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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIE]
Pani mgr Adrianny Tartas
pt.: Wplyw wiazek mieszanych promieniowania jonizujacego na dynamike naprawy
uszkodzen DNA w komdrkach U20S.

Recenzja zostala wykonana w odpowiedzi na pismo Przewodniczacego Rady Naukowej
Dyscypliny Nauki Fizyczne, Pana prof. dr hab. Wojciecha Satute, z dnia 5 grudnia 2023 roku
(pismo nr BRN-XII/531/87/2023), w zwiazku z decyzja Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego, na mocy ktorej zostalam powotana na recenzenta
rozprawy doktorskiej Pani mgr Adrianny Tartas.

Przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Adrianny Tartas zostala
wykonana w Zaktadzie Fizyki Biomedycznej w Instytucie Fizyki Doswiadczalnej na Wydziale
Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego, pod kierunkiem Pani dr hab. Beaty Brzozowskiej oraz
Pana dr hab. Jarostawa Zygierewicza, prof. UW. Rozprawa jest 100-stronicowym dzietem,
poprzedzonym streszczeniem rozprawy w jezyku polskim i angielskim oraz wykazem
skrotow. Pierwszy rozdziat rozprawy stanowi wprowadzenie czytelnika w tematyke badan,
motywacje przeprowadzenia zaplanowanych eksperymentow oraz okreslenie znaczenia
otrzymanych wynikow w dziedzinie fizyki medycznej. Rozdzial ten zawiera rowniez spis
publikacji doktorantki, z podziatem na te, ktére obejmujace wyniki zaprezentowane w
rozprawie doktorskiej (4 publikacje z listy JCR) oraz na te, ktére nie dotycza bezposrednio
zagadnien prezentowanych w rozprawie (4 publikacje z listy JCR). Kolejne dwa rozdziaty,
obejmujace 25 stron, stanowig wstep teoretyczny rozprawy. Zostaly w nim omodwione
podstawy oddzialywania promieniowania jonizujacego z materiatem biologicznym (m.in.
parametry i wielkosci stuzace do opisu jakosci i efektywnosci promieniowania w kontekscie
indukcji uszkodzern DNA, a takze mechanizmy naprawy DNA) oraz wybrane testy
radiobiologiczne, ktére wykorzystywane sa w badaniach oddzialywania promieniowania
jonizujacego z materiatem biologicznym, ze szczegdlnym uwzglednieniem testéw istotnych
w kontekscie rozprawy doktorskiej. Kolejny rozdzial, liczacy 10 stron, obejmuje opis
materiatow i metod zastosowanych w eksperymentach radiobiologicznych oraz opis uktadu
doswiadczalnego. Teoretyczna i doswiadczalna weryfikacja dozymetryczna zastosowanych
zrodel promieniowania jonizujacego zostaly opisane szczegdétowo w rozdziale pigtym (11



stron). W kolejnych dwoch rozdziatach, liczacych 18 stron, Doktorantka przedstawila i
omowila zagadnienia zwigzane z powstawaniem i zanikaniem popromiennych ognisk
naprawczych w jadrach komdrkowych, ze szczegélnym uwzglednieniem liczby ognisk, ich
rozmiaru, intensywnosci oraz mobilnosci. Ostatni, siddmy rozdzial (22 strony) zawiera
wnioski, ktore stanowia odpowiedzi na pytania postawione w ramach celu rozprawy, a takze
sugestie dotyczace ewentualnych kierunkéw rozszerzenia badan w przysztosci. Rozprawa
zawiera rowniez bibliografie, protokodt laboratoryjny hodowli komdrek U20S oraz informacje
na temat dostepu do wybranych danych eksperymentalnych, ktore zostaly umieszczone na
stronach internetowych.

Celem niniejszej rozprawy bylo zbadanie wplywu sekwencyjnego napromieniania
komorek na dynamike powstawania i zanikania ognisk naprawczych w DNA. Problem
badawczy jest bardzo ciekawy z poznawczego punktu widzenia, poniewaz pomimo wielu lat
badani, nadal nie ma jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, jakie sa biologiczne efekty
narazenia materialu genetycznego na dzialanie mieszanych, a szczegdlnie sekwencyjnych
efektow dzialania réznych typéw promieniowania jonizujacego, ktore oddziatujg
jednoczesnie lub w krétkich odstepach czasu. Problem ten jest réwniez bardzo interesujacy z
praktycznego punktu widzenia, gdyz jest on $cisle zwiazany z ochrona radiologiczna i
radioterapia.

