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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Adrianny Tartas

pit.
Wplyw wigzek mieszanych promieniowania jonizujacego

na dynamike naprawy uszkodzen DNA w komérkach U20S

Ze wzgledu na szerokie zastosowanie promieniowania jonizujgcego, jego wplyw
na organizmy zywe jest przedmiotem badan niemalze od czasu jego odkrycia. Uszkodzenia
indukowane przez promieniowanie jonizujgce zaleza od szeregu czynnikow, w tym gtéwnie
od rodzaju promieniowania, dawki i materialu biologicznego. Z tego wzgledu mechanizmy
oddzialywania i naprawy uszkodzen DNA w materiale biologicznym rdznego pochodzenia
sg przedmiotem badan naukowcdw na catym $wiecie. Rozprawa doktorska Pani mgr Adrianny
Tartas dotyczy powyzszych zagadnien. Praca powstala w Zaktadzie Fizyki Biomedycznej
Instytutu Fizyki Doswiadczalnej na Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego w oparciu
o wyniki badan radiobiologicznych “in vifro” przeprowadzonych w laboratorium Zaktadu
Biologii Molekularnej Uniwersytetu w Sztokholmie oraz “in silico” tj. symulacji
komputerowych metodami Monte Carlo. Promotorami rozprawy sg dr hab. Beata Brzozowska

oraz dr hab. Jarostaw Zygierewicz, prof. UW.

Rozprawa doktorska zostata podzielona na osiem rozdzialéw. Rozdzial pierwszy
zawiera krotkie wprowadzenie do podjetej tematyki, cel pracy oraz wykaz publikacji
Doktorantki. Rozdzial drugi i trzeci zawierajg wstep teoretyczny. Rozdzial drugi omawia
rodzaje promieniowania jonizujacego, jego oddzialywanie z materia, w szczegdlnosci
z materialem biologicznym, stosowane w pracy jednostki i pojecia oraz opis mechanizméw
uszkodzen i naprawy DNA. Rozdzial trzeci poswigcony jest opisowi badan radiobiologicznych

oraz stosowanej terminologii. Dwa gltéwne podrozdziaty dotyczg technik wykorzystywanych



w pracy czyli badan ,,in vifro” (odnoszacy si¢ zwykle do badan w kontrolowanych warunkach
z uzyciem izolowanych komoérek lub tkanek biologicznych w probéwee) i ,.in silico” (czyli
zastosowaniu algorytmoéw i danych do symulacji zjawisk biologicznych). W dwéch kolejnych
rozdziatach Autorka opisuje zastosowane w pracy materialy i metody. W rozdziale czwartym
znajduje si¢ opis uzytego materialu komérkowego oraz uktadéw eksperymentalnych
z zastosowaniem promieniowania o i promieniowania y. Kolejne podrozdzialy to opisy:
procedur eksperymentalnych, sposobu analizy ognisk naprawczych obserwowanych pod
mikroskopem fluorescencyjnym oraz analiza statystyczna. W szczegélnosci istotne dla tej
rozprawy doktorskiej w dyscyplinie nauki fizyczne, Autorka przedstawila rozdzial pigty
poswigcony aspektom zwigzanym z pomiarami dawek promieniowania jonizujacego tak, aby
mozna bylo precyzyjnie okresli¢ efekt biologiczny wywolywany narazeniem
na promieniowanie jonizujace. Ze wzgledu na zastosowanie r6znych rodzajow
promieniowania (promieniowania o oraz promieniowania y) zastosowano rézne metody
pomiarowe takie jak: filmy radiochromowe, dozymetr krzemowy oraz modelowanie
numeryczne - symulacje Monte Carlo. W rozdziale szostym Autorka zaprezentowala badania
sprawdzajgce odpowiedz komorek (z linii U20S na promieniowanie jonizujace y i o oraz
na kombinacje obu typéw promieniowania) co pozwala na monitorowanie obszaréw,
w ktérych powstaly DSB w miar¢ uplywu czasu przy uzyciu ognisk naprawczych.
W celu uzyskania zaréwno danych ilosciowych, jak i jakosciowych dotyczacych ognisk
zawierajgcych biatko NBS1 wykonana zostata analiza obrazéw z uwzglednieniem pomiaru
liczby, rozmiaru oraz intensywnosci ognisk. W rozdziale si6ddmym wykonano analize ruchéw
ognisk naprawczych i wskazano na ich podobienstwo do ruchéw Browna. Co nietypowe dla
rozpraw doktorskich w poszczegélnych rozdziatach 5-7 przeprowadzono dyskusje oraz
zaprezentowano wnioski. Natomiast ostatni (6smy) rozdzial pracy zawiera podsumowanie
calej pracy w kontekscie postawionych celéw oraz wskazuje dalsze perspektywy dotyczace
kierunkéw badan. Na koncu pracy znalazla si¢ bibliografia oraz trzy dodatki zawierajace

materialy dotyczace pracy takie jak protokét oraz odwotanie do wynikéw badan.

