----——--—————-

4 1 1 -0.001205 -1 9 imp:A=1 $

5 2 5 -19.32 -9 2 -3 imp:A=2 $ Am 0.4 pum

6 3 3 -19.32 -9 3 -4 imp:A=4 $ Au 0.8 um

7 4 4 -1.380000 -9 4 -5 imp:A=8 $ Mylar 6 pm
8 5 6 -0.9 -9 8 5 -6 imp:A=16  $ ring 3 mm

9 6 7 -2.698900 -9 8 6 -7 imp:A=32 $ kolimator 1
10 7 1 -0.00000936 -9 7 -12 imp:A=64 $ préznia

11 8 1 -0.001205 -9 15 -10 imp:A=1 $

12 9 1 -0.001205 -9 11 -2 imp:A=1 $

13 10 1 -0.00000936 -8 &5 -6 imp:A=16 $ proznia

14 11 1 -0.00000936 -8 6 -7 imp:A=32 $ préznia

15 12 7 -2.698900 -9 8 12 -14 imp:A=128 $ kolimator 2
16 13 1 -0.00000936 -8 12 -14 imp:A=128 $ proznia

17 14 8 -2.330000 -8 14 -15 imp:A=256 $ detektor

18 156 1 -0.001205 -9 8 14 -15 imp:A=256 $

19 1000 0 1 imp:A=0 $ swiat

20

21 C ———————————- definicja powierzchni-----———------—————————-

22 1 rpp -20 20 -20 20 -20 20 $

23 2 pz O $ poczatek zrédia

24 3 pz 0.00004 $ granica Zrédio | Au
25 4 pz 0.00012 $ Au | Mylar

26 5 pz 0.00072 $ Mylar | ring

27 6 pz 0.30072 $ ring | kolimator

28 7 pz 0.55072 $ kolimator 1 | préznia
29 8 ¢z 001.0 $

30 9 «c¢cz 00 2.5 $

31 10 pz 20 $

32 11 pz -20 $

33 12 pz 3.82072 $ préznia | kolimator 2
34 13 cz 00 0.3 $

35 14 pz 4.12072 $ kolimator 2 | detektor
36 15 pz 4.120925 $

37

38 C ———————————- karta danych--————------"""""""----—-

39 mode A

40 ml 6012 -0.000124 $C

41 7014 -0.755268 $ N

42 8016 -0.231781 $0

43 18040 -0.012827 $ Ar

44 m2 1001 -0.111894 $

45 8016 -0.888106 $ woda

46 m3 79197 -1.000000 $ Au

47 m4 1001 -0.041960 $

48 6000 -0.625016 $
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49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

7

78

79

m5

mé

m7
m8

8016 -0.333024

8016 -0.0049725
95241 -0.0375275
79197 -1

1001 -0.143711

6000 -0.856289

13027 -1.000000

14000 -1.000000

PHYS:A 6 3J O

CUT:

A JO

$ Mylar
$0

$ Am

$ Au

$ PP

$ Al
$ Si
$
$

sdef POS 0 0 0.00002 RAD=D1 EXT=D2 AXS O O 1 ERG=D3 §
L 5.388 5.4428 5.48556 5.5445

SI3
SP3
SI1
SP1
SI2
SP2

0.017 0.131 0.848 0.004
0 2.5

-21 1

-0.00002 0.00002

-21 0

f1:A 2 4
cl 01

fi1:

A9

fs11l -2 -4

£2:A

fm2

f4:A

fmé

f14:

14
4367201

14
4367201
A 14

ft14 geb 0.657 -0.272 0
fm14 4367201

e0
nps

1.0 981 5.7
1le+10

print

$ energie (MeV)

$ intensywnosci

$ promienie (cm)
$

$ wysokosé (m)

$
$ Tally F1

Tally F2

Tally F6

P P PO P P DB PP DL P P
;_]
)
e
—
<
Iy
RS
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