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Wykaz skréotéw

IFJ PAN - Instytut Fizyki Jadrowej Polskiej Akademii Nauk

CM UJ - Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego

DNA - deoxyribonucleic acid - kwas deoksyrybonukleinowy

PJ - promieniowanie jonizujgce

LET - Linear Energy Transfer - liniowy przekaz energii

NK - komorki natural killers (linia limfocytow)

ARS - Acute Radiation Syndrome - choroba popromienna

PBS - Phosphate Buffered Saline - sl fizjologiczna (odczynnik)
PC3 - Prostate Cancer [Cells] - linia komorek raka prostaty

DAPI - 4', 6-diamidino-2-phenylindole - barwnik fluorescencyjny
PFA - paraformaldehyd (odczynnik)

TBP - TATA [Box] Binding Protein

SSB - Single Strand Break - pojedynczoniciowe uszkodzenie DNA
DSB - Double Strand Break - podwojnoniciowe uszkodzenie DNA

KERMA - Kinetic Energy Released per Unit Mass

MKN-7 - linia komorkowa nowotworu Zotadka

AP - anterio-posterior - ptaszczyzna czotowa ciata cztowieka z przodu

PA - posterio-anterior - ptaszczyzna czotowa ciata cztowieka z przodu

LLAT - left lateral - ptaszczyzna strzatkowa ciata cztowieka od lewej strony
RLAT - right lateral - ptaszczyzna strzatkowa ciata cztowieka od prawej strony
ROT - geometria napromieniania wzdtuz osi ciata czlowieka

ISO - izotropowa geometria napromieniania

RBE - Relative Biological Effectiveness
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Wstep

Celem prezentowanej pracy doktorskiej byta konstrukcja uktadu mikrowigzki rentgenowskiej
do napromieniania in vitro pojedynczych zywych komorek. Niniejsza rozprawa, oprocz opisu
budowy uktadu oraz przeprowadzonych eksperymentow, zawiera rdwniez analityczne
oszacowanie dawki oraz teori¢ metody, ktéra moze by¢ kompromisem pomigdzy mato
doktadng metoda napromieniania calej probki szeroka wiazka, a trudnym w praktycznej
realizacji uktadem napromieniajagcym pojedyncze komorki. Tekst pracy powstawatl takze z
mys$la o naukowcach planujagcych w przysziosci konstrukcje podobnych stanowisk
badawczych. Wydaje si¢ zasadne, aby w pracach projektowych dotyczacych budowy
stanowiska mikrowigzki do badan radiobiologicznych uczestniczyli zaréwno fizycy, jak i
biolodzy oraz inzynierowie, dlatego zamierzeniem autora niniejszej pracy bylo napisanie
tekstu czytelnego i zrozumiatego dla wszystkich cztonkéw przysztych zespotow badawczych.
Pierwsza czg$¢ pracy, bedaca teoretycznym wprowadzeniem w oparciu o literature z fizyki,
biologii oraz medycyny, opisuje kolejno oddzialywanie promieniowania jonizujgcego na
poziomie atomu, czasteczki, pojedynczej komorki oraz catego organizmu. Prowadzenie badan
z dziedziny radiobiologii wymaga doglgbnego zrozumienia natury oddzialywania réznych
rodzajow promieniowania jonizujgcego na organizm poczawszy od skali atomowej. Mozliwe
skutki napromienienia organizmu sg powszechnie znane, jednak ich mechanizm, czyli bliska
sercu fizyka odpowiedz na pytanie "dlaczego tak si¢ wtasnie dzieje" juz nie zawsze.

Pierwsze eksperymenty radiobiologiczne przeprowadzone na skonstruowanym uktadzie
potwierdzaja dotychczasowe wyniki podobnych badaf, m.in. liniowa zalezno$¢ pomiedzy
dawka a liczbg podwdjnych uszkodzen DNA w napromienianych komoérkach jak rowniez
kilkugodzinny czas potrzebny na ich naprawe. W rozdziatach opisujacych wyniki oraz
whnioski zostaty przedstawione mozliwosci dalszej optymalizacji uktadu oraz prowadzonych

na nim eksperymentow.
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CZESC 1 - PODSTAWY TEORETYCZNE

1. Promieniowanie jonizujgce (PJ) - ogéina charaktetrystyka

Promieniowanie jonizujace (PJ) to fotony lub czastki naladowane zdolne do jonizowania
atomow, czyli wybijania elektronéw z powlok atomowych. W rezultacie tego procesu
powstaja swobodne elektrony oraz jony - atomy pozbawione jednego lub wigcej elektrondw.
Aby elektron mogt zosta¢ wyrzucony poza atom, musi mu zostaé dostarczona energia
przekraczajaca pewng warto$¢ progowsa, zwana energia wigzania. Zasadniczo im wigksza jest
liczba atomowa pierwiastka, tym wicksza jest energia wigzania elektronu na danej powloce.
Sposrod wszystkich pierwiastkow najmniejsza energia wigzania cechuje si¢ jedyny elektron w
atomie wodoru. Jonizacja wodoru wymaga dostarczenia energii 13,6 eV. Wartos$¢ ta zostala
przyjeta jako wartro§¢ progowa. Fotony promieniowania elektromagnetycznego, jak rowniez
rozpgdzone czastki natadowane, ktorych energia kinetyczna przekracza prog 13,6 eV sa
okreslane jako promieniowanie jonizujace [1].

Promieniowanie jonizujagce mozemy podzieli¢ na korpuskularne oraz elektromagnetyczne.
Promieniowanie jonizujace korpuskularne to przede wszystkim rozpedzone czastki
posiadajace tadunek elektryczny, takie jak elektrony, protony lub czastki alfa. Czastki
natadowane oddziatuja kulombowsko z elektronami materiatu, przez ktory przechodza [2].
Zasieg oddzialywan kulombowskich jest nieskonczony, dlatego oddziatywanie czastki
natadowanej z elektronami materialu absorbenta ma charakter ciggly. Czastki naladowane
dokonuja bezposredniej jonizacji w materiale przez ktéry przechodza, stad okreslane sa jako
promieniowanie jonizujace bezposrednio. Do promieniowania jonizujacego korpuskularnego
mozemy zaliczy¢ takze neutrony. Nie posiadaja one tadunku elektrycznego, zatem nie

oddziatujg bezposrednio z elektronami, natomiast moga oddziatywa¢ z jadrami atomowymi
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prowadzac do reakcji jadrowych, ktoérych produktem sg silnie jonizujace rozpgdzone czastki
naladowane.

Promieniowanie jonizujace elektromagnetyczne to fotony X oraz gamma. Promieniowanie X
powstaje w wyniku hamowania rozpgdzonych swobodnych elektroné6w na atomach lub w
wyniku  przeskokow  elektronéw  pomigdzy powlokami atomowymi. Natomiast
promieniowanie gamma towarzyszy wigkszosci reakcji jadrowych i zazwyczaj cechuje si¢
wieksza energig niz promieniowanie X. Fotony nie posiadajg tadunku elektrycznego, zatem
podobnie jak neutrony nie oddziatywuja poprzez site kulombowska, sa natomiast zdolne do
wybijania pojedynczych elektrondw z powlok atomowych. Z kolei w reakcjach
fotojadrowych wysokoenergetyczne kwanty gamma moga wybijaé z jader atomowych
zardwno neutrony jak i protony. Tak wiec w wyniku oddziatywania promieniowania X oraz
gamma z materialem powstaja czastki natadowane, dokonujace w kolejnym kroku
intensywnej jonizacji, w pordwnaniu z ktora jonizacja pierwotna dokonana bezposrednio
przez fotony jest znikoma. Dlatego promieniowanie fotonowe, podobnie jak neutrony,
rowniez klasyfikowane jest jako jonizujace posrednio. W przypadku tego promieniowania
najpierw musi zaj$¢ oddziatywanie, w ktorym catkowita lub czeSciowa energia zostaje
przekazana wtdérnej czgstce natladowanej, a nastepnie czastka ta w kolejnych oddziatywaniach
dokonuje "wtasciwej" bezposredniej jonizacji. Jezeli nie dojdzie do zadnego oddziatywania,
to czastka nieposiadajaca tadunku elektrycznego moze przenikna¢ przez material praktycznie
"niezauwazona", nie przekazujac materialowi absorbenta zadanej energii.

Kiedy jednak rozwazymy makroskopowa wigzke promieniowania jonizujacego, posrednio
lub bezposrednio, to zawsze pewna cze$¢ energii unoszonej przez t¢ wigzke zostanie
zdeponowana w materiale absorbenta, przez ktory wigzka ta przenika. Moze to prowadzi¢ do
wzbudzenia lub jonizacji atomow, czego skutkiem moze by¢ rozerwanie wigzan

chemicznych, rozpad molekul i powstanie silnie reaktywnych zwigzkéw posiadajacych
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niesparowany elektron, tzw. wolnych rodnikow [7]. W materii zywej zar6wno
promieniowanie jonizujace jak 1 produkty powstale w wyniku jego dzialania moga
dokonywaé uszkodzen w komorkach. Powstate uszkodzenia, gléwnie uszkodzenia helisy
DNA, moga prowadzi¢ do $mierci komorki lub powstania mutacji, co moze mie¢ negatywny
wpltyw na funkcjonowanie calego organizmu. Pierwsza cze$¢ niniejszej rozprawy ilustruje
skutki oddzialywania promieniowania na materi¢ zZywa na poziomie atomu, molekul,

pojedynczej komorki oraz catego organizmu.

2. Oddziatywanie PJ na poziomie atomu
21. Fotony

2.1.1. Zjawisko fotoelektryczne
Zjawiskiem, ktére w pewnym sensie definiuje pojecie promieniowania jonizujacego, jest
zjawisko jonizacji, czyli utworzenia pary ztozonej z jonu oraz swobodnego elektronu poprzez
wybicie tego ostatniego z powtoki atomowej. W sytuacji, w ktorej czastkg wybijajaca jest
foton, mowimy o zjawisku fotoelektrycznym. Aby doszto do tego zjawiska, energia
padajacego fotonu musi przekracza¢ energie wigzania elektronu na danej powtoce. Nadwyzke

energii wybity elektron zyskuje w formie energii kinetycznej, a padajacy foton ostatecznie

znika.

/ Rys. 1 Schemat zjawiska fotoelektrycznego
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Po wybiciu elektronu atom znajduje si¢ w stanie wzbudzonym. Jak kazdy uktad w przyrodzie,
"dazy" on do stanu o mozliwie jak najnizszej energii. Prowadzi to do zajmowania przez
elektrony wolnych miejsc na powlokach znajdujacych si¢ mozliwie jak najblizej jadra
atomowego. Elektrony sg jednak fermionami, co oznacza, ze w danym stanie kwantowym w
atomie moze znalez¢ si¢ tylko jeden elektron. Liczba dopuszczalnych stanéw na danej
powloce jest ograniczona, dlatego kiedy na blizszej jadru powtoce wszystkie dozwolone stany
sa juz zajete, elektrony sukcesywnie obsadzaja stany kwantowe na dalszych powtokach.
Dazenie atomu do minimum energii sprawia, ze kiedy z wewngtrznej powloki atomowe;j
wybity zostaje elektron, to wolne miejsce po nim najczesciej zajmuje elektron z wyzszej
powloki. Przejsciu elektronu z powloki wyzej na nizsza towarzyszy emisja kwantu
promieniowania o energii rownej réznicy energii wigzania na powtokach, pomigdzy ktérymi
nastgpito przejscie. W ten sposob, poprzez kaskade przejs¢ elektronowych, wzbudzony atom
powraca do stanu podstawowego, reemitujac energi¢ wzbudzenia przekazang mu przez
padajacy foton poprzez kwanty promieniowania X. Kwanty te sg charakterystyczne dla
danego pierwiastka, poniewaz energie wigzania elektronow na powlokach dla danego

pierwiastka sg Scisle okreslone (Rys. 2).

Rys. 2 Schemat powstawania promieniowania charakterystycznego

15



Zjawisko fotoelektryczne stanowi najwigkszy odsetek oddziatywan fotonéw o niskiej energii
(Rys. 7 na stronie 20). Prawdopodobienstwo zajécia tego zjawiska silnie zalezy od masy
atomowej materiatu, jak rowniez od energii fotonu, proporcjonalnie do stosunku Z°/E3, gdzie

Z jest liczba atomowa, a E energia padajacego fotonu.

2.1.2. Zjawisko Rayleigha

Kiedy foton nie posiada wystarczajgcej energii do tego, aby wybi¢ z atomu elektron, moze si¢

na nim rozproszy¢ zmieniajac jedynie kierunek propagacji.

Rys. 3 Schemat zjawiska Rayleigha

Zmiang pedu fotonu przejmuje w tej sytuacji caty atom, ktérego masg przy tak niewielkiej
energii fotonu mozna uzna¢ za nieskonczong, dlatego rozproszenie to jest sprezyste 1 foton
praktycznie nie traci w nim energii. Prawdopodobienstwo na zajscie tego zjawiska, zwanego

efektem Rayleiga, ro$nie proporcjonalnie do kwadratu liczby atomowej materiatu [2].

2.1.3. Zjawisko Comptona
Wysokoenergetyczny foton moze ulec réwniez niesprezystemu rozproszeniu na elektronie,

przekazujgc mu znaczng cze$¢ swojej energii. Elektron przejmujac cze$¢ pedu fotonu zostaje
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odrzucony, najczgsciej pod pewnym katem w stosunku do pierwotnego kierunku ruchu

fotonu, a foton zmienia kierunek propagacji.

Rys. 4 Schemat zjawiska Comptona

W wyniku utraty cze$ci energii dlugo$¢ fali fotonu wzrasta. Przyrost dlugos$ci fali zwigzany

jest z katem rozproszenia fotonu, co opisuje zaleznos¢

A) = (1—cos0) (1)

m_ -C
€

h - stata Plancka
me - masa elektronu
C - predko$¢ swiatta w prozni

0 - kat rozproszenia fotonu

Zjawisko Comptona jest zazwyczaj kojarzone z tzw. quasi-swobodnymi elektronami
znajdujacymi si¢ w pasmie przewodzenia metali. Jednak przy duzej energii fotonu zjawisko
Comptona moze takze zachodzi¢ na lekkich atomach i1 wydaje si¢, Zze moze ono stanowic
istotny przyczynek do oddziatywania wysokoenergetycznego promieniowania fotonowego z

materig zywa [3].

2.1.4. Zjawisko Augera

Dla zywych ogranizmow zbudowanych z lekkich atomoéw zjawisko Augera jest glownym
szlakiem deekscytacji atomow [3]. W wyniku wzbudzenia atomu, np. w efekcie

oddziatywania kwantu promieniowania, elektron znajdujacy si¢ na jednej z wewnetrznych
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polok zostaje wyrzucony poza atom. Jego miejsce zajmuje elektron z wyzszej powtoki,
jednak zamiast emisji kwantu promieniowania charakterystycznego z atomu zostaje
wyrzucony kolejny elektron, tym razem z jednej z potok zewnetrznych (Rys. 5) Elektron ten
nazywany jest elektronem Augera. Jest on wybijany z atomu przez powstajacy kwant
promieniowania charakterystycznego. Mozna powiedzie¢, ze zjawisko Augera jest w pewnym
sensie wtornym efektem fotoelektrycznym, w ktérym powstaty foton promieniowania

charakterystycznego wybija elektron z powtoki zewnetrzne;.

Rys. 5 Schemat zjawiska Augera

Szczegdlnym przypadkiem zjawiska Augera jest przej$cie Costera-Kroniga. W przejsSciu tym
wolne miejsce po pierwotnie wybitym elektronie zajmowane jest przez elektron z tej samej
powloki, znajdujacy si¢ na energetycznie wyzszej podpowloce. Jezeli elektron Augera zostat

wybity rowniez z tej samej powloki, to zjawisko to nosi nazwe superefektu Costera-Kroniga.

2.1.5. Zjawisko tworzenia par

Wzor E=mc? (2) mowi o réownowaznosci masy i energii. Jedna wielko$é moze przeksztatcaé
si¢ w druga. Wzdr ten zazwyczaj kojarzony jest ze zjawiskiem rozszczepienia ci¢zkich jader
atmowych, gdzie ubytkowi masy towarzyszy wydzielenie si¢ ogromnej energii. Zjawiskiem w

pewnym sensie symetrycznym do zamiany masy na energi¢ jest efekt tworzenia par, w
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ktéorym energia zostaje przeksztalcona w mas¢. Wysokoenergetyczny foton w polu jadra
atomowego moze zosta¢ "zamieniony" na dwa elektrony - negaton (ktory zwykle mamy na

mysli méwiac o elektronie) oraz jego dodatnio natadowang antyczastke - pozyton.

e_/ Rys. 6 Schemat zjawiska tworzenia par

hv / -

Obecnos¢ jadra atomowego jest konieczna, poniewaz musi by¢ spetniona zasada zachowania
pedu. W tej sytuacji jadro przejmuje ped fotonu. Sumaryczny tadunek elektryczny powstalych
czastek jest rowny zeru, jak ma to miejsce w przypadku fotonu, poniewaz musi by¢ réwniez
spelniona zasada zachowania ladunku elektrycznego. Jednak aby zjawisko to mogto zajs¢,
energia padajacego fotonu musi by¢ wigksza od 1,02 MeV. Warto$¢ ta odpowiada sumie mas
spoczynkowych elektronu i pozytonu, co w przeliczeniu na energi¢ zgodnie ze wzorem 2
wynosi 2 * 511 keV = 1,022 MeV.

Dla fotonéw o wysokiej energii, rzedu megaelektronowoltow, zjawisko "przemiany" fotonu
na czastki moze réwniez zaj§¢ w polu elektronu. Zjawisko to nazywane jest produkcja
trypletow, poniewaz elektron przejmujacy ped fotonu zostaje wyrzucony poza atom. Aby
spetniona byla zasada zachowania pedu, energia padajacego fotonu musi przewyzszaé prog
2,04 MeV. Stosunek czesto$ci wystepowania zjawiska tworzenia trypletu do czestosci

produkc;ji par ro$nie wraz z liczba atomowa materiatu. [2,3].
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2.1.6. Reakcje fotojadrowe

Fotony o bardzo duzych energiach, rzedu megaelektronowoltéw, moga wybija¢ nukleony z
jader atomowych. Zjawisko to jest analogiczne do zjawiska fotoelektrycznego, z tym ze
zachodzi ono na poziomie jadrowym. W zjawisku tym foton znika, a z jadra wybijany jest

proton lub neutron (Rys. 8).

hv
C?i “ Rys. 8 Schemat reakcji
\ j I M fotojad j
m » O > otojadrowej

2.2,  Protony i ciezkie jony

Czastki posiadajace tadunek elektryczny, takie jak protony lub czastki alfa, przechodzac przez
materi¢ oddziatywuja z atomami kulombowsko, przez co mogg dokonywa¢ w materiale
absorbenta intensywnej jonizacji. Wzdluz toru cigzkiej czastki naladowanej przechodzace;j
przez material wystepuje duze stezenie wzbudzonych atomoéw oraz par sktadajacych si¢ ze
swobodnego elektronu i1 dodatniego jonu absorbenta, z ktoérego wybity zostat elektron.
Jonizacja ta jest intensywna i silnie skupiona wokoét toru czastki. Jej przestrzenny rozktad

tworzy walcowatg strukture zwang penumbra.
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Rys. 9 a) Schemat jonizacji za posrednictwem oddzialywan kulombowskich dokonywanych przez proton,
b) penumbra

Protony oraz ci¢zkie jony posiadaja duzg mase¢ w stosunku do elektronow, z ktoérymi
oddziatywuja, dlatego w kolejnych oddziatywaniach w bardzo niewielkim stopniu zmieniajg
kierunek przemieszczania si¢. Te niewielkie zmiany kierunku pedu kompensuja si¢
wzajemnie, co sprawia, ze ci¢zka czastka natadowana ostatecznie porusza si¢ po linii prostej
wyznaczonej przez ped poczatkowy. Jednak w kazdym oddziatywaniu czgstka ta traci pewna
czgS¢ swojej energii kinetycznej, ulegajac przez to spowolnieniu az do calkowitego
zatrzymania si¢. To powoduje, ze cigzkie czastki natadowane charakteryzuje pewien zasieg w
materiale absorbujgcym. Zasieg ten zalezy od energii poczatkowej czastki oraz wtasciwosci
tego materiatu. Przez zasieg czastek rozumiemy graniczng odlegtos¢, poza ktorg czastki nie
moga penetrowaé dalszych warstw materiatu [2]. Im wolniej czastka natadowana porusza si¢
w materiale, tym dluzej przebywa ona w sgsiedztwie danej grupy atomow, deponujgc coraz

wiekszg ilo$¢ energii na danym odcinku toru. Ilo$¢ energii deponowanej przez czastke na
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jednostke drogi przebytej w materiale nazywa si¢ liniowym przekazem energii LET - Linear
Energy Transfer [Dodatek A - liniowy przekaz energii]. Pod koniec drogi LET czastki
natadowanej wzrasta gwattownie. W tej okolicy nastepuje rekombinacja, co w przypadku
dodatnio natadowanego jonu oznacza przylaczenie elektrondw 1 utworzenie obojetnego
atomu, a w przypadku elektronu przylaczenie si¢ do jednego z jonow dodatnich [2]. W tym
miejscu, po osiggnieciu warto$ci maksymalnej, LET maleje gwaltownie do zera. Na wykresie
wartosci LET czastki w funkcji jej drogi przebytej w materiale zjawiska towarzyszace
zatrzymywaniu si¢ czgstki ujawniaja si¢ w formie charakterystycznego ksztaltu zwanego

pikiem Bragga.

A
) PIK BRAGGA Rys. 10 Krzywa wartosci LET w
o funkcji drogi jonu w materiale
5 absorbenta. W poblizu konca drogi
N jonu wystepuje pik Bragga. Jego
E polozenie zalezy od rodzaju czastki
[} oraz jej energii poczatkowej'.
5
>
=
Q
= \

droga jonu w materiale absorbenta

2.3.  Neutrony
Specyficznym rodzajem czastek promieniowania sg swobodne neutrony. Swobodny neutron
jest czastka niestabilng - rozpada si¢ na proton, elektron oraz antyneutrino z czasem

potowicznego rozpadu 15 minut (n— p+e +v) [40]. Neutron nie posiada tadunku

elektrycznego, nie oddzialtywuje zatem za posrednictwem sily kulombowskiej. Moze on

L Zjawisko to wykorzystywane jest w hadronoterapii. Odpowiedni dobér energii poczatkowej wiagzki jonow
umozliwia depozycj¢ ich energii na okreslonej glebokosci. Mozna zatem niszczy¢ komorki nowotworowe,
znajdujace si¢ na pewnej glebokosci w tkance, bez znaczacych uszkodzen zdrowych komoérek znajdujacych sig
na drodze jonéw od zrodta do nowotworu. W IFJ PAN funkcjonuje obecnie stanowisko do protonowe;j terapii
nowotworow oka [15].
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natomiast oddziatywa¢ z jadrami atomowymi, co w rezultacie moze prowadzi¢ do
wyswobodzenia z atomu czastek natadowanych. W reakcji typu "knock-out"? rozpedzony
neutron moze "wpas¢" do jadra atomowego wybijajac z niego proton, ktéry uzyskujac
znaczng energi¢ kinetyczng dokonuje w kolejnym kroku intensywnej jonizacji. W innej
reakcji typu "pick-up", dzigki oddziatywaniom silnym wystepujacym pomiedzy nukleonami
neutron przelatujac w bliskim sasiedztwie jadra moze "porwac" ze sobg proton, tworzac z nim

deuteron - czastke natadowang [4].

