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Wprowadzenie: Rozwdj radioterapii nastepnej generacji. W krajach rozwinietych
nowotwory sg obecnie drugg po chorobach wiencowych przyczyna zgonéw. W Europie w
roku 2012 zdiagnozowano okoto 3,45 miliona nowych przypadkéw chordb
nowotworowych, natomiast 1,75 miliona zgondw byto ich konsekwencjg [1]. W zwiazku z
powyzszym, badania naukowe prowadzone w Europie, dotyczace leczenia nowotworéw
staty sie wiodacymi zaréwno w ramach krajowych, jak i miedzynarodowych (Programy
Ramowe 6 i 7 oraz H2020) strategii badawczych. Komisja Europejska rozwineta
natomiast projekt “European Partnership for Action Against Cancer” (IP/09/1380),
ktérego celem jest zmniejszenie liczby przypadkéw wystepowania nowotwordéw o 15% do
roku 2020 poprzez rozwdj nowych sposobdéw leczenia nowotworéw. Okoto 50%
pacjentow otrzymuje w ramach schematu leczenia radioterapie, ktora jest drugg po
leczeniu chirurgicznym najczesciej stosowang metodg leczenia nowotwordw. Niemniej,
ograniczenia tej metody leczenia wynikajg z jej efektow ubocznych, ktérymi sg miedzy
innymi uszkodzenia zdrowej, otaczajacej zmiane tkanki, czy waznych dla prawidtowego
funkcjonowania organizmu organow (np. nerek, czy mozgu). Zaproponowano zatem
nowe podejscia polegajace m.in. na radiowyczulaniu zmian nowotworowych [2]-[8];
metody te majg szanse znaczaco zmieni¢ sposéb stosowania radioterapii u pacjentéow
poprzez zmniejszenie dawki stosowanego promieniowania z zachowaniem $miertelnosci
leczonych zmian. Obecnie dwa najbardziej obiecujace podejscia to faczona terapia
hadronowa z zastosowaniem do wyczulania nanoczastek, ktéra umozliwi bezposrednie
celowanie w zmiane przy zmniejszonej dozie promieniowania, redukujac przy tym obszar
uszkodzen zdrowej tkanki. Terapie hadronowg stosuje obecnie kilkadziesigt centréw
medycznych na $wiecie (wigcznie z polskim Centrum Cyklotronowym Bronowice). Terapia
nanoczastkami (ang, nanoparticle therapy, NPT), cho¢ nadal na etapie wstepnym (préby
kliniczne), daje obiecujace rezultaty, ktére sugeruja, ze w przysztosci taczona terapia
hadronowa z NPT moze sta¢ sie preferowang (niechirurgiczng) metodq leczenia
nowotwordw.

Matgorzata Anna Smiatek-Telega | 3



Zaréwno terapie hadronowg, jak i NPT determinujg procesy zachodzace w skali nano [9],
dlatego tez niezbednym jest zrozumienie fundamentalnych proceséw, przez ktére
promieniowanie jonizujace oddzialuje z materiq biologiczng i budujacymi ja
makromolekutami [10]. Z tego powodu, w ciggu dwu ostatnich dekad jednym z gtéwnych
tematow badan fizykéw molekularnych byto eksplorowanie dynamiki oddziatywania
czagstek promieniowania, jak fotony, jony, czy elektrony, zaréwno z makromolekutami
[11] jak i budujgcymi je monomerami [12]-[18] celem wyprowadzenia modelu
molekularnego (w nanoskali) uszkodzen radiacyjnych. Model ten rézni sie od modeli
opisujacych depozycje energii w mikroskali, z ktérych to korzystano w przygotowaniu
protokotdw postepowania klinicznego. Oczekuje sie zatem, ze radioterapia nowej
generacji bazowaé¢ bedzie raczej na nanodozymetrii, niz stosowanej obecnie
mikrodozymetrii, pozwalajac na stosowanie u pacjentéw nizszych dawek promieniowania.
Rozpoczecie nowych dla fizyki molekularnej eksperymentéw zaowocowato rowniez
zrozumieniem potrzeby zmian standardowej procedury przygotowywania i analizy
badanych prébek.

Zastosowanie fizyki molekularnej do zrozumienia uszkodzen radiacyjnych.
Fizyka atomowa, molekularna i optyczna (ang. Atomic, Molecular and Optical Physics,
AMOP) jest dojrzata dziedzing zajmujaca sie badaniem wzbudzen i jonizacji metodami
spektroskopowymi atomoéw i molekut we wszystkich trzech stanach skupienia.
Zrozumienie dynamiki proceséw zderzeniowych w AMOP byto podstawg do rozwoju i
zastosowania m.in. mechaniki kwantowej. Wiedza ta jest rowniez stosowana w innych,
pokrewnych dziedzinach, jak nauki o procesach atmosferycznych, astrochemia, procesy
spalania, czy ochrona s$rodowiska. Podaje takze podstawowe informacje niezbedne w
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Rysunek 1 Zmierzona wydajnosé kwantowa, na padajgcy Pierwsze badania skupiaty sie nie tylko

