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Streszczenie

Podwojnoniciowe uszkodzenia DNA sa szczegoélnie szkodliwg forma uszkodzen, ktore
moga réznic si¢ stopniem ztozonosci w zaleznosci od czynnika, ktory je indukuje. W reakeji
na tego typu uszkodzenia, komorki inicjuja wieloetapowy proces odpowiedzi biologiczne;j.
Promieniowanie «, charakteryzujace sie duza gestoscia jonizacji, wywotuje ztozone uszko-
dzenia skupione w niewielkiej objetosci. Posrednio jonizujace promieniowanie v indukuje
rozproszone, proste uszkodzenia, gtéwnie poprzez produkcje reaktywnych form tlenu. Ba-
dania nad wplywem zastosowania promieniowania jonizujacego na material biologiczny
pozostaja obszarem intensywnych badan, w szczeg6lnosci gdy napromienianie odbywa sie
z wykorzystaniem réznych typéw promieniowania dostarczanych razem.

Celem pracy byto zbadanie wplywu sekwencyjnych wigzek mieszanych promieniowa-
nia jonizujacego na odpowiedZ biologiczng komoérek nowotworowych kostniakomiesaka.
Do zbadania efektu oddzialywania dwéch rodzajéow promieniowania oraz jego wplywu
na indukcje uszkodzen DNA zostal wykorzystany test radiobiologiczny, ktory polega na
analizie ognisk naprawczych biatka NBS1. Obserwacje obejmowaly analize powstawania
i zanikania ognisk, ich rozmiaru, intensywnosci oraz ruchliwosci. Poréwnane zostaty skutki
napromienienia komoérek promieniowaniem « i 7y stosowanymi osobno oraz sekwencyjnie
z uwzglednieniem kolejnosci. Do obserwacji ognisk zostal uzyty mikroskop fluorescencyjny
do obrazowania zywych komoérek w czasie rzeczywistym.

Przed przystapieniem do badan radiobiologicznych, przeprowadzona zostala dozy-
metria zrodet dostepnych w laboratorium Zaktadu Biologii Molekularnej Uniwersytetu
w Sztokholmie, ktére byty uzywane do napromienienia materiatu biologicznego. Do spraw-
dzenia przestrzennego rozktadu dawki zrodta promieniowania v wykorzystane zostaty cer-
tyfikowane dozymetry aktywne i pasywne, jak i dozymetr krzemowy wykonany w ramach
wspotpracy z Wydziatem Fizyki Uniwersytetu w Sztokholmie. Weryfikacja dozymetrycz-
na zrodta promieniowania « zostala przeprowadzona w oparciu o symulacje komputerowe
z wykorzystaniem metod Monte Carlo.

Uzyskane wyniki wskazuja na wptyw kolejnosci stosowania promieniowania charakte-
ryzujgcego sie réznym sposobem oddziatywania na indukcje DNA oraz szybkosci i jakosci
ich naprawy. Ekspozycja na sekwencyjne wiazki mieszane, gdzie promieniowanie o byto
stosowane jako pierwsze, wywotala silniejszy efekt biologiczny: najwiekszg liczbe powsta-
tych ognisk naprawczych o najwiekszym rozmiarze oraz najwolniejszej naprawie. Mozliwe
wyjasnienia sugeruja, ze otwarcie chromatyny indukowane przez czastki o moze nasilac
uszkodzenia poprzez ekspozycje DNA na rodniki indukowane promieniowaniem -, lub
tez aktywacja mechanizmu naprawy jest silniejsza, gdy indukcja uszkodzen czastkami o
poprzedza uszkodzenia rozproszone indukowane promieniowaniem .

Stowa kluczowe

promieniowanie jonizujace, dozymetria, modelowanie metodami Monte Carlo, czastki «,
promieniowanie 7y, sekwencyjne wigzki mieszane, uszkodzenia i naprawa DNA






Abstract

Double-strand DNA damage is a particularly cytotoxic form of damage that can vary
in complexity depending on the inducing factor. In response to such damage, cells initiate
a multistep process of biological response. The « particles, characterized by high ionization
density, induce complex damage concentrated in a small volume. Indirectly ionizing -~
radiation induces scattered, simple damage, primarily through the production of reactive
oxygen species. Studies on the impact of ionizing radiation on biological material remain
an area of intensive investigation, especially when irradiation involves the simultaneous
use of different types of radiation.

The aim of the study was to investigate the effect of sequential mixed beams of io-
nizing radiation on the biological response of osteosarcoma tumor cells. To examine the
effect of the interaction of two types of radiation and its impact on the induction of DNA
damage, a radiobiological test involving the analysis of repair foci of the NBS1 protein
was used. The observations included an analysis of the formation and disappearance of
foci, their size, intensity and mobility. The effects of cell irradiation with o and ~ radia-
tion used separately and sequentially were compared, considering the order of exposure.
A fluorescence microscope for real-time imaging to observe the repair foci.

Before performing radiobiological experiments, dosimetry of the sources available in
the Department of Molecular Biosciences at the Stockholm University was conducted.
These sources were used for irradiating biological material. To verify the spatial distri-
bution of the absorbed dose from the ~ radiation source, certified active and passive
dosimeters, as well as a silicon dosimeter developed in collaboration with the Depart-
ment of Physics of the Stockholm University, were employed. Dosimetric verification of
the a radiation source was performed through computer simulations using Monte Carlo
methods.

The obtained results indicate the influence of the order of irradiation, characterized
by different effects on DNA induction as well as the rate and quality of their repair.
Exposure to sequential mixed beams, where o radiation was delivered first, resulted in
a stronger biological effect: the highest number of formed repair foci with the largest size
and the slowest repair. Possible explanations suggest that chromatin opening induced by
« particles may enhance damage by exposure of DNA to radicals induced by v radiation,
or the activation of the repair mechanism is stronger when the induction of damage by «
particles precedes sparsely radiation-induced damage ~.

Keywords

ionizing radiation, dosimetry, Monte Carlo modeling, « particles, v radiation, sequential
mixed beams, DNA damage and repair
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Wykaz skréotow

bp (ang. base pairs) pary zasad
c-NHEJ (ang. classical non-homologous end joining) standardowa $ciezka

niehomologicznego taczenia koncow

Cv (ang. coefficient of variation) wspotczynnik zmiennosci

DDR (ang. DNA damage response) odpowiedz na uszkodzenie DNA

DSB (ang. double-strand break) podwdjnoniciowe uszkodzenie

DNA (ang. deoxyribonucleic acid) kwas deoksyrybonukleinowy

GFP (ang. green fluorescent protein) biatko zielonej fluorescencji

HR (ang. homologus recombination) rekombinacja homologiczna

ICRU (ang. International Commission on Radiation Units & Measurements,
Miedzynarodowa Komisja ds. Jednostek Promieniowania i Pomiaréw

IMRT (ang. intensity modulated radiation therapy) radioterapia z modulacja
intensywnosci wigzki

LET (ang. linear energy transfer) liniowy przekaz energii

MC Monte Carlo

MSD (ang. mean square displacement) Srednie przemieszczenie kwadratowe

MRN kompleks biatek, ktory bierze udzial w odpowiedzi na uszkodzenia DNA

NBS1 sktadnik kompleksu MRN, biatko biorace udzial w naprawie DNA

NHEJ (ang. non-homologous end joining) nichomologiczne taczenie koncéw

OER (ang. oxygen enhancement ratio) wsp6tezynnik wzmozenia tlenowego

RBE (ang. relative biological effectiveness) wzgledna skutecznos$é biologiczna

RIF (ang. radiation-induced focus) ognisko indukowane promieniowaniem

jonizujacym

SD (ang. standard deviation) odchylenie standardowe
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SF
SSB
ssDNA
U208

(ang. surviving fraction) frakcja przezywalnosci
(ang. single-strand break) pojedynczoniciowe uszkodzenie
(ang. single-stranded DNA) jednoniciowe DNA

linia komoérkowa nowotworu miesaka kosciopochodnego



Rozdziat 1

Wprowadzenie

Promieniowanie jest czescig naturalnego srodowiska. Na promieniowanie pochodzg-
ce z naturalnych, jak i sztucznych Zrodet organizm ludzki jest narazony kazdego dnia.
To promieniowanie sktada si¢ z promieniowania kosmicznego, substancji radioaktywnych
obecnych w skorupie ziemi (oraz ich produktéw rozpadu), a takze z radioaktywnych izoto-
péw obecnych w naszych organizmach (Mc Laughlin| |2015). Promieniowanie pochodzace
z kosmosu, ktore jest znaczace dla astronautéw w przestrzeni kosmicznej, moze roéwniez
przenikaé przez atmosfere i dociera¢ do nas na przyktad podczas lotéw samolotem (Di Tro-
lio et all [2015). Promieniotwérczy radon, ktory jest emitowany ze skorupy ziemskiej,
przyczynia si¢ do ekspozycji na promieniowanie « (Tollefsen et al., 2014). Nasze organi-
zmy zawieraja naturalne izotopy, takie jak 4C, 2!°Pb i “°K (ICRP},[2017). Znaczny udzial
majg réwniez zastosowania medyczne promieniowania. Procedury diagnostyki medycz-
nej oraz terapii pacjentéw onkologicznych staja sie coraz bardziej powszechne na calym
$wiecie, a 3"Cs z opadu radioaktywnego po katastrofie w Czarnobylu oraz inne nuklidy
z prob jadrowych sa obecne w naszym pozywieniu (Sadasivan and Mishraj, [1986). Dla
wiekszosci ludzi ten poziom promieniowania nie wywotuje mierzalnych negatywnych efek-
tow stochastycznych, takich jak rozwijanie sie nowotworow. Niemniej jednak, okreslenie
ewentualnego niebezpieczenstwa zwigzanego z ekspozycja na promieniowanie jonizujace
jest jednym z gtéwnych celéw badan nad promieniowaniem (Wojcik and Harms-Ringdahl,
2019). Eksperymenty, ktore sa przeprowadzane w celu badania skutkéw promieniowania,
dostarczajg informacji o uszkodzeniach materiatu genetycznego znajdujacego sie w ko-
morkach zywych, ktore sa indukowane przez promieniowanie oraz naprawiane.

W wielu badaniach dotyczacych wplywu promieniowania jonizujacego do indukcji
uszkodzen DNA wykorzystywany byl jeden konkretny rodzaj promieniowania. Wazne jest
jednak zrozumienie, jaka jest odpowiedZ materiatu biologicznego, jesli jest on poddany
dziataniu réznych rodzajéw promieniowania jonizujacego podawanych jednoczesnie lub
w krétkich odstepach czasu. Narazenie na promieniowanie mieszane ma miejsce pod-
czas wypadkow radiacyjnych, lotow samolotem, a zwtaszcza w trakcie misji kosmicznych,
gdzie promieniowanie mieszane jest wynikiem oddziatywania promieniowania kosmicz-
nego z ostonami statkow kosmicznych. Naturalne promieniowanie mieszane wystepuje
w niektorych obszarach na $wiecie, w tym w Brazylii, w chinskim Yangjian, na indyjskim
wybrzezu Kerala oraz w iranskim Ramsar (Abbasi et al., [2019). Poziom tego promienio-
wania jest az o kilkaset razy wyzszy niz srednie promieniowanie tta obserwowane w Polsce.



Naturalne narazenie na promieniowanie w Polsce wynosi okoto 2,58 mSv rocznie (PAA|
2023). W radioterapii z zastosowaniem nowoczesnych technik leczenia pacjentéw ekspo-
zycja na promieniowanie mieszane wystepuje podczas dhugich sesji terapeutycznych z wy-
korzystaniem wiazki o modulowanej intensywnosci (ang. intensity modulated radiation
therapy, IMRT) (Toma-Dasu et al., 2017)). Oddziatlywanie wysokoenergetycznego promie-
niowania jonizujacego z ciatem pacjenta czy kolimatorami stuzacymi do zawezania pola
promieniowania, powoduje zwigkszenie niepozadanych dawek od wygenerowanego w ten
sposéb promieniowania rozproszonego (rozproszone promieniowanie X) i wtérnego (neu-
trony, promieniowanie ). Podobny efekt wystepuje w terapii borowo-neutronowej (ang.
Boron Neutron Capture Therapy, BNCT), w ktérej pacjent jest napromieniany wiazka
neutronéw o konkretnej energii (neutrony epitermiczne). Neutrony zderzaja sie z jadra-
mi atomow boru podanych pacjentowi wczesniej w postaci farmaceutyku zawierajacego
nieradioaktywny izotop tego pierwiastka (Malouff et al., 2021). Jadro boru po wychwycie
neutronu ulega rozpadowi na jadro pierwiastka litu oraz czastke wysokoenergetycznego
promieniowania .

Szczegoblnie wazne jest zrozumienie, czy ekspozycja na kilka rodzajow promieniowania
jonizujacego podawanego w krotkim odstepie czasu prowadzi do oddziatywania addytyw-
nego (czyli sumy oddziatywan poszczegdlnych rodzajéw promieniowania) czy synergiczne-
go (co oznacza osiagniecie wiekszego efektu biologicznego niz prosta suma efektéw oddziel-
nych sktadnikéw) (Streffer and Miiller, 1987). Nadal nie ma jednoznacznej odpowiedzi,
jakie sa biologiczne konsekwencje napromienienia materiatu komoérkowego z wykorzysta-
niem co najmniej dwoch typow promieniowania jonizujacego réznigcych sie miedzy sobg
sposobem oddziatywania z atomami osrodka. Badania, ktore koncentruja sie na odpo-
wiedzi na pytanie, czy narazenie na promieniowanie mieszane prowadzi do tworzenia sie
kompleksowych uszkodzen wykraczajacych poza poziom oczekiwany z addytywnego dzia-
tania obu rodzajoéw promieniowania, moga by¢ pomocne w zrozumieniu, w jaki sposob
jako$¢ promieniowania wptywa na biologiczne konsekwencje ekspozycji komérek zywych
na promieniowanie jonizujace.

1.1 Cel pracy

Celem niniejszej pracy jest zbadanie wplywu zastosowania sekwencyjnych wigzek mie-
szanych promieniowania jonizujacego na dynamike powstawania ognisk naprawczych w ko-
morkach nowotworowych migsaka kosciopochodnego. Do napromieniania materiatu biolo-
gicznego zostato uzyte promieniowanie v oraz czastki a. Procesy formowania i zanikania
ognisk naprawczych zostaly zarejestrowane za pomocg mikroskopii poklatkowej. Anali-
za otrzymanych obrazéw umozliwita scharakteryzowanie przestrzenno-czasowej ewolucji
powstawania ognisk.

Dodatkowo przeprowadzona zostata dozymetria zroédet, ktérymi napromieniany zostat
material biologiczny w czasie eksperymentu. Oprocz dozymetrii doswiadczalnej przy uzy-
ciu roznego rodzaju detektorow wykonane zostaly obliczenia przy pomocy metod Monte
Carlo (MC), ktére umozliwity scharakteryzowanie sposobu oddzialywania promieniowania
jonizujacego z materiatem biologicznym.



Wyniki projektu przedstawione w pracy dostarczaja wyraznych (jednak wciaz niekom-
pletnych) argumentéw na rzecz prawdziwosci hipotezy o réznicy w powstawaniu i naprawie
uszkodzen DNA w wyniku ekspozycji na promieniowanie o réznej charakterystyce oddzia-
tywania z materig stosowane w sekwencyjnych wigzkach mieszanych podawanych w réznej
kolejnosci.

1.2 Uktad pracy

Praca doktorska sktada sie z o$miu gtéwnych rozdziatéw. Pierwszy rozdziat stanowi
wprowadzenie czytelnika w tematyke badan, motywacje zaplanowanych eksperymentéw
oraz ujecie tematyki pracy i okreslenie znaczenia otrzymanych wynikow w dziedzinie fizyki
medycznej.

W drugim rozdziale, ktéry jest wstepem teoretycznym, zostalty oméwione podstawy
oddzialywania promieniowania jonizujacego z materialem biologicznym. Przedstawione
zostaly parametry i wielkosci shuzace do opisu jakosci i efektywnos$ci promieniowania
w kontekscie indukcji uszkodzenn DNA, a takze mechanizmy naprawy komoérek w przypad-
ku uszkodzen materiatu genetycznego. Trzeci rozdzial poswiecony jest wybranym testom
radiobiologicznym, istotnym w badaniu oddziatywania promieniowania jonizujacego z ma-
teriatem komoérkowym, prezentujac techniki szczegélnie istotne w kontekscie pracy.

Rozdzial czwarty prezentuje uzyte w eksperymentach radiobiologicznych materiaty
i metody, szczegdtowo opisujac uktad doswiadczalny. Sekcja ta dostarcza informacji do-
tyczacych procesu napromieniania komoérek oraz obserwacji ognisk naprawczych pod mi-
kroskopem fluorescencyjnym. Ze wzgledu na prowadzenie badan z wykorzystaniem zrodet
promieniotworczych, przeprowadzone zostaly pomiary dozymetryczne, co zostato szcze-
gotowo omowione w rozdziale piatym. Przedstawiona zostata rowniez charakterystyka
dozymetryczna uzytych w projekcie zrédet promieniowania jonizujacego.

W kolejnych dwoch rozdziatach zostaty zebrane i oméwione najwazniejsze wyniki ana-
lizy obrazéw ognisk naprawczych znajdujacych si¢ w jadrach komoérkowych poddanych
dzialaniu promieniowania jonizujacego. Okreslone zostaty parametry opisujace proces na-
prawy uszkodzen w materiale genetycznym. W rozdziale szostym zawarte sg informacje do-
tyczace liczby i rozmiaroéw ognisk naprawczych, jak réwniez ich intensywnosci. Natomiast
w rozdziale sibdmym opisana zostata analiza mobilnosci ognisk naprawczych w oparciu
o podstawy teorii ruchéw Browna.

Ostatni rozdzial zawiera wnioski, ktore stanowig odpowiedzi na postawione w ramach
celu pracy pytania, a takze sugestie dotyczace ewentualnych kierunkéw rozszerzenia badan
w przysztosci.

1.3 Spis publikacji

Wyniki prezentowane w niniejszej rozprawie byty opublikowane w nastepujacych ar-
tykutach:

Tartas, A., Lundholm, L., Scherthan, H., Wojcik, A., Brzozowska, B. (2023). The
order of sequential exposure of U20S cells to gamma and alpha radiation influen-



ces the formation and decay dynamics of NBS1 foci. PLOS One, 18(6), €0286902.
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Tartas, A., Filipek, M., Pietrzak, M., Wojcik, A., Brzozowska, B. (2023). Modeling
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ticles under various setup conditions. International Journal of Radiation Biology,
1-9. 10.1080/09553002.2023.2161659

Baiocco, G., Bartzsch, S., Conte, V., Friedrich, T., Jakob, B., Tartas, A., Villagrasa,
C., Prise, K. M. (2022). A matter of space: how the spatial heterogeneity in energy
deposition determines the biological outcome of radiation exposure. Radiation and
Environmental Biophysics, 61(4), 545-559. 10.1007/s00411-022-00989-z

Brzozowska, B., Tartas, A., Wojcik, A. (2020). Monte Carlo modeling of DNA
lesions and chromosomal aberrations induced by mixed beams of alpha particles
and X-rays. Frontiers in Physics, 8.10.3389/fphy.2020.567864

Dodatkowo ponizej znajduje si¢ lista publikacji, ktorych jestem wspotautorka, ale wy-
niki tych badan nie dotycza bezposrednio zagadnien prezentowanych w rozprawie.

Akuwudike, P., Tartas, A., Lopez-Riego, M., Toma-Dasu, 1., Wojcik, A., Lun-
dholm, L. (2022). Cell type-specific patterns in the accumulation of DNA dama-
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Zotierzak, A., Zycienska, K., Ginter, J., Lorenc, T., Brzozowska, B. (2022). Exo-
some secretion and cellular response of DU145 and PC3 after exposure to alpha ra-
diation. Radiation and Environmental Biophysics, 61(4), 639-650. 10.1007/s00411-
022-00991-5

Gatecki, M., Tartas, A., Szymanek, A., Sims, E., Lundholm, L., Sollazzo, A.,
Cheng, L., Fujishima, Y., Yoshida, M. A., Zygierewicz, J., Wojcik, A., Brzozowska-
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Rozdziat 2

Oddzialywanie promieniowania
jonizujacego z materig

Promieniowanie jonizujace dzieli sie na czastki naladowane (promieniowanie bezpo-
srednio jonizujace), takie jak leptony, czastki a, protony i inne jony, oraz czastki neutralne
(promieniowanie posrednio jonizujace), takie jak fotony (promieniowanie rentgenowskie
lub promieniowanie 7y) i neutrony. Ze wzgledu na zastosowania promieniowania jonizuja-
cego do celéw medycznych, interesujace jest oddziatywanie czastek «, elektronow, a takze
fotonow z materialem biologicznym. Wazne jest réwniez badanie efektow oddzialywania
protonéw i innych ciezkich czastek natadowanych, ktoére sa wykorzystywane w hadro-
noterapii. Zastosowanie w niniejszej pracy promieniowania «, ktérego charakterystyka
oddziatlywania z materig jest opisana krzywa Bragga, podobnie jak w przypadku pro-
tonow i innych ciezkich czastek natadowanych, umozliwia wykorzystanie wynikéw i ich
interpretacje réwniez w kontekscie protonoterapii (Hotta and Mizuno, |2023)).

Do opisu sposobu interakcji promieniowania z materia wazne jest okreslenie prawdo-
podobienstwa zajscia zdarzenia, w ktorym czastka promieniowania oddziatuje z atomami
osrodka. Wielkoscia stuzaca do opisu tych proceséw jest przekrdj czynny. Zrozumienie
pojecia przekroju czynnego dla konkretnego rodzaju promieniowania jest kluczowe do
analizy biologicznych skutkéw tego oddzialtywania.

2.1 Promieniowanie korpuskularne

Kiedy ciezka czastka natadowana przechodzi przez materie, jej kulombowskie pole
elektryczne oddziatuje z elektronami zwigzanymi w atomie i jadrami atomow w osrodku.
Zwykle tylko niewielka cze$¢ energii kinetycznej jest tracona podczas kazdego zderzenia,
a czastka uczestniczy w wielu interakcjach, zanim przekaze cata swoja energie materii.
Oddziatywania te powoduja wzbudzenia i jonizacje atomdéw oraz emisj¢ promieniowa-
nia elektromagnetycznego. W zaleznosci od rodzaju natadowanej czgstki rézne procesy
oddziatywania sg mniej lub bardziej istotne. Sposéb oddzialywania z materig jest inny
dla lekkich czastek natadowanych (elektrony i pozytony) i ciezkich czastek natadowanych
(jony). Na Rysunku zostal przedstawiony uproszczony sposob transportu czastek na-
ladowanych (jonéw i elektronéw) w materii.
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Rysunek 2.1: Schematyczny diagram transportu jonu i elektronu przez materie, ktory jest
zmodyfikowanym rysunkiem pochodzacym z (Nilsson and Brahme, 2014). Ciezka czastka
natadowana (jon) wzbudza i jonizuje atomy na swojej drodze. Jest ciezsza w poréwnaniu
z elektronami, wiec podczas kazdego zderzenia przenosi tylko bardzo matg ilos¢ swojej
energii i zmienia kierunek ruchu w przypadku elastycznego rozpraszania z jadrem.

Mechanizmy, dzigki ktorym natadowane czastki traca energie lub sa rozpraszane, moz-
na podzieli¢ na cztery gtéwne typy oddziatywan: zderzenia niesprezyste z elektronami
zwigzanymi w atomie, zderzenia niesprezyste z jadrem atomowym, rozpraszanie sprezy-
ste na jadrze atomowym oraz zderzenia sprezyste z elektronami w atomie. Dominujacym
mechanizmem, dzieki ktéremu czastki natadowane zaréwno o matym, jak i duzym tadun-
ku, traca swoja energie, jest zderzenie niesprezyste z elektronami znajdujacymi si¢ na
powlokach atomu. W wyniku takiego zderzenia nastepuje wzbudzenie i jonizacja. Czesto
energia przekazywana emitowanemu elektronowi jest na tyle wysoka, ze umozliwia elek-
tronowi jonizacje kolejnych atoméw. Taki wtérny elektron nazywany jest elektronem 9.
Jezeli energia nie jest wystarczajaco wysoka, tylko kilka atoméw zostanie zjonizowanych,
a blisko siebie powstanie skupisko czesto trzech do czterech aktéw jonizacji. Zderzenia
niesprezyste z jadrem zachodza, gdy natadowana czastka przechodzi w poblizu jadra ato-
mowego i ulega rozproszeniu. Przy zmianie kierunku ruchu czastka traci energie, ktora
jest emitowana w postaci promieniowania hamowania (Bremsstrahlung). Przekr6j czynny
dla tego procesu jest istotny w obszarze energii stosowanych w fizyce medycznej.

Straty energii kinetycznej ciezkiej czastki naladowanej przy przechodzeniu przez osro-
dek materialny sg wyrazane za pomocg wzoru Bethego-Blocha, ktorego postac¢ jest naste-

pujaca:

dE Z 1 2m.c?y? 3?
_9E e N2 L | 25

o AP 7 G2 . (2.1)

%—f jest stratg energii czastki na jednostke drogi dx, z to tadunek czastki, Z i A sg wielko-
Sciami charakteryzujacymi (jednorodny) o$rodek, N4 to statla Avogadro, r. to klasyczny
promien elektronu r, = %, p = ¢ to predkosc czastki, v jest czynnikiem Loretzna
(1- ﬁQ)_%, a I to stata jonizacji dla danego o$rodka (Skrzypczak and Szeflinskil 2012).



Promieniowanie «

Przyktadem czastek natadowanych jest promieniowanie a, ktore powstaje w wyniku
rozpadu jadrowego. Czastki « sa zbudowane z dwéch protonéw i dwdch neutrondéw (tak
jak jadra 3He*?) i maja tadunek dodatni. Typowym izotopem, ktory jest zrodtem czastek
a jest 24 Am.