- > (C ™ s > Rys. 11 Schemat reakcji )
- @J W/ jadrowych typu "knock-out
< oraz "pick-up™

Zatem rozpedzone swobodne neutrony rowniez wliczane s3 w poczet promieniowania

jonizujacego, z tym ze tak jak juz wspomnianio, dokonujg one jonizacji w sposob posredni.

24.  Elektrony

Swobodny elektron oddzialywuje z materialem absorbenta glownie poprzez sily
kulombowskie. Rozpgdzone elektrony moga m.in. rozprasza¢ si¢ na atomach niesprgzyscie.
Energia kinetyczna elektronu tracona w czasie tych rozproszen zostaje wyemitowana w
formie promieniowania. Promieniowanie to, nazywane promieniowaniem hamowania®,

stanowi zasadniczg cze$¢ widma lampy rentgenowskiej. Wysokoenergetyczny elektron,

2\W tego typu reakcji w gornych warstwach atmosfery powstaje promieniotworczy izotop wegla **C
(n+“N->%C+p)
3 W literaturze dos¢ czgsto spotyka si¢ niemiecki odpowiednik - bremsstrahlung.
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poprzez oddziatywania kulombowskie, moze rowniez przekazac¢ znaczng cze¢$¢ swojej energii
innemu elektronowi. Moze to spowodowac przeniesienie elektronu zwigzanego w atomie na
wyzszy stan energetyczny lub wyrzucenie go poza atom. Analogicznie do opisanego
wczesniej efektu fotoelektrycznego, prowadzi to do kaskady przej$¢ elektronowych w atomie

1 zwigzanej z tym emisji kwantow promieniowania charakterystycznego. W widmie lampy

= A

rentgenowskiej ujawnia si¢ to w postaci waskich pikéw odpowiadajacych liniom emisyjnym.

Rys. 12 Widmo lampy rentgenowskiej oraz schemat powstawania promieniowania charakterystycznego
(linie o i B serii K) [14]. Linie te wyroézniaja sie¢ z tla ciaglego, poniewaz jednorodny material anody jest w
zasadzie "przezroczysty" dla wlasnego promieniowania charakterystycznego. Foton charakterystyczny
pochloniety przez atom moze zostaé¢ po chwili ponownie reemitowany.

Glownym tematem niniejszej pracy jest oddzialywanie promieniowania fotonowego na zywy
organizm. Jednak energia fotonu przekazywana jest absorbentowi najczesciej nie w formie
pojedynczego oddziatywania, lecz poprzez kaskade oddzialywan, w ktorej gtowng rolg
odgrywaja wysokoenergetyczne elektrony. W zjawisku fotoelektrycznym padajacy foton
wybija z atomu elektron, ktory ze wzgledu na sposob wyswobodzenia nazwany jest

fotoelektronem. Fotoelektron przejmuje energi¢ kinetyczng fotonu pomniejszong o prace
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wyjscia, odpowiadajaca energii jego wigzania na powloce, z ktérej zostal wybity.
Fotoelektron poprzez oddzialywanie kulombowskie z elektronem zwigzanym na powtoce
atomowej moze przenies¢ go na wyzszy poziom energetyczny, a przy dostatecznie duzej
energii przekazanej mu w tym oddziatywaniu takze calkowicie wyrzuci¢ go poza atom.
Swobodne elektrony powstate w ten sposoéb nazywane sg elektronami delta. W opisanym
oddziatywaniu elektron delta moze uzyska¢ tak duza energig, ze rdwniez jest on zdolny do
uwalniania kolejnych elektrondéw z powlok atomowych. To wlasnie elektrony delta

przekazuja materiatlowi absorbenta zdecydowang wigkszo$¢ energii deponowanej przez

fotoelektron_ /
hv f
‘ .

wysokoenergetyczny foton.

Rys. 13 Schemat jonizacji dokonywanej przez fotoelektrony oraz elektrony delta

Elektron poruszajacy si¢ w absorbujacym medium ma taka samg mas¢ spoczynkowsa jak
elektrony zwigzane na powtokach atomow, przez co oddziatywujac z jednym z nich moze

utraci¢ znaczng cze$¢ swojej energii [2]. Rowniez oddziatlywanie z jadrami atomowymi moze
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spowodowa¢ gwaltowng zmiang kierunku ruchu elektronu. W odroznieniu od protondéw i
cigzkich jonow, utrata energii elektronu nastepuje skokowo, jednak z mniejsza czgstoscia, a
kierunek ruchu elektronu moze ulega¢ wielokrotnym zmianom. Pojedyncze oddziatywanie
rozpedzonego elektronu zwykle nie powoduje jeszcze duzej zmiany jego kierunku ruchu,
jednak w perspektywie bardzo wielu oddziatywan ped elektronu moze ulec znacznej zmianie
[3]. W odroznieniu od jonizacji wywotanej przez proton lub ci¢zki jon, silnie skupionej wokot
toru jego przejscia, przestrzenny rozklad jonizacji wywotanych przez elektrony przyjmuje
stozkowy ksztalt, co zwigzane jest zard6wno ze zmiang pg¢du fotoelektrondw jak i
wytworzonych "kolejnych pokolen" elektronow delta. Uwolnione elektrony poprzez kolejne
oddzialtywania z elektronami zwigzanymi w atomach stopniowo traca swoja energi¢
kinetyczng az do calkowitego zatrzymania si¢, kiedy to zostaja one przylaczone do
znajdujacych si¢ w poblizu jondw dodatnich. Dlatego natezenie przechodzacej wigzki
elektrondw zmniejsza si¢ stopniowo w catym zakresie grubosci absorbenta i maleje do zera

dla duzych grubosci warstw materiatu [2].

Rys. 14 Symulacja przejscia w
wodzie poczatkowo réwnoleglej
wiazki 25 elektronéw o energii 1
s KeV przeprowadzona przy uzyciu
programu Casino [16].
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3. Oddziatywanie PJ na poziomie molekularnym

Wybicie elektronu z powtoki atomowej lub z powtoki wigzacej ze sobg atomy w czasteczce
moze prowadzi¢ do rozpadu tej czasteczki. Rozpad niektorych czgsteczek chemicznych moze
zapoczatkowac proces, w wyniku ktorego powstaja wolne rodniki, posiadajace niesparowane
elektrony [7]. Niesparowanie oznacza tu nierowng liczbe elektronéw o spinie dodatnim i
ujemnym na danej powloce. Sytuacja ta dotyczy najczgsciej zewnetrznych powtok
atomowych, dlatego tez wolne rodniki charakteryzuje duza reaktywnos$¢ chemiczna. Dazac do
sparowania elektronéw, poprzez pozbycie si¢ nadmiarowego elektronu lub przytaczenie
elektronu od innej czasteczki, zwykle szybko wchodza w reakcje z innymi czgsteczkami [7].

Najwazniejszym sktadnikiem zywych organizméw jest woda, ktora stanowi 60-70% masy
komorek. Uwaza sie, ze zycie na Ziemi rozpoczeto sie w oceanie i dlatego warunki panujgce
w tym pradawnym Srodowisku wywarty trwaly wplyw na chemie istot Zywych* [6]. Dlatego w
rozwazaniach dotyczacych przekazu energii przez promieniowanie woda jest najlepszym
przyblizeniem o$rodka zywej komorki. Promieniowanie jonizujgce pochlonigte przez
czasteczke wody moze spowodowac jej wzbudzenie lub rozpad, zwany radiolizg [7]. Etap ten

trwa ok. 10 s i mozna go odpowiednio zapisaé¢ w postaci
H,0—*>H,0*
H,0—“5H,0" +e"
W czasie 104 - 10™® sekundy wzbudzone czasteczki wody H,O* rozpadaja sic na atomy
wodoru i rodniki hydroksylowe *OH, a jony H.O" w kolejnych reakcjach z czgsteczkami

wody tworza jony H3O" jak rowniez rodniki hydroksylowe [7], co odpowiednio zapisujemy

jako:

4 Naukowcy poszukujacy innych form zycia poza naszg planetg sa zgodni co do tego, ze warunkiem
istnienia zycia na danej planecie jest obecno$¢ tam wody w stanie ptynnym, ewentualnie innej cieczy
umozliwiajgcej tatwg dyfuzje pierwiastkow i faczenie si¢ ich w proste zwigzki, a nastgpnie w bardziej
zorganizowane struktury.
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H,0* — H"+"OH

H,0"+H,0 > H,0"+OH

Po czasie 10'? s swobodne elektrony uzyskuja otoczke czasteczek wody (dipoli

elektrycznych) tworzac tzw. elektrony uwodnione e;, [7]. W kolejnych etapach, w wyniku

o + OH), tworzg si¢ m.in.

oddziatywan pomig¢dzy pierwotnymi produktami radiolizy (H® , e

czasteczki wodoru Hz i nadtlenku wodoru H20: [7]. Rodnik hydroksylowy *OH jest bardzo
reaktywny chemicznie. Jego reakcje z kwasami nukleinowymi moga prowadzi¢ do

uszkodzenia zasad nukleinowych oraz przerwan nici DNA [7].

4. Oddziatywanie PJ na poziomie komoérkowym

Efekty dzialania promieniowania jonizujacego na poziomie atomowym oraz molekularnym
moga prowadzi¢ do uszkodzen w komorkach. Przenikajac przez komoérke PJ moze
powodowac uszkodzenia we wszystkich jej organellach, jednak najbardziej newralgicznym
"celem" w komorce jest DNA [9] - dwuniciowa czasteczka, w ktorej zakodowana zostata cata
informacja dotyczaca budowy oraz funkcjonowania komoérki [Dodatek D - Budowa komorki
eukariotycznej]. Pozostate makroczasteczki, takie jak biatka i lipidy, wystepuja w komorce w
wielu kopiach, natomiast DNA tylko w dwoch, z ktorych jedna jest czesto nieaktywna [9].
Promieniowanie jonizujace moze uszkadza¢ DNA bezposrednio lub posrednio, w tym drugim
przypadku poprzez elektrony delta oraz powstate reaktywne wolne rodniki. Uszkodzenia
DNA to najczesciej pojedncze lub podwodjne przerwania helisy (SSB - Single Strand Break,

DSB - Double Strand Break) [8].
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Rys. 15 Schemat pojedynczo i podwdjnoniciowych
uszkodzen DNA powodowanych przez
promieniowanie jonizujace

Powyzszy rysunek jest do$¢ schematyczng ilustracja, zwlaszcza w przypadku uszkodzen
pojedynczoniciowych. Dla promieniowania fotonowego 70% - 90% uszkodzen DNA
nastepuje wskutek dziatania posredniego, poprzez oddziatywanie elektronow delta oraz
wolnych rodnikéw. Natomiast w przypadku protondéw, neutrondw oraz ci¢zkich jonow 90%
uszkodzen DNA ma charakter bezposredni [2].

Komorka przy pomocy szeregu mechanizméw dazy do naprawy uszkodzonej nici. Naprawa
DNA to procesy komorkowe laczone z odbudowa jego struktury oraz funkcji. Czas
wymagany do przeprowadzenia skutecznej naprawy DNA zalezy od rodzaju uszkodzenia i
metabolizmu komorki. Naprawa moze trwa¢ sekundy lub wiele dni czy tygodni [8]. Zdolnos¢
komorki do naprawy uszkodzen DNA zalezy od fazy cyklu zyciowego [Dodatek E - cykl
komorkowy]. W trakcie transkrypcji DNA wuszkodzenia sa naprawiane najskuteczniej,
poniewaz wystepuje wtedy najwigksza ilo§¢ enzymow zaangazowanych w replikacje DNA,
naprawiajgcych powstajace bledy [8]. Pojedynczoniciowe uszkodzenia DNA sg stosunkowo

fatwo naprawiane przez komorke, co wynika z wzajemnej komplementarnosci obydwu nici.
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Potowiczny czas naprawy, w ktoérym liczba uszkodzen redukowana jest do potowy, dla
pojedynczoniciowych uszkodzen wynosi 2-10 minut [8]. Natomiast podwdjnoniciowe
uszkodzenia, o ile w ogdle moga zosta¢ naprawione, wymagaja znacznie dtuzszego czasu
naprawy, rzedu godzin lub dni [10]. Wynika stad, iz promieniowanie charakteryzujace si¢
duza gestoscia jonizacji jest znacznie bardziej niebezpieczne dla komoérki niz promieniowanie
o matej warto$ci wspdtczynnika LET. Gesto$¢ jonizacji wytwarzana w komorce wydaje si¢
by¢ jednym z najistotniejszych czynnikéw fizycznych [8]. Jonizacja wywotana przez
promieniowanie o niskim LET (np. X lub gamma) ma forme¢ pojedynczych rozproszonych
zdarzen. Promieniowanie to jest malo skuteczne w uszkadzaniu DNA, poniewaz do
powazniejszych uszkodzen zwykle potrzeba wigcej niz jednej jonizacji [8].

Czasem zdarza si¢, ze mechanizmy naprawcze nie s3 w stanie naprawi¢ powstalych
uszkodzen DNA. Nienaprawione uszkodzenia DNA mogg by¢ przyczyna $mierci komorki lub
powstania mutacji w kolejnych jej pokoleniach. Istniejg dwa rodzaje $mierci komorki: $mier¢
interfazalna oraz $mier¢ mitotyczna [9]. Smier¢ interfazalna jest nastepstwem uszkodzenia
metabolizmu komorki. Nastepuje ona w dowolnej czesci cyklu komérkowego, zazwyczaj od
kilku do kilkudziesigciu godzin po napromienieniu. Smieré mitotyczna zwykle poprzedzaja
jeszcze 1,2 lub 3 nastgpne cykle komorkowe zakonczone podziatami [2]. Po tym czasie
komorki przestaja si¢ dzieli¢ 1 czesto dochodzi réwniez do ich obumierania. Przy mniejszych
dawkach promieniowania [Dodatek C - Dawka promieniowania] moze wystapi¢ czasowe
zatrzymanie podzialu komorek. Ponizszy schemat przedstawia cigg zdarzen mogacych

nastapi¢ na skutek braku naprawy uszkodzen DNA w komorce.
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Nienaprawione uszkodzenia w komérce

L AW

$mier¢ komorki mutacje
$mier¢ interfazalna $mier¢ mitotyczna
utrata czesci materiatu genetycznego

/ zatrzymanie podziatéw, mikrojadra

apoptoza nekroza
Smierc “kontrolowana” nagta $mier¢
nie ma objawéw zapalnych objaw zapalny

Rys. 16 Mozliwe konsekwencje nienaprawionych uszkodzen DNA [8]

41. Apoptozainekroza

Wyrézniamy dwa rodzaje $mierci interfazalnej: apoptoze oraz nekroze. Apoptoze mozna
okresli¢ jako celowe 1 na swoj sposob "Swiadome" samounicestwienie si¢ komorki.
Apoptotyczna komoérka syntetyzuje szereg bialek, ktore ja w charakterystyczny sposéb
zabijaja [2,6]. Apoptoza jest normalnym procesem wystepujacym w organizmach
wielokomdrkowych. Organizmy jednokomoérkowe, takie jak bakterie czy drozdze, dzielg sig¢
tak szybko jak to jest mozliwe, a szybko$¢ ich proliferacji [Dodatek E] zalezy glownie od
dostepnosci substancji odzywczych w $rodowisku [6]. Natomiast komoérki organizmu
wielokomodrkowego sg cztonkami zorganizowanej spotecznos$ci, a ich proliferacja musi by¢
kontrolowana. Mozna powiedzie¢, ze w procesie apoptozy komorka poswigca swoje zycie dla
dobra catego organizmu. W dojrzatych tkankach apoptoza réwnowazy proliferacje, by
zapobiec ros$nigciu narzadoéw [6]. Wszystkie komorki zwierzat posiadajace jadro komoérkowe
dysponuja zawigzkiem wlasnego rozpadu. Apoptoza jest prowadzona przez rodzing enzymow
rozcinajacych biatka, zwanych kaspazami [6]. Prekursorami kaspaz sa prokaspazy,
pozostajace "w uspieniu" az do momentu otrzymania odpowiedniego sygnalu do aktywacji i

zniszczenia komorki [6]. Aktywacja kaspaz jest $ci§le regulowana w komorce, by trzymac
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program smierci W pogotowiu do chwili koniecznego uruchomienia [6]. Komodrka ulegajaca
apoptozie kurczy si¢ - jej cytoszkielet si¢ zapada, rozpada si¢ otoczka jadrowa a DNA jest
cigty na fragmenty [6]. Na powierzchni komorki pojawiaja si¢ ciatka apoptotyczne, bedace
sygnatem dla sgsiednich komodrek oraz makrofagdw do przeprowadzenia fagocytozy, czyli
catkowitego wchtonigcia pozostato$ci po apoptotycznej komoérce. Pozwala to na ponowne
wykorzystanie sktadnikoéw organicznych apoptotycznej komorki przez komorki fagocytujace.
W apoptozie nie nast¢puje uwolnienie zawartosci komorki do otoczenia, dzigki czemu nie
wystepuje stan zapalny [6].

Apoptoza najczesciej wystepuje w wyniku dziatania niskich dawek promieniowania. Z kolei
nekroza, zwana rowniez martwicg, moze pojawi¢ si¢ w wyniku znacznego napromienienia
komorki. W odréznieniu od apoptozy, $mieré nekrotyczna jest naglym i niekontrolowanym
"zabojstwem" komorki. W wyniku znacznych uszkodzen btony komorka traci zdolno$¢ do
zachowania rownowagi wodno-elektrolitowej. Woda 1 jony, ktorych nadmiar w normalnych
warunkach usuwany jest na zewnatrz, wnikajg do wnetrza komorki [2]. W odrdznieniu od
kurczacej sie komorki apoptotycznej, komodrka nekrotyczna zwieksza swdj rozmiar w wyniku
specznienia, co powoduje, ze btona komorkowa peka, a zawarto§¢ komorki wylewa si¢ na
zewnatrz. W wyniku tego w tkance pojawia si¢ stan zapalny [6]. Podsumowujac, apoptoza
okreslana jest jako programowana $mier¢ komorki 1 jest aktywnym rodzajem $mierci,

natomiast nekroza to bierny proces degeneracyjny [8].

4.2.  Mutacje i nowotwory

Ciato dorostego cztowieka zbudowane jest z ok. 10*° komoérek. Wiele z nich musi si¢ dzielié i
roznicowac, aby zastgpi¢ "zuzyte" komorki. Szacuje sie, ze kazdego dnia w ciele dorostego
cztowieka nastepuje ok. 102 podzialow komorkowych [11]. Réwnoczesnie ciato to jest w
stanie utrzymywac statag mas¢ przez dekady. Dzieje si¢ tak za sprawg mechanizmow

zarzadzajacych  proliferacja, a takze $miercia komodrek [11]. W organizmie
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wielokomérkowym poszczegdlne komorki musza dostosowywaé swe zachowanie do potrzeb
organizmu jako catosci. Muszq dzieli¢ si¢ wtedy, kiedy nowe komorki tego typu sq potrzebne,
oraz zatrzymac podzialy, kiedy takiej potrzeby nie ma. Powinny takze zabijac si¢ same, kiedy
jest to konieczne. Muszq zachowywalé swoj odpowiedni, wyspecjalizowany charakter i
wlasciwe miejsce w organizmie [6]. Mutacje, czyli zmiany genetyczne powstate w wyniku
braku lub nieprawidtowej naprawy uszkodzen DNA, pozwalajace komoérce na przezycie i
podziaty, kiedy robi¢ tego nie powinna, moga mie¢ dla organizmu grozne konsekwencje.
Bezustanna ekspansja klonu zmutowanej genetycznie komorki to nowotwor [6]. Komorki
nowotworowe namnazaja si¢ bez ograniczenia oraz, w przypadku nowotworow ztosliwych,
przedostaja si¢ krwiobiegu i kolonizujg miejsca zarezerwowane dla innych komorek, tworzac
tzw. przerzuty. Sa réwniez mniej sklonne do zabicia si¢ w drodze apoptozy. Mutacje
prowadzace do powstania nowotworéw nie uszkadzaja komorek. Wrecz przeciwnie, selekcja
naturalna daje im przewage nad pozostatymi komoérkami poprzez nieograniczone mozliwosci
rozmnazania si¢® [6]. Zatem z ewolucyjnego punktu widzenia komoérki nowotworowe w
pewnym sensie odnoszg sukces. Jest on jednak krotkotrwaly, poniewaz doprowadzajac
ostatecznie do $mierci swojego zywiciela same rowniez ulegaja unicestwieniu® [11].

Na szczescie potrzeba wigcej niz jedne] mutacji, aby zmieni¢ prawidtowa komodrke w
nowotworowg. Szacuje si¢, ze do transformacji nowotworowej komoérki potrzeba co najmnie;j
5 zmutowanych genow [11]. Prawdopodobienstwo pigciokrotnego uszkodzenia tej samej
komorki jest bardzo znikome, jednak pojedyncza mutacja jest wielokrotnie (nawet miliony

razy) powielana w kolejnych podzialach potomstwa zmutowanej komorki, tworzac klon

5 Mutacje najczesciej powstaja wskutek btednego przepisania kodu DNA w czasie podziatu komorki.
Czasem jednak takie zmiany w DNA sprawiajg, ze komorki stajg si¢ lepiej przystosowane do
warunkow panujgcych w srodowisku zewnetrznym. Zjawisko to jest podstawa ewolucji. W ten sposob
bakterie moga uodporni¢ si¢ na dziatanie antybiotykow [6].