elektron, produkcji DSBs (A), SSBs (B), oraz utrata n ; ; 2
. o a badaniu poziomu uszkodzen DNA
superskreconej formy plazmidowego DNA (C), w filmie DNA P

przez niskoenergetyczne elektrony w funkeji ich energii; linie Metodami doswiadczalnymi [19]-[21],

ilustrujq przebieg zmian (Z [35], Reprinted with permission from |ecz rowniez Zwigzane byty ze
AAAS).
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studiowaniem powstawania i ataku na DNA wolnych rodnikéw, z wykorzystaniem cegietek
budulcowych tej makromolekuty jako modeli [22]-[26]. Temat ten zostat juz szeroko
opisany w literaturze [27], [28]. Pomiary doswiadczalne wspierane byty modelowaniem
teoretycznym, utatwiajagcym zrozumienie mozliwych mechanizméw powstawania i
ztozonosci odnotowanych uszkodzen [29]-[31].

Kiedy zywe komorki sg wystawione na dziatanie promieniowania jonizujacego, oprocz
efektédw bezposrednich, ktore sg skutkiem oddziatywania promieniowania padajacego z
materig biologiczng, obserwowane sg réwniez efekty posrednie wskutek formowania sie
czgstek wtornych w naswietlanym uktadzie. Czastki te to m.in. produkty radiolizy wody,
takie, jak e (aq) (elektrony uwodnione), H®, *OH, H,0, czy H3;0"* [32], lecz takze duze
ilosci innych reaktywnych form, jak jony, czy rodniki, powstajace w wyniku naswietlania
innych biomolekut znajdujgcych sie w komérce lub samego DNA. Wsrdd nich szczegélnie
licznie formowane sg w komédrkach wtérne elektrony o niskiej energii pomiedzy 1 i 20 eV
[33]. Te czastki mogg powodowac dalsze uszkodzenia w komodrce prawie tak wydajnie,
jak wysokoenergetyczne czastki padajace. Kiedy rozwaza sie srodowisko komorki w
bardzo bliskiej odlegtosci od DNA (tj. w skali nanometrycznej), nalezy je traktowa¢ jako
wysoko skoncentrowany roztwor, w ktérym wszystkie zawieszone molekuty odgrywajg
znaczacg role w procesie produkcji elektronow wtdérnych i uszkadzaniu przez nie DNA.
Dlatego niezbednym jest badanie oddziatywania i mechanizmoéow uszkadzania DNA przez
te wtérne elektrony [34].

Helisa DNA mozZe zosta¢ uszkodzona na dwa sposoby: jeden prowadzi do pekniecia
jednej z nici (ang. single strand break, SSB), natomiast drugi to naprzeciwlegte pekniecie
obu nici (ang. double strand break, DSB). W roku 2000 grupa prof. Leona Sanche,
badajgca uszkodzenia DNA wskutek oddziatywania z elektronami o niskiej energii
(<20eV) [35], opublikowata zaskakujacy wynik. Boudaiffa et al. pokazali, ze wbrew
oczekiwaniom, niskoenergetyczne elektrony (ang. low-energy electrons, LEE) mogq
spowodowaé zaréwno SSBs, jak i DSBs (Rysunek 1) ponizej tzw. progu jonizacji.
Struktury z zaznaczonym maksimum okoto 10 eV energii elektronéw padajacych,
widoczne w zmierzonych wydajnosciach kwantowych formowania SSB i DSB, jak réwniez
w przypadku straty wyjsciowej, superskreconej formy DNA, przypisano powstaniu w
wyniku procesowi dysocjacyjnego przytgczenia elektronu (ang. dissociative electron
attachment, DEA) do czasteczek budujacych DNA (np. tymina, woda). Wykazano pdzniej,
ze jest to dominujacy proces prowadzacy do fragmentacji molekut o funkcji biologicznej
[13]. Mechanizm DEA przebiega zgodnie z ogélnym schematem:

e+ AB & (AB)™* - A~ + B, (1)