241 Am
(432,6 lat)

158,5 keV
5,443 MeV rozpad a
85,2% 4
5,486 MeV rozpad a ¥
103,0 keV
4
l 59,5 keV
0 keV

237Np

Rysunek 2.2: Schemat rozpadu promieniotwoérczego 24! Am obejmujace trzy gtéwne kanaly
rozpadu «, ktory zostal wykonany na podstawie (Malain and Kanchanal, 2019).

241 Am rozpada sie do neptunu 23"Np emitujac czastki o o energiach 5443 keV, 5486 keV
i 5390 keV. Czas potowicznego zaniku wynosi 432,2 lat (Malain and Kanchana, [2019).
Schemat rozpadu promieniotwoérczego izotopu 2*'!Am zostal przedstawiony na Rysun-
ku 2.2 Gtéwnym produktem ubocznym rozpadu izotopu jest promieniowanie -y o energii
59,54 keV.

Promieniowanie « jest bardzo silnie pochtaniane przez materie. Charakteryzuje sie
ono duzo mniejszg przenikliwoscig niz promieniowanie . Czastki a o energiach od 4 do
10 MeV maja w powietrzu zasigg od 5 do 11 cm. Dla tych samych energii zasigg czastek
a w wodzie wynosi od 20 do 100 pm (Song et al., 2012]).

2.2 Czastki neutralne

Promieniowanie elektromagnetyczne jest rozprzestrzeniajacym si¢ w przestrzeni zabu-
rzeniem pola elektromagnetycznego. Obejmuje ono pelne spektrum promieniowania, wia-
czajac w to zakres fal radiowych i mikrofalowych, promieniowanie podczerwone, $wiatto
widzialne, promieniowanie ultrafioletowe, promieniowanie rentgenowskie oraz promienio-
wanie v. W opisie kwantowym promieniowanie elektromagnetyczne jest traktowane jako
strumien nieposiadajacych masy czastek elementarnych zwanych fotonami.

Oddziatywanie fotonéw z materia polega gtownie na wybijaniu z atomu lub wytwa-
rzaniu wtornych czastek natadowanych, leptonow, takich jak elektrony i pozytony. To
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Rysunek 2.3: Zaleznosé¢ przekroju czynnego absorpcji kwantu v w absorbencie, w funkcji
energii. Krzywe na wykresie reprezentuja wartosci, dla ktorych przekréj czynny dla efektu
Comptona (o.) jest réwny przekrojowi czynnemu dla efektu fotoelektrycznego (o) lub
kreacji par (0,). Wykres pochodzi z (Hyun et al., [2018) i zostal zmodyfikowany na po-
trzeby pracy.

wladnie leptony deponujg energie w materiale poprzez jonizacje i wzbudzenia opisane
w Rozdziale Najwazniejszymi procesami, w ktorych fotony oddziatuja z materia, sa:
efekt fotoelektryczny, efekt Comptona, rozpraszanie Rayleigha i Thomsona oraz kreacja
par w polu jadra atomowego i analogiczna kreacja tych czastek w polu innego elektro-
nu (inaczej kreacja tripletu). Zalezno$¢ wystepowania rodzaju oddzialywania w funkcji
energii fotonu zostala przedstawiona na Rysunku [2.3]

Dla niskich energii fotonéw, ponizej 100 keV, efekt fotoelektryczny jest dominujgcym
procesem interakcji w materiatach o sredniej i duzej liczbie atomowej. W procesie foto-
elektrycznym foton jest catkowicie absorbowany przez atom, a energia jest przekazywana
elektronowi. Efekt zachodzi dla elektronéw zwigzanych w atomie na wewnetrznych po-
wtlokach, aby zostata spelniona zasada zachowania energii i pedu. Zjonizowany w wyniku
efektu fotoelektrycznego atom znajduje sie w stanie wzbudzonym. Powr6t do stanu pod-
stawowego, ktéry polega na zapeknieniu luki po oderwanym elektronie elektronem z wyz-
szej powloki, odbywa sie przy emisji promieniowania charakterystycznego (Chelkowski
et al., 2014)).

Efekt Comptona to zjawisko rozpraszania fotonu o wysokiej czestotliwosci po interakeji
ze swobodnym lub stabo zwigzanym elektronem, w wyniku ktorego nastepuje zwickszenie
dtugosci fali fotonu (zmniejszenie jego energii). Czesé energii przekazywana jest rozpro-
szonemu elektronowi, a kierunek poruszania sie fotonu ulega zmianie (Workman et al.,
2022; [Yao et al., 2006)). Procesy, w ktorych foton jest rozpraszany bez zmiany dlugosci
fali, sa nazywane rozpraszaniem Thomsona i Rayleigha (Strzatkowski, |1979). W podejs$ciu
klasycznym zmienne pole elektryczne fali padajacej na atom wzbudza drgania elektronu.
Elektron wykonujac ruch drgajacy, emituje promieniowanie. Rozpraszanie Thomsona za-
chodzi dla swobodnych elektronéw, natomiast rozpraszanie Rayleigha — dla elektronéw



zwigzanych w atomie (Wade and Drake| |2019).

W procesie kreacji par, promieniowanie fotonowe oddzialuje z polem elektrycznym
w poblizu jadra atomu, w wyniku czego powstaje elektron i pozyton. Kazda powsta-
ta czastka ma energie spoczynkowa rowna 511 keV. Warunkiem koniecznym do zajscia
procesu kreacji par jest energia fotonu, ktéra musi by¢ wieksza niz suma energii spoczyn-
kowych elektronu i pozytonu (1,022 MeV) (Motz et al., [1969). W procesie kreacji tripletu
foton o wysokiej energii oddzialuje z elektronem w materii. Energia przekazana temu

elektronowi jest na tyle duza, ze moze on ulec dalszym oddziatywaniom. Prowadzi to do
pojawienia sie trzech produktéw (tripletu): wybitego elektronu, pozytonu i dodatkowego

elektronu wybitego w wyniku wtérnego oddziatywania (Aurenche et al., 2000).

Promieniowanie v

Promieniowanie 7 jest rodzajem promieniowania elektromagnetycznego o wysokiej
energii i krotkiej dtugosci fali. Jest ono emitowane przez jadro atomu podczas rozpa-
du promieniotworczego lub reakcji jadrowych. Wystepuje, gdy jadro przechodzi ze stanu
wzbudzonego do stanu o nizszej energii, uwalniajac nadmiar energii w postaci kwantu ~.
Przykladem izotopu emitujgcego promieniowanie v jest 137Cs. Jest to radioaktywny izotop
wytworzony przez cztowieka, ktorego okres pottrwania wynosi 30 lat. Widmo promienio-
wania 7 pochodzacego z izotopu 3"Cs zostalo przedstawione na Rysunku
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Rysunek 2.4: Fotonowe widmo energetyczne dla izotopu *7Cs (Mendes et al., 2022).

137Cs to sztucznie wytworzony radioaktywny izotop. Rozpada sie poprzez rozpad 3—
(proces rozpadu jadra atomowego, w ktérym neutron przeksztalca sie w proton z wy-
tworzeniem czastki 3—, czyli elektronu) do izotopu 3"Ba. Podczas tego rozpadu, 94,6%
atoméw 37Cs przechodzi do metastabilnego stanu wzbudzonego baru 3"Ba. Stan ten
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ma okres pottrwania rowny 156 s. Podczas przejécia ze stanu wzbudzonego do stanu pod-
stawowego, 13" Ba emituje kwant promieniowania 7 o energii réwniej 661,6 keV. Schemat

rozpadu zostal przedstawiony na Rysunku [2.5]

137Cs
(30,17 lat)

94,6%
512 keV rozpad fi—

137mBg

1,174 MeV rozpad f—
851%

661,7 MeV y

¥

137Ba
stabilny

Rysunek 2.5: Schemat rozpadu promieniotwérczego izotopu *7Cs, ktory zostat wykonany
na podstawie (Podgorsak et al., 2006).

2.3 Dawka i liniowy przekaz energii

Wedtug raportu Miedzynarodowej Komisji ds. Jednostek i Pomiaréw Promieniowa-
nia (ang. International Commission on Radiation Units & Measurements, ICRU) (ICRU],
2011) dawka promieniowania jonizujacego (D) odnosi si¢ do ilosci energii (£) zdepono-
wanej w materii przez promieniowanie jonizujace na jednostke masy (m) i jest wyrazana
Wzorem: g

D= p— (2.2)

Badajac aspekty oddzialywan promieniowania jonizujacego w komoérkach, dla uprosz-
czenia stosowane jest zalozenie, ze jadro komoérkowe sktada sie gtéwnie z wody, jako ma-
teriatu rownowaznego tkance oraz genomowemu DNA. W tym przypadku dawka jest ob-
liczana dla masy, ktéra jest iloczynem gestosci wody (p) i objetoscei (V') napromienianego

obiektu:
FE

pu— W'
Dawke w jednostkach SI wyraza sie w dzulach na kilogram masy absorbentu [J/kg].

D (2.3)

Specjalng jednostka dawki pochlonietej jest grej [Gy].

Wazna wtlasciwoscia promieniowania jonizujacego jest jego liniowy przekaz energii
(ang. linear energy transfer, LET). Makroskopowo okresla on ilo$¢ energii (dF) promienio-
wania jonizujacego deponowana w osrodku na jednostke przebytej odlegtosci (dx) (Seltzer
et al., |2011)). Jest on opisany wzorem:

dE

LET = —. 2.4
= (2.4)
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LET jest zwykle wyrazany w jednostkach kiloelektronowoltéw na mikrometr (keV /pm)
lub megaelektronowoltéw na centymetr (MeV /cm). Ta wielkosé¢ dostarcza informacji o ge-
stosci jonizacji oraz posrednio o biologicznych skutkach promieniowania (Rossi, (1960).
Promieniowanie o wysokim LET, ktére deponuje znaczng ilos¢ energii w matym obszarze,
ma wieksze konsekwencje biologiczne. W przeciwienstwie do tego energia promieniowa-
nia o niskim LET jest deponowana w wiekszym obszarze i jest mniej prawdopodobne, ze
spowoduje powazne uszkodzenia (Brzozowska et al., 2020). Na Rysunku zostalty przed-
stawione symulowane struktury torow dla czastek natadowanych o r6znej masie: elektronu
i czastki a.

Rysunek 2.6: Krétkie fragmenty symulowanych toréw elektronu o niskiej energii (po lewej
stronie) i niskoenergetycznej czastki o (po prawej stronie) w materii. Duze kropki ozna-
czaja jonizacje, a mate wzbudzenia (reprodukcja z (Goodhead, [1999))).

Zgodnie z wzorem 2.4 warto$¢ LET dla danej czastki zalezy od jej energii. Wiazka pro-
mieniowania stosowana w radioterapii zazwyczaj sktada si¢ z czastek o réznych energiach,
co oznacza réozne wartosci LET. Coraz wieksze zainteresowanie budzi sposéb obliczania
LET np. w terapii protonowej (zastosowanie ciezkich czastek natadowanych), w celu oceny
wplywu tej wielkosci na efekty biologiczne promieniowania jonizujacego (Bertolet et al.,
2019). Podawanie usrednionej wartosci jest obecnie powszechna praktyka w badaniach
radiobiologicznych. Koncepcja LET i jej ograniczenia zostaly przedstawione w Raporcie
16 ICRU (ICRU, 1970), w ktérym zostato podkreslone to, ze podawanie $redniej wartosci
LET rzadko jest zadowalajaca. Dlatego rozwijane sa nowe modele obliczania LET, np.:
LET}, ktory reprezentuje $rednig zdolnos¢ hamowania czastek, wazong po widmie fluencji
czy LETy, w ktorym czynnikiem wagowym jest udzial dawki kazdego zdarzenia (Garbacz
et al., 2021} Paganetti, [2014; Smith et al., [2021)).

2.4 DNA

W komorkach eukariotycznych kwas deoksyrybonukleinowy, czyli DNA, pelni kluczowsa
role w kodowaniu i przechowywaniu informacji genetycznej niezbednej do prawidtowego
funkcjonowania komorki, jej rozwoju i dziedziczenia. DNA w komorkach eukariotycznych
jest zlokalizowane w jadrze komoérkowym, ktore stanowi otoczke ochronng, zabezpiecza-
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jaca material genetyczny przed potencjalnymi uszkodzeniami. To wlasnie w jadrze DNA
jest skondensowane i zwigzane z biatkami histonowymi, co pomaga w uporzadkowaniu
i kondensacji materiatu genetycznego do bardziej kompaktowej formy. Ten kompleks DNA
i biatek histonowych jest nazywany chromatyna. Bardziej skondensowang forma chroma-
tyny jest chromosom, ktéry jest zbudowany z dwoch siostrzanych chromatyd potaczonych
ze soba centromerem (Hall and Giaccia, 2018)). Fragmenty chromosomu zlokalizowane na
koncach, ktoére zabezpieczaja go przed uszkodzeniem, sa nazywane telomerami. Uprosz-
czony schemat chromosomu zostal przedstawiony na Rysunku [2.7

0.2 -20 pm

chromatyda

Rysunek 2.7: Chromosom komorki eukariotycznej. Schamat jest reprodukcja obrazu znaj-
dujacego si¢ na stronie: https://en.wikipedia.org/wiki/Chromosome.

Chromatyna moze wystepowaé¢ w dwoch formach reprezentujacych roézne stany kon-
densacji i ekspresji genéw. Sag nimi heterochromatyna i euchromatyna. Heterochromatyna
jest wysoce skondensowang formg chromatyny. Pod mikroskopem wydaje sie ciemna i za-
zwyczaj nie bierze udziatu w aktywnej transkrypcji. Sktada sie z ciasno upakowanego
DNA i czesto jest bogata w powtarzajace sie sekwencje. Heterochromatyna zwykle znaj-
duje sie na obrzezach jadra komoérkowego oraz wokodt centromerdw i telomeréw chromoso-
moéw (Grewal and Jia, 2007} |Allshire and Madhani, 2018). Natomiast euchromatyna jest
mniej skondensowang i bardziej rozbudowana forma chromatyny (Venkatesh and Work-
man, 2015). Pod mikroskopem wydaje si¢ jasniejsza i czesto jest powiazana z aktywna
transkrypcja i ekspresja gendéw. Przejscia miedzy heterochromatyna i euchromatyna od-
grywaja kluczows role w regulacji ekspresji genow. Geny wymagajace ekspresji zwykle
znajduja sie w euchromatynie, podczas gdy geny, ktére powinny zosta¢ wyciszone lub nie
sa potrzebne w okreslonym czasie, czesto znajduja sie w heterochromatynie (Francis et al.|
2004)).

Czynnikiem wptywajacym na reorganizacje chromatyny z euchromatyny do hetero-
chromatyny i odwrotnie, w zaleznosci od potrzeb komorki, jest faza cyklu komoérkowego.
Cykl komoérkowy jest wysoce regulowanym procesem, ktéremu ulega komoérka eukario-
tyczna podczas wzrostu, replikacji swojego DNA, przygotowania do podzialu komorki
i ostatecznie podziatu na dwie komoérki potomne. Cykl komérkowy mozna podzieli¢ na
kilka kluczowych etapéw. Pierwszym z nich jest interfaza. Jest to najdtuzsza faza cyklu
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komérkowego i obejmuje trzy podfazy: G1 (przerwa 1), S (synteza) i G2 (przerwa 2).
Podczas interfazy komorka rosnie, pelni swoje normalne funkcje i replikuje swoje DNA.
W czasie mitozy jadro komorkowe dzieli sie, a material genetyczny jest réwnomiernie
rozdzielany na dwa jadra potomne. W rezultacie powstaja dwie identyczne komorki po-
tomne. Ostatnim etapem jest cytokineza, w ktérej cytoplazma komorki jest podzielona
na dwie czesci, tworzac dwie odrebne komorki potomne (Schafer, [1998). Najwieksza wraz-
liwos¢ komorek na promieniowanie wystepuje w poznej fazie G2 oraz podczas podziatu
mitotycznego. 7 biegiem fazy G1 ich wrazliwos¢ wzrasta. Z kolei najmniej wrazliwe sa
komorki w fazie S (Krajewski, [2009)).

2.5 Etapy oddzialywania promieniowania z materia-
lem biologicznym

Promieniowanie jonizujace moze oddzialywaé¢ na rézne poziomy materii o réznej or-
ganizacji biologicznej, poczawszy od poziomu molekularnego po komorki, tkanki i cale
organizmy. Efekty te wynikaja z oddzialywania promieniowania ze sktadnikami organi-
zmow zywych, co moze powodowaé¢ zmiany strukturalne, zaburzajac funkcje i odpowiedz
komorki. Uszkodzenie wywolane promieniowaniem jonizujacym wptywa na synteze DNA
(Berg and Stryer, 2002) powodujac aberracje chromosomowe (Obe et al., [2002)) i mutacje
(Little, [2000) oraz zmiany w podziale komérkowym (Goodarzi and Jeggol [2013)). Zostana
one szczegbétowo opisane w Rozdziale [2.6] Najbardziej istotne dla funkcjonowania organi-
zmu skutki wywotuje oddziatywanie promieniowania z jadrem komoérkowym, a w szcze-
g6lnosci genomowym DNA (Osborne et all |2000). Mechanizm tego oddziatywania mozna
podzieli¢ na trzy etapy: fizyczny, chemiczny i biologiczny. Czasy trwania poszczegdlnych
etapéw oraz najwazniejsze procesy zostaly przedstawione na Rysunku 2.8

Etap fizyczny Etap chemiczny Etap biologiczny
| | | | | | | N
105 s 1012 10°s 106s 103s 1s 103s 106 s
jonizacja
wzbudzenia
powstawanie tworzenie sie naprawa
wolnych rodnikow uszkodzen DNA replikacja

$mier¢ komorki
mutacje somatyczne
karcynogeneza

Rysunek 2.8: Skale czasowe gtéwnych etapow, ktore prowadza do biologicznych skutkéw
promieniowania jonizujacego. Pod osia przedstawione zostaly gtéwne procesy, ktore za-
chodza w czasie oddziatywania promieniowania z materia. Rysunek zostal wykonany na
podstawie artykutu (Mozumder and Hatano, [2003)).
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2.5.1 Etap fizyczny

Etap fizyczny obejmuje bezposrednie oddziatywanie promieniowania z genomowym
DNA. Promieniowanie moze przenikaé przez komorki i wywolywaé jonizacje bezposrednio
w czasteczkach DNA. To prowadzi do powstania jonéw i wzbudzenia atoméw w wyniku
oddzialywania z atomami helisy. Efekt, w ktérym energia jest bezposrednio deponowa-
na w DNA, jest okreslany mianem efektu bezposredniego. Przestrzenny rozktad joniza-
cji w objetosci sferycznych jader komérkowych poddanych dzialaniu promieniowania X
i promieniowania « zostal przedstawiony na Rysunku Podczas gdy akty jonizacji
wywotane promieniowaniem fotonowym sg jednorodnie roztozone w calej objetosci jadra
komoérkowego, akty jonizacji czastek a sa skupione wzdhuz ich toru.

‘glﬂ
.

Rysunek 2.9: Przestrzenny rozktad jonizacji w przyktadowym jadrze limfocytu po napro-
mienieniu promieniowaniem X (lewy panel) i czastkami « (prawy panel) dawka 1 Gy,
symulowane w oparciu o metody MC (Brzozowska et al., [2020)).

Promieniowanie moze rowniez oddziatywac z osrodkiem, w ktorym znajduje sie DNA,
powodujac dysocjacje czasteczek wody znajdujacych sie w jadrze komérkowym. W tym
procesie wytwarzane sa reaktywne formy tlenu (ang. reactive ozxygen species, ROS) i ich
produkty molekularne, ktore oddziatuja z DNA. Jest to efekt posredni oddzialywania
promieniowania jonizujacego.

2.5.2 Etap chemiczny

W etapie chemicznym dochodzi do reakcji chemicznych miedzy elektronami oraz zjo-
nizowanymi i wzbudzonymi czasteczkami wody. Powstajace w etapie fizycznym ROS, np.

rodniki hydroksylowe (¢OH), uwodniony elektron (e ), atom wodoru (H), jon hydronio-

ag)>
wy (H30) i nadtlenek wodoru (H5O5), moga dyfundgwaé i reagowaé z czasteczky DNA,
uszkadzajac ja poprzez utlenianie jej sktadnikow chemicznych (Dertinger and Jung, [1970)).
Na Rysunku zostala przedstawiona czasowa ewolucja powstawania i dyfuzji przej-
sciowych form wytwarzanych w wodzie, w warunkach normalnych (pH réwne 7, ci$nienie
1 atm., temperatura 25°C), ktére powstaly w wyniku oddzialywania czastki o o energii
1 MeV w oparciu o metody Monte Carlo (Nikjoo and Liamsuwan, 2014). Dla punktu
czasowego 1071 s wida¢ wyrazng strukture toru czastki a. W 10712 s, kiedy rekacje fizy-

kochemiczne ustaja, Sciezka zaczyna traci¢ swoja strukture ze wzgledu na dyfuzje wolnych
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rodnikéw. W 1077 s niewidoczny staje sie élad czastki, a reaktywne formy tlenu sg réw-
nomiernie rozprzestrzenione w obszarze 60 nm x 60 nm.
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1 MeV c-particle
20 g8 & 10 | ]
s
1oL N=1016 - 1 L 1 L |
e T
ok £ 3 1t 11 ]
T i
~10k T ) 4 & 4 L i
lonization
_o0 | Excitation - - - - N
Csub
-30 | 1 L " | L 1 L B ol Loty 1L = 1
-30 -20 10 O 10 20 30 -30 20 -10 O 10 20 30 -30 -20 10 O 10 20 30
(nmj
T= 1T T T T
- « OH
= ~ 107 ’ 1 =
N=285 ' o
. - H
3 B N . 7 « H30
H-05

_30 R R P T L | 1 o
-30 -20 -10 8] 10 20 30 -30 -20 -10 0 10 20 30

Rysunek 2.10: Czasowa ewolucja rodnikéw wodnych i produktéw molekularnych (eOH,
e,, H, H30, Hy 1 HyO2) powstajacych w wyniku oddziatywania czastki o o energii 1 MeV

aq’
wytwarzanych z czysta woda w warunkach normalnych (Nikjoo and Liamsuwan) 2014)).

2.5.3 Etap biologiczny

W etapie biologicznym zachodzi proces rozpoznawania i naprawy uszkodzenia DNA
oraz jej wptywu na procesy zyciowe komoérek. Komorki majg skomplikowane mechanizmy
naprawy, w wyniku ktérych uszkodzenia wywotane promieniowaniem sa naprawiane. Nie-
prawidlowa naprawa uszkodzonego DNA moze prowadzi¢ do mutacji i niestabilnosci ge-
nomu, co moze potencjalnie skutkowa¢ rozwojem nowotworu (Hakem, [2008). Uszkodzenie
DNA uruchamia punkty kontrolne cyklu komérkowego poprzez szereg molekularnych szla-
kow sygnatowych, ktore tymcezasowo wstrzymujg podziat komoérki, dajac czas na naprawe
DNA. Jesli naprawa sie powiedzie, komorki beda mogty kontynuowaé¢ podziat. W prze-
ciwnym razie uszkodzone komérki moga ulec apoptozie (programowanej $Smierci komérki),
aby zapobiec rozprzestrzenianiu sie nieprawidtowosci genetycznych. Promieniowanie mo-
ze zaklocaé funkcjonowanie tkanek, wplywajac na normalna proliferacje i réznicowanie
komorek. Tkanki z szybko dzielacymi sie komoérkami, takie jak szpik kostny i wysciotka
jelit, sa szczegodlnie wrazliwe na promieniowanie. Wysokie dawki promieniowania moga
prowadzi¢ do ostrego uszkodzenia waznych narzadow, potencjalnie powodujac dysfunk-
cje i niewydolnos¢ narzadow. Efekty specyficzne dla narzadéw roznia sie w zaleznosci od
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wrazliwo$ci na promieniowanie (Janiak and Wojcik, 2005).

2.6 Uszkodzenia materialu biologicznego

Promieniowanie jonizujace ma zdolno$¢ do wywotywania réznych uszkodzen struktury
DNA, takich jak pekniecia pojedynczej i podwojnej nici DNA, zmiany w sekwencji zasad,
utrate (inaczej delecje) fragmentow DNA. Uszkodzenia te moga prowadzi¢ do powstawania
zaktocen w replikacji DNA, transkrypcji genéw i naprawie DNA, co moze skutkowaé

mutacjami, uszkodzeniami genetycznymi, a nawet $miercia komoérki (Hall and Giaccial
2018; [Lomax et al.,[2013; Mavragani et al. [2017). Obecnos$¢ uszkodzen w DNA aktywuje
reakcje obronna komoérek w celu naprawy materialu genetycznego. Wewnatrz komodrek

istnieja specjalne mechanizmy naprawy DNA, ktére potrafig identyfikowaé i usuwaé rézne
rodzaje uszkodzen w celu przywrdcenia integralnosci materialu genetycznego.

pojedyncze pekniecie nici podwojne peknigcie nici

uszkodzenie zasady

pojedyncze pekniecie nici

“g DNA
H20

radioliza wody

Rysunek 2.11: Rodzaje uszkodzen DNA w wyniku oddzialywania promieniowania joni-
zujacego ze schematycznie przedstawiong czasteczka DNA. Uszkodzenie moze wystapic
w wyniku bezposredniego oddziatywania promieniowania z czasteczkg DNA lub posred-
nio w wyniku oddziatywania produktéw radiolizy wody.