® Niektorym komorkom nowotworowym udato si¢ unikngé samozagtady. Komorki HeLa, ktore zabity
swojg zywicielke¢ Henriette Lacks w roku 1951 (szczegdly w dalszej czgsci pracy), mozna znalezé
obecnie w tysigcach laboratoriow na catym $wiecie. Z ewolucyjnego punktu widzenia komorki te
osiggnety zatem niebywaty sukces [11].
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zmutowanych komorek. Dalsze uszkodzenia tych komoérek oraz podziaty komorek wtornie
uszkodzonych powoduja kumulowanie si¢ mutacji. Mutacje zazwyczaj pojawiaja si¢ jedna po
drugiej w okresie wielu lat, dlatego nowotwory sg zasadniczo chorobg wieku starczego [6].
Uszkodzenie DNA samo w sobie nie jest jeszcze zrodtem kancerogenezy. Dopiero proces
replikacji moze przeksztalci¢ chemiczne uszkodzenia DNA w mutacje [11]. Stad czynniki
rakotworcze sa najbardziej niebezpieczne dla tkanek, w ktoérych komoérki ulegaja czestym
podziatom’.

Kiedy dochodzi juz do transformacji nowotworowej, los organizmu spoczywa w rgkach
uktadu odpornosciowego. W szpiku kostnym z macierzystych komorek krwiotwoérczych
powstajg obroncy naszegO organizmu - krwinki biate, czyli leukocyty. Wsrod nich sa
granulocyty obojetnochtonne (60-70% leukocytow) stanowigce pierwsza linie¢ obrony,
granulocyty kwasochtonne (1-4%) odgrywajace gtowna rolg w reakcjach alergicznych i w
zwalczaniu pasozytow oraz limfocyty (30-40%) zaangazowane gltownie w odpornosé
komorkowsa [12]. Jednym z rodzajow limfocytow sa limfocyty NK (natural killers), ktére
podobnie jak granulocyty kwasochtonne wykazuja naturalng cytotoksyczno$¢, niszczac

komorki zakazone wirusem oraz transformowane nowotworowo [12].

5. Skutki oddzialywania PJ na poziomie calego organizmu

Skutki dziatania promieniowania na organizm mozemy podzieli¢ na deterministyczne oraz
stochastyczne [9]. Po napromienieniu organizmu bardzo duza dawka PJ pojawienie sig¢
pewnych charkterystycznych objawdw jest niemal pewne. Duze dawki PJ determinuja
pojawienie si¢ typowych symptoméw w stosunkowo krotkim czasie od napromienienia,
dlatego skutki te okreslane sg jako deterministyczne [2]. Napromienienie mniejszymi

dawkami zwykle nie powoduje takich objawow, moze by¢ natomiast przyczyng rozwoju

" Stad szczegblny nacisk na ochrong radiologiczng kobiet w cigzy. Wada komorki zarodkowej

przekazana zostanie wszystkim komorkom organizmu, tworzac wade genetyczng.
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choroby nowotworowej, wystapienia mutacji genetycznych lub innych dysfunkcji organizmu.
Skutki te moga pojawi¢ si¢ po wielu latach, jak ma to miejsce w przypadku nowotworow, a w
przypadku mutacji nawet w kolejnych pokoleniach. Moga si¢ pojawié, ale nie musza.
Mowimy o pewnym prawdopodobienstwie ich wystapienia, stad skutki te okresla si¢ mianem

stochastycznych.

51.  Skutki deterministyczne

Skutki deterministyczne mozemy podzieli¢ na wczesne oraz pozne. Wczesne skutki
deterministyczne sa wynikiem napromienienia komorek intensywnie proliferujacych, takich
jak komorki nablonka jelitowego lub krwiotwoércze komorki macierzyste szpiku kostnego
[dodatek E], natomiast pdzne skutki sg efektem uszkodzenia komorek dzielacych sie rzadko
lub nie dzielagcych si¢ [2]. Wczesne skutki deterministyczne, bedace wynikiem
napromienienia calego ciata, okreslane sa jako choroba popromienna (ang. ARS - Acute
Radiation Syndrome [9]). Wynikaja one z licznych uszkodzen bardzo wielu komorek
macierzystych, powodujac ich $§mier¢ najczesciej w drodze apoptozy. Najdotkliwsze objawy

sa wynikiem zaburzen definiowanych jako zespot jelitowy oraz zespot szpiku kostnego.

5.1.1. Zespot jelitowy

Jelito cienkie to najdtuzszy odcinek przewodu pokarmowego cztowieka mierzacy ok. 6
metrow dlugosci [12]. Zasadnicza funkcja jelita cienkiego jest dokonczenie trawienia
pokarmu oraz jego wchtanianie, jak rowniez udziat w regulacji gospodarki jonowej. Obok
uktadu oddechowego przewdd pokarmowy jest najczestsza droga wnikania do organizmu
roznych patogenow, dlatego tez uklad pokarmowy poprzez odpowiedni nablonek
przystosowany jest do ich blokowania oraz niszczenia [12]. Stad tez jelito cienkie stanowi
wazne wsparcie dla uktadu odporno$ciowego. Blona §luzowa nablonka tworzy palczaste

wypustki zwane kosmkami jelitowymi [12].
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kosmki jelitowe

Rys. 17 Schemat przedstawiajacy gruczoly oraz
kosmki jelitowe [12]

X / /
gruczoly jelitowe (krypta)

Nabtonek pokrywajacy kosmki zawiera komorki jelitowe - enterocyty, ktorych glownag
funkcja jest wchtanianie pokarmu. Nabtonek gruczoldow jelitowych (tzw. krypta) przechodzi
w nabtonek kosmkow, ktory zawiera komorki macierzyste, begdace zrédlem odnowy
komorkowej zardwno gruczotu jak i1 kosmka [2,12]. Proces odnowy enterocytow jest bardzo
intensywny, poniewaz na szczycie kosmka nastgpuje ich stale zluszczanie. Czas Zycia
enterocytow na szczycie kosmka wynosi tylko kilka dni [9]. Napromienienie powoduje, ze
macierzyste komorki krypt przestajg si¢ dzieli¢, a czg$¢ z nich ginie na skutek apoptozy [9].
Nie nastepuje zatem odnowienie nabtonka wys$cietajacego jelito. W ciagu kilku dni po
napromienieniu, kiedy pozostale enterocyty na szczycie kosmka ulegng ztuszczeniu, nastepuje
brak taknienia, wymioty, biegunka, utrata wody 1 elektrolitow, pojawiajg si¢ takze zakazenia

bakteryjne [2].

5.1.2. Zespol szpiku kostnego

Szpik kostny jest gtéwnym podlozem tkankowym dla tworzenia i rozwoju komorek krwi
[12]. Jego otoczenie ochronne stanowi tkanka kostna. W szpiku kostnym wyrdznia si¢ dwa
przedziaty - §rodnaczyniowy i zewnatrznaczyniowy [12]. Gléwnym sktadnikiem przedziatu
srédnaczyniowego s3 naczynia zatokowe szpiku. Krew z zatok szpikowych zbierana jest

przez zatoke centralng, ktéora przechodzi w zyle odprowadzajaca [12]. Przedziat
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zewnatrznaczyniowy wypeknia zrab szpiku oraz krew szpikowa. Zrab szpiku to rusztowanie
zbudowane z komodrek i substancji mig¢dzykomodrkowej. Spetnia on rolg strukturalng,
odzywcza 1 regulacyjng dla krwiotwdrczych komorek macierzystych, z ktérych wywodzg si¢
wszystkie rodzaje komorek krwi [9,12]. Krazace we krwi obwodowej komodrki majg rézny
czas zycia. Przyktadowo $redni czas zycia erytrocyta wynosi 60 dni, a potowiczny czas zycia
granulocyta wynosi 6 godzin [2]. Wszystkie komorki krwi po pewnym czasie ulegaja
wymianie na nowe, pochodzace z dzielacych i réznicujacych si¢ komoérek macierzystych
zawartych w szpiku kostnym. Podobnie jak ma to miejsce w przypadku zepotu jelitowego, po
napromienieniu komorki macierzyste przestaja si¢ dzieli¢, a cze$¢ z nich ginie, przez co
komorki krwi obwodowej nie s odnawiane. Najpierw spada liczba zwalczajacych infekcje
limfocytéw 1 granulocytow, a nastepnie trombocytow odpowiedzialnych za krzepniecie krwi.

W rezultacie pojawiajg si¢ infekcje, krwotoki i anemia [2,9].

Zardéwno skutki zespotu jelitowego, jak i skutki zespotu szpiku kostnego, moga doprowadzic¢
do $mierci niezaleznie od siebie [13]. Przy duzym napromienieniu catego organizmu zespoly
te pojawiajg si¢ rOwnoczesnie, przez co choroba popromienna jest w zasadzie nieuleczalna.
Po kilku dniach objawy moga ustapi¢ przechodzac w faze utajong, jednak po krotkim czasie
wracajg powodujac wyniszczenie organizmu i ostatecznie $mier¢ [13]. Z kolei p6ézne skutki
deterministyczne sa efektem uszkodzenia komorek dzielacych si¢ rzadko lub nie dzielacych
si¢. Moga wystapi¢ przy napromienieniu mniejszymi dawkami lub przy napromienieniu
punktowym. Ws$rod nich wyrdznia si¢ przyspieszenie zmetnienia soczewki oka, zmiany

skorne, zwtoknienia tkanki tacznej oraz bezptodnosc [2].

5.2.  Skutki stochastyczne - bialaczka
Powstanie opisanego powyzej zespotu szpiku kostnego jest wynikiem $mierci lub

zatrzymania podzialdow znacznej liczby komorek krwiotworczych. Jak wspomniano
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wczesniej, oprocz apoptozy i nekrozy w komodce na skutek dzialania promieniowania
jonizujacego moze doj$¢ do pojawienia si¢ mutacji, ktorych kumulacja moze prowadzi¢ do
transformacji nowotworowej. W wyniku tzw. transformacji biataczkowej z komorek
macierzystych szpiku kostnego powstaja zmienione leukocyty. Sa one niedojrzale, przez co
nie moga peti¢ wilasciwych dla siebie funkcji w organizmie. Posiadaja natomiast cechg
charakterystyczng dla komoérek nowotworowych - namnazaja si¢ bez ograniczen i nie s3
sktonne do zabicia si¢ w drodze apoptozy. Szybko mnozace si¢ nowotworowe leukocyty
catkowicie zapelniajg jamy szpikowe, nie pozostawiajac miejsca dla rozwoju prawidtowych
komorek krwi [45]. Wskutek tego szpik kostny przepelnia si¢ zmienionymi nowotworowo,
uposledzonymi leukocytami (tzw. blastami), natomiast inne sktadniki krwi, takie jak krwinki
czerwone 1 ptytki krwi, sg wytwarzane w niewystarczajacych ilo§ciach [45]. Podobnie jak w
przypadku popromiennego zespotu szpiku kostnego, prowadzi to do znacznego obnizenia
krzepliwosci krwi oraz odpornosci organizmu. Wadliwe leukocyty przedostaja si¢ do krwi, a
nastepnie osiadaja w narzadach calego organizmu (tj. watroba, Sledziona, wezly chtonne)
powodujac ich powigkszanie, a nastepnie powolne uszkadzanie [46]. Bardzo duza ilos¢
zmienionych nowotworowo bialych krwinek sprawia, ze pobrana krew ma biatawy kolor, stad
choroba ta nazywana jest biataczka. Uzywana na §wiecie nazwa tej choroby - leukemia - jest
zaczerpnieta z jezyka greckiego ("leukos" - biaty oraz ,,haima" - krew) [47].

Biataczka jest jednym ze stochastycznych skutkéw ekspozycji catego ciala na
promieniowanie jonizujace. Nie jest ono jednak jedynym czynnikem mogacym wywotac tg
chorobg. Podobnie jak inne choroby nowotworowe, biataczke moga wywotaé pewne rodzaje
wirusow oraz czynniki chemiczne Iub genetyczne. Stad dane os6b napromienionych
wickszymi dawkami poddaje si¢ statystycznej analizie jedynie pod wzgledem wzrostu
czgstosci wystgpowania tej choroby. Prawdopodobienstwo wystgpowania negatywnych

skutkdw napromienienia w zaleznos$ci od dawki jest tematem kolejnego rozdziatu.
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6. Radiofobia i radioentuzjazm - hipoteza liniowa i hormeza radiacyjna

Na podstawie dotychczasowych rozwazan mozna wnioskowaé, ze z dzialania
promieniowania jonizujgcego na zywy organizm nic dobrego nie moze wynikng¢. Negatywny
wpltyw promieniowania na ludzki organizm ujawnit si¢ szczegodlne dobitnie po pierwszym, i
jak do tej pory jedynym w historii ludzkosci ataku nuklearnym, jaki zostal przeprowadzony
przez amerykanskie lotnictwo w Japonii w roku 1945. Badania kliniczne ofiar wybuchow
jadrowych z Hiroszimy 1 Nagasaki ujawnity liniowa zalezno$¢ pomiedzy czestoscia
wystepowania negatywnych skutkéw zdrowotnych (takich jak np. bialaczki) a otrzymanag

dawka promieniowania. Na wykresie zalezno$ci skutkow od dawki obszar ten okreslany jest
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jako "znane" [5].

Rys. 18 Hipoteza liniowa [5]

Obszar definiowany jako "znane" odnosi si¢ do rejonu bardzo duzych dawek. Natomiast
wyznaczenie zaleznosci skutek-dawka w rejonie matych dawek jest w zasadzie niemozliwe na
podstawie obserwacji klinicznych. Napromienienie duzymi dawkami w krotkim czasie
prowadzi do pojawienia si¢ omowionych wczesniej, charakterystycznych i stosunkowo
tatwych do zdiagnozowania skutkow deterministycznych. Natomiast w rejonie niskich dawek
mamy do czynienia ze skutkami stochastycznymi, ktére moga, ale nie musza wystapic¢. Skutki

te moga ujawni¢ si¢ po wielu latach, dodatkowo moga by¢ one wynikiem dziatania wielu
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innych czynnikow uszkadzajacych DNA, tak jak ma to miejsce w przypadku nowotworow,
bedacych najbardziej spodziewanym skutkiem napromienienia w perspektywie wielu lat.
Dlatego tez, w zwiazku z niewyznaczalnoscig zalezno$ci skutek-dawka w obszarze niskich
dawek, aproksymowano do tego obszaru liniowa zaleznos¢ uzyskang na podstawie danych z
Hiroszimy 1 Nagasaki. Tak powstala hipoteza liniowa. Wedlug tej hipotezy
prawdopodobienstwo wystapienia negatywnych skutkéw zdrowotnych rosnie liniowo z
dawka poczawszy od najmniejszych dawek, i nie istnieje zaden prog dawki, ponizej ktérego
nie ma zadnego ryzyka zachorowania. Istotnie, kazda czastka promieniowania trafiajac do
tkanki moze doprowadzi¢ do uszkodzen DNA, ktore jesli nie zostang naprawione to niosg ze
soba ryzyko powstania nowotworu. Im wigksze jest natgzenie takich czastek padajacych na
tkanke, tym wigksza deponuja one w niej energi¢, i tym wicksze wydaje si¢ byc
prawdopodobienstwo pojawienia si¢ mutacji, ktére moga doprowadzi¢ do kancerogenezy.
Zgodnie z hipoteza liniowa kazda dawka promieniowania jonizujacego jest szkodliwa, a
przynajmniej niepozadana.

Istnieje réwniez odmienna hipoteza dotyczaca oddzialywania niskich dawek promieniowania
na organizm. Jest to hipoteza hormezy radiacyjnej, wedlug ktérej niskie dawki
promieniowania nie tylko nie szkodza, ale wplywaja na organizm korzystnie [5,59,61].
Zjawisko hormezy polega na korzystnym, stymulujagcym dziataniu niewielkich dawek
substancji, ktore w wiekszej ilo$ci sg toksyczne. Termin hormeza pochodzi od greckiego
stowa hormao - pobudzam [8]. Paracelsus® - sredniowieczny lekarz i przyrodnik uwazany za
ojca medycyny nowozytnej - glosil, ze "wszystko jest trucizng i nic nie jest trucizng. Tylko
dawka czyni, ze dana substancja nie jest trucizng" [5,40]. Istotnie stubstancje, ktére w
niewielkich ilosciach dziataja korzystnie, w duzych dawkach moga by¢ bardzo szkodliwe.

Wydaje si¢, ze szkodliwy moze by¢ nawet nadmiar higieny. Dzieci wychowywane w

8 Phillippus Aureolus Theophrastus Bombastus von Hohenheim (1493 - 1531) [40]
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przesadnie higienicznych warunkach sg zwykle mniej odporne na infekcje. Udziat "Zokierzy"
uktadu odpornosciowego w "misjach pokojowych" o niewielkim stopniu zagrozenia w dalszej
perspektywie wydaje si¢ by¢ korzystny dla organizmu. Podobne stymulujace dziatanie moga
mie¢ réwniez niewielkie dawki promieniowania jonizujacego, pobudzajagc w organizmie
mechanizmy odpowiedzialne za naprawe uszkodzen DNA oraz eliminacje komorek
ulegajacych niebezpiecznym transformacjom. Hipoteza hormezy radiacyjnej znajduje oparcie
m.in. w korzystnym dziataniu tzw. kapieli radonowych. Oredownicy radonowej wody
przekonuja, ze powoduje ona m.in zwickszenie wydzielania kwasow zotadkowych oraz
pobudzenie perystaltyki przewodu pokarmowego, co wydaje si¢ dos¢ dobrze pasowaé do
kluczowego stowa teorii hormezy - "pobudzam". Oczywiscie podstawowym zalozeniem
hormezy jest pojecie "niewielkiej dawki". Hipoteza hormezy radiacyjnej przewiduje istnienie
pewnego progu dawki promieniowania, ponizej ktérego nie jest ono szkodliwe, a w pewnym
zakresie niskich dawek nawet dziala na organizm korzystnie. Oczywiscie hormetyczna
zaleznos¢ dawka-skutek musi dostosowac si¢ do potwierdzonego przez dane kliniczne
"znanego" obszaru. Ponizszy rysunek przedstawia krzywag hormetyczng na tle zaleznosci

linioweyj.

[
>

Ryzyko negatywnych skutkow

CHOROBA dawka
ZDROWIE
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Rys. 19 Hipoteza liniowa i hormeza radiacyjna [5]

Interesujacy jest fragment w poblizu zerowej dawki. Sugeruje on, ze niekorzystny dla
organizmu moze by¢ rowniez "niedobdr" promieniowania jonizujacego. Zjawisko to mozna
przyblizy¢ pewna analogia; krzywa hormetyczng przedstawiong na rysunku Rys. 19
skojarzmy na chwilg z innym rodzajem promieniowania elektromagnetycznego, jakim jest
Swiatlo stoneczne. Zazywanie wielogodzinnych "kapieli stonecznych" na plazy w upalny
dzien moze by¢ przyczyna powaznych oparzen, a nawet raka skory, jednak catkowity brak
dostepu do $wiatta stonecznego w dtuzszej perspektywie rowniez nie jest niekorzystny dla
zdrowia.

Wplyw niskich dawek promieniowania jonizujacego jest tematem dyskusji, dlatego jest
réwniez tematem badan naukowych [56,59-61]. Migdzynarodowa Komisja Ochrony
Radiologicznej (ICRP) definiuje jako mate dawki te, ktore powoduja jonizacj¢ we wrazliwych
czg¢sciach komorki w $rednich odstgpach czasu dhluzszych od czasu potrzebnego na
zadzialanie mechanizmu naprawczego [55]. Podazajac za ta definicja, zachodzi potrzeba
prowadzenia badan m.in. z dziedziny kinetyki naprawy DNA. Badania takie prowadzone s3
glownie na hodowlach komoérkowych, co opisane zostalo w dalszej czgsci. Napromienianie
pojedynczych komorek $cisle okreslong dawka promieniowania mozliwe jest dzigki uktadom
mikrowigzkowym. Schemat takiego ukladu, wykorzystujacego zogniskowana wiazke
promieniowania rentgenowskiego, przedstawiony zostal w kolejnym rozdziale. Uktad ten

zostal skonstruowany w ramach prezentowanej pracy doktorskiej.
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CZESC 2 - MATERIALY I METODY

7. Badania z dziedziny mikrodozymetrii

Badania z dziedziny mikrodozymetrii sg obecnie coraz bardziej popularne [19]. W badaniach
tych  czgsto wykorzystuje si¢ klasyczne, szerokowigzkowe zrodia promieniowania,
napromieniajgce catg probke w jednym kroku. Badania takie sg jednak obcigzone duza
niepewnos$cig statystyczng w kwestii oceny dawki promieniowania deponowanej w
pojedycznej komorce. Znacznie bardziej dokladne sg uklady mikrowiazkowe, w ktorych
uzyta wigzka promieniowania ma $rednic¢ poréwnywalng z rozmiarami pojedynczej komorki
[17]. Dzigki precyzyjnym uktadom pozycjonowania i podgladu probki mozliwe jest
napromienianie pojedynczych komorek. Ponizszy rysunek ilustruje metod¢ napromieniania

przy uzyciu szerokiej wigzki oraz przy uzyciu uktadu mikrowigzkowego.

Rys. 20 Napromienianie komorek przy uzyciu a) klasycznego zrodla b) ukladu mikrowiazki [17, 33].
Uklad mikrowigzki umozliwia precyzyjne napromienianie pojedynczych komorek.

Uktady mikrowigzkowe charakteryzuja si¢ mozliwoscia  ogniskowania  wiazki
promieniowania do rozmiardw rz¢du pojedynczych mikrometrow. Uktady te, skrétowo zwane
mikrowigzkami, moga wykorzystywa¢ rdézne rodzaje promieniowania jonizujacego.
Stosowane sa mikrowiazki jonowe, wykorzystujace protony, czastki alfa, oraz ciezkie jony,
jak  réwniez mikrowigzki elektronowe oraz rentgenowskie [17,18,19]. Uklady

mikrowigzkowe umozliwiaja m.in. sporzadzanie bardzo dokladnych map rozktadow
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pierwiastkbw na powierzchni probek metodg fluorescencji rentgenowskiej [20]. Uktady
mikrowigzek rentgenowskich stanowig rowniez podstawe dla mikrotomografii komputerowej
- metody umozliwiajacej wizualizacje przestrzennego rozkladu gestosci probki na poziomie
mikrometrow i1 tym samym dokladng analiz¢ struktury badanego materiatu [21, 22,23].
Mikrowigzki dedykowane do badan radiobiologicznych umozliwiaja badanie tzw. efektu
widza. Efekt ten polega na wystgpowaniu charakterystycznej odpowiedzi na napromienienie u
komorek, ktore nie zostaly napromienione, natomiast znajdowaty si¢ w otoczeniu komorek
napromienianych® [24,25]. O wywolanie odpowiedzi popromiennej u sasiednich komorek
mozna by podejrzewaé elektrony delta, jednak napromienienie samego medium hodowlanego
takze wywotuje odpowiedz radiacyjng u nienapromienionych komorek zanurzonych w tym
medium [26].

