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» Wplyw wigzek mieszanych promieniowania jonizujacego na dynamike naprawy
uszkodzen DNA w komorkach U20S”

Rozprawa doktorska ,, Wplhyw wigzek mieszanych promieniowania jonizujgcego
na dynamike naprawy uszkodzern DNA w komorkach U20S ” autorstwa mgr Adrianny Tartas
zostata wykonana w Zakladzie Fizyki Biomedycznej Instytutu Fizyki Doswiadczalnej
Uniwersytetu Warszawskiego pod kierunkiem dr hab. Beaty Brzozowskiej i dr. hab. Jarostawa
Zygierewicza, profesora UW. Tres$¢ rozprawy zostala zawarta na 100 stronach w 8 rozdziatach
i zakonczona trzema zatgcznikami.

Ukrytym, lecz oczywistym celem wszelkich badan radiobiologicznych jest poznawanie
wpltywu oddziatywania promieniowania jonizujgcego na komorki biologiczne, co jest
niezwykle istotne w aspekcie terapii nowotworowych z wykorzystaniem promieniowania
jonizujacego oraz w aspekcie ochrony radiologicznej ludzi.

Jedng z najczestszych przyczyn zgondéw wsrod ludzi na catym $wiecie sa choroby
nowotworowe. W ostatnich latach w Polsce corocznie diagnozowanych jest ponad 170 tys.
pacjentow, wsrod ktorych jest duza grupa, dla ktérych innowacyjne techniki leczenia
z wykorzystaniem zewnetrznych zrodel promieniowania jonizujacego sa jedyng szansg na
wyleczenie lub znaczng poprawe stanu zdrowia. Z tego wzgledu wszelkie badania zmierzajace
do wyjasnienia procesow badania skutkow promieniowania jonizujgcego sg niezwykle istotne,
gdyz moga przyczynic si¢ do indywidualnej optymalizacji leczenia, ktdra jest nakazana poprzez
polskie i europejskie prawo. Analogiczne procesy oddziatywania promieniowania jonizujgcego
z komoérkami czlowieka wystgpuja w Srodowisku naturalnym, gdyz na promieniowanie
pochodzace z naturalnych, jak i sztucznych zrédet organizm ludzki jest narazony kazdego dnia.

Okres$lenie  ewentualnego  niebezpieczenstwa  zwigzanego z  ekspozycja
na promieniowanie jonizujace jest jednym z glownych celéw badan nad promieniowaniem.
Prowadzone w tym zakresie eksperymenty dostarczajg informacji o indukowanych przez
promieniowanie uszkodzeniach materialu genetycznego. Waznym jest zrozumienie
odpowiedzi materiatu biologicznego poddanego dziataniu r6znych rodzajow promieniowania
jonizujacego jednoczesnie lub w krotkich odstgpach czasu (radioterapie frakcjonowane).
Narazenie na promieniowanie mieszane moze mie¢ miejsce podczas wypadkow radiacyjnych,
lotow samolotem, a zwlaszcza w trakcie misji kosmicznych, gdzie promieniowanie takie jest
wynikiem oddzialywania promieniowania kosmicznego z oslonami statkéw kosmicznych.
Dlatego tez wiele osrodkow prowadzi badania z zakresu radiotarapii lub medycyny nuklearnej



z wykorzystaniem roznych rodzajow promieniowania jonizujacego. Podwojnoniciowe
uszkodzenia DNA sg szczegdlnie szkodliwg formg powstajacych uszkodzen, ktorych stopnien
ztozonosci jest zalezny od czynnika je wywotujacego. W reakcji na tego typu uszkodzenia
komorki inicjujg wieloetapowy proces odpowiedzi biologiczne;.

W odpowiedzi na zasygnalizowane wyzej procesy, celem pracy postawionym przez mgr
Adrianne Tartas, bylo zbadanie wptywu sekwencyjnych wigzek mieszanych promieniowania
jonizujacego o oraz y na odpowiedz biologiczng komoérek nowotworowych kostniakomigsaka
(U20S), ktory jest najczestszym nowotworem ztosliwym kosci u dzieci. Na narzucajgce si¢
w tym miejscu pytanie ,,Dlaczego ten typ nowotworu, a nie inny?”’ pewnie odpowiedzig byloby
,»A dlaczego nie ten.”