w ktorym molekuta AB, po przylaczeniu LEE, formuje tzw. przejsciowy jon ujemny (ang.
transient negative ion, TNI) (AB)*, ktdéry moze z kolei dysocjowad na anion A i neutralny
fragment B. Naukowcy zademonstrowali nastepnie, ze zaobserwowane struktury
rezonansowe zalezg od typu zasad w kwasie deoksyrybonukleinowym, sekwencji DNA
oraz energii elektronéw padajacych [36]. Pokazali réwniez, ze prawdopodobienstwo
powstania peknie¢ w niciach jest prawie dwa razy wieksze w przypadku bombardowania
DNA LEE, niz dla miekkiego promieniowania rentgenowskiego [37]. Stad jasnym byto, ze
proces DEA odgrywa kluczowg role w posrednim uszkadzaniu DNA, w zwigzku z czym
rozpoczety sie obszerne badania nad DEA do kwasdw nukleinowych i ich sktadnikéw [38],
[39], jak réwniez do innych biomolekut [40]-[43], zaréwno w fazie gazowej [44], [45],
jak i statej [46], [47]. Temat ten zostat juz rowniez szeroko opisany [14], [48]-[50].
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Wida¢ zatem, ze uszkodzenia materii biologicznej wskutek oddziatywania LEE wraz z
wolnymi rodnikami i innymi reaktywnymi czastkami wytworzonymi w osrodku przez
jonizujgce promieniowanie padajace (rentgenowskie, gamma, ultrafiolet prézniowy, jony,
wysokoenergetyczne elektrony) to niezwykle skuteczne uszkodzenia, mimo, ze wtoérne.
Dlatego metody chemii radiacyjnej a stad modele, na ktoérych bazuja protokoty
radioterapii muszg bazowaé takze na podstawowych oddziatywaniach atomowych i
molekularnych, wystepujacych w skali nano, a nie jedynie na wykorzystywanym obecnie
obrazie w skali mikro. Stad szybki rozwdj badan eksperymentalnych nad oddziatywaniem
elektrondéw, jondw i fotondw z tzw. biomolekutami, czyli zasadami kwaséw nukleinowych
[51], powodujacy ogromne wyzwanie dla modelowania teoretycznego tak duzych i
ztozonych uktadéw [52], [53].

Kluczowymi w iloSciowym okreslaniu zwigzkéw pomiedzy iloScig energii zdeponowanej w
okreslonym obszarze DNA a rodzajem i natezeniem powstatych uszkodzen sg
podstawowe badania fizyki molekularnej dotyczace uktadéw biologicznych. Badania te sq
szczegolnie trudne, gdyz wymagajg taczenia roznych technik eksperymentalnych oraz
wiedzy i doswiadczenia zaréwno z fizyki molekularnej, jak i nauk biologicznych - dwéch
spotecznosci, ktoére do tej pory nie wspdtpracowaty ze soba, a ktérych metodyka
prowadzenia badan rézni sie w sposdb znaczny. Wykorzystujac wiedze zdobytg podczas
studidw oraz przygotowywania pracy magisterskiej w zespole Spektroskopii Elektronowej
na Wydziale Fizyki Technicznej i Matematyki Stosowanej Politechniki Gdanskiej,
rozpoczetam interdyscyplinarne studia doktoranckie, podczas ktérych uzupetnitam
uzyskang dotychczas wiedze o metodyke badan biochemicznych i biologii molekularnej.
Wiedza ta byta niezbedna do przygotowania rozprawy doktorskiej pt. ‘Damage to DNA
induced by low energy electrons and photons: mechanisms and analysis at the molecular
level.” Pézniejsze prowadzone przeze mnie badania rowniez oscylowaty wokét tematyki z
pogranicza AMOP i chemii radiacyjnej, dajac mi mozliwo$¢ poznania i zrozumienia
procesow uszkodzen uktadéw w skali makro poprzez analize proceséw zachodzacych na
poziomie molekularnym. Moje interdyscyplinarne badania spowodowaty moje
zaangazowanie w prace jak i rozpoznanie zaréwno przez spoteczno$¢ AMOP, jak i badan
bioradiacyjnych. Publikuje w czasopismach poswieconych obu tematykom (np. Radiation
Research, czy European Journal Physics D; Atomic, Molecular and Plasma Physics -
dwukrotnie bytam tu edytorem goscinnym numeru tematycznego). Bylam réwniez
zapraszana do wygtoszenia wyktadéw na konferencjach organizowanych przez obie
spotecznosci (dwukrotnie otrzymujgc nagrode Radiation Research Society umozliwiajacq
przedstawienie otrzymanych przeze mnie wynikéw na konferencjach: International
Workshop on Radiation Damage oraz International Congress of Radiation Research). W
trakcie studiow doktoranckich bytam wigczona w interdyscyplinarng akcje COST- RADAM,
a nastepnie w jej kontynuacje: Nano-IBCT. Obecnie jestem czescig zespotu aplikujacego
o kolejng akcje, ktéra utatwi nam kontynuowanie badan oraz dalsze taczenie réznych
dyscyplin. Moje zaangazowanie w obie akcje COST: RADAM oraz Nano-IBCT, zostato
rowniez wyrdznione przez wspotpracujgce spotecznosci, ktére tworzg akcje, dzieki czemu
w 2013 r. powierzono mi organizacje jednego z cyklicznych spotkan konferencji COST
akcji Nano-IBCT w Gdansku.

Rozwo6j metod przygotowania prébek oraz analizy uszkodzen DNA w
doswiadczeniach radiacyjnych. Glownym przedmiotem moich badan byt rozwdj
protokotow  eksperymentalnych do ilosciowej oceny  uszkodzen uktadoéw
makromolekularnych (przede wszystkim DNA). Prowadzenie badan AMOP na obiektach
biomolekularnych jest duzym wyzwaniem, gdyz wyniki tych do$swiadczen mogg zaleze¢

Matgorzata Anna Smiatek-Telega | 6



od transferu protokotow i biologicznych metod analizy od ukfadéw eksperymentalnych i
procedur AMOP. W wielu przypadkach wyniki eksperymentdéw rdznig sie miedzy sobg, w
zaleznosci od warunkéw ich prowadzenia, jak i sposobu przygotowania prébek
biologicznych do badan, ktére to w odrdznieniu od tradycyjnie eksplorowanych w fizyce
atomowej i molekularnej (gazy wysokiej czystosci) sg silnie zmienne. W jaki sposdb
wptywa to na wyniki naszych badan? Czy wykorzystywane przez nas metody analityczne
sg prawidtowe? W jaki sposéb charakteryzujemy badane uktady? Czy w petni rozumiemy
modele wykorzystywane do analizy danych? Czy na pewno wartosci przekrojéow czynnych
i innych statych sg dobrze wyznaczone dla warunkéw, w ktérych pracujemy?