Najbardziej rozpowszechnionymi uktadami mikrowigzkowymi sa mikrowiazki jonowe [19].
Jeden z takich uktadoéw, wykorzystujacy protony oraz czgstki alfa, funkcjonuje w Instytucie
Fizyki Jadrowej PAN od 2004 roku [27 - 34]. Zrodlem jonéw o energii 2 MeV jest
akcelerator liniowy typu Van de Graaffa. Wigzka jonéw rozpedzonych w akceleratorze
transportowana jest do komory pomiarowej metalowymi jonowodami, z ktorych
odpompowywane jest powietrze, co zapewnia jonom swobodny lot wzdluz jonowodu.
Wiazka jest kierowana na odpowiedni tor oraz ogniskowana poprzez system przeston oraz pol
magnetycznych odpowiednio zakrzywiajacych kierunek ruchu czastek.

Mikrowigzki rentgenowskie czgsto konstruowane sg na liniach synchrotronowych. Istnieja
rowniez laboratoryjne uklady tego typu wykorzystujace lampy rentgenowskie. Taki wtasnie
uktad, wykorzystujacy lampe rentgenowska z mikroogniskowaniem, zostat skonstruowany w

IFJ PAN. Jedna z dwoch dziatajacych obecnie linii eksperymentalnych jest skonstruowana w

® Efekt widza jest pojeciem zaczerpnietym z socjologii. Polega on na tym, ze im wiecej 0sdb jest $wiadkami
zdarzenia wymagajgcego interwencji, tym mniejsze jest prawdopodobienistwo, ze kto§ z nich zareaguje [40].
Efekt ten definiowany jest rowniez przy uzyciu dos$¢ fizycznej terminologii jako rozproszenie lub dyfuzja
odpowiedzialno$ci. Prawdopodobnie stad wspomniane w teksécie zjawisko okreslane jest jako efekt widza,
pomimo iz radiobiologiczny efekt widza wydaje si¢ by¢ czyms$ zupehie przeciwnym.

44



ramach prezentowanej pracy doktorskiej linia do napromieniania pojedynczych zywych
komorek $cisle okreslona dawka promieniowania X. Opis techniczny uktadu zostat
przedstawiony w raporcie dostepnym na stronie internetowej Instytutu [17], dlatego w
niniejszej pracy techniczne detale zostaly ograniczone do rozmiaréw niezbgdnych dla
zrozumienia fizycznej zasady dziatania uktadu. Dodane natomiast zostaly fragmenty
wyjasniajace zjawiska fizyczne lezace u podstaw dziatania danego elementu. W ostatnim
rozdziale pracy przedstawione zostaly takze rozwazania dotyczace czgSci technicznej,
bazujace na konstrukcyjnych do$wiadczeniach autora niniejszej pracy. Moga one by¢

przydatne dla 0s6b planujacych budowe podobych stanowisk eksperymentalnych.

8. Opis linii eksperymentalnej

Linia eksperymentalna do naswietlan pojedynczych zywych komoérek promieniowaniem
rentgenowskim w IFJ PAN sktada si¢ z lampy rentgenowskiej z mikroogniskowaniem, uktadu
ogniskujacego promieniowanie X, ukladu pozycjonowania probki oraz uktadu mikroskopu
optycznego z kamerg i wilasnym ukladem pozycjonowania [17] (Rys. 21). Lampa
rentgenowska jest unieruchomiona, natomiast wszystkie pozostate elementy moga by¢ zdalnie

pozycjonowane w trzech kierunkach przestrzeni.
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Rys. 21 Schemat oraz fotografia ukladu mikrowiazki rentgenowskiej do badan radiobiologicznych [17]

8.1. Lampa rentgenowska

Zrédlem promieniowania X jest lampa rentgenowska L9191 (firma Hamamatsu) typu
otwartego (Rys. 22). Ten rodzaj lamp charakteryzuje si¢ mozliwo$cig wymiany anod, co
umozliwia dostosowanie energii wykorzystywanego promieniowania charakterystycznego do
rozmiarbw oraz budowy wewngetrznej napromienianego obiektu. W opisywanym
eksperymencie mikrodozymetrycznym wykorzystywana jest anoda tytanowa emitujgca
promieniowanie o energii linii Ko rownej 4,5 keV [17]. Dzigki mikroogniskowaniu
powierzchnia, z ktérej emitowana jest wigzka promieniowania X, ma S$rednice ok. 2
mikrometrow. Wigzka promieniowania ma ksztalt stozka o kacie rozwarcia rownym 120°. W
lampie L9191 zastosowana zostala anoda transmisyjna, dlatego emitowana wigzka
promieniowania X jest niejako przedluzeniem wigzki elektronéw ogniskowanych w lampie na

wewngtrznej powierzchni anody (Rys. 22¢). Formowanie wigzki elektronéw odbywa si¢ przy
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uzyciu pol magnetycznych, jednak szczegoty techniczne zwigzane z tym zagadnieniem s3

tajemnicg handlowa producenta.

a)

Rys. 22 Lampa Hamamatsu 1.9191 a) w caloSci przed umieszczeniem w ukladzie b) od frontu po
zdemontowaniu anody [17] ¢) zasada dzialania [22]. Na rysunku b w centralnej czesci widoczny
mimosrodowy otwoér, przez ktéry padaja na anod¢ emitowane z katody elektrony, powodujac emisje
promieniowania X. Rotacja anody powoduje zmian¢ miejsca padania elektronow, kiedy jej powierzchnia
napromieniana w danym polozeniu jest juz "wypalona".

Nominalnie parametry pracy lampy zawieraja si¢ w zakresie napi¢¢ od 0 do 160 kV oraz
pradow od 20 do 200 pA. W rzeczywistosci prad elektronow padajacych na anode (tzw. prad
targetu) nie przekracza 30 pA. W eksperymencie radiobiologicznym praca lampy odbywa si¢
przy napieciu 40 kV, poniewaz wtedy stosunek intensywnosci piku linii Ko do intensywnosci

maksimum widma cigglego jest najwickszy.

8.2.  Uklad ogniskujacy

Napromienianie komoérek wymaga zogniskowana emitowanej z anody rozbieznej wigzki
promieniowania X. W tym celu zastosowany zostal uklad ogniskujacy firmy Rigaku.
Elementem czynnym ukladu sg dwa ptasko-eliptyczne zwierciadla wielowarstwowe
ustawione wzajemnie prostopadle (tzw. geometria Montela Rys. 23a). Kazde ze zwierciadet
ogniskuje wigzke w jednej ptaszczyznie, a promienie odbite kolejno od obydwu zwierciadet

sg ogniskowane przestrzennie [17].
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ognisko

a) b)

Rys. 23 a) Zasada dzialania zwierciadel ogniskujacych firmy Rigaku b) obraz promieniowania
przechodzacego przez uklad obserwowany przy uzyciu czulej na promieniowanie kamery CCD Photonic
Science [18]. Duzy romb z lewej strony rysunku b pochodzi od bezposredniej wiazki promieniowania X.
Dwie uko$ne linie sa wynikiem pojedynczych odbi¢ od kazdego ze zwierciadel. Najmniejsza plamka z
prawej strony obrazu przedstawia zogniskowana wiazke po kaskadowym odbiciu od obu zwierciadel, co
schematycznie ilustruje rysunek a. Wiazka bezposrednia oraz pojedyncze odbicia po zogniskowaniu sg
przestaniane przy pomocy odpowiednich przeston [17]

Efekt ogniskowania polega na wykorzystaniu konstruktywnej interferencji promieniowania
rozproszonego na wielowarstwach zgodnie z reguta Bragga. Regula ta lezy u podstaw
krystalografii  rentgenowskiej [14]. Promieniowanie rentgenowskie dzigki swojej
przenikliwo$ci moze rozpraszac si¢ na wewnetrznych strukturach w sieci krysztatu. Odleglos¢
pomigdzy sasiednimi plaszczyznami sieciowymi w krysztatach jest poréwnywalna z
dtugoscig fali tego promieniowania, co sprawia, ze zachodza zjawiska charakterystyczne dla
optyki falowej. Kiedy roéznica drég optycznych promieni odbitych'® od poszczegélnych
plaszczyzn jest rowna catkowitej wielokrotnosci dtugosci fali, nastepuje ich interferencyjne

wzmocnienie (Rys. 24).

10 Promieniowanie rozprasza si¢ na atomach we wszystkich kierunkach (zjawisko Rayleiga 2.1.2), jednak tylko
dla $cisle okreslonych kierunkow obserwuje si¢ konstruktywng interferencje
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/ Rys. 24 Rozproszenie promieniowania rentgenowskiego
na plaszczyznach krystalograficznych. Réznica drég
\ \ p optycznych dla sgsiednich promieni wynosi AB + BC.
\ / AB=BC=d*sing, zatem 2d*siné=nAi, gdzie A jest
“\\ /'; dlugoscia fali, a n liczba naturalna. Promieniowanie
% / rozproszone pod katem & jest monochromatyczne [14].
% ,ff\
\\\ /,/ 6 \\ /’e \
. . \I ,.\ I;' . ¥
N, A o
Gl Y,
A " . T /}f C d
2 A A
\ 7N J
/ L X
o "¢ o
B

Ekwiwalentem ptaszczyzn krystalograficznych moga by¢ cienkie warstwy materiatu, o
grubosci porownywalnej z dlugoscig fali promieniowania rentgenowskiego. Na tej zasadzie
dziata uktad zwierciadel ogniskujacych Rigaku. Kazde ze zwierciadet pokryte jest powtoka
ztozong ok. 80 dwuwarstw chromu i wegla o grubosci zmieniajacej si¢ w taki sposob, by dla
promieni wychodzacych ze zrodia kat padania/odbicia byt rownocze$nie katem Bragga dla

promieniowania o energii 4,5 keV (Rys. 25a) [17].

do
01 02 02/
di 20
A1
1 B olowarsiva
&........00Ieglos¢ ogniskowania | "X
zrodto detektor lub probka
a)

Rys. 25 a) Zasada ogniskowania przy uzyciu wielowarstwy opiera si¢ na wykorzystaniu konstruktywnej
interferencji promieniowania zgodnie z regulg Bragga [53, 17] b) uklad zwierciadel ogniskujacych Rigaku
po modyfikacjach technicznych. Widoczna przestona zatrzymujaca wiazke bezposrednia z Rys. 23b oraz
przeslona dozujaca odcinajaca promieniowanie w $ciSle okreSlonym czasie [17]. Szczegély techniczne
dotyczace dzialania i modyfikacji ukladu zostaly opisane w raporcie instytutowym [17].
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W centralnej czgsci zwierciadel grubos$¢ pojedynczej dwuwarstwy Cr/C wynosi 3,1 nm [17].
Z relacji Bragga wynika istotny fakt, ze uktad ogniskujacy jest roéwnoczesnie
monochromatyzatorem wiazki, co ma znaczenie dla oszacowania dawki promieniowania
deponowanego w komorkach.

W czasie ogniskowania obraz wigzki obserwowany jest przy uzyciu czulej na promieniowanie
rentgenowskie kamery CCD firmy Photonic Science (Rys. 26a). Celem ogniskowania jest
uzyskanie najintensywniejszej wigzki zogniskowanej. Obraz z kamery analizowany jest w
programie Image-Pro, umozliwiajagcym precyzyjng analize zdje¢. Optymalizacja odbywa si¢
w oparciu o przebieg sum intensywnosci pikseli w kolejnych pionowych odcinkach

prostopadtych do poziomych linii definiujgcych analizowany obszar (Rys. 26b)

Rys. 26 a) obserwacja ogniska przy uzyciu kamery CCD Photonic Science b) odczyt intensywnos$ci pikseli
[17]. Po lewej stronie piku zogniskowanej wigzki widoczne jest tto pochodzace od wigzki bezposredniej,
niewidoczne na ekranie monitora "golym okiem'. Optymalizacja polega na uzyskaniu intensywnego,
waskiego piku z réwnoczesnym przeslonieciem pozostalych elementéw, w szczegélnosci tta widma

ciaglego.

8.3.  Pomiary zogniskowanej wiazki

8.3.1. Przekréj poprzeczny - Srednica oraz profil wiazki

Wiazka fotonow kierowana w okre§lony punkt praktycznie zawsze ulega geometrycznemu
poszerzeniu. Rozmycie wigzki jest wynikiem wielu niezaleznych od siebie czynnikow.

Rozktad zmiennej losowej zaleznej od wielu réznych czynnikow przyjmuje zazwyczaj postac
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rozkladu normalnego, dlatego intensywnos¢ wigzki fotonowej w przekroju poprzecznym
najczesciej ma posta¢ dwuwymiarowej krzywej Gaussa z maksimum lezacym w osi wigzki

(Rys. 27)

#3 beam0.tF (1/1)

£y =
Update

Blue [ Reference

Line Profile

Rys. 27 a) Obraz wiazki na ekranie
scyntylatora (szczegély pomiaru w dalszej

‘ 1 czesci pracy) oraz profil wiazki uzyskany na
t v podstawie obrazu b) dwuwymiarowy model
1 / \ rozkladu intensywnoSci wiazki

=

Distance [Pixel)

Srednica wiazki jest jednym z kluczowych parametrow charakteryzujacych uktad
mikrowigzkowy. W przypadku wigzki "gausopodobnej" nalezy wybra¢ miejsce na osi
intensywnos$ci, gdzie definiowana bedzie $rednica wigzki. Najczg$ciej przyjmuje si¢ tu
potowe maksymalnej intensywnosci piku FWHM (Full Width at Half Maximum) lub
wspotrzedna, dla ktorej intensywno$é wynosi 1/e? intensywnosci maksymalnej. Szeroko$¢

potowkowa piku oraz odchylenie standardowe rozktadu normalnego o taczy zaleznos¢ [49]

FWHM =2,2In2 0 ~2,35482 & (3)

Najbardziej znang metodg pomiaru przekroju poprzecznego wigzki jest tzw. metoda noza

(ang. knife edge, gaussian edge). W metodzie tej wigzka jest stopniowo przestaniana przez
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ostrg krawedz. Po kazdym przesunigciu krawedzi rejestrowana jest intensywnos$¢ wiazki,
ktéra w funkcji potozenia ostrza przyjmuje ksztalt dystrybuanty rozktadu normalnego.

Otrzymang krzywg mozna aproksymowac funkcjg postaci [50]

y =%£14_r erf[Mj}r P, 4

3

gdzie P1 odpowiada catkowitej intensywnosci wigzki, P> potozeniu maksimum piku, P4 linii

zerowej, a P3 to promien wigzki dla 1/e? intensywnos$ci maksymalnej (Rys. 28).

14000

n L} = - _
13500 4 P Rl ua Equation y =(P172)"(1+erf{(x - P2)/P3))+P4
| ]
13000 4 . Adj. R-Square 0,99677
Value Standard Error
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P1 12500 | B P2 5,55279 8,98788E-4
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12000 | B P4 11151,82192 21,49682
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P4 e et
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Rys. 28 a) Zmierzona intensywnos¢ wigzki w funkcji polozenia krawedzi b) parametry aproksymacji

Funkcje btedu przyjmuje si¢ ze znakiem ujemnym, kiedy ostrze zastania wiazke, lub ze
znakiem dodatnim, kiedy wiazka jest odstaniana (tj. na rysunku Rys. 28). Szerokos$¢

potowkowa piku oblicza si¢ z zaleznosci

FWHM = 0,18 * P3 (%)

Pomiar metodg noza powtarzany jest dla kolejnych odleglosci od powierzchni zwierciadet. W
ten sposob otrzymuje si¢ profil wigzki oraz optymalng odlegtos¢, gdzie szrokos¢ potowkowa

piku jest najmniejsza (Rys. 29)
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8.3.2. Widmo promieniowania oraz intensywnos$¢ wiazki

Widmo promieniowania wigzki jest wynaczane przy uzyciu detektora Amptek XR-100 [52]

(Rys. 30a), ktory jest elementem traktu pomiarowego i stuzy do wyznaczenie strumienia

fotonow. Ognisko znajduje si¢ w odleglosci zaledwie kilku milimetréw od powierzchni

elementu ogniskujacego, dlatego detektor musi by¢ pozycjonowany bardzo doktadnie, takze

ze wzgledu na bardzo niewielkie rozmiary wigzki. Detektor Amptek XR-100 jest chtodzony

termoelektrycznie, dzigki czemu jest on lekki i moze by¢ latwo pozycjonowany.

Powierzchnia czynna detektora to 6mm?, a jego zdolno$¢ rozdzielcza przy energii 5,9 keV

wynosi 145 eV (FWHM). W czasie pomiaru powierzchnia czynna detektora pozycjonowana

jest do ogniska wigzki. Zmierzona intensywno$¢ wigzki w ognisku przy napigciu anodowym

lampy 40 kV i pradzie targetu 30 pA wynosi ok. 1,75-10° fotonéw na sekunde.
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8.4. Uklad pozycjonowania i podgladu préobki

Kolejnym krokiem po zogniskowaniu i wyznaczeniu parametrow wigzki jest pozycjonowanie
uktadu optycznego do podgladu probki. Komorki obserwowane sg przy uzyciu kamery
cyfrowej zamocowanym poziomo mikroskopem optycznym (Rys. 21 na stronie 46).
Oswietlenie mikroskopu doprowadzane jest z zewnetrznego urzadzenia zamocowanym
poprzecznie Swiattowodem i trafia na prébke poprzez okular (Rys. 31a) Zdolno$¢ rozdzielcza
mikroskopu (1,5 um) oraz wzpodtczynnik kalibracji odleglosci na obrazie w pikselach do
rzeczywistego przemieszczenia pozycjonerow w mikrometrach (0,3 um/piksel) wyznaczone
zostaly w oparciu o specjalny wzorzec (Rys. 31b,c). Jest to litograficzny obraz prostokatow
oraz zawartych w nich kropek 1 réwnoleglych linii wykonanych z wolframu, umieszczonych
na krzemowym podlozu [44]. Wzorzec umozliwia takze okreslenie doktadnosci
pozycjoneréw probki (0,75 um). Powyzsze procedury zostaly szczegotowO opisane w

raporcie technicznym [17], a pliki z obliczeniami zostaly zatgczone na ptycie CD.
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2)

Rys. 31 a) Mikroskop z poprzecznym

wewnetrznym oSwietleniem. Swiatlo i
doprowadzane jest ze Zrédla (firma SCHOTT)
Swiatlowodem. Widoczny joystick do
automatycznej regulacji ostrosci oraz

powiekszenia b) fragment wzorca do pomiaru
rozdzielczo$ci obserwowany w mikroskopie do
pozycjonowania probki c¢) elementy patternu
obserwowane w mikrokoskopie w pracowni
biologicznej s I

Napromienianie pojedynczych komoérek wymaga zlokalizowania wigzki mikroskopem
optycznym, pracujacym przy takich samych ustawieniach jak w trakcie przebiegu
eksperymentu (maksymalne powigkszenie). Przetworzenie promieniowania rentgenowskiego
na $wiatlo widzialne odbywa si¢ w cienkiej warstwie umieszczonego w ognisku ekranu
scyntylatora P43 (Gd202S:Tb). Krysztaty scyntylatora wykazuja wlasnosci luminescencyjne,
CO zwigzane jest z istnieniem przerwy energetycznej pomiedzy pasmem walencyjnym a
pasmem przewodzenia [14]. Energia uwolniona w wyniku przejécia elektronu z poziomu

donorowego (domieszka Tb) do pasma walencyjnego odpowiada promieniowaniu o dtugosci

fali rownej 545 nm (barwa zielona - Rys. 32) [35].
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a) b)

Rys. 32 a) Zdjecie nieprzestonietej wiazki wykonane aparatem fotograficznym umieszczonym we wnece
pomiarowej (ISO 100, czas ekspozycji 30 sekund). Obraz zostal znacznie rozjasniony, gdyz w czasie
pomiaru panuje calkowita ciemno$¢. Po lewej stronie u gory zdjecia scyntylatora [17] b) zdjecie wiazki
zogniskowaniej widzianej przez mikroskop na ekranie scyntylatora.

Oprocz pozycjonowania w plaszczyznie prostopadlej do osi wigzki mikroskop musi zostaé
roéwniez wypozycjonowany w samej osi wigzki. Kiedy mikroskop pracuje przy maksymalnym
powigkszeniu, scyntylator ustawiany jest w takiej pozycji, aby jego ziarna byly w
mikroskopie wyraznie widoczne (ostre). W tej konfiguracji mikroskop 1 scyntylator,
zachowujac statg odleglos¢ A od siebie, poruszaja si¢ w osi wigzki zmieniajac odlegtos¢ B w
zakresie kilku milimetrow az do uzyskania najmniejszej i1 najintensywniejszej plamki
obserwowanej na ekranie scyntylatora (Rys. 33) [17]. Zoptymalizowana odleglos¢ B wynosi

ok. 95 mm.

57 31 18 FWHM [um]

1.70 1.80 1.87 odleglos¢ [mm]

o

a) b)

Rys. 33 a) Optymalizacja ukladu w osi wigzki b) Profil wigzki uzyskany w trakcie optymalizacji
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Po optymalizacji mikroskopu jego potozenie jest ustalone i nie zmienia si¢ w czasie
eksperymentéw. Po umieszczeniu szalki z komérkami na wysiegniku nalezy przemiescic ja w
osi wigzki w miejsce, w ktorym przy maksymalnym powigkszeniu mikroskopu komorki sa

widocze ostro. Wtedy znajduja si¢ one w ptaszczyznie ogniska wigzki (Rys. 34).

Rys. 34 Po optymalizacji polozenia
mikroskopu jego plaszczyzna
ogniskowania oraz plaszczyzna, na
ktorej znajduje sie¢ ognisko wiazki
pokrywaja sie [17].

B >

Po wypozycjonowaniu uktadu, na podstawie wspotczynnika kalibracji mikrometr/piksel, jak
rowniez na podstawie obrazu komorek i potozenia wigzki obserwowanych w mikroskopie,
mozliwe jest napromienianie wybranych pojedynczych komoérek (Rys. 35). Wszystkie
powyzsze procedury zostaly opisane w raporcie technicznym [17]. Na ptycie CD dostepny

jest krotki film przedstawiajacy napromienianie pojedynczych komorek.

L Rys. 35 llustracja metody napromieniania
2 O o) (s '«s  pojedynczych komérek.

