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1 Imie i nazwisko

Beata Brzozowska

2 Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

Tytul magistra, rozprawa: Produkcja hadronow w obszarze ograniczonej fragmentacji, Zaktad Cza-
stek i Oddzialywan Fundamentalnych, Instytut Fizyki Doswiadczalnej, Wydzial Fizyki, Uniwersytet
Warszawski, 2005

Stopien doktora, rozprawa: Scaled momentum spectra in deep inelastic scattering at HERA, Zaktad
Czastek i Oddziatywari Fundamentalnych, Instytut Fizyki Doswiadczalnej, Wydzial Fizyki, Uniwersy-
tet Warszawski, 2010

3 Dotychczasowe zatrudnienie w jednostkach naukowych

Zatrudnienie: adiunkt w Zaktadzie Fizyki Biomedycznej Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszaw-
skiego (01.09.2011-obecnie)

Staz podoktorski: Department of Molecular Biosciences, The Wenner-Gren Institute, Stockholm
University (01.04.2015-31.08.2016)

4 Osiggniecie naukowe

4.1 Tytul osiggniecia naukowego

Tytul osiagniecia naukowego, stanowigcego podstawe postepowania habilitacyjnego, brzmi Struktu-
ra toru czgstki oraz jej wplyw na uszkodzenie i naprawe DNA w komorkach ludzkich
poddanych dziataniu promieniowania jonizujgcego. Osiagniecie dotyczy badania mechanizmu
uszkodzen i naprawy DNA w komorkach poddanych dzialaniu promieniowania jonizujgcego. Efekt
dzialania promieniowania jonizujacego na material komoérkowy zostal zmierzony w doswiadczeniach
i vitro z wykorzystaniem testéw radiobiologicznych oraz zbadany w eksperymentach wn silico za
pomoca metod Monte Carlo (MC).

4.2 Spis prac stanowigcych podstawe procedury habilitacyjnej

Spis publikacji, stanowiacych spdjny cykl, bedacy podstaws postepowania habilitacyjnego, zawarty
jest w tabeli ponizej. M6j indywidualny wktad jest wymieniony w ponizszym spisie publikacji oraz
w Zalaczniku nr 3 (Wykaz osiagniec).

Autorzy (rok) Tytutl Czasopismo

(BB1) M. Eriksson, P. Haag, | Analysis of chromatin opening in | International Journal of Radia-
B. Brzozowska, M. Lipka, | heterochromatic non-small cell lung | tion Oncology * Biology * Phy-
H. Lisowska, R. Lewensohn, | cancer tumour initiating cells in | sics 100(1):174-187 (IF=8.013)
A. Wojcik, K. Viktorsson, | relation to DNA damaging anti- | MNiSW 140

L. Lundholm (2017) tumour treatment

liczba cytowan: 5




Indywidualny wktad:

— koncepcja i wykonanie analizy danych otrzymanych z wykorzystaniem testu klonogennego;

— zaproponowanie nowatorskiej metody badania wielkosci kolonii jako miary wielkosci uszkodzen
DNA oraz ich kompleksowosci w badaniach poréwnawczych dziatania promieniowania o réznej gestosci
jonizacji;

— udzial w dyskusji wynikéw i edycji ostatecznej wersji manuskryptu.

Radiation Research

(BB2) A. Sollazzo, B. Brzo-
zowska, L. Cheng, L. Lun-
dholm, S. Haghdoost,
H. Scherthan, A. Wojcik
(2017)

Alpha Particles and X Rays Interact
in Inducing DNA Damage in U20S
Cells

188(4):
400-411 (IF=3.372) MNiSW 70
liczba cytowan: 10

Indywidualny wktad:

— opracowanie cyfrowych narzedzi analizy wielkosci ognisk naprawczych;
— przygotowanie narzedzi do automatycznego liczenia ognisk na podstawie zrobionych zdje¢ mikro-

skopowych;

— opracowanie i zastosowanie metody kopert addytywnosci do badania interakcji dwéch rodzajow
promieniowania z wykorzystaniem ognisk naprawczych DNA, co byto istotnym elementem badari;

— udzial w dyskusji wynikéw i edycji ostatecznej wersji manuskryptu.

(BB3) A. Sollazzo, B. Brzo-
zowska, L. Cheng, L. Lun-
dholm, H. Scherthan, A. Woj-
cik (2018)

Live Dynamics of 53BP1 Foci Follo-
wing Simultaneous Induction of Clu-

stered and Dispersed DNA Damage
in U208 Cells

International Journal of Mo-
lecular Sciences 19(2): 519
(IF=6.208) MNiSW 100

liczba cytowarn: 24

Indywidualny wktad:

— koncepcja i wykonanie analizy mobilnosci ognisk naprawczych, ktéra stanowi znaczng czesé przed-
stawionych w pracy wynikéw ilosciowych;

— udzial w dyskusji wynikéw i edycji ostatecznej wersji manuskryptu.

(BB4) L. Cheng, B. Brzo-
zowska, A. Sollazzo, L. Lun-
dholm, H. Lisowska, S. Hagh-
doost, A. Wojcik (2018)

Simultaneous induction of dispersed
and clustered DNA lesions compro-
mises DNA damage response in hu-
man peripheral blood lymphocytes

PLOS ONE 13(10):0204068
(IF=3.752) MNiSW 100

liczba cytowan: 13

Indywidualny wktad:

— opracowanie metody badania synergii dziatania promieniowania jonizujacego przy uzyciu testu
kometowego (koperty addytywnosci);

— zaproponowanie nowej metody poréwnywania danych radiobiologicznych z wykorzystaniem roz-
ktadow Weibulla;

— udzial w dyskusji wynikéw i przy pisaniu manuskryptu.

Radiation and Environmen-
tal Biophysics 58(1): 109-117
(IF=2.017) MNiSW 70

(BB5) B. Brzozowska,
M. Gatlecki, A. Tartas,

J. Ginter, U. Kazmierczak,
L. Lundholm (2019)

Freeware tool for analysing numbers
of cell colonies

liczba cytowan: 16

Indywidualny wktad:

— projekt i implementacja oprogramowania do analizy kolonii komérkowych (analiza obrazu, opty-
malizacja parametrow, stworzenie aplikacji);

— zaimplementowanie algorytmu pomiaru dodatkowej cechy danych — wielkosci kolonii, ktéra moze
by¢ wykorzystana do badania skutecznosci biologicznej promieniowania jonizujacego;

— analiza danych otrzymanych w wyniku zastosowania klonogennego testu przezywalnosci z wyko-
rzystaniem liczby i wielkosci powstatych kolonii;

— dyskusja wynikéw i pisanie manuskryptu.




(BB6) M. Gatecki, A. Tar-
tas, A. Szymanek, E. Sims,
L. Lundholm, A. Sollazzo,
L. Cheng, Y. Fujishima,
M. Yoshida, J. Zygierewicz,
A. Wojcik, B. Brzozowska'
(2019)

Precision of
induced
and micronuclei by unexperienced
scorers

scoring radiation-
chromosomal aberrations

International Journal of Radia-
tion Biology 95(9): 1251-1258
(IF=3.352) MNiSW 70

liczba cytowan: 2

Indywidualny wktad:
— pomystodawczyni projektu;

— liczenie abberacji chromosomowych i mikrojader;
— koncepcja i wykonanie analizy statystycznej;
— dyskusja wynikéw i pisanie manuskryptu.

(BB7) L. Cheng, B. Brzo- | Impact of ATM and DNA-PK Inhi- | Cancers 11(12): 2013
zowska?, H. Lisowska, | bition on Gene Expression of and In- | (IF=6.575) MNiSW 140
A. Wojcik, L. Lundholm | dividual Response Human Lympho-
(2019) cytes to Mixed Beams of Alpha Par-
ticles and X-Rays
liczba cytowari: 6
Indywidualny wkitad:
— opracowanie metody badania synergii dla danych genowych (koperty addytywnosci);
— wykonanie analizy kopert addytywnosci dla wybranych efektéw biologicznych;
— udziatl w dyskusji i edycji ostatecznej wersji manuskryptu.
(BB8) B. Brzozowska, | Monte Carlo modeling of DNA le- | Frontiers in Physics, Me-

A. Tartas, A. Wojcik (2020)

sions and chromosomal aberrations
induced by mixed beams of alpha
particles and X-rays

dical Physics and Imaging
(IF=3.718) MNiSW 20

liczba cytowan: 3

Indywidualny wktad:

— pomystodawczyni projektu (postawienie hipotezy badawczej oraz wykonanie obliczen potwierdza-
jacych efekt synergiczny promieniowania X i alfa w indukcji aberracji chromosomowych);

— opracowanie metodologii i warunkéw przeprowadzonych symulacji;

— przeprowadzenie symulacji (kody PARTRAC);
— dyskusja wynikéw i pisanie manuskryptu.

(BB9) M. Pietrzak, M. Mie-
telska, A. Bancer, A. Rucin-
ski, B. Brzozowska (2021)

Geant4-DNA modeling of nanodosi-
metric quantities in the Jet Counter
for alpha particles

Physics in Medicine and Bio-
logy 66(22): 2021 (IF=4.174)
MNiSW 100

Indywidualny wktad:

— postawienie hipotezy badawczej i okreslenie zadan;
— okreslenie parametrow symulacji, wybor wielkosei uwzglednionych w analizie (opcje fizyki, wydaj-
nos¢ nanodozymetru, rozmiar objetosci czynnej, procedura skalowania);

— opieka nad realizacja projektu;

— dyskusja wynikéw i pisanie manuskryptu.

(BB10) A. Tartas, M. Fili-
pek, M. Pietrzak, A. Wojcik,
B. Brzozowska (2023)

Modeling of dose and linear energy
transfer homogeneity in cell nuclei
exposed to alpha particles under va-
rious setup conditions

International Journal of

Radiation Biology doi:

10.1080,/09553002.2023.2161659
(IF=3.352) MNiSW 70

W tej publikacji pojawia sie nazwisko dwucztonowe: Brzozowska-Wardecka
W tej publikacji pojawia sie nazwisko dwucztonowe: Brzozowska-Wardecka




Indywidualny wktad:

— pomystodawczyni tematu badan, okreslonego na podstawie do$wiadczenia zdobytego w ekspery-
mentach radiobiologicznych, w szczegdlnosci dot. charakterystyki Zzrodet promieniowania;

— metodologia symulacji komputerowych oraz okreslenie zadan;

— opieka nad realizacja projektu;

— dyskusja wynikéw i pisanie manuskryptu.

Tresci publikacji znajduja sie w Zalaczniku nr 5, a oswiadczenia autoréw wspolnych publikacji
(oprocz (BB3), (BB4), (BB7) i (BB8), w ktorych znajduje sie paragraf Author contribution) zostalty
zawarte w Zalaczniku nr 6.

4.3 Omoéwienie osiggniecia naukowego

Celem, ktory przyswiecal badaniom opisanym w cyklu publikacji (BB1-BB10), wymienionych po-
wyzej, byto sprawdzenie jak struktura toru czastki, rozumiana jako przestrzenny rozkltad jonizacji,
wplywa na odpowiedZ napromienionych komoérek oraz jaki wpltyw na naprawe radiacyjnych uszkodzen
DNA ma jednoczesne napromienienie komorek czastkami o roznej gestosci jonizacji. Przyktadem gesto
jonizujacych czastek sa czastki alfa, ktore oddziatuja z atomami osrodka lokalnie wzdtuz swojego toru.
Promieniowanie fotonowe charakteryzuje sie mata gestoscia jonizacji (jonizuja osrodek jednorodnie
w duzej objetosci).