Doktorantka podeszta do problemu badawczego kompleksowo. W pierwszej, fizycznej
czesci badan, skupila si¢ na teoretycznej i doswiadczalnej dozymetrii stosowanych zrddet
promieniowania, majacej na celu dokladne okreslenie dawki, jaka otrzymuje materiat
biologiczny. Do oszacowania energii zdeponowanej i liczby czastek o, ktore oddziatujg z
atomami jadra komorkowego oraz do oszacowania rozktadu dawki i wartosci LET, poziomu
niejednorodnoéci dawki i niepewnosci w réznych uktadach eksperymentalnych, Doktorantka
wykonata teoretyczne symulacje z wykorzystaniem dwdch kodéw Monte Carlo (PARTRAC i
Geant4). W celu sprawdzenia jednorodnosci promieniowania y Doktorantka przeprowadzita
dozymetrie z wykorzystaniem metod fizycznych (film radiochromowy EBT3 Gafchromic oraz
krzemowy dozymetr aktywny). Uzyskane wyniki wykazaly jednorodny rozklad
zdeponowanej energii, jednorodny rozklad liczby toréw czastek o i waski rozklad wartosci
LET z 2! Am oraz potwierdzity wartos¢ mocy dawki, ktéra mozna uzyskac ze zrodta '¥Cs oraz
zadowalajaca jednorodnos¢ dawki w komorze. Szczegdtowa charakterystyka zrddet
promieniowania pozwolita Doktorantce na przeprowadzenie drugiej, radiobiologicznej czesci
badan.

Badania radiobiologiczne skupily si¢ na poznaniu wplywu sekwencyjnego
napromieniania komdrek czastkami a i promieniowaniem y na ogniska naprawy DNA,
zawierajace biatko nibryne (NBS1). Material do badan stanowily komdrki z linii U202,
wyprowadzonej z komdrek miesaka kosciopochodnego. Komorki byly trwale transfekowane
plazmidem kodujacym biatko zielonej fluorescencji (GFP). Zastosowanie ww. komorek
umozliwilo Doktorantce dlugotrwate obrazowanie (300 minut) w czasie rzeczywistym
zywych komorek, w ktorych tworza sie i zanikaja ogniska naprawy DNA. Komorki byty
napromieniane wedtug czterech scenariuszy: (I) napromieniane czastkami a, (II)
napromieniane promieniowaniem y, (III) napromieniane sekwencyjnie promieniowaniem y
po czastkach a i (IV) napromienianie sekwencyjnie czastkami o po promieniowaniu y. Dawki,



ktore zostaly zastosowane do napromieniania komorek to 1,7 Gy dla czastek «, 2 Gy dla
promieniowania v i 1,85 Gy dla sekwencyjnego napromieniania y po ati & po .

Pierwszy etap badan radiobiologicznych dotyczyt analizy kinetyki powstawania i
zanikania ognisk naprawczych NBS 1. Wyniki uzyskane przez Doktorantke potwierdzily dane
literaturowe, wskazujace na znaczny i zalezny od dawki promieniowania wzrost liczby
popromiennych ognisk naprawy DNA. Wyniki potwierdzily r6wniez dane literaturowe, ktore
wskazuja, Ze liczba ognisk stopniowo spada w miare uptywu czasu naprawy. Dosy¢
oczekiwanym wynikiem byta rowniez najwigksza liczba ognisk naprawczych w komdrkach
poddanych dzialaniu promieniowania y i najmniejsza w komorkach napromienionych
czastkami a. Szczegolnie ciekawe i oryginalne sa wyniki dotyczace napromieniania
sekwencyjnego. Wyniki uzyskane przez Doktorantke wykazaty, ze chociaz obie sekwencje
napromieniania wywotywaty poczatkowo wysoka liczbe ognisk, jednak synergia miedzy
promieniowaniem y a promieniowaniem a pod wzgledem opdznionej naprawy wystapita
jedynie w przypadku sekwencyjnego napromieniania o — y. W przypadku sekwencyjnego
napromieniania y — a Doktorantka zaobserwowata szybka naprawe, a liczba ognisk spadta
ponizej oczekiwanej wartosci, osiagajac prawie poziom ognisk wywolanych przez czastki a.