Na obrazie komorek wezytywany jest
punkt P1, oznaczony jako $rodek wiazki
na analizowanym wcze$niej zdjeciu
ogniska. Na zdjeciu komoérek manualnie
oznaczane sa komorki przeznaczone do
napromienienia. Na podstawie
wspolczynnika kalibracji
mikrometr/piksel pozycjonery
przesuwaja szalke tak, aby wybrane
komérki znajdowaly si¢ kolejno w
ognisku wiazki. Animacja jest dostepna
na plycie CD.
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9. Hodowla komérkowa i procedury biologiczne

Napromieniane w ramach prezentowanej pracy komoérki pochodza z hodowli komorkowe;
prowadzonej w IFJ PAN przy wspotpracy z Katedrg Biochemii Lekarskiej CM UJ. Hodowla
komoérkowa umozliwia utrzymywanie poza organizmem zywych komorek przez okres ponad
24 godzin. W badaniach hodowle komorkowe zapewniajg kontrole S$rodowiska oraz
powtarzalnos¢ wynikow badan [37]. Hodowle komorek dostepne sa w formie tzw. linii
komoérkowych. Sg to populacje komoérek otrzymywane z hodowli pierwotnej po pierwszym
pasazu, czyli przeniesieniu komorek z dotychczasowego naczynia do nowego [37]. Hodowle
pierwotng otrzymuje si¢ z komorek pobranych bezposrednio z zywego organizmu. Komorki
muszg by¢ pasazowane co pewien czas aby zapobiec sytuacji, w ktorej w wyniku wielu
kolejnych podziatlow pokrywaja one gesto cata powierzchnig, na ktdrej rosng (zjawisko tzw.
konfulencji), co moze doprowadzi¢ do "zniszczenia" hodowli [37]. Podczas pasazowania
komorki "rozciencza" si¢ w odpowiednim stosunku i przenosi do nowych naczyn, namnazajac
w ten sposob ich populacje i zapewniajac rownoczesnie ciagto$¢ jednolitego materialu do
badan [37]. Zazwyczaj po trzecim pasazu linia staje si¢ stabilna, co oznacza, ze komorki
charakteryzuja si¢ ustalonym tempem podziatlow. Linie komorkowe uzyskane ze zdrowych
komorek posiadaja ograniczona liczbg pokolen. Mozliwa jest zatem tylko okre$lona liczba
pasazy, co jest odzwierciedleniem starzenia si¢ populacji komorkowych w warunkach in vivo
[37]. Natomiast komorki nowotworowe izolowane z guzé6w maja praktycznie nieograniczong
zdolno$¢ do proliferacji. Linie komorkowe uzyskane z tych komorek to linie ciggle, ktore
mozna pasazowac¢ nieskonczong ilos¢ razy. Pierwszg hodowle takich komoérek (i w ogole
pierwsza hodowle komorkowa na $wiecie) stworzyt amerykanski naukowiec George Otto
Gey [40]. Komoérki nowotworu szyjki macicy zostaty pobrane od Henrietty Lacks!! - 31-
letniej pacjentki szpitala Johns Hopkins w Baltimore (USA), ktéora w 1951 roku zmarta na

skutek choroby [36]. Od pierwszych liter imienia i nazwiska Henrietty Lacks wywodzi si¢

11 Dla zachowania anonimowos$ci Henrietta Lacks przez dtugi czas znana byta jako Helen Larson [36].
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nazwa pierwszej linii komorkowej - HeLa. Obecnie na $wiecie istnieja komercyjne banki
hodowli komoérkowych, gdzie dostgpne sa tysigce roznych rodzajow komorek. Kazda linia
posiada swoj unikalny identyfikator, skltadajacy si¢ zazwyczaj z pierwszych liter
charakteryzujacych dany rodzaj komorek (np. linia CHO - Chinese Hamster Ovary [cells] -
Komorki jajnika chomika chinskiego).

W Instytucie Fizyki Jadrowej PAN prowadzone sa hodowle kilku linii komorkowych. W
niniejszej pracy wykorzystane zostaty komoérki nowotworowe linii PC3. Linia ta wywodzi si¢
z przerzutu komoérek nowotworu prostaty do kosci [38]. Komoérki te przechowywane sg w
specjalnych sterylnych butelkach hodowlanych, gdzie przylegaja do $cianki poziomo utozonej
butelki. Komodrki zanurzone s3 w medium hodowlanym - substancji dostarczajacej im
sktadnikéw odzywczych niezbednych do ich przezycia, wzrostu oraz rdznicowania, jak
roéwniez stanowigcej odpowiednie srodowisko zewnetrzne. Butelki hodowlane z komoérkami
znajduja si¢ w inkubatorze zapewniajacym odpowiednig temperature (37°C) oraz wilgotnos¢
powietrza. Natomiast w celu napromienienia w przeddzien eksperymentu komorki
przenoszone s3 na cienkia folie¢ mylarowa zakrywajaca otwor w dnie szalki Petriego (RysS.
36). Dzicki swojej niewielkiej grubosci (1,5 um) folia mylarowa w niewielkim stopniu
rozprasza wigzke promieniowania nie powodujac jej znacznego poszerzenia.

Rys. 36 Szalka Petriego z wykonanym w podstawie otworem
o Srednicy 10 mm wypelnionym przez medium hodowlane
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Procedura przenoszenia komoérek na foli¢ mylarowa, potocznie nazywana "wysiewaniem
komorek", zostala opisana w pracy [39]. W ciagu kilkunastu godzin po przeniesieniu, dzigki
czynnikom adhezyjnym komorki przyklejaja si¢ do folii oraz ulegaja dalszej proliferacji.
Przed napromienieniem medium musi zosta¢ odciagniete, celem uniknig¢cia przesunigcia
obrazu zwigzanego z zalamaniem $wiatla na granicy osrodkéw (rozdzial 12 - wnioski).
Przykrywka szalki zastgpowana jest cienkg folig spozywcza, izolujacg komorki od czynnikoéw
zewnetrznych 1 umozliwiajacg rownoczesnie podglad mikroskopowy. Po napromienieniu
uzupehiane jest medium hodowlane, a szalka umieszczana jest z powrotem w inkubatorze. W
czasie napromieniania komorki sag w fazie G1 cyklu komoérkowego [dodatek E]. Dalszy
schemat postgpowania po napromienieniu zalezy od rodzaju prowadzonego eksperymentu. W
ramach niniejszej pracy prowadzono cztery rodzaje analiz: badanie przezywalnosci komorek,
obserwacj¢ mikrojader, obserwacj¢ uszkodzen DNA w zalezno$ci od dawki oraz badanie
kinetyki naprawy DNA. Kolejne podrozdzialy przedstawiajace przebieg poszczegdlnych
eksperymentéw poprzedzone zostaty charakterystyka znacznikow fluorescencyjnych

faczacych si¢ z DNA, wykorzystywanych w opisanych dalej analizach.

9.1. Stosowane odczynniki

Ponizsze analizy bazuja na wykorzystaniu zwigzkéw chemicznych bedacych znacznikami
fluorescencyjnymi. Po wzbudzeniu ich $§wiattem o okres$lonej dtugosci fali w mikroskopie
fluorescencyjnym mozna obserwowac ich Swiecenie. Jednak najistotniejsza cechg tych
zwiagzkow jest to, ze lacza si¢ one z DNA. Odbywa si¢ to na zasadzie interkalacji, czyli
przytaczania si¢ niewielkich czasteczek do zwigzkéw wieloczasteczkowych, ktorych
czasteczki zwigzane sa ze soba wigzaniami wodorowymi lub sitami van der Waalsa [40].
Taka czasteczka jest wilasnie DNA, gdzie pary zasad nukleinowych potaczone sg ze sobg
wigzaniami wodorowymi. Wykorzystywane znaczniki wnikaja do wnetrza helisy

umozliwiajgc lokalizacje samego DNA, lub charakterystycznych zwiazkéw pojawiajacych sie
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w miejscu, gdzie nastgpilo jego uszkodzenie. W przeprowadzonych badaniach wykorzystano
znacznik DAPI, jodek propidyny oraz antycialo histonowe gamma-H2AX z barwnikiem

Alexa Fluor 488.

9.1.1. DAPI

DAPI to barwnik fluorescencyjny silnic wigzacy sie¢ z DNA. Skrot prawdopodobnie
zawdzigcza swojej nazwie systematycznej w jezyku angielskim (4', 6-diamidino-2-
phenylindole). DAPI przenika zarowno przez uszkodzone jak i nienaruszone btlony
komorkowe, dzigki czemu jest uzywany do wybarwiania wszystkich komorek, zardwno
zywych jak 1 utrwalonych [40]. DAPI wzbudzany jest §wiatlem ultrafioletowym. Kiedy jest
zwigzany w DNA, maksimum absorpcji odpowiada dhugosci fali réwnej 358 nm, a
maksimum emisji 461 nm, przez co w mikroskopie fluorescencyjnym komorki wybarwione

tym znacznikiem majg niebiesko-fioletowy kolor (Rys. 37).

Rys. 37 Komorki wybarwione znacznikiem
DAPI w eksperymencie prowadzonym w
ramach niniejszej pracy

9.1.2. Jodek propidyny

Jodek propidyny (ang. PI - propidium iodide) - podobnie jak DAPI, taczy si¢ z DNA, jednak
moze on wnikng¢ do komorek tylko poprzez uszkodzone blony komorkowe, dlatego
stosowany jest do oznaczenia martwych komorek. Po wzbudzeniu promieniowaniem o

dhugosci fali 488 nm jodek propidyny emituje czerwone $wiatto (Rys. 38).
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Rys. 38 Komorki linii MG63 wybarwione jodkiem propidyny (fot.: dr Anna Wieche¢). Jodek propidyny
oprocz jader komorkowych wybarwia réwniez cytoplazme, co umozliwia wizualizacje calych komoérek.
Wyniki analiz z jodkiem propidyny zostaly takze opisane w pracy [41].

9.1.3. Przeciwciala Anti-phospho-Histone y-H2AX oraz Alexa Fluor 488
Przeciwcialo Anti-phospho-Histone y-H2AX wraz ze znacznikiem fluorescencyjnym Alexa
Fluor 488 stosowane jest do lokalizacji podwojnych uszkodzen DNA na zasadzie
immunofluorescencji - techniki pozwalajacej $ledzi¢ obecnos¢ (ekspresje) oraz lokalizacje
docelowego biatka w komoérce [42]. Podstawowa jednostka chromatyny jest nukleosom
[Dodatek E - Rys. 69 str 107), sktadajacy sie z DNA oraz formujacych go biatek, zwanych
histonami. Wyrdzniamy cztery rodzaje histonow: H2A, H2B, H3 oraz H4. W komorkach
ssakow, w odpowiedzi na powstanie podwoédjnego uszkodzenia DNA dochodzi do
charakterystycznej zmiany jednego z podtypow histonu H2A, oznaczanego jako H2AX [42].
Zmiana ta polega na przylaczeniu do bialka reszty fosforanowej, stad nazywana jest
fosforylacjg. Powstaje wowczas fosforylowana posta¢ H2AX, oznaczana jako y-H2AX. y-
H2AX akumuluje si¢ w miejscach uszkodzenia DNA, gdzie uruchamia kaskade czynnikow
naprawczych, aktywujac bialka biorace udzial w naprawie DNA [42]. Przeciwciato Anti-
phospho-Histone taczy si¢ z y-H2AX w miejscach, gdzie nastgpity podwdjne uszkodzenia
DNA. Z kolei Alexa Fluor 488 jest markerem fluorescencyjnym, wzbudzanym $wiattem o

dhugosci fali 488 nm, i rOwnoczesnie antyciatem skierowanym przeciw Anti-phospho-Histone
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(tzw. przeciwciatlo drugorzgdowe). Przytaczanie si¢ markerow Alexa Fluor do Anti-phospho-

Histone umozliwia zatem wizualizacj¢ oraz lokalizacje podwojnych uszkodzen DNA.

Rys. 39 Wybarwianie Alexa Fluor 488 komérek
napromienionych mikrowiazka promieniowania X
w IFJ PAN. Jasne czerwone kropeczki lokalizuja
miejsca wystapienia podwéjnych uszkodzen DNA.

9.2.  Metody analiz biochemicznych

9.2.1. Badanie przezywalnosci komorek

Po napromienianiu komoérki inkubowane byly przez okres 24, 48 oraz 72 godzin. Po tym
czasie byly wybarwiane odczynnikiem Hoechst33342 (substytut DAPI), a nastgpnie jodkiem
propidyny. W  mikroskopie fluorescencyjnym obserwowano komorki o$wietlane
promieniowaniem UV wzbudzajacym Hoechst, a nastgpnie $wiatlem wzbudzajacym jodek
propidyny. Nalozenie na siebie dwdch obrazow umozliwia obrazowanie apoptotycznych

komorek na tle wszystkich pozostatych widocznych w obrazie mikroskopowym.

9.2.2. Obserwacja mikrojader

Nieaprawione DNA moze skutkowa¢ odlaczeniem sie jego fragmentow, ktére podczas
podzialu komorki nie zostajg wcielone do zadnego z jader komorkowych. Wokot
odseparowanych fragmentéw DNA tworzy si¢ blona jadrowa. W ten sposob powstajg male
jadra, zwane mikrojadrami. Mikrojadra majg ksztatt okragly lub owlany 1 sg dobrze
oddzielone od reszty jadra. Rozmiar mikrojader jest rozny 1 zalezy od dlugosci

odseparowanego fragmentu DNA. Mikrojadra indukowane promieniowaniem sg mate i maja
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zwykle $rednice 6-12 um. Wiekszos¢ (ok. 80%) mikrojader ma rozmiary rzedu 6% glownego
jadra i zawiera 6-20% jego zawartosci [39]. Mikrojadra wybarwiajg si¢ w taki sam sposob jak
jadro. W celu obserwacji mikrojader po napromienianiu komoérki byty zalewane medium
hodowlanym z dodatkiem cytochalazyny B [39]. Jest to substancja blokujaca cytokineze,
czyli podziat cytoplazmy towarzyszacy podziatlowi komodrki. W rezultacie po niepelnym
podziale komorki w obrebie jednej blony komdrkowej widoczne sa dwa jadra.

Po napromienieniu komorki sg inkubowane przez okres 24, 48 i 72 godzin. W kolejnym
kroku, po odciggni¢gciu medium hodowlanego, komorki sg przemywane roztworem soli
fizjologicznej PBS (ang. Phosphate Buffered Saline) a nast¢gpnie utrwalane przygotowanym
na §wiezo roztworem metanolu i kwasu octowego (w proporcji 9:1). Po odciagnieciu
utrwalacza i przeplukaniu w wodzie destylowanej komorki barwione sg w roztworze jodku
propidyny i fluoresceiny rozcienczonych w PBS (odpowiednio 5 pg/ml i 10 pg/ml) lub w
roztworze 10 ml biekitu metylenowego (barwnik Giemzy) w 40 ml wody destylowanej. Po
wybarwieniu mozna obserwowa¢ dwujadrzaste komorki, a takze obecne w nich mikrojadra.

Przyktadowe zdjecie mikrojader uzyskane po napromienieniu mikrowigzkag X w IFJ PAN

przedstawia rysunek Rys. 40.

mikrojadra

T

a) b)

Rys. 40 Test mikrojadrowy a) komoérki nieuszkodzone b) komorki z mikrojadrami (fot.: dr Anna Wiecheé,
mgr inZ. Konrad Tkocz)
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9.2.3. Obserwacja uszkodzen DNA

Po napromienieniu komoérki sg inkubowane przez czas okreslony warunkami danego
eksperymentu, a nastgpnie po przeptukaniu w soli fizjologicznej PBS utwalane w roztworze
1.5 % paraformaldehydu (PFA) przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Po odciagnieciu
utrwalacza PFA komorki zalewane sa 70% roztworem etanolu i1 przechowywane w
temperaturze -20°C przez okres od 24 godzin do 2 tygodni. Kolejnym etapem,
przeprowadzanym w dniu analiz, jest permeabilizacja (uprzepuszczalnienie) blon
komorkowych, dzigki czemu barwniki stosowane w analizach moga tatwiej wniknaé do
wnetrza komorki. Permeabilizacja przeprowadzana jest przy uzyciu specjalistycznego
detergentu - trytonu X. Po odsaczeniu detergentu i przeputkaniu w PBS komorki inkubowane
sq przez 2 godziny w roztworze zawierajgcym antyciato Anti-phospho-Histone y-H2AX.
Nastepnie po przeplukaniu buforem TBP (ang. TATA [Box] Binding Protein'?) komorki sg
inkubowane przez godzing w roztworze zawierajacym przeciwciala drugorzgdowe Alexa
Fluor 488. Po odsaczeniu roztworu 1 kolejnym przeptukaniu w TBP stosowany jest barwnik
DAPI. Przy o$wietleniu probki swiattem o dtugosci fali 488 nm na ciemnym tle widoczne sa
czerwone plamki w miejscach powstania podwdjnych uszkodzen DNA (Rys. 39). Z kolei
oswietlenie promieniowaniem UV wzbudza DAPI, obrazujac komorki (Rys. 37). Z natozenia
na siebie tych dwoch obrazéw otrzymuje si¢ wizualizacj¢ podwojnych uszkodzen DNA w

komorkach (Rys. 41).

12 Biatko przylaczajace sie do sekwencji TATA w DNA - cherakterystycznego szeregu adenin i tymin
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Rys. 41 Nalozenie wybarwien komérek otrzymanych przy uzyciu DAPI oraz Alexa Fluor

Obserwacje uszkodzen DNA prowadzone byly w ramach dwoch eksperymentéw: badania
zalezno$ci dawka-efekt oraz kinetyki naprawy podwdjnych uszkodzen DNA. W badaniu
zalezno$ci dawka-efekt wszystkie probki utrwalane sa po uptywie tego samego czasu. W
przeprowadzonych eksperymentach przyjeto czas 30 minut. Natomiast w badaniach kinetyKi
naprawy DSB probki utrwalane sg po réznych czasach. Komoérki utrwalano po 30 minutach

oraz 1,3,7 i 10 godzinach po napromienieniu.
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CZESC 3 - WYNIKI I WNIOSKI

10.0Oszacowanie dawki

W celu wyznaczenia dawki nalezy oszacowa¢ mas¢ pojedynczej komorki. W tym celu
wykorzystano wyniki pomiaréw topograficznych komoérek PC3 wykonanych przy uzyciu
mikroskopu sit atomowych. W oparciu o topografie komoérek wyznaczony zostat statystyczny
profil komoérki PC3. Do analizy topografii wykorzystano darmowy program WSxM dostepny

w internecie [43]. Obliczenia zostaty wykonane w programie Mathematica (licencja Wydziatu

[ Profile from t9. stp (90 Opm x 90. Oum

Matematyki Stosowanej AGH) i dotaczone na ptycie CD.

Rys. 42 Profil komérki uzyskany w programie WSxM w oparciu o obraz topografii komérek wykonany
przy pomocy mikroskopu sil atomowych (fot.: mgr Katarzyna Pogoda).

Program WSxM umozliwia eksport profili do arkusza Excel, i tym samym ich doktadng
analizg. Satatystyczny profil komorki PC3 zostat przyblizony wypukla parabolg o miejscach

zerowych znajdujacych si¢ w odleglosci odpowiadajacej Sredniej szerokosci komorki u
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podstawy oraz maksimum odpowiadajacym S$redniej wysokosci komorki w najwyzszym

punkcie. Sredni promien komorki u podstawy wynosi 15 um, a $rednia wysoko$¢ 3,5 um.

Profil komorki PC3

N

wysokos¢ [um]

o =
o O =~ 01 Db O
! ! ! ! !

-5 12 9 6 3 0 3 6 9 12 15

szerokosc¢ [um]

Rys. 43 Statystyczny profil komorki PC3 "rozplaszczonej" na szalce Petriego

Statystyczny profil komorki opisany jest rdwnaniem paraboli

h(x) = —0,01556x° + 3,5

Ksztatt komorki przyblizony zostal zatem paraboloida o rownaniu

H(x,y) =-0,01556(x* +y*) +35.

(6)
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Rys. 44 Paraboloida przyblizajaca
statystyczny ksztalt komoérki PC3
"rozplaszczonej" na folii mylarowej

Objetos¢ komodrki mozna wyznaczy¢ za pomoca calki obrotowej. Wyobrazmy sobie zawarta
w paraboloidzie H(x,y) rur¢ o promieniu X, grubosci $cianki dx i dlugosci h(x) (Rys. 45).
Objetos¢ paraboloidy mozna przedstawi¢ jako sumg¢ objetosci $cian wielu takich rur

kaskadowo zawartych w sobie.

y Rys. 45 Rura zawarta o promieniu X,
dlugosci h(x) i grubosci Scianek dx,

zawarta w paraboloidzie H(x,y).
y=h(x) @

+—— h(x

v

Rk

Objetos¢ Sciany rury wynosi V, =27z Xh(x)dx. Objgtos¢ paraboloidy otrzymamy catkujac to

wyrazenie od zera do miejsca przeci¢cia si¢ profilu z ptaszczyzng podstawy.

Ry 15
Vi =27 [ x-h(x)dx = 27 [ x (- 0,01556 X" +3,5)dx = 1236 zm’ @)
0 0
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Obliczona w ten sposdb objetos¢ przyczepionej do podloza statystycznej komorki PC3
wynosi 1236 um3. Gestosé materialu komorki przyblizamy gestoscia wody, zatem masa

komorki wyniesie
3 ’ s kg 12

Profil wigzki w ognisku wyznaczony zostal na podstawie odczytu intensywnosci pikseli na
obrazie wigzki ze scyntylatora (Rys. 27 na stronie 51). Wyznaczona w oparciu wspotczynnik
kalibracji um/px (rozdziat 8.4) szerokos$¢ potowkowa piku FWHM to 20 um, a odchylenie

standardowe zgodnie ze wzorem 3 (strona 51) jest rtowne o = FWHM /2,35482 =8,49322.

Funkcja przekroju wigzki z rysunku Rys. 27 na stronie 51 przyjmuje zatem postac

XZ

M .e_ﬁ

9 =~ = =M :0,0469719, exp(-0,00693147x7), 9)

gdzie M jest pewng statg kalibracyjna. Podobnie jak w przypadku objetosci komorki, poprzez
obrét catki z ramienia funkcji g(x) wokot osi Oy otrzymujemy "objeto$¢" wiazki,
odpowiadajacg jej catkowitej intensywnosci. Przyjmujac granice catkowania od 0 do 3c
nalezy pomnozy¢ wynik przez 1000/997, poniewaz w przedziale (-30,3c) rozktadu
normalnego miesci si¢ 99,7% "populacji".

1000

30
|, =2 X-g(x)dx - —— 10
0 n! QL (10)
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Otrzymujemy wynik 1, =21,0528 M . Ekstrapolacje pomiarow wykonanych detektorem

Amptek daty wynik intensywnos$ci wigzki ok. 175000 fotonow na sekunde, zatem

M =175000/ 21,0528 = 8287,48. Ostatecznie funkcja przekroju wigzki przyjmuje postac

g(x) = 389,28 exp(-0,00693147 ) (11)

intensywnodi[ Hton/sak]
g

Rys. 46 a) przekrdj przez otrzymana
=T * — 5 w el funkeje rozkladu intensywnoSci wiazki
a) b) model 3D

-40

Metoda celowania w pojedyncze komorki jest dos¢ czasochtonna, a kiedy w celu uniknigcia
btedu zwigzanego z zalamaniem $wiatta na granicy osrodkoéw (opis w rozdziale 12) komorki
pozbawione s3 medium hodowlanego bardzo istotne znaczenie ma mozliwie krotki czas
wykonania pomiaru. Dlatego w praktyce stosowana jest metoda tzw. rastra, czyli jednorodne

napromienianie wybranego obszaru o ksztalcie prostokata (Rys. 47).