Czy promieniowanie jonizujace rozniace sie gestos$cia jonizacji bedzie prowadzi¢ do wzmocnienia
efektu jednoczesnego dziatania (synergia) i czy mechanizmem za to odpowiedzialnym jest indukcja
kompleksowych uszkodzen DNA? OdpowiedZ na te pytania zaréwno przybliza nas do zrozumienia
mechanizmu uszkodzenia i naprawy DNA, jak i ma duze znaczenie w radioterapii pacjentow onkolo-
gicznych, gdzie promieniowanie jonizujace o réznej gestosci jonizacji (np. radioterapia fotonowa i pro-
tonowa) wykorzystywane jest do niszczenia komorek nowotworowych.

Kolejnym aspektem, ktoéry stanowit motywacje do prowadzonych przeze mnie badan, byta charak-
terystyka oddzialywania promieniowania z materialem komérkowym w nanoskali i zaproponowanie
parametréw innych niz uzywane dotychczas w radiobiologii i radioterapii (dawka, liniowy przekaz
energii) do zdefiniowania prawdopodobieristwa powstania kompleksowego uszkodzenia DNA.

Badania opisane w niniejszym cyklu publikacji stanowia przyczynek do tworzenia nowych deskryp-
toréow biologicznej skutecznosci promieniowania jonizujacego, uwzgledniajacych lokalne depozyty ener-
gii. Wyrdzniaja sie one podejsciem holistycznym obejmujacym wszystkie znane typy proceséw, ktore
maja wpltyw na ostateczny efekt biologiczny. Ocena efektu biologicznego jest kluczowa zaréwno w ra-
dioterapii (m.in. w optymalizacji technik napromienienia pacjenta), jak i ocenie skazenia w wypadkach
radiacyjnych, gdzie selekcja i klasyfikacja (triage) poszkodowanych osob stanowi podstawe skutecznej
i szybkiej pomocy. Oméwione ponizej badania oddzialywania promieniowania jonizujacego z komor-
kami ludzkimi zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem podejscia doswiadczalnego i teoretycznego.

4.3.1 Wprowadzenie

Rys historyczny
Slady oddzialywania czastek jonizujacych z materia sa od dawna wykorzystywane w fizyce jadrowej.
Analiza toréw czagstek w emulsji poddanej ekspozycji na promieniowanie kosmiczne umozliwita Maria-
nowi Danyszowi i Jerzemu Pniewskiemu odkrycie pierwszego hiperjadra (Danysz and Pniewski, 1953).
Charakterystyczny §lad zarejestrowany w emus;ji fotograficznej wskazywal na rozpad nietrwatego frag-
mentu jadrowego, gdzie zamiast neutronu pojawita sie niedlugo przedtem odkryta czastka lambda.
Odkrycie, ze hiperony lambda moga istnieé¢ jako sktadniki jadra atomowego, miato ogromne znacze-
nie dla badan fizyki wysokich energii, a w szczegdlnosci dla grupy badawczej, ktorg Marian Danysz
stworzyt w warszawskim Instytucie Fizyki Do$wiadczalnej na Hozej do analizy oddzialywan czastek
wysokich energii.

Analogiczne mechanizmy oddziatywania stuza nie tylko badaniom podstawowym. Czastki o niz-
szych energiach juz wczesniej znalazly swoje zastosowanie w diagnostyce medycznej i terapii, dzieki



m.in. odkryciu promieniowania X przez Wilhelma Conrada Rontgena w 1895 roku (Roéntgen, 1895).
Maria Sktodowska-Curie wykorzystata to promieniowanie w opracowanych przez siebie mobilnych apa-
ratach rentgenowskich do planarnego obrazowania urazéw ukltadu kostnego zolierzy walczacych pod-
czas I Wojny Swiatowej. Obrazenia, ktére pojawily sie u osob uzywajacych aparatow do diagnostyki
radiologicznej, byly dowodem na to, ze promieniowanie jonizujace powoduje uszkodzenia w komoérkach
ludzkiego ciata.

Dotychczasowy stan wiedzy

Odpowiedz komorki na uszkodzenia DNA jest procesem wieloetapowym i wysoce uporzadkowanym
(Wojcik and Harms-Ringdahl, 2019). W pierwszej kolejnosci nastepuje rozpoznanie uszkodzenia, po
ktéorym wystepuje natychmiast aktywacja ztozonej kaskady sygnatéw odpowiedzialnych za znalezienie
uszkodzonego miejsca w jadrze komorkowym i aktywacje odpowiedniego mechanizmu naprawy (Dan-
tuma and van Attikum, 2016). Mimo Ze mechanizmy naprawy sa poznane (nagroda Nobla z chemii
w 2015 roku), to ciagle nie wiadomo, jak komorki reaguja na uszkodzenia o réznym stopniu ztozono-
Sci, w szczegdlnoscei, gdy pekniecia nici DNA sg skupione w matej objetosci jadra komoérkowego. Takie
skupione uszkodzenia DNA tworza klastry, czyli obiekty przestrzenne, w ktérych wystepuja dwie lub
wiecej zmian w obrebie jednego lub dwoch skretow nici DNA.

Promieniowanie jonizujace jest unikalnym narzedziem, ktére moze postuzy¢ do uszkodzenia ma-
teriatu genetycznego w Scisle kontrolowany sposéb, kontrolowa¢ mozemy zaréwno czas ekspozycji na
promieniowanie prowadzacej do indukcji uszkodzenia, jak i energie zdeponowana w komorkach (co
opisujemy za pomoca dawki, mierzonej w Gy). Charakterystyka promieniowania (ladunek, energia)
i mechanizm jego oddzialywania z materia zywa jest gtéwnym wyznacznikiem konsekwencji biolo-
gicznych tego oddziatywania (Goodhead, 2007). Uszkodzenia czasteczki DNA, indukowane z uzyciem
promieniowania jonizujacego, mozna podzieli¢ na trzy gtowne rodzaje (Wojcik and Martin, 2014):

e pojedynczoniciowe pekniecia DNA (z ang. SSB, Single Strand Breaks),
e podwojnoniciowe pekniecia DNA (z ang. DSB, Double Strand Breaks),

e uszkodzenie zasad (z ang. BD, Base Damage).

Oddzialywanie promieniowania jonizujacego z uktadem biologicznym odbywa sie w trzech etapach:
(i) procesy fizyczne (zachodzace nie dtuzej niz kilka pikosekund), (ii) reakcje chemiczne (trwajace okoto
setek sekund) oraz (iii) procesy biologiczne (wczesne efekty wystepujace w ciagu kilku do kilkudzie-
sieciu godzin po napromienieniu materialu komérkowego). Procesy fizyczne sa pierwszym i najkrot-
szym etapem oddzialywania promieniowania jonizujacego z systemami biologicznymi, ale determinuja
kompleksowos¢ uszkodzen, a tym samym odpowiedZ komoérkowa. OdpowiedZ ta zalezy réwniez od
charakterystyki nastepujacych po fazie fizycznej proceséw chemicznych, w ktérych biorg udziat m.in.
zjonizowane i wzbudzone czasteczki wody oraz kaskady proceséw biologicznych zwigzanych z rozpo-
znaniem uszkodzenia oraz jego naprawa (Hall et al., 2006).

Jednym ze sposob6w makroskopowego opisu oddzialywania promieniowania jonizujacego z mate-
ria jest uzycie liniowego przekazu energii (z ang. LET, Linear Energy Transfer), ktory okresla ilo-
$ciowo érednig energie zdeponowana na jednostke dtugosci toru czastki. Fotony wysokoenergetyczne
sa przyktadem promieniowania stabo jonizujacego, charakteryzujacego sie niskim LET. Oddziatuja
tylko elektromagnetycznie z elektronami atoméw i moga pokonywaé¢ duze odlegloéci wewnatrz jadra
komorkowego, zanim jakis atom zostanie zjonizowany lub wzbudzony (Wojcik and Martin, 2014). Dla
tego rodzaju promieniowania liczba aktéw jonizacji na dtugosci odcinka toru o rozmiarach poréwny-
walnych z rozmiarem jadra komoérkowego jest mata. Do promieniowania o wysokim LET zaliczamy
m.in. wysokoenergetyczne jadra helu, czyli czgstki alfa, ktére zgodnie z wzorem Bethego-Blocha traca
sukcesywnie swoja energie kinetyczna w wyniku jonizacji atomoéw osrodka. Jesli osrodkiem jest jadro
komorkowe, to gesto jonizujace promieniowanie alfa powoduje gtéwnie DSB skupione w malej objetosci
materiatu genetycznego, co prowadzi do jego wiekszej skutecznosci w indukowaniu uszkodzen DNA
m.in. ze wzgledu na przestrzenny rozktad aktow jonizacji.

Poziom uszkodzenia komorek zalezy od dawki, ale jako$¢ uszkodzenia zalezy od LET. Gesto jo-
nizujace czastki alfa sa czesto wykorzystywane do badania zwigzku miedzy odpowiedzia komorkowa



a LET w kontekscie radioterapii protonowej. Charakterystyczny (zaréwno dla protonow, jak i czastek
alfa) sposob deponowania energii, opisany krzywa Bragga, ma ogromne znaczenie dla precyzyjnego
niszczenia komoérek nowotworowych w guzie oraz ochrony tkanek prawidtowych. Jednoczes$nie fakt, ze
protony, czastki alfa i ciezsze czastki naladowane jonizuja wzdluz swojego toru, stanowi utrudnienie
w zapewnieniu jednorodnosci dawki w obszarze napromieniania.

Rownolegle z podejsciem eksperymentalnym rozktad trafien wewnatrz jadra i strukture toru czast-
ki mozna obliczy¢ z duza precyzja za pomoca narzedzi wykorzystujacych metody MC (Incerti et al.,
2018; Friedland et al., 2011; Nikjoo et al., 2001; Nikjoo and Girard, 2012). Tutaj wykorzystujemy
wspomniana wyzej unikalna ceche promieniowania jonizujacego, jaka jest mozliwosé dokladnej esty-
macji liczby trafienn na dang dawke w okreslonej objetosci w okreslonym czasie. Analiza struktury toru
w podejsciu MC opiera sie na opisie ,zdarzenia po zdarzeniu” proceséw fizycznych, ktore zachodza
w wyniku oddzialywania promieniowania jonizujacego z atomami osrodka. Kazdy rodzaj oddziaty-
wania dla sledzonej czastki jest opisany przez zdeponowang energie i pozycje, w ktérej zachodzi to
oddziatywanie. Ponadto posrednie akty oddzialywania promieniowania z mikro$rodowiskiem komor-
kowym mozna modelowaé jako ewolucje czasowa rodnikow pojawiajacych sie w wyniku radiolizy wody.
Potgczenie tych dwoch etapow pozwala na badanie uszkodzen w obrebie czasteczki DNA, jak rowniez
miedzy réznymi chromosomami w jadrze komorkowym. Wtasciwa kwantyfikacja zjawisk fizycznych
na poziomie nanometrycznym jest kluczowym poczatkowym krokiem w kazdej probie przewidywania
biologicznej odpowiedzi na dane warunki napromieniania. Niezwykle wazne jest, zeby hipotezy do-
tyczace kompleksowodci uszkodzen byly testowane z wykorzystaniem jednego systemu biologicznego,
uzyskujac wyniki zaréwno radiobiologiczne, jak i czysto fizyczne dla tych samych lub co najmniej
rownowaznych parametréw napromieniania, co jest przedmiotem dyskusji wsrod naukoweow (Briden
et al., 1999; O’Neill and Wardman, 2009; Conte et al., 2017; Rucinski et al., 2021).

