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Recenzja rozprawy doktorskiej pani Urszuli Kazmierczak

Dawka lokalna i jej rola w biologicznej odpowiedzi
linii komorkowych ssakéw in vitro

Procesy fizyczne zachodzace podczas penetrowania osrodka materialnego przez czastki joni-
zujace sg od dawna dobrze poznane, a opracowane z wykorzystaniem tej wiedzy programy
komputerowe, np. GEANT, dobrze opisuja wyniki pomiaréw oraz pozwalaja na projektowa-
nie nowych urzadzen badawezych. Kiedy jednak chodzi o oddzialywania z organizmami zy-
wymi, opis nie jest juz taki prosty. Mamy wtedy bowiem do czynienia nie z bierng materia,
ale z osrodkiem, ktéry w okreslony sposdb reaguje na procesy w nim zachodzace. Reakcje
zywych komoérek na procesy jonizacji sa juz niezle poznane, a radioterapia jest szeroko sto-
sowna w zwalczaniu nowotworéw. Jak jednak zmienione przez promieniowanie jonizujace
komorki reaguja z sasiednimi komoérkami? Czy nie indukujg w nich zmian, a jezeli tak, to
jakie to sg zmiany i od czego one zaleza? Wyniki dotychczasowych badan nie sg jednoznacz-
ne, a przeciez stawka jest zdrowie i zycie ludzi...

Te wiasnie zagadnienia s3 przedmiotem omawianej tu rozprawy doktorskiej. Praca zostata
wykonana w érodowiskowym Laboratorium Cigzkich Jonéw Uniwersytetu Warszawskiego z
wykorzystaniem wigzek jonéw '2C, przyspieszanych w cyklotronie U-200P. Stosowano takze
wigzki promieniowania X w ramach wspotpracy z Instytutem Chemii i Techniki J adrowe;j.

Autorka rozpoczyna rozprawe od opisu procesow oddziatywania cigzkich czastek natadowa-
nych z materig w rozdziale pierwszym, skupiajac uwage na energii deponowanej w materii
wskutek tych procesow w zaleznosci od rodzaju i energii penetrujacej osrodek czastki. Zwra-
ca réwniez uwagg, ze nie tylko liniowy przekaz energii (LET) jest istotny dla efektéw biolo-
gicznych w naswietlonych komérkach. Jako wazny przyktad poréwnuje skutki oddziatywania
z materig elektronow i fotondw w stosunku do oddzialywania hadronéw i jonow. Pokazuje
zasadniczg réznice polegajaca na tym, ze w przypadku elektronéw i fotondéw energia depo-
nowane jest rownomiernie w calej komérce, podczas gdy w przypadku cigzkich czastek nata-
dowanych energia deponowana jest wzdtuz trajektorii czastki, przy czym dawki lokalne osia-
gaja ogromne wartosci.

Informacje z pierwszego rozdziatu stanowig baze¢ dla opisu biologicznych skutkéw promie-
niowania jonizujacego na poziomie komoérkowym, co jest trescig rozdziatu drugiego. Wyréz-
nia tu zachodzgce kolejno w czasie trzy fazy: fizyczng, chemiczng i biologiczna. Uszkodzenia
komérek, w szczegdlnosci uszkodzenia DNA, w poszczegolnych fazach maja r6zny charakter
1 zalezg zaréwno od rodzaju promieniowania jak i wtasnosci komérki. Na dalsze losy komorki
zasadniczy wptyw maja procesy naprawy, ktore zalezg od rodzaju uszkodzenia oraz od same-
go mechanizmu naprawy. Bledna naprawa prowadzi do powstania mutacji, co moze by¢ w
dalszej konsekwencji przyczyna powstania nowotworu,



Szczegolna uwaga poswigcona jest tzw. ,.efektowi sasiedztwa”, czyli powstawania odpowie-
dzi biologicznej nienapromienionych komorek, jako skutek napromienienia innych komorek.
Przeglad informacji literaturowych nie daje Jjednoznacznej odpowiedzi. Co wigcej, samo ,,83-
siedztwo” nie musi koniecznie oznaczaé bezposredniej bliskosci, a moze dotyczyé takze ko-
morek odlegtych od miejsca napromienienia. W dalszej czeéci rozwazane sa rézne mozliwe
mechanizmy efektu sasiedztwa. Za najbardziej prawdopodobne uwaza sie sygnaly przekazy-
wane droga potaczen szezelinowych pomiedzy komérkami.