Powyzsze pytania sq wazne z punktu widzenia rozwoju radioterapii nastepnej generacji, a
moje badania dotyczace odpowiedzi na powyzsze daty mi unikalng pozycje w
spotecznosci AMOP. Préobujac chociaz czesciowo na nie odpowiedzieé, przygotowatam cykl
publikacji, [H1]-[H6], przedstawionych tutaj jako moje osiggniecie. W szczegdlnosci,
zaproponowatam nowg metodyke eksperymentéw eksplorujacych badania uszkodzen
DNA in vitro. Najczesciej wykorzystuje sie w nich jako model plazmidowe DNA, ze
wzgledu na tatwos¢ w obrdbce i pozyskiwaniu tego materiatu, jak réwniez ze wzgledu na
wystepowanie trzech jego konformerdéw (superskreconego, zrelaksowanego i liniowego).
Pojawienie sie obok nienaruszonej formy superskreconej dodatkowych konformerow
dostarcza informacji o powstawaniu w wyjsciowej formie SSB prowadzacych do relaksacji
DNA, natomiast powstanie DSB prowadzi do przejscia formy wyjsciowej w liniowa.
Konformery mozna tatwo rozdzieli¢ metodg elektroforezy agarozowej (ang. agarose gel
lectrophoresis, AGE), pozyskujac w ten sposdb informacje dotyczace poziomow
powstawania uszkodzen DNA, jak pokazuje Rysunek 2.

===t GER @
Seer== S8k

SEmos= 2€SB Relaxed form, R lons, electrons,
photons, enzymatic

digestion

s N

EESEEE hsh W

=——— : Linear form, L

—————— No breaks )

Supercoiled form, S Fragmented form, F

Rysunek 2 Trzy giowne formy topologiczne plazmidowego DNA: zrelaksowana, liniowa i superskrecona, zawierajgce rozne
typy uszkodzen, rozwijajq si¢ na zelu agarozowym, tworzgce charakterystyczne pasma. Po wybarwieniu zZelu barwnikiem
fluorescencyjnym fgczgcym sig z DNA, mierzy sig, intensywnos¢ emisji w poszczegolnych pasmach, okreslajgc w ten sposob
liczbe powstatych peknieé pojedynczych i podwdjnych [H6].

Prawie wszystkie badania doswiadczalne AMOP nad wptywem elektronéw, fotondw, czy
jondw na uszkadzanie DNA wykorzystujg AGE do oceny poziomow uszkodzen typu SSB i
DSB w naswietlanych (np. [36], [54]-[56]). Wariacje tej metody, jak elektroforeza w
zmiennym polu elektrycznym (ang. pulsed-field gel electrophoresis, PFGE) [57] Iub
elektroforeza w zmiennym, homogennym polu o ksztatcie szesciokata foremnego (ang.
clamped homogeneous electrical field, CHEF) zostaty wykorzystane w oznaczaniu DSB w
DNA genomowym [58], dostarczajagc wynikow do modelowania uszkodzen DNA.
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Elektroforeza wymaga jednak pewnej formy kalibracji masy, badz dtugosci badanych
fragmentéw; zazwyczaj realizowane jest to poprzez rozwijanie prébek badanych
wzgledem pewnego standardu, tzw. drabiny. Ze wzgledu na rézny promien zyracji, AGE
pozwala roéwniez na rozrdznienie fragmentow o tej samej masie i dtugosci, lecz innej
formie topologicznej, jak w przypadku plazmidowego DNA, gdzie SSB prowadzg do
powstania formy zrelaksowanej, natomiast DSB - do liniowej. Ten sposéb analizy jest
wystarczajacy do okreslania poziomu podwdjnych peknie¢, natomiast przy okreslaniu
liczby peknie¢ podwdjnych zaktada sie, ze kazda zrelaksowana molekuta posiada tylko
jedno takie pekniecie, oraz, ze nie wystepujg one w molekutach formy liniowej. Zatozenie
to nie zawsze jest stuszne, poniewaz zaréwno molekuty w pasmie zrelaksowanym, jak i
liniowym mogaq zawierac wiele takich uszkodzen. Sytuacje tg schematycznie przedstawia
Rysunek 2, wskazujacy réwniez kolejnos¢ pojawiania sie omowionych pasm na Zzelu.
Niedoszacowanie liczby SSB w naswietlanych probkach moze prowadzi¢ np. do
nieprawidtowego opisu mechanizmu powstawania uszkodzen typu DSB, ktéry jest
kluczowy w apoptozie komoérkowej. Ponadto, aby prawidtowo modelowaé uszkodzenia
DNA, istotnym jest prawidtowe opisanie poziomow uszkodzen powstatych w molekule pod
wptywem promieniowania.

