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Recenzja rozprawy doktorskiej
»Dawka lokalna i jej rola w biologicznej odpowiedzi linii komérkowych ssakéw in vitro”

pani mgr Urszuli Kazmierczak

Tematem pracy pani mgr KaZzmierczak jest badanie odpowiedzi biologicznej komérek
chomika chiriskiego (CHO-K1) poddanym naswietlaniu promieniowaniem rentgenowskim i
jondw *2C przy stosunkowo niskich energiach, charakteryzujacych sie duzg gestoscia jonizacji.
Gtéwnym celem przeprowadzonych eksperymentéw byto poszukiwanie jednoznacznej
sygnatury efektu sgsiedztwa (ang. bystander effect). Polega on na indukcji popromienne;j
odpowiedzi biologicznej w komérkach nieeksponowanych na promieniowanie, a jedynie
przebywajacych w sasiedztwie komdrek napromieniowanych. Efekt ten byt badany w
przesztosci przez wiele grup badawczych przy uzyciu réznego rodzaju promieniowania
jonizujacego i roznych technik eksperymentalnych, prowadzac do niejednoznacznych, czesto
nawet sprzecznych rezultatow. Brak powtarzalnosci eksperymentéw wynika prawdopodobnie
z nieznajomosci mechanizméw odpowiedzialnych za ten efekt. Najczesciej przyjmuje sie, ze
sygnaty naswietlonych komdrek przesytane sg droga potaczern szczelinowych za
posrednictwem cytokin lub innych czynnikéw sygnatowych wydzielanych do otoczenia,
indukujacych w komérkach sgsiednich uszkodzenia DNA i prowadzacych do ich apoptozy. Z
dotychczasowych obserwacji wynika, ze efekt sasiedztwa zalezy od zaabsorbowanej dawki i
od stosunku liczby komdrek napromieniowanych do nienapromieniowanych. Ponadto
stosowane sg uktady pomiarowe, ktére umozliwiajg bezposredni kontakt fizyczny miedzy
komorkami badz takie, w ktérych kontakt ten zapewniony jest posrednio poprzez hodowle we
wspolnym medium hodowlanym.

W pracy pani Kazmierczak zdecydowano sie na wykorzystanie tej drugiej metody,
wykorzystujac specjalnie skonstruowane naczynia do wspélnej hodowli komérek, zapewniajac
jednoczesnie  brak  bezposdredniego  kontaktu komoérek napromieniowanych i
nienapromieniowanych. Biologiczng odpowiedZ analizowano przy wykorzystaniu testu
mikrojgdrowego oraz badajac zdolno$¢ kolonii komérkowych do klonowania, okreélajac tym
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samym ich przezywalno$¢. Ze wzgledu na bardzo duze zréznicowanie wynikéw réznych grup
badawczych szczegdlng uwage zwrdcono na dozymetryczna strone eksperymentéw, badajac
natezenie i jednorodnosé wiazki jonéw *2C za pomocg metod fizycznych i biologicznych.

Potwierdzenie i poznanie mechanizméw efektu sasiedztwa mogtoby mieé istotny
wptyw na praktyke kliniczna stosowana w radioterapii zmian nowotworowych. Konsekwencje
efektu sasiedztwa moga mie¢ charakter zaréwno korzystny jak i niekorzystny. Z jednej strony
efekt ten mogthy zwigkszy¢ efektywnosé radioterapii poprzez indukcje uszkodzed w
komorkach nowotworowych znajdujacych sig poza obszarem naswietlanym, ale z drugiej
mogtby by¢ odpowiedzialny za zwigkszenie powiktari popromiennych w tkankach zywych. Stad
temat pracy ma walory nie tylko poznawecze, ale takze aplikacyjne.

Rozprawa doktorska liczy 134 stron i jest podzielona na szeéé rozdziatéw, ktére ponizej
pokrétce omowie.