Glowny temat badan w ramach recenzowanej rozprawy doktorskiej dotyczyl oceny
oddzialtywania promieniowania jonizujacego o réznych wartosciach LET na komdrki
nowotworowe migsaka kosciopochodnego (U20S). Przedstawiona rozprawa doktorska
stanowi oryginalne rozwigzanie postawionego problemu naukowego i przyjetego celu badan.
Analizowano komoérki eksponowane osobno oraz sekwencyjnie w roznej kolejnosci na czgstki

o oraz promieniowanie y. Uzyskane w ramach recenzowanej rozprawy doktorskiej wyniki



wskazujg, iz odpowiedz komoérkowa i mechanizmy naprawy beda zaleze¢ od kolejnosci
napromieniania komorek promieniowaniem jonizujacym o niskim badZz wysokim LET.
Zaobserwowano mala ruchliwos¢ ognisk naprawczych po ekspozycji z zastosowaniem czastek
o jako pierwszych w poréwnaniu do odwrotnej kolejnosci podczas ktérych komérki byty
najpierw eksponowane na promieniowanie y, wskazujac, iz chromatyna odgrywa kluczows
role¢ w tej odpowiedzi. Autorka wskazuje, iz ze wzgledow technicznych obserwacje byty
prowadzone w czasie 5 godzin po ekspozycji oraz w obrazach dwuwymiarowych wskazujac
jednoczesnie dalsze kierunki badan, ktére moglyby polegaé na obserwacji ognisk naprawczych

w diuzszym czasie badZz w 3D.

Praca jest napisana bardzo starannie pod wzgledem edytorskim. Nie doszukatam sie
istotnych uchybien redakcyjnych, bledéw w metodyce pracy 1 sposobie obliczania
niepewnosci, ktére Autorka — co warto podkresli¢ - przedstawia w sposéb staranny i doktadny.
Uktad pracy, cho¢ nietypowy (jak wskazalam wyzej) jest poprawny. Przedstawiony spis
publikacji oraz ich dyskusja pozwalaja w sposéb jasny i klarowny oceni¢ zakres pracy
wykonanej przez Autorke. Tak przygotowana rozprawa doktorska $wiadczy o ogélnej wiedzy

teoretycznej doktorantki w zakresie nauk fizycznych, a takze radiobiologicznych.

Nieliczne uwagi i zapytania przedstawiam ponizej:

» Czym kierowano si¢ przy wyborze linii komérkowej U20S? Nie jest to bowiem
najpopularniejsza nowotworowa linia komodrkowa stosowana w badaniach

radiobiologicznych.

» W rozdziale 1 w kilku miejscach Autorka pisze o zastosowaniach medycznych
promieniowania, w domysle jonizujgcego. Poniewaz zastosowanie promieniowania -
nie tylko jonizujgcego - jest szerokie warto bytoby zaznaczy¢ to rozroznienie. Ta sama

uwaga dotyczy opisu narazenia na naturalne promieniowanie (w domysle jonizujace).

» W rozdziale 2 autorka uzywa w odniesieniu do promieniowania rentgenowskiego
iy sformutowania ,,czgstki”, odwolujac si¢ do opisu kwantowego. W kontekscie catego
rozdzialu naturalniejsze - z mojego punktu widzenia - wydaje si¢ okreslenie
»promieniowanie fotonowe”, poniewaz opisane w rozdziale 2.2 oddzialywanie
promieniowania z materig odnosi si¢ do jedynie fotonéw (co zreszta zostalo zaznaczone
i jest zrozumiate ze wzgledu ma zakres pracy), niekoniecznie za$ do wszystkich czastek

neutralnych (w tym np. neutronéw) - tak jak sugerowalaby to nazwa podrozdziatu.
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Ponadto takie podejscie podkreslitoby to réznice w sposobach utraty energii.
W przypadku czastek natadowanych jednostka opisujaca straty energii jest zdolnosé
hamowania - Autorka przytacza tutaj réwnanie Bethego-Blocha (réwnanie 2.1), nie ma
natomiast - cho¢ sg opisane mechanizmy oddzialywan fotonéw z materig -
podsumowania w jaki spos6b nastepuje utrata energii promieniowania fotonowego
w nawigzaniu do wspétezynnika pochtaniania i prawa oslabienia ekponencjalnego.
Bardzo pozytywnie oceniam opis w kolejnym rozdziale (2.3) wyjasniajacy réznice

w depozycji energii (gestosci jonizacji) dla promieniowania o wysokim i niskim LET.