Przeprowadzone przez doktorantke badania obejmowaly analiz¢ powstawania i zanikania
ognisk naprawczych, bedacych odpowiedzig materialu biologicznego na zaistniate zaburzenia,
ich rozmiaru, intensywno$ci oraz ruchliwosci. Porownane zostaly skutki napromienienia
komorek promieniowaniem o 1 y stosowanymi osobno oraz sekwencyjnie z uwzglednieniem
roéznej ich kolejnosci. Do obserwacji ognisk naprawczych w postaci biatek NBS1 zostal uzyty
mikroskop fluorescencyjny do obrazowania zywych komoérek w czasie rzeczywistym.

W przedstawionym mi do oceny manuskrypcie omawiane sa przez Doktorantk¢ dwa
odrebne zagadnienia, tj. a) badania z zakresu metod przygotowania i analizy materiatu
biologicznego, ktore z racji mojego do$wiadczenia moge zrecenzowac tylko od strony
formalnej zgodnos$ci z omawianymi zagadnieniami i logiczno$ci ich przedstawienia, oraz
b) zagadnienia zwigzane z fizyka oddzialywania promieniowania i jego dozymetrig
(czy mikrodozymetrig), majgce istotny wplyw na koncowe rezultaty, co do ktorych moja
recenzja bedzie bardziej dogtebna.

Tres¢ rozprawy

Praca zostata podzielona przez autorke na 8 niezaleznych rozdzialow, a spis tematycznej
literatury przedstawiony na 17 stronach stanowi o erudycji pani mgr Adrianny Tartas i jest
potwierdzeniem znajomosci tematu. Cato$¢ pracy zostata wzbogacona wieloma rysunkami oraz
tabelami z wynikami badan. Dodatkowo, Autorka zamieScita Zatgczniki z danymi utatwiajgce
weryfikacje otrzymywanych wynikow. Innowacyjnym rozwigzaniem jest zamieszczenie
danych eksperymentalnych w bazie European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI), ktore sg
dostepne na stronie internetowe;j.

W pierwszym rozdziale rozprawy ,Wprowadzenie” pani mgr Adrianna Tartas
przedstawita niezbedne dla czytajacego podstawowe wiadomosci wprowadzajace
w zagadnienia wptywu promieniowania jonizujgcego na nasze funkcjonowanie. W rozdziale
tym zdefiniowala rowniez cel swojej pracy 1 wynikajace z tego zagadnienia do rozwigzania
oraz omoéwila uklad pracy. Tutaj znajdujemy tez odsylacze do 4 publikacji
w miedzynarodowych, recenzowanych czasopismach naukowy stanowigcych podstawe pracy
doktorskiej oraz do 4 innych, opublikowanych w recenzowanych czasopismach naukowych,
ktoérych jest autorka lub wspotautorka.



W rozdziale 2 ,,0ddzialywanie promieniowania jonizujgcego z materig” Doktorantka
przedstawita teoretyczne podstawy zwigzane z fizycznymi i radiobiologicznymi zagadnieniami
oddzialywania promieniowania jonizujacego z materig ze szczeg6lnym naciskiem na materig
biologiczng i rézne etapy oddziatywania promieniowania pierwotnego i wtérnego.

W  zakresie czysto fizycznych aspektdw zagadnienia przedstawita krotki,
lecz wystarczajacy, opis podstawowych typow oddzialywania promieniowania
elektromagnetycznego 1 korpuskularnego z materia oraz podstawowe wielkosci fizyczne,
dozymetryczne i radiobiologiczne niezbedne do kwantyfikacji rezultatéw oddziatywania.

W rozdziale tym znajdujemy rowniez opis struktury DNA i jej srodowiska jakim jest
komorka oraz szczegdtowy opis uszkodzen materialu biologicznego na poziomie DNA
indukowanych promieniowaniem. Przedstawita tu rowniez efekt wzmozenia tlenowego
komorki i jego wpltyw na odpornos¢ komoérki na promieniowanie. Zagadnienie to wydaje si¢
by¢ szczegdlnie istotne z uwagi na prowadzone przez Autorke badania eksperymentalne.

W koncowej czgsci rozdziatu 2 Doktorantka omoéwila réznorodne mechanizmy
identyfikacji, sygnalizacji i naprawy uszkodzen DNA, czego wyznacznikiem sg aktywowane
biatka tworzace mikroskopijnie widoczne ogniska w obrebie jadra komorkowego, ktorych
czestotliwo$¢ i wielko$¢ jest zwigzana z rozmiarem uszkodzen. Wyniki obserwacji Autorki
beda sie opieraty na analizie wtasnie tego rodzaju biatek.