Otrzymywanie podstawowych parametrow uszkadzania DNA poprzez
dopasowywanie do wynikow eksperymentalnych modeli teoretycznych. Biorac
udziat w licznych spotkaniach naukowych i konferencjach zauwazytam, ze bardzo czesto
rézni naukowcy stosujg te same, badz podobne modele teoretyczne do opisu uszkodzen
otrzymanych doswiadczalnie nie zdajgc sobie z tego sprawy. Dlatego, aby podsumowac
wyprowadzone wyrazenia, ktére mozna znalez¢ w literaturze, a ktére sg powszechnie
wykorzystywane, zdecydowatam sie napisa¢ prace przegladowa [H4] na temat modeli
probabilistycznych. Ujednolicitam w niej notacje oraz zawartam wytlumaczenie
wyprowadzenia modeli, a takze opisatam przypadki, w ktdérych ich zastosowanie jest
stuszne. Praca ta, w lekko zmienionej formie zostata réwniez opublikowana w jezyku
polskim, jako rozdziat monografii [H4a].

Modele probabilistyczne, ktére nadal sg szeroko wykorzystywane, wyprowadzano celem
przeanalizowania wynikow doswiadczen zwigzanych m.in. z naswietlaniem DNA, a ich
pierwsze wersje odpowiadaty S$cisle warunkom przeprowadzania eksperymentow.
Pierwsze badania [19]-[21] wykorzystywaty do analizy peknie¢ DNA metode wirowania w
gradiencie sacharozowym i pokazywaty wytacznie réznice pomiedzy przejsciami z formy
zrelaksowanej plazmidu, R, do liniowej, L. Badania te uzupetniono o modelowanie celem
rozréznienia uszkodzen powstatych bezposrednio pod wptywem naswietlania, np.
wysokoenergetycznymi fotonami, a tymi, ktore powstaty posrednio, np. w wyniku
powstania i ataku rodnika hydroksylowego. Gtownym celem naswietlan jest
spowodowanie jak najwiekszej liczby smiertelnych dla komérki DSB, albo bezposrednio,
albo w wyniku akumulacji SSB, kiedy to pojawig sie one na przeciwlegtych niciach w
pewnej niewielkiej od siebie odlegtosci, zazwyczaj oznaczanej przez a lub h (tutaj
korzystam z symbolu a). Odlegtos¢ te mierzy sie w tzw. parach zasad (ang. base pairs,
bp) dla dwuniciowej molekuty DNA. Wraz ze zmianami w konformacji, odlegtos¢ ta stata
sie jednym z najwazniejszych parametrow, wyznaczanych dla prébek eksponowanych na
dziatanie czynnikdow uszkadzajacych. Prébowano réwniez dopasowac do otrzymanych
wynikéw doswiadczalnych model teoretyczny opisujacy prawdopodobienstwo pekniecia
nici pod wptywem np. wysokoenergetycznych czastek padajacych.

Pierwsze badania nie uwzgledniaty takich parametréw jak losowa dystrybucja uszkodzen
w obu niciach, czy sita wigzan fosfodiestrowych [19], natomiast dane doswiadczalne po
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dopasowaniu do wyprowadzonego modelu teoretycznego daty wartosci a = 2. Ponadto,
poniewaz analizowano jedynie przejscie z formy R do L, duzo czynnikéw zostato po
prostu ominietych. Pdzniejsze doswiadczenia pokazaty, w jaki sposéb SSB rozktadajq sie
pomiedzy obie nici DNA oraz w jaki sposéb wptywajg one na powstawanie DSB [20].
Okazato sie rowniez, ze poczatkowa konformacja czasteczki plazmidowego DNA (R lub L)
silnie wptywa na ilos¢ otrzymanych podczas naswietlania uszkodzen [21]. We wszystkich
przypadkach badan  doswiadczalnych z  zastosowaniem réznych  czynnikow
uszkadzajacych, otrzymano pewne rozbieznosci dotyczace wartosci parametru a.
Ponadto, poniewaz analizowano jedynie bardzo prosty uktad, do analizy zastosowano
model uproszczony bazujacy na rozktadzie Poissona.

Kiedy wprowadzono nowg metode doswiadczalng, elektroforeze w zelach agarozowych,
do analizy peknie¢ powstatych pod wptywem promieniowania [59], pojawita sie takze
mozliwo$¢ oznaczania straty wyjsciowej superskreconej, S, formy DNA. Mozna byto
rowniez oszacowac ilosciowo zmiany we wszystkich trzech formach topologicznych
plazmidowego DNA wraz ze wzrostem dawki dostarczonego do prébki promieniowania.
Wyznaczono zaleznosci pomiedzy ilosciami kazdej formy oraz poziomem danego rodzaju
peknie¢ zaobserwowanych w prébce. Dzieki temu okazato sie réwniez, ze mechanizmy
zwigzane z uszkadzaniem DNA sa o wiele bardziej skomplikowane, niz poczatkowo
zaktadano, wiec i modele teoretyczne, niezbedne do ich opisu muszg zosta¢ rozwiniete w
sposdb znaczacy.