Skutki efektu sasiedztwa moga by¢ zaréwno pozytywne, jak i negatywne dla procesu radiote-
rapii. Z jednej strony, moze to rozszerzyé obszar niszczony poza ten, objety wigzka napro-
mienienia. Z drugiej strony, moze by¢ przyczyng nowotwor6éw wtérnych i réznego rodzaju
powiktan w obszarach nienapromienionych. Ogdlny wniosek jest taki, ze efekt ten powinien
zosta¢ zbadany, jako istotny dla koficowych wynikéw terapeutycznych. Omawiana tu praca
stanowi nowy element tych badan, a szczegolowe okreslenie jej celu zawiera rozdziat trzeci.

W rozdziale czwartym zaprezentowana jest aparatura pomiarowa i opisane sg stosowane me-
tody pomiarowe. Wigzka jonéw '2C o energii 48 MeV pochodzita z cyklotronu U-200P Sro-
dowiskowego Laboratorium Ciezkich Jonéw UW. Uklad pomiarowy pozwalal na monitoro-
wanie wigzki oraz na naswietlanie probek biologicznych ktérych ustawienie mozna byto regu-
lowa¢ oraz automatycznie zmieniaé z pozycji komputera. W tym samym pomieszczeniu moz-
liwe bylo réwniez przygotowanie probek biologicznych. Do rejestracji danych zastosowano
ukiad elektroniczny dziatajacy w systemie CAMAC wspolpracujacy z komputerem.

Pierwszym etapem pomiaréw bylo badanie rozktadu natezenia promieniowania w miejscu,
gdzie nastgpnie umieszczano badang probke. Badania realizowano przy pomocy detektora.
ktorego potozenie zmieniano automatycznie za pomocg robota sterowanego z komputera za-
pisujac liczbe zaliczen dla kazdego polozenia. W celu wyznaczenia dawki deponowanej w
materiale biologicznym sprawdzono zaréwno jednorodnosé rozktadu wigzki na badanej po-
wierzchni, jak i to czy wiazka byla monoenergetyczna. Wprowadzono szereg poprawek
uwzgledniajaeych rézne efekty techniki eksperymentalnej. Dla weryfikacji wykonano tez
pomiary z pomocg innych technik detekcyjnych np. samowywotujgcej si¢ folii dozymetrycz-
nej, czy dielektrycznych detektoréw sladowych.

W dalszej czgsci opisana jest procedura przygotowywania prébek biologicznych. Ten skom-
plikowany proces wymagat rozwigzania wielu probleméw natury technicznej, wymagal tez
wyjatkowej uwagi i spelnienia warunkéw sterylnosci. Sterylizacje¢ radiacyjna elementéw ma-
Jacych kontakt z badanymi komérkami wykonano w Instytucie Chemii i Techniki Jadrowe;j,
ICHTJ, wykonujac naswietlania wigzka wysokoenergetycznych elektronow.

Napromienianie komérek wigzka jonow wegla kontrolowane byto wskazaniami licznika tak,
aby zdeponowana zostata zaplanowana dawka promieniowania. Réwnomierny rozktad dawki
na powierzchni probki realizowano przez ruch stolika pomiarowego wedlug zaprogramowa-
nego schematu. Komorki napromieniano takze promieniowaniem X w ICHTJ. Po napromie-
nieniu probki poddawane byty dalszej obrébee, zgodnie z wybranym testem biologicznym.

Uszkodzenia biologiczne, bedace rezultatem pochtoniecia znacznych dawek promieniowania
badano z pomoca testu, ktéry umozliwia analize powstawania i zanikania dwuniciowych pek-
nig¢ DNA indukowanych przez promieniowania jonizujgce. Sam test polega na zliczaniu
ognisk naprawczych z pomocg mikroskopu fluorescencyjnego z automatycznym systemem
pobierania i analizy obrazu. Wczesniej komérki poddawano ztozonej i wielostopniowej pro-
cedurze obrobki, umozliwiajgcej nastepna ich wizualizacje.