Kolejny rozdzial pracy zatytulowany ,,Badania radiobiologiczne”, to kompendium
wiedzy nt. metod 1 stosowanych narzgdzi we wspotczesnych badaniach eksperymentalnych
z zakresu radiobiologii. Autorka zasygnalizowata tutaj koniecznos$¢ przeprowadzenia symulacji
metodami Monte Carlo w celu oceny wielkosci fizycznych, ktdre sg niemozliwe lub trudne
do zmierzenia.

W rozdziale tym Doktorantka podata niezbe¢dne informacje nt. badan in vitro zwigzane
z pomiarami przezywalnosci komorkowej, réznorodnych aberracji chromosomowych
czy ognisk naprawczych 1 ich ruchliwosci, co stanowito gléwny wynik eksperymentalny
Autorki. Ogniska zawierajgce biatko naprawcze poruszajg Si¢ wewnatrz komdrek i badanie
ruchliwo$ci pozwala zrozumie¢ dynamike procesow naprawy DNA oraz reakcje komorek
na dziatanie promieniowania jonizujacego.

Modelowanie skutkdw oddziatywania promieniowania z materialem biologicznym
metodami Monte Carlo jest cennym podej$ciem w badaniach radiobiologicznych. Metoda MC
pozwala na symulacje oddziatywan promieniowania na poziomie nanoskopowym, dostarczajgc
wgladu w depozycje energii i wynikajace z niej skutki biologiczne. Istnieje wiele narzg¢dzi do
modelowania metodami Monte Carlo, ktore sa stosowane w tego rodzaju badaniach.
W rozdziale tym Autorka podaje tu gtdwne cechy takich kodow komputerowych jak PARTAC,
ktory zostat stworzony do modelowania transportu elektrondw, protondw, czastek a przez rozne
materialy czy Geant4-DNA wykorzystany specjalnie do modelowania i przewidywania
biologicznych uszkodzen DNA wywotanych promieniowaniem jonizujacym.

Stosowane w trakcie prowadzenia pracy materiaty i metody zostaty przedstawione przez
Autorke w rozdziale 4.



Autorka opisata doktadnie stosowana lini¢ komorkowa, sposob jej przechowywania,
wysiewania, klonowania itd. Rozumiem, ze te procedury postgpowania sg standardowymi,
powszechnie stosowanymi i normowane w celu mozliwosci pordéwnywania wynikéw badan
z roznych eksperymentow i laboratoriow.

W rozdziale tym Autorka podaje, ze ,,W dniu napromieniania szkietko nakrywkowe
z komdrkami byto umieszczane na poliamidowej plytce i przykrywane folig Mylar, ...
Nastepnie ptytka byta umieszczana w urzqdzeniach do napromieniania materiatu
biologicznego.” U niespecjalisty rodzi si¢ pytanie, czy nie zmienia to srodowiska komodrek
1 nie wplywa na stopien ich hipoksji, co jak wynika ze studiowanego manuskryptu istotnie
wpltywa na reakcje komoérek na napromienianie.

,,Uktad eksperymentalny” zostal przedstawiony w rozdziale 4.2 niniejszej pracy. Autorka
wykorzystata do swoich badan promieniowanie jonizujgce w postaci czgstek o otrzymywanych
z dedykowanego zrédta 2**Am oraz promieniowania gamma ze zrodta 3’Cs. Wybér tych
rodzajow promieniowania byt podyktowany roznicg w sposobie ich oddziatywania z materia,
co w konsekwencji oznaczato rozny rodzaj indukowanych uszkodzen materiatu genetycznego
zawartego w komorkach. Zastosowanie tych dwoch rodzajow promieniowania pociggato
za sobg konieczno$¢ wykorzystania dedykowanych rozwigzan technicznych — tj. uktadu AIF08
(stanowigcego cze$¢ urzadzenia MAX) do napromieniania czgstkami alfa i uktadu Scanditronix
IC900 do napromieniania kwantami gamma. Podana przez Autorke (i wykorzystana
w obliczeniach) moc dawki promieniowania w obydwdch systemach wynosita odpowiednio
0.223 Gy/min i 0.372 Gy/min. Nasuwajgce si¢ w tym miejscu pytanie to to, czy podane moce
dawki sa danymi producentéw, czy sg wynikiem pomiarow wiasnych (jesli tak to jak to
zmierzono) oraz czy podane moce uwzgledniaja realng geometrig napromieniania tego
eksperymentu?

