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Wielkosci nanodozymetryczne w analizie skutkow napromieniania
komorek V79 lekkimi jonami

wykonanej przez mgr Monik¢ Mietelska

pod kierunkiem dr hab. Beaty Brzozowskiej oraz dr Marcina Pietrzaka

Zaktad Fizyki Biomedycznej Instytut Fizyki Doswiadczalnej, Wydziat
Fizyki, Uniwersytet Warszawski

Od ponad 100 lat (odkrycie promieniowania X przez Wilhelma
C. von Roentgena w 1895 roku) naukowcy badaja i opisujg odziatywanie
promieniowana jonizujacego z materia zywa. Wyniki eksperymentow
laboratoryjnych oraz monitorowanie populacji narazonych na duze dawki
promieniowania w wyniku katastrof elektrowni jadrowych czy wybuchoéw
bomb atomowych dostarczyty wielu cennych informacji o makroskopowych
efektach wywotlanych przez duze dawki promieniowania. Wiedza dotyczaca
mechanizmow fizycznych, chemicznych i biologicznych na poziome
pojedynczych makromolekut (np.: podwdjnej helisy DNA), ktore leza
u podstaw obserwowanych efektow makroskopowych, jest wciaz
niekompletna i wymaga dalszych badan obejmujacych zarowno prace
eksperymentalne jak i obliczenia teoretyczne. Potrzebny jest uniwersalny
opis interakcji pomiedzy promieniowaniem a gldwnym targetem

radioterapii czyli DNA. Opis ten powinien bazowa¢ na wykorzystaniu

wielkos$ci fizycznych pozwalajacych na precyzyjng charakterystyke
iloSciowa 1 jakosciowa skutecznosci biologicznej promieniowania

w nanoskali.

Rozprawa doktorska Pani mgr Moniki Mietelskiej wpisuje si¢ w ten
bardzo wazny kierunek badaczy, wnikliwie analizujac mozliwosci
powigzania nanodozymetrycznych wielkosci uzywanych w charakterystyce

struktury toru czastki jonizujacej z odpowiedzig komorek na napromienianie.
W niniejszej pracy doktorskiej Pani Monika Mietelska podejmuje sig
osiggni¢cia bardzo trudnego i ambitnego celu badawczego. a mianowicie
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wykorzystania wielkosci nanodozymetrycznych w ocenie biologicznej
skutecznos$ci lekkich jonow dla charakterystyki oddziatywania promieniowania
jonizujacego na zywe komorki.

OGOLNA OCENA ROZPRAWY

Rozprawa doktorska Pani mgr Moniki Mietelskiej zostata podzielona na
6 czgsci, ktore stanowig spdjng catos¢é: 1) wstep, 11) podstawy teoretyczne,
Iii) opis materiatbw 1 metod za pomoca ktorych otrzymano dane
nanodozymetryczne, iv) opis wykorzystywanych danych radiobiologicznych,
V) wyniki i dyskusja oraz vi) podsumowanie i perspektywy.

Rozprawe rozpoczyna streszczenie, w ktorym dwukrotnie zostat ujety cel
badan: ,weryfikacja mozliwosci zastosowania parametrow opisujacych
stochastyczne oddzialywania w nanoskali do okreslenia skuteczno$ci lekkich
jonow w radioterapii” oraz ,,wskazanie mozliwosci alternatywnego opisu
oddziatywania promieniowania jonizujagcego z materialem komodrkowym
W oparciu o wielkosci mierzone w nanoskali”. Nie ma natomiast, ani
W streszczeniu ani w pozostatych czgéciach rozprawy postawionej glownej
hipotezy badawczej, ktora byla testowana w ramach tej pracy doktorskiej.
Autorka w streszczeniu pisze, iz w ramach prac badawczych ,,rozpatrzono
hipotez¢ o zwigzku miedzy wielkosciami nanodozymetrycznymi a opisem
radiobiologicznym dla standardowego targetu jako modelu podstawowej
jednostki DNA czulej na promieniowanie jonizujace”, ale nie do konca
wiadomo czy to jest gltdwna hipoteza testowana w rozprawie. Zasadno$¢
podjecia tematyki badawczej, ktora przestawiona jest we wstepie, nie budzi
najmniejszych watpliwosci, a systematycznos¢ 1 dokladnos¢ przedstawienia
podstaw  teoretycznych, dotychczasowych  osiggnig¢ w  dziedzinie
I wykonanych badan pozwala czytelnikowi na samodzielne zaproponowanie
hipotezy. Mimo tego, wg mojej opinii, sformulowanie hipotezy badawczej
I napisanie jej przez Autorke stanowiloby wartos¢ dodang w tej pracy.