Pierwszy model, ktéry opisywat zmiany miedzy poziomem wszystkich trzech form
topologicznych plazmidu wystawionego na dziatanie promieniowania jonizujgcego podat w
1985 r. van Touw et al. [59]. W modelu tym rozktad SSB w przeciwlegtych niciach DNA
opisuje rozktad dwumianowy, a wyprowadzono go jako rozwiniecie uproszczonej sytuacji
pokazanej przez Freifeldera i Trumbo [20]. W obu przypadkach autorzy probowali
powigza¢ powstajace DSB z poziomem zaobserwowanych SSB. We wczesniejszym
podejsciu probowano to osiggngé nie rozrézniajac DSB powstatych w wyniku
pojedynczego i dwu konsekwentnych zdarzen. Natomiast pdzniejsze podejscie zawierato
zarowno oba mozliwe sposoby powstania tego uszkodzenia, jak rowniez wyrazenie
opisujgce prawdopodobienstwo wystgpienia obu mechanizméw. Pokazano, ze zaréwno
liczba SSB, Ps, jak i DSB, Pp, w jednej molekule DNA, powstate w wyniku pojedynczego
zdarzenia powinny zaleze¢ w sposob liniowy od dostarczonej dawki promieniowania, D
D

P,=P)+—, (2)
’ ; D37S

%=%+all. (3)
378

P i PQ reprezentuja, odpowiednio, liczbe SSB i DSB w czasteczkach przy zerowej dawce
promieniowania, Ds;s jest dawka, przy ktorej znajduje sie sSrednio jeden SSB w
czgsteczce DNA (37% wskaznik przetrwania), powstalty w skutek pojedynczego
zdarzenia. Parametr ¢ wyraza wydajnos$¢, z jaka w wyniku pojedynczego zdarzenia
tworzy sie DSB, a nie SSB.

Poniewaz uszkodzenia nie muszg rozkifadaé¢ sie po réwno pomiedzy obie nici tak, aby
powstat DSB, w obliczeniach zastosowano rozktad dwumianowy i z niego wyprowadzono
wyrazenia opisujace uszkodzenia typu DSB, powstate w wyniku wielu zdarzen, Pps, W
funkcji ilosci wystepujacych po naswietlaniu w probce uszkodzen typu SSB
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2
P, 2-a
Py = -5 . 1 (4)
w=(2] 2
gdzie a jest odlegtoscia pomiedzy SSB wystepujacymi na przeciwlegtych niciach DNA,
wystarczajgcg do powstania DSB, natomiast L dtugoscig czgsteczki DNA, wyrazong w bp.

Jezeli wyznaczy¢ za pomocg rozkfadu dwumianowego prawdopodobienstwo powstania
albo SSB albo DSB w skutek pojedynczego zdarzenia, to w przypadku, gdy liczba zdarzen
jest niewielka, mozna skorzysta¢ z rozktfadu Poissona. Otrzyma sie dzieki temu uktad
uproszczonych réwnan, opisujgcych srednie zmiany liczy molekut DNA po naswietlaniu,
wystepujace w badanej probce w formie superskreconej, Ns, zrelaksowanej, Ng, oraz
liniowej, N,

Ns =ep(-P,)-ep(-R), (5)
Ny EeXp(' PD)'[eXp(_ PDS)_eXp(_ Ps)]r (6)
NL E(PD—}_PDS)'eXp(_ PD)'eXp(_ PDS)' (7)

Takie przyblizenie mozna zastosowac dla niskich wartosci Ps i jak pokazatam w pracy
dotyczacej ataku rodnikéw hydroksylowych na plazmidowe DNA [H1], w takim
przypadku warunek ten jest spetniony, mozna zatem wykorzysta¢é wyprowadzone
wyrazenia do modelowania uszkodzen DNA. Ponadto, w przypadku uproszczonym, gdzie
mozna traktowac rozktad SSB pomiedzy obydwiema ni¢mi DNA w sposdb rdéwny,
powstawanie DSB wskutek akumulacji SSB, Pps, mozna zapisac¢ jako [20]

_(2a+1)

P.=x P2, 8
DS 4|_ S ()

Wzrost catkowitej liczby DSBs (bedacych réwnoczesnie liczbg molekut wystepujacych w
formie liniowej) w probce wraz z rosnacg dawka promieniowania przybliza sie prostym
modelem mieszanym kwadratowo-liniowym [60], zaleznym od dawki promieniowania

N, =a-D+p-D°. 9)

Kolejng, wazng uwage dotyczaca analizy danych doswiadczalnych podat Boudaiffa et al.
[54], ktéry zauwazyt, ze w niektérych eksperymentach prowadzonych z uzyciem
promieniowania niskoenergetycznego, nalezy rowniez uwzgledni¢ w modelowaniu
gtebokos¢ penetracji probki przez promieniowanie i skorygowac otrzymane wyniki dla Ns,
Ng lub N,

_ [n'Nx+(H-h)Nx,]

— (10)

NXCOTT

Nxcm jest wartoscig skorygowang wartosci eksperymentalnej poczatkowej, Ny, jak i

otrzymanej po naswietlaniu, Ny, danej formy DNA (X=S, R lub L) dla efektywnej
gtebokosci penetracji promieniowania, h, w odniesieniu do grubosci samej probki, H.
Przyktadem czastek, dla ktérych nalezy stosowac korekte (10) sq LEE lub *OH.