W dalszej czesci rozdziatu Autorka definiuje cztery scenariusze napromienia materiatu
komorkowego, tj. (I) napromieniane czgstkami o w urzqdzeniu MAX, (1) napromieniane
promieniowaniem y w komorze Scanditronix, (Il i IV) napromienianie wigzkami mieszanymi:
y po o i a po y z uwzglednieniem przenoszenia materiatu biologicznego z jednego urzgqdzenia
do drugiego. W pewnym miejscu rozdziatu Autorka pisze, ,,Czas napromieniania potrzebny
do dostarczenia 1,7 Gy promieniowania o wynosit 7 min 32 s. Dostarczenie 2 Gy
promieniowania y zajeto 5 min 37 S. Rozbieznosci miedzy dawkami promieniowania o i y
wynikajg z niedoktadnosci w obliczeniach dotyczqcych mocy dawki promieniowania o, ktore
zostaly dostrzezone PO zakonczeniu eksperymentu.” Rozumiem, ze zamiarem bylo dostarczenie
takiej samej dawki promieniowania. Rodzi si¢ pytanie na czym polegaty te ,,niedoktadnosci
w obliczeniach dotyczqgcych mocy dawki promieniowania a.” i z czego wynikla ta rdznica, ktora
jak rozumiem byta nieistotna z uwagi na przewidywane rezultaty eksperymentu. Natomiast dla
wigzek mieszanych Doktorantka wybrata dawke $rednig z dawek promieniowania a i y. Rodzi
si¢ tutaj pytanie czy takie rozwigzanie wplywa na ostateczny rezultat wynikow
eksperymentalnych.

W rozdziale tym Autorka przedstawita opis procedury przygotowania napromienionych
hodowli komorkowych do obserwacji jader komorkowych pod mikroskopem
fluorescencyjnym i opis prowadzenia i rejestracji obrazow mikroskopowych. Jednak z uwagi



na mierzone w ramach eksperymentu wielkos$ci fizyczne brakuje mi tutaj doktadniejszego opisu
skalowania mikroskopu fluorescencyjnego, gdyz akapit temu poswiecony ,,Na poczgtku
wszystkie obrazy uzyskane z mikroskopu zostaly przeskalowane. Przypisanie rzeczywistych
jednostek dfugosci do pikseli bylo mozliwe dzigki wykonaniu pod mikroskopem obrazu
referencyjnego, ktory zawieraf podziatke liniowg.” wydaje si¢ niewystarczajacy. W tym
miejscu Nasuwajg si¢ tutaj pytania:

a) Jakie byty rzeczywiste mierzalne dtugosci i z jaka doktadno$ciag wyznaczone?

b) Po zdaniu ,, Nastepnie obliczone zostato potozenie jego srodka masy w danym punkcie
czasowym” oczywistym pytaniem jest, jak wyznaczane bylo potozenie §rodka masy
jadra (czy geometrycznego $rodka jadra), bo w miar¢ prostym pomiarem bedzie pomiar
dla jader kulistych, lecz czy jadra byly faktycznie kuliste 1 z jakg doktadnoscig to
robiono? Jak pokazano na rysunku 3.4 niniejszej pracy, jadra komorkowe nie sg idealnie
kuliste, wigc konieczne jest wyjasnienie tego zagadnienia. Innym nasuwajacym si¢
pytaniem jest czy ksztalt jadra komérkowego ulega zmianie w trakcie pomiaru (okoto
300 min)?

c) Czy rozmiar ognisk naprawczych byt wyznaczany z pomiaru promienia kota czy z
pomiaru liczby pixeli zawartych w definiowanej przez Autorke obwiedni ogniska?

d) Jak wyznaczana byta intensywnos$¢ ognisk naprawczych, w jakich jednostkach i z jaka
doktadnoscig?

Zmiana potozenia ogniska naprawczego byla wyznaczana poprzez $ledzenie jego
wspotrzednych w funkcji czasu i wyznaczenie $redniego kwadratowego przemieszczenie.
Otrzymane wyniki Doktorantka opisata funkcja modelu subdyfuzji, dla ktorej wyznaczyta
parametry promienia dyfuzji oraz wspotczynnika dyfuzji.

Pomiar dawki promieniowania jonizujacego, deponowanej w komorkach biologicznych
1 w ich jadrach jest kluczowy dla doktadnego okreslenia efektu biologicznego, jaki moze
wywola¢. Istotnym jest wiec przeprowadzony zakres prac i opisany w rozdziale 5 zwigzany
z szacowaniem wielkosci depozycji dawki w roznych uktadach pomiarowych dla ré6znych
rodzajow promieniowania. Wskutek réznic w sposobie oddziatywania promieniowania o i y
z materialem biologicznym, konieczne bylo zastosowanie roznych technik pomiarowych.
Z uwagi na oczywiste problemy wynikajace z fizyki oddziatywania czastek o z materig
dozymetria w tym przypadku przeprowadzona zostata technika symulacji MC, podczas gdy dla
promieniowania y w komorze Scanditronix z wykorzystaniem metod fizycznych i dozymetrow
przeznaczonych do pomiaréw promieniowania fotonowego.