Pierwszy rozdziat jest poswiecony opisowi oddziatywania promieniowania jonizujacego
z materig i wprowadza pojecia fizyczne, ktére w dalszej czeéci rozprawy beda stanowié
podstawe planowania eksperymentdw i dyskusji ich wynikéw. Przedstawione sa zaleznodci
zdolnosci hamowania czastek natadowanych oraz liniowego przekazu energii, co stanowi
podstawe do obliczenia rozktadu dawki w zaleznosci od gtebokosci obiektu naswietlanego.
Tutaj wkradta sig pewna niescistos¢, gdyz przytoczony wzér Bethego-Blocha (1.1) opisuje tylko
zdolnos¢ hamowania dla stosunkowo wysokich energii potrzebnych do jonizacji o$rodka. Stad
nie jest on w stanie opisa¢ przebiegu tej zaleznosci w obszarze, gdzie takie procesy
wzbudzenia atomu sg wazne, a wiec dla energii w poblizu maksimum zdolnoéci hamowania i
ponizej jego. W dalszym ciagu rozdziatu zaprezentowano koncepcje dawki lokalnej i jej zwigzku
rozktadem szybkich elektrondw powstatych w procesie jonizacji.

W nastgpnym rozdziale autorka zajmuje sie biologicznymi skutkami promieniowania
jonizujacego prezentujac podstawowe pojecia i mechanizmy biologiczne na poziomie
komorkowym oraz sposoby ich badania jak np. aberracje chromosomowe, mikrojadra
komorkowe czy tez przezywalno$¢ komédrek. Przedstawiono takie koncepcje efektu

sasiedztwa, metody badawcze i prawdopodobne jego mechanizmy.

Po tym ogolnym wstepie w rozdziale trzecim mgr Kazmierczak sformutowata krdtko
cele przedfozonej pracy, aby w nastepnych rozdziatach opisa¢ juz metodyke wiasnych badari i
otrzymane rezultaty. Jak juz wspomniatem powyzej, ze wzgledu na trudnosci w powtarzalnogci
eksperymentdw szczegdlny nacisk potozono na precyzyjne okreélenie wszystkich waznych
parametrow przeprowadzonych doswiadczen, co zostato wyczerpujaco przedstawione w
rozdziale czwartym. Tutaj jednym 2z najwazniejszych elementéw byt sam uktad
eksperymentalny do naswietlari jonami *2C w Srodowiskowym Laboratorium Ciezkich Jondw
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Uniwersytetu Warszawskiego i sposoby badania rozktadu nateienia oraz dozymetrii
promieniowania. W tym celu wykonano badania z wykorzystaniem metod fizycznych (uzycie
folii samo wywotujacej i dielektrycznych detektoréw éladowych) jak réwniez biologicznego
testu y-H2AX. Wykonane testy, przedstawione w rozdziale pigtym, potwierdzity z duza
precyzjg prawidtowe funkcjonowanie sytemu dozymetrycznego wykorzystanego w ukfadzie
badawczym. Eksperymenty z uzyciem Zrédta promieniowania rentgenowskiego
(prawdopodobnie firmy YXLON a nie jak podano w pracy XYLON) przeprowadzono w Instytucie
Chemii i Techniki Jagdrowej w Warszawie. Zabrakto natomiast przedstawienia informacji na
temat widma energetycznego tego irddta i liniowego przekazu energii. W rozdziale pigtym
przedstawiono réwniez wyniki ilosciowej analizy wystepowania mikrojader w komdrkach
CHO-K1 dla trzech dawek promieniowania 0,1 Gy, 1 Gy i 4Gy. Analiza ta stanowita podstawe
dla badania popromiennego efektu sasiedztwa za pomocg zaréwno testu mikrojadrowego jak
i testu klonogennego. Przeprowadzono je rowniez dla trzech dawek i dwdéch rodzajow
promieniowania: jonéw *2C i promieniowania rentgenowskiego.

W rozdziale szostym mgr Kazmierczak podsumowata otrzymane wyniki i poréwnata z
rezultatami badar innych autoréw, zas w rozdziale si6dmym przedstawita ostateczne wnioski,
podkreslajac, Ze analiza statystyczna wskazuje na brak efektu sgsiedztwa w badanym uktadzie
eksperymentalnym. Ze wzgledu na duze znaczenie badanych efektéw negatywny wynik

stanowi jednak w moim przekonaniu przede wszystkim motywacje do dalszych badar w tej
dziedzinie.