Koleja czegs¢ stanowi kompleksowy, szczegoétowy i systematyczny, a mimo
to zwiezty opis podstaw teoretycznych odziatywania promieniowania
jonizujacego na materi¢ zywa. Pani mgr Monika Mietelska przytacza rowniez
dotychczasowe osiagnigcia naukowe w zakresie badan radiacyjnych,
dozymetrii 1 nanodozymetrii. Przedstawione sg definicje, wielkosci
| parametry, ktore zostaly zdefiniowane i sa wyliczane w celu iloSciowej
I jakosciowej  charakterystyki ~ promieniowania  oraz  odzialywania
promieniowania na makromolekuly o znaczeniu biologicznym. Opisana jest
takze charakterystyka odpowiedzi komoérkowej na napromienianie. W tej
czescei pracy Autorka opisuje zar6wno podej$cie makroskopowe jak i podejscie
statystyczne w nanoskali oraz przytacza wszystkie pojecia i definicje
wykorzystywane w kolejnych rozdziatach. W mojej opinii jest to bardzo
wartosciowa czeg$¢ pracy, stanowigca kompendium wiedzy, ktoére moze by¢
wykorzystywane zard0wno przez osoby rozpoczynajgce badania naukowe



w zakresie radiobiologii i1 fizyki radiacyjnej jak i doswiadczonych badaczy.
Dos¢ zwigzte ale doktadne opisy swiadczg o tym iz Autorka posiadaa szerka
wiedz¢ i doswiadczenie oraz 0 doglebnym zrozumieniu podjetej tematyki
badawczej.

Rozdziat 3 rozprawy doktorskiej obejmuje opis materiatlow i metod, ktore
zostaly zastosowane aby otrzyma¢ dane nanodozymetryczne. Doktadnie
opisane zoataty eksperymenty z wykorzystaniem Jet Countera (JC) i symulacje
MC. Na Swiecie istnieje zaledwie kilka gazowych systeméw detekcyjnych,
ktore sg wykorzystywane do analizy torow czgstek jonizujacych. Zastosowanie
JC w ramach badan opisanych w niniejszej rozprawie jest jednym z czynnikow
stanowigcych o jej unikatowosci.

Niniejsza praca stanowi bardzo wartosciowy przyktad wykorzystania
danych zebranych przez innych badaczy. Analizowany zestaw danych
eksperymentalnych jest bardzo obszerny zawiera bowiem az 152 krzywe
przezywalnos$ci pochodzace z 30 artykutow naukowych otrzymanych w latach
1972-2017. Takie podejscie pozwala na analiz¢ znacznie wigkszej ilosci
danych eksperymentalnych niz w przypadku kiedy eksperymenty bylyby
prowadzone w ramach doktoratu, dodatkowo umozliwia wyeliminowanie
czynnikow, Ktore moglyby mie¢ wplyw na wyniki gdyby eksperymenty
radiobiologiczne byly wykonywane tylko w jednym laboratorium (jak
protokoty hodowli komorkowych, procedury laboratoryjne czy dostgp
do zrodet promieniowania). Analiza danych otrzymywanych na przetomie
prawie 50 lat wymaga jednak szczegodlnego podejscia, wnikliwej analizy
i odpowiedniej selekcji danych. W ramach rozprawy zaprezentowano takie
podejsécie, przyktadem jest tutaj weryfikacja LET i ponowne obliczenia
na podstawie energii wigzek jonow lub czastek ze Zrddet. Nalezy réwniez
zauwazy¢, iz poczatkowo analiza opierala si¢ na danych zamieszczonych
w wersji 3.2 PIDE (Particle Irradiation Data Ensemble). Natomiast po tym
jak wersja 3.4 PIDE zostata opublikowana, wykonano dodatkowe obliczenia
w oparciu o dodane dane.

Rozdziat 5 obejmuje wyniki i ich dyskusj¢. W rozdziale tym wnikliwie
analizowane sa zalezno$ci pomigdzy wielko$ciami nanodozymetrycznymi
(wyznaczonymi na podstawie eksperymentdéw nanodozymetrycznych
I obliczen MC) a wielko$ciami i1 parametrami charakteryzujacymi odpowiedz
komorek linii V79 poddanych ekspozycji na rozne wigzki lekkich jonow.