Dla stosowanego zrodta promieniowania o Autorka oszacowala parametry
dozymetryczne z przeprowadzonych symulacji MC z wykorzystaniem kodow PARTRAC
i Geant4. Niezbedng do symulacji charakterystyke widma promieniowania o dla stosowanego
zrodta ?2Am i pomiar jednorodnosci jego aktywnosci powierzchniowej Doktorantka
wykorzystala z przeprowadzonych przez prof. Zygmunta Szeflinskiego ze wspdtpracownikami
pomiarow z wykorzystaniem detektora Si (ORTEC, USA) i oprogramowania SRIM. Pewien
niedosyt budzi tutaj niewtagczenie chociaz wynikowych danych z tych pomiaréw.

W czgdci pracy, w ktorej Autorka opisuje wstgpne symulacje dozymetryczne
dla promieniowania o rodzg si¢ pytania o cel symulacji dla uktadow pomiarowych réznych



od stosowanego z wykorzystaniem systemu MAX, tj. dla czterech roéznych scenariuszy
napromieniania ,,Pierwszym z badanych scenariuszy bylo napromienienie monowarstwy
komorek wysianych na szkietku o grubosci 150 um, ktore bylo umieszczane bezposrednio na
zrodle powierzchniowym (Rysunek 5.1A). W drugim schemacie komorki byty napromieniane od
gory (Rysunek 5.1B). Czgstki o przechodzily przez ochronng warstwe folii Mylar o grubosci
3 um, a nastepnie przez warstwe pozywki (6 um). W ostatnim schemacie, pomiedzy folie Mylar
a zrodto, dodany zostat kolimator o grubosci 5 mm.” skoro realne napromienianie czastkami o
odbywato si¢ wg scenariusza drugiego z dwoma zastrzezeniami: a) podana wczesniej grubos¢
folii Mylarowej wynosita 2.5 um, b) jak realnie zostala wyznaczona warstwa pozywki, ktorej
grubos$¢ w procedurze symulacji okreslono restrykcyjnie na 6 pm. Jednocze$nie niejasnym jest
dla mnie cel zastosowania ,,jakiegos” kolimatora w trzecim i czwartym schemacie, gdyz podano
tylko jego grubo$¢, a stwarza¢ to moze dodatkowe problemy eksperymentalne zwigzane
ze stratg energii w warstwie powietrza. Rezultaty przeprowadzonych symulacji oddziatywania
czastek oo z materiatem biologicznym Doktorantka przedstawita w rozdziale 5.2.1 pracy,
tj. otrzymane rozklady energii deponowanej w jadrze komorkowym, liczby torow czastek o
oraz wartosci LET.

Rozklad deponowanej energii przez czastki o ze stosowanego zrodla ?*Am zostal
wyznaczony z wykorzystaniem narzedzi do symulacji PARTRAC 1 Geant4. Rozktady energii
zdeponowanej powstaly na podstawie symulacji wykonanych dla 1000 jader komorkowych,
dla dwoch roznych wartosci dawek (Dy = 1,22 Gy i D, = 2,33 Gy). Niejasnym jest jednak dla
mnie w tym miejscu rozbiezno$¢ warunkow napromieniania dla obydwoch stosowanych kodow
MC oraz ich niezgodno$¢ z realnymi warunkami napromieniania. Wyjasnienia na pewno
wymaga przyjecie punktowego zrodta w odleglosci 10um od jadra komoérkowego (kod
PARTRAC) i1 réznych konfiguracji napromieniania (kod Geant4). Oczywistym jest wigc
pytanie na ile otrzymane wartosci symulacji prezentowane w rozdziale 5.2.1 mozZna
porownywac migdzy sobg i na ile te symulacje odzwierciedlajg realng sytuacje¢ napromieniania
w urzadzeniu MAX. Rozktady wartosci LET w monowarstwie komorek zostaly wyznaczone
za pomocg kodu Geant4 dla wymienionych wcze$niej czterech konfiguracji ekspozyciji
na promieniowanie o.

Wydaje sie, ze oprocz powyzej przebadanych parametréw napromieniania,
w eksperymentach radiobiologicznych roéwniez jednorodno$¢ napromieniania hodowli
komorkowych jest kluczowym parametrem i dlatego Autorka dokonata takich symulacji

z wykorzystaniem filmow radiochromowych EBT3, kalibrowanych certyfikowanym zrodtem
1 komora jonizacyjng. Tutaj jednak procedura normalizacji odbywala si¢ poprzez
wykorzystanie zrodla promieniowania X (lampy rtg) znajdujacego si¢ w urzadzeniu MAX,
a wlasciwe pomiary byly prowadzone w urzadzeniu Scanditronix przy innej energii
promieniowania. W pracy nie znajduj¢ jednak informacji o braku lub matej zalezno$ci
odpowiedzi filméw EBT3 z energig promieniowania.

Przeprowadzona analiza, do ktorej zostaly wykorzystane filmy radiochromowe oraz
dozymetr krzemowy, potwierdzily poprawnos¢ wartosci mocy dawki zrodet znajdujacych si¢
w urzadzeniu Scanditronix wyznaczonej przez Laboratorium Metrologii przy Szwedzkim



Urzedzie ds. Bezpieczenstwa Promieniowania i w czasie wykonywania eksperymentéw, moc
dawki promieniowania fotonowego emitowanego ze zrodet *’Cs wynosita 0,372 Gy/min.

Otrzymane przez panig mgr Adrianng¢ Tartas wyniki opisujace wplyw oddzialywania
promieniowania jonizujacego na komorki U20S zostaty przedstawione w dwoéch kolejnych
rozdziatach pracy, tj. w rozdziale 6 zatytulowanym ,,Charakterystyka ognisk naprawczych”
i w rozdziale 7 ,Mobilno$¢ ognisk naprawczych”.

Autorka w swojej pracy przeanalizowata 545 jader poddanych okreslonym sposobom
napromieniania. Biorgc pod uwage catkowitg liczbe badan koniecznych do przeprowadzenia,
liczbe jader odrzuconych, czyli liczbe odrzuconych szkietek z napromienianymi komorkami
ze wzgledodw czysto technicznych wynikajacych np. ze zmiany warunkéw obserwacji pod
mikroskopem fluorescencyjnym, czy nieudanych hodowli, przeprowadzonych symulacji
komputerowych, czasu niezb¢dnego na wykonanie powyzszego i czasu na przeprowadzenie
analizy otrzymywanych danych, jestem pod wielkim wrazeniem stopnia determinacji
w prowadzonych badaniach.

Glownym celem pracy byto sprawdzenie odpowiedzi komérek z linii U20S na dziatanie
promieniowania y i o oraz na kombinacje obu typéw promieniowania w przyjetej proporcji
46% do 54%. Do analizy zostal wykorzystany mikroskop stuzacy do obrazowania w czasie
rzeczywistym zywych komorek oraz tworzenia i dynamiki ruchu ognisk naprawczych
obrazowanych poprzez wybarwione biatko NBS1, ktore taczy si¢ z konkretnymi obszarami
chromatyny w miejscach wystgpienia podwaojnoniciowych uszkodzen DNA i pozostaje tam
w trakcie procesu naprawy. Koncowe wyniki pani mgr Adrianna Tartas otrzymata w wyniku
analizy zarejestrowanych filmow poklatkowych w czasie do okoto 300 min od zakonczenia
napromieniania. Przeprowadzona analiza obrazéw umozliwita pomiar liczby ognisk,
ich rozmiaru, intensywnosci oraz ich mobilnos¢.

Wyniki dotyczace Kinetyki powstawania ognisk naprawczych NBS1 oraz ich zanik
Doktorantka wzbogacila pomiarami i analiza ich powierzchni (wyrazanej w um?), ktéra
odzwierciedla stopien ztozonosci uszkodzen DNA. Autorka wykazala, ze powierzchnia ta jest
wigksza w jadrach komoérkowych poddanych dziataniu promieniowania o w poréwnaniu
z promieniowaniem y. W pracy nie znajdujemy jednak informacji na temat metodyki
wyznaczania tej powierzchni (czy wyznaczana byta z obwiedni ogniska i liczby pikseli czy
z promienia) oraz doktadnosci tej procedury.