Rys. 47 Metoda napromieniania tzw. rastrem.
OKkregi symbolizuja napromieniane obszary
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Probki napromieniane byty z krokiem K = FWHM . Rysunek Rys. 48 przedstawia polozenia
wigzki w kolejnych krokach oraz rozkitad funkcji ®(x) natezenia promieniowania
zsumowanego wzdluz kierunku ruchu wigzki. Dziedzing funkcji ®(X) jest polozenie w

mikrometrach, a przeciwdziedzina natezenie promieniowania w fotonach/um?/sek.

intansywnosi[ Hton/s2k] intensywnodé{ Htonjsak]
400

;
- y
-100 Ji0 50 s0 100

a) b)

intensywnodi[ Dron/sek]

Rys. 48 a) Rozklad natezenia wigzki w kolejnych
krokach b) Funkcja ®(x) - suma rozkladow
wzdluz kierunku ruchu wigzki c¢) ®(x) w okolicy
x=0.

W przedziale, w ktorym ®(X) jest funkcjg okresows, jej wartos¢ minimalna wynosi
Dcmin = 390,8 [fot/um?/sek], a maksymalna ®cmax = 437,95 [fot/um?/sek]. Amplituda

oscylacji jest zatem rowna

A, = w — 2357 [fot/ ym? /5] (12)

a érednie natezenie 1, =@, +A, =414,37 fot/ um?/s. Przy odpowiednim kroku

K=0,7-FWHM amplituda wahan jest zaniedbywalna, i tym samym rozktad natg¢zenia
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promieniowania jest staly (Rys. 49). Otrzymujemy padajacy na komodrki rownomierny

"deszcz fotonow".

intensywnosé[fton/sek]

a) b)

Rys. 49 Metoda jednorodnego rastra. Przy kroku wiazki rownym 0.7 FWHM (rys a) uzyskuje si¢ staly
rozklad sumarycznej intensywnosci w pewnym przedziale wzdluz kierunku przemieszczania wiazki.

Po zdefiniowaniu geometrii wigzki oraz komorki mozna oszacowaé natezenie
promieniowania, ktore wulega rozproszeniu w komodrce. Promieniowanie stanowig
monochromatyczne fotony, zatem do okreslenia intensywno$ci wigzki po przejéciu przez
warstwe materialu mozna zastosowaé eksponencjalne prawo ostabienia Lamberta-Beera
[dodatek B]. Promieniowanie, zanim trafia na komorke, przechodzi przez foli¢ mylarowa o
grubo$ci 1,5um, na ktorej znajduja si¢ komorki. Folia mylarowa to kompozycja atomow
wodoru, wegla oraz tlenu o masowych udziatach odpowiednio H - 4,2%, C - 62,5%, O -
33,3%. Gesto$¢ mylaru wynosi pm=1,4 g/cm?, a jego masowy wspotczynnik ostabienia wigzki
dla energii 4,5 keV jest rowny pm =38,36 cm?/g [51]. Zatem liniowy wspdlczynnik ostabienia
wiazki  fotondow o energii 4,5 kev  w  folii mylarowej Wynosi
Oy = My - Py =53,704/cm=0,0053704/ 1. Po przejsciu przez foli¢ mylarowa natezenie

wigzki maleje do warto$ci
l, =1, -exp(- oy, -15um)=411,05 [ fot/ um?/s] (13)

Zatem na podstawe komorki pada strumien fotondw o natezeniu
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lyko =y -7 RZ = 290554 [fot/s] (14)

Nat¢zenie promieniowania przechodzacego przez komoérke mozna obliczy¢ podobnie jak jej
objetos¢. We wzorze 7 w miejsce funkcji okreslajacej wysoko$¢ h(x) komorki nalezy
podstawi¢ ostabienie wigzki promieniowania na odcinku réwnym h(x), czyli
I -eXp(— Ow -h(x)), gdzie ow jest liniowym wspotczynnikiem ostabienia wigzki o energii
4,5 keV w wodzie, rownym 0,0058/um. Zatem natezenie wigzki przechodzacej przez

komorke wynosi

Ry

I, =271, [x-exp(-oy, -h(x))dx = 287626 (15)
0

Obliczone w ten sposOb natgzenie promieniowania przenikajacego przez komorke to
Ik=287626 [fot/s]. Zatem w komorce zostaje rozproszonych I, =1,, — 1, =2928 fotonow w

ciggu sekundy, co stanowi prawie doktadnie 1% wiazki padajacej na komorke. Przyjmujac, ze
kazdy z foton6w niesie energi¢ 4,51 keV, otrzymujemy moc promieniowania rozproszonego

w komorce
P« =2928-4510eV /s-1,602 .10°C =21158-10"* J /s (16)

oraz moc kermy

K* =2 _17116y /s 17)
m

K

Doktadne parametry komorek otrzymane z 28 topografii daja S$rednice u podstawy

30,75+ 7,75um 1 wysokos¢ 3,44+0,56um. Profile najmniejszej 1 najwigkszej komorki
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opisane sa  odpowiednio  rownaniami PC3,,;, (X)=-0,0217x* + 2,87 oraz
PC3,,.« (x) =-0,0108 x*> + 4. Masy tych komorek Wynosza odpowiednio

M., =0,596-10"°kg oraz m =1932-10"%kg, a moc kermy K =1713Gy/s i

K—min K—max
Krw =1709Gy/s. Pomimo znacznej réznicy mas pomiedzy najwigksza a najmniejsza

komorka, przy rownomiernym napromienieniu obszaru moc kermy w komorkach rézni si¢

bardzo nieznacznie.

Rys. 50 Matematyczne modele "rozplaszczonych" komorek PC3: najwiekszej, Sredniej oraz najmniejszej

Kerma okresla ilos¢ energii wytworzonej przez promieniowanie w jednostce masy
napromienianej substancji. Cze$¢ tej energii moze wydosta¢ si¢ poza napromieniany obiekt,
unoszona przez elektrony delta, promieniowanie charakterystyczne lub promieniowanie
hamowania, dlatego dawka pochtonigta bedzie mniejsza [dodatek B]. Wybicie elektronu z
powloki K wodoru "kosztuje" foton 13 eV, co przy energii 4,5 keV nie ma wigkszego

znaczenia. Symulacja przejscia wigzki elektronéw o energii 4,5 keV w wodzie (Rys. 51)
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obrazuje ich zasigg dochodzacy do 0,8 pum, zatem niektére z powstatych w komorce

210.0 nrm]

420.0 nrm]

E30.0 nim]

840.0 nrm]

5547 nm -2774 nm 0.0%m 2774 nm 554.F nm
fotoelektronow oraz elektronow delta wydostang si¢ poza jej objetos¢.

Rys. 51 Symulacja poczatkowo réwnoleglej wigzki 25 elektronow o energii 4.5 keV w wodzie wykonana w
programie Casino [16]

Oszacowanie dawki mozliwe jest dzigki wykorzystaniu specjalistycznych pakietow
obliczeniowych, symulujgcych oddziatywanie czastek metodami Monte Carlo [dodatek B].
Woyniki symulacji dawki deponowanej w komoérce przez wigzke fotondw o energii 4,51 keV
przedstawiono w pracy [53]. Ksztalt komoérki zostat przyblizony elipsoidg obrotowsg o

potosiach a=15um , b=20um , c=37um. Przy natezeniu padajacej wigzki rownym

175-10° fotonéw na sekunde symulowana dawka wynosi 0,65 Gy/s, podczas gdy poczatkowa
energia kinetyczna wszystkich uwolnionych przez promieniowanie elektronéw, co w
przyblizeniu odpowiada kermie, jest rowna 1,04 Gy/s. Symulacje wykonano dla metody

celowania w pojedyncze komorki. Dla opisanej powyzej metody rastra na podstawe komorki
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pada promieniowanie o wigkszym natezeniu. Inny jest rowniez ksztatt komorki, jednak
roéznica ta nie wydaje si¢ duza, stad mozna przyjaé, ze w obu przypadkach stosunek dawki
pochtonigtej do kermy bedzie w przyblizeniu taki sam. We wspomnianych symulacjach
stosunek ten wynosi 0,65/1,04=0,625. W oparciu o przedstawione powyzej obliczenia
otrzymujemy moc kermy w przyblizeniu rownag 1,71 Gy/s. Przyjmujac ten sam stosunek
dawki pochtonigtej do kermy w metodzie rastra otrzymamy moc dawki pochtonigtej rowna
171Gy/s-0,625=106Gy/s.

Stosunek dawki pochtonigetej do kermy mozna oszacowaé takze w inny sposéb.
Promieniowanie wigzki pada na komorke od strony jej podstawy, zatem przestrzenny rozktad
torow powstatych fotoelektronéw oraz elektrondw delta bgdzie anizotropowy, skierowany w
gore komorki, co wynika z zasady zachowania pedu (Rys. 51). Odlegtos¢ 0,8 um, ktorg
mozna przyjac jako zasieg elektronéw o energii 4,5 keV w wodzie, postuzy do wyznaczenia

objetosci V,, strefy U komorki. Strefa U to objetos¢ ograniczona paraboloida H(X,Y),
definiujaca ksztalt komorki (Rys. 44), paraboloida F(X,Yy), otrzymang poprzez translacje
paraboloidy H(x,y) o wartos¢ -0,8 um w kierunku wektora prostopadtego do ptaszczyzny

podloza, oraz ptaszczyzng podloza. Rys. 52 przedstawia przekrdj poprzeczny strefy U jako

pole pomigdzy parabolami h(X) (krzywa czerwona) oraz f(x) (krzywa niebieska)

ograniczone od dotu osig OX.

B

— 0 o

-10 =3

=15

Rys. 52 Przekréj poprzeczny strefy U

77



Paraboloida ~ F(x,y) ma postaé  F(x,y)=-0,01556(x*+y’)+27. Parabola
f (x) =—0,01556 x* + 2,7 bedaca przekrojem poprzecznym paraboloidy F(X,Yy), ma miejsca

zerowe w punktach x, =-R X, =R,, gdzie R, =13.17 um. Objetos¢ V, paraboloidy

a !

F(X,y), obliczona analogicznie jak w rownaniu 7, Wynosi

1317

Ra
V, =27 _[x- f(x)dx=27 jx (-0.01556 X +2,7)dx = 736 zm® (18)
0 0

Objetos¢ V. strefy U wynosi V,, =V, -V, =500 um® i stanowi 40,5% catkowitej objetosci
komorki. Objetos¢ Vy, z ktorej wyswobodzone elektrony nie wydostang si¢ poza komorke,

stanowi zatem 59,5% catkowitej objetosci komorki, co w przyblizeniu odpowiada

otrzymanemu stosunkowi dawki pochtonigtej do kermy.

11.Wyniki eksperymentéw

11.1. Badanie przezywalnosci komoérek po napromienieniu

Pierwszym prowadzonym eksperymentem byla analiza przezywalnosci komorek. Wywotanie
apoptozy w komorkach miato by¢ najprostszym eksperymentem sprawdzajagcym poprawne
dziatanie ukladu, ostatecznie jednak okazalo si¢ niewykonalne. Wbrew wstepnym
oczekiwaniom, komorki linii PC3 okazaty si¢ bardzo odporne na napromienianie fotonami o
energii 4,5 keV. Nawet po 3-4 minutowym napromienianiu pojedynczej komorki, pomimo
"astronomicznej" dawki siegajacej 200 Gy nie zaobserwowano efektu apoptozy. Podobny
rezultat otrzymat Autor pierwszej pracy prowadzonej na ukladzie mikrowigzki protonowej w
IFJ PAN [34]. W rozdziale 8.2.2 (praca [34]) opisany zostal wynik badania przezywalnosci
komorek po napromienieniu kazdej z nich liczbg 3000 protonéw o energii 2 MeV. Nie
zaobserwowano podwyzszonego efektu apoptozy. Na koncu rozdzialu Autor powotuje si¢ na

wynik 10-20% komorek apoptotycznych dla dawki 10-15 Gy przy napromienianiu probki
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szeroka wiagzka protondéw, jednak brak dokladnych parametrow zastosowanej w tym
przypadku wiazki oraz sposobu okreslenia dawki sprawiaja, ze trudno jest si¢ odnies¢ do tego
wyniku. Z kolei w pracy [33] w rozdziale 4.2.1 przedstawiono wynik napromieniania
komoérek linii MKN-7 (komorki nowotworu zotadka) przy mikrowigzce protonowe;.
Parametry wiazki byly takie same jak w pracy [34] - 3000 protondéw o energii 2 MeV. W tym
eksperymencie zaobserowowano efekt apoptozy, zatem komorki linii MKN-7 okazaty sig
znacznie bardziej wrazliwe na napromienianie. Autor pracy [33] podaje warto$¢ dawki, jaka
napromieniono komorki - 20,2 Gy. Jest ona dziesigciokrotnie mniejsza od dawki
promieniowania X o energii 4,5 keV, deponowanej w komorkach przy mikrowigzce
rentgenowskiej w czasie prob wywotania apoptozy. Duza gesto$¢ jonizacji powodowanej
przez protony prowadzi jednak do znacznie wiekszej liczby podwojnych uszkodzen DNA, niz
ma to miejsce w przypadku promieniowania fotonowego (rozdziat 2). Wedlug danych z tabeli
Tabela 2 na stronie 101 wspotczynnik wagowy protonow o energii 2 MeV jest
dwudziestokrotnie wigkszy od wspotczynnika wagowego dla promieniowania fotonowego.
Przyjmujgc zatem to oszacowanie, dawka 20 Gy zdeponowana przez protony o energii 2 MeV
odpowiadata by dawce 400 Gy promieniowania fotonowego. Wnioskujac z pracy [34] oraz
danych z tabeli Tabela 2 mozna podejrzewaé, ze komorki PC3 przezyly by takie
napromienienie. Podobne znaczne wielkosci dawek deponowanych w komorkach mozna
znalez¢ w pracach [57] oraz [58]. W pracy [57] kazda z izolowanych komorek drozdzy (ang.
yeast cells) napromieniana byta polichromatyczng wiagzka rentgenowska (anoda Rh) przez 20
minut, co odpowiadalo dawce 60 Gy. 20 godzin po napromienieniu komoérki nadal ulegaty
wzrostowi i proliferacji. Ciekawa ilustracja promienioodpornosci tych komorek sg krzywe
przezywalnosci, przedstawione na rysunku 3 w pracy [58]. Wida¢, ze komorki te sg znacznie

bardziej wrazliwe na promieniowanie niskoenergetyczne o energii 533-553 eV niz na
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wysokoenergetyczne promieniowanie izotopu kobaltu ®°Co. Jednak nawet w przypadku tak
niskiej energii 90% komorek ginie dopiero przy dawce ok. 75 Gy.

W badaniach prowadzonych w ramach niniejszego projektu czas napromieniania probki
biologicznej byl mocno ograniczony. Szalka Petriego z wycigtym otworem zaklejonym folig
mylarowa, na ktorej znajdujg si¢ napromieniane komorki, ustawiona jest w pozycji pionowe;.
Powoduje to grawitacyjny odplyw cienkiej warstwy medium hodowlanego pokrywajacego
komorki lub jego parowanie pod wplywem czynnikow zewngtrzych, takich jak np. wzrost
temperatury zwigzany z o$wietleniem probki w celu jej obserwacji mikroskopowej. W czasie
eksperymentu komorki praktycznie pozbawione sg medium hodowlanego w celu uniknigcia
bledu zwigzanego z przesunigciem obrazu spowodowanym zatamaniem $wiatla na granicy
osrodkbw w czasie pozycjonowania komorek (rozdzial 12). Poniewaz w czasie
napromieniania komorki sg praktycznie pozbawione substancji odzywczych zawartych w
medium, dlatego nie moga by¢ naswietlane przez dtugi czas. Przyj¢to, ze czas poczawszy od
momentu przygotowania probki do naswietlah do momentu uzupelnienia medium po
naswietlaniach nie powinien przekroczy¢ 20 minut. Czas ten obejmuje rowniez ustawienie
oraz pozycjonowanie probki. Smier¢ pojedynczych komorek na szalce moze nastapic
niezaleznie od napromieniania, dlatego miarodajny wynik wymaga odpowiedniej statystyki, a
co za tym idzie odpowiedniej liczby napromienionych komorek, stad ograniczenie zwigzane z
czasem napromieniania pojedynczej komorki. Napromienianie komoérek w najdluzszym
mozliwym czasie rzgdu 5 minut nie spowodowato apoptozy. Przezyciowe badanie
napromienianych probek jodkiem propidyny zawsze dawalo negatywny wynik - wszystkie
komorki przezywaly napromienienie, lub liczba tych, ktére ulegly apoptozie byla
poréwnywalna z poziomem tta spontanicznych aktow $mierci pojedynczych komorek. Po

wielu eksperymentach dajacych negatywny wynik zrezygnowano z analiz przezywalnosci.
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11.2.

Test mikrojadrowy

Test mikrojadrowy wykonano dla 5 szalek. Ponizsza tebela oraz wykres ilustruja wyniki

eksperymentu

Tabela 1 Wynik testu mikrojadrowego

liczba liczba komorek |liczba komorek | sredni odsetek
dawka / kom. . : o
sz [Gy] przeanalizowa- | z jednym z dwoma mikrojader
y nych komoérek | mikrojadrem mikrojadrami [MN/kom] *100%
1 |0 (kontrola) |63 3 0 4,8
2 |318 105 7 0 6,7
3 424 45 2 0 8,9
4 1424 45 2 2 13
5 (42,4 200 19 0 9,5

0,14 q
0,12 -

0,1 1
0,08 +
0,06 -
0,04 -

Odsetek mikrojgder
[MN/kom*100%]

0,02 1

Wynik testu mikrojgdrowego

5 15 25 35 45
Dawka pochtonieta [Gy]

55

Rys. 53 Wynik testu mikrojadrowego. Ze wzgledu na brak powtorzen, dla szalek 1-2 przyjeto blad
pomiarowy uzyskany dla szalek 3-5.
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Rys. 54 Wzrost czestosci wystepowania mikrojader w napromienianym obszarze (fot.:dr Anna Wiecheé,
mgr inz Konrad Tkocz)

Powyzsze wyniki uzyskane zostaly z pierwszego, jedynego jak do tej pory testu
mikrojadrowego przeprowadzonego przy mikrowigzce rentgenowskiej. Sposrod kilkunastu
naswietlanych szalek miarodajny wynik udalo si¢ uzyskac jedynie dla pigciu z nich. Liczba
punktoéw na wykresie jest w tym wypadku niewystarczajaca do tego, aby na jej podstawie
prowadzi¢  spekulacje dotyczace charakteru zalezno$ci pomiedzy dawka a
prawdopodobiefstwem wystapienia mikrojadra. Wida¢ natomiast pewne podobienstwo
pomiedzy wykresem na Rys. 53 a analogicznym wykresem przedstawionym w pracy [34] na

rysunku 71 w rozdziale 8.4.

11.3. Obserwacja uszkodzeh DNA

Zdjecia rozktadow barwnikow DAPI oraz AlexaFluor naktadane byty na siebie jako warstwy
obrazu w programie Adobe Photoshop Elements. Po zapisaniu w formacie JPG zawezany byt
zakres histogramu barw celem otrzymania wlasciwego kontrastu. Nastgpnie w programie
Image-Pro wyznaczane byly odczyty S$rednich intensywnosci barw wzdluz wyraZnie

oddzielonych od siebie komorek (Rys. 55).

82



#) dapi-tr-3-sharp.jpa (1/1)

Line Profils - dap-tr-3-sharp.jog (1/1)

File  Color Report  Update

Cfence

Line Profile
90  E—

~

L
¥1:101440
Area: 4851.648 ] ettt N
%2:191 5 / 7N
¥2:139040 ]
% 95.23457

~J

\
/

===

100 200
Distance (Pixel)

Rys. 55 Analiza wybarwionych komoérek w programie Image-Pro

W pracy [39], gdzie komorki napromieniane byly mikrowigzka protonowsa, wyznacznikiem
intensywnos$ci uszkodzen DNA byta liczba pojedynczych intensywnych wybarwien (tzw.
foci). Natomiast po napromienieniu wigzka fotonow wybarwienia s3 mniej intensywne,
jednak maja charakter ciagly. Jest to konsekwencja rdznej gestosci jonizacji w przypadku
fotonow 1 czastek natadowanych, co schematycznie zostato przedstawione na rysunkach Rys.

9 na stronie 21 oraz Rys. 13 na stronie 25 w rozdziale 2.
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Rys. 56 Komorki PC3
napromieniane metoda rastra w
kwadratowym obszarze [53].
Dawka pochloni¢ta wynosita 32 Gy.
Komorki zostaly utrwalone 30
minut po napromienieniu.

W bezposrednio napromienianych
komérkach wybarwienia maja
charakter ciagly. Natomiast w
komérkach znajdujacych si¢ w
bliskim otoczeniu napromienianych
wida¢ pojedyncze, dobrze
odseparowane wybarwienia. Moze
to by¢ przejaw efektu widza.

W niniejszej pracy dla kazdej analizowanej komorki do arkusza Excel eksportowany byt
przebieg intensywnosci barw w formie trzech kolumn - intensywno$ci barwy czerwonej,
zielonej oraz niebieskiej (RGB). Ilosciowym wyznacznikiem uszkodzen DNA byl stosunek
intensywnos$ci barwy czerwonej (Red) do intensywno$ci barwy niebieskiej (Blue) wzdtuz
wybarwionej komorki (Rys. 55).

W sposoéb zilustrowany na przeanalizowano 114 komoérek w 11 "udanych" szalkach. Zdjecia
komorek oraz pliki Excela z profilami barw RGB zalaczone zostalty na ptycie CD. W
badniach zalezno$ci dawka-efekt udato si¢ otrzymaé¢ wyniki dla trzech czasow
napromieniania, a w eksperymencie badania kinetyki uszkodzen dla czterech czasow
inkubacji po napromienieniu. Ostateczne wyniki przedstawione zostaly na ponizszych

wykresach.
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Rys. 57 Zalezno$¢ "dawka-efekt'. Pierwszy punkt jest $rednig z 14 wynikéw, drugi z 8, a trzeci z 10.
Szalki inkubowane byly po czasie 30 minut od napromienienia

Q

3

m

T

(]

[1'4

2

(3]

Ke]

4

[

5

S 1 y = 3E-08x° - 4E-05x + 0,0122x + 3,1271

»n 05

0 T T T 1
0 200 400 600 800

Czas inkubacji po napromienieniu [min]

Rys. 58 Kinetyka naprawy uszkodzei DNA. Komérki napromienianie byly dawka 32 Gy. Pierwszy punkt
jest Srednig z 6 wynikow, drugi z 19, trzeci z 12, czwarty z 6.