W czgsci 5.3.1 zestawiono wyliczone wartosci R2 z wielko$ciami
charakteryzujacymi biologiczng odpowiedz komorki na napromienianie.
Otrzymane dane potwierdzily zasadno$¢  zastosowania  wielkosci
nanodozymetrycznych w  opisie biologicznych  skutkéw  uszkodzen
radiacyjnych. W szczegolnosci zademonstrowano proporcjonalno$¢ migdzy
R2i os% (przekrojem czynnym na inaktywacje  wyrazajgcym
prawdopodobienstwo usmiercenia komorek). Bazujgc na wynikach symulacji



MC oraz danych radiobiologicznych (krzywe przezywalno$ci) pokazano,
iz §redni rozmiar klastra M1 moze postuzy¢ jako alternatywa LET, poniewaz
wielko$¢ ta charakteryzuje nie tylko jakos¢ promieniowania ale i wywotany
efekt biologiczny niezaleznie od rodzaju jonow wybranych do napromienienia.
Zademonstrowano, iz przebieg krzywej R2/M1 w funkcji M1, jest tozsamy
z krzywg RBE(LET). Wszystkie rozwazane zalezno$ci pomiedzy sg poparte
adekwatng analizg statystyczna.

Rozprawa doktorska Pani mgr Moniki Mietelskiej zostata napisana w
jezyku polskim. Wszystkie rysunki sa przejrzyste, czytelne, starannie
przygotowane 1 wzbogacaja lektur¢ pracy. Wystepuja niewielkie bledy
edytorskie, ktore nie przeszkadzaja podczas czytania rozprawy.

Wyniki prac badawczych opisanych w  rozprawie doktorskiej
Pani mgr Moniki Mietelskiej zostaly zaprezentowane w trzech artykutach
opublikowanych w czasopismach o zasiegu mig¢dzynarodowym. Pierwszo-
autorska praca Doktorantki zatytutowana ,,Damage Evaluation in Charged
Particle Radiotherapy: Simulation Study Based on Cell Survival Database”
opublikowana w International Journal of Molecular Sciences jest bardzo
obszerna i obejmuje wigkszo$¢ wynikow opisanych w niniejszej rozprawie.
Badania radiobiologiczne w jakich uczestniczyta Autorka rozprawy zostaly
opublikowane w jeszcze jednej pracy. W mojej opinii jest to adekwatny
dorobek naukowy do ubiegania si¢ o tytut naukowy doktora.

SZCZEGOLOWE UWAGI DO ROZPRAWY

Podczas czytania rozprawy nasuwaja si¢ pewne bardziej szczegdtowe
pytania oraz zagadnienia:

1) W tej rozprawie wykorzystano jako model biologiczny lini¢
komorkowg V 79 mimo, iz jak pisze Autorka, jedng
z charakterystycznych cech tej linii jest brak niezmodyfikowanego
bialka p53 1 zwigzany z tym brak uczestniczenia genu MDM?2
w naprawie uszkodzen DNA. Jak zdaniem Autorki zmiana modelu
mogtaby wplynaé na otrzymane wyniki?
Wykorzystanie danych zebranych przez innych badaczy jest bardzo
wartosciowym podejSciem ale niesie ze sobg dos$¢ duze ryzyko
zwigzane  z  roznorodnoScig ~ procedur  eksperymentalnych
I analitycznych stosowanych w roznych laboratoriach, na co zwraca
uwage Autorka rozprawy. Jestem ciekawa opinii Doktorantki odnos$nie
zbioru ogodlnych wytycznych (poza kryteriami przedstawionymi
W pracy dotyczacymi linii V 79) odnos$nie statystyki, udostepniania
surowych danych, protokotéw biologicznych, jakie powinny spetniaé



2)

3)

4)

dane radiobiologiczne aby mogly one zosta¢ wykorzystane przez
innych badaczy.

W podsumowaniu, Autorka rozprawy zwraca uwage na to, iz wielko$¢
R2 nie uwzglednia, ze aby doszto do letalnego przerwania DNA
przynajmniej jedno uszkodzenie musi powsta¢ na kazdej z nici.
Odpowiadajace takiej sytuacji pomiary nanodozymetryczne wymagatby
uwzglednienia dwoch sgsiadujgcych targetow, a taka konfiguracja
eksperymentalna jest wysoce skomplikowana co uniemozliwia
zastosowanie w S$rodowisku klinicznym.  Czy zdaniem Autorki
zastosowanie podejscia uwzgledniajacego konieczno$¢ powstania
dwoéch uszkodzen w dwoéch niciach moze znaczacy sposdb wplynaé
na wyniki?