Dla wysokich wartosci Ps nalezy stosowal bardziej zlozone metody modelowania
uszkodzen, biorgce pod uwage nie tylko trzy podstawowe formy topologiczne
plazmidowego DNA, lecz réwniez uwzgledniajace forme pofragmentowang. Powstaje ona
w wyniku dalszej fragmentacji molekut liniowych poprzez pojawianie sie wielokrotnych
podwdjnych peknie¢ (ang. multiple double strand breaks, MDSBs) ktdre dzielg wyjsciowg
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dtugos¢ molekuty na wiele kroétkich, dwuniciowych fragmentoéw, a jej miarg jest strata
materiatu probki, mierzona wzgledem jego ilosci w probce nietraktowanej (kontrolnej).
Model uwzgledniajacy uszkodzenia typu MDSB podat Cowan et al. [61]. W tym przypadku
bierze sie pod uwage zaréwno DSB powstate jako efekt kumulacji SSB w czgsteczce, jak
rowniez te, ktdre powstajg poprzez symultaniczne przeciecie obu nici przez czynnik
uszkadzajgcy. Podejscie to stosuje sie, gdy MDSB jest obecne w probce po
doswiadczeniach z promieniowaniem lub takich, gdzie czynnikiem uszkadzajacym byty
substancje chemiczne [H4, H4a].

Obecnie stosuje sie duzo bardziej wyrafinowane metody obliczen komputerowych, takie
jak model struktury Sciezki [62], czy tez efektéw lokalnych [63]. Ten ostatni zostat
stworzony do zastosowan w planowaniu leczenia celem estymowania RBE do niszczenia
komorek nowotworowych i przewidywania efektéw ubocznych w odniesieniu do zdrowej
tkanki [64]. Dzieki ztozonosci wspotczesnych obliczen komputerowych mozna modelowac
nie tylko pekniecia nici, lecz takze sprawdza¢ wptyw padajgcego promieniowania na
Srodowisko DNA w komérce, jak réwniez uwzgledni¢ atak czastek wtérnych [65]-[68].
Ponadto, mozna zasymulowac¢ sposdéb oddziatywania z uktadem réznych rodzajéw czastek
promieniowania padajacego [14], [63], poniewaz rozktad dawki promieniowania
deponowanego przez fotony czy elektrony w tkance rozni sie znacznie od tego, ktéry
pochodzi od jonéw. Kolejnym ciekawym i obiecujagcym podejsciem do analizy uszkodzen
w ukfadach biologicznych powstatych pod wptywem promieniowania jest tzw. podejscie
wieloskalowe (ang. multiscale approach) [64]. Jest to metoda bazujaca na analizie
poszczegdlnych  zjawisk fizycznych  wystepujacych w ukfadzie pod wptywem
promieniowania, ktéra zostata zaprojektowana tak, aby uwzgledni¢ efekty wystepujace w
uktadzie biologicznym zaréwno w réznych skalach rozmiarowych, jak i czasowych, dajac
opis ilosciowy zachodzacych proceséw, rowniez chemicznych.

W pracach [H4,H4a] zebrano proste modele teoretyczne, ktore mozna
wykorzysta¢ do szybkiej analizy danych otrzymanych dos$wiadczalnie. Podano
rowniez warunki, dla ktorych modele te mozna wykorzystywaé, ulatwiajac
wybor odpowiedniego modelu [71].

Uszkodzenia DNA pod wpitywem promieniowania VUV. Jak wspomniano w
poprzedniej czesci, wiekszos$¢ badan prowadzonych przez spotecznos¢ AMOP dotyczacych
analizy uszkodzen ukfadéw biologicznych pod wptywem naswietlania elektronami,
fotonami, czy jonami, wykorzystuje metode AGE do oznaczania poziomow SSB i DSB w
naswietlanych préobkach DNA (np. [54]-[56]). W poprzedniej sekcji zostato pokazane, ze
parametry Ps i Ng nie sg tozsame i nalezy je rozdzieli¢ podczas analizy. Przyktadowo, jesli
liczba SSB zostanie zanizona, nie mozna prawidtowo skorelowa¢ jej z powstawaniem
DSB. To z kolei spowoduje, ze DSB bedq interpretowane jako rezultat pojedynczego
zdarzenia, a nie jako skutek dwu niezaleznych, nastepujacych kolejno po sobie atakdéw
na czasteczke DNA.