Na Rysunku zostaly przedstawione trzy gtowne rodzaje uszkodzen. Pojedynczo-
niciowe pekniecie struktury DNA (ang. single-strand break, SSB) to rodzaj uszkodzenia,
ktory wystepuje, gdy peknie jedna z dwoch nici podwojnej helisy DNA. Oznacza to, ze
uszkodzona jest tylko jedna strona czasteczki DNA, podczas gdy ni¢ komplementarna po-
zostaje nienaruszona. Powszechnie przyjmuje sie, ze SSB, ktore wplywaja na pojedynczy
nukleotyd lub pare nukleotydéw potaczonych para zasad, moga wystapi¢ w obrebie 1-2
skretow helisy i tworzy¢ skupisko takich uszkodzen. Termin skupisko uszkodzer, odnosi sie
do zmian w DNA, ktére sa oddalone od siebie o nie wiecej niz 10 par zasad (ang. base pa-
irs, bp). W kontekscie napromieniania materiatu biologicznego najwazniejszym rodzajem
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uszkodzenia DNA, ktory ma istotny wplyw na smier¢ komérek i powstawanie mutacji, jest
podwojnoniciowe pekniecie DNA (ang. double-strand break, DSB) (Toulany|, [2019). Proste
DSB sktada si¢ z dwoch pojedynczych przerw w nici DNA, oddalonych od siebie o 10 bp

lub mniej. Wazne jest zrozumienie, ze DSB mogg mie¢ rézny poziom ztozonoéci, co ozna-
cza, ze przerwy w nici DNA mogg wystepowaé z dodatkowymi uszkodzeniami w obrebie
1-2 skretow helisy. W przypadku, gdy DSB jest zwigzane z dodatkowymi modyfikacjami
w DNA, okreslane jest jako ztozone DSB.

Istnienie uszkodzen DNA o zréznicowanym poziomie ztozonosci zostato udowodnio-
ne za pomocg wielu badan w oparciu o symulacje struktury toréw czastek. Te badania
oprocz analizy proceséw zachodzacych w etapie fizycznym, obejmowaly rowniez analize
etapu chemicznego i uzyskanie liczby indukowanych uszkodzen w DNA (Goodhead, |1994;
Friedland et al., [2017; Nikjoo et al., [1999, 2016; Chatzipapas et al., 2020)).

2.6.1 Wzgledna skutecznos$é biologiczna

Wzgledna skutecznosé biologiczna (ang. relative biological effectiveness, RBE) to ter-
min, ktory jest uzywany w radiobiologii do porownywania skutecznosci biologicznej réz-
nych rodzajéw promieniowania jonizujacego.
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Rysunek 2.12: Wzgledna skutecznos¢ biologiczna w funkeji liniowego przekazu energii
(Bushberg et al., 2012))

RBE uwzglednia zdolno$¢ danego rodzaju promieniowania do wywotania uszkodzen
biologicznych, szczegélnie w zakresie ich wpltywu na komorki i tkanki. Wartos¢ RBE okre-
Sla sie przez poréwnanie odpowiedzi biologicznej (np. powstawanie uszkodzen DNA), wy-
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wotanej oddzialywaniem promieniowania referencyjnego, z odpowiedzig biologiczng spo-
wodowang przez testowane promieniowanie. Na wartos¢ RBE maja wptyw rézne czynniki,
m.in. rodzaj promieniowania, dawka catkowita, moc dawki, sposéb frakcjonowania dawki,
badany efekt biologiczny, czy tez wartos¢ LET promieniowania. Promieniowanie o wyso-
kim LET, takie jak czastki a, ma wyzszy parametr RBE w poréwnaniu z promieniowa-
niem o niskim LET, takim jak promieniowanie . Przyczyna jest depozycja wigkszej ilosci
energii w mniejszym obszarze jadra komoérkowego, co powoduje skumulowanie wiekszej
liczby uszkodzen biologicznych w tym miejscu. Zalezno$¢ RBE od wartosci LET zostata
przedstawiona na Rysunku [2.12]

X-ray 100 keV/pm 200 keV/pm
(;} I

RBE

s sl &

LET

Rysunek 2.13: Depozycje energii (oznaczone kropkami) i odpowiadajace im wartosci LET
oraz RBE na przyktadzie promieniowania o 3 wartosciach LET: 1 keV /um, 100 keV /um
i 200 keV/pm (Hall and Giaccial |2018)). Promieniowanie jonizujace o LET réwnym okoto
100 keV/num charakteryzuje sie najwieksza wartoscia RBE. W przypadku tego oddzia-
tywania promieniowania Srednia odlegtos¢ miedzy zdarzeniami jonizujacymi pokrywa sie
ze $rednica podwojnej helisy DNA (tj. okoto 20 A, czyli 2 nm), co wigze sic z wysokim
prawdopodobienstwem indukcji DSB.

Wraz ze wzrostem wartosci LET wzrasta wartos¢ RBE. Dla promieniowania fotonowe-
go (promieniowanie y i promieniowanie X), dla ktérego wartos¢ LET wynosi ok. 1 keV /um,
RBE przyjmuje wartosé¢ 1. W przedziale od 10 do 100 keV /um warto$¢ RBE wzrasta wy-
ktadniczo. Promieniowanie o wartosci LET okolo 100 keV/pm, ktérego przykladem jest
promieniowanie «, jest optymalne pod wzgledem wywotywania efektu biologicznego
and Giaccia, 2018). Ekspozycja na to promieniowanie ma najwicksze prawdopodobien-
stwo indukcji DSB w wyniku przejscia pojedynczej natadowanej czastki. Dla wyzszych
wartosci LET wystepuje efekt overkill. Wiazki promieniowania o wartosci LET wyzszej
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niz optymalna sg mniej skuteczne biologicznie, poniewaz cze$¢ energii jest tracona z po-
wodu osiggniecia maksymalnego potencjalnego uszkodzenia (Zeman et all 2020). Efekt
ten zostal przedstawiony na Rysunku [2.13]

2.6.2 Wspoblczynnik wzmozenia tlenowego

Czynnikiem, ktory uwrazliwia komorki na promieniowanie, jest wolny tlen czastecz-
kowy. Przy cisnieniu spadajacym ponizej 10 mmHg w tkance uwaza sig¢, ze komorki sg
niedotlenione i wykazujg rosngca oporno$¢ na promieniowanie. Wspoétczynnik wzmoze-
nia tlenowego (ang. oxygen enhancement ratio, OER) jest okreslany jako stosunek dawki
promieniowania wymaganej do wywotania konkretnego efektu biologicznego w obecnosci
tlenu do dawki potrzebnej do wywotania tego samego efektu w warunkach beztlenowych.
Okresla ilosciowo, o ile skuteczniejsze jest promieniowanie w komoérkach bogatych w tlen
w poréwnaniu do sytuacji, gdy tlen jest w nich nieobecny (Hall and Giaccia, [2018)).

Wartosé OER rozni sie w zaleznosci od rodzaju tkanki, rodzaju promieniowania i roz-
patrywanego efektu biologicznego. Komérki nowotworowe sa czesto niedotlenione w po-
rownaniu do komorek zdrowych, a OER pomaga zrozumie¢, w jaki sposob nizsze stezenie
tlenu moze wpltywaé na reakcje nowotwordw na terapie z wykorzystaniem promieniowania
jonizujacego (Denekamp et al., |1977). W przypadku typowej radioterapii fotonowej, dla
dawek wynoszacych okoto 2 Gy, OER wynosi od okoto 2,5 do 3, co oznacza, ze promienio-
wanie jest 2,5 do 3 razy skuteczniejsze w zabijaniu komoérek, gdy obecny jest tlen. Jednak
przy braku tlenu (warunki niedotlenienia) promieniowanie jest mniej skuteczne. Uwraz-
liwienie na tlen zostalo ogdlnie wyjasnione hipoteza, w ktorej obecno$é tlenu wzmaga
wytwarzanie wolnych rodnikéw szkodliwych dla DNA przyczyniajacych sie do zabijania
komoérek (Hall and Giaccial 2018).

Wartos$¢ wspotezynnika OER maleje wraz ze wzrostem wartosci LET, poniewaz w ob-
szarach, gdzie gestos¢ jonizacji jest duza, zachodzi wiecej oddziatywan bezposrednich i jest
mniejsze prawdopodobienstwo interakcji posrednich z czastkami znajdujacymi sie poza
tymi obszarami (Barendsen et al., [1966). Stanowi to podstawe rosnacego zainteresowa-
nia zastosowaniem ciezkich jonow w radioterapii, na ktére w mniejszym stopniu wpltywa
niedotlenienie komérek nowotworowych (IAEA| 2008). Zubozenie tlenowe, ktére powsta-
je w wyniku napromienienia komoérek technikag FLASH, czyli dostarczenia duzej dawki
w krotkim czasie, stanowi réwniez interesujacy temat badawczy, ktorym zajmuje sie coraz
wiecej naukowcow (Esplen et al., [2020; Hughes and Parsons, [2020)).

2.7 Naprawa uszkodzen DNA

Skuteczne mechanizmy identyfikacji, sygnalizacji i naprawy uszkodzen DNA, znane
jako odpowiedz na uszkodzenie DNA (ang. DNA damage response, DDR) sa niezbedne do
rozpoczecia reakeji na uszkodzenia DNA| czyli mechanizméw naprawy. Mechanizmy moga
by¢ wywotane zaréwno przez procesy metaboliczne wewnatrzkomorkowe, jak i czynniki
zewnetrzne, takie jak promieniowanie jonizujace.

Istnieje kilka $ciezek DDR i kazda z nich to proces kompleksowy i wieloetapowy. Wy-
bor $ciezek DDR jest ksztattowany przez strukture i rozmieszczenie uszkodzen w DNA,
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zwlaszeza DSB. Niedostateczna zdolnosé komérki do odpowiedzi na uszkodzenia DNA
moze prowadzi¢ do réznych zaburzen genetycznych i zwigksza¢ ryzyko wystapienia no-
wotworéw (Maynard et al., 2015). Szczegblnie mutagenne i potencjalnie $miertelne sa
ztozone DSB, ktére stanowia wyzwanie dla mechanizméw naprawczych (O’Driscoll and
Jeggo, [2006). Po poczatkowym rozpoznaniu rodzaju i miejsca uszkodzenia, po ktérym
nastepuje przekazanie sygnatow wewnatrz jadra komoérkowego, komorka staje przed wy-
borem jednej z kilku dostepnych $ciezek naprawy (Melo and Toczyski, 2002). Sciezki te
obejmuja naprawe uszkodzen DNA, rézne strategie zatrzymania cyklu komérkowego lub
aktywacje mechanizméw prowadzacych do programowanej smierci komorki.

2.7.1 Sciezki naprawy DNA

Istniejg dwa gtéwne mechanizmy naprawy DSB. S nimi rekombinacja homologiczna
(ang. homologus recombination, HR) (Wright et al., 2018) oraz niehomologiczne taczenie
konicéw (ang. non-homologous end joining, NHEJ) (Mahaney et al.., 2009; Chang et al.)
2017). HR to proces, w ktérym czasteczki DNA o podobnych lub identycznych sekwencjach
wymieniaja miedzy soba informacje genetyczne. Jest to niezbedny mechanizm naprawy
DNA, réznorodnosci genetycznej i doktadnej segregacji chromosoméw podczas mejozy.
Uszkodzona czasteczka DNA szuka homologicznej sekwencji na siostrzanej chromatydzie
lub homologicznym chromosomie. Natomiast NHEJ to szlak zaangazowany w naprawe
DSB, ktory w przeciwienstwie do HR, nie wymaga homologicznej matrycy do naprawy
i moze wystepowa¢ w calym cyklu komorkowym. NHEJ jest uwazany za mechanizm na-
prawczy, ktory jest podatny na btedy, poniewaz moze prowadzi¢ do utraty (delecje) lub
dodania (insercje) nukleotydéw w miejscu pekniecia. Ten szlak naprawczy jest szczegdlnie
aktywny w komorkach niedzielacych sie lub podczas fazy G1 cyklu komoérkowego, kiedy
HR nie jest tatwo dostepna.

Na Rysunku zostal przedstawiony schemat, ktéry opisuje wybor $ciezki naprawy
DSB, jej szybkosé (okreslana jako fast lub slow) oraz dokladnosé w zaleznosci od zlozo-
noséci DSB (okreslana jako error free lub error prone) oraz fazy cyklu komoérkowego. SSB,
ktére maja komplementarne nici (Lieber] 2010), sa natychmiastowo naprawiane poprzez
szybka i standardowa Sciezke NHEJ (ang. classical NHEJ, c-NHEJ) (Lobrich and Jeggo,
2017). Proces ten polega na zespoleniu pasujacych koncow przeciecia w kilka minut, skut-
kujac naprawg ponad 80% takich uszkodzen wywolanych promieniowaniem o niskim LET
w czasie 2-4 godzin. Poniewaz konce tych uszkodzen czesto ulegajg modyfikacjom chemicz-
nym, mechanizm ten obejmuje enzymatyczng odbudowe konicéw DNA 5" 1 3’ przy pomocy
kinazy /fosfatazy polinukleotydowej, enzymu kodowanego u ludzi przez gen PNKP (ang.
polynucleotide kinase 3'—phosphatase) (Jilani et al., [1999). Szlak ¢-NHEJ jest dostepny
przez caly cykl komoérkowy i nie obejmuje przywracania sekwencji, w przeciwienstwie
do procesu HR. Informacje podstawowe utracone na koricach uszkodzenn moga nie zostaé
w pelni przywrécone, prowadzac do krétkich delecji czesci informacji genetycznej (Da-
ley and Wilson, [2005). Jednakze naprawa najprostszych uszkodzen tego typu przebiega
bezbtednie, a te, ktore nie zostang doktadnie naprawione, skutkuja jedynie niewielkimi
delecjami. Z kolei wieksze delecje i rearanzacje w DNA sa typowe po procesie c-NHEJ
w przypadku ztozonych uszkodzen materiatu genetycznego.
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Rysunek 2.14: Mechanizm naprawy DSB w zaleznosci od ztozonosci DSB oraz fazy cy-
klu komérkowego. Przedstawione zostaly cztery Sciezki naprawy DBS, oznaczone (i-iv),
ich dostepnos¢ w cyklu komoérkowym i kluczowe biatka naprawcze. Na tym schemacie
nie pokazano gtéwnych bialek sygnalizacyjnych (ATM, ATR i H2AX), wspélnych dla
wszystkich czterech szlakéw. Po lewej: proste DSB sa przetwarzane przez c-NHEJ. PNKP
enzymatycznie odtwarza chemicznie modyfikowane konce 5" i 3. Korice DSB sg nastepnie
ponownie tgczone w procesie zaleznym od kompleksu Ku70/Ku80-DNA PKcs. Po prawej:
ztozone DSB sg naprawiane ze znacznie wolniejsza kinetyka poprzez zalezna od resekcji
c-NHEJ, (niezbyt czesto) alternatywna $ciezke NHEJ (alt-NHEJ) lub HR. Obydwa wol-
ne szlaki NHEJ sg stosowane poza faza G2, c-NHEJ podczas G1 i alt-NHEJ podczas
pozostatych faz. W G2 zlozone DSB sa kierowane na Sciezke HR, jesli jest ona dostepna
(Rucinski et al., 2021)).

Uszkodzenia podwdjnoniciowe, ktére czesciej wystepuja w wyniku dziatania promienio-
wania jonizujacego o wysokim LET, podlegaja naprawie za posrednictwem jednej z dwdch
Sciezek: HR, ktora jest dostepna jedynie w péznych fazach S (faza, podczas ktérej dochodzi
do replikacji DNA) i G2 (faza, podczas ktorej nastepuje synteza biatek wrzeciona podzia-

towego), lub poprzez wolniejsza $ciezke NHEJ zalezna od procesu resekeji (Ensminger and|

2020)). W przypadku ztozonego DSB proces ¢c-NHEJ wymaga poczatkowo resek-
cji DNA, czyli przeksztalcenia uszkodzenia w jednoniciowe DNA (ang. single stranded

DNA, ssDNA) i enzymatycznego usunieciu niewielkiego odcinka z uszkodzonych koncow
DNA w celu utworzenia dtugich odcinkéw odstonietego ssDNA. To odstoniete ssDNA stu-
zy jako platforma do inicjacji szlaku i utatwia pdzniejsze zespolenie koncéw uszkodzenia
przy udziale kompleksu XRCC4-Ligaza IV (Riballo et al., [2004).

Inny wariant powolnego taczenia koncéw, znany jako alternatywny NHEJ (ang. alter-

native NHEJ, alt-NHEJ), to mniej efektywny i rzadko wystepujacy mechanizm naprawy
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DSB, ktory jest wykorzystywany gdy standardowy szlak c-NHEJ nie jest dostepny. W ra-
mach alt-NHEJ wykorzystywane sg rézne zestawy biatek NHEJ, w tym poli—-ADP-rybozo
1 (PARP 1) (Lobrich and Jeggol [2017). W przeciwienstwie do szlaku c-NHEJ, ktéry jest
ograniczony do fazy G1, alt-NHEJ pozostaje aktywny w innych fazach cyklu komoérkowe-
go. Warto zaznaczy¢, ze jedynie mechanizm HR umozliwia naprawe bez btedow, podczas
gdy powolne mechanizmy c-NHEJ i alt-NHEJ czesto prowadza do delecji i transloka-
c¢ji fragmentow chromosomoéw. Charakter tych procesow naprawczych, ktore przebiegaja
wolniej i s podatne na btedy poza faza, moze ttumaczy¢ zwiekszong mutagennosé promie-
niowania o wysokim LET, dla ktorego czesciej obserwowane sg nienaprawione uszkodzenia
DSB (Asaithamby et al., [2011} |[Falk et al., 2010]).

Oprocz fazy cyklu komoérkowego struktura chromatyny istotnie wplywa na reakcje
na uszkodzenia DNA, zwlaszcza procesy naprawy uszkodzen DNA (Cann and Dellaire,
2011)). Przeprowadzone badania potwierdzaja teze, ze heterochromatyna i euchromatyna
roznig sie w kontekscie indukceji uszkodzen DNA oraz preferowanej Sciezki naprawy DNA
(Goodarzi et al., |2008, |2010; |[Falk et al., 2010; Lorat et al., [2016). Struktura heterochro-
matyny petni role ochronng przed atakiem wolnych rodnikoéw, charakterystycznego dla
promieniowania o niskim LET, jednak nie chroni przed skupiskami bezposredniej joniza-
cji, ktore prowadza do ztozonych uszkodzen DNA (Falk et al, [2010). W zwiazku z tym,
w heterochromatynie czedciej pojawiaja sie ztozone DSB. Naprawa uszkodzen DNA w he-
terochromatynie wymaga pierwotnej dekondensacji heterochromatyny, po ktérej nastepuje
wolniejsza naprawa przy wykorzystaniu szlaku ¢-NHEJ (w fazie G1) lub HR (w fazach
S/G2) (Geuting et al., 2013).

2.7.2 Bialko NBS1

DSB indukowane przez promieniowanie jonizujace aktywuja kompleks Mrell-Rad50-
NBS1 (MRN), gdzie rola biatka Nijmegen Breakage Syndrome 1 (NBS1) jest wykrywanie
DSB, aktywacja kinazy biatkowej ataxia telangiectasia mutated (ATM) oraz zapewnienie
stabilnosci kompleksu przy uszkodzeniu DNA (Williams et al., [2007; Stracker and Petrini,
2011; |[Falck et al., 2012; |Liu et al., 2017; Molinaro et al., 2021). Biatka odgrywaja wazna
role w naprawie DNA | zaréwno w procesie alt—NHEJ, jak i w HR. Po zwiazaniu sie z DSB,
biatka ATM, DNA-PKcs lub ATR fosforyluja histon H2AX na serynie 139 jego C—konca,
co powoduje powstanie v-H2AX (Rogakou et al., 1998, 1999). To z kolei inicjuje rekru-
tacje adapteréw/mediatoréw takich jak biatko p53 (53BP1) lub BRCA1, w zaleznosci od
wyboru $ciezki naprawczej, niezbednej do przeksztatcenia sygnatu DDR oraz stanowiaca
platforme rekrutacyjna dla innych czynnikéw naprawczych (Zhang et al., |2006; Blackford
and Jackson) 2017). Aktywowane biatka odpowiedzi na uszkodzenie DNA gromadza sie
w obszarach uszkodzenia, tworzac mikroskopijnie widoczne ogniska w obrebie jadra ko-
moérkowego (Rogakou et al, [1999). Czestotliwos$¢ tych ognisk jest zwiazana z nasileniem
uszkodzen (Rothkamm et al) 2015)), ale jest takze regulowana przez czynniki modyfiku-
jace sygnalizacje odpowiedzi na uszkodzenie DNA (Jackson and Bartek, 2009; |Ciccia and
Elledgel, [2010; Ptodowska et al., 2022). W kontekscie alt-NHEJ NBS1 i kompleks MRN
(MRE11-RAD50-NBS1) odgrywaja znaczaca role w naprawie DNA.



Rozdziat 3

Badania radiobiologiczne

Badania radiobiologiczne obejmuja badanie wplywu promieniowania jonizujgcego na
organizmy zywe, w tym na czlowieka. Maja one na celu zrozumienie mechanizmoéw in-
dukcji uszkodzen wywotanych promieniowaniem, oceng ryzyka zwigzanego z ekspozycja
na promieniowanie oraz opracowanie strategii ochrony przed promieniowaniem. Ekspery-
menty sg prowadzone na réznych poziomach organizacji DNA, aby uzyska¢ kompleksowe
zrozumienie skutkow promieniowania. Oprécz podejscia doswiadczalnego wazna role w ra-
diobiologii odgrywajg symulacje przy uzyciu modelowania metodami Monte Carlo. Sg one
doskonata metodg oceny wtasciwosci fizycznych, ktére sg niemozliwe lub trudne do zmie-
rzenia.

Do opisu rodzaju prowadzonych eksperymentow lub badan uzywane sg tacinskie ter-
miny n vitro, in vivo i in silico. Termin in vitro odnosi sie do eksperymentow lub procesoéw
przeprowadzanych w kontrolowanych warunkach poza organizmem zywym. Zwykle obej-
muje to uzycie izolowanych komorek, tkanek lub czasteczek biologicznych w probowce.
Badaniu proceséw biologicznych in vivo sa prowadzone w organizmach zywych, takich
jak zwierzeta lub ludzie. Termin in silico obejmuje wykorzystanie technik komputero-
wych, algorytmow i danych do symulacji procesow biologicznych lub innych zjawisk.

3.1 Badania in vitro

3.1.1 Przezywalno$¢ komérkowa

Test klonogenny, zwany rowniez testem tworzenia kolonii, jest podstawowsa technika
stosowang w radiobiologii do oceny zdolnosci komérek do proliferacji po ich ekspozy-
¢ji na promieniowanie jonizujace. Jest uwazany za ztoty standard w ocenie odpowiedzi
komorkowej na promieniowanie i jest szeroko stosowany w badaniach dla zrozumienia
mechanizméw $mierci komoérek wywotanej promieniowaniem. W przeprowadzanym tescie
mierzona jest zdolno$é¢ poszczegdlnych komorek do tworzenia kolonii, czyli skupisk przy-
najmniej 50 komoérek pochodzacych z pojedynczej komorki, ktora przezyta. Mozliwosé
tworzenia identycznej kopii komorki, ktora jest genetycznie identyczna z pierwowzorem,
nazywana jest zdolnoscig klonowania.

Test dostarcza informacji na temat frakcji komoérek, ktore przezyty po ekspozycji na
promieniowanie. Frakcje komorek, ktore przezyty (ang. surviving fraction, SF), oblicza
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Rysunek 3.1: Krzywa dawka-efekt, ktéra zostata otrzymana w tedcie klonogennym dla

komorek poddanych dziataniu promieniowania X (krzywa pomaranczowa) oraz neutronow
(krzywa niebieska) (Giridhar and Rath, [2020)).

sie normalizujac liczbe kolonii do liczby wysianych komorek w préobkach napromienianych
i dzielac ja przez znormalizowang liczbe kolonii w probkach kontrolnych, ktore nie zostaty
napromienione. Krzywa przezycia, ktéra przedstawia tak obliczong frakcje przezywajaca
w funkcji dawki promieniowania, jest czesto analizowana w celu okreélenia parametréw,
takich jak wrazliwos¢ na promieniowanie, zalezno$ci dawka — odpowiedz oraz dawka wy-
magana do zabicia okreslonej czesci komoérek danej linii komoérkowej. Przyktadowa krzywa,
ktora zostata wyznaczona z danych otrzymanych w tescie klonogennym dla komoérek pod-
danych dziataniu promieniowania X i neutronéw, zostata przedstawiona na Rysunku [3.1]

Krzywa przezycia komérek mozna opisa¢ za pomoca modelu liniowo-kwadratowego,
ktory jest opisany wzorem:

SF(D) = exp(—aD — D?), (3.1)

gdzie D okresla wykorzystana dawke promieniowania (Begg and Steel, 2002; K. Sachs and
DJ Brenner, |1997; Brenner et al., [1998]). Wspétczynnikiem opisujacym ksztalt krzywej jest
stosunek «/3, ktéry okresla wrazliwo$é tkanki na frakcjonowane napromienianie, a przy
pomocy parametréow « i § mozliwe jest wyznaczenie odpowiednio letalnych i subletalnych
uszkodzen.

3.1.2 Aberracje chromosomowe i mikrojadra

Aby zbadaé¢ odpowiedz komorkowa na poziomie DNA, wykorzystuje sie testy radiobio-
logiczne z uzyciem chromosomow, czyli test aberracji chromosomowych oraz mikrojader.
Test aberracji chromosomowych jest badaniem cytogenetycznym stosowanym do wy-
krywania i analizowania zmian strukturalnych w chromosomach wywotanych réznymi
czynnikami, w tym ekspozycja na promieniowanie jonizujace. Aberracje chromosomowe
to zmiany w strukturze lub liczbie chromosomoéw (Kellerer and Rossi, 1974). Rodzaje
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aberracji chromosomowych zostaly przedstawione na Rysunku [3.2]

B b dic R M m IE SuU
N RN AR
(1] § — f— | ]

Rysunek 3.2: Rodzaje aberracji chromosomowych (B: pekniecie chromosomu; b: peknie-
cie chromatydy; dic: chromosom dicentryczny; R: pierscien; M: oderwanie matej czesdci
chromosomu; m: oderwanie matej czesci chromatydy; IE: wymiana miedzychromosomal-
na; SU: polaczenie siostrzane; G/g: chromosom/przerwa chromatydowa) (Galecki et al.|
2019).

Specyficznym typem aberracji chromosomowych, ktory jest powszechnie stosowany ja-
ko biodozymetr w radiobiologii i dozymetrii promieniowania, jest chromosom dicentryczny
(dicentryk). Jest to aberracja strukturalna, ktéra pojawia sie, gdy dwa fragmenty chromo-
soméw z zachowanymi centromerami tacza sie ze soba, w wyniku czego powstaje pojedyn-
czy chromosom z dwoma centromerami. Dicentryki powstaja w wyniku uszkodzen DNA
wywolanych promieniowaniem jonizujacym, w szczegdlnosci peknieé¢ dwuniciowych (Staaf
et al., [2013). Analiza dicentrykow zapewnia iloSciowa miare narazenia na promieniowanie
i jest przydatna w przypadkach, gdy wymagane jest oszacowanie dawki przypadkowego
lub zawodowego narazenia na promieniowanie. Ma zastosowanie w biodozymetrii radia-
cyjnej, reagowaniu na zdarzenia radiacyjne i dozymetrii retrospektywnej, przyczyniajac
sie do oceny zagrozen zdrowotnych zwigzanych z promieniowaniem (Tucker et al., [1993)).

Natomiast test mikrojadrowy jest jedna z najpopularniejszych metod oceny genotok-
sycznosci roznych czynnikow chemicznych i fizycznych, w tym uszkodzen DNA wywota-
nych promieniowaniem jonizujacym (Sommer et al., [2020)). Mikrojadrem nazywane jest
mate jadro komoérkowe widoczne w cytoplazmie komoérki, ktore tworzy sie, gdy chromosom
lub fragment chromosomu nie jest wiaczony do jednego z jader potomnych podczas po-
dziatu komérki. Obraz mikrojadra zostal przedstawiony na Rysunku[3.3] Analiza w tescie
mikrojader polega na okresleniu liczby mikrojader obecnych w badanych probkach. Na
podstawie liczby mikrojader mozna oceni¢, czy i jak bardzo promieniowanie jonizujace
uszkadza DNA. Wigksza liczba mikrojader moze wskazywaé na wigkszy stopien uszkodze-
nia genetycznego.

Testy mikrojader i aberracji chromosomowych sg potencjalnie uzytecznymi narzedzia-
mi w przypadku awaryjnej sytuacji radiologicznej, gdzie konieczna jest szybka ocena eks-
pozycji na promieniowanie i skutkéw dla zdrowia osob, ktore w takim wypadku uczestni-
czyty. Wyniki analizy zdje¢ mikroskopowych probek krwi pobranych od poszkodowanych,
zalezg od do$wiadczenia osoby, ktora liczy mikrojadra lub klasyfikuje aberracje chromo-
somowe. Wedhug przeprowadzonych badan oba testy daja mozliwos¢ oceny odpowiedzi
na dawke nawet przez osoby bez doswiadczenia. Badania sugeruja, ze test mikrojadro-
wy wydaje si¢ by¢ bardziej przystepny w nauce i analizie, co prowadzi do trafnej oceny
reakcji komorkowych na napromieniowanie (Gatecki et al. 2019)). Niemniej jednak, za-
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Rysunek 3.3: Obraz mikroskopowy dwujadrzastej komorki limfocytu ludzkiego z widocz-

nym w cytoplazmie mikrojadrem (zaznaczonym strzatka) (Sommer et al., 2020)).

rowno test dicentrykow, jak i test mikrojader sa rekomendowanymi przez Europejska Sieé¢
Biodozymetrii RENEB narzedziami biodozymetrycznymi (Wojcik et al., [2017)).

3.1.3 Ogniska naprawcze i ich mobilnos¢

Ogniska naprawcze sa to obszary w jadrze komorkowym, w ktérych gromadzg si¢ biat-
ka naprawy DNA w odpowiedzi na uszkodzenie. Wybdr biatek naprawczych zalezy od
konkretnych aspektéw naprawy DNA lub stabilnosci genomu, ktore sg podstawa badania.
W odpowiedzi na DSB biorg udzial biatka indukujace rézne $ciezki naprawy, a wybor
wladciwych pozwala skoncentrowaé si¢ na okreslonych mechanizmach lub odpowiedziach
komoérkowych. Obserwacja ognisk powstajacych w komoérkach poddanych dziataniu pro-
mieniowania jonizujacego (ang. radiation—induced foci, RIF) jest powszechna technika sto-
sowang w radiobiologii do badania powstawania i naprawy peknie¢ dwuniciowych DNA

(Belyaev, 2010). Tworzenie ognisk jest czescia odpowiedzi komdrkowej na stres genotok-

syczny i stuzy jako mechanizm rekrutacji innych biatek naprawczych i aktywacji szlakdw
naprawy DNA. Dzieki obserwacji i analizie liczby, wielkosci i intensywnosci swiecenia
ognisk mozna uzyska¢ wglad w odpowiedz komoérkowa na uszkodzenia DNA wywota-
ne promieniowaniem (Takahashi and Ohnishi, 2005, Kuo and Yang, 2008)). Przyktado-
wy obraz ognisk naprawczych z mikroskopu fluorescencyjnego, ktore powstaty w jadrach

komoérkowych napromienionych dawka 1 Gy promieniowania 7 zostal przedstawiony na
Rysunku

Procesy komoérkowe mozna badaé poprzez obrazowanie preparatow utrwalonych ko-
morek lub poprzez bezposrednie rejestrowanie zywych komoérek w czasie rzeczywistym.
Obrazowanie zywych komorek jest szeroko stosowana technika mikroskopowa do badania

zachowania i funkcji na nieutrwalonym preparacie komérkowym (Sollazzo et al., 2018)).

Przewagg tej techniki jest mozliwos¢ obserwacji dynamiki proceséw komoérkowych, ta-
kich jak rekrutacja biatek. Istnieje kilka metod obrazowania powszechnie stosowanych
w obrazowaniu zywych komoérek. Jedna z nich jest mikroskopia fluorescencyjna, ktéra
wykorzystuje barwniki lub genetycznie kodowane biatka fluorescencyjne do znakowania
okreslonych sktadnikéw komoérkowych albo czasteczek bedacych przedmiotem zaintere-

sowania (Jakl et all 2020). Znakujac biatko markerami fluorescencyjnymi, np. biatkiem

zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein, GFP), mozliwe jest obserwowanie
jego lokalizacji w jadrze komérkowym i zmiany jego potozenia lub ruchu w odpowiedzi na
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Rysunek 3.4: Przyktadowy obraz jader komdrkowych wybarwionych na kolor czerwony
wraz z ogniskami naprawczymi (fluorescencyjnie $wiecacymi w kolorze zielonym) w $rod-
ku. Obiekty byty obserwowane w 100-krotnym powigkszeniu.

uszkodzenie DNA (Remington), 2011} |Jakob and Durante, [2012]).

Ogniska zawierajace biatko naprawcze poruszaja sie wewnatrz komoérek. Badanie ru-
chliwosci RIF pozwala zrozumie¢ dynamike proceséw naprawy DNA oraz reakcje komorek
na dzialanie promieniowania jonizujacego (Ariumi et al. 2018; Aten et al., 2004; Dion
et al., 2013; [Lottersberger et all 2015; Mok et al., 2014; [Smith et al., 2019} Soutoglou and
Misteli, 2007)). Analizujac poruszanie si¢ ognisk naprawczych, mozna zauwazy¢ takie ogni-
ska naprawy DNA, ktore pozostajg stosunkowo statyczne lub nieruchome w jadrze. Moze
to sugerowaé, ze mechanizm naprawczy jest stabilnie zlokalizowany w miejscu uszkodzenia
DNA, co pozwala na skuteczng naprawe. W innych sytuacjach ogniska wykazuja zachowa-
nie dynamiczne, poruszaja sic w obrebie jadra komérkowego. Te dynamiczng mobilnosé
mozna przypisa¢ roznym czynnikom, w tym poszukiwaniu homologicznych sekwencji DNA
(w przypadku naprawy HR) lub skanowaniu DNA pod katem uszkodzen (Bordelet and
Dubrana;, 2019). Czynnikiem, ktéry wplywa na mobilno$¢, jest miedzy innymi wybranie
konkretnej Sciezki naprawy. W przypadku HR procesy poszukiwania homologa sa dyna-
miczne, co prowadzi do bardziej dynamicznych ognisk. W przeciwienstwie do tego na-
prawa NHEJ moze wykazywac¢ bardziej stabilne ogniska. Ruchliwos¢ RIF moze zmieniac¢
sie rowniez w trakcie naprawy DNA. Podczas wstepnego wykrywania i sygnalizowania
uszkodzen DNA ogniska moga by¢ bardziej dynamiczne. Po zakoriczeniu rekrutacji me-
chanizméw naprawczych moga one sta¢ si¢ bardziej statyczne. Waznym czynnikiem wpty-
wajacym na mobilnosé ognisk jest réwniez struktura chromatyny (Jakob et al., [2009).
Heterochromatyna jest zwykle bardziej zwarta i moze ogranicza¢ mobilnos¢, podczas gdy
euchromatyna pozwala na wiekszg mobilnos¢ ognisk.

Istnieje szereg problemoéw w eksperymentach, w ktorych wykorzystywane sg zywe ko-
morki. Po pierwsze, komorki musza przetrwaé¢ w czasie wykonywania obrazowania. Ozna-
cza to, ze warunki srodowiskowe, takie jak temperatura, wilgotnosé¢ powietrza oraz stezenie
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sktadnikow odzywcezych i tlenu, musza by¢ $cisle kontrolowane w eksperymentach trwa-
jacych dtuzej niz kilka godzin. Innym problemem jest fototoksycznosé i fotowybielanie
(Ishikawa-Ankerhold et all [2012; [Icha et al. 2017)). O$wietlenie, zwtaszcza jesli obrazo-
wanie wymaga swiatta o duzym natezeniu, moze uszkodzi¢ komorki, a takze moze wywo-
tywaé photobleaching. Jest to proces, w ktorym fluorofor (barwnik fluorescencyjny) traci
zdolnosci fluorescencyjne po ekspozycji na $wiatto bedace czynnikiem uszkadzajacym jego
strukture chemiczng. Co wiecej, migrujace komoérki i przesuwanie sie ognisk stanowia duze
wyzwanie podczas dtugotrwatego obrazowania. Ponadto pojedyncze ognisko w jadrze ko-
morkowym czesto odnosi sie do skupiska lub nagromadzenia wielu peknieé, a nie tylko do
pojedynczego DSB. Aby méc zbadaé pojedyncze DSB, nalezy uzy¢ technik genomowych
zaprojektowanych do identyfikacji i analizy poszczegdlnych DSB.

3.1.4 i-BLESS

i-BLESS (in situ Breaks Labeling, Enrichment on Streptavidin and Next-generation
Sequencing) to technika biologii molekularnej stosowana do mapowania peknie¢ podwdj-
noniciowych DNA w wysokiej rozdzielczosci w calym genomie. Y.aczy wzbogacenie frag-
mentéw DNA zawierajacych DSB z sekwencjonowaniem nowej generacji w celu zidentyfi-
kowania i scharakteryzowania regionow genomu, w ktérych wystepuja pekniecia. Metoda
pozwala na kompleksows analize uszkodzen i dynamiki naprawy DNA w skali catego ge-
nomu (Biernacka et al., 2018). Zastosowanie techniki i-BLESS umozliwia identyfikacje
okreslonych miejsc, ktore sg podatne na uszkodzenia DNA, potencjalnie taczac te miej-
sca z procesami biologicznymi, takimi jak stres replikacyjny, konformacja chromatyny lub
niestabilno$¢ genomu (Biernacka et al., 2021)).

Metoda i-BLESS moze stanowi¢ doskonate uzupetienie do metody analizy ognisk
naprawczych, ze wzgledu na zapewnienie réznej perspektywy na procesy uszkodzen i na-
prawy DNA. Za pomoca metody i-BLESS mozliwe jest otrzymanie informacji o liczbie
powstajacych DSB w catym genomie, podczas gdy analiza ognisk dostarcza informacji na
temat dynamiki biatek naprawczych na poziomie subkomérkowym.

3.2 Badania n silico

Modelowanie skutkéow oddziatywania promieniowania z materiatem biologicznym me-
toda Monte Carlo jest cennym podejéciem w badaniach radiobiologicznych. Metoda MC
pozwala na symulacje oddzialywan promieniowania na poziomie nanoskopowym, dostar-
czajac wgladu w depozycje energii i wynikajace z niej skutki biologiczne. Istnieje wie-
le narzedzi do modelowania metodami Monte Carlo, ktore sg stosowane w badaniach
skutkow promieniowania w materiale biologicznym. Lista narzedzi zostata przedstawiona
w publikacji (Kyriakou et al| |[2021). Pierwszy kod symulujacy strukture toru zostat opra-
cowany dla elektronéw w parze wodnej przez fizykow zajmujacych si¢ promieniowaniem
w Gesellschaft fiir Strahlenforschung (GSF, Niemcy) (Booz et al.| 1974). Kod ten byl
dalej udoskonalany, co pézniej doprowadzito do powstania serii kodow MOCA (Modular
Object-Centric Approach) (Wilson and Paretzke, 1981). Pod koniec lat 90. ich wspélna
praca stala sie podstawg kodu symulacyjnego umozliwiajacego modelowanie struktury to-
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ru dla przekrojéw czynnych wody ciektej PARTRAC (Particle Tracking Code) (Friedland
et all [2011, 2017)), ktéry zawiera szczegéltowy geometryczny model chromatyny-DNA
(Friedland et al. [1998)). Przeglad innych kodéw symulacji biofizycznej struktury toréw
mozna znalez¢ na przyktad w pracach (Nikjoo et al.l 2006; Dingfelder| 2012]).

PARTRAC to zbior kodéow uzywany do symulacji metodami Monte Carlo transportu
i zachowania czastek w roznych osrodkach, w szczegdlnosci do badania in silico skutkéw
promieniowania w materiatach i systemach biologicznych. Stosowany jest przede wszyst-
kim w dziedzinie radiobiologii i ochrony przed promieniowaniem. PARTRAC umozliwia
modelowanie transportu réznych typow czastek, takich jak elektrony, protony, czastki a
i cigzkie jony, przez rézne materiaty. Uwzglednia interakcje fizyczne i biologiczne, takie
jak rozpraszanie, utrata energii oraz uszkodzenia spowodowane promieniowaniem i ich
naprawa. Ma na celu dostarczenie szczegbétowych informacji na temat przestrzennego roz-
ktadu depozycji energii promieniowania i wynikajacych z tego uszkodzen DNA na po-
ziomie mikroskopowym (Friedland et al., 2011)). Oddzialywania fizyczne charakteryzuja
sie funkcjami gestosci prawdopodobienstwa, ktére sa powigzane z przekrojami czynnymi.
Do symulacji wymagane sa przekroje, ktére stuza do okreslenia sredniej swobodnej drogi
czastki 1 wyboru konkretnego typu interakcji. W PARTRACu przekroje czynne dla od-
dziatywan fotonéw pobierane s z biblioteki EPDLI7 (Cullen et al.,[1997). Baza ta zostata
szczegbtowo poréwnana z danymi eksperymentalnymi. Sg w niej zawarte przekroje czyn-
ne na rozpraszanie elastyczne, efekt fotoelektryczny, rozpraszanie Comptona, wytwarzanie
par i procesy relaksacyjne poprzez emisje fotonéw fluorescencyjnych lub elektronow Au-
gera. Przekroje czynne dla badanego materiatu obliczane sa z przekrojéw czynnych przy
uzyciu praw addytywnosci i skalowania gestosci (Brahme, [2014).

W 2001 r. zostal zainicjowany projekt Geant4-DNA jako rozszerzenie ogélnego zestawu
narzedzi Geant4 (Agostinelli et al., 2003} |Allison et al.,|2016). Projekt Geant4-DNA zostal
zrealizowany i opracowany specjalnie w celu modelowania i przewidywania biologicznych
uszkodzen DNA w wyniku promieniowania (Chauvie et al., |2006; [Incerti et al., [2010).
Rozszerzenie Geant4-DNA jest w pelni zawarte w zestawie narzedzi Geant4 o otwartym
kodzie zrodtowym. Geant4-DNA umozliwia modelowanie bardziej ztozonej (w por6wnaniu
do kodéw PARTRAC) konfiguracji eksperymentalnej. Ponadto pozwala na wyznaczenie
dawek pochtonietych przez obiekty komorkowe, takie jak cytoplazma czy jadro komérkowe
(Incerti et al., 2006). W Geant4-DNA dostepne sa trzy modele fizyczne nazwane opt2, opt4
i opt6. Opt2 opiera si¢ na modelach jonizacji i wzbudzenia Borna oraz modelu rozpraszania
elastycznego Championa. Opt4 obejmuje modele jonizacji i wzbudzenia Emfietzoglou oraz
model rozpraszania Rutherforda. Opt6 obejmuje modele CP100 dla jonizacji, wzbudzenia
i rozpraszania elastycznego ([ncerti et al., [2018).






Rozdziat 4

Materialy i metody

4.1 Material komérkowy

Badania zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem komorek migsaka kosciopochodne-

go, ktory jest najczestszym nowotworem ztosliwym kosci u dzieci (Niforou et al., 2008)).
Linia U20S to komorki, ktore zostaly pobrane od pietnastoletniej kobiety. W celu ozna-

czenia biatka naprawczego NBS1 linia komorkowa U20S zostala trwale transfekowana
plazmidem kodujacym GFP. Procedura transfekcji zostata doktadnie opisana i scharak-
teryzowana w pracy (Lukas et al., 2011)). Komorki, na ktoérych przeprowadzono badania,

zostaly udostepnione przez dr Claudie Lukas z Danish Cancer Society w Kopenhadze.
Obraz komoérek U20S pod mikroskopem zostal przedstawiony na Rysunku [4.1]

Designation:  U-2 08

Low Density Saale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100pm

Rysunek 4.1: Wyglad komoérek linii U208 pod mikroskopem. Zdjecie pochodzi z bazy
American Type Culture Collection (ATCC): https://www.atcc.org/products/htb-96.
Na lewym panelu zostaly przedstawione komorki o mniejszej konfluencji, a na prawym
panelu — o wigkszej.

Komorki byty przechowywane w inkubatorze do hodowli komérkowych in vitro w tem-
peraturze 37°C z 5% CO, oraz wilgotnoscig powietrza na poziomie 95%. Pasazowanie
komorek zostalo opisane w Dodatku A: [Protoké! Taboratoryjny hodowli komorek U2085]

Hodowla komoérkowa byta prowadzona w zmodyfikowanej pozywce Dulbecco Modified
Eagles (Sigma-Aldrich, D6046, Sztokholm, Szwecja) uzupelnionej ptodowa surowica by-
dleca (Thermo Scientific, nr kat. SH30072.3, Sztokholm, Szwecja) zawierajaca niezbed-
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ne sktadniki do wzrostu i proliferacji komoérek oraz antybiotykiem (roztwoér penicyliny-
streptomycyny) zapobiegajacym kontaminacji bakteryjnej. Dwa dni przed napromienia-
niem 10° komérek wysiewano na okragle szklane szkietka nakrywkowe o érednicy 25 mm.
Dhugosé cyklu komoérkowego komorek z linii U20S wynosi okoto 18-20 godzin, zatem
mozna oczekiwaé, ze 48-godzinny odstep pomiedzy wysiewaniem a napromienianiem be-

dzie obejmowal okoto 2,5 cykli komérkowych (Grant et al.,|2013). W dniu napromieniania

szkietko nakrywkowe z komorkami byto umieszczane na poliamidowej ptytce i przykrywa-
ne folia Mylar, co zostalo przedstawione na Rysunku [4.2] Nastepnie ptytka byla umiesz-
czana w urzadzeniach do napromieniania materiatu biologicznego.

Rysunek 4.2: Poliamidowa plytka ze szkietkami nakrywkowymi, na ktérych sa wysiane
komorki. Szkietka sa przykryte cienka folia Mylar w celu odseparowania komorek od $ro-
dowiska zewnetrznego.

4.2 Uktad eksperymentalny

W niniejszej pracy zostaly wykonane badania eksperymentalne z uzyciem dwoch ro-
dzajéw promieniowania jonizujacego — czastek a oraz promieniowania . Wybdr tych
rodzajéw promieniowania byt podyktowany réznicg w ich sposobie oddziatywania z mate-
rig, co w konsekwencji oznacza rozny sposob indukcji uszkodzen materiatu genetycznego
zawartego w komorkach. Oba rodzaje promieniowania powstaja w wyniku przemian ja-
drowych izotopéw promieniotwérczych, co zostalo oméwione w Rozdziale 2l W ekspery-
mentach z komérkami linii U208 zostal wykorzystany izotop 2! Am jako emiter czastek o
oraz *"Cs jako zrédto promieniowania . Oba Zrédla s dostepne w laboratorium Zaktadu
Biologii Molekularnej Uniwersytetu w Sztokholmie.

4.2.1 Promieniowanie «

Na Rysunku przedstawione zostato urzadzenie AIF 08 (zbudowane w Instytucie
Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie), ktére stuzy do napromieniania komérek z wy-
korzystaniem promieniowania «. Emiterem czastek a jest izotop **Am (AP1 s/n 101;
Eckert and Ziegler, Berlin, Niemcy) o aktywnosci wynoszacej 5 MBq, ktéry dostarcza
czastki a z fluencja (23800 4 4600) czastek na sekunde. Moc dawki w czasie wykonywania
eksperymentéw wynosita 0,223 Gy/min. LET czastek o wynosit (91 4 9) keV pm~!. Szcze-
gbty dotyczace weryfikacji dozymetrycznej zrodla zostaty opisane w (Staaf et al., [2012c)).
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Istotnym elementem urzadzenia jest mechanizm automatycznie przesuwajgcy napromie-
niang probke w kierunku zrédia promieniotwérczego i odsuwajacy ja po zakonczonym
napromienieniu. Dzieki temu zapewniona jest precyzyjna kontrola czasu napromieniania
probki.

Rysunek 4.3: Urzadzenie AIF 08, w ktérym znajduje si¢ zrodto ameryku. Zdjecie urzadze-
nia, w ktorym material biologiczny jest umieszczany na ruchomym stoliku automatycznie
przysuwajacym sie do zrodta. Dzieki temu odlegto$é pomiedzy powierzchnig zrodta a na-
promienianym materialem jest niewielka i odtwarzana w kazdym pomiarze.

Zrédlo czastek o (znajdujace sie w AIF 08) jest czescia urzadzenia MAX, ktore jest
wykorzystywane do jednoczesnego napromienienia czastkami o i promieniowaniem X. Zr6-
dtem promieniowania X jest lampa rentgenowska o napieciu 190 kV, umieszczona pod
inkubatorem. Ze wzgledu na niska moc dawki promieniowania fotonowego nie zostato
ono wykorzystane w badaniu prezentowanym w niniejszej pracy. Wykorzystanie zrodta
promieniowania 7y, ktérym zostato zastapione zrédto X, umozliwito otrzymanie porowny-
walnych czaséw napromieniania dwoma rodzajami promieniowania (7 min 32 s dla zrodta
promieniowania «, a 5 min 37 s dla Zrédta promieniowania 7).

4.2.2 Promieniowanie v

Promieniowanie v byto dostarczane za pomoca aparatu Scanditronix IC900 (Scandi-
tronix AB, Uppsala, Szwecja). Jest to urzadzenie do ekspozycji komérek w zamknietej
komorze, w ktorej znajduja sie dwa zrédia 137Cs o aktywnosci 16,65 TBq emitujace pro-
mieniowanie v o energii 662 keV. LET promieniowania ~ zostat obliczony z wykorzysta-

niem symulacji za pomoca programu SRIM (Ziegler et al. [2010) i wynosit 1 keV/pm.
Zrédta 137Cs zostaly skalibrowane za pomocs dozymetrii Fricke’a (Broszkiewicz, 1971)) we

wspotpracy ze Szwedzkim Narodowym Laboratorium Metrologii przy Szwedzkim Urzedzie
ds. Bezpieczenstwa Promieniowania. Moc dawki w czasie wykonywania eksperymentéw
wynosita 0,372 Gy/min.
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Badana probka z komoérkami jest umieszczana na stoliku znajdujacym sie pomiedzy
zrodtami. Zdjecie wsuwanego do urzadzenia stolika wraz ze schematem ulozenia Zrédet
promieniotworczych wzgledem szalki z materiatem komérkowym zostat przedstawiony na
Rysunku .4, W czasie ustawiania stolika, w pozycji umozliwiajacej utozenie napromie-
nianego materiatu, zroédta pozostajg zastoniete. Po umieszczeniu stolika w srodku komory,
zrodla promieniotworcze sa wysuwane, a czas napromienienia jest odliczany od momentu
ich catkowitego odstonigcia.

Rysunek 4.4: Komora aparatu Scanditronix, w ktorej probki sa napromieniane promienio-
waniem fotonowym. Zdjecie wysuwanej szuflady, na ktorej umieszczany jest materiat bio-
logiczny do napromieniania. Prébka jest umieszczana pomiedzy znacznikami, co zapewnia
rownomierny rozktad dawki. Nastepnie szuflada jest wsuwana do urzadzenia i rozpoczyna
si¢ odstanianie zrodel, a naste¢pnie napromienianie.