Wykonano takze test klonogenny, ktéry umozliwia okreslenie mozliwosci komérek do utrzy-
mania ich zdolnosci reprodukeyjnych i tworzenia duzych kolonii. Test ten pozwala na badanie



przezywalnosci komoérek napromienionych roznymi dawkami promieniowania i moze ocenié
wrazliwo$¢ réznego typu komorek na pochlonigte dawki. Moze by¢ stosowany nawet dla bar-
dzo matych dawek przez co jest czgsto stosowang metoda w badaniu wrazliwosci komorek
biologicznych na promieniowanie jonizujace lub zwiazki chemiczne. Opisano szczegdltowo
procedure przygotowania i wykonania tego testu.

Wyniki wykonanych pomiaréw opisane sg w rozdziale pigtym. Najpierw przedstawiono re-
zultaty pomiaréw jednorodnosci wiazki stosujac w tym celu rézne metody z wlaczeniem te-
stow biologicznych. Pokazano, ze jednorodnosé na badanej powierzchni jest zachowana z
dokladnoscia do pojedynczych procent.

Zasadnicza czg$¢ wynikoéw dotyczy badania popromiennego efektu sasiedztwa. Probki biolo-
giczne naswietlano zaréwno wigzkg jonow wegla, jak i promieniowaniem X. Badania prze-
prowadzono na czterech grupach komorek: nienapromienionych i napromienionych, oraz na
komorkach hodowanych z wraz z komérkami jednej i drugiej grupy. Badania prowadzono
kilkoma metodami. Jedng z nich bylo liczenie mikrojader, co wykonano sposobem manual-
nym 1 automatycznym. Wykonano szczegdtowe analizy powtarzalnosci wynikéw i poréwna-
no wyniki dla obu sposob6w liczenia uzyskujac zadawalajqcg statystycznie zgodnosé i wiary-
godnosé rezultatow.

Nastepnym elementem analizy bylo zbadanie zaleznosci czgstosci wystepowania mikrojader
w funkcji dawki promieniowania. Pomiary wykonano dla kilku dawek, oraz dla promienio-
wania X 1 wiazki jader wegla. Zaobserwowano wzrost czgstosci wystgpowania mikrojader ze
wzrostem dawki. Nieco wigksze wartosci byly dla nagwietlania wiazka jader wegla Zasadni-
czym wnioskiem bylo stwierdzenie, ze czgsto$¢ wystepowania mikrojader w komérkach sa-
siednich, hodowanych wspélnie z komoérkami napromieniowanymi promieniowaniem X nie
roznita si¢ w zakresie niepewnosci statystycznych od odpowiadajgcych im czestosciom w
komorkach kontrolnych. Wigksza czesto$é zaobserwowano w przypadku naswietlania jagdrami
wegla jednak mieszczaca si¢ w granicach trzech odchylen standardowych. Test ten nie wyka-
zal wigc istnienia efektu sgsiedztwa.

Badania wykonano réwniez za pomoca testu klonogennego. Stwierdzono. ze wydajnosé klo-
nowania dla komérek kontrolnych byta wyraznie nizsza w przypadku komdrek napromienio-
nych i zalezna od zdeponowanej dawki promieniowania. Réwnoczesnie nie stwierdzono sta-
tystycznie istotnych réznic pomiedzy wydajnoscia klonowania komérek sasiednich, a wydaj-
noscig klonowania odpowiadajacych im komorek kontrolnych. Test ten wykazat wiec rowniez
brak wystepowania efektu sasiedztwa.

Zbadano tez korelacj¢ pomigdzy wynikami obu testow. Zaobserwowano, ze z wigksza czgsto-
scig wystgpowania mikrojgder zwigzane jest obnizenie zdolnosci komérek do tworzenia kolo-
nii i obnizenie przezywalnosci danej probki komérek. Jest to zrozumiate bo w obu przypad-
kach przyczyng zmian jest zwigkszenie liczby uszkodzen DNA wskutek deponowanej dawki
promieniowania.

Oceniajac catos¢ wykonanych badan i uzyskanych wynikéw warto zwrocié uwage, ze praca
dotyczy tematyki szczegdlnie waznej obecnie w Polsce, kiedy uruchamia si¢ mozliwos¢ tera-
pii wigzkami hadronow i jonéw. Natomiast efekt sasiedztwa, badany szczegélowo w tej pra-
cy. to zarowno mozliwosé, jak i zagrozenie. Poznanie wlasnosci tego efektu, jego wptyw lub
brak wptywu na nienaswietlone komérki, powinien by¢ nie tylko zbadany, ale réwniez
uwzgledniany w zastosowaniach praktycznych, jesli w wyniku badania, okaze si¢ istotny.
Fakt, ze dane literaturowe nie pozwalajg na wyciagniecie jednoznacznych wnioskéw dopingu-
je w oczywisty sposob do zainteresowania tym tematem. Dlatego uwazam, ze podjeta w tej
pracy tematyka jest z punktu widzenia naukowego aktualna, a wyniki mogg znalez¢ zastoso-
wania praktyczne.



Trudnosci w wyciagnigciu jednoznacznych wnioskow z opublikowanych juz badan dotyczg-
cych efektu sgsiedztwa wynikaja miedzy innymi z faktu, ze efekt ten moze by¢ zalezny od
deponowanej dawki, moze tez zaleze¢ od rodzaju padajacego promieniowania, np. fotondw
lub ciezkich jonoéw ze wzgledu na réznice w ich oddzialywaniu z materia. Dlatego w oma-
wianej tu pracy badania prowadzono dla dawek od 0.1Gy do 4Gy dla wigzek fotonéw i jader
wegla. Te dwa typy promieniowania réznig sie zasadniczo swymi wlasnosciami deponowania
energii charakteryzowanymi warto$ciami LET, a takze rozktadem przestrzennym deponowa-
nej w materiale biologicznym dawki.

Wyniki zaprezentowane w tej pracy pozwalajg na wyciagnig¢cie wniosku o braku efektu S3-
siedztwa w analizowanej linii komérkowej CHO-K1. Opisana szczegétowo metodyka prowa-
dzenie badan: przygotowanie probek, kalibracja aparatury, zastosowanie réznych procedur
badawczych, analiza niepewnosci pomiarowych itd. pozwala z zaufaniem przyjmowaé wnio-
ski z uzyskanych rezultatéw. Ztozono$é problemu pokazuje wyraznie przedstawiony w kon-
cowym rozdziale przeglad wynikow literaturowych, wsrod ktérych umiejscowiono wyniki
wykonanych w tej pracy analiz. Przy okazji nietrudno zauwazyc¢, ze autorka stala sie praw-
dziwym ekspertem w tej trudnej interdyscyplinarnej dziedzinie wiedzy.

Korcowe zdanie rozprawy zawiera stwierdzenie, ze efekt sgsiedztwa jest procesem zlozonym,
ktorego mechanizmy wcigz pozostaja niejasne i wymagaja dalszych badan. Oceniajac wysoko
tres¢ pracy, wykonane badania i uzyskane wyniki oraz wynikajacy z tego poziom naukowy
autorki, chciatoby si¢ dowiedzie¢ jak autorka widzi kontynuacj¢ pracy, w ktorg wlozyla tak
wiele trudu. Na pewno jest kompetentna, by taka wizje nakresli¢, nie ma tego jednak w tresci
rozprawy. Przykladem uzupetniajacych badan mogtoby byé np. modelowanie komputerowe
dedykowane oddziatywaniu promieniowania z materialami biologicznymi.

Uwaga ta nie pomniejsza jednak wysokiej oceny przedstawionej do recenzji rozprawy.

Podsumowujge stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa spelnia wszystkie
wymagania stawiane w przewodach doktorskich i wnosze o dopuszczenie jej autorki do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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