Pani mgr Adrianna Tartas poddata tez analizie $rednig intensywnos$¢ fluorescencji
ogniska, normalizowang do intensywnos$ci catego jadra komdrkowego jako miarg catkowitej
ilosci biatka naprawczego, ktorego wielkos¢ byta korelowana do wywolanego zaburzenia.
Zaobserwowany wynik wskazuje, ze najwicksza catkowita warto$¢ intensywnosci ognisk
wystepuje W komorkach poddanych dziataniu kombinacji oo — y natomiast najnizsze warto$ci
wystepuja dla kombinacji v — a. Najbardziej wyrazny spadek calkowitej intensywnosci
zaobserwowala dla komorek napromienionych czastkami a. Autorka wykazata, ze synergia
miedzy skutkami napromieniowaniem pod wzgledem opdznionej naprawy wystapita jedynie
w przypadku sekwencji a — y. W przypadku sekwencji y — o zaobserwowana zostata szybka
naprawa, a liczba ognisk spadta ponizej oczekiwanej warto$ci, osiggajac prawie poziom ognisk
wywolanych przez czgstki a. Oznacza to, ze po zastosowaniu kombinacji a — vy, proste



peknigcia dwuniciowego DNA wywolane promieniowaniem 7y zostaty szybko naprawione,
pozostawiajgc jedynie ztozone uszkodzenia na koncu 300-minutowej obserwacji. Ten szybki
zanik ognisk w jadrze komdrkowym w przedziale 50-100 minut naprawy tlumaczy tym, ze
obecno$¢ uszkodzen wywotanych promieniowaniem o niskim LET przed uszkodzeniem
wywotanym wysokim LET przyspiesza aktywacje mechanizmow naprawczych DNA. Wyniki
moga sugerowac, ze synergia pomiedzy tymi dwoma rodzajami promieniowania jest wynikiem
ich interakcji, ktora wyraza Si¢ poprzez poczatkowe uszkodzenia DNA oraz opdzniong
naprawe. Otrzymane wyniki potwierdzajg hipoteze, ze zlozone uszkodzenia wywolane
wysokim LET angazuja mechanizmy naprawcze na tyle intensywnie, ze uszkodzenia o niskim
LET nie sg efektywnie naprawiane lub naprawa tych uszkodzen wykracza poza czas obserwacji
ognisk objety badaniem.

Dodatkows informacj¢ nt. mechanizméw odpowiedzi komdérkowej na wigzki mieszane
Autorka otrzymata w wyniku analizy wielkosci obszarow, w ktorych ztozone uszkodzenia
objawiajg si¢ duzymi ogniskami. Obserwowany wzrost wielko$ci ognisk naprawczych po
120 minutach od czasu napromieniania, po ekspozycji na sekwencyjne wigzki mieszane (o —
y) thumaczy nagromadzeniem uszkodzonych fragmentow DNA, ktore sg trudne do naprawienia
I przyciagaja wigkszg ilo$¢ biatek zaangazowanych w naprawe. Jest to proces, w ktdrego trakcie
te obszary wydaja si¢ faczy¢, co moze pomoc w skoordynowanej naprawie.

W swojej pracy pani mgr Adrianna Tartas wykazata jednoczesnie, ze badane ogniska
naprawcze, ktore powstaja w wyniku dziatania promieniowania jonizujacego, poruszajg si¢ W
obrebie jadra komorkowego, wykazujac podobienstwo do ruchdéw Browna, tj. przebiegaja
wedlug nieprzewidywalnego i stochastycznego wzorca w $rodowisku komorkowym.
Dla kazdego ogniska Autorka wyznaczata wspotrzedne jego potozenia na obrazie i wyznaczata
srednie przemieszczenie kwadratowe (MSD) bedace miarg jego przemieszczenia z potozenia
odniesienia, ktorym wedtug Niej byt srodek masy jadra komdrkowego, co byto kluczowym dla
zbadania tylko ruchu ogniska w obrebie jadra. Ogniska, Kktore zostaly indukowane
we wszystkich scenariuszach napromieniania, wykazywaly szybka, lokalnie ograniczong
ruchliwo$¢ przez pierwsze 40-50 minut. Po okoto 1 godzinie od rozpoczecia obserwacji wartosé
MSD osiggata plateau.