4.3 Procedury eksperymentalne

4.3.1 Napromienianie sekwencyjnymi wigzkami mieszanymi

Komorki byty napromieniane wedtug czterech scenariuszy: (I) napromieniane czastka-
mi a w urzadzeniu MAX, (II) napromieniane promieniowaniem v w komorze Scanditro-
nix, (III i IV) napromienianie wiazkami mieszanymi: v po a i a po 7 z uwzglednieniem
przenoszenia materiatu biologicznego z jednego urzadzenia do drugiego. Schematy wyko-
rzystanych do napromieniania urzadzen zostaly przedstawione na Rysunku [4.5]

Dawki, ktore zostaly uzyte do napromieniania to odpowiednio 1,7 Gy, 2 Gy oraz
1,85 Gy. W celu napromieniania komoérek, szkietko nakrywkowe z komérkami byto po-
krywane 250 pl pozywki do hodowli komorkowej i nastepnie przykrywane 2,5 pm folig
Mylar. Przygotowana probka byta umieszczana w komorze Scanditronix i napromieniana
z wykorzystaniem promieniowania 7. Czas napromieniania kontrolowano zgodnie z wy-
nikami przeprowadzonej dozymetrii. W przypadku napromienienia czastkami o szkietko
nakrywkowe z komoérkami i folig Mylar umieszczono na poruszanej silnikiem poétce, ktora
przesuwata komorki w kierunku zrodia. Napromienianie rozpoczynato si¢ w momencie
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Rysunek 4.5: Dwa urzadzenia wykorzystane do napromienienia komorek. Po lewej zostato
przedstawione urzadzenie MAX z wbudowanym zrédltem ?*!Am, a po prawej urzadzenie
Scanditronix z dwoma zrédtami 37Cs. Na obu schematach zostalo zaznaczone miejsce,
w ktérym umieszczana jest ptytka z materialem komérkowym (z6tty element) przedsta-

wiona na Rysunku [4.2]

zetkniecia szkietka nakrywkowego ze zZrodtem i byto zatrzymywane przez opuszczenie pot-
ki. Oba napromieniania miaty miejsce w temperaturze pokojowej. Czas napromieniania
potrzebny do dostarczenia 1,7 Gy promieniowania « wynosit 7 min 32 s. Dostarczenie
2 Gy promieniowania 7y zajeto 5 min 37 s. Rozbieznosci miedzy dawkami promieniowania
a 1 v wynikaja z niedoktadnosci w obliczeniach dotyczacych mocy dawki promieniowa-
nia «, ktore zostaty dostrzezone po zakonczeniu eksperymentu. Schematy napromienienia
komoérek dwoma rodzajami promieniowania jonizujacego zostaly przedstawione na Ry-
sunku [4.6] Czas, ktéry byt potrzebny na przeniesienie probki z uktadu do napromieniania
do uktadu do obserwacji pod mikroskopem, wynosit 3 min. Komoérki byty obserwowane
pod mikroskopem przez 5 godzin.

Czas ekspozycji na dawke 1,85 Gy pochodzaca od wiazek mieszanych wynosit 6 min
33 s (co odpowiada potowie zsumowanych czasow ekspozycji komérek na czastki « i pro-
mieniowanie y osobno). Przeniesienie prébki komérek z jednego zrédia do drugiego zaj-
mowato okoto 2 min. Catkowity czas ekspozycji na wiazki mieszane wynosil wiec okoto
8 min 33 s (w przyblizeniu 9 min). Komérki zostaly napromienione kombinacja 45%
promieniowania « i 55% promieniowania 7. Sekwencyjna ekspozycja na wigzki mieszane
promieniowania jonizujacego zostata przeprowadzona na dwa sposoby. W pierwszym sce-
nariuszu (IIT) material biologiczny najpierw napromieniano czastkami « (w urzadzeniu
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MAX), a nastepnie, po okoto 2 minutach potrzebnych na przeniesienie szalki z jednego
zrodia do drugiego, komoérki napromieniano promieniowaniem ~y (w urzadzeniu Scandi-
tronix). W drugim scenariuszu (IV) zostata zastosowana odwrotna kolejnosé. Schemat
napromieniania sekwencyjnymi wigzkami mieszanymi dla oby scenariuszy (I1I i IV) zo-
stal przedstawiony na Rysunku [4.7]

I: (04
Or ¢
L 0:07:32 I0:03:!:!0I 5:00:00

I I 1 =

II: }/

| 0:05:37 I0:03:1')!.']I 5:00:00
1 I I

v

Rysunek 4.6: Schematy napromieniania komoérek linii U20S dwoma rodzajami promie-
niowania jonizujacego: (I) czastkami «v i (II) promieniowaniem -.

i a }/
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Rysunek 4.7: Schematy dwdch scenariuszy napromieniania komorek linii U20S sekwen-
cyjnymi wiazkami mieszanymi: (IIT) napromienienie czastkami «, a nastepnie promienio-
waniem v, (IV) odwrotna kolejnosé zastosowania promieniowania a1 .
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4.3.2 Mikroskopia fluorescencyjna zywych komorek

Natychmiast po napromienieniu szkietka nakrywkowe z komoérkami byty umieszczane
w ogrzanej do 37°C komorze ze stali nierdzewnej. Komora wielkosci standardowego szkiet-
ka mikroskopowego ma studzienke bez dna, w ktorej umieszczane jest okragte szkietko na-
krywkowe i uszczelniane pierscieniem O-ring z plastikowa nakretka Sykes-Moore (Sollazzo!

et al., [2018; Scherthan and Adelfalk, |2011). Zdjecie komory zostalo umieszczone na Rysun-

ku [£.8] Zaglebienie wypelniane byto wstepnie ogrzana pozywka wzrostowa uzupelniona
pirogronianem sodu i 10 mM HEPES (Applied Chem GmbH, A3268, Hamburg, Niemcy)
dla stabilnosci pH. Szkietko nakrywkowe byto umieszczane luzno na powierzchni wypet-
nionej studzienki, aby zapobiec parowaniu pozywki. Aby uniknaé¢ pecherzykéw powietrza,
zachowywana byta ostroznos¢ przy naktadaniu szkietka. Metalowa komora z zywymi ko-
morkami byta sktadana zgodnie z krokami opisanymi powyzej natychmiast po napromie-
nianiu, co trwato okoto 3 min. Nastepnie rozpoczynane byto obrazowanie komorek pod
mikroskopem. Badanie przeprowadzane byto w temperaturze 37°C w samodzielnie skon-
struowanej komorze srodowiskowej z kontrolowang temperatura, ktora byta zamontowana

na odwréconym mikroskopie Carl Zeiss Axiovert 200 (Jena, Niemcy) (Illner and Scher-|
than| [2013). Jadra komoérkowe obserwowane pod mikroskopem byly wybierane losowo.
Podczas jednego pomiaru rejestrowane byty srednio dwa jadra komoérkowe. Fluorescencja

NBS1-GFP byta wzbudzana przez 120 ms ekspozycje na Swiatto o dtugosci fali 488 nm
z monochromatora Polychrome IV (TILL Photonics, Gréfelfing, Niemcy) i rejestrowana
za pomoca kamery CCD (PCO Sensicam, Kelheim, Niemcy). Zdjecia byly wykonywane
w odstepach 1-minutowych przez 300 minut. Obrazy zostaly zarejestrowane przy uzyciu
oprogramowania TILL Photonics Imaging System (TILLvisION v3.3, TILL, Gréfelfing,
Niemcy) zainstalowanego na podlaczonym do mikroskopu komputerze.

Rysunek 4.8: Komora ze stali nierdzewnej do obrazowania komorek na zywo. Komora ma
studzienke bez dna, w ktorej umieszczane jest okragte szkietko nakrywkowe z komoérkami.
Nastepnie dno ze szkietkiem byto uszczelniane pierscieniem O-ring z plastikowa nakretka
Sykes-Moore. Do studzienki wprowadzana jest pozywka hodowlana, ktéra zapewnia od-
powiednie warunki komorkom obrazowanym przez kilka godzin.
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4.4 Analiza obrazéw ognisk naprawczych i prezenta-
cja wynikéow

Obrazy uzyskane z mikroskopu fluorescencyjnego zostaty przeanalizowane przy uzyciu
oprogramowania Imaris Microscopy Image Analysis Software (wersje 9.9.0 1 9.1.2, Bitpla-
ne AG, Oxford Instruments plc). Kazde jadro komérkowe byto analizowane oddzielnie.
Na poczatku wszystkie obrazy uzyskane z mikroskopu zostaty przeskalowane. Przypisanie
rzeczywistych jednostek dlugosci do pikseli byto mozliwe dzieki wykonaniu pod mikro-
skopem obrazu referencyjnego, ktory zawierat podziatke liniowa. Po ustaleniu zwigzku
miedzy pomiarami wyrazonymi w pikselach a rzeczywistymi odleglo$ciami, wyodrebniony
zostal obszar, w ktorym znajdowato si¢ jadro komorkowe. Nastepnie obliczone zostato po-
lozenie jego $rodka masy w danym punkcie czasowym. Srednia liczba ognisk naprawczych
na jadro komoérkowe zostala wyznaczona jako iloraz sumy wszystkich zarejestrowanych
ognisk i liczby wszystkich zobrazowanych jader dla danego scenariusza napromieniania
i czasu analizy. To umozliwito zbadanie kinetyki naprawy uszkodzen w funkcji czasu.
Niepewnoscig Sredniej liczby ognisk naprawczych w jadrze komoérkowym jest odchylenie
standardowe.

W przypadku wykreséw przedstawiajacych éredni rozmiar ognisk naprawczych, dla
ktorych dane sg reprezentowane w kategoriach wzglednych, rozmiar zostal zdefiniowany
jako stosunek danej wartosci rozmiaru ogniska do maksymalnego zarejestrowanego roz-
miaru. Rozmiar ognisk jest wyrazany w pm?. Do danych eksperymentalnych dopasowano
krzywe rozktadu normalnego z charakterystycznymi parametrami (warto$¢ srednia i od-
chylenie standardowe). Do danych reprezentujacych zmiane wielkosci ognisk w funkcji
czasu dopasowano wielomiany 6smego rzedu. Niepewnosci dopasowania modelu prezen-
towane w Rozdziale wynikaja z okreslenia parametréw dopasowania krzywej (95%
przedzial ufnosci).

Srednig wzgledng intensywnos$é¢ ognisk naprawczych okreslono za pomoca nastepuja-

cego wzoru.
Ifocus

I= (4.1)

]nucleus - ]focus

gdzie I foeys jest catkowita intensywnoscig w obszarze ogniska, a Iyceus jest intensywnoscia
w calym obszarze jadra komorkowego. Niepewnosé wzglednej intensywnosci uy zostata
obliczona na podstawie prawa propagacji maltych btedéw (Taylor, 2011) i jest wyrazona
wzorem:

I ? I ?

nucleus focus

ur = UT focus + | — UTnucleus | » 4.2
! ( (Inucleus - [focus>2 1 ) ( (Inucleus - Ifocus)2 ! ) ( )

gdzie Ugfoeus to niepewnos¢ intensywnosci ogniska naprawczego, a Uzpyeens t0 Niepewnosé
intensywnosci jadra komoérkowego.

Zmiana potozenia ogniska naprawczego byta wyznaczana poprzez $ledzenie jego wspot-
rzednych i wyznaczenie sredniego przemieszczenie kwadratowego (ang. mean square di-
splacement, MSD) (Frenkel and Smit,, |2002)), ktore jest kwadratem dtugosci toru ruchu.
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MSD obliczono dla pozycji w pierwszej minucie obserwacji jadra komérkowego d(to) wzgle-
dem pozycji odniesienia w czasie d(tg + At):

MSD = ([d (to + At) — d (t0)])*. (4.3)

Do danych dopasowano funkcje modelu subdyfuzji, dla ktorej wyznaczono parametry
promienia dyfuzji (r.) oraz wspétezynnika dyfuzji (D,). D. jest miara ruchliwosci ogniska,
r. to promien, w ktérym to ognisko sie¢ porusza, a n to wymiar analizowanej przestrzeni
(w tym przypadku réwny 2) (Jegou et al., [2009). Model ten jest okreslony przez nastepu-

MSD (At) = 72 {1 — exp (—M>} : (4.4)

2
re

jacy wzor:

Dla kazdego scenariusza napromieniania nagrano okoto 30 filméw, a srednia liczba
jader komoérkowych obrazowanych w jednym filmie to dwa. Informacje dotyczace miej-
sca przechowywania danych eksperymentalnych i dostepu do nich zostaty umieszczone

w Dodatku B: |[Dostep do danych eksperymentalnychl Ze wzgledu na jako$é¢ otrzymanych

obrazéw, do analizy kwalifikowano rézng liczbe jader komérkowych:

e czastki a: 18 jader komérkowych,
e promieniowanie 7: 28 jader komorkowych,
e wigzki mieszane z czastkami a zastosowanymi jako pierwsze: 25 jader komérkowych,

e wiazki mieszane z promieniowaniem 7y zastosowanym jako pierwsze: 16 jader komor-
kowych,

e komorki kontrolne: 22 jadra komoérkowe.

Ekspozycja na promieniowanie 7 i « jest oznaczana odpowiednio symbolami v i «
i oznacza, ze podczas napromieniania zostal wykorzystany tylko jeden rodzaj promienio-
wania. Sekwencyjna ekspozycja komorek na oba rodzaje promieniowania jest oznaczana
na wykresach jako v — a lub @« — v odzwierciedlajace kolejno$¢ napromienienia.

4.5 Analiza statystyczna

W przypadku danych uzyskanych z pomiarow dozymetrycznych niepewnosci otrzyma-
nych wartosci zostaly wyznaczone metoda propagacji. Dawki oszacowane za pomocg do-
zymetru krzemowego i filméw radiochromowych zostaty poréwnane dwustronnym, testem
t-Studenta. Dla danych otrzymanych w oparciu o metody MC sprawdzona zostata nor-
malnoé¢ testem Shapiro-Wilka. Do otrzymanych histograméw dopasowana zostata funkcja
Gaussa, z ktorej wyznaczona zostata wartos¢ srednia wraz z odchyleniem standardowym
(ang. standard deviation, SD). Dla danych otrzymanych w pomiarach przestrzennego roz-
ktadu dawki w komorze Scanditronix wyznaczony zostal wspélezynnik zmiennosci (ang.
coefficient of variation, CV), ktéry jest miarg zréznicowania rozktadu cechy i jest oblicza-
ny jako iloraz odchylenia standardowego i wartosci $redniej.

Wszystkie testy statystyczne danych uzyskanych ze wszystkich pomiaréw zostaty wy-
konane z wykorzystaniem samodzielnie napisanych skryptéw w jezyku Python 3 (wersja
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Python 3.7.9, Python Software Foundation) z wykorzystaniem dodatkowych bibliotek,
takich jak SciPy i Matplotlib. W celu oceny statystycznej dane zostaly poréwnane za po-
moca testu ANOVA z uzyciem testu post hoc Tukeya (rozmiar ogniska i intensywnosci)
oraz testu t dla §rednich dwdch niezaleznych probek wynikéw (rozmiar ogniska w dwoch
przedziatach czasowych). Réznice dla wartosci p mniejszych niz 0,05 byty uznawane za
istotne statystycznie. Dane zostaly przedstawione jako érednie warto$ci z niepewnoscig
standardowa $redniej (ang. standard error of the mean, SEM). W przypadku danych, do
ktérych dopasowane byly funkcje liniowe (intensywnosé ognisk), do poréwnania dwdch
wspotezynnikéw nachylenia wynikajacych z dopasowania rownania y = at + b, zastosowa-
no test t.



Rozdziat 5

Dozymetria

5.1 Narzedzia

Pomiar dawki promieniowania jonizujacego jest wazny dla doktadnego okreslenia efek-
tu biologicznego, jaki moze wywota¢. Wskutek réznic w sposobie oddziatlywania promie-
niowania « i v z materialem biologicznym, konieczne jest zastosowanie roéznych tech-
nik pomiarowych. Do opisu oddziatywania promieniowania « z materiatem biologicznym
wykonane zostaly symulacje z wykorzystaniem metod MC. W celu sprawdzenia jedno-
rodnosci promieniowania v w komorze Scanditronix przeprowadzona zostata dozymetria
z wykorzystaniem metod fizycznych, dozymetréow przeznaczonych do pomiaréw promie-
niowania fotonowego.

5.1.1 Teoretyczna weryfikacja dozymetryczna

/////

wania « z urzadzenia MAX, do symulacji w oparciu o metody MC zostato wykorzystane
analogiczne zrédto 2! Am wyprodukowane przez firme Eckert and Ziegler (Brunszwik,
Niemcy), o nizszej aktywnosci réwnej 1,96 MBq. Zrédlo to jest dostepne w Srodowisko-
wym Laboratorium Ciezkich Jonow (SLCJ ). Zostato ono uzyte do charakterystyki widma
promieniowania « i zbadania jednorodnosci jego aktywnosci powierzchniowej za pomoca
detektora Si (ORTEC, USA) i oprogramowania SRIM. Wyniki zostaly opisane w (Sze-
flinski et al., |2020). Parametry zrédta uzyte do symulacji obejmuja aktywna warstwe
o grubosci 0,4 pm, ktéra zostata pokryta warstwa ztota o grubosci 1 pm. Dodatkowo,
w symulacji zostaly uwzglednione energie emitowanych czastek a wynoszacych 5,48 MeV
(84,5%), 5,44 MeV (13,1%) i 5,39 MeV (1,6%), przy sredniej wazonej energii 5,46 MeV.

Kod PARTRAC (Friedland et al. 2011) zostal wykorzystany do wykonania uprosz-
czonej symulacji napromieniania jadra komorkowego limfocytu. Wyniki symulacji zostaty
uzyte do oszacowania energii zdeponowanej i liczby czastek «, ktore oddziatywaty z ato-
mami w objetosci jadra komérkowego. Symulacje zostaty przeprowadzone dla objetosci,
w ktérej umieszczone zostato jadro komorkowe i ktora byta prostopadtoscianem wypet-
nionym woda. Wymiary (z,y, 2) tego prostopadtoécianu to (40 x 21 x 37) pm. Jadro
komérkowe zostato przedstawione jako kula o promieniu 5 pm (Sharma et al., [2008), kto-
ra znajduje sie w centrum prostopadlodcianu. Sktad pierwiastkowy jadra komoérkowego

41
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zawieral 10,6% wodoru, 9% wegla, 3,2% azotu, 74,2% tlenu, 2,6% fosforu i 0,4% siarki,
a gestos¢ byta rowna gestosci wody. Czastki a zostaly wygenerowane losowo z dna cytopla-
zmy (okoto 10 pm od jadra komérkowego). Symulacje dostarczenia dwoch réznych dawek
(1,22 Gy i 2,33 Gy) zostaly przeprowadzone dla 1000 jader w celu uzyskania rozktadéw
energii zdeponowanej i odpowiadajacej jej liczby czastek a. Dawki z zakresu 1-3 Gy zo-
staly wybrane ze wzgledu na czeste zastosowanie w eksperymentach komorkowych w celu

wywolania wyraznie mierzalnych efektéw biologicznych (Edwards et al.l [1980; [Staaf et al.|
2012c¢)). Dodatkowo wyniki symulacji przy uzyciu kodow PARTRAC bylty wykorzystane do

sprawdzenia poprawnosci zastosowania bardziej skomplikowanej geometrii w symulacjach

z uzyciem programu Geant4.

Srodowisko Geant4 (IAgostineHi et al.|, |2003|) umozliwia obliczanie dawek pochtonietych
dla typowych geometrii komérkowych, takich jak cytoplazma i jadro komdrkowe (Incerti
et all, [2006). Postuzyt on do oszacowania poziomu niejednorodnosci dawki i niepewnosci

w réznych uktadach eksperymentalnych z wykorzystaniem promieniowania «. Obliczenia

zostaly wykonane dla czterech schematow napromieniania komorek czgstkami «, przed-
stawionych na Rysunku

A % B _i;gﬂraw,;—_

Rysunek 5.1: Trzy geometrie uktadéw napromienienia monowarstwy komoérek z uzyciem
zrodia 24*Am. Przedstawione zostalo napromienianie materiatu biologicznego znajdujace-
go sie na lezacym bezposrednio na zrddle szkietku (A), napromienianie komérek od gory
(B) oraz napromienianie od géry wraz ze wstawionym pomiedzy zrédtem a materiatem
biologicznym nieruchomym lub obrotowym kolimatorem (C).

Pierwszym z badanych scenariuszy byto napromienienie monowarstwy komoérek wy-
sianych na szkietku o grubosci 150 pm, ktére byto umieszczane bezposrednio na zrodle
powierzchniowym (Rysunek ) W drugim schemacie komoérki byty napromieniane od
géry (Rysunek ) Czastki a przechodzily przez ochronng warstwe folii Mylar o gru-
bosci 3 pm, a nastepnie przez warstwe pozywki (6 pm). W ostatnim schemacie, pomiedzy
folie Mylar a zrédlo, dodany zostal kolimator o grubosci 5 mm (Rysunek [5.1/C). Dla
czwartego schematu napromieniania kolejnos¢ materiatow, przez ktoére przechodzito pro-
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mieniowanie « nie zmienila si¢ (taka sama jak na Rysunku [5.1]C). Dodano jednak ruch
kolimatora, ktory obracat si¢ w kazdym ruchu o kat 5°. Na podstawie symulacji struktury
toréw wykonanych przez Geantd zostaty obliczone dtugosci drogi jonizacji, co pozwolito
na oszacowanie wartoéci LET z zastosowaniem wzoru 2.4]

5.1.2 Doswiadczalna weryfikacja dozymetryczna

Dla zrédta fotonowego 37Cs, jednorodnoséé dawki w komorze do napromieniania zosta-
ta sprawdzona z wykorzystaniem komory jonizacyjnej oraz samowywotujacych sie filméw
radiochromowych. Dodatkowo przeprowadzone zostaly pomiary z wykorzystaniem dozy-
metru krzemowego.

Filmy radiochromowe

Dozymetria zrédta 37Cs zostala wykonana za pomoca dozymetru pasywnego, kto-
rym sa filmy radiochromowe EBT3 Gafchromic (Ashland Inc., Bridgewater, NJ). Jest
to dozymetr, ktory ma wtasciwosci modyfikowania wlasciwosci strukturalnych czutego
elementu krystalicznego pod wpltywem promieniowania jonizujacego. Oddziatywanie pro-
mieniowania jonizujacego z folig powoduje proces polimeryzacji monomeréw substancji

czutej (Williams and Metcalfe, 2011)). To mikroskopijne zjawisko znajduje odzwierciedle-

nie w zmianie koloru na poziomie makroskopowym, a kolor filmu mozna powigzac z dawka,

promieniowania (Lewis and Devic, 2015)). Napromienione filmy radiochromowe z wyko-

rzystaniem dawek z zakresu 0-2 Gy promieniowania fotonowego zostaly przedstawione na
Rysunku [5.2]

Rysunek 5.2: Skany filmow radiochromowych, ktére zostaty napromienione czterema roz-
nymi dawkami promieniowania fotonowego. Pierwszy film (najjasniejszy) jest to film nie-
napromieniony (préba kontrolna), natomiast pozostale cztery zostaly napromienione daw-
kami odpowiednio 0,25; 0,5; 11 2 Gy.

Ze wzgledu na brak informacji o bezwzglednej wartosci dawki wazne jest, aby film
zostal wezesniej skalibrowany. Kalibracja polega na napromienieniu filmu certyfikowanym
zrodlem o znanej mocy dawki lub zrodlem, ktore zostato wezesniej skalibrowane za pomo-
cg certyfikowanego dozymetru. Z uwagi na dostepnosé¢ certyfikowanej cylindrycznej komo-
ry jonizacyjnej (Unidos E wyposazonej w komore jonizacyjna TM30010, PTW, Freiburg,
Niemcy) najpierw wykonana zostata kalibracja zrodta promieniowania rentgenowskiego.
Zrédlo to zostato wybrane ze wzgledu na mozliwoéé poprowadzenia przewodéw taczacych
dozymetr aktywny z aparaturg zasilajaca i umozliwiajaca odczyt wyniku pomiaru (Boag,
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1987). W przypadku zrédet 137Cs napromienianie odbywa si¢ w zamknie¢tej komorze, do
ktorej nie ma dostepu i mozliwe jest jedynie umieszczenie w jej srodku kompaktowego
urzadzenia bez okablowania lub zewnetrznego zrédta zasilania.

Komora jonizacyjna zostata umieszczona w urzadzeniu MAX, w miejscu do napromie-
niania promieniowaniem X, a nastepnie odczytana zostata moc dawki. Kolejnym krokiem
bylto napromienienie filméw radiochromowych w tym samym urzadzeniu i odczytanie war-
tosci poziomu zaczernienia dozymetru po 24 h od zakonczenia napromieniania. Do odczy-
tu filméw wykorzystano skaner ptaski Epson Expression 12000XL (Epson Seiko Epson
Corp., Nagano, Japonia) (Ferreira et al.| [2009; Cho et al., 2020). Obrazy RGB zapisa-
ne w formacie TIF zostaly przeanalizowane przy uzyciu oprogramowania ImageJ (wersja
1.53i, Java 1.8.0, Wayen Rasband, National Institutes of Health, USA; strona interne-
towa: http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html). Obliczenia intensywnosci pikseli zostaty
wykonane na podstawie kanatu czerwonego, o ktérym wiadomo, ze ma najwyzsza czutosé
na dawke (Stevens et al| |1996; Ohuchi, 2007). Po uzyskaniu krzywej odpowiedzi poziomu
zaczernienia (intensywnosci koloru) filmu radiochromowego w funkeji dawki promieniowa-
nia jonizujacego, zostaly wykonane pomiary z uzyciem urzadzenia Scanditronix. Cztery
wyciete kawalki filmow radiochromowych o wymiarach 2,5 X 2 cm zostaty napromienione
dawkami 0,25 Gy; 0,5 Gy; 1 Gy i 2 Gy. Piaty kawatek zostal nienapromieniony, byta to
proba kontrolna. Pomiary zostaly powtérzone dla takiego samego zestawu filmow i dawek
dwukrotnie. Usrednione wartosci intensywnosci koloru dla danego fragmentu filmu zostaty
porownane z krzywa kalibracyjng uzyskang dla promieniowania rentgenowskiego.