Drugi etap badan radiobiologicznych obejmowal analize wielkosci ognisk.
Doktorantka stusznie zalozyta, ze wielkos$¢ ogniska powinna by¢ wprost proporcjonalna do
ztozonosci uszkodzen DNA, zatem powinna by¢ wieksza w jadrach komodrkowych
poddanych dzialaniu promieniowania «, w poréwnaniu z promieniowaniem y. Zgodnie z
oczekiwaniami Doktorantki, najwigksze ogniska byly obserwowane zaraz po ekspozycji na
czastki a, aich wielko$¢ zmniejszata si¢ w miare uplywu czasu. Promieniowanie y indukowato
na poczatku male ogniska, ktorych wielkos¢ nie zmieniata sie znaczaco przez pierwsze 180
minut obserwacji. Moja najwieksza ciekawo$¢ wzbudzily wyniki, ktore dotyczyly
napromieniania sekwencyjnego. Wykazaly one, ze sekwencyjne napromienianie y — «
indukowato na poczatku mate ogniska, ktérych wielkos¢ nie zmieniata si¢ znaczaco przez
pierwsze 180 minut obserwacji. Po tym czasie Doktorantka obserwowata jednak lekki wzrost
wielkosci ognisk. Ogniska, ktére powstaty w wyniku ekspozycji komoérek na sekwencyjne
napromienianie ¢ — y byly na poczatku mniejsze niz te, ktére powstaty po ekspozycji tylko
na czastki a. Jednak od 150. minuty po ekspozydji srednia wielko$¢ ognisk zaczeta stopniowo
wzrastac, osiagajac maksimum po 270 minutach od czasu rozpoczecie napromieniania i byta
najwigksza sposrod wszystkich przeprowadzonych eksperymentéw.

Kolejna charakterystyka ognisk naprawczych, na ktorej skupita sie Doktorantka, byta
intensywnos¢ fluorescencji ognisk NBS1-GFP w jadrze komdérkowym, bedaca miara catkowitej
ilosci biatka naprawczego. Wyniki uzyskane przez Doktorantke wykazaly, ze najwigksza
catkowita intensywno$¢ ognisk zostata zaobserwowana w komdrkach poddanych dziataniu
sekwencyjnego napromieniania a — y. Najnizsze wartosci catkowitej intensywnosci ognisk
zostaly zaobserwowane dla sekwencyjnego napromieniania y — a. Natomiast najbardziej
wyrazny spadek catkowitej intensywnosci ognisk wystapit dla komorek napromienionych
czastkami o.

Ostatnim, ciekawym etapem badan podjetych przez Doktorantke byla analiza
mobilnosci ognisk naprawczych, generowanych przez pojedyncze jak i sekwencyjne
napromienianie komoérek. Uzyskane wyniki wykazaly, ze ogniska, ktore zostaly indukowane



we wszystkich scenariuszach napromieniania, wykazywaly subdyfuzyjny ruch w
ograniczonej przestrzeni, co, jak zostato stusznie stwierdzone przez Doktorantke, sugeruje, ze
srodowisko chromatyny, na ktdra oddziatuje promieniowanie, ma dominujacy wplyw na
proces naprawy uszkodzenn DNA.

Podsumowujac, wyniki pracy sa bardzo ciekawe i spdjne, wzbudzaja wysoki stopien
zaufania czytelnika i poszerzaja w istotny sposob wiedze na temat mechanizmow
powstawania i zanikania ognisk naprawczych DNA NBS1. W mojej opinii zastosowanie
sekwencyjnych dawek zamiast ,mieszanej dawki” jest oryginalnym podejSciem i zastuguje na
najwigksze docenienie, bowiem wynik jasno pokazuje, ze kolejnos¢ napromienienia ma
decydujacy wplyw na efekt dawki mieszanej. Wybdr biatka naprawczego NBS1 przez
Doktorantke, zamiast najczesciej wybieranych bialek 53BP1 oraz gamma-H2AX, réwniez
zastluguje na docenienie. Biatko NBSI1 jest komponentem kompleksu MRN, ktéry bardzo
wczesnie rozpoznaje podwdjnoniciowe uszkodzenia DNA, organizujac szlak odpowiedzi na
uszkodzenia DNA (DDR). Zatem, dynamike powstawania ognisk NBS1 mozna uzna¢ za
doskonaly wyznacznik DDR.

Z obowiazku recenzenta przedstawiam kilka uwag, ktore nie umniejszaja wartosci
pracy i nie maja wplywu na moja pozytywna ocene:

1. Doktorantka przedstawila wylacznie cel gtowny rozprawy. Zabraklo mi
przedstawienia celow szczegotowych, ktore porzadkuja kolejnos¢ etapdw realizacji
pracy i finalnie przyczyniajq si¢ do realizacji celu gléwnego.

2. Na stronie 34 w podrozdziale 2.7.2 zabrakto mi schematu szlaku naprawy DNA, ktéry
pokazywalby w przejrzysty sposdb umiejscowienie biatka NBS1 w tym szlaku.

3. Na stronie 39 Doktorantka napisata, ze ,Ogniska zawierajace biatko naprawcze
poruszaja si¢ wewnatrz komodrek”. Po pierwsze, ogniska zawierajace biatko naprawcze
nie poruszaja si¢ wewnatrz komorek, a wewnatrz jadra komdérkowego. Po drugie,
obserwowana przez Doktorantke zmiana potozenia ogniska naprawczego nie wynika
z jego niezaleznego ruchu, ale z ruchu domeny chromatyny, ktéra zawiera ognisko
naprawcze w miejscu podwdjnoniciowego pekniecia DNA. Ta uwaga odnosi si¢ do
calego rozdziatu 7, zatytulowanego jako ,Mobilnos¢ ognisk naprawczych”. W mojej
opinii bardziej odpowiednim tytulem dla tego rozdziatlu powinien by¢ tytut:
,Mobilnosé¢ chromatyny zawierajacej ogniska naprawcze”.