Na szczegolne podkreslenie zastuguje bardzo duza starannos¢ w przygotowaniu
przedstawionej dysertacji, logiczny i wyczerpujacy ukfad pracy, co wspdtgra z bardzo starannie
i precyzyjnie wykonanymi doswiadczeniami. Natomiast moje gtéwne zastrzezenia do
recenzowanej pracy odnosza sie do sposobu analizy danych eksperymentalnych. Autorka
przedstawita w wiekszosci przypadkéw otrzymane rezultaty w formie tabel i diagraméw
stupkowych, pomijajac zbadanie ich liniowoéci bad? nieliniowoéci w zaleznoéci od
zastosowanej dawki. Skad inad wiadomo oczywiscie, ze wtaénie zaleznoéé funkcyjna moze
dostarczy¢ cennych informacji. Wydaje sig, ze cztery punkty pomiarowe , wtaczajac w to dane
otrzymane bez promieniowania, jest wystarczajaca liczbg, aby sprawdzié ich liniowoéé.

Oto kilka przyktadéw. W tabeli 5.1 na str. 71 podano liczbe $ladéw zarejestrowanych
w detektorze PM-355 i oczekiwana liczbe jondw. Obie wielkosci powinny by¢ liniowe w funkcji
dawki, co nalezatoby sprawdzié. Podobnie tabela 5.2 przedstawia liczbe ognisk y-H2AX w
zaleznosci od dawki. Poniewaz ogniska te odpowiadajg liczbie podwéjnych ztamari helisy DNA,
badana zaleznos¢ powinna by¢ liniowa. Tymczasem mozna prawdopodobnie stwierdzi¢ silng
nieliniowos¢ — dlaczego? W tabelach 5.5 i 5.6 przedstawione sg wyniki liczbowe testéw

mikrojadrowych, i tutaj takze mozna by sprawdzié liniowo$¢ otrzymanych zaleznosci — wydaje



sig ze liczba mikrojader w probkach naswietlonych jonami *2C rosnie zbyt wolno ze wzrastajaca
dawka.

Inna moja uwaga odnosi sie do analizy danych poddanych testowi U (tabela 5.7 i 5.8).
Niestety w pracy nie podano wyrazenia na funkcje U i nie okreslono niepewnosci z jaka zostat
wyznaczony odpowiedni parametr. Stad stwierdzenia o zgodnosci z rozktadem Poissona bad?
jej braku majg tylko ograniczong wartos¢. Z drugiej strony wyniki otrzymane dla jonéw wegla
potwierdzaja tzw. overdispersion, co jest charakterystyczne dla czastek o wysokim liniowym
przekazie energii i opisywane jest rozktadem typu Neuman A.

Na koniec chciatbym si¢ odnies¢ do wynikéw otrzymanych w tedcie klonogennym.
Podczas gdy przezywalno$é komorek sasiednich do komérek naswietlonych jonami wegla
rzeczywiscie nie wskazuje na efekt sagsiedztwa, to w przypadku promieniowania
rentgenowskiego (tabela 5.10) przezywalnosci obliczone dla  wszystkich dawek
promieniowania sg systematycznie mniejsze niz jeden. lezeli usrednié¢ wszystkie szesé
zmierzone wielkosci (mozna to zrobic¢ bo btedy sig pokrywaja), wéwczas otrzymana wartogé
srednia obarczona bedzie znacznie mniejszym btedem tak, ze wynik staje sie statystycznie
znaczacy na poziomie ufnosci wyzszym niz 95%. Doktadne obliczenia mozna wykonac uzywajac
testu t i okredlic wartosc p (p-value). Podobne obliczenia mozna by takze wykona¢ tylko dla

czterech punktéw pomiarowych otrzymanych dla wyzszych dawek, dla ktérych oczekujemy
saturacji efektu sgsiedztwa.

Powyzsze uwagi nie zmieniajg mojej bardzo dobrej opinii o recenzowanej pracy.
Stanowig jedynie przyczynek do dyskusji otrzymanych wynikéw.

Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr Urszuli KaZmierczak stanowi oryginalne
podejscie do badania popromiennego efektu sasiedztwa w komérkach CHO-K1 przy
wykorzystaniu wigzki jondw 2C i promieniowania rentgenowskiego. Pomimo negatywnego
wyniku koficowego, badania te stanowig podstawe do dalszych analiz i eksperymentéw. Pani
Kaimierczak wykazata sie ogdlna wiedzg fizyczng i biologiczng oraz zdolnoéciami
eksperymentalnymi, udowadniajac, ze jest przygotowana do prowadzenia samodzielnych
badari naukowych. Uwazam, ze rozprawa doktorska spetnia wszelkie wymagania okreélone w

Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym i wnosze o dopuszczenie jej do publicznej
obrony.
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