Dozymetr krzemowy

Drugim detektorem wykorzystanym w badaniach byl krzemowy dozymetr aktywny,
ktory powstal w ramach wspotpracy z Wydziatem Fizyki Uniwersytetu w Sztokholmie.
Konstrukcja dozymetru, ktory zostal przedstawiony na Rysunku [5.3, oparta jest na czu-
tych fotodiodach krzemowych (Vishay Intertechnology, Inc., model VBPW34FAS) wyko-
rzystywanych do detekcji promieniowania jonizujacego. Kiedy promieniowanie oddziatuje
w diodzie, moze jonizowa¢ atomy krzemu, uwalniajac elektrony. Przy braku jonizacji przez
diode spolaryzowang w kierunku zaporowym prad nie ptynie. Jednak, gdy promieniowanie
wywola jonizacje, wytworzony tadunek spowoduje przeptyw pradu. Ten tadunek, ktory
moze by¢ przechowywany w kondensatorze, jest proporcjonalny do energii zdeponowanej
przez promieniowanie. Kiedy uwolniony tadunek gromadzi si¢ w kondensatorze, wywotuje
to réznice potencjatéw. Dlatego pomiar réznicy potencjaléw na kondensatorze pozwala
okresli¢ catkowity uwolniony tadunek, ktory jest proporcjonalny do pochtonietej dawki.
W dozymetrze znajdujg sie cztery kondensatory o réznych pojemnosciach. Wybér kon-
kretnego kondensatora lub kombinacji kondensatoréw wptywa na pojemnosé¢ i umozliwia
pomiar dawki promieniowania w réznych zakresach z dobra doktadnoscia.

Dla #Zrédet ¥7Cs znajdujacych sie w komorze urzadzenia Scanditronix zostaty wyko-
nane cztery pomiary dla réznych czasow napromieniania: 42 s, 84 s, 169 s i 337 s, co
odpowiadato dawkom 0,25 Gy; 0,5 Gy; 1 Gy i 2 Gy. Wykonanie pomiaréw dla tak sze-
rokiego zakresu dawek wymagato wybrania odpowiedniej pozycji przetacznika obrotowe-
go, ktory umozliwial zmiane kondensatora o pojemnosci odpowiedniej do przewidywanej
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Rysunek 5.3: Zdjecie dozymetru krzemowego. Czesé czuta dozymetru, w ktorej znajduja
sie cztery fotodiody, jest ostonieta czarng naktadks wydrukowang technikg 3D z tworzywa,
ktorego gestosé jest zblizona do gestosci wody (1,0-1,05 g/cm?). Na panelu znajduje sig
przetacznik obrotowy podtaczony do kondensatorow, dzigki ktéremu mozliwe jest ustawie-
nie wzmocnienia wzmacniacza na odpowiednig wartos¢ dla oczekiwanego zakresu dawek.
Przycisk wytadowania, ktory nalezy nacisnaé przed kazdym pomiarem, znajduje sie pod
przetacznikiem obrotowym. Dioda LED w lewym dolnym rogu wskazuje, ze dozymetr jest
wtaczony.

warto$ci dawki. Dawki promieniowania, ktére zostaty zarejestrowane przez dozymetr by-
ty odczytane bezposrednio po zakonczeniu napromieniania. Otrzymane wartosci dawek
zostaly poréwnane z tymi, ktére zostalty wyznaczone z krzywej kalibracyjnej dla filméw
radiochromowych.

Rysunek 5.4: Pozycje w komorze Scanditronix, w ktoérych zostalty wykonane pomiary
detektorem krzemowym.

Oprécz pomiaréw wartosci dawek dziesie¢ identycznych dozymetréw zostato uzytych
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do wykonania pomiaréw przestrzennego rozktadu dawki w komorze urzadzenia Scanditro-
nix. Jak pokazano na Rysunku[5.4] dozymetry zostaly umieszczone w 6 pozycjach na dnie
i w srodku komory do napromieniania, co datlo 12 pomiaréw dawek. Obliczona zostata
warto$é¢ srednia i wariancja dawek na dwoch wysokosciach komory. Dawka referencyjna
wynosita 2 Gy.

5.2 Wyniki

5.2.1 Symulacje MC dla zrédtla czastek «

Dla zrédta 2! Am zostala wykonana dozymetria in silico. Celem wykonania obliczen
z wykorzystaniem metod MC byto okreslenie rozktadu energii zdeponowanej przez czast-
ki o oraz wyznaczenie rozktadu wartosci LET dla czterech uktadéw do napromieniania
materiatu biologicznego. Wielkoécig dozymetryczng modelowang dla zrédia 2! Am byt
rozktad dawki i jego jednorodno$¢ dla wymienionych wezedniej konfiguracji zrodta.

Rozklady energii, liczby toréw czastek o i LET

Energia zdeponowana przez czastki o z ?*'Am zostala obliczona z wykorzystaniem
narzedzi do symulacji PARTRAC i Geant4. Rozklady energii zdeponowanej powstaty
na podstawie symulacji wykonanych dla 1000 jader komoérkowych, dla dwéch réznych
wartosci dawek (D; = 1,22 Gy i Dy = 2,33 Gy). Wyniki zostaly przedstawione na
Rysunku [5.5] Otrzymane wartosci zostaly zestawione w Tabeli [5.1]

Energia przedstawiona na histogramach zostata zdeponowana przez czastki emitowane
w punktowego zroédta. Dodatkowym testem byto porownanie liczby czastek a przechodza-
cych przez jadro komorkowe limfocytu odpowiedzialnych za depozycje energii. Rozktady
liczby czastek dla 1000 jader komérkowych zostaly przedstawione na Rysunku [5.6] Nie
zaobserwowano istotnej statystycznie réznicy w Sredniej liczbie czastek o przechodza-
cych przez jedno jadro komoérkowe. Wartosci otrzymane z symulacji zostaty przedsta-
wione w Tabeli 5.1 Biorac pod uwage zgodnos$¢ otrzymanych wynikéw uzyskanych dla
obu narzedzi, Geant4 zostat wybrany do dalszych obliczen LET i rozktadu dawki w ja-
drach komérkowych utozonych w monowarstwie, ze wzgledu na mozliwos¢ napromieniania
materialu biologicznego w réznych konfiguracjach dla bardziej skomplikowanego uktadu
eksperymentalnego.

Tabela 5.1: Parametry dopasowania funkcji Gaussa do rozktadow energii zdeponowanej
w jadrze komoérkowym limfocytu i liczby czastek a.
D, D
PARTRAC  Geant4 PARTRAC  Geant4

Liczba torow czastek
(Srednia + SD)
Energia [MeV]
(Srednia £+ SD)

53422 49420 101430 91+28

50+22 404+18 96430 7.6+25
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Rysunek 5.5: Rozklady energii zdeponowanej obliczone z wykorzystaniem kodéow PAR-
TRAC (A i B) oraz srodowiska Geant4 (C i D) dla wartosci dwoch dawek (1,22 Gy dla
A i Coraz 2,33 Gy dla C i D) (Tartas et al., 2023al). Do kazdego histogramu zostal do-

pasowany rozklad Gaussa.
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Rysunek 5.6: Rozktady liczby czastek a symulowane przez PARTRAC i Geant4 w jadrach
komoérkowych dla wartosci dwoch dawek: 1,22 Gy (A1 C)i2,33 Gy (BiD) (Tartas et al.,
2023a). Linie reprezentuja dopasowania funkcji Gaussa.
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Rozktady wartosci LET w monowarstwie komoérek zostaly wyznaczone za pomoca na-
rzedzia Geant4 dla czterech konfiguracji ekspozycji na promieniowanie ov. Wyniki zostaty
przedstawione na Rysunku [5.7 jako rozktady wartosci LET. W przypadku konfiguracji A
i B, dla ktorych nie zastosowano kolimatora, mozna zaobserwowac szeroki zakres wartosci
LET, ktory jest spowodowany obecno$cia czastek wchodzacych w warstwe komoérek pod
roznymi katami. Te rozktady charakteryzowaly sie réznymi warto$ciami srednich i median
wartosci LET przedstawionych w Tabeli [5.2]

Rezultatem zastosowania kolimatora (niezaleznie od tego, czy byt nieruchomy, czy ob-
rotowy) byt wezszy rozktad wartosci LET, ktory zostal przedstawiony na Rysunku (C)
Wyznaczajac srednig oraz mediang wartosci LET otrzymano ten sam wynik dla obu sta-
tystyk — 110 keV/pm.
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Rysunek 5.7: Rozktady LET w jadrach komoérkowych napromienianych czastkami a: ko-
moérki napromieniane z gory (A), komoérki napromieniane od dotu bez kolimatora (B)
oraz komoérki napromieniane od dotu przez kolimator nieruchomy lub obrotowy (C) (Tar-
tas et al., 2023a).

Tabela 5.2: Charakterystyka wartosci LET uzyskanych dla czterech konfiguracji napro-
mieniania.

Konfiguracja Srednia warto$¢ LET £ SD Mediana LET

ekspozycji [keV /pm)] [keV /pm]
A 135 £+ 35 123
B 120 + 34 107

C 110 £ 9 110
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Jednorodnosé dawki w monowarstwie komorek

Rozktady dawek zaabsorbowanych przez jadra komoérkowe znajdujace sie na szalce,
dla czterech konfiguracji napromienienia, zostaty przedstawione na Rysunku 5.8, Wartos¢
dawki, dla ktorej wykonane zostaly obliczenia, byta rowna 1,22 Gy. Dla kazdej konfiguracji
zostalo obliczone odchylenie standardowe. Wyniki zostaty przedstawione w Tabeli [5.3]

Dose (Gy)

5
-0 20

Rysunek 5.8: Rozklady dawki w monowarstwie komoérek poddanych dziataniu promie-
niowania « (Tartas et al. 2023a)): dla komérek napromienianych przez szkietko (A), dla
komorek napromienionych od géry (B), dla komérek napromienionych od géry ze wstawio-
nym kolimatorem (C), dla komdérek napromienionych od gory przez obrotowy kolimator

(D).

Tabela 5.3: Wartoéci odchylenia standardowego uzyskanych w obliczeniach jednorodnoéci
rozktadu dawek w jadrach komorkowych poddanych dziataniu promieniowania o.

Konfiguracja .
ekspozycii Dawka [Gy] Odchylenie standardowe |[Gy]
A 0,04
B 0,04
C 1,22 0,20
D 0,14

Jednorodnos¢ dawki jest najwieksza w jadrach komoérkowych, ktore byty napromienio-
ne w ukltadach bez zastosowania kolimatora. Odchylenie standardowe wyniosto 41 mGy
dla konfiguracji z napromienieniem przez szkietko oraz 42 mGy dla konfiguracji z napro-
mienieniem od gory, przez folie Mylar. Wstawienie kolimatora pomiedzy Zrodto a materiat



20

biologiczny spowodowato pogorszenie jednorodnosci dawki. Wartosé odchylenia standar-
dowego wzrosta 5-krotnie przyjmujac wartos¢ 200 mGy. Zastosowanie obrotowego koli-
matora polepszyto jednorodno$é¢ w uktadach z zastosowaniem kolimatorow i zredukowato
odchylenie standardowe o 30%.

Analizujac wykresy przedstawione na Rysunku mozna zauwazy¢ skoki wartosci
dawki na krawedziach szalki. Jest to niedoskonato$¢ metody obliczeniowej, w ktorej na
okragta szalke zostata natozona siatka z kwadratowymi pikselami. W rezultacie pikse-
le na krawedziach sg tylko w czesci ”"wypelnione” materialem biologicznym, w ktorym
deponowana jest energia.

5.2.2 Weryfikacja pomiaréw dla zrédla fotonowego

Dla zrodta 37Cs wykonane zostaly pomiary dawki z wykorzystaniem dozymetru krze-
mowego oraz filméw radiochromowych. Pierwszym krokiem byta walidacja danych uzy-
skanych z pomiaréow z wykorzystaniem dozymetru krzemowego za pomoca filméw radio-
chromowych. Nastepnie, sprawdzony zostal przestrzenny rozktad dawki promieniowania
~ w komorze do napromieniania Scanditronix, w ktorej ustawiono 6 réznych dozymetrow
krzemowych na dwoch réznych wysokosciach.

Walidacja pomiaréw z dozymetru krzemowego za pomocg filméw radiochro-
mowych

Wartosci dawek promieniowania 7y, ktére zostaly zmierzone za pomoca dozymetru
krzemowego (Dgy) zostaly poréwnane z dawkami otrzymanymi za pomoca filméw radio-
chromowych (Dyqf). Wyniki zostaly przedstawione w Tabeli . Dozymetr systematycz-
nie przeszacowywal dawke o (10,1 £ 8,5)%. W zadnym punkcie dawki réznica nie byta
znaczaca statystycznie (wszystkie wartosci p > 0,05).

Tabela 5.4: Pomiary dawek promieniowania v wykonane filmami radiochromowymi (Dy, )
i dozymetrami krzemowymi (Dg;) dla zadanego czasu napromieniania. Wartosci p > 0,05
wskazuja na brak réznicy istotnej statystycznie miedzy dawkami oszacowanymi obiema
metodami. Znak przed odchyleniem procentowym wskazuje na kierunek odchylenia.

Czas Odchylenie ,,
napromieniania [s] Dgay [Gy] Dsi [Gy] procentowe Wartos¢ p
2 0,241 £ 0,080 0,2925 £ 0,0079 K 0,7
84 0,51 £0,11 0,555 + 0,015 9 0,6
169 1,0440,18 1,140 + 0,015 9 0,7
337 2184051 2,197 + 0,059 1 0.5

OdpowiedZ detektora krzemowego na promieniowanie v emitowane ze zrédia 37Cs
zostata przedstawiona w funkcji dawki na Rysunku [5.90 Analizujac parametry dopaso-
wanej funkcji liniowej, ktére wynosity odpowiednio @ = 1,035 4+ 0,031 i b = (0,043
+ 0,018) Gy, mozna zauwazy¢, ze wartos¢ wspotezynnika nachylenia prostej jest bliska
wartosci 1, a warto$¢ wyrazu wolnego bliska 0. Wartosci parametrow oraz wyniki prze-
prowadzonych testow statystycznych sugeruja zgodnosé otrzymanych wartosci dawek.
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Rysunek 5.9: Pomiary dawek, ktore zostaly wykonane dozymetrem krzemowym (Dgy)
w funkcji dawki referencyjnej z uzyciem filméw radiochromowych (D,,f) (Blomgren et al.)
2023).

Przestrzenny rozktad dawki w komorze do napromieniania

Obliczenia $redniej dawki i jej zmienno$ci mierzonej w dolnej, rodkowej i obu czeséciach
komory (zgodnie z Rysunkiem do napromieniania Scanditronix zostaty przedstawione
w Tabeli[5.5] Wspoétezynnik zmiennosci dawki mierzonej dozymetrami wynosit ponizej 5%,
co jest zadowalajace w eksperymentach radiobiologicznych.

Tabela 5.5: Obliczenia Sredniej dawki i btedu standardowego na podstawie pomiardéw
w roznych czesciach komory do napromieniowania promieniowaniem -y.

Odchylenie Wspbtezynnik
standardowe [Gy] zmiennosci [%]

Pozycje Dawka érednia [Gy]

1-6 2,16 0,10 138
7-12 2,122 0,056 2,6
1-12 2,141 0,082 3,8

Przeprowadzona analiza, do ktorej zostaly wykorzystane filmy radiochromowe oraz
dozymetr krzemowy, potwierdzita poprawnos¢ wartosci mocy dawki zrodet znajduja-
cych sie w urzadzeniu Scanditronix wyznaczonej przez Laboratorium Metrologii przy
Szwedzkim Urzedzie ds. Bezpieczenstwa Promieniowania. W czasie wykonywania ekspe-
rymentéw, moc dawki promieniowania fotonowego emitowanego ze zrédet 137Cs wynosita
0,372 Gy/min.
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5.3 Dyskusja i wnioski

Gléwnym problemem zwiazanym z konfiguracjami uktadu eksperymentalnego do na-
promieniania materiatu biologicznego czastkami « jest niejednorodno$é¢ dawki wewnatrz
napromienionych jader komoérkowych. Poniewaz dawka pochodzaca od czastek « jest za-
lezna od LET, zmiany warto$ci LET maja na nig silny wplyw. Co wiecej, czastki
o roznych energiach, ktore docieraja do warstwy komoérek pod réznymi katami, powoduja
trudng do oszacowania niejednorodno$¢ dawki. Analiza przeprowadzona w oparciu o me-
tody MC z wykorzystaniem kodéw PARTRAC i Geant4 miata na celu zbadanie interakcji
czastek a z materiatem komoérkowym. Analiza sktadata si¢ z dwoch gtownych czedci.

W pierwszej czesci poréwnane zostaly narzedzia PARTRAC i Geant4 pod wzgledem
zdeponowanej energii oraz liczby czastek a przemieszczajacych sie przez kuliste jadro lim-
focytu. Uzasadnieniem przeprowadzenia tej analizy byto poréwnanie skutecznosci obu na-
rzedzi, ktére sa powszechnie stosowane w badaniach radiobiologicznych (Agostinelli et al.|
2003; [Friedland et al.; 2011} |[Friedland and Kundrat|, 2014; Allison et al., 2016). Rozklady
0 mniejszej wariancji uzyskano za pomocg narzedzia Geant4, zaréwno w przypadku roz-
ktadéw energii, jak i liczby czastek dostarczonych do jadra komoérkowego. Uwzgledniajac
odchylenie standardowe wyznaczonych parametrow, mozna jednak stwierdzi¢, ze wartosci
srednie obu charakterystyk byty zgodne. Przesuniecia w rozktadach zdeponowanej energii
mogty wynikaé¢ z zastosowania réznych modeli fizycznych.

W drugiej czesci dozymetrii in silico zostato uzyte tylko narzedzie Geant4. Postuzyto
ono do oszacowania rozktadéow LET i jednorodnosci dawki w komérkach hodowanych jako
monowarstwa i napromienionych w trzech konfiguracjach ekspozycji: dla czastek o prze-
chodzacych przez szkietko nakrywkowe, dla zrodta, ktére byto umieszczone nad komorka-
mi i konfiguracji, w ktérej umieszczony zostat dodatkowo kolimator. Trzecia konfiguracja
byta wykorzystana do obliczen dla nieruchomego i obrotowego kolimatora. Uzasadnieniem
przeprowadzenia analizy byly wyniki pomiarow, dla ktorych wykorzystano rozne uktady
eksperymentalne do napromieniania komoérek, ale nigdy nie zostata przeprowadzona sys-
tematyczna charakterystyka parametrow wiazki ze zrodla a (Edwards et al., [1980; Roos
and Kellerer, [1989; [Goodhead et al., 1991} Neti et al.l 2004; [Esposito et al., [2009; [Sta-
af et al., [2012a; [Szeflinski et all 2020; Ptodowska et all 2021)). Wartosci LET i RBE
w eksperymentach z wykorzystaniem promieniowania « zalezg od charakterystyki zrodta,
konfiguracji napromieniowania, uktadu biologicznego i punktu koncowego opisujacego je-
go reakcje, dlatego kluczowe dla interpretacji wynikéw eksperymentéw radiobiologicznych
jest okreslenie parametrow ekspozycji zrodia.

Dla zrédia 137Cs zostala wykonana dozymetria do$wiadczalna. Sprawdzona zostata
jednorodnos$¢ dawki promieniowania v w komorze Scanditronix. Oprécz zastosowania cer-
tyfikowanych dozymetréw wykorzystany zostal dozymetr krzemowy. Wyniki, ktére zostaty
otrzymane dla pomiarow dawek dozymetrem krzemowym zostaly zwalidowane przy uzyciu
filméw radiochromowych. Dzigki analizie wynikéw pomiaréw dla réznych wartosci dawek
stosowanych w badaniach radiobiologicznych sprawdzona zostala poprawnos$é¢ dziatania
dozymetru krzemowego, a takze potwierdzona zostata warto$¢ mocy dawki, ktorag moz-
na uzyskaé ze zrodia 37Cs. Otrzymana wartoéé jednorodnoéci dawki w komorze zostata
uznana za zadowalajaca.
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Dozymetria jest waznym elementem kazdego eksperymentu radiobiologicznego. Poma-
ga zaprojektowaé i przetestowac rézne ustawienia ekspozycji materiatu biologicznego na
promieniowanie jonizujace. Odpowiedz komorkowa, ktora jest obserwowana po dostarcze-
niu do materiatu biologicznego promieniowania jonizujacego, jest odpowiedzig srednig dla
wielu komoérek. Dlatego istotne jest dostarczenie takiej samej dawki do kazdej komorki.
Dla promieniowania v jednorodnosé¢ dawki w kazdej komorce jest tatwiejsza do uzyskania
z uwagi na sposob oddziatywania z materia. W przypadku promieniowania «, ktore ma
wysoka warto$¢ LET oraz duza liczbe jonizacji zlokalizowanych w matej objetosci przy
niewielkim zasiegu, efekty biologiczne w pojedynczych komérkach moga sie bardzo réznié¢
w roznych schematach napromieniania. Dlatego wazna jest znajomosé¢ parametrow wiazki
promieniowania. Pomimo mozliwosci otrzymania podobnej wartosci dawki zdeponowanej
w napromienianym materiale, efekt biologiczny moze by¢ inny.

Eksperymentalna i teoretyczna weryfikacja dozymetryczna odgrywaja istotna role w do-
zymetrii, ktéra zajmuje sie pomiarami i oceng dawek promieniowania. Obliczenia z zasto-
sowaniem metod MC powinny poprzedza¢ faktyczne pomiary, ktére sa kosztowne i cza-
sochtonne. Metody MC sa pomocne nie tylko w charakteryzowaniu konfiguracji ekspo-
zycji, ale takze w okreslaniu czynnikéw wpltywajacych na charakterystyke wiazki, dzigki
czemu mozna uniknaé¢ btedéw w prawidtowym dostarczaniu dawki do obiektu badawcze-
go. Modele teoretyczne moga uwzgledniaé¢ rézne czynniki, takie jak rodzaj promieniowa-
nia, materialy absorbujace, geometrie uktadu czy warunki eksperymentalne. Teoretycz-
na weryfikacja dostarcza waznych informacji na temat rozktadu dawek promieniowania,
efektywnosci ochrony przed promieniowaniem i optymalizacji procedur dozymetrycznych.
Eksperymentalna weryfikacja dozymetryczna opiera si¢ na przeprowadzaniu pomiardéw
dawek promieniowania przy uzyciu odpowiednich instrumentow i detektoréw. W ramach
eksperymentéw stosuje sie rozne metody i techniki, takie jak detektory promieniowania
jonizujacego (np. licznik Geigera-Miillera, komora jonizacyjna, licznik scyntylacyjny), do-
zymetry termoluminescencyjne, dozymetry optyczne czy spektrometria promieniowania.
Eksperymenty te pozwalaja na bezposrednia ocene dawek promieniowania na podstawie
zmierzonych energii i fluencji czastek lub bezposredniego pomiaru dawki czy kermy.

Eksperymentalna i teoretyczna weryfikacja dozymetryczna sg ze sobg Scisle powigzane
i wzajemnie sie uzupelniaja (Czub et al., 2020). Eksperymentalne wyniki pomiaréw stuza
do weryfikacji i kalibracji modeli teoretycznych, podczas gdy modele teoretyczne umozli-
wiaja prognozowanie i optymalizacje dawek promieniowania w oparciu o dostepne dane
eksperymentalne. W potaczeniu te dwa podejscia przyczyniaja sie do doskonalenia metod
dozymetrycznych, poprawy bezpieczenstwa radiologicznego i ochrony przed promieniowa-
niem.






Rozdzial 6

Charakterystyka ognisk naprawczych

Zaprezentowane w tym rozdziale badania miaty na celu sprawdzenie odpowiedzi ko-
moérek z linii U20S na dziatanie promieniowania v i a oraz na kombinacje obu typow
promieniowania w proporcji 46% do 54%. Do analizy zostal wykorzystany mikroskop
stuzacy do obrazowania w czasie rzeczywistym zywych komorek, w ktorych tworza sie
i zanikajg ogniska NBS1. Biatko NBS1 taczy sie z konkretnymi obszarami chromatyny
w miejscach wystapienia uszkodzen DSB i pozostaje tam w trakcie procesu naprawy. To
pozwala na monitorowanie obszaréw, w ktorych powstaly DSB w miare uptywu czasu przy
uzyciu ognisk bedacych potaczeniem NBS1 i GFP, tak jak zostato opisane w podrozdzia-
tach[3.1.3]i[4.1] (Lukas et al. 2003)). Ze wzgledu na ograniczong ilo$¢ informacji dotyczacych
wplywu napromieniania wiazkami mieszanymi oraz wptywu na DDR, wykonane zostaty
nagrania filméw poklatkowych, na ktorych rejestrowane byty komoérki U20S poddawane
tylko promieniowaniu «, tylko promieniowaniu 7 oraz sekwencyjnym ekspozycjom na oba
te rodzaje promieniowania w naprzemiennej kolejnosci. Z powodu czasochtonnego proce-
su przygotowywania probek komorek do obrazowania w czasie rzeczywistym, rejestracja
obrazéw rozpoczela si¢ okoto 3 minut po zakonczeniu napromieniania i trwata przez okoto
300 minut. W celu uzyskania zaréwno danych ilosciowych, jak i jakosciowych dotyczacych
ognisk zawierajacych biatko NBS1, wykonana zostalta analiza obrazéow z uwzglednieniem
pomiaru liczby ognisk (podrozdziat , ich rozmiaru (podrozdziat oraz intensywno-

Sci (podrozdziat [6.3)).