Wyniki badan, przedstawione tutaj, zostaly opisane w trzech podrozdziatach, odpowiadajacych po-
szczegblnym etapom oddzialywania promieniowania jonizujacego z systemem biologicznym. Badania
dotyczace etapu fizycznego, ktory obejmuje bezposrednie akty oddzialywania czastki jonizujacej z czg-
steczka DNA, zostaly omoéwione w podrozdziale 4.3.2. Prace naukowe dotyczace fazy chemicznej obej-
mujacej oddzialywanie posrednie, ktére odbywa sie pomiedzy produktami radiolizy wody i materiatem
genetycznym, rozpoczeliSmy niedawno. W zwiazku z tym wyniki badan sa w trakcie opracowywania
i beda dopiero przygotowywane do publikacji. Mimo to dla kompletnosci opisu, krotka charaktery-
styka symulacji produkeji reaktywnych form tlenu, ktére sa prowadzone w naszej grupie badawczej,
znalazta sie w podrozdziale 4.3.3. Ostatnim elementem procesu jest odpowiedZ komorkowa, czyli fa-
za biologiczna, ktéra zostata zbadana na rézne sposoby z wykorzystaniem testéw radiobiologicznych
i opisana szczegolowo w podrozdziale 4.3.4. Podrozdziat 4.3.4 sklada sie z dwoch czesci: (A) opisu
badan uszkodzen DNA wywotanych promieniowaniem fotonowym oraz (B) opisu badan poswieconych
synergii wiazek mieszanych promieniowania X i alfa.

4.3.2 Faza fizyczna oddzialywania promieniowania jonizujacego

Przy raportowaniu wynikow eksperymentalnych czesto pomija sie fakt, ze parametr LET jest wiel-
koscig usredniona, co moze nie wystarczy¢ do opisu stochastycznego charakteru dziatania promie-
niowania i jego skutkow, zwlaszcza na poziomie subkomoérkowym (nm). Zamiast stosowaé wartosci
$rednie, warto rozwazy¢ wielkosci nanodozymetryczne, ktore daja wglad w szczegoly jonizacji na po-
ziomie nanometrycznym, a tym samym pozwalaja na interpretacje odpowiedzi komérkowej na dzia-
lanie promieniowania jonizujacego w kontekscie uszkodzenn DNA. Liczba aktéw jonizacji w objetosci
poszczegb6lnych nukleotydéw DNA jest gléwnym czynnikiem okreslajacym wzgledna biologiczng sku-
tecznos$é (z ang. RBE, Relative Biological Effectiveness) promieniowania jonizujacego. Na podstawie
rozktadu przestrzennego aktéw jonizacji mozna obliczy¢ prawdopodobieristwo letalnego uszkodzenia
komorek (Conte et al., 2017), ktore jest blizsze opisowi zjawisk w nanoskali niz usredniony parametr
LET.

Fotony oddziatluja z materiag posrednio wytwarzajac dodatnio natadowane jony oraz elektrony
w procesie fotoelektrycznym, rozpraszaniu comptonowskim i kreacji par. Dlatego tez zaré6wno promie-
niowanie fotonowe, jak i wytworzone przez nie elektrony jonizuja osrodek w sposéb jednorodny w calej



objetosci. LET jest wielkoscig usredniong i dobrze opisuje oddzialywania kwantéw gamma i elektro-
néw z materia, ale dla ciezkich czastek natadowanych (takich jak czastki alfa) opis statystyczny jest
niewystarczajacy. Dlatego ze wzgledu na lokalny charakter oddzialywan nalezy rozwazyé wielkosci
nanodozymetryczne w badaniu skutkéw biologicznych. Dla ciezkich czastek naladowanych takie same
dawki oznaczajg duze réznice w dawkach lokalnych w poblizu trajektorii i poza nia, czego nie obserwu-
je sie w oddziatywaniu kwantéw gamma i elektronéw. Akty jonizacji, ktére sa generowane stosunkowo
rzadko w przestrzeni przez promieniowanie fotonowe i elektronowe, skutkuja gltéwnie uszkodzeniami
SSB, a tylko przy wysokich dawkach promieniowania pojawiaja sie DSB. Dla promieniowania o wyso-
kim LET (protony, czastki alfa, ciezkie jony) nawet przy niewielkich dawkach pojawiaja sie liczne DSB.

Modelowanie struktury toru czastki

Gestos¢ jonizacji ma znaczenie dla eksperymentéw radiobiologicznych, gdzie dziataniu promienio-
wania jonizujacego poddawany jest material biologiczny, np. w postaci monowarstwy komorek wy-
sianych na szalkach Petriego. Kompleksowo$¢ uszkodzen DNA oraz rozktad dawki dostarczonej przez
czastki alfa do komoérek czyniag czastki alfa interesujgcym przedmiotem badari radiobiologicznych. Dla-
tego celem badan opisanych w publikacji (BB10) bylo oszacowanie metodami MC poziomu niejed-
norodnosci dawki i jej niepewnosci dla czterech réznych uktadéw eksperymentalnych, zawierajacych
powierzchniowe zrodto czastek alfa — 24'Am. Wartosci LET i RBE zaleza od charakterystyki zro-
dta, konfiguracji uktadu napromieniania, systemu biologicznego i punktu koricowego opisujacego jego
odpowiedz. Metody MC sg pomocne nie tylko w charakteryzowaniu konfiguracji uktadu doswiadczal-
nego, ale takze w okreslaniu czynnikow wpltywajacych na charakterystyke wiazki, dzieki czemu mozna
uniknaé bledéw w prawidtowym oszacowaniu dawki podczas prowadzonych eksperymentéw, ktoére sa
kosztowne i czasochtonne. Przeprowadzenie odpowiednich symulacji, z wykorzystaniem kodéw PAR-
TRAC (Friedland et al., 2011) i Geant4 (Agostinelli et al., 2003; Allison et al., 2006), mialo na celu
pokazanie znaczenia charakterystyki systemu napromieniania przy przedstawianiu wynikéw ekspery-
mentow, zwlaszcza gdy efekty biologiczne sg badane na poziomie molekularnym. Modelowane uktady
uwzglednialy sytuacje, gdy komoérki hodowane na plaskim dysku, byly umieszczone nad powierzch-
niowym zrédtem 24'Am, z czastkami alfa przenikajacymi z dotu, oraz gdy zrodio ustawione byto nad
komorkami, czyli czastki alfa docieraty do komorek z gory. Ta ostatnia konfiguracja byta symulowana
z kolimatorem i bez kolimatora, a takze z kolimatorem obrotowym. Konfiguracje zostaty wybrane ze
wzgledu na warunki hodowlane komérek oraz specyfike uktadéw napromieniania materiatu komorko-
wego wykorzystywanych w eksperymentach radiobiologicznych. Wykorzystanie kolimatora umozliwia
otrzymanie wysokiej jednorodnosci rozktadu LET, przy jednoczesnym zmniejszeniu mocy dawki, pod-
czas gdy jego brak skutkuje szerokimi rozkladami LET czastek alfa. Korzystanie z kolimatora jest
oczywiscie korzystne przy badaniu zaleznosci miedzy LET i RBE. RBE przyjmuje wartosci najwyz-
sze przy LET rownym okoto 100 keV/um (Barendsen, 1994) i gwaltownie spada wraz ze wzrostem
LET. Na podstawie otrzymanych rozktadéw LET, mozna oczekiwaé, ze mniejsze wartosci RBE zostana
uzyskane w przypadku napromieniania czastkami alfa bez uzycia kolimatora w poréwnaniu ze skolimo-
wanymi czastkami alfa. Wynikiem naszych symulacji, wartym podkreslenia w kontekscie planowania
i wykonywania eksperymentéw radiobiologicznych, jest niska jednorodnosé dawki w jadrach komor-
kowych napromienionych przy uzyciu stacjonarnego kolimatora. Efekt ten wynika z wyeliminowania
wiekszosci czastek alfa, ktore opuszczaja zrodlo pod katem odbiegajacym od 90° oraz z pochtaniania
czastek przez Scianki kolimatora. Jednorodnos¢ dawki mozna poprawié¢ przez przesuwanie kolimatora
(z ang. wobbling).

Nanodozymetria

Najskuteczniejszg metoda eksperymentalng stosowang do zliczania liczby aktéw jonizacji indukowa-
nych przez czastke przechodzaca przez osrodek w objeto$ciach nanometrowych oraz badania jej prze-
strzennej i czasowej struktury toru jest nanodozymetria. Ta metoda wykorzystuje wysoce wyrafinowane
systemy detekcji jonow, ktore powstaja w objetosci czynnej wypelnionej gazem pod niskim ci$nieniem.
Badanie pojedynczych aktéw jonizacji w rozrzedzonym gazie jest tatwiejsze niz analogiczny pomiar
w gestym osrodku wodnym symulujacym $rodowisko komorkowe. Objeto$é czynna gazu w nanodo-
zymetrze jest odpowiednikiem cylindrycznej objetosci obiektu biologicznego (obiektem moze by¢ np.



ni¢ DNA). Ze wzgledu na budowe czasteczki DNA, czesto rozwaza sie 1-2 skrety nici o dlugosci 10-20
par zasad (z ang. base pairs, bp)), gdzie odleglos¢ miedzy bp wynosi okoto 0,34 nm. Wyniki nanodo-
zymetrycznych pomiaréw w gazie nie moga byé bezposrednio zastosowane w uktadach biologicznych,
dlatego potrzebna jest metoda interpretacji wynikéw otrzymanych w gazie w kontekscie ciektej wody
symulujacej struktury subkomorkowe. Zeby okregli¢ rozmiar struktury komorkowej, nalezy skorzystac
z procedury skalowania pomiedzy gesto$cia powierzchniows gazu wykorzystanego podczas pomiaru
nanodozymetrycznego i gestoscia powierzchniowa wody, opisang wzorem ponizej:
(\p) (woda)

(Dp)(woda) _ UW(D[))(gaZ) K.,

gdzie n jest wydajnoscia rejestracji jonow w eksperymencie, (Dp)(WOda) i (Dp)83%) to gestosci po-
wierzchniowe objetosci czynnej odpowiednio w wodzie i gazie, (Ap) oznacza Srednia dlugosé drogi
swobodnej czastki pierwotnej w danym osrodku, a K, jest poprawka uwzgledniajaca réznice w oddzia-
lywaniu elektronéw miedzy osrodkami (K. =~ 1). Przykladowo, gestos¢ azotu w objetosci czynnej na-
nodozymetru z Narodowego Centrum Badan Jadrowych réwna 0,5 ug/cm® odpowiada 2 nm struktury
subkomorkowej. Procedura skalowania jest dobrze ugruntowana i opisana w (Grosswendt, 2004). Nano-
dozymetry umozliwiaja pomiary rozktadéw wielkosci klastréw jonizacyjnych, ktore powstaja w wyniku
przejscia czastki przez osrodek gazowy (z ang. ICSD, Ionisation Cluster Size Distributions) oraz okre-
Slenie $redniej wielkosci takiego klastra (pierwszy moment rozkltadu).

Dotychczas opracowano tylko cztery uktady prototypowe nanodozymetru (Casiraghi et al., 2014;
Bantsar et al., 2018), a jednym z nich jest Jet Counter (JC) zaprojektowany w Narodowym Centrum
Badan Jadrowych. Szczegotowy opis konstrukeji i zasad dziatania JC znajduje si¢ m.in. w (Pszona
et al., 2000), a rozktady ICSD otrzymane za pomoca JC i ich interpretacja w kontekscie komplekso-
wosci uszkodzenn DNA stanowia gtowny temat badan, opisanych w publikacji (BB9). Do pomiaréw
uzylismy radioaktywnego zrodla czastek alfa (24'Am) o energii 4,6 MeV, ktora jest nizsza od nomi-
nalnej energii 5,5 MeV ze wzgledu na to, ze czastki alfa przed opuszczeniem Zrédla musza pokonaé
warstwe zrodla oraz ztota, ktora pokrywa zZrodto. Kluczowa nowoscia w tej pracy nie bylty jednak dane
eksperymentalne, a symulacje ICSD wykonane z wykorzystaniem kodéw Geant4-DNA (Incerti et al.,
2018) bazujacych na metodach MC. W pracy (BB9) po raz pierwszy okreslilismy ilosciowo niepewnosé
ICSD 7z uwzglednieniem:

(i) trzech glownych modeli fizycznych Geant4d-DNA przy uzyciu przekrojow czynnych dla wody
w stanie ciekltym,

(ii) procedury skalowania jonizacji w gazie o niskim ci$nieniu do srodowiska wodnego z wykorzysta-
niem kodéw PTra (Kling et al., 2014) zawierajacych przekroje czynne na jonizacje dla czastek
alfa w azocie,

(iii) wydajnosci ekstrakeji jonéw oraz obecnosci pasywnych elementéw detektora, tj. Sciany Mylar,
(iv) roéznych rozmiarow objetosci czynnej.