W tego typu badaniach niewystarczajace moga okazaé sie eksperymenty prowadzone
z wykorzystaniem jednego typu linii komérkowej. Kazda linia komérkowa (nawet tego
samego typu nowotworu) moze cechowac¢ si¢ odmiennym podtozem genetycznym oraz
zdolnoscig naprawy uszkodzen popromiennych. Prosze zatem o wyjasnienie czy
uzyskane przez Autorke wyniki moga by¢ odnoszone, korelowane (czy beda
znamiennie rézne) dla innych linii komérkowych miesaka kosciopochodnego,

a w konsekwencji pozostatych linii nowotworowych (np. gleju, prostaty, piersi).

Podczas ekspozycji na promieniowanie istotne sa takze badania odpowiedzi komorek
prawidlowych np. fibroblastow. Krétkiej dyskusji wymaga odniesienie uzyskanych
danych dla tego typu komorek.

Na czgéci rysunkow brakuje jednostek i zakreséw, co ulatwitoby analize (np. rysunki
2.13 oraz 3.1).

Opisy na temat “kombinacji napromieniari” sa niejasne, m.in. nie do konca jest jasne
czego dotycza: czaso6w napromieniania czy dawek? W rozdziale 4.2.1 Doktorantka
pisze o poréwnywalnych czasach napromieniania - co nie ma istotnego znaczenia
poniewaz czasy nie odpowiadaja dawkom od promieniowania X w stosunku 1:1. Dawki
bedg zaleze¢ od energii promieniowania, uzytej filtracji, udziatowi promieniowania
miekkiego w widmie rentgenowskim. W opisach w rozdziale 4.3.7 i rozdziale 6
wystepujg rozbieznosci w opisie kombinacji napromieniania: na stronie 35 podano,
iz napromieniano w kombinacji 45% promieniowania o i 55% promieniowania v,
natomiast na poczatku rozdzialu 6 Autorka podaje proporcje 46% promieniowania vy

i 54% promieniowania o. Czy istotnie nieznacznie zmieniono czas napromieniania?



Rozprawa doktorska Pani Adrianny Tartas dotyczy zagadnien istotnych dla
zrozumienia mechanizméw oddziatywania promieniowania jonizujagcego z materiatem
biologicznym. Przedstawione wyniki mogg mie¢ szerokie znaczenie, istotne zaréwno podczas
takich zastosowan w medycynie jak radioterapia i wpltyw wytworzonych mieszanych pol
promieniowania, jak réwniez w przypadku naraZenia np. na promieniowanie kosmiczne
astronautéw podezas lotéw zatogowych. Przedstawione badania ,,in vitro” stanowia podstawe
do dalszych rozwazan i pozwalaja dokladniej (na poziomie komérkowym) przyjrzeé sie
zachodzgcym mechanizmom powstawania uszkodzen DNA, nastepnie zachodzacym procesom
naprawczym. Doktorantka w peni zrealizowata cele postawione w pracy. Pozytywnie oceniam
wartos¢ przedstawionej rozprawy doktorskiej, a przedstawione powyzej pytania i komentarze

nie wplywaja negatywnie na warstwe merytoryczng przedstawionej rozprawy.

Chcialabym zaznaczy¢, ze przedstawiona rozprawa doktorska wyréznia sie pod
wzgledem zakresu podjetej tematyki, gdyz przedstawione zagadnienia sg szczegdlnie
wymagajace, ze wzgledu na stopien skomplikowania i koniecznosci zastosowania réznych
technik, w tym numerycznych. Konkludujgc, uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji
rozprawa doktorska Pani mgr Adrianny Tartas speinia wszelkie wymagania stawiane
dysertacjom na stopien doktora i wnioskuj¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Fizyczne
Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie Pani Adrianny Tartas do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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