6.1 Kinetyka powstawania i zanikania ognisk napraw-
czych

Kinetyka powstawania ognisk naprawczych NBS1 oraz ich zanik zostaty przedstawione
na Rysunku [6.1] a parametry ilo$ciowe zostaly zestawione w Tabeli [6.1] Proces tworze-
nia ognisk naprawczych w wyniku uszkodzenia DNA moze rozpoczaé sie juz podczas
ekspozycji na promieniowanie, ktorej czas wynosit 7 minut i 32 sekundy dla promienio-
wania 7, 5 minut i 37 sekund dla promieniowania a oraz 10 minut i 33 sekundy dla
sekwencyjnych wigzek mieszanych. Dodatkowo, przed rozpoczeciem rejestrowania obrazu
mikroskopowego potrzebne byto przygotowanie napromienionych komérek, ktére trwato
srednio okoto 3 minut. Za kazdym razem mierzony i zapisywany byl czas pomiedzy za-
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konczeniem napromieniania a rozpoczeciem rejestrowania zdje¢ pod mikroskopem. Aby
doktadnie poréwnac kinetyke powstawania i zanikania ognisk dla wszystkich scenariuszy
napromieniania, punkt czasowy 0 jest ustalony jako poczatek napromieniania komorek,
a dane do$wiadczalne pojawiaja si¢ odpowiednio pdzniej w zaleznosci od czasu napromie-
niania oraz przygotowania probki. Czas rozpoczecia rejestracji obrazu (pierwszy punkt,
ktory pojawia sie na Rysunku byt mierzony niezaleznie dla kazdego napromieniania
i kazdej szalki z komérkami. Punkt czasowy, w ktorym uzyskano ostatni obraz, ma war-
tos¢ wieksza niz 300 minut, ze wzgledu na przesuniecie danych o czas napromienienia oraz
przygotowania komoérek do procesu akwizycji obrazow.
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Rysunek 6.1: Kinetyka czestotliwosci powstawania ognisk naprawczych NBS1 w komor-
kach kontrolnych i napromienionych. Kropki reprezentuja punkty danych eksperymental-
nych (ze zdjeé¢ robionych co minute), a zacienione korytarze reprezentuja standardowe
niepewnosci wartosci $rednich (SEM). Oczekiwane czestotliwosci obliczone na podstawie
zalozenia addytywnosci sa widoczne jako czarna linia przerywana. Statystycznie istotng
roznice uzyskano dla par, z wyjatkiem ognisk powstatych po napromieniowaniu promie-
niowaniem 7 oraz dla o — 7 (jednokierunkowa ANOVA) (Tartas et al., 2023D).

Srednia liczba ognisk na komoérke, ktére powstaly w komérkach kontrolnych w ciagu
300 minut wynosita (1,0 + 1,8). Ekspozycja na promieniowanie v, o oraz kombinacje obu
znaczaco zwiekszata liczbe RIF, w poréwnaniu do komoérek kontrolnych. Dane dotyczace
liczby ognisk zostaly zestawione w Tabeli [6.1] Czesto$é wystepowania ognisk stopniowo
spadalta w miare uptywu czasu naprawy. Najwicksza Srednia liczba RIF byta obserwowana
w komorkach poddanych dziataniu promieniowania «y i osiagneta maksimum (wartosé 31,7
+ 5,6 ognisk na komorke) w 14. minucie od momentu rozpoczecia napromieniania. Komor-
ki napromienione czastkami a charakteryzowaty sie najnizszg liczba ognisk, z maksymalnag
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Tabela 6.1: Czestos¢ wystepowania ognisk NBS1 w komorkach kontrolnych, komoérkach
narazonych na samo promieniowanie « i 7y, na sekwencyjne wiazki mieszane « — v i~y —
a, a takze wartosci przewidywane w oparciu o zatozenie addytywnosci. Poczatkowa liczba
ognisk na jadro komoérkowe podawana jest jako Srednia liczba ognisk zarejestrowanych
w 16. minucie po rozpoczeciu napromieniania (16. minuta to pierwsza minuta serii obrazow
zarejestrowanej dla sekwencyjnych wiazek mieszanych). Koncowa liczba ognisk na jadro
oznacza $rednig liczbe ognisk zarejestrowanych w 310 minucie, czyli ostatniej minucie
uzyskania obrazu komoérek poddawanych dziataniu promieniowania .

Najwyzsza srednia

Poczatkowa srednia Koncowa $rednia

ROd.Z a liczba ognisk liczba OgimSk liczba ognisk
promieniowania y na komorke y
na komorke na komorke
(punkt czasowy)
kontrola 1,1 +£2,1 2,4 £+ 3,1 (36 min) 0,0
a 17,1 +£ 2,7 18,1 £+ 2,9 (13 min) 1,1£23
y 30,9 £ 2,3 31,5 £ 2,5 (14 min) 9,1 +£4,7
a— 28,3 £ 5,0 31,7 £ 5,6 (25 min) 11,9 £ 5,1
v — 252 £ 3,3 28,2 £+ 3,5 (24 min) 6,4 £ 5,7
przezliyya’ne 23,9 + 4,8 23,9 £ 4,8 (20 min) 6,5+ 2.6

wartoscia wynoszaca (18,1 + 2,9) ognisk na komérke 13 minut po rozpoczeciu napromie-
niania. W przypadku ekspozycji na mieszane promieniowanie, srednia liczba ognisk byta
zblizona do tego, co zostato zaobserwowane, gdy do napromienienia zostato wykorzystane
tylko promieniowanie 7. Dla kombinacji & — 7 maksymalna liczba RIF wynoszaca (31,7
+ 5,6), zostala zarejestrowana w 25. minucie. Dla v — « czas potrzebny do indukeji mak-
symalnej liczby ognisk naprawczych byt podobny (24 minuty), ale zaobserwowana wartos¢
wynoszaca (28,2 £+ 3,5) ognisk byta mniejsza nieistotnie statystycznie.

Na wykresie przedstawiona zostata rowniez linia przewidywanej addytywnosci, ktora
byta obliczona na podstawie danych liczby ognisk naprawczych dla promieniowania a i ~.
Dla kazdego punktu czasowego liczba ognisk w przewidywanej addytywnosci byta sumag
liczby ognisk indukowanych przez promieniowanie « i v podzielona przez 2.

6.2 Zmiana rozmiaru ognisk naprawczych

Oprocz czestosci wystepowania ognisk naprawczych, przeanalizowana zostata wielkos¢
ognisk, ktora jest powierzchnia ogniska wyrazana w pm?. Uzasadnieniem tej analizy jest
zalozenie, ze wielkos¢ RIF jest wprost proporcjonalna do ztozonosci uszkodzen DNA i jest
wigksza w jadrach komorkowych poddanych dziataniu promieniowania o w poréwnaniu
z promieniowaniem 7. Dane do$wiadczalne zostaly przedstawione na Rysunku [6.2] Ze
wzgledu na duze niepewnosci, do danych eksperymentalnych zmiany S$redniego rozmia-
ru RIF w czasie, zostata dopasowana funkcja wielomianowa 6smego stopnia, co zostato
przedstawione na Rysunku [6.3] Parametry dopasowania zostaly przedstawione w Tabe-
1i[Cl4 w Dodatku C. Najwieksze ogniska byly obserwowane zaraz po ekspozycji na czastki
a, a ich wielkos¢ zmniejszata si¢ w miare upltywu czasu. Promieniowanie v oraz kombi-
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nacja v — « indukowaly na poczatku male ogniska, ktérych wielko$é¢ nie zmieniata sig¢
znaczaco przez pierwsze 180 minut obserwacji. Po tym czasie zostat zanotowany lekki
wzrost wielkosci ognisk w przypadku kombinacji v — «, co mozna wyttumaczy¢ pojawie-
niem sie kilku duzych ognisk, w ktorych znajdowaly si¢ ztozone uszkodzenia. Niemniej
jednak ich wielko$¢ pozostawata wyraznie mniejsza od RIF wywotanych przez sekwen-
cyjne napromienianie o — 7. Ogniska, ktére powstaly w wyniku ekspozycji komorek na
kombinacje v — 7 byly na poczatku mniejsze niz te, ktére powstaty po ekspozycji tylko
na czastki a. Jednak od 150. minuty po ekspozycji na @ — 7y, $rednia wielko$¢ ognisk
zaczeta stopniowo wzrastaé, osiagajac maksimum po 270 minutach od czasu rozpoczecie
napromieniania i byta najwieksza spoérod wszystkich przeprowadzonych eksperymentow.
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Rysunek 6.2: Srednia powierzchnia ognisk naprawczych w napromienionych komoérkach
w funkcji czasu. Stupki btedéw reprezentujg niepewnoéci standardowe sredniej.

Rozklady wielkosci ognisk, obserwowane w dwoch przedziatach czasowych (0-99 min
oraz 100-300 min) zostaly przedstawione na Rysunku Do danych doswiadczalnych
zostala dopasowana funkcja Gaussa, co zostalo przedstawione na Rysunku Parame-
try dopasowania funkcji rozktadu normalnego znajduja sie w Tabeli [C.I] w Dodatku C.
W ciagu pierwszych 99 minut, zaréwno RIF wywotane przez promieniowanie v, jak i kom-
binacja v — «, charakteryzowaly si¢ najmniejsza srednig powierzchnia, wynoszaca okoto
0,2 nm?. Najwigksze obszary RIF byly obserwowane po ekspozycji na czastki a: (0,513
+ 0,045) pm?, podczas gdy ogniska wywolane przez a — v mialy érednig wielko$¢ réwna
(0,348 4 0,052) pm?. Okoto 90 minut po ekspozycji srednia powierzchnia RIF wywota-
nych przez czastki « zaczeta sie zmniejsza¢, natomiast rozmiar ognisk wywotanych przez
v pozostal na stalym poziomie i przez wigkszos¢ czasu obserwacji byl najmniejszy. Co
interesujace, powierzchnia ognisk wywotanych zaréwno przez v — «, jak i @ — ~, wzra-
stata w miare uptywu czasu, co wskazuje na gromadzenie sie ztozonych uszkodzen DNA
w tych ogniskach. Dla obu kombinacji &« — v i v — «, $rednia powierzchnia byta istotnie
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wigksza w przedziale od 100 do 300 minut w poréwnaniu do przedziatu od 0 do 99 minut
(odpowiednio (0,348 £ 0,052) pm? i (0,60 £ 0,14) pm? oraz (0,220 + 0,025) pm? i (0,262
+ 0,086) pm?).
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Rysunek 6.3: Srednia wielko$¢ ognisk naprawczych w funkeji czasu dla napromienionych
komorek, opisana za pomocg dopasowania funkcji wielomianowej. Korytarze reprezentuja

95% przedzialy ufnoéci (Tartas et all, [2023D)).
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Rysunek 6.4: Histogramy powierzchni ognisk NBS1, ktére zostaly przeanalizowane dla
dwbch przedzialow czasowych: pierwsze 0-99 min (A) i nastepne 100-300 min (B).
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Rysunek 6.5: Rozktady powierzchni ognisk NBS1, ktore zostaly przeanalizowane dla
dwéch przedziatéw czasowych: pierwsze 0-99 min (A) i nastepne 100-300 min (B) (Tartas

et al}, 2023D).

6.3 Intensywnos$¢ ognisk naprawczych

Kolejna charakterystyka ognisk naprawczych, ktora zostata poddana analizie byta
srednia intensywnos¢ fluorescencji NBS1-GFP w catym jadrze komérkowym, jako miara
catkowitej iloci biatka naprawczego (oznaczana jako catkowita intensywnosé RIF). Zosta-
ta ona obliczona jako suma wartosci szarosci w pikselach, ktore znajdowaty sie w obszarze
ognisk. Dane do$wiadczalne intensywnosci zostaty przedstawione na Rysunku [6.6] Ksztalt
funkcji jest podobny do tego pokazanego na Rysunku poniewaz intensywnos¢ ognisk
jest skorelowana z liczbg pikseli, a co za tym idzie, z obszarem ogniska. Najwigksza cal-
kowita intensywno$¢ ognisk zostata zaobserwowana w komorkach poddanych dziataniu
kombinacji a — ~. Podobnie jak w przypadku wielkosci ogniska, drugie maksimum in-
tensywnosdci zostalo zarejestrowane okoto 200 minut po punkcie 0, co sugeruje transport
biatka NBS1 do duzych ognisk w tym pdéznym punkcie czasowym. Najnizsze wartosci
catkowitej intensywnos$ci RIF zostaty zaobserwowane dla kombinacji v — «. Najbardziej
wyrazny spadek catkowitej intensywnosci RIF wystapil dla komoérek napromienionych
czastkami a.
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Rysunek 6.6: Suma intensywno$ci pikseli znajdujacych sie w obszarze ognisk naprawczych
na jadro komoérkowe.

W celu przeanalizowania dynamiki intensywnosci ognisk w odniesieniu do tta jadra
komoérkowego wartos¢ srednia intensywnosci RIF zostata podzielona przez intensywnosé
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tta jadra komoérkowego poza ogniskiem (zgodnie ze wzorem . Uzasadnieniem takie-
go sposobu obliczania intensywnosci jest duza intensywnosé tta (zwiazana z duza liczba
ognisk naprawczych) w jadrach komérkowych napromienionych promieniowaniem =, co
zostalo pokazane na Rysunku [6.7] Otrzymane wartosci wzglednej intensywnosci zostaly
przedstawione na Rysunku Najwyzsza wzgledna intensywnos$¢é RIF charakteryzuja
sie ogniska naprawcze indukowane przez czastki a. To moze by¢ wyjasnione poprzez fakt,
ze czastki o indukuja ztozone uszkodzenia, a jednoczesnie wykazuje niska intensywnosé
tta wokot RIF. W rezultacie biatka NBS1-GFP byty skumulowane w uszkodzonym DNA
i obszarach chromatyny, co skutkowato mniejsza iloscia biatek poza RIF. Ogniska indu-
kowane kombinacja o — v i promieniowaniem v wykazywaly podobnie niskie wzgledne
intensywnosci do 60. minuty. Nastepnie wzgledna srednia intensywnosé ognisk powstaja-
cych pod wptywem promieniowania vy pozostawata najnizsza, podczas gdy intensywnosé
ognisk powstajacych w wyniku zastosowania kombinacji @ — + wzrastata, nieznacznie
przekraczajac wartos¢ intensywnosci ognisk powstalych w wyniku ekspozycji na v — «
po okoto 130. minucie. Wartosci wzglednej intensywnosci ognisk dla sekwencyjnych wiazek
mieszanych v — « i a — v byty posrednie w poréwnaniu do promieniowania 7 i czastek a.
Dla wszystkich rodzajéw promieniowania intensywnos¢ ognisk stopniowo wzrastata przez
okoto 120-180 minut, a nastepnie osiagneta plateau.

Rysunek 6.7: Zdjecie mikroskopowe jader komérkowych napromienionych czastkami o (A)
oraz promieniowaniem 7 (B) z ogniskami naprawczymi o réznej intensywnosci.

Analiza dynamiki wzglednej intensywno$ci RIF do 120 minut po czasie 0 opierala sie
na dopasowaniu funkcji liniowej do danych eksperymentalnych. Wykresy z dopasowaniem
zostaly przedstawione na Rysunku [6.9] Parametry nachylenia prostych oraz wartosci p
zostaly zestawione w Tabelach i w Dodatku C. Najwiekszy wzrost wzgledne;j
intensywnosci byl obserwowany w ogniskach indukowanych przez o — v (a = (9 + 12
- 10™) min™'), a najmniejszy przez v (¢ = (4,3 £ 8,4 - 107*) min™!). Roznica ta byta
istotna statystycznie. Podczas pierwszych 120 minut, wzgledna wartos¢ intensywnosci
ognisk powstajacych po zastosowaniu kombinacji « — ~ byta istotnie mniejsza niz v — a.
Nastepnie réznica ta znikneta. Wspotezynniki nachylenia linii dopasowania do danych
roznity sie istotnie dla par: via, via — v, oraz vy — aia — 7.
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Rysunek 6.8: Wzgledna intensywnosé ognisk naprawczych na jadro komoérkowe w ciagu
300 minut od napromieniania. Wzgledne wartosci uzyskano, dzielac catkowite intensyw-
nosci ognisk przez srednia intensywnosé tla (Srednia intensywnos$é obszaru jadrowego bez
ognisk, z ktorej srednia catkowita intensywnosé ogniska zostala odjeta). Korytarze nie-
pewnosci reprezentuja bledy standardowe sredniej (Tartas et al., |2023b)).
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Rysunek 6.9: Wzgledna intensywno$¢ ognisk naprawczych z dopasowanymi funkcjami li-
niowymi dla pierwszych 120 minut (Tartas et al., [2023b)).
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6.4 Dyskusja i wnioski

W wyniku przedstawionej analizy stwierdzono, ze promieniowanie o wysokim LET wy-
wohuje mniejsza liczbe ognisk NBS1 przypadajaca na pojedyncza komérke, chociaz dawka
promieniowania byta podobna do tej stosowanej w przypadku promieniowania o niskim
LET. Ten efekt jest zgodny z oczekiwaniami, gdyz promieniowanie o wysokim LET, ta-
kie jak promieniowanie «, charakteryzuje sie duza gestoscia jonizacji w DNA. Te wyni-
ki potwierdzaja wczesniejsze obserwacje dotyczace ognisk v-H2AX (Staaf et al., 2012a)
oraz ognisk 53BP1 (Sollazzo et al., 2017), ktére byly obserwowane w badaniach z wyko-
rzystaniem tego samego zrodta a. W przedstawionych wynikach jest to odzwierciedlone
w obserwacji wystepowania ognisk o duzej powierzchni oraz wysoka catkowita i wzgled-
na intensywnoscia sygnatéw w tych ogniskach (Lorat et al., [2015; Hagiwara et al., 2017
Roobol et al., 2020; |[Reindl et al., [2015).

Zaobserwowane zostalo, ze obie sekwencje napromieniania dwoma rodzajami promie-
niowania wykazywaly poczatkowo wysoka liczbe ognisk, zblizona do tych w przypadku
komorek narazonych tylko na promieniowanie v. Jednak w przypadku sekwencji v — «a,
spadek liczby ognisk NBS1-GFP byl wyrazniejszy niz w przypadku sekwencji o — 7.
Poczatkowa liczba ognisk w obu sekwencjach zwigzanych z napromienianiem wigzka mie-
szang byla wyzsza, niz mozna bylo przewidywaé, opierajac sie na sumowaniu efektow
promieniowania v i a. To zjawisko jest zgodne z wynikami wcze$niejszych badan doty-
czacych markeréw ~-H2AX (Staaf et al., [2012a)) i 53BP1 (Sollazzo et al. 2017), ktére
rowniez byty indukowane przez promieniowanie o wysokim i niskim LET jednoczesnie.
Wydaje si¢ mato prawdopodobne, zeby sekwencja o — v czynita DNA bardziej podatne
na uszkodzenia wywotane promieniowaniem o niskim LET, poniewaz wtedy poczatkowa
liczba ognisk bytaby wyzsza w przypadku a — v niz v — «. Warto zaznaczy¢, ze czas
zycia rodnikow generowanych przez promieniowanie w wodzie jest bardzo krotki, wyno-
szacy mniej niz sekunde (Roots and Okadal, [1975)), dlatego synergizm na poziomie indukc;ji
uszkodzen DNA musiatby by¢ widoczny w ogniskach utworzonych juz podczas ekspozy-
¢ji i bardzo krotko po niej. Ciekawy jest fakt, ze w poprzednich badaniach, w ktorych
komoérki bylty jednocze$nie poddane dziataniu promieniowania o niskim i wysokim LET,
obserwowano podobny poziom poczatkowych ognisk 53BP1 wywotanych promieniowa-
niem wigzka mieszang i o niskim LET tylko wtedy, gdy analizowano utrwalone komorki
(Sollazzo et al.l 2017) a nie zywe (Sollazzo et al., |2018). Te réznice przypisano przede
wszystkim wyzszej rozdzielczosci mikroskopii zwiazanej z utrwalaniem i procedurami im-
munofluorescencyjnymi, a takze sptaszczeniu jader komérkowych podczas tych proceséw.
Istnieje rowniez mozliwosé, ze ogniska NBS1-GFP, ktére sa mniejsze niz ogniska 53BP1,
stanowig bardziej czuty parametr dla monitorowania reakcji odpowiedzi komoérkowej na
uszkodzenia w dwuwymiarowej konfiguracji. Wyniki testu kometowego, przeprowadzone-
go na limfocytach krwi obwodowej, rowniez potwierdzity synergiczny efekt w gromadzeniu
poczatkowych uszkodzen DNA w wyniku ekspozycji na wigzki mieszane promieniowania
jonizujacego (Cheng et al.; 2018]). Podobne wyniki uzyskano takze podczas analizy ognisk
~v-H2AX w utrwalonych ludzkich fibroblastach (Staaf et al., [2012a)).

Synergia miedzy promieniowaniem v a promieniowaniem a pod wzgledem opdznio-
nej naprawy wystapita jedynie w przypadku sekwencji o« — . W przypadku sekwencji
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v — « zaobserwowana zostala szybka naprawa, a liczba ognisk spadta ponizej oczekiwa-
nej wartosci, osiaggajac prawie poziom ognisk wywotanych przez czastki a. Oznacza to,
ze po zastosowaniu kombinacji o — -y, proste pekniecia dwuniciowego DNA wywotane
promieniowaniem vy zostaty szybko naprawione, pozostawiajac jedynie ztozone uszkodze-
nia na koncu 300-minutowej obserwacji. Ten szybki zanik ognisk w jadrze komérkowym
w przedziale 50-100 minut naprawy sugeruje, ze obecno$¢ uszkodzen wywotanych pro-
mieniowaniem o niskim LET przed uszkodzeniem wywotanym wysokim LET przyspiesza
aktywacje mechanizmow naprawczych DNA. Wyniki moga sugerowaé, ze synergia pomie-
dzy tymi dwoma rodzajami promieniowania jest wynikiem ich interakcji, ktéra wyraza sie
poprzez poczatkowe uszkodzenia DNA oraz opdzniona naprawe. Wyniki te potwierdzaja
hipoteze, ze ztozone uszkodzenia wywotane wysokim LET angazuja mechanizmy napraw-
cze DDR na tyle intensywnie, ze uszkodzenia o niskim LET nie sg efektywnie naprawiane
lub naprawa tych uszkodzen wykracza poza czas obserwacji ognisk objety badaniem.
Aby bardziej szczegdélowo zbadaé mechanizmy odpowiedzi komoérkowej na wigzki mie-
szane, obrazy zostaly przeanalizowane w celu sprawdzenia wielkos$ci obszaréw, w kto-
rych zlozone uszkodzenia objawiaja sie duzymi ogniskami (Scherthan et al., 2019; [Perez
et al., 2016} |Sisario et al |2018]). Zbadana zostata réwniez catkowita intensywnos¢ ognisk,
ktora mogta wskazywaé na ilo$¢ biatka NBS1 skoncentrowanego w okreslonym obszarze
uszkodzenia DSB (Roobol et al., 2020)). W obu przypadkach zauwazalny wzrost wystapit
po 120 minutach obserwacji, szczegdlnie po ekspozycji na sekwencyjne wigzki mieszane,
w ktoérych czastki o zostaly zastosowane jako pierwsze (o — 7). Zwiekszenie wielkosci
ognisk moze sugerowa¢ nagromadzenie uszkodzonych fragmentéw DNA, ktore sg trudne
do naprawienia i przyciggaja wieksza ilo$¢ biatek zaangazowanych w naprawe DDR. Jest
to proces, w ktoérego trakcie te obszary wydaja sie taczyé¢, co moze pomdc w skoordy-
nowanej naprawie (Aten et al., 2004)). Mozliwe jest réwniez, ze pozostate ogniska, ktére
sg naprawiane wolniej, moga by¢ zwigzane z przetwarzaniem ztozonych uszkodzen lub
lokalizowa¢ si¢ w heterochromatynie, co moze opdznia¢ proces naprawy. Promieniowanie
o wysokim LET moze indukowaé¢ odpowiedz dwufazowa w réznych typach komorek, gdzie
drugie maksimum w liczbie ognisk pojawia si¢ okoto 3-6 godzin po ekspozycji. Ten drugi
wzrost jest czesto zwigzany z przetwarzaniem uszkodzen heterochromatycznych i zwigzany
z naprawa zalezng od ATM-KAP1 (Goodarzi et al., [2009). Jednak w przypadku komorek
U20S nie zostata zaobserwowana wyrazna odpowiedz dwufazowa w liczbie ognisk NBS1
w badanym czasie, co jest zgodne z wynikami wczesniejszych badan nad 53BP1, gdzie
réwniez zaobserwowano niewielki wzrost liczby ognisk po okoto 4-5 godzinach (Sollazzo
et al.. 2017)). Niemniej jednak jesli chodzi o obszar ognisk, widoczne jest niewielkie splasz-
czenie krzywej w przypadku promieniowania o po 200 minutach, a duzy wzrost pojawit
sie w przypadku sekwencji « — v po okoto 240 minutach (co odpowiada 4 godzinom).
Przy obliczeniach wzglednej intensywnosci ognisk, ogniska, ktore powstaty po ekspo-
zycji na czastki o wykazywaly najwyzszg warto$é, podczas gdy te, ktore powstaly pod
wplywem promieniowania v wykazywalty najnizsza. Te wyniki sg zgodne z wczesniejszymi
badaniami, w ktorych zaobserwowano wysoka intensywnos$¢ ognisk 53BP1 w przypadku
uszkodzen powstalych po zastosowaniu promieniowania o wysokim LET w poréwnaniu
do tych o niskim LET. Interpretowano to jako efekt zwiekszonego lokalnego stezenia bia-
tek naprawczych oraz obecnos¢ wielu pojedynczych zdarzen resekcji. Te ostatnie byty
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okreslane na podstawie obserwacji wielokrotnych ognisk biatka replikacyjnego A (RPA)
w obszarach chromatyny 53BP1 (Roobol et al.; 2020)). Naprawa opierajaca sie na resekcji
jest preferencyjnie aktywowana w przypadku ztozonych peknieé dwuniciowych (Averbeck
et al., [2014). Warto zaznaczy¢, ze obliczenia wzglednej intensywnosci opieraty sie na rézni-
cy miedzy poziomami intensywnosci w obszarze ogniska a tta. Dlatego tez nie jest zaskaku-
jace, ze ogniska powstajace po zastosowaniu promieniowania o wysokim LET (czastek «),
wykazywaly wyzszg intensywnos¢ w poréwnaniu do wiazek mieszanych, zwtaszcza w kon-
tekscie poziomow tta. Ponadto, uszkodzenia wywotane przez promieniowanie o wysokim
LET moga prowadzi¢ do zwiazania wiekszej ilo$ci niektérych komponentéw naprawy DDR
(Greubel et al., |2008), co moze wplyna¢ na wyniki procesu naprawy.