Na podstawie opisanych w publikacji wynikéw mozna stwierdzié¢, ze niepewnosé okreslenia wydaj-
nosci nanodozymetru JC wprowadza wicksze réznice pomiedzy ICSD uzyskanymi z symulacji Geant4-
DNA oraz otrzymanymi eksperymentalnie niz uwzglednienie r6znych modeli fizycznych. Potwierdza
to zasadnos¢ dalszych prac w kierunku unowoczesniania aparatury oraz proponowania nowych metod
pomiarowych. Potwierdziliémy réwniez, ze procedura skalowania gestosci zastosowana do symulacji
Geant4d-DNA ICSD w wodzie cieklej umozliwia modelowanie wielko$ci nanoskopowych tak doktad-
nych, jak w symulacji PTra przeprowadzonej w gazowym azocie. Wykorzystujac parametry ICSD, ob-
liczyliSmy rowniez wartosé Fy, czyli skumulowane prawdopodobieristwo utworzenia klastra o rozmiarze
4 lub wiekszym. Zatozylidémy, ze parametr ten, ktory jest wielkoscia fizyczna, odpowiada prawdopo-
dobienstwu wywolania kompleksowych, nieodwracalnych uszkodzen DNA. Nasze wyniki wskazuja, ze
przewidywanie ICSD i ich parametrow na podstawie symulacji Geant4-DNA jest precyzyjne, otwie-
rajac mozliwos¢ jego zastosowania do planowania leczenia w oparciu o wielkosci nanodozymetrycz-
ne (Ramos-Méndez et al., 2018; Rucinski et al., 2021).
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4.3.3 Wplyw fazy chemicznej na uszkodzenia radiacyjne

Nie tylko ilos¢ energii zdeponowanej przez promieniowanie w jednostce masy (czyli dawka D) deter-
minuje skutki biologiczne, ale réowniez sposob, w jaki jest ona dostarczona do komorek (opisany przez
moc dawki, czyli dD/dt). Pokazano, ze zastosowanie promieniowania jonizujacego o ultra wysokich
mocach dawki, rzedu 500 Gy /s, poprawia ochrone tkanek zdrowych przy jednoczesnym niszczeniu ko-
morek nowotworowych (terapia FLASH (Wilson et al., 2020)). Chociaz biologiczny mechanizm efektu
FLASH nadal nie jest poznany, niedobér tlenu w §rodowisku komoérkowym, ktéry powstaje w wyniku
reakcji radiolizy, wydaje sie by¢ jedna z prawdopodobnych hipotez (Labarbe et al., 2020). Wiekszos¢
symulacji komputerowych przeprowadza sie w oparciu o zatozenie, ze sktad chemiczny jadra komor-
ki mozna opisaé¢ jako czysta wode w stanie ciektym. Jest to zbyt duze uproszczenie ze wzgledu na
znaczenie reakcji chemicznych, ktore zachodzg w wyniku oddzialywania promieniowania jonizujacego
ze Srodowiskiem badanego osrodka. W naszych badaniach, ktore sg realizowane pod moja opieks we
wspolpracy z naukowcami z Loma Linda University (USA), poréwnujemy obliczenia oparte na radio-
lizie czystej wody z modelami uwzgledniajacymi radiolize srodowiska wodnego, w ktérym obecne sa
czasteczki DNA, RNA, biatka i aminokwasy. Wdrozylismy dwa modele radiolizy wody z reakcjami
chemicznymi tlenu i czasteczek o znaczeniu biologicznym, ktére moga pomoéc w zrozumieniu efek-
tu FLASH w tkankach zdrowych. Symulacje ewolucji czasowej stezen powstalych rodnikow dla tych
modeli zostaly wykonane z wykorzystaniem kodow TOPAS-nBio (Schuemann et al., 2019). Wyniki sy-
mulacji pokazuja, ze stezenie tlenu w srodowisku wodnym rézni sie od tego uzyskanego w srodowisku
komoérkowym, co wynika z wprowadzenia w obu modelach konkurencyjnych zmiataczy, ktore reaguja
z wolnymi rodnikami. Dodatkowo, réznice w stezeniu tlenu widoczne sg réwniez, gdy poréwnujemy
dwie techniki napromieniania: technike FLASH o wysokiej mocy dawki rownej 500 Gy /s i radioterapie
konwencjonalna o niskiej mocy dawki rownej 0,29 Gy/s. Uzyskane wyniki beda stanowity tres¢ ma-
nuskryptu, nad ktéorym wtasnie pracujemy. Niezaleznie w ramach kolejnej pracy magisterskiej zostaty
zaplanowane pomiary stezenn HoO9 oraz Og w fantomach, dla ktérych symulacje zostaty przeprowadzo-
ne, i beda realizowane w ramach wspoétpracy z Instytutem Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie.
Zmierzone przy uzyciu chromatografii gazowej i miareczkowania stezenia produktow radiolizy zosta-
na wykorzystane do weryfikacji obliczen wykonanych w programie Kinetiscope (Wiegel et al., 2015)
w oparciu o metody MC.

4.3.4 Biologiczne konsekwencje dzialania promieniowania jonizujacego

(A) Uszkodzenia DNA indukowane przez promieniowanie fotonowe

Zrodlem promieniowania fotonowego moze by¢ zaréwno lampa rentgenowska, ktora umozliwia pro-
dukcje promieniowania X, jak i radionuklidy (np. '37Cs, %°Co), ktére w wyniku przemian jadrowych
emituja promieniowanie gamma. Promieniowanie fotonowe, przechodzac przez jadro komorkowe, jo-
nizuje atomy w sposob jednorodny w calej objetosci. Ze wzgledu na charakter tego oddzialywania,
uszkodzeniami, ktére powstana w wyniku napromienienia materiatu komorkowego, beda gtéwnie SSB,
cho¢ przy wysokich dawkach promieniowania gamma pojawia sie uszkodzenia typu DSB.

Wielko$é kolonii komoérek, ktore przezyty

Badanie przezywalnosci komoérek poddanych dziataniu promieniowania jonizujacego jest podstawo-
wa metoda okreslenia cytotoksycznego wplywu promieniowania i toksyn chemicznych. Jednym z ostat-
nich etapow przeprowadzenia tego testu jest policzenie kolonii (skupisk zawierajacych minimum 50 ko-
morek), ktore powstaly w wyniku podziatu komorek, ktore przezyly napromienianie. W duzych eks-
perymentach manualne liczenie kolonii jest czasochtonne i obarczone bledami, wynikajagcymi m.in.
z braku doswiadczenia osoby liczacej. Co wiecej, czesto interesujace jest iloSciowe okreslenie wielkosci
poszczegbdlnych kolonii, ktére dotychczas nie byto uwzgledniane w analizie danych. Takie obliczenia
sa w duzej mierze wykonywane z wykorzystaniem komputerowych systemow analizy obrazu. Chociaz
istnieje wiele takich systemow, wszystkie skupiaja si¢ na liczeniu kolonii, a nie na analizie wielkosci
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kolonii. Aby rozwiazaé¢ ten problem, opracowaliSmy nowy pakiet oprogramowania do liczenia kolonii
oraz analizy rozktadu ich wielkosci, opisany w (BB5). Oprogramowanie o nazwie countPHICS sktada
sie z dwoch czesci:

1. narzedzia napisanego dla systemu przetwarzania obrazéw ImageJ, umozliwiajacego analize ob-
razéw zeskanowanych szalek Petriego, okreslenie liczebnosci kolonii na szalce, szacowanie ich
wielkosci (pola powierzchni zajmowane przez pojedyncze kolonie);

2. programu Plotting Histograms of Colony Size (PHICS) z graficznym interfejsem uzytkownika
wykorzystujacym przenosne biblioteki Qt, ktory pozwala na wizualizacje histogramoéw rozktadu
wielkosci kolonii na podstawie wynikow otrzymanych w czesci pierwszej oraz sparametryzowanie
tego rozkladu poprzez dopasowanie najlepszej funkeji (rozklad Gaussa lub Weibulla).

Aby przedstawi¢ przyktad zastosowania programu, do analizy wielkosci kolonii (czyli zapropono-
wanego przeze mnie nowego parametru klonogennego testu przezywalnosci) wykorzystalismy wyniki
badari na linii niedrobnokomoérkowego nowotworu ptuc (Lundholm et al., 2014), dla ktorej zaobserwo-
wano zmniejszenie tempa wzrostu wzgledem warunkéw kontrolnych, ale nie oznaczono go ilosciowo.
W cytowanej pracy macierzyste komoérki nowotworowe phuc zostaty poddane dziataniu trzech czynni-
kow: promieniowanie gamma, kinaza biatkowa aktywowana mitogenami (MEK; kiedy MEK jest ha-
mowany, proliferacja komorek jest blokowana i indukowana jest apoptoza, czyli kontrolowana $mieré
komorki) oraz kombinacja tych dwoch czynnikow. Na podstawie analizy danych w (BB5) przy uzyciu
oprogramowania countPHICS mozna byto stwierdzi¢ tendencje do zmniejszania wielkosci kolonii dla
komorek wstepnie potraktowanych inhibitorem MEK przed napromienieniem. To oznacza, ze kolonie
zostaly zmniejszone nie tylko pod wzgledem liczebnosci, ale takze na poziomie tempa wzrostu (tj. wiel-
kosci kolonii).

Zmiana struktury chromatyny

Promieniowanie fotonowe powoduje indukcje peknie¢ nici DNA jednorodnie w objetosci materiatu
genetycznego upakowanego w jadrze komoérkowym. Stopien upakowania chromatyny w jadrze komor-
kowym odgrywa role w kontroli ekspresji genéw. Podczas gdy chromatyna znajdujaca sie w stanie
gestego upakowania (heterochromatyna) jest zazwyczaj nieaktywna genetycznie, mniej skondensowa-
na euchromatyna jest genetycznie aktywna. Sposdéb upakowania chromatyny moze réwniez prowadzié¢
do roznej skutecznosdci generowania uszkodzen DNA przez promieniowanie jonizujace. W pracy (BB1)
wykorzystaliémy komérki macierzyste nowotworu ptuc, zeby zbadaé¢ skutecznosé inhibitoréw deace-
tylazy histonowej, ktora jest odpowiedzialna za zmiane struktury chromatyny. Tak zmodyfikowane
komorki zostaly poddane dzialaniu promieniowania X i/lub cisplatyny, ktora jest wykorzystywana
w chemioterapii pacjentéw onkologicznych. Zaréwno zmierzone krzywe przezywalnosci, jak i rozktady
wielkosci kolonii wskazuja na nizsza przezywalno$é komorek oraz mniejsze rozmiary powstalych ko-
lonii w sytuacji, gdy inhibitory kondensacji chromatyny zostaly dodane do komoérek 16 godzin przed
napromienieniem. Na podstawie naszych wynikéw mozna sadzi¢, ze w przeciwieristwie do euchroma-
tyny, gdzie promieniowanie X wnika i indukuje uszkodzenia nici DNA, struktura heterochromatyczna
(czyli gesto upakowana) chroni glebsze warstwy materiatu genetycznego i tym samym odgrywa role
w opornosci macierzystych komoérek nowotworu ptuc na radioterapie. Jest to szczegoélnie interesujace
ze wzgledu na fakt, ze inhibitory sg dostepne klinicznie, co oznacza, ze mozliwe jest ich wykorzystanie
jako markera heterochromatycznego, a to z kolei umozliwiloby personalizacje schematu leczenia pa-
cjenta onkologicznego.