Tak jak si¢ spodziewano, wynik potwierdza liniowa zalezno$¢ pomigdzy dawka
promieniowania a ilo$cig podwojnych uszkodzen DNA. Trzy punkty, w ktdére wpasowuje si¢
prosta regresji, sa $rednig z 32 pomiaréw. Punkty te dos¢ doktadnie wpisuja si¢ w liniowa
zalezno$¢. Dazenie prostej do warto$ci 1 dla punktu zerowego sugeruje niezalezng od
napromienienia progowa warto$¢ uszkodzen DNA. Niezerowy prog liczby wybarwien

komorek uzyskano réwniez w pracy [39] dla komorek napromienianych protonami oraz
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czastkami alfa. Szczegdlnie dobrze widoczne jest to na Rys 24, przedstawiajagcym kinetyke
naprawy DNA po napromienianiu komorek protonami o energii 2 MeV.

W niniejszej pracy, w eksperymencie analizy kinetyki uszkodzen DNA uzyskano 4 punkty
pomiarowe, bedace $rednig z 43 pomiaréw. Najlepszg aproksymacja punktéow pomiarowych
jest wielomian trzeciego stopnia. Krzywa wskazuje maksimum intensywnos$ci uszkodzen w
okolicy 3 godzin inkubacji po napromienieniu. OpoOznienie to moze by¢ cecha
charakteryzujaca kinetyke reakcji antyciata skierowanego przeciwko histonom naprawczym.
W pracy [39] zjawisko to mozna dostrzec na poczatku Krzywych przedstawionych na rysunku
24. Wykres krzywej takze sugeruje istnienie progowej intensywnosci podwojnych uszkodzen
DNA. Z wykresu wynika, ze uszkodzenia DNA powstate w wyniku napromienienia dawkg 39
Gy promieniowania fotonowego o energii 4,51 keV komorki PC3 naprawiajg catkowicie po
srednim czasie ok. 13 godzin. Tego typu informacje mogg by¢ przydatne przy planowaniu
radioterapii frakcjonowanej, czyli wielokrotnym napromienianiu guza nowotworowego w
okreslonych odstepach czasu. Z drugiej strony mozliwe jest, iz w wyniku mechanizméw
adaptacyjnych czas naprawy uszkodzen po kolejnym napromienieniu tych samych komodrek

bedzie krotszy, co bylo by dowodem na istnienie zjawiska hormezy radiacyjne;.

Rys. 59 Komérki PC3
napromieniane metoda rastra
(dawka 32 Gy) utrwalone 7
godzin po napromienieniu. W
tym czasie niektore z komorek
naprawily juz powstale
uszkodzenia DNA.

86



Podsumowujac wykres 58 powr6¢my na chwile do punktu wyjsciowego, znajdujacego sie na
koncu czesci drugiej. Miedzynarodowa Komisja Ochrony Radiologicznej definiuje jako mate
dawki te, ktére powoduja jonizacje we wrazliwych czeéciach komoérki w srednich odstgpach
czasu dtuzszych od czasu potrzebnego na zadziatanie mechanizmu naprawczego. W ostatnich
latach pojawila si¢ mozliwo$¢ wykonywania cyfrowych zdje¢ stomatologicznych. Aparatura
przeznaczona do wykonywania takich zdje¢ (w tym lampy rentenowskie) stanowi obecnie
wyposazenie wielu gabinetow dentystycznych. Ze wzgledu na tatwo$¢, krotki czas wykonania
i niskie koszty, zdjecia takie powtarzane sg czasem kilkakrotnie az do uzyskania najlepszego
obrazu (co jest typowe dla fotografii cyfrowej). Jednak w tej sytuacji napromienione komorki
nablonka jamy ustnej mogg nie mie¢ czasu na naprawe Uszkodzen - czasu, ktory miaty, kiedy
zlecone zdjecie rentgenowskie zgba dentysta ogladal podczas kolejnej wizyty. Czeste
napromienianie w krotkich odstepach czasu moze doprowadzi¢ do transformacji
nowotworowych, opisanych w rozdziale 4.2. Badania kinetyki naprawy radiacyjnych
uszkodzen komoérek nabtonka jamy ustnej mogly by stanowi¢ pewng sugesti¢ dotyczaca

czestosci wykonywania zdje¢ stomatologicznych.

12.Whnioski

Konstrukcja 1 wykorzystanie w badaniach radiobiologicznych uktadu mikrowigzkowego
faczy ze soba dwie dziedziny nauki - fizyke¢ oraz biologi¢. Rozbudowana czg$¢ techniczna,
jak rowniez obszerna teoria oddziatywan promieniowania z materig, stanowi niewatpliwa
zachete dla fizykéw. Nalezy jednak pamieta¢ o tym, ze eksperymenty prowadzone na
skonstruowanym uktadzie to juz de facto praca z dziedziny biologii. Zasadnym wydaje si¢
zatem, aby tego typu uktady powstawaly przy dziatajacych juz pracowniach biologicznych, a
zespot biorgcych udzial w projekcie biologéw byé przynajmniej tak liczny jak zespot

fizykow. Jako$¢ pracowni biologicznej ma kluczowe znaczenie, moze nawet wigksze niz
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uzyskane parametry uktadu fizycznego. Jezeli wszystkie komorki na szalce ging w wyniku
zakazen, to rozmiar i intensywnos$¢ wiazki nie maja wigkszego znaczenia.

Napromienianie pojedynczych wybranych komorek jest mozliwe, jednak metoda ta napotyka
liczne trudnosci, o ktorych nalezy pamietaé, szczegélnie w czasie prac projektowych
zwigzanych z budowg stanowiska. Czynniki zewngtrzne, ktére w skali makroskopowej sa
niezauwazalne, w skali mikro moga juz mie¢ duze znaczenie. Obcigzenie pionowych
pozycjonerdw przez znajdujace si¢ na nich urzadzenia powoduje ich niewielkie (w skali
makro) przemieszczanie si¢ w dol, co w mikroskali prowadzi do koniecznosci nieustannego
korygowania ustawien elementéw uktadu. Dlatego szczego6lnie pionowy pozycjoner uktadu
ogniskujacego musi cechowaé sie bardzo dobra stabilnoscig. Réwniez drgania zewnetrzne,
bedace wynikiem pracy innych urzadzen, nieuwaznych trzasni¢¢ drzwiami lub nawet ruchu
cigzkich pojazdéw transportu drogowego moga powodowac rozogniskowanie wigzki.
Pracownia mikrowigzki powinna zatem znajdowac si¢ z dala od miejsc ruchliwych lub
podlegajacych drganiom sejsmicznym. Podstawa ukladu powinna takze zawiera¢ elementy
thumiace drgania. Warto zwrdci¢ takze uwage na zakup odpowiedniej kamery naukowej oraz
oprogramowania do akwizycji 1 analizy obrazu. Obraz mikrowigzki na ekranie scyntylatora
cechuje si¢ bardzo niskg intensywnoscig. W przypadku omawianego uktadu czas akwizycji
tego obrazu jest rzedu 1 minuty. W tej sytuacji dodawane do niektorych zestawow
mikroskopowych tanie kamery przemyslowe nie beda w stanie sprostaé wymaganiom
eksperymentu. Dobrym rozwigzaniem zastosowanym w opisywanym ukladzie jest
oprogramowanie Image-Pro, umozliwiajace zarowno akwizycj¢ jak i zaawansowang analize
obrazu. Program umozliwia rowniez sterowanie pozycjonerami probki przy mikroskopie.
Kolejnym wyzwaniem dla konstruktorow uktadow przeznaczonych stricte do napromieniania
pojedynczych komorek jest przesunigcie obrazu zwigzane z zalamaniem $wiatta na granicy
dwoch o$rodkow. Komorki powinny by¢ zanurzone w medium hodowlanym - cieczy

dostarczajacej im niezbednych do Zycia substancji odzywczych. Przesunigcie obrazu zalezec
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bedzie od ksztattu menisku oraz grubosci kropli medium utrzymujacej si¢ w otworze z
komorkami. W uktadzie pionowego ustawienia szalki oba parametry mogg zmienia¢ si¢ w
czasie, zatem bezbledne celowanie w pojedyncze komoérki wymaga utrzymywania ich na
praktycznie suchym podiozu. Wigze si¢ to z pozbawieniem ich substancji odzywczych oraz
pozostawieniem w nienaturalnych warunkach, przez co czas napromieniania jest bardzo
ograniczony (maksymalnie 20 minut). Ponizszy rysunek Rys. 60 ilustruje przesunigcie obrazu
w wyniku zatamania $wiatla na granicy powietrze-medium hodowlane w ukladzie
mikrowigzki rentgenowskiej w IFJ PAN. Wykorzystano cienka ztota foli¢ do pomiaru
zdolnos$ci rozdzielczej, przyklejona po drugiej stronie folii mylarowej zakrywajacej otwor w
dnie szalki Petriego. Otwor zostal wypeliony kropla medium o grubosci ok. 2mm.
Przesunigcie obrazu wynosi ok 60 mikrometréw, co w przyblizeniu odpowiada podwdjne;j

srednicy statystycznej komorki PC3.

9

Rys. 60 llustracja efektu przesuniecia obrazu wskutek zalamania $wiatla na granicy powietrza i medium
hodowlanego a) obraz z bardzo cienkg warstwg medium b) obraz z warstwa medium o grubosci ok. 2 mm
¢) nalozenie obrazow a i b, d) wykorzystana siatka mikroskopowa o $rednicy 3 mm.
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Trudna w realizacji metoda napromieniania pojedynczych komorek konieczna jest do
prowadzenia badan efektu widza. Natomiast w badaniu zaleznos$ci dawka-efekt oraz w
badaniach kinetyki naprawy radiacyjnych uszkodzen DNA bardziej efektywny wydaje si¢
Sposob opisany w rozdziale 10 - metoda jednorodnego rastra, ktora ilustruje Rys. 49 na
stronie 73. W metodzie tej obszar, na ktorym znajduja si¢ komorki, napromieniany jest
rownomiernie stosunkowo szerokg wiagzka. Do optymalnej szerokos$ci wiazki doprowadza nas
ponizsze rozwazania.

Przy napromienianiu komorek mikrowigzka protonowa w IFJ PAN wykonywany otwor w
dnie szalki Petriego (Rys. 36 na stronie 59) miat §rednicg 10 mm. W przezentowanej pracy
srednica otworu Dow zostata zredukowana do 6 mm, i wydaje si¢ zasadne, aby byla ona
jeszcze mniejsza np. 4mm. Otwory mogg by¢ wiercone, cho¢ szybszym i wygodniejszym
sposobem jest ich wtapianie przy pomocy gorgcego ostrza.

W metodzie rastra roéwnomiernie napromieniany jest obszar o ksztalcie prostokata.
Najwigkszy obszar komorek, jaki mozna w ten sposob naswietli¢, stanowi kwadrat wpisany w
okrag o $rednicy Dotw (RysS. 61).

Rys. 61 Otwér w szalce Petriego o Srednicy D i
napromieniany kwadratowy obszar o boku a.

Bok kwadratu ma dlugos¢ a,, =D [\2, zatem dla otworu o srednicy 4mm

otw

Ay, = 2,83mm. W okolicy wierzcholkéw kwadratu znajduje si¢ granica obszaru, gdzie na

komorki hipotetycznie moga mie¢ wptyw pewne warunki brzegowe, dlatego napromieniany

obszar zmiejszymy do kwadratu boku a, = 2,5 mm, ktérego pole wynosi P, = 6,25 mm?.
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Na przyktadowym zdjgciu wykonanym przy uzyciu mikroskopu do podgladu probki w

skonstruowanym uktadzie znajduje si¢ ok. 100 komoérek (Rys. 62).

Rys. 62 Przykladowe zdjecie komorek wykonane w mikroskopie do podgladu prébki

Oryginalny obraz ma rozdzielczos¢ 1392 px * 1040 px, co po przeliczeniu (wspotczynnik
kalibracji 0,3 um/px w rozdziale 8.4) daje obszar o wymiarach 417,6 um x 313 um i polu

rownym p, = 0,4176 mm-0,313 mm = 0,13mm?. Stosunek pola napromienianego kwadratu do
pola tego obszaru wynosi P,/ p, =48,08. Pomnozenie tego stosunku przez liczbg komorek

obserwowanych na pojedynczym zdjeciu daje szacunkowa liczbe komorek w calym
napromienianym obszarze. Z analizy 6 zdj¢¢ srednia liczba komoérek na pojedynczym zdjeciu
wynosi  106+11, zatem w calym napromienianym  obszarze otrzymujemy

48,08-(106+11) = 5048 +529 komérek. Taka liczba napromienionych komérek wydaje sig

wystarczajgca dla uzyskania do$¢ dobrej statystyki.
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Dla wyznaczenia optymalnego rozmiaru wiazki przeanalizujmy jeszcze raz rysunek Rys. 49

ze strony 73.

intensywnosé] Ston/szk] intensywnodi] Bton/sek]
sl

Rys. 63 Przedruk rysunku Rys. 49

Dlugo$¢ odcinka plateau na wykresie b wynosi Ly, =604m, a szeroko$¢ potdéwkowa piku

L . .
FWHM =20um. Stosunek  «, :ﬁ:& Zatem przy zalozeniu, ze obszar jest

napromieniany z krokiem wigzki rownym 0,7 - FWHM , wspdlczynnik o, musi by¢ wigkszy
lub réwny 3, czyli szeroko$¢ poldéwkowa wigzki musi by¢ co najmniej 3 razy mniejsza od
oczekiwanej dtugosci plateau, réwnej dlugosci mniejszego boku napromienianego prostokata.
Zatem dla rozpatrywanego powyzej kwadratu o boku a, =25mm szeroko$¢ potéwkowa
wiazki nie moze by¢ wigksza niz 830 um.

W przypadku  monochromatycznego  Zrdédla  promieniowania  rentgenowskiego
przeznaczonego do badan przezywalnosci komoérek po napromienieniu wydaje si¢ wskazane,
aby energia uzytego promieniowania byta mozliwie jak najnizsza. Poparciem tej tezy moga
byc wyniki badan przedstawione w pracy [58]. Dla lampy rentgenowskiej dzialajacej w
uktadzie skonstruowanym w ramach niniejszej pracy producent oferuje rowniez anode¢
aluminiowg o energii promieniowania charakterystycznej linii Ko réwnej 1,49 keV. O ile w
przypadku promieniowania o energii 4,51 keV w komorce pochlaniane jest ok 1% wiazki, to

w przypadku energii 1,49 keV w komorce rozproszone zostanie 20% padajacego na nig
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promieniowania. Nawet przy uwzglednieniu mniejszej w tym wypadku intensywnosci
promieniowania, wynikajacej z jej zaleznosci od masy atomowej materialu anody, jak
réwniez wigkszej absorpcCji promieniowania w folii mylarowej, przy niezmieniajacych si¢
pozostaltych warunkach napromienienia opisanych w rozdziale 10 moc kermy uwolnionej w
statystycznej komoérce wyniesie ok. 17 Gy/s (obliczenia na ptycie CD), czyli prawie
dziesigciokrotnie wigcej niz w przypadku promieniowania o energii 4,5 keV.

W metodzie jednorodnego rastra nie celuje si¢ w pojedyncze komorki. Nie ma zatem
koniecznosci odsaczania medium hodowlanego, przez co eksperyment moze trwaé znacznie
dtuzej. Jest to istotne w przypadku migkkiego promieniowania rentgenowskiego, ktore ze
wszystkich rodzajow promieniowania jonizujacego jest najmniej efektywne w uszkadzaniu
komorek (stad m.in. jego powszechne zastosowanie w diagnostyce medycznej). Mimo iz
szalka znajduje si¢ w pozycji pionowej, to niewielka kropla medium moze utrzymywac si¢ w
otworze z komorkami przez dhugi czas dzigki sile napiecia powierzchniowego (zostalo to
sprawdzone w czasie wykonywania zdje¢ z rysunku Rys. 60). Komorki r6zng si¢ od siebie
rozmiarami, jednak przy padajagcym na nie jednorodnym "deszczu promieniowania" ilos¢
energii zdeponowanej w danej komorce jest tym wieksza, im wigksze jest pole zajmowanej
przez nig powierzchni, a im wigksze jest pole zajmowanej przez komoérke powierzchni tym
wieksza jest jej masa. Zatem dawka otrzymana przez poszczegdlne komodrki bedzie bardzo
zblizona, co wykazano na koncu rozdziatu 10. W metodzie napromieniania pojedynczych
komorek krotki dopuszczalny czas napromieniania wigze si¢ z niewielka liczbg komorek
napromienionych, ktére przy nieznacznym napromienieniu bardzo trudno jest odnalez¢ w
niewyraznym s$wietle barwnikow fluorescencyjnych, wérod spontanicznych wybarwien, na
powierzchni zapelnionej ogromng iloscig pozostatych komodrek. W metodzie jednorodnego
rastra nie ma tego problemu, a dodatkowymi zaletami sg bardzo dobra statystyka oraz

efektywne wykorzystanie drogich odczynnikow. Jako ze w metodzie tej nie ma koniecznosci

93



celowania w pojedyncze komorki, nie ma zatem koniecznos$ci obserwacji komorek w uktadzie
przeznaczonym do ich napromieniania, co znacznie obniza wymagania dotyczace uktadu
mikroskopu do podgladu probki. Uzyskanie wigzki o rozmiarach rzgdu milimetra mozliwe
jest przy zastosowaniu kolimatora lub systemu przeston, co nieznacznie obniza intensywno$¢
wiazki, natomiast wyraznie obniza koszty. W tej sytuacji uzyskuje si¢ promieniowanie
polichromatyczne. Zmieniajac  energi¢ uzytego promieniowania przy pomocy
monochromatora mozna poszukiwa¢ wartosci, dla ktorej wspotczynnik kierunkowy prostej z
rysunku Rys. 57 na stronie 85 osiggnie maksimum. Odkrycie takich zalezno$ci
rezonansowych w przypadku komoérek nowotworowych mogto by by¢ bardzo uzyteczne w
radioterapii. Metoda jednorodnego rastra moze by¢ zatem efektywnym kompromisem
pomiedzy dwiema metodami napromieniania komorek, przedstawionymi na Rys. 20 na

stronie 43.

Podsumowanie

Wykorzystanie promieniowania jonizujacego staje si¢ coraz bardziej powszechne w
diagnostyce medycznej 1 terapii. Najblizszym nam przykltadem moze by¢ powstajace na
terenie Instytutu Fizyki Jadrowej PAN nowoczesne Centrum Hadronoterapii. Wydaje si¢
uzasadnione, aby wraz z rozwojem os$rodkow medycznych wykorzystujacych
promieniowanie jonizujace nastgpowatl takze rozwdj stanowisk 1 metod badawczych,
umozliwiajagcych dogl¢bng analize mechanizméw oddziatywania promieniowania na
poziomie komorkowym, gdyz to wilasnie na tym poziomie zachodzg zjawiska mogace
zadecydowac o losie calego organizmu. Taki wtasnie uktad badawczy zostat skonstruowany
w ramach niniejszej pracy doktorskiej. W Polsce jest to pierwszy uktad do napromieniania
pojedynczych zywych komoérek promieniowaniem rentgenowskim. Wigzka promieniowania
X ma w ognisku srednice ok. 20 mikrometrow, co jest porownywalne ze $rednicg pojedynczej

komorki. Opracowane zostaly metody precyzyjnego pozycjonowania oraz podgladu probki i
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ogniska wigzki, jak rowniez metoda automatycznego napromieniania pojedynczych
wybranych komorek. Przeprowadzone wstepne eksperymenty potwierdzaja mozliwosci
zastosowania ukladu w badaniach mikrodozymetrycznych, zatem cel pracy zostat
zrealizowany.

Uzyskanie wiagzki o rozmiarach rzedu pojedynczych mikrometrow konieczne jest do
prowadzenia badan efektu widza. Natomiast do prowadzenia badan kinetyki naprawy
radiacyjnych uszkodzen DNA oraz zalezno$ci dawka-efekt mozna postuzy¢ si¢ szersza
wigzka, ktorej $rednica dochodzi nawet do 1 mm, oraz zaprezentowanym w niniejszej pracy
matematycznym algorytmem. Wydaje sie, iz to wilasnie kinetyka naprawy radiacyjnych
uszkodzen DNA moze by¢ kluczowym efektem determinujgcym skutki dziatania na organizm
niskich dawek promieniowania jonizujacego. Zaprezentowana w pracy metoda umozliwia
znaczne obnizenie kosztow budowy ukladu przeznaczonego do badan radiacyjnych
uszkodzen DNA oraz zalezno$ci dawka-efekt w komorkach hodowlanych. Stwarza to szanse
na wigksze upowszechnienie tych badan, co z czasem moze zaowocowac¢ odkryciem nowych

zaleznos$ci pomigdzy parametrami napromieniania a biologicznym skutkiem.
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DODATEK A) Liniowy przekaz energii LET

Im wigkszy tadunek niesie czgstka, tym wigksza jest przestrzenna gestos¢ wywotlanych przez
nig jonizacji. Czagstka alfa ma podwodjny tadunek dodatni, przez co sita oddzialywan
kulombowskich jest duza, co prowadzi do wigkszych strat energii na jednostke drogi niz ma
to miejsce np. w przypadku pojedyczo natadowanego protonu. Ilo§¢ energii traconej przez
czastke na jednostke drogi w materiale, i tym samym ilo$¢ energii przekazanej absorbentowi
w jednostkowym odcinku drogi przebytej przez czastke, okresla liniowy przekaz energii LET
(Linear Energy Tranfer). Wielko$¢ ta zalezy od gestoSci materiatu oraz energii Kinetycznej
przemieszczajacej si¢ w nim czastki promieniowania, a w przypadku czastek naladowanych
przede wszystkim od ‘ladunku elektrostatycznego czastki. Dla promieniowania
korpuskularnego LET zmienia si¢ wzdluz drogi przebytej w materiale absorbenta, mozna
jednak poréwnaé poszczegoOlne czastki lub ich wigzki pod katem poczatkowej lub Sredniej
wartosci LET. W przypadku dwoch czastek o tej samej poczatkowej energii kinetycznej, ta
ktoéra ma wigkszy LET bedzie szybciej traci¢ energie w wyniku oddziatywan, przez co bedzie
mie¢ krotszy zasigg materiale absorbenta. Podwojny tadunek czastki alfa, i tym samym
intensywne oddzialywanie kulombowskie sprawia, ze czastka ta ma stosunkowo niewielki
zasieg w organizmie czlowieka, gdzie zatrzymywana jest przez skore'®. Najczesciej
stosowana jednostka wspotczynnika liniowego przekazu energii jest kiloelektronowolt na

mikrometr [keV/um].