Na stronach 32 i 33 przedstawiona jest nanodozymetryczna
reprezentacja DNA wykorzystywana w obliczeniach MC. Autorka
przedstawia porownanie dwoch modeli o réznej geometrii w pierwszym
podejsciu DNA nawinigte jest na dyski reprezentujace nukleosomy
natomiast uproszczona geometria obejmuje losowo rozmieszczone
cylindry reprezentujace objetos¢ okoto 10 par zasad DNA ($rednicy 2,3
nm i wysokosci 3,4 nm). Jak przedstawiono w pracy badania dowodza,
1z szczegbdly geometryczne wpltywaja na otrzymane wartosci rozkladu
rozmiaru klastra jonizacyjnego ICSD w szczegolnosci $redniego
rozmiaru klastra (M1) w funkcji liniowego przekazu energii LET dla
wysokich wartosci LET. Natomiast otrzymano tozSamg zalezno$¢
pomigdzy M1 a ‘skumulowanym prawdopodobienstwem Fk dla obu
geometrii. Jestem ciekawa opinii Doktorantki odnos$nie potencjalnego
uwzglednienia w modelach dynamiki zmian molekularnych w ramach
nici DNA tj zmian konformacyjnych czy powstawania wigzan
krzyzowych spowodowanych uszkodzeniami. Zmiana konformacji
moze zmieni¢ przekrdj czynny (migdzy innymi z powodu lokalnych
zmian gestosci molekularnej) na indukcje uszkodzen. Czy mozliwe jest
zaimplementowanie zmian konformacyjnych w symulacjach MC? Jaki
wplyw taka modyfikacja miataby na wyniki?

Przyktady drobnych btedow edytorskich lub  niefortunnych
sformutowan:

Strona 31: ,,... zdefiniowania przez $cianke z Mylaru” powinno by¢
»zdefiniowania przez §cianke z folii Mylar”.

Strona 50: ,,Ogranicza je $ciana boczna cylindra zbudowana z folii
Mylar o grubosci 1 mg/cm?” powinno by¢ ,,Ogranicza je $ciana boczna
cylindra zbudowana z folii Mylar o gramaturze 1 mg/cm?”,

Strona 97: ,Potencjat wielkosci nanodozymetrycznych
W charakteryzowaniu jako$ci promieniowania nie ogranicza Si¢
dyskutowanej proporcjonalno$ci miedzy R2 i os%.” powinno by¢
»Potencjal wielkosci nanodozymetrycznych w charakteryzowaniu



jakosci promieniowania nie ogranicza si¢ do dyskutowanej
proporcjonalno$ci migdzy R2 i 659.”
,»Odpowiedni pomiar nanodozymetryczny wymagalby zastosowaniu
dwoch sgsiadujgcych targetow...” powinno by¢ ,,Odpowiedni pomiar
nanodozymetryczny wymagatby zastosowania dwoch sasiadujacych
targetow...”
Powyzsze uwagi/komentarze nie zmieniajg mojej Wysokiej oceny rozprawy,
raczej sg sugestia do dyskusji, ktéra moze zosta¢ podjeta podczas obrony
pracy.
PODSUMOWANIE

Biorac pod uwageg duze znaczenie podjetej tematyki badawczej, kompleksowe,
doglebne i systematyczne podej$cie do wykonywanych prac badawczych
i analizy danych, Prace doktorska Pani mgr Moniki Mietelskiej oceniam
bardzo wysoko. W mojej opinii niniejsza rozprawa spelnia wymagania
stawiane pracom doktorskim. Zrealizowane prace eksperymentalne i wykonane
obliczenia teoretyczne pozwolity osiagnaé cele pracy

Podsumowujac uwazam, ze ztozona rozprawa doktorska spetnia w petni
wymagania stawiane pracom doktorskim zgodnie z ustawa o stopniach
naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
i wnioskuje o dopuszczenie Pani mgr. Moniki Mietelskiej do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego. Bioragc pod uwage duze znaczenie podjetej tematyki
badawczej, kompleksowe, doglebne i systematyczne podejécie do analizy
wielko$ci nanodozymetrychnych, wykonanie unikatowych eksperymentéw
z wykorzystaniem  JC,  wykorzystanie  wielu  zestawéw _ danych
radiobiologicznych i ich wnikliwg analiz¢, wnosz¢ o wyrdznienie pracy
doktorskiej.
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