Rozdziat 7

Mobilnosé ognisk naprawczych

Ogniska naprawcze, ktore powstaja w wyniku dzialania promieniowania jonizujacego,
poruszaja sie w obrebie jadra komorkowego, co zostalo przedstawione za pomocg trzech

klatek zarejestrowanego filmu na Rysunku [7.1

Rysunek 7.1: Trzy zdjecia jadra komoérkowego zarejestrowanego w wybranych punktach
czasowych z ogniskami NBS1 indukowanymi promieniowaniem «. Rézowymi strzatkami
zostaly oznaczone trzy wybrane ogniska naprawcze i ich pozycje w 5, 15 i 25 minucie
obserwacji pod mikroskopem fluorescencyjnym.

Ruch pojedynczego ogniska zostal zaprezentowany na Rysunku [7.2] Poruszanie sie
ogniska naprawczego w srodowisku komorkowym wykazuje podobienstwa do ruchow Brow-
na. Ruchy Browna to losowy ruch czastek zawieszonych w plynie (cieczy lub gazie) po-
wstaly w wyniku ich zderzen z poruszajacymi sie atomami lub czasteczkami gazu/cieczy.
Podobnie ruch ognisk naprawczych, ktére sa dynamicznymi strukturami, wydaje si¢ prze-
biega¢ wedtug nieprzewidywalnego i stochastycznego wzorca w srodowisku komorkowym
(Chubb et al., |2002; Gorisch et al., [2004; Mearini and Fackelmayer|, 2006)).

Dla kazdego ogniska wyznaczone zostaty wspotrzedne jego potozenia na obrazie i obli-

czone zostato MSD bedace miarg przemieszczenia ogniska z potozenia odniesienia, w tym

przypadku $rodka masy jadra komoérkowego (Seeber et al,[2018). Okreslenie srodka masy
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Rysunek 7.2: Dwuwymiarowy (X, Y) ruch pojedynczego ogniska naprawczego w czasie
z uwzglednieniem ruchu jadra komoérkowego. Czas Sledzenia ogniska zostatl ograniczony
do 60 min od rozpoczecia nagrywania ze wzgledu na czytelnosé wykresu.

jadra komoérkowego w kazdym punkcie czasowym umozliwito eliminacje wptywu ruchu
jadra w komorze zywych komoérek podczas rejestracji. Wyniki zostaly przedstawione na

Rysunku
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Rysunek 7.3: Srednie przemieszczenie kwadratowe ognisk naprawczych wywolane pro-
mieniowaniem ¢, promieniowaniem 7 i wigzkami mieszanymi obu sekwencji. Linie ciagte
reprezentuja dopasowania do punktéw danych. Korytarze reprezentuja odchylenie stan-
dardowe $rednie;j.
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Na podstawie danych eksperymentalnych, zgodnie z réwnaniem [4.4] obliczone zosta-

ty dwa parametry ruchliwoséci ognisk: wspoétezynnik dyfuzji D, ktéry opisuje ruchliwosé

ogniska i jest wyrazany w nrsn2 oraz promien dyfuzji r. (podawany w nm), ktéry okre-

Sla rzeczywisty obszar, w jakim przemieszcza si¢ dane ognisko. Wartosci wspotezynnikéw
dyfuzji D, i promieni r. zostaly przedstawione w Tabeli [7.1] wraz z iloczynem obu tych
parametrow. Iloczyn D, i r. umozliwia ocene mobilnosci ognisk pod wzgledem obu pa-
rametrow, ktore sa ze sobg bezposrednio powiazane. RIF indukowane przez kombinacje
v — « wykazywaly najwyzsza wartosé¢, co sugeruje, ze lokalne $rodowisko chromatyny
jest silnie rozluznione przez dziatanie sekwencyjnych wigzek mieszanych. Pozostate ro-
dzaje promieniowania charakteryzowaty sie podobnymi wartosciami parametrow D, i r.,
wyraznie nizszymi niz w przypadku v — a.

Tabela 7.1: Analiza sredniego kwadratu przemieszczenia z parametrami dopasowania funk-
¢ji modelu subdyfuzji. Rodzaje promieniowania sa sklasyfikowane wedtug iloczynu D. i r.
(podzielonego przez 1000). Wszystkie parametry opisujace ruch ognisk dla v — « sa
znaczaco wyzsze niz dla pozostalych (p < 0,0001 w tescie t jednostronnym).

prP;Zl?Zigo— Wspotezynnik dyf12lzji Promien dyfuzji (;i)odczzi}e/irgfc ;rzcez
wania (D.+ SEM) [B]  (re£ SEM) [nm] 1000)
« 349.0 + 6,4 1014 £+ 10 354
¥ 2421 + 3,4 980,5 + 6,7 237
a— 7y 240.8 + 3,6 897.0 &+ 5,8 216
v — « 206,0 + 2,5 961,4 + 6,0 197

Ogniska, ktore zostaly indukowane we wszystkich scenariuszach napromieniania, wy-
kazywaty szybka, lokalnie ograniczona ruchliwo$¢ przez pierwsze 40-50 minut. Po okoto
1 godzinie od rozpoczecia obserwacji wartos¢ MSD osiggalta plateau. To zachowanie suge-
ruje, ze chromatyna porusza sie w sposéb subdyfuzyjny, lokalnie ograniczony, prawdopo-
dobnie pod wptywem domen chromatyny otoczonych przez czynnik regulujacy strukture
3D chromatyny, ktéry zawiera DSB (Natale et all 2017)).

7.1 Dyskusja i wnioski

Wyniki przeprowadzonych badan nad mobilnoscia ognisk naprawczych wykazaty sub-
dyfuzyjny ruch no$nikow uszkodzen DSB w obraniczonej przestrzeni, ktoére zostaly ozna-
czone przy uzyciu biatka NBS1 (Seeber et al. 2018). Te wyniki sa zgodne z danymi
uzyskanymi przez jeden z zespotéw, ktory zauwazyt, ze mobilno$é ognisk naprawy DSB
w chromatynie jest ograniczona i niezalezna od wartosci LET promieniowania, na jakie
bylty narazone komorki (Jakob et al., [2009). Warto zauwazy¢, ze podobne wspétezynniki
dyfuzji obserwowano zaréwno dla promieniowania «, jak i & — 7, co sugeruje, ze $ro-
dowisko chromatyny, na ktora oddziatuje promieniowanie «, ma dominujacy wplyw na
proces naprawy DDR, nawet w obecnosci rozproszonych DSB wywotanych promieniowa-
niem 7. W przypadku schematu napromieniania wiazkami mieszanymi v — « zostata
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zaobserwowana najwyzsza warto$¢ MSD i najwiekszy promien dyfuzji sposrod testowa-
nych schematéw napromieniania.

Mata ruchliwos¢ ognisk naprawczych po ekspozycji na kombinacje dwoch rodzajow
promieniowania z zastosowaniem czastek a jako pierwszych (a« — ) w poréwnaniu do
odwrotnej kolejnosci (7 — «) sugeruje, ze chromatyna odgrywa kluczowa role w tej odpo-
wiedzi. Istnieje hipoteza, ze otwieranie chromatyny w réznych miejscach jadra w odpowie-
dzi na promieniowanie o niskim LET, bezposrednio przed ekspozycja na promieniowanie
o wysokim LET, jest zwigzane z szybkim wzrostem ruchu w ciagu pierwszych 40-50 minut.
To zjawisko jest synchroniczne w czasie z szybka naprawg czesci ztozonych uszkodzen wy-
wotanych promieniowaniem o wysokim LET. Istnieje prawdopodobienstwo, ze to otwarcie
chromatyny indukowane promieniowaniem o niskim LET prowadzi do powstania prostych
peknie¢ dwuniciowych, zwlaszcza w obszarach euchromatycznych, ktore sg nastepnie na-
prawiane przez mechanizm NHEJ, niezaleznie od stopnia upakowania heterochromatyny
(Lorat et al., 2015; |Goodarzi et al., [2010). Ten wniosek znajduje potwierdzenie we weze-
$niejszych badaniach nad komoérkami nowotworu piersi, w ktérych otwarcie chromatyny
za pomoca inhibitora deacetylazy histonowej przyspieszato naprawe ognisk v-H2AX po
ekspozycji na promieniowanie a (Eriksson et al.| 2018). To z kolei wplywalo na ogélna
ochrone przed promieniowaniem na przezycie komérek (Svetlicic et al.| [2020). Inne bada-
nia sugeruja, ze w przypadku ztozonych uszkodzen zachodzacych w heterochromatynie,
DSB musza przemiescié sie w kierunku granicy heterochromatyna/euchromatyna, aby by¢
naprawiane prawidtowo (Jakob et al.,[2011). Promieniowanie o wysokim LET moze zatem
prowadzi¢ do zréznicowanego rozktadu uszkodzen w zaleznosci od srodowiska chromaty-
ny, zwtaszcza w pewnych obszarach jadrowych. Czastki przechodzace przez jadro uderzaja
zaroOwno w euchromatyne, jak i heterochromatyne, co wptywa na réznice w naprawie DSB
indukowanych w tych réznych érodowiskach (Lorat et al., [2016; Goodarzi et al., |2009; \Ja-
kob et al.| [2011)). Istnieje rowniez mozliwosé, ze w przypadku promieniowania o wysokim
LET, ztozone DSB szybko przyciagaja biatka naprawcze, podczas gdy proste uszkodze-
nia, ktére pojawiaja sie podzniej i sg wywolane promieniowaniem o niskim LET, moga
zuzywaé dostepnos¢ biatek, co z kolei moze wpltywaé na wybér Sciezki naprawy (Greubel
et al.; 2008; Roobol et al.; 2020). Warto réwniez podkresli¢, ze ruchliwosé chromatyny jest
najwyzsza w obszarach zawierajacych bardzo ztozone uszkodzenia DNA. To moze by¢ wy-
nikiem rozpuszczania architektury chromatyny wzdtuz Sciezek czastek o wysokim LET,
co zostato zaobserwowane w analizie z uzyciem transmisyjnego mikroskopu elektronowego
(ang. transmission electron microscope, TEM) (Timm et al., |2018)).

Ze wzgledu na to, ze aktualna analiza skupialta sie wylacznie na ogniskach NBSI,
niemozliwe jest doktadne przewidzenie, jak obserwowane réznice w kinetyce ognisk na-
prawczych moga wpltywaé na indukowang promieniowaniem $mier¢ komorek. Niemniej
jednak wiele wcze$niejszych badan nad przezyciem komoérek klonogennych narazonych na
promieniowanie o wysokim i niskim LET w naprzemiennych sekwencjach, wykazato sy-
nergiczny efekt pomiedzy dwoma rodzajami promieniowania tylko wtedy, gdy ekspozycja
na promieniowanie o wysokim LET poprzedzata ekspozycje na promieniowanie o niskim
LET (Zhou et al., 2006; Demizu et al., 2004; Durand and Olive, [1976; Higgins et al.,
1983, [1984; McNally et al. [1984; Ngo et al., [1981). W przeciwnym przypadku, czyli gdy
kolejnosé ekspozycji byta odwrotna, synergizm nie byl obserwowany, z wyjatkiem tylko
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dwoéch badan (Railton et al., [1975; Suzuki, [1993). W zwiazku z tym wigkszos$¢ dostepnych
danych dotyczacych przezycia komorek klonogennych potwierdza wyniki prezentowane
W niniejszej pracy.






Rozdzial 8

Podsumowanie i perspektywy

Waznym aspektem badan radiobiologicznych jest dozymetria Zzrédet promieniowania,
majaca na celu doktadne okreslenie dawki, jakg otrzymuje materiat biologiczny. Znajomosé
tej dawki ma kluczowe znaczenie dla wyciagania wnioskéw z eksperymentow i porownywa-
nia danych pomiedzy réznymi laboratoriami. Istotne jest, aby uktad eksperymentalny byt
dobrze zdefiniowany, poniewaz biologiczny efekt (a takze RBE), ktory zalezy od parame-
tru LET promieniowania, jest $cisle zwigzany ze sposobem dostarczenia promieniowania
do komérek (Dos Santos et al. 2018). Pomiar dawki moze by¢ przeprowadzany przy uzy-
ciu aktywnych dozymetréw, umozliwiajacych monitorowanie w czasie rzeczywistym, oraz
pasywnych, dostarczajacych informacje po zakonczeniu ekspozycji. W przypadku zrodet
znajdujacych sie w zamknietych komorach skuteczne moga by¢ dozymetry krzemowe wy-
korzystywane do szybkich pomiaréw dawki. Oprécz dozymetrii eksperymentalnej réwnie
wazng role odgrywa dozymetria teoretyczna, wykorzystujaca metody MC. Umozliwia ona
projektowanie uktadéw eksperymentalnych. Analiza uzyskanych wynikoéw z pomiaréw do-
zymetrycznych potwierdzita wartosci mocy dawek i jednorodno$ci promieniowania «a: i .

Reakcja na uszkodzenia DNA wywotane promieniowaniem jonizujacym zalezy od cha-
rakterystyki zastosowanego promieniowania opisanej m.in. parametrem LET. Promienio-
wanie o wysokim LET powoduje bardziej ztozone uszkodzenia w DNA niz promieniowanie
o niskim LET, utrudniajac komérce naprawe (Lorat et al., [2015; [Roobol et al., 2020; Ni-
kitaki et al.,|2022). Co wigcej, w miare wzrostu ztozonosci uszkodzenn DNA| naprawa DSB
staje sie zalezna od procesu resekcji DSB (Averbeck et al., [2014)).

We wezesniej przeprowadzonych badaniach zostato wielokrotnie potwierdzone, ze jed-
noczesna ekspozycja komorek na promieniowanie o wysokim i niskim LET prowadzi do
powstawania ztozonych uszkodzen, ktore sa trudne do naprawienia. To skutkuje wyz-
szym poziomem uszkodzen DNA i aktywacja DDR na wyzszym poziomie, niz mozna
by przewidzie¢, bazujac na prostej addytywnosci tych dwéch rodzajéow promieniowania
(Cheng et al 2018, [2019; [Sollazzo et al., 2017; Staaf et al. 2012a; [2013; |Sollazzo et al.,
2018). Jedna z hipotez zaklada, ze mechanizm tej interakcji moze byé¢ zwiazany z roz-
luZnieniem struktury chromatyny spowodowanym uszkodzeniami wywotanymi promie-
niowaniem o wysokim LET. W wyniku tego procesu DNA staje si¢ bardziej podatne na
uszkodzenia spowodowane promieniowaniem o niskim LET (Sollazzo et al.2016). Alterna-
tywna hipoteza jest nadmierna aktywacja systemu naprawy DNA, ktéra moze wystepowac
w przypadku naprawy uszkodzen o wysokim LET, co z kolei utrudnia skuteczng naprawe
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uszkodzen o niskim LET. Jednym z podej$¢ do weryfikacji tych hipotez jest napromienio-
wanie komoérek najpierw promieniowaniem o niskim LET, a nastepnie promieniowaniem
o wysokim LET, w naprzemiennym trybie.

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej skupiaja sie na spraw-
dzeniu efektu dziatania dwoch rodzajow promieniowania jonizujacego, roznigcego sie mie-
dzy sobg wartoscig LET, ktore sg podawane sekwencyjnie — jedno po drugim. Dodatko-
wo wyniki badan wskazuja, ze w przypadku sekwencyjnego narazenia na mieszane wiazki
o niskim i wysokim LET, kolejnos¢ napromieniania w rézny sposoéb wptywa na odpowiedz
komoérkows i mechanizmy naprawy. Wydaje sie, ze po ekspozycji komorek na promie-
niowanie o niskim, a pézniej wysokim LET, komoérki angazuja sie w naprawe ztozonych
uszkodzen wywotanych promieniowaniem o wysokim LET w takim stopniu, ze uszkodzenia
wywolane promieniowaniem o niskim LET sa naprawiane z op6znieniem. Wynik ten daje
wglad w czasoprzestrzenng organizacje proceséw naprawy DNA, ktéra moze by¢ modu-
lowana przez obecnos¢ uszkodzen o roznej ztozonosci w jadrze komorkowym. Mimo prze-
prowadzonych badan z wykorzystaniem sekwencyjnych wiazek mieszanych nie udato sig¢
jednoznacznie stwierdzi¢, ktora z wezesniej przedstawionych hipotez wyjasniajacych uzy-
skane efekty biologiczne jest prawdziwa. Obie hipotezy wydajg sie rownie prawdopodobne.
Wyniki badan potwierdzaja zgodnos$¢ z hipotezami w kontekscie ognisk naprawczych, ale
nie przynosza jednoznacznej odpowiedzi, ktora z nich jest bardziej prawdopodobna.

Doktadny mechanizm tej reakcji nie jest jeszcze w pelni zrozumiany. Moze to by¢
zwigzane z aktywacja kinaz odpowiedzialnych za odpowiedz na uszkodzenia DNA przez
poczatkowe uszkodzenia promieniowaniem o niskim LET lub rozluZnieniem struktury
chromatyny po kilku minutach od ekspozycji na promieniowanie ~. To rozluznienie mo-
ze wplynaé na przyspieszenie naprawy uszkodzen wywotanych przez promieniowanie «,
podobnie jak bylo to obserwowane w przypadku hamowania deacetylazy histonowej (Sve-
tlicic et al., [2020) bioracej udzial w mechanizmie kontroli ekspresji genéw. W przypadku
sekwencji a — v naprawa byla znacznie wolniejsza niz w przypadku wykorzystania sa-
mego promieniowania -y, a przebieg tej opdznionej naprawy bardziej przypominatl wyniki
z wezesniejszych badan, w ktérych komorki byly narazone jednoczesnie na promieniowa-
nie o wysokim i niskim LET (Staaf et al., 2012bjc; Cheng et al., 2019; |Sollazzo et al., 2017
Staaf et al., |2012al 2013; |Sollazzo et al., 2018). W tych eksperymentach napromieniania
czastkami « i promieniowaniem rentgenowskim rozpoczynato si¢ w tym samym czasie,
ale ze wzgledu na wyzsza dawke promieniowania o w poréwnaniu z promieniowaniem
rentgenowskim, dzialanie promieniowania rentgenowskiego trwalo dtuze;j.

Warto zaznaczy¢, ze przedstawione badania byly skoncentrowane na analizie ognisk
NBS1 w czasie 5 godzin po napromienianiu. Interesujagcym kierunkiem dalszych badan
bytoby kontynuowanie monitorowania zachowania ognisk w dluzszym czasie. Niestety,
w obecnym uktadzie eksperymentalnym nie byto to mozliwe ze wzgledu na efekty wy-
sycania sygnalu fluorescencji oraz na ruch komorek, ktory nasilit sie pod koniec czasu
obserwacji. Te ograniczenia prawdopodobnie wynikaty z ostatecznych efektéw fototok-
sycznych zwigzanych z parametrami wykorzystanej techniki, takimi jak czas wykonywania
pojedynczego zdjecia i warunki hodowli w komorze obrazowania na zywo.

Dodatkowym, interesujacym podejsciem do dalszych badan mogtoby by¢ sledzenie
tworzenia si¢ ognisk w trzech wymiarach za pomoca mikroskopii konfokalnej. Ze wzgledu
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na ortogonalng konfiguracje zastosowanego uktadu ekspozycji na czastki «, jedno ognisko
indukowane przez czastki a moze reprezentowac jedno przejscie czastki, ktére prawdopo-
dobnie wywotatoby kilka ognisk na swojej drodze, jak to zostato pokazane w innym bada-
niu (Leatherbarrow et al.,2006). Analiza trojwymiarowa umozliwitaby zbadanie w trzecim
wymiarze ognisk, ktoérych nie udato sie wykry¢ ze wzgledu na ich naktadanie sie.
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Dodatek A

Protokél laboratoryjny hodowli
komoérek U208S

Przygotowanie pozywki do hodowli

Pozywka do hodowli komoérkowej stanowi podstawowe $rodowisko wzrostowe hodo-
wanych komorek, ktore zastepuje im srodowisko naturalnego wystepowania i rozwoju.
Pozywka powinna by¢ bogata w substancje odzywcze takie jak cukry, aminokwasy, wita-
miny i mineraly. Sktad pozywki powinien zachowa¢ odpowiednie pH i osmolalnos¢. Kazda
linia komérkowa ma dobrane odpowiednie medium hodowlane.

W przypadku komoérek U20S pozywke komoérkowa stanowi rozwtow zmodyfikowanej
pozywki DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Sigma-Aldrich, D6046, Sztok-
holm, Szwecja) suplementowany 10% ptodowej surowicy bydlecej (Thermo Scientific, nr
kat. SH30072.3, Sztokholm, Szwecja) zapewniajacej odpowiedni wzrost komérek oraz 1%
antybiotyku (rozwtér penicyliny-streptomycyny) warunkujacego silniejsza ochrone komo-
rek przed kontaminacja grzybowa lub bakteryjna.

Pasazowanie komorek

Komorki U20S byly hodowane w butelce o pojemnosci 75 ml. Czynnoéci zwigzane
z pasazowaniem komoérek byty wykonywane raz na dwa dni. Poszczegolne kroki wykony-
wania pasazu komorek zostaly przedstawione ponizej. Wszystkie czynnosci z wyjatkiem
obserwowania komérek pod mikroskopem oraz inkubowania komérek musza by¢ wykony-
wane w Srodowisku czystym pod komora laminarng.

1. Pierwszym krokiem jest usuniecie z butelki starej pozywki wzrostowej, a nastepnie
przeptukanie dna butelki 10 ml soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (ang.
Phosphate Buffered Saline, PBS). Po przeptukaniu nalezy wylaé¢ ptyn z butelki.

2. Nastepnie nalezy doda¢ 1 ml trypsyny, ktora jest enzymem trawiennym umozliwia-
jacym komorkom odklejenie sie od dna butelki.

3. Komorki, do ktérych zostata dodana trypsyna nalezy inkubowac przez 10 min w tem-
peraturze 37°C, aby mogly oderwac sie od Sciany butelki. Podczas ostatnich 2 min
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inkubowania nalezy obserwowa¢ komorki pod mikroskopem, aby mie¢ pewnosé, ze
czas trypsynizacji oraz ilos¢ trypsyny sg dla nich odpowiednie.

. Po oderwaniu komoérek od $cianki nalezy zawiesi¢ je w pozywce hodowlanej dodajac
9 ml roztworu DMEM.

. Aby moéc policzy¢ komorki, ktore znajduja sie w butelce nalezy pobraé¢ probke za-
wieszonych komoérek (0,5-1 ml) do probéwki Eppendorfa i uzy¢ automatycznego
licznika komoérkowego.

. W zaleznosci od otrzymanej liczby nalezy zachowaé¢ 1-2 ml komoérek w oryginalne;j
butelce hodowlanej (aby podzieli¢ je w proporcji 1:10 lub 1:5). Na koniec nalezy
doda¢ 8-9 ml pozywki, aby uzyska¢ catkowita objeto$¢ 10 ml.



Dodatek B

Dostep do danych
eksperymentalnych

Dane eksperymentalne zostaty umieszczone w bazie danych EMBL’s European Bio-
informatics Institute (EMBL-EBI) i sg dostepne na stronie internetowej https://www.
ebi.ac.uk/biostudies/bioimages/studies/S-BIAD679.

Przyktadowy film demonstrujacy kinetyke powstawania i zanikania ognisk napraw-
czych powstajacych po zastosowaniu sekwencyjnych wigzek mieszanych jest dostepny pod
linkiem: https://github.com/anna-irda/nbs1/wiki.
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Dodatek C

Materialy uzupelniajace

Tabela C.1: Parametry dopasowania rozktadu Gaussa do histograméw rozmiaru ognisk
naprawczych w dwoéch przedziatach czasowych: 0-99 min i 100-300 min. Statystycznie
istotne réznice oznaczono * przy wartosci p.

Rodzaj promieniowania 0 [inglng 100 [j&g]mm Wartosé p
! 0,513 + 0,045 0,32 + 0,11  <0,0001*
y 0,219 £ 0,035 0,210 £ 0,043 0,07
a—y 0,348 + 0,052 0,60 + 0,14  <0,0001*
v — 0,220 + 0,025 0,262 £+ 0,086 <0,0001*

Tabela C.2: Wartosci wspotezynnikéw nachylenia prostych dopasowania funkcji liniowej
do pierwszych 120 minut przebiegu intensywnosci ognisk naprawczych w czasie.

Rodzaj promieniowania a4+ u, (107%)

« 7+ 10
y 43 + 84
o — 7y 9+ 12
v =« 5+ 15

Tabela C.3: Wartosci poziomu istotnosci (wartosci p) réznicy miedzy $rednia intensywno-
$cig obserwowang w dwdch prébkach napromienionych komoérek. Oznaczenie * wskazuje

na réznice znaczaca statystycznie.

Rodzaj promieniowania « ¥ a—7y Yo
a — 0,0244* 0,1620  0,2255
v 0,0244* — 0,0005*  0,6560
a— 7y 0,1620  0,0005* — 0,0234*
v =« 0,2255  0,6660  0,0234 —
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