4. Na stronie 46, podrozdzial 4.3.1 Napromienianie sekwencyjnymi wigzkami
mieszanymi Doktorantka napisata, ze dawki, ktére zostaly uzyte do napromieniania
to odpowiednio 1,7 Gy, 2 Gy oraz 1,85 Gy dla scenariuszy: (I) napromieniane czastkami
«, (II) napromieniane promieniowaniem vy, (III i IV) napromienianie wigzkami
mieszanymi: Yy po a i a po y. Zabraklo mi informacji, dlaczego Doktorantka
zdecydowala sie na taki wybor dawek.

5. Na stronie 69 Doktorantka napisata, ze ,Wyniki przeprowadzonych badan nad
mobilnoscia ognisk naprawczych wykazaty subdyfuzyjny ruch no$nikow uszkodzen
DSB w ograniczonej przestrzeni”. O jakich nosnikach tu mowa ?

6. Na stronie 70 Doktorantka napisata, ze ,,...ruchliwos¢ chromatyny jest najwyzsza w
obszarach zawierajacych bardzo ztozone uszkodzenia DNA. To moze by¢ wynikiem



rozpuszczania architektury chromatyny wzdtuz sciezek czastek o wysokim LET...”.
Co Doktorantka miata na mysli, piszac o ,, rozpuszczaniu architektury chromatyny” ?

7. Opisy wykreséw nie sa zbyt informatywne i zmuszaja czytelnika do przeszukiwania
calej rozprawy w celu znalezienia istotnych danych, jak np. informacji na temat
zastosowanych dawek promieniowania.

8. Szkoda, ze Doktorantka skupiajac si¢ na analizie ognisk NBS1, nie uwzglednita w
swoich badaniach przezywalnosci komodrek po zastosowaniu napromieniania
sekwencyjnego. Taka analiza pokazataby w sposob bardziej kompleksowy, czy i jak
obserwowane rdznice w kinetyce powstawania i zanikania ogniska NBS1 moga
wplywac na indukowana promieniowaniem smier¢ komorek.

Oceniajac catos¢ recenzowanej rozprawy Pani mgr Adrianny Tartas, z pelnym
przekonaniem stwierdzam, ze przedmiot rozprawy doktorskiej stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego. Uzyskane wyniki wnosza istotny wktad do osiagniec
naukowych w Polsce i na Swiecie, o czym swiadczy miedzy innymi publikacja uzyskanych
przez Doktorantke wynikdw badan w 4 renomowanych czasopismach z listy JCR (PLOS One,
International Journal of Radiation Biology, Radiation and Environmental Biophysics, Frontiers
in Physics). Rozprawa jest swiadectwem ogromnej pracowitosci Doktorantki i bardzo dobrej
znajomosci podjetego tematu. Cel pracy zostal sprecyzowany jasno i konkretnie. Opis
eksperymentdw jest wystarczajaco szczegdtowy, aby mozna bylto ocenic strone doswiadczalng
i dobrze zilustrowany. Literatura przedmiotu jest bardzo dobrze dobrana. Doktorantka
wybrata 215 pozydji, nie ograniczajac si¢ do prac najnowszych. Jezyk pracy jest poprawny, a
zakres przeprowadzonych badan oraz dyskusja i wnioski przedstawione sg klarownie.
Zaréwno zawartos¢ merytoryczna rozprawy, jak i sposob analizy wynikow oraz ich dyskusji
pokazuja umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez Doktorantke i
$wiadcza o bardzo duzej dojrzatosci naukowej oraz doskonatym warsztacie badawczym.

Biorac powyzsze pod uwage, recenzowana rozprawa doktorska spetnia warunki
zawarte w § 21 pkt 2-4 Zalacznika nr 1 do uchwaly nr 157 Senatu Uniwersytetu
Warszawskiego z dnia 29 czerwca 2022 r. w sprawie okre$lenia sposobu postepowania w
sprawie nadania stopnia doktora oraz stopnia doktora habilitowanego na Uniwersytecie
Warszawskim, pozwalajac w pelni na pozytywna konkluzje. Rozprawa doktorska speinia
warunki/wymagania okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (tekst jednolity: Dz. U. 2022 poz. 574 z pdzn. zmianami), dlatego wnosze do
Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie
mgr Adrianny Tartas do dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia doktora w

dyscyplinie nauki fizyczne.