(B) Synergia wiazek mieszanych
Promieniowanie jonizujace ze Zrodel naturalnych najczeiciej nie wystepuje w postaci emitera jed-
nego rodzaju czastek, np. rozpadowi alfa (czyli przemianie jadrowej z emisja czastek alfa) i beta (czyli

przemianie jadrowej z emisja elektronow /pozytonow) zwykle towarzyszy emisja kwantow gamma. Od-
dzialywanie wiazki protonowej, stosowanej w radioterapii protonowej, z elementami uktadu kolimacji
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lub z cialem pacjenta prowadzi do produkcji neutronéw. Promieniowanie kosmiczne, na ktérego dzia-
tanie jesteSmy narazeni podczas podrézy samolotem, to gtéwnie protony konwertowane na ciezkie jony
w skorupie samolotu. Zasady ochrony radiologicznej sa tworzone w oparciu o zalozenie, ze catkowity
efekt biologiczny pochodzacy od réznych zrédet radioaktywnych jest suma efektéw od poszczegdlnych
jego sktadnikéw. Wyniki badan, ktérych opis znajduje sie w tym podrozdziale, pokazuja, ze odpowiedz
komorek w wyniku ekspozycji na mieszane wigzki fotonéw i czastek alfa jest inna niz ta przewidziana
w oparciu o zalozenie addytywnosci.

Ogniska naprawcze 53BP1

Podczas gdy w klonogennym tescie przezywalnosci skutecznosé promieniowania jonizujacego ba-
dana jest na poziomie komérkowym, obserwacja ognisk naprawczych jest mozliwa w skali submikro-
metrowej. Ogniska naprawcze pojawiaja sie w czasteczce DNA w miejscu powstania DSB, ktérego
rozpoznanie rozpoczyna mechanizm naprawy radiacyjnego uszkodzenia m.in. przez rekrutacje odpo-
wiednich bialek naprawczych (w opisanych ponizej badaniach jest to biatko 53BP1). Miejsce kumulacji
tych biatek w polaczeniu z biatkiem zielonej fluorescencji jest widoczne pod mikroskopem fluorescen-
cyjnym.

Badanie ognisk naprawczych 53BP1 wykorzystalismy w pracy (BB2) i (BB3), zeby odpowiedzie¢
na pytanie, czy ich indukcja wywotana ekspozycja komorek na promieniowanie o réznym LET (okoto
1,5 keV/um dla promieniowania X i 100-172 keV /um dla promieniowania alfa) wynika z addytywnosci
czy 7z synergii oddzialtywania obu typéw promieniowania. W tym celu komérki nowotworowe kost-
niakomiesaka zostaly napromienione czastkami alfa, promieniowaniem X oraz ich kombinacja, czyli
wigzkami mieszanymi (50% dawki catkowitej pochodzacej od promieniowania alfa i 50% dawki catko-
witej — od promieniowania X). Zaobserwowalismy jakosciowe roznice w indukeji ognisk naprawczych:
podczas gdy ogniska wywotane fotonami sg mate, wiekszo$¢ ognisk indukowanych przez czastki alfa
jest duza. Badanie synergii oddzialywania promieniowania X i alfa bylo mozliwe dzieki obliczeniu
kopert addytywnosci dla wybranych efektéow biologicznych, np. indukcji 10 matych ognisk w jadrze
komoérkowym, co zostalo pokazane na Rys. 1.
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Rysunek 1: Przyktadowa koperta addytywnosci (BB2). Krawedzie kopert (na rysunku to punkty oznaczone jako petne
i puste kotka) odpowiadaja dwom izobologramom utworzonym dla heteroaddytywnej i izoaddytywnej formy oddziatywa-
nia miedzy badanymi dwoma rodzajami promieniowania. Izoaddytywna odpowiedz (kétka puste) jest liczona w oparciu
o zalozenie, ze promieniowanie X i alfa majg ten sam mechanizm dziatania i taczny efekt jest superaddytywny. Odpo-
wiedz heteroaddytywna (kolka pelne) jest obliczana w oparciu o zalozenie, ze oba rodzaje promieniowania maja inny
mechanizm dziatania, ale taczny efekt jest addytywny. Jesli dane pochodzace z eksperymentu, w ktérym wykorzystane
zostaly wiazki mieszane (na rysunku punkt w ksztalcie kwadratu) znajduja sie wewnatrz obwiedni koperty addytywno-
$ci, to oznacza, ze mamy do czynienia z efektem addytywnym. Jesli dane znajda sie na zewnatrz obwiedni, efekt jest
albo synergistyczny (punkt znajdujacy sie na lewo od koperty), albo antagonistyczny (na prawo od koperty).
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W pracy (BB2) koperty addytywnosci zostaly obliczone na podstawie krzywych odpowiedzi (czyli
czestosel wystepowania ognisk w funkeji dawki) dla trzech scenariuszy napromienienia i wyniki jedno-
znacznie pokazaly, ze indukcja ognisk przez wiazki mieszane jest efektem synergii, a nie addytywnosci,
jak jest przyjete w ochronie radiologicznej.

Ponadto, w pracy (BB3) zajelismy si¢ badaniem kinetyki powstawania i naprawy tych ognisk. Za-
chowanie malych i duzych ognisk rézni sie: mate ogniska pojawiaja sie i znikajg szybko, podczas gdy
duze ogniska formuja sie i znikaja powoli. Wyniki ttumacza zalozenie, ze kompleksowe lub skupione
w malej objetosci uszkodzenia DNA stanowig dla komoérki powazny problem w procesie naprawy DNA.
Naprawa ognisk, ktére powstaja w wyniku dziatania wiazek mieszanych, przebiega najwolniej w poréw-
naniu z zanikiem ognisk indukowanych niezaleznie promieniowaniem X i czastkami alfa. Uzycie mikro-
skopu fluorescencyjnego do obrazowania w czasie rzeczywistym umozliwito obserwacje przemieszczania
sie ognisk w obrebie jadra komoérkowego oraz obliczenie ich §redniego kwadratowego przemieszczenia
(z ang. MSD, Mean Square Displacement) w formalizmie ruchéw Browna. Nasze wyniki sugeruja, ze
ogniska indukowane wigzkami mieszanymi wykazuja niski stopienn ruchliwosci, prawdopodobnie przy-
czyniajac sie do zwiekszonej btednej naprawy uszkodzen, zwtaszcza w skupiskach DSB. Wyniki te
potwierdzajg nasza wczedniejsza obserwacje wysokiej czestosci kompleksowych aberracji chromosomo-
wych w komorkach narazonych na dziatanie wiazek mieszanych.

Aberracje chromosomowe: eksperyment i modelowanie

Ocena dawki odgrywa wazng role w wypadkach radiacyjnych i moze by¢ przeprowadzana po-
przez ocene zmian strukturalnych morfologii chromosomoéw (aberracje chromosomowe) wywotanych
w komorkach promieniowaniem jonizujacym. Celem pracy (BB8) byta analiza poréwnawcza opubli-
kowanych wynikéw eksperymentalnych dotyczacych indukcji aberracji chromosomowych w ludzkich
limfocytach krwi obwodowej poddanych dziataniu mieszanych wigzek czastek alfa i promieniowania
rentgenowskiego z symulacjami komputerowymi z wykorzystaniem programu PARTRAC opartego na
metodach MC. Zaletg symulacji w stosunku do badan eksperymentalnych jest brak potencjalnie myla-
cego wplywu na uzyskany wynik czynnikow srodowiskowych (wahania temperatury, kwasowos¢) oraz
czynnikow takich jak wydajnos$é i powtarzalno$é procesu zliczania wynikow. Kody PARTRAC zostaty
wykorzystane do symulacji uszkodzeri DNA w postaci SSB i DSB (zar6wno zlozonych, jak i pojedyn-
czych) oraz liczby aberracji chromosomowych, ktére w wyniku tych uszkodzen powstaly. Zaleznosé
SSB i DSB od dawki rozni sie dla promieniowania X (indukowana jest wieksza liczba SSB niz DSB)
i dla czastek alfa, ktore ze wzgledu na gesta jonizacje indukuja wiecej DSB niz SSB. Catkowita liczba
SSB i DSB wywotanych wiazkami mieszanymi jest efektem addytywnym, czyli sumg SSB i DSB pocho-
dzacych od fotondéw i czastek alfa. Sytuacja jest jednak inna na poziomie aberracji chromosomowych,
gdzie symulacje wskazuja efekt synergiczny, co jest zgodne z wynikami eksperymentalnymi. Wynik ten
pokazuje, ze synergiczne dziatanie mieszanych wigzek wynika z tego, jak komoérka radzi sobie z napra-
wa SSB i DSB (faza biologiczna). Stosujac kody PARTRAC, sprawdzilismy, czy wystepowanie efektu
synergicznego zalezy od proporcji promieniowania alfa i promieniowania X. Poziom synergii zalezal od
sktadu wigzek mieszanych, przy czym najwyzszy jego poziom byl obserwowany przy stosunku dawki
50:50 czastek alfa do promieniowania rentgenowskiego.

W przeciwienistwie do klasyfikacji aberracji chromosomowych, ktoére sa modelowane w oparciu
o metody MC, zliczanie aberracji chromosomowych w eksperymencie jest trudne dla osoby, ktéra nie
ma doswiadczenia w analizie mikroskopowej materiatu biologicznego. Potwierdzaja to wyniki naszych
badar, opisane w (BB6). W sytuacji gdy potrzebna jest szybka analiza duzej ilosci danych (np. po wy-
padku radiacyjnym), zaleca sie stosowanie prostych do nauczenia sie testow radiobiologicznych. Dlate-
go postanowilismy poréwnacé¢ wydajnosci dwoch testéw radiobiologicznych: aberracji chromosomowych
i testu mikrojadrowego. Kazdy uczestnik dwutygodniowego kursu radiobiologii, finansowanego przez
UE i organizowanego na Uniwersytecie w Sztokholmie, zostal poproszony o ocene uszkodzen cytogene-
tycznych komoérek jajnika chomika chiniskiego poddanych dzialaniu promieniowania gamma w zakresie
0-4 Gy. Analiza poréwnawcza wynikow testow otrzymanych przez osoby niedo$wiadczone (studentow)
z wartosciami referencyjnymi wygenerowanymi przez eksperta (doswiadczony cytogenetyk) zostala
przeprowadzona dla kazdej dawki oraz dla parametrow dopasowania krzywej dawka-odpowiedZ po-
miedzy studentami. Test mikrojadrowy byl zwykle szybszy i tatwiejszy do nauczenia niz ocenianie
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aberracji chromosomowych. Jednak oba testy przeprowadzone przez niedoswiadczonych studentow
wykazaly rozsadne zaleznodci liczby aberracji chromosomowych i mikrojader w funkcji dawki. W przy-
padku duzego wypadku radiologicznego z wieloma ofiarami, nawet osoby z malym doswiadczeniem
moglyby wspiera¢ proces selekcji i klasyfikacji poszkodowanych za pomoca cytogenetycznej dozymetrii
biologicznej.