W podsumowaniu swojej pracy Autorka stwierdza, ze ,w przypadku sekwencyjnego
narazenia na mieszane wiqzki o niskim i wysokim LET, kolejnos¢ napromieniania w rézny
sposéb wptywa na odpowiedZ komdrkowq i mechanizmy naprawy. Wydaje sie,
ze po ekspozycji komdrek na promieniowanie o niskim, a pdzniej wysokim LET, komdrki
angazujq sie w naprawe ztoZonych uszkodzern wywotanych promieniowaniem o wysokim
LET w takim stopniu, zZe uszkodzenia wywotane promieniowaniem o niskim LET sq
naprawiane z opdéznieniem. Wynik ten daje wglqd w czasoprzestrzennq organizacje
proceséw naprawy DNA, ktéra moze by¢ modulowana przez obecnos¢ uszkodzen o roznej
ztoZonosci w jgdrze komérkowym”. Mimo przeprowadzonych badan z wykorzystaniem
sekwencyjnych wigzek mieszanych nie zdotata jednoznacznie stwierdzi¢, ktéra
z wcze$niej przedstawionych hipotez wyjasniajacych uzyskane efekty biologiczne jest
prawdziwa. W rezultacie w podsumowaniu wynikéw swojej pracy stwierdzita,
ze dodatkowym, interesujacym podejsciem do dalszych badan mogtoby by¢ Sledzenie



tworzenia sie ognisk w trzech wymiarach za pomoca mikroskopii konfokalnej. Analiza 3D
umozliwitaby zbadanie w trzecim wymiarze ognisk, ktérych nie udato sie wykry¢
ze wzgledu na ich naktadanie sie.

Komentarze i uwagi krytyczne

Calos$¢ pracy wykonanej przez panig mgr Adrianne Tartas oceniam wysoko tak za jakos¢
jak 1 ilo$¢ przeprowadzonych pomiaréw i symulacji komputerowych oraz za wnikliwg analize¢
uzyskanych wynikow. Powstate w trakcie lektury pracy uwagi krytyczne i zapytania, ktore
wymienitem w tresci recenzji wskazujg na pewien pospiech w redagowaniu wersji koncowe;j
pracy bez odniesienia si¢ do informacji zawartych w Jej opublikowanych materiatach
w recenzowanych czasopismach naukowych. W wielu miejscach takie odniesienia poprawilyby
zrozumienie podstaw, dlaczego zastosowano takie czy inne rozwigzanie. Korzystajgc zarowno
z przywilejow jak i obowigzku recenzenta, chciatbym jednak wskaza¢ na kilka dodatkowych,
czysto ,,edytorskich” niescistosci:

1. We wzorze 2.1 konieczny bytby dopisek, ze jednostki drogi sa wielko§ciami
masowymi nie liniowymi.

2. Str.7 gtownym produktem ,,ubocznym” rozpadu izotopu ?*!Am jest promieniowanie
v o energii 59,54 keV. Tutaj jednak w kontek$cie oddzialywania z komoérkami nie
zapominajmy o charakterystycznym promieniowaniu X produktu rozpadu, czyli
o promieniowaniu 2*’Np i poszukiwanie odpowiedzi na pytanie, czy to
promieniowanie uwzgledniono w dozymetrii tej pracy, czy to promieniowanie
uwzgledniono w rezultatach oddziatywania z komérkami U20S.

3. Dlazatozonych scenariuszy napromieniania i podanych mocy dawek poszczegdlnych
zrodet wyliczone dawki roznig sie o kilka procent w stosunku do cytowanych w pracy.

4. Czy uwzgledniono straty energii czastek a w warstwie powietrza zrodto-materiat
biologiczny.

5. Z jakim bledem oszacowana jest dawka absorbowana w komorce i jaki ma to wplyw
na koncowe wyniki analizy?

Whioski koncowe

Rozprawa zostata napisana poprawnym jezykiem i nie mam zastrzezen do stosowane;j
terminologii. Dysertacja zostata zilustrowana przejrzystymi rysunkami a wyniki w postaci
liczbowej sa przedstawiane w tabelarycznych zestawieniach.

Pomimo wymienionych w mojej recenzji drobnych uwag wysoko oceniam warto$¢
przedstawionej rozprawy doktorskiej i uwazam, ze:

e recenzowana rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, WnNOSI
istotny wklad w zakresie rozumienia technik oddzialywania promieniowania jonizujacego
z materig biologiczng na poziomie subkomoérkowym. Postawione przez panig mgr
Adrianne Tartas cele naukowe zostaty osiggnigte, a przedstawione w koncowym rozdziale
pracy plany na przyszto$¢ daja gwarancj¢ dalszego rozwoju naukowego.



e recenzowana praca doktorska spelnia wszelkie kryteria stawiane dysertacjom
na stopien doktora nauk fizycznych, tj. oryginalno§¢ postawionego problemu
naukowego i sp6jnos¢ tematyczng zbioru artykuléw zwigzanych merytorycznie
z tematem rozprawy. Dlatego tez wnioskuj¢ o dopuszczenie pani mgr Adrianny
Tartas do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.

Kielce, 29 stycznia 2024 r.
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