13 Jednak na tym niewielkim odcinku drogi przebytej w skorze czastka alfa deponuje znaczng energie,
dlatego intensywna wigzka tych czastek skierowana na skére moze wywola¢ w niej powazne
uszkodzenia. Dostownie na wlasnej skorze przekonat si¢ o tym Pierre Curie, celowo przywigzujac
bandazem do wtasnego ramienia preparat radowy [5].
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DODATEK B) Prawo ostabienia wigzki (Lamberta-Beera)

Spadek natezenia monochromatycznej wiazki na drodze jej przejScia przez jednorodny
materiat okre§la prawo Lamberta-Beera, znane rowniez jako prawo ostabienia wigzki [4].

Prawo to wyraza réwnanie rézniczkowe

dl = —o I dx (19)

gdzie dl to zmiana natgzenia réwnoleglej monochromatycznej wigzki promieniowania o
natezeniu | spowodowana przejsciem tej wigzki przez cienkg warstwe materiatu o grubosci dx
posiadajacego linowy wspotczynnik ostabienia wigzki o. Minus bierze si¢ stad, ze natgzenie
maleje wraz z droga przebyta w materiale, czyli przyrost natezenia jest ujemny [14].

Rozwigzaniem rownania (19) jest funkcja

I =16 (20)

gdzie

X — grubo$¢ absorbentu przez ktory przechodzi promieniowanie
lo — natezenie wigzki padajacej na absorbent
| — natezenie wigzki po przejsciu przez absorbent

c — liniowy wspétczynnik ostabienia wigzki o wymiarze [cm™]

Dla przyktadu mozemy rozwazy¢ warstwe jednorodnego materiatu o grubosci d i liniowym
wspotczynniku ostabienia wigzki o, przez ktorg przechodzi emitowana ze zrodta wigzka

promieniowania o poczatkowym natezeniu lo (Rys. 64).
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Zrédto >~ ~| Detektor

e)

Rys. 64 Oslabienie wigzki w trakcie przej$cia przez material [14]

Rejestrowane przez detektor natezenie przechodzacej wiazki Ir wynosi
I, =1,e°¢ (21)

Funkcja bedaca rozwigzaniem rowniania (19) jest tzw. zanikajacg eksponentg (Rys. 65).

I ( x) Rys. 65 Ubytek natezenia

monochromatycznej wiazki o
poczatkowym natezeniu Io w funkcji
drogi przebytej w materiale [14]

Liniowy wspolczynnik ostabienia wigzki o okresla ubytek natezenia wigzki promieniowania
na jednostke odlegtosci, ktora wiazka ta przebywa w absorbencie. W praktyce postugujemy

si¢ rowniez masowym wspotczynnikiem ostabienia wigzki p, zdefiniowanym wzorem
c

n=-

p

gdzie p jest gestoscig materiatu.
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DODATEK C) Dawka promieniowania

Promieniowanie jonizujace, tak jak kazdy inny rodzaj promieniowania, padajac na dany
obiekt przekazuje mu pewnag energi¢. Energia ta deponowana jest w napromienianym
obiekcie poprzez opisane w rozdziale 2 zjawiska oddziatywan. Ilo$¢ energii deponowanej
przez promieniowanie w jednostce masy napromienianej substancji okreslana jest jako dawka

pochionigeta [2].

D=E/m (22)

D - dawka, E - energia, m - masa
Podstawowg jednostka definiujacag dawke promieniowania jonizujacego jest grej [Gy].
[Gy] = [J]/ [ka]
Innym sposobem okre$lenia wielko$ci napromienienia obiektu jest dawka ekspozycyjna,
zwana rowniez ekspozycja. Okresla ona catkowity tadunek jondéw jednego znaku

wytworzonych przez promieniowanie w jednostce masy napromienianej substancji.

X=Q/m (23)
gdzie X - ekspozycja, Q - catkowity tadunek, m - masa. Jednostka ekspozycji jest rentgen
[R]=[C]/ [kg]
Powyzsze wielkosci opisuja skutek zakonczonych juz oddzialywan promieniowania z
materialem. Wielko$ciami charakteryzujacymi promieniowanie jako czynnik oddziatywujacy
na biezaco s3 strumien oraz moc dawki pochlonigtej. Strumien promieniowania definiowany
jest jako suma dlugosci torow wszystkich czastek penetrujacych dang objetose

o d

- (24)

Moc dawki pochtonigtej to stosunek dawki pochlonietej do czasu, w ktorym promieniowanie

zdeponowalo swojg energie
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D'=dD / dt (25)

Wielko$¢ ta ma szczegdlne znaczenie w przypadku napromieniania zywych organizmow.
Istotne jest, czy przyktadowa dawke 100 mGy organizm otrzymal na przetomie wielu lat czy
tez w czasie kilku sekund. To wtasnie moc dawki mierza dozymetry.

Promieniowanie ulegajgce rozproszeniu w materiale nie zawsze deponuje w nim catg swoja
energi¢. Energia rozproszonej wigzki zostaje przekazana naladowanym czgstkom wtornym,
dokonujgcym znaczacej jonizacji (rozdziat 2.4). Czastki te, jak rbwniez generowane przez nie
fotony promieniowania charakterystycznego i promieniowanie hamowania, mogg wydostac
si¢ poza napromieniany obiekt pomniejszajagc tym samym warto$¢ energii pochtonietej.
Sumaryczng energi¢ kinetyczng wszystkich swobodnych czastek natadowanych, uwolnionych
przez promieniowanie na jednostke masy, okre§la KERMA (Kinetic Energy Released per

MAss Unit) [54]

K=Ey/m (26)

gdzie K - kerma, Ey - energia uwolnionych czgstek naladowanych, m - masa. Jednostka
kermy jest grej. W powietrzu kerma moze by¢ wyznaczona eksperymentalnie na podstawie
obserwacji torow uwolnionych czastek natadowanych w komorze jonizacyjne;j.

W  dozymetrii, dziedzinie zajmujacej si¢ oceng dawek promieniowania jonizujacego,
najczesciej stosuje si¢ pojecia dawek réwnowaznej oraz efektywnej. Dawka roéwnowazna
uwzglednia rodzaj czastek promieniowania oraz ich energi¢. Ta sama dawka pochtonigta
deponowana przez rézne rodzaje czastek o réznych energiach moze wywota¢ rozny skutek
biologiczny, dlatego poszczegdlnym rodzajom promieniowania przyporzadkowywane zostaty
bezwymiarowe wspolczynniki wagowe charakteryzujace wzgledna "bioszkodliwos¢" danego
rodzaju promieniowania (RBE - Relative Biological Effectiveness). Dawka rownowazna

definiowana jest jako
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Hy =) wgDy
R

gdzie Hr - dawka réwnowazna Dr - pochioni¢ta dawka promieniowania typu R, wr -
wspotczynnik wagowy promieniowania typu R, uwzgledniajacy rodzaj czastek oraz ich
energi¢. Jednostka dawki rownowaznej jest siwert [Sv=J/kg].

Biologiczny efekt napromienienia zalezy nie tylko od rodzaju promieniowania, ale takze od
rodzaju napromienianej tkanki. Rozne rodzaje komorek moze cechowaé rozna

promienioczuto$é. Rodzaj tkanki uwzglednia dawka efektywna, definiowana wzorem

He =) wiH;
T

gdzie Hr - dawka efektywna, Ht - dawka rownowazna otrzymana przez tkanke T, wrt -
wspotczynnik wagowy tkanki typu T. Ponizsze tabele przedstawiajg stosowane do niedawna
wartosci ~ wspotczynnikow  wagowych wr oOraz  wr, opublikowane w raporcie
Miedzynarodowej Komisji Ochrony Radiologicznej (ICRP - International Commision on

Radiation Protection) [55].

Tabela 2 Wspolczynniki wagowe promieniowania wr [2]

Rodzaj i zakres energii promieniowania Wi
Fotony wszystkich energii 1
Elektrony i miony wszystkich energii 1
Neutrony < 10 keV 5
> 10 keV do 100 keV 10
> 100 keV do 2 MeV 20
> 2 MeV do 20 MeV 10
> 20 MeV 5
5
Protony >2 MeV 20
Czastki « , cigzkie jony
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Tabela 3 Wspéltczynniki wagowe tkanek wt [2]

Narzad lub tkanka W,
Gruczoty ptciowe 0,2
Czerwony szpik kostny, jelito grube, ptuca, zoladek 0,12
Pecherz moczowy, gruczoty sutkowe, watroba, przetyk, tarczyca |0,5
Skora, powierzchnia kosci 0,1
Pozostale 0,5

Wspoétcezynniki przedstawione w tabelach Tabela 2 oraz Tabela 1 wzbudzaly pewne
kontrowersje. Skokowe i wzglednie duze zmiany wspolczynnika wr dla neutrondow przy
pewnych "okraglych" warto$ciach energii nie wygladaja zbyt przekonujaco, podobnie jak
definiowanie promienioczuto$ci wszystkich tkanek cztowieka przy pomocy czterech wartosci
wspotczynnika wrt. Jednak dokladne wyznaczenie dawki promieniowania deponowanej w
materiale jest rzeczag do$¢ skomplikowang. Dla doktadnego okre§lenia dawki w
napromienianym obiekcie konieczne jest przeprowadzenie symulacji przejscia wigzki
promieniowania przez material, z uwzglgdnieniem wszystkich procesow oddziatywan czastek
pierwotnych oraz wtérnych. Obecnie moce obliczeniowe komputeréw umozliwiaja
prowadzenie takich zaawansowanych symulacji metodami Monte Carlo. W symulacjach tych
mozna analizowa¢ przechodzenie przez materiat nawet milionéw wirtualnych czastek,
obserwujac ich trajektorie oraz losy generowanych przez nie czastek wtérnych. Definiujac
materiat odpowiadajacy w przyblizeniu tkance mozna symulowa¢ oddziatywanie
promieniowania na organizm. W 2010 roku komisja ICRP opracowata nowy raport [54],
gdzie pochtonigte dawki réznych rodzajéw promieniowania wyznaczone zostaty w oparciu o
symulacje przeprowadzone na wirtualnych fantomach ludzkiego ciata. Fantomy mezczyzny
oraz kobiety opracowane zostaly na bazie obrazow uzyskanych w trakcie badan
tomograficznych pacjentdow. Wyrozniono 6 geometrii napromieniania: w plaszczyznie
czotowej AP (anterio-posterior) i PA (posterio-anterior), strzatlkowej LLAT (left lateral) i

RLAT (right lateral), obrotowa wzdtuz osi ciata (ROT - rotational) oraz izotropowa (ISO -
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isotropic) ze wszystkich kierunkéw. Raport zawiera 76 obszernych tabel, w ktorych zawarte
zostaty wyniki symulacji deponowanych dawek oraz wspotczynnikow wagowych.
Najczeséciej stosowanymi jednostkami sg stosunki dawki pochtonigtej do strumienia
padajacych czastek [pGy cm?], dawki efektywnej do strumienia [pSv cm?], a w przypadku

fotonow réwniez stosunek dawki efektywnej w geometrii ISO do kermy w powietrzu [Sv/Gy]

(Rys. 66).
Fotony
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Rys. 66 Stosunek dawki efektywnej do kermy w powietrzu [54]
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DODATEK D) Budowa komérki eukariotycznej

Komorki wszystkich organizmow zywych sg potomkami jednej prakomorki, ktéra pojawita
si¢ na Ziemi miliardy lat temu [6]. Zawierala ona w sobie wszystkie podstawowe
mechanizmy, jakimi dysponujg dzisiejsze komorki. Wszystkie komorki zywe dzielimy na
eukariota oraz prokariota. Komorki eukariota zawierajg jadro komorkowe. W tej grupie
wyrézniamy komorki roslinne oraz zwierzece. Natomiast komorki prokariota, nie posiadajace
jadra, to bakterie i archeony'® [6]. Organizmy zlozone, takie jak rosliny i zwierzeta,
utworzone s3 z komorek eukariota. Wnetrze komorek wypetnia cytoplazma, gdzie zachodzi
synteza biatek oraz wiele reakcji chemicznych waznych dla funkcjonowania komorki [6].

Rysunek Rys. 67 przedstawia schemat budowy typowej komorki zwierzece;.

btona komdrkowa mitochondria otoczka jadrowa

rybosomy

lizosomy

|

aparat Golgiego jaderko

Rys. 67 Schemat komorki zwierzecej
Komorki eukariotyczne oprocz jadra komorkowego zawierajg w sobie takze inne organelle,
petnigce w komorce okreslone funkcje. Wszystkie komorki eukariota oprocz jadra zawierajg

mitochondria, lizosomy, rybosomy oraz aparat Golgiego. Komoérki roslinne posiadaja

dodatkowo chloroplasty, umozliwiajagce im pobieranie energii bezposrednio ze $wiatla

14 Archeony zyja w $rodowiskach wrogich dla innych typéw komorek - np. w wodzie silnie zasolonej, w
goracych kwasnych zrodtach, w bardzo wysokich lub bardzo niskich temperaturach, a takze w zotadku krowy,
gdzie wspomagaja przetwarzanie pokarmu [6].
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stonecznego [6]. Z kolei mitochondria w komodrkach zwierzecych przetwarzaja tlen na
"paliwo chemiczne", co pomaga komorce efektywnie dziata¢. Stanowia pewnego rodzaju
komorkowa elektrownig. Pobierajg tlen i wydzielaja dwutlenek wegla, odpowiadaja zatem za
oddychanie komorki [6]. W lizosomach zachodzi trawienie wewnatrzkomorkowe. Lizosomy
wychwytuja z pokarmu sktadniki odzywcze i wydalaja sktadniki niepozadane. Z kolei aparat
Golgiego kieruje wydalane sktadniki na zewnatrz komorki. W cytoplazmie zachodzi synteza
biatek, za co odpowiedzalne sa rybosomy. Chemicznie komorka sktada si¢ gtownie z atomow
wegla, wodoru, azotu oraz tlenu, ktore stanowig w przyblizeniu 96% masy komorki.

W jadrze komorkowym znajduje si¢ najwazniejszy sktadnik komorki - czgsteczka DNA.
DNA to kwas deoksyrybonukleinowy (deoxyribonucleic acid) zawierajacy w sobie
informacj¢ genetyczng dotyczaca budowy oraz funkcjonowania komoérki. DNA zbudowany
jest z dwoch dhugich tancuchow polinukleotydowych okre§lanych jako nici lub tancuchy
DNA. Ogniwami tych tancuchéw sg 4 zasady - adenina (A), guanina (G), cytozyna (C) oraz
tymina (T), nazywane nukleotydami [6]. Dwa tancuchy potaczone sa ze sobg wigzaniami
wodorowymi pomiedzy zasadami wchodzacymi w sktad nukleotydéw znajdujacych si¢ "na
tej samej wysokosci" obu tancuchow. Dodatkowo nici DNA s3 wzajemnie skrecone, tworzac

"wierttoksztattng" strukture zwang helisg (Rys. 68).
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Rys. 68 Schemat helisy DNA [6]

C

G [ 9guanina A
C [ cytozyna G
_ T

A [] adenina G
T [] tymina C
A

T

Adenina moze taczy¢ sie tylko z tyming, a guanina tylko z cytozyna. Jezeli zatem w danym
miejscu na jednym z tancuchow znajduje si¢ adenina, to po przeciwnej stronie w drugim
fancuchu moze znajdowaé si¢ tylko tymina. Wynika z tego tzw. komplementarnos$¢ nici
DNA. Zasady A, G, T, C mozemy zatem traktowac jak litery czteroliterowego "alfabetu
DNA" [6]. Organizmy r6znig si¢ od siebie, poniewaz zawarte w nich czasteczki DNA maja
inne sekwencje nukleotydowe, a wigc zawierajg r6zng informacj¢ genetyczng [6].

Jadro typowej komorki ludzkiej ma $rednice 5-8 um i zawiera ok. 2 metréw DNA [6].
Zadanie upakowania DNA wykonuja biatka, ktore wiazac si¢ z DNA faldujg go, tworzac
uporzadkowane ciaggi zwojow 1 petli [6]. Kompleks DNA i biatek to chromatyna, tworzaca

chromosomy.
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helisa DNA

T Rys. 69 Schemat budowy
wewnetrznej chromosomu
nukleotyd 2 nm [6]
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|
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. s 1400 nm
> \‘\¥— ] 4L

DNA w jadrze rozdzielony jest pomiedzy komplet réznych chromosoméw. Kompletna
informacja genetyczna (genom) czlowieka sktada sie z 3,2*10° nukleotydow w zawartych w
24 chromosomach [6]. Wigkszo$¢ komorek czlowieka zawiera po 2 kopie kazdego
chromosomu - po matce i po ojcu. Obraz pelnego zestawu 46 chromosomoéw nazywany jest
kariotypem cztowieka. Wszystkie zroznicowane komodrki w organizmie czlowieka powstajg z
jednej zaptodnionej komorki jajowej wskutek jej podziatow. Wszystkie zawierajg identyczne
kopie DNA, a ich zréznicowanie wynika ze sposobu, w jaki wykonuja zawarte w DNA

instrukcje [6].
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DODATEK E) Cykl komérkowy

Nowe komoérki moga powstac tylko poprzez podziaty komorek juz istniejgcych. Tam gdzie
powstaje komorka, musi istnie¢c komorka poprzednia, tak samo jak zwierzeta mogg
powstawac tylko ze zwierzqt, a rosliny z roslin [6]. Powyzsze stwierdzenia Sg konsekwencja
tzw. teorii komoérkowej. Zatem jedynym sposobem na pomnozenie liczby komorek jest
podzial tych, ktore juz istnieja. Wszystkie zywe organizmy sq produktami cyklicznych aktow
wzrostu i podziatu komorek, ktore powtarzajq sie nieprzerwanie od chwili powstania Zycia na
Ziemi®® [6]. U organizméw jednokomorkowych, takich jak bakterie lub drozdze, kazdy
podziat komorki tworzy catkowicie nowy organizm, natomiast do zbudowania
wielokomoérkowego organizmu potrzebnych jest wiele powtarzajacych si¢ cyklicznie
podziatéw komorek [6]. Porces podziatu komorek nazywany jest proliferacja.

Komorka rozmnaza si¢ podlegajac uporzadkowanej sekwencji zdarzen, zwanej cyklem
komoérkowym. W trakcie tego cyklu komorka pobierajac substancje odzywcze ulega
wzrostowi. W pewnym momencie cyklu podwaja ona swoja zawarto$¢, a nastepnie dzieli si¢
na dwie nowe komorki [6]. Podstawowym zadaniem komorki jest skopiowanie i przekazanie
swojej informacji genetycznej do nastepnego pokolenia. Dlatego podstawowa funkcja cyklu
komorkowego jest doktadne podwojenie zawartosci DNA w chromosomach, a nastgpnie
precyzyjne rozmieszczenie ich kopii w genetycznie identycznych komoérkach potomnych [6].
Eukariotyczny cykl komoérkowy dzieli si¢ na cztery kolejno nastepujace po sobie fazy: M, G1,
S oraz G2 [6]. Faza M dzieli si¢ na dwa etapy: mitoze¢, w czasie ktorej nastepuje podziat jadra
komoérkowego, oraz cytokinezg, kiedy nastgpuje podziat cytoplazmy, i tym samym podziat
komorki na dwie potomne. Okres pomigdzy kolejnymi fazami M (fazy GI1, S oraz G2)

nazywany jest interfaza (Rys. 70). W czasie fazy S komorka prowadzi replikacje swojego

15 Teoria komérkowa tworzy tzw. problem biogenezy [40]. Skoro komérka moze powstaé tylko z innej komorki,
to w jaki sposob powstata pierwsza komodrka? Istnieje poglad, iz biogeneza poprzedzona byla nieorganiczng
ewolucja materii, tworzaca autoreplikujace informacj¢ struktury. Z kolei tzw. hipoteza panspermii glosi, ze
pierwsze zywe komorki trafily na Ziemi¢ z kosmosu za posrednictwem meteorytu lub planetoidy. To jednak nie
rozwiazuje ogolnie problemu pochodzenia pierwszej zywej komorki.
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DNA. Fazy Gl oraz G2 to przerwy, w czasie ktorych komorka sprawdza, czy warunki

wewnetrzne oraz zewngtrzne sg odpowiednie do przejscia w kolejnag fazg.

Faza S
replikacja DNA

INTERFAZA

Faza M Rys. 70 Cykl komérkowy [6]

mitoza

(podziat .

; cytokinez
jadra) (podziat

cytoplazmy)

Faza G1

Czas trwania cyklu jest r6zny dla réznych komorek. W komoérkach wezesnego zarodka zaby

trwa on 30 minut. U ssakow komorki nablonka jelit dzielg si¢ co 12 godzin, a komorki

watroby rzadziej niz raz na rok [6]. Jesli chodzi o aktywno$¢ proliferacyjna to mozemy

wyr6zni¢ cztery nastepujgce rodzaje populacji komorek [12]:

* rozrastajaca si¢, w ktorej wszystkie komorki sa w cyklu mitotycznym, a ich wzrasta

wykladniczo.

Przyktadem takich populacji sa komorki we wczesnym rozwoju

zarodkowym oraz populacje komoérek nowotworowych.

= wzrastajaca - tylko cze$¢ komorek ulega podziatlom. S3 to populacje komorek w

organizmie rosngcym po urodzeniu.

= odnawiajaca sie - cze$¢ komorek jest w cyklu komorkowym i dzieli sig, cze$¢é natomiast

ulega eliminacji np. drogg ztuszczania. Proliferacja komoérek rownowazy ich "zuzycie",

dlatego catkowita liczba komorek nie ulega zmianie. Przyktadem moga by¢ komorki

nabtonka jelitowego.
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= statyczna - komoérki nie ulegaja podziatom, a ich liczba przez wigksza czgs¢ Zzycia
organizmu zmienia si¢ nieznacznie. Przykladem moga by¢ komodrki nerwowe oraz
migsniowe.

Nie wszystkie komorki moga odtworzy¢ si¢ przez podzial, dlatego duze znaczenie maja tzw.

komorki macierzyste [6,12]. Sg one zdolne do podziatow oraz roznicowania si¢ w kierunku

komoérek wyspecjalizowanych. W ten sposéb w szpiku kostnym z tej samej populacji

komorek krwiotworczych macierzystych powstaje kilka linii komérek wyspecjalizowanych.
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