Limfocyty krwi obwodowej

Jesli chodzi o stosowanie dozymetrii biologicznej w wypadkach radiacyjnych, materiatem komorko-
wym, ktory pobiera sie od oséb poszkodowanych, sa limfocyty krwi obwodowej (z ang. PBL, Peripheral
Blood Lymphocytes). Ze wzgledu na to, ze podczas wypadku ludzie sa narazeni na promieniowanie
mieszane, celem badania przeprowadzonego na ludzkich PBL, opisanego w (BB4), byto przyjrzenie
sie mechanizmowi interakcji, zwlaszcza w odniesieniu do pytania, czy wynika ona ze zwiekszonego
poziomu poczatkowego uszkodzenia czy uposledzonej naprawy DNA. PBL zostaly poddane dziataniu
czastek alfa, promieniowania rentgenowskiego i wiazek mieszanych z wykorzystaniem réznych warto-
$ci dawek. Uszkodzenie DNA i kinetyka naprawy uszkodzen zostala okre$lona ilosciowo za pomoca
alkalicznego testu kometowego wykorzystujacego metode elektroforezy. Poziomy fosforylowanych, klu-
czowych biatek odpowiedzi na uszkodzenia DNA (z ang. DDR, DNA Damage Response): ATM, p53
i DNA-PK zostaly zmierzone metoda Western blot, a poziomy mRNA szesciu wybranych genéw, ak-
tywnych w przypadku uszkodzenia DNA — metoda RT-qPCR (z ang. real time quantitative polymera-
se chain reaction). Wyniki badan wskazuja, ze czastki alfa i promieniowanie rentgenowskie oddziatuja
z materialem komoérkowym, wywotujac uszkodzenia DNA powyzej poziomu przewidywanego przy za-
tozeniu addytywnosci, a naprawa uszkodzen nastepuje z opéznieniem. Poziomy aktywacji biatek DDR
i poziomy mRNA badanych genéw byty najwyzsze w komoérkach narazonych na wigzki mieszane. To
potwierdza, ze wystawienie PBL na dziatanie wiazek mieszanych stanowi wyzwanie dla komoérkowego
systemu DDR. Dodatkowym dowodem wskazujacym na efekt synergiczny w PBL narazonych na dzia-
tanie promieniowania mieszanego, sktadajacego sie z czastek alfa i promieniowania rentgenowskiego,
byta rozszerzona analiza odpowiedzi genetycznej opisana w (BB7). W tym badaniu zostata zastosowa-
na metoda qPCR do pomiaru pozioméw mRNA FDXR, GADD45A, BBC3, MDM2, CDKN1A i XPC
24 godziny po napromienieniu. Czastki alfa i wigzki mieszane silniej indukowaly ekspresje genéw w po-
réwnaniu z promieniowaniem X, co bylo widoczne na podstawie krzywej odpowiedzi w funkcji dawki.
W trzech na czterech probkach krwi pobranych od badanych dawcéow (zdrowi, nie palacy papierosow
mezczyzni) zaobserwowaliSmy efekt synergii na mieszane wiazki promieniowania. Gdy rok pézniej po-
nownie zostaly pobrane probki od dwoch dawcow, poprzedni efekt addytywny u jednego dawcy byt
teraz synergiczny. Ponadto na podstawie testu mikrojadrowego wykonanego z wykorzystaniem PBL
poddanych dziataniu promieniowania gamma zadna znaczaca réznica w wewnetrznej wrazliwosci na
promieniowanie nie zostala zaobserwowana. Podsumowujac, synergia bylta obecna u wszystkich daw-
cow, ale wyniki sugeruja indywidualng zmiennosé wynikajacg z czynnikow zwigzanych ze stylem zycia.

4.3.5 Podsumowanie

Stanowiacy podstawe niniejszej pracy, spojny ciag badan umozliwit pogtebienie zrozumienia proceséow
i mechanizméw oddzialywania promieniowania jonizujacego z systemami biologicznymi. Zrozumienie
tych zagadnienn jest kluczowe dla skutecznej oceny zagrozen spowodowanych napromienieniem ofiar
wypadkdéw radiacyjnych oraz dla efektywnego planowania radioterapii.

Popularnym testem badania odpowiedzi komérkowej na dziatanie promieniowania jonizujacego jest
klonogenny test przezywalnosci, oparty na okreslaniu liczby kolonii, powstalych w wyniku podziatu
komorek, ktoére przezyly napromienienie. Nie jest to wystarczajace do oceny kompleksowosci uszkodzen,
dlatego w pracy (BB5) zaproponowano rozszerzenie tego testu o ocene wielkosci kolonii, dzieki ktorej
mozemy okredlié nie tylko jak duzo uszkodzeri powstalo, ale roéwniez ich jakosé, ktéra wplywa na
efektywnos¢ radioterapii pacjentéw onkologicznych.

Dla podniesienia efektywnosci indukeji uszkodzen DNA wywotanych promieniowaniem fotonowym,
stosowanym w radioterapii konwencjonalnej, w pracy (BB1) zastosowano inhibitory kondensacji chro-
matyny. Dzieki modyfikacji upakowania chromatyny w jadrze komoérkowym, zmienit si¢ rozktad prze-
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strzenny aktow jonizacji, a co za tym idzie zwiekszyla sie liczba uszkodzen DNA, co ma kluczowe
znaczenie w skutecznosci zabijania komoérek nowotworowych u pacjentéw gorzej reagujacych na lecze-
nie radioterapeutyczne.

Efekt, ktory nie byt do korica wyjasniony i byt motywacja kolejnych badan, to kwestia synergicznej
odpowiedzi komoérkowej na dawki promieniowania mieszanego, w szczegolnosci promieniowania fotono-
wego o niskiej gestosci jonizacji podanego jednoczesnie z gesto jonizujacymi czastkami alfa. W pracach
(BB2), (BB3), (BB4), (BBT7) oraz (BB8) pokazano eksperymentalne wyniki potwierdzajace, ze zba-
dane efekty biologiczne nie wynikaja z addytywnego dziatania obu rodzajéw promieniowania. Wyniki
te maja kluczowe znaczenie w okre$laniu dawki zaréwno podczas oceny narazenia ofiar wypadkow
radiacyjnych, w ktérych zawsze mamy do czynienia z promieniowaniem mieszanym, jak i w systemach
planowania radioterapii, w ktérym znajomosé nieliniowego sumowania efektéw pozwala na optymali-
zacje radioterapeutycznego leczenia pacjentéw onkologicznych.

Nieliniowos¢ ta wynika ze specyficznego mechanizmu indukcji kompleksowych uszkodzern DNA, co
pokazano w pracach (BB8) i (BB10) za pomoca symulacji MC. Wykazano, ze efektywnosé¢ promienio-
wania zalezy bezposrednio nie tylko od liczby indukowanych uszkodzen materialu genetycznego, ale tez
ich struktury przestrzennej. Liczba pojedynczoniciowych i podwdjnoniciowych peknieé taricucha DNA
zalezy od przestrzennego rozktadu aktéw jonizacji, ktory z kolei wynika ze struktury toréw czastek
emitowanych z radioaktywnego Zrédia. Sumaryczne wyniki tych prac pozwolity tez na oszacowanie
liczby SSB, DSB oraz rozktadéw wartosci LET.

Na podstawie informacji przestrzennych o rozktadzie SSB i DSB w pracy (BB8) za pomoca me-
tod MC okreslono liczbe aberracji chromosomowych, ktore powstaja w wyniku btednej naprawy SSB
i DSB. Eksperymentalna detekcja wspomnianych aberracji chromosomowych jest trudng procedura
i obarczong bledem zaleznym m.in. od do$wiadczenia osoby wykonujacej ten test. Z drugiej strony
procedura ta jest kluczowa w ocenie dawki, ktéra otrzymaty ofiary wypadkéw radiacyjnych. Dlate-
go w pracy (BB6) poréwnano test aberracji chromosomowych z innym testem radiobiologicznym —
testem mikrojadrowym. Wyniki tego poréwnania jednoznacznie wskazalty, ze rozpoznawanie aberra-
¢ji chromosomowych w probkach biologicznych jest trudne, ale jednocze$nie oszacowanie zalezno$ci
liczby aberracji od dawki przez niedoswiadczone osoby po dwutygodniowym kursie jest wystarczajace
w ocenie narazenia ofiar wypadkow radiacyjnych, kiedy kluczowym parametrem jest czas.

Badanie podstawowych proceséw fizycznych powodujacych jonizacje atoméw osrodka wywoluja-
cych kaskade sygnatéw odpowiedzi komoérkowej na dzialanie promieniowania jonizujacego, zawarte
w pracy (BB9), wiericzy spojny ciag publikacji, stanowiacy podstawe postepowania habilitacyjne-
go. Najbardziej szczegdlowy opis fizycznych proceséw prowadzacych do opisanych powyzej efektow
biologicznych mozliwy jest w nanoskali, za posrednictwem symulacji MC i unikalnych pomiaréw na-
nodozymetrycznych. Dzieki polaczeniu wynikoéw tych dwoch podejsé, w pracy (BB9) zaproponowano
nowy deskryptor, ktéry uwzglednia lokalne depozyty energii i w dokladniejszy sposéb niz parametr
LET opisuje stochastyczny charakter oddziatywania promieniowania z zywymi komoérkami. Nanodozy-
metryczna charakterystyka struktury toru czastki ma nie tylko znaczenie poznawcze. Zaproponowane
w pracy (BB9) nanodozymetryczne parametry stanowia podstawe doktadniejszego opisu mechanizmu
uszkodzenia i naprawy DNA, co otwiera droge do znaczacej poprawy oceny dawki, niezbednej zaréwno
w ochronie radiologicznej, jak i w planowaniu radioterapii.
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5 Aktywno$é naukowa

5.1 Fizyka Medyczna na Wydziale Fizyki UW

Kiedy rozpoczynatam prace na Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego w 2011 roku, dwoma
najwazniejszymi z postawionych przede mna zadari byta opieka nad studentami I i II stopnia spe-
cjalnosci fizyka medyczna (FM) oraz stworzenie grupy badawczej, ktora podjetaby po raz pierwszy

18


https://doi.org/10.3109/09553002.2014.905725
https://doi.org/10.3109/09553002.2014.905725
https://doi.org/10.1080/09553000802640401
https://doi.org/10.1080/09553000802640401
https://dx.doi.org/10.1088/1361-6560/ac35f1
http://dx.doi.org/10.1039/C4CP04927F
https://doi.org/10.1093/med/9780199655212.003.0003

w Uniwersytecie Warszawskim badania z tego zakresu. Dodatkowym utrudnieniem byt fakt zmiany
tematyki badan, poniewaz w ramach projektu doktorskiego zajmowatam sie nieelastycznym rozprasza-
niem elektronéw na protonach, czyli fizyka wysokich energii. W Uniwersytecie Warszawskim nie byto
wtedy samodzielnie prowadzonyh badan z zakresu fizyki medycznej, co jest niezbedne do nadawania
tytutow w tej dziedzinie. Dzigki wsparciu dr. hab. Zygmunta Szeflitiskiego i prof. Piotra Durki (6wcze-
snego kierownika Zakladu Fizyki Biomedycznej) w pierwszych latach pracy na stanowisku adiunkta
udalo mi sie nawiazaé¢ wspoélprace z jednostkami klinicznymi w Warszawie, gdzie studenci mogli realizo-
wacl praktyki zawodowe i prace dyplomowe. To rowniez dr hab. Zygmunt Szefliniski skontaktowal mnie
w 2015 roku z prof. Andrzejem Wojcikiem z Departamentu Biologii Molekularnej na Uniwersytecie
w Sztokholmie, gdzie spedzitam 1,5 roczny staz podoktorski. Prof. Wojcik nauczyl mnie metod sto-
sowanych w badaniach radiobiologicznych oraz umozliwit mi wyjazd do dr. Wernera Friedlanda, ojca
kodéw PARTRAC, podczas ktorego opanowalam podstawy symulacji oddziatywania promieniowania
jonizujacego z materialem biologicznym w oparciu o metody MC. Doswiadczenie w wykonywaniu
symulacji, ktore zdobytam podczas realizowania projektu doktorskiego, umozliwito mi szybkie opano-
wanie postugiwania sie kodami PARTRAC. Niewatpliwie moj staz na Uniwersytecie w Sztokholmie byt
motywacja, zeby oprocz eksperymentoéw in silico, ktore staly sie tematem moich badari po powrocie na
Wydzial Fizyki, stworzy¢ przestrzenn do prowadzenia eksperymentéw in vitro. Dlatego pierwsze lata po-
$wiecitam — poza tworzeniem i konsolidowaniem grupy badawczej — na opisang w podrozdziale 6.2.1
budowe zaplecza eksperymentalnego, obejmujacego laboratorium radiobiologiczne oraz pracownie izo-
topowa klasy Z i pracownie rentgenowska. Od 2019 roku w stworzonym przeze mnie laboratorium
radiobiologicznym na Wydziale Fizyki rozpoczeliémy badania uszkodzen DNA wywotanych promie-
niowaniem jonizujacym. Oprocz prac licencjackich i magisterskich, rozpoczelismy kilka projektéw dok-
torskich, w ktérych petnie funkcje promotora pomocniczego, i tym samym powstala grupa badawcza,
ktora w wiekszym lub mniejszym stopniu kontynuuje badania, ktore prezentuje w autoreferacie. Opi-
sane powyzej okolicznosci wymusily na mnie stosunkowo szybkie przejécie do etapu, kiedy podstawa
mojej dziatalnodci stata sie koordynacja badari nowo powstatej grupy naukowej oraz promocja wkra-
czajacych w dziedzing mtodych naukowcoéw (niemal wylacznie moich magistrantéw i doktorantéw), co
wida¢ w listach autoréw czesci opisywanych publikacji, w ktorych moje nazwisko znajduje sie czesto na
ostatniej pozycji, zwyczajowo naleznej PI (z ang. Principal Investigator). Obecnie w sktad grupy pro-
wadzonej przeze mnie wchodzi szescioro doktorantow (dwoje z nich wlasnie koriczy spisywac rozprawe)
oraz dwoje studentéw Miedzywydziatowych Indywidualnych Studiéw Matematyczno-Przyrodniczych
Uniwersytetu Warszawskiego.

Moje zaangazowanie w prace naukowe zostato docenione przez Wtadze Uniwersytetu Warszaw-
skiego w postaci nagrody indywidualnej II stopnia Rektora Uniwersytetu Warszawskiego w 2021 oraz
wyrbznieniem Rektora UW za osiagniecia majace wplyw na rozwdj i wzrost prestizu Uniwersytetu
Warszawskiego w 2022 roku.

5.2 Uszkodzenia DNA wywolane promieniowaniem o ré6znych LET

Doswiadczenie w badaniu radiacyjnych uszkodzerin DNA z wykorzystaniem zaréwno testéw radiobio-
logicznych, jak i symulacji komputerowych wykorzystuje w opiece nad projektami doktorskimi prowa-
dzonymi w naszej grupie.

Adrianna Tartas, ktora realizuje projekt doktorski w naszej grupie, zajeta sie analiza ognisk na-
prawczych NBS1 (biatko, ktorego ekspresja pojawia sie podczas rozpoczecia mechanizmu naprawy
uszkodzenia DNA wczesniej niz badane przeze mnie biatko 53BP1) w komorkach kostniakomigsaka.
Dzieki zaproszeniu prof. Wojcika czesé eksperymentalna mogta zostaé zrealizowana z wykorzystaniem
mikroskopu fluorescencyjnego do obrazowania w czasie rzeczywistym (z ang. live imaging) na Uniwer-
sytecie w Sztokholmie. W 2022 roku wyposazyliSémy nasze laboratorium w mikroskop fluorescencyjny
do obrazowania w czasie rzeczywistym. Aparatura ta umozliwi dalszy rozw6j badan radiobiologicznych
na Wydziale Fizyki, a dodatkowo podniesie jakos¢ programu dydaktycznego fizyki medyczne;.

Ze wzgledu na to, ze struktura toru czastki ma ogromne znaczenie dla odpowiedzi napromienio-
nych komoérek, nasz kolejny temat badawczy to préba skorelowania fizycznego opisu oddzialywania
promieniowania, w tym reakcji chemicznych w srodowisku komoérkowym, z biologicznymi punktami
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koncowymi (przezycie komorki, indukcja ognisk naprawczych). Doktorantka Monika Mietelska bada
wielkosci nanondozymetryczne w kontekscie zastosowania ich do interpretacji danych radiobiologicz-
nych. W swojej pracy wykorzystuje parametry rozktadéw prawdopodobienistwa indukcji klastréw joni-
zacyjnych o rozmiarze réwnym lub wiekszym od ustalonej liczby jako potencjalne wielkosci opisujace
kompleksowosé uszkodzen biologicznych.

Wykorzystujac mozliwosci, jakie daje nam nasze laboratorium radiobiologiczne, rozpoczeliSmy réw-
niez badania dotyczace odpowiedzi na pytanie, czy istnieje mechanizm adaptacji komoérek na dziatanie
promieniowania jonizujacego. W tym celu doktorant Mateusz Filipek analizuje odpowiedZ komorek
nowotworowych gruczotu krokowego na gesto jonizujace czastki alfa (24! Am) w sytuacji, gdy komorki
te s napromienione wcze$niej z wykorzystaniem niskich dawek pochodzacych ze zrodta “°Sr (emitera
promieniowania beta o niskim LET). Oprocz krzywych przezywalnosci Mateusz przeprowadzi analize
ognisk naprawczych z wykorzystaniem naszego mikroskopu fluorescencyjnego.

5.3 Egzosomy i ich rola w radioterapii

We wspolpracy z naukowcami Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego (WUM) rozpoczelismy bada-
nia dotyczace egzosomoéw w kontekscie optymalizacji radioterapii pacjentéw onkologicznych. W tych
pracach oprocz dr Wioletty Olejarz i dr. Tomasza Lorenza z WUM uczestniczg dwie doktorantki z Za-
ktadu Fizyki Biomedycznej. Jedna z nich jest Beata Pszczotkowska, ktéra pod moja opieka prowadzi
badania w ramach swojego projektu doktorskiego z wykorzystaniem komoérek nowotworowych gru-
czotu krokowego (PC3 i DU145, rézniacych sie promieniowrazliwoscia). Jej temat badawczy dotyczy
uwrazliwiania komoérek nowotworowych na dziatanie promieniowania X i alfa przez dodanie do pozywki
egzosomow, ktore sg odpowiedzialne za komunikacje miedzykomorkows. Skuteczno$é dziatania egzoso-
moéw bedzie analizowana z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej do obserwacji indukowanych
ognisk naprawczych.

5.4 Zastosowanie druku 3D w radioterapii pacjentek z nowotworem piersi

W ramach wspoétpracy z Narodowym Centrum Onkologii w Warszawie realizowany jest réwniez projekt
doktorski Edyty Dabrowskiej-Szewczyk, pod opieka prof. Pawta Kukotowicza i moja. Badania Edy-
ty dotycza testowania nowych materiatéw wykorzystywanych w druku 3D do tworzenia bolusow do
napromieniania pacjentek z nowotworem piersi. Bolus stuzy do podwyzszenia dawki powierzchniowej
dostarczanej podczas klasycznej radioterapii fotonowej. Technologia druku 3D umozliwia przygotowa-
nie bolusa indywidualnie dla kazdego pacjenta, ale wymaga charakterystyki materialu wykorzystanego
jako filament oraz struktury druku, ktory zawiera przestrzenie powietrzne. Dlatego dla prawidtowych
obliczen systemu planowania leczenia oraz prawidtowej rekonstrukcji obrazéw tomografii komputerowej
pomiary dozymetryczne dla bolusow wykrukowanych technika 3D sa niezbedne.

6 Osiagniecia dydaktyczne, organizacyjne oraz popularyzujace nauke

6.1 Osiagniecia dydaktyczne
6.1.1 Opieka nad studentami

Kiedy zostalam zatrudniona na Wydziale Fizyki UW moim zadaniem byta opieka nad specjalnoscia
FM, ktora byta jedna z pieciu specjalnosci dostepnych w ramach studiéw I i II stopnia na kierunku
Zastosowania Fizyki w Biologii i Medycynie (ZFBM). Od wrzesnia 2011 roku bytam promotorem (lub
wspolpromotorem) 20 prac licencjackich (w tym II nagroda Polskiego Towarzystwa Nukleonicznego dla
Marii Szoly) oraz 28 prac magisterskich (w tym wyr6znienie Polskiego Towarzystwa Nukleonicznego dla
Kingi Zelechowskiej-Matysiak). W biezacym roku akademickim (2022/23) jestem promotorem 1 pra-
cy licencjackiej oraz 4 prac magisterskich. Ze wzgledu na interdyscyplinarnosé¢ kierunku podejmuje
sie réwniez opieki nad studentami z Miedzywydzialowych Indywidualnych Studiéw Matematyczno-
Przyrodniczych. Obecnie jestem tutorem studentki, ktora oprocz fizyki wybrata chemie (przy czym po
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rocznej wspolpracy zdecydowala, ze zamieni profil chemiczny na profil fizyczny jako kierunek gltowny)
oraz studenta, ktorego dodatkowa dziedzing jest matematyka i informatyka.

W odpowiedzi na duze zaangazowanie i aktywnos¢ studentow FM w 2012 podjetam sie opieki
nad Kotem Naukowym Fizyki Medycznej Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego i petnitam
te funkcje do 2019 roku. W tym roku opieke nad Kolem przejal zatrudniony na Wydziale Fizyki
UW dr Jozef Ginter, a ja zostatam opiekunem nowo powstatego Kota Doktorantéw Dawka LETalna.
Dzieki swietnej pracy studentéw udato nam sie zorganizowaé kilka edycji konferencji oraz wydarzen
popularnonaukowych, o ktérych pisze w Zataczniku nr 3.

W okresie 11 lat mojej pracy na Wydziale bytam/jestem promotorem pomocniczym 7 doktoran-
tow. Obecnie jeden doktorant obronit doktorat, troje spisuje wyniki swoich badan w formie rozprawy
doktorskiej, a troje jest na etapie zbierania danych i ich analizy.

6.1.2 Organizacja nowych zajeé

Zajecia przeze mnie prowadzone w wiekszos$ci dotycza przedmiotéw specjalistycznych na kierunku
ZFBM dla studentéw wybierajacych specjalnos¢ FM. W latach 2011-2014 bratam aktywny udzial
w pracach przy programie studiéw I i II stopnia na kierunku ZFBM oraz koordynowaniu praktyk
zawodowych. Szczegdlnym osiagnieciem bylto uruchomienie éwiczen z Planowania radioterapii; jeste-
$my jedyna uczelnia, ktéra w programie studiow FM, uczy studentéw planowania leczenia z uzyciem
systemu do planowania leczenia — w 2013 roku uzyskaliémy licencje programu PlanUNC (http:
//planunc.radonc.unc.edu).

6.1.3 Wyrdznienia i nagrody za dziatalnos$é dydaktyczng

Moje zaangazowanie w dziatalno$é¢ dydaktyczna zostato docenione zaréwno przez wladze Uniwersytetu
Warszawskiego, jak i studentow. W 2013 roku otrzymatam Nagrode Indywidualng II stopnia Rektora
UW za osiggniecia dydaktyczno-organizacyjne wspomagajace rozwdj specjalnoséci Fizyka Medyczna
oraz Nagrode Indywidualng III stopnia Rektora Uniwersytetu Warszawskiego w 2017 roku. Na pod-
stawie ankiet wypelnionych przez studentéw zostalo przyznane mi przez Dziekana Wydziatu Fizyki
UW wyro6znienie za prowadzenie ¢wiczen z Wnioskowania statystycznego (rok akademicki 2016/17)
oraz za prowadzenie ¢wiczen z Fizycznych podstaw radioterapii w roku akademickim 2017/18.

6.1.4 Zajecia prowadzone dla studentéw zagranicznych

Podczas stazu podoktorskiego w Uniwersytecie w Sztokholmie w kwietniu 2016 roku poprowadzitam
zajecia laboratoryjne dot. dozymetrii promieniowania jonizujacego w ramach kursu CELOD (Cellular
effects of ionising radiation — introduction to radiation biology) organizowanego dla studentéow biologii
w Departmencie Biologii Molekularnej (The Wenner-Gren Institute).

Po powrocie do Polski zostatam poproszona o wygloszenie wyktadu dot. modelowania metodami
MC uszkodzen DNA wywotanych promieniowaniem jonizujacym dla studentéw studiow II stopnia,
ktorzy wybrali specjalnos¢ radiobiologia na Uniwersytecie w Sztokholmie. Od 2018 roku corocznie
jestem zapraszana do Sztokholmu (oprocz okresu pandemii) i mam przyjemnos$é wyglaszania wyktadu
pt. The dose concept and Monte Carlo methods in radiation biology.

6.2 Osiagniecia organizacyjne
6.2.1 Laboratorium radiobiologiczne na Wydziale Fizyki UW

Kody MC oraz jednostka obliczeniowa sg wystarczajace do realizowania projektéow dotyczacych mode-
lowania uszkodzenn DNA w komérkach poddanych dziataniu promieniowania jonizujacego. Zeby zwa-
lidowaé¢ doswiadczalnie wyniki symulacji, niezbedne jest przeprowadzenie eksperymentéw radiobiolo-
gicznych. Dzieki dofinansowaniu w ramach projektow FID w 2018 roku (okoto 197000 zt) i 2021 roku
(okolto 177000 z1), ktorych bytam kierownikiem, powstato laboratorium radiobiologiczne na Wydzia-
le Fizyki UW. Prowadzenie badan radiobiologicznych w naszej grupie jest mozliwe dzieki sprzetom,
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w ktore wyposazone jest laboratorium; sa to m.in. inkubatory i komora laminarna do hodowli i pra-
cy z materialem komérkowym, zamrazarka i naczynie Dewara, ktére umozliwia nam przechowywanie
komoérek w trakcie eksperymentéw oraz tworzenie bazy komorkowej po ich zakoriczeniu. Obecnie ma-
my mozliwo$¢ pracy z piecioma liniami komoérkowymi: dwie linie komoérek nowotworowych oraz jedna
linia komérek prawidtowych gruczotu krokowego; komorki kostniakomiesaka oraz linia niedrodnoko-
moérkowego nowotworu ptuc. Laboratorium wyposazone jest rowniez w dwa mikroskopy: optyczny,
ktory zostal zakupiony w ramach jednego z projektéow FID i jest wykorzystywany do codziennej pracy
z materiatem komoérkowym oraz fluorescencyjny, umozliwiajacy obrazowanie komoérek w czasie rzeczy-
wistym.

Dodatkowo wyposazyliSmy nasza pracownie izotopowsa klasy Z w zrédta punktowe promieniowania
beta oraz niezbedne detektory do przeprowadzenia weryfikacji dozymetrycznej. Zaréwno laboratorium
radiobiologiczne, jak i dostepne Zréodia umozliwiajag nam realizowanie projektéw z naukowcami z in-
nych jednostek, takich jak Warszawski Uniwersytet Medyczny, Instytut Medycyny Doswiadczalnej
i Klinicznej PAN oraz z firmami farmaceutycznymi.

W 2021 roku w Srodowiskowym Laboratorium Ciezkich Jonow UW powstata druga pracownia ra-
diobiologiczna, ktora rozszerza zakres badan, ktére prowadzimy. Moja niewielka rola w tym przedsie-
wzieciu ograniczalta sie do udziatu w grancie, ktérego srodki umozliwity zakup inkubatora do tamtejszej
pracowni.

6.2.2 Innowacyjnosé

Wykorzystujac moje doswiadczenia, ktére zebratam podczas pracy nad programem studiéw dla FM,
wzietam udzial w tworzeniu nowego kierunku studiéw II stopnia Radiogenomika na Wydziale Chemii
UW. Do moich obowiazkéw nalezy réwniez wsparcie w opiece nad studentami w formie prowadzenia
zaje¢, prac magisterskich oraz projektéw studenckich.

W swojej pracy staram sie umozliwiaé¢ studentom uczestniczenie w badaniach, ktoére prowadzimy
w grupie, poprzez realizacje ¢wiczenn w ramach Pracowni fizycznej II stopnia oraz Pracowni specjali-
stycznej. Dlatego stworzytam zestaw ¢wiczeni, ktore studenci moga wykona¢ w naszym laboratorium
radiobiologicznym. Laboratorium powstalto i zostalo wyposazone w niezbedne sprzety przy wsparciu
finansowym Funduszu Innowacji Dydaktycznych (FID, projekt z 2018 oraz 2021 roku).

6.2.3 Wspodlpraca krajowa i zagraniczna

Oproécz projektow doktorskich z dziedziny fizyki medycznej, ktore sa realizowane na Wydziale Fizyki
UW, udato nam sie nawiazaé¢ wspoélprace i aktywnie dziata¢ naukowo z nastepujacymi instytutami
naukowymi:

e Narodowy Instytut Onkologii w Warszawie: badanie zaleznosci pomiedzy prawdopodobieristwem
zachorowania na nowotwory piersi i jajnika a mutacjami genu BRCA1 i BRCA2 (we wspotpracy
z dr. Krzysztofem Fornalskim z Wydziatu Fizyki Politechniki Warszawskiej);

e Centrum Cyklotronowe Bronowice: analiza poréwnawcza planéw leczenia pacjentoéw z nowotwo-
rem pluc z wykorzystaniem radioterapii fotonowej i protonowej;

e Department of Molecular Biosciences, The Wenner-Gren Institute, Stockholm University, Szwe-
cja: (i) badania uszkodzenn DNA w obszarze eu- i heterochromatyny komoérek nowotworowych
poddanych dziataniu wiazek mieszanych promieniowania gamma i alfa, (ii) charakterystyka do-
zymetru krzemowego w zastosowaniach radiobiologicznych;

e Institut fiir Radiobiologie der Bundeswehr, Monachium, Niemcy: analiza obrazéw danych radio-
biologicznych (ogniska naprawcze, aberracje chromowomowe);

e Danish Center for Particle Therapy, Uniwersytet Kliniczny w Aarhus, Dania: badania odpowiedzi
komorek nowotworowych poddanych dziataniu wigzek mieszanych protonéw i fotonéw;
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e Looma Linda University, USA: symulacje komputerowe stezenia reaktywnych form tlenu powsta-
tych w wyniku dziatania promieniowania elektronowego o wysokiej mocy dawki.

Te wspotprace umozliwiaja nam prowadzenie badan na wysokim poziomie i podazanie za trendami
Swiatowymi.

6.3 Dzialalnos$é popularyzatorska

Promocja badan byta dla mnie waznym zadaniem, zeby dotrzeé¢ do zdolnych uczniéw, ktorzy w przy-
sztosci chceieliby kontynuowaé¢ badania naukowe w ramach projektu doktorskiego i w ten sposéb stwo-
rzy¢ mltoda kadre w zakresie FM na Wydziale Fizyki UW. Prowadzone przez mnie zajecia i wyktady
poswiecone zagadnieniom fizyki medycznej i nie tylko dedykowane sg réznym grupom:

e licealisci:

— wyktady wyglaszane w liceach na terenie wojewddztwa mazowieckiego (Jak wygraé w chowa-
nego z komaorkami nowotworowymsi o obrazowaniu medycznym oraz Jak badamy uszkodzenie
i naprawe DNA, czyli czym zajmuge sie radiobiologia); kilka wykladow rocznie od 2017;

— Letnia Szkota Fizyki organizowana na Wydziale Fizyki UW: prowadzenie warsztatow Czy
komdrki nowotworowe przezywajq radioterapie? o wpltywie oddzialywania promieniowania
jonizujacego na komorki ludzkie, corocznie z przerwami od 2012;

— opieka indywidualna: projekt Kacpra Waluka i Jakuba Pietrzaka z XVIII LO im. Jana
Zamoyskiego w Warszawie pt. Weryfikacja dozymetryczna planu leczenia pacjenta onko-
logicznego z uzyciem fantomu antropomorficznego wydrukowanego technikq 3D; praca ta
zostala zakwalifikowana do finatu konkursu EUCYS i pétfinalu konkursu E(x)plory w roku
2019/20;

e uczniowie szk6t podstawowych:
— Fizyczna karuzela: prowadzenie warsztatéw o magnetyzmie Czym sie rézni magneZ od ma-

gneSu? dla uczniéw szkot podstawowych, kilka warsztatow w 2022 roku;

— Letnia Szkota Fizyki organizowana na Wydziale Fizyki UW: prowadzenie warsztatow Czy
komdrki nowotworowe przezywajq radioterapie? (zmieniony poziom zaawansowania w sto-
sunku do zaje¢ dla licealistow), corocznie od 2021;

e wspoOttworzenie strony Zakladu Fizyki Biomedycznej (brain.fuw.edu.pl), gdzie dzielimy sie
materialami dydaktycznymi oraz wynikami badan;

e stworzenie filmow promocyjnych dla specjalnosci FM (wersja krotka: https://youtu.be/tUScaXwd1z0,
wersja dluga: https://youtu.be/C7j4xrZ-£f2c).

PODPIS ZAUFANY

BEATA
BRZOZOWSKA

30.01.2023 08:15:30 [GMT+1]
Dokument podpisany elektronicznie
podpisem zaufanym

(podpis wnioskodawcy)

23


brain.fuw.edu.pl
https://youtu.be/tUScaXwdlz0
https://youtu.be/C7j4xrZ-f2c

	Imię i nazwisko
	Posiadane dyplomy, stopnie naukowe
	Dotychczasowe zatrudnienie w jednostkach naukowych
	Osiągnięcie naukowe
	Tytuł osiągnięcia naukowego
	Spis prac stanowiących podstawę procedury habilitacyjnej
	Omówienie osiągnięcia naukowego
	Wprowadzenie
	Faza fizyczna oddziaływania promieniowania jonizującego
	Wpływ fazy chemicznej na uszkodzenia radiacyjne
	Biologiczne konsekwencje działania promieniowania jonizującego
	Podsumowanie


	Aktywność naukowa
	Fizyka Medyczna na Wydziale Fizyki UW
	Uszkodzenia DNA wywołane promieniowaniem o różnych LET
	Egzosomy i ich rola w radioterapii
	Zastosowanie druku 3D w radioterapii pacjentek z nowotworem piersi

	Osiągnięcia dydaktyczne, organizacyjne oraz popularyzujące naukę
	Osiągnięcia dydaktyczne
	Opieka nad studentami
	Organizacja nowych zajęć
	Wyróżnienia i nagrody za działalność dydaktyczną
	Zajęcia prowadzone dla studentów zagranicznych

	Osiągnięcia organizacyjne
	Laboratorium radiobiologiczne na Wydziale Fizyki UW
	Innowacyjność
	Współpraca krajowa i zagraniczna

	Działalność popularyzatorska


		2023-01-30T08:15:30+0100
	BEATA BRZOZOWSKA
	Opatrzono pieczęcią ministra właściwego do spraw informatyzacji w imieniu: BEATA BRZOZOWSKA, PESEL: 81090408462, PZ ID: BEATABRZOZOWSKA810904