Waga badan nad wplywem promieniowania z zakresu ultrafioletu prézniowego na
czgsteczki DNA od dawna sprawiata, ze cieszyly sie one duzag popularnoscig. Dominujacy
wptyw tego promieniowania na uktady biologiczne potencjalnie znajdujace sie w
przestrzeni kosmicznej sprawia, ze na szerokg skale starano sie zrozumie¢ mechanizm
prowadzacy do uszkodzen takich uktaddow (przyktadowo: [55], [56], [72]). Folkard et al.
[73] doniesli, na podstawie swoich badan dotyczgcych naswietlania plazmidowego DNA
zawieszonego w roztworze wodnym promieniowaniem VUV, Ze os$rodek, w ktorym
umieszczona jest biomolekuta ma istotny wptyw na powstawanie uszkodzen. Wskazano,
ze uszkodzenia powstate po naswietlaniu prébki umieszczonej w roztworze w poréwnaniu
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z cienkim filmem plazmidu sa znacznie wieksze. Umieszczajac w roztworze wymiatacz
wolnych rodnikéw pokazano, ze za podwyzszone poziomy uszkodzen odpowiadajg rodniki
hydroksylowe, poniewaz poziom zarejestrowanych w probkach uszkodzen ulegt
zmniejszeniu. Przedstawiajac swoje wyniki, autorzy zawsze odnosili sie jedynie do utraty
wyjsciowej formy DNA oraz do powstawania DSB, ktore mierzyli metodg AGE, pomimo,
ze to wtasnie SSB jest dominujgcym uszkodzeniem w takich doswiadczeniach.

Dlatego, aby oceni¢ doktadnie

TdT + BrdUTP poziom SSB w probce, ktora byta
§©2 \ wystawiona na dziatanie

promieniowania VUV, rozwinetam
nowg metode analizy bazujaca na

SSB
N

HRP
DNA

EE%{J metodzie TUNEL (ang. Terminal

. ' deoxynucleotide transferase
 ABROIPHOR. & - dUTP Nick End Labelling), w
450 nm By ktérej korzysta sie z oznaczania
hody SSB znacznikiem

ggigizf%’ ©: | fluorescencyjnym w DNA

“—[a___ komoérkowym, aby  oznaczyc

komoérki apoptotyczne [74]. W

moich badaniach [H1], metoda
Rysunek 3 Ogéiny schemat metody ELISA [HE]. ta zostata przeniesiona na
warunki testu immunoenzymatycznego ELISA (ang. Enzyme-Linked Immuno-Sorbent
Assay), w ktérym zamiast catych komoérek mozna wykorzysta¢ oczyszczone DNA
plazmidowe, unieruchomione na ptytce. Schemat przebiegu takiej analizy przedstawia
Rysunek 3.

Koncéwki 3’-hydroksylowe, ktére z duzym prawdopodobienstwem powstajg w przypadku
SSB [75], oznaczone zostajg bromowanym tréjfosforanem deoksyurydyny (BrdUTP) w
reakcji, ktérej katalizatorem jest enzym mogacy dotaczy¢ BrdU do konca 3’ nici,
terminalna  deoksyrybonukleotydylotransferaza (ang. terminal  deoxynucleotidyl!
transferase, TdT). Nastepnie inkubuje sie probke w obecnosci mysiego przeciwciata
przeciwko BrdU z dotaqczong peroksydazg chrzanowgq (ang. horseradish peroxidase, HRP),
ktéra z kolei katalizuje utlenianie takich zwigzkéw, jak 3’,3’,5',5'-tetrametylobenzydyna
(TMB) do kolorowego produktu, ktory mozna zmierzy¢ spektrometrycznie.

W pierwszym zastosowaniu metody TUNEL/ELISA do badan uszkodzen plazmidowego
DNA wykorzystatam synchrotronowe promieniowanie VUV o dtugosci 170 nm [H1],
generujace °OH. Pordéwnujac wyniki otrzymane metodg TUNEL/ELISA z otrzymanymi
metoda AGE mogtam zbada¢, czy faktycznie, jak napisatam wczesniej, liczba SSB w
naswietlonej probce jest duzo wyzsza od tej, ktérg otrzyma sie stosujgc metode AGE.

Analizujgc naswietlone promieniowaniem VUV prébki, mozna wykresli¢ liczbe SSB w
czasteczce DNA, Ps, w funkcji dawki promieniowania, D, jak pokazuje Rysunek 4, a.
Wida¢ liniowy wzrost powstawania tych uszkodzen wraz z dawkg dostarczong do proébki.
Jesli dopasowac¢ wyniki doswiadczalne réownaniem (2) otrzymamy, ze dawka Djsys, przy
ktorej srednio kazda czasteczka DNA w prébce ma jedno uszkodzenie typu SSB, wynosi
9.21 + 0.15 Gy. Z kolei, jesli wykresli sie catkowitg liczbe SSB z metody TUNEL/ELISA w
funkcji liczby molekut w formie zrelaksowanej, obecnych w prébce, ktére wyliczymy z
AGE (Rysunek 4 (a), gérna skala), wzrost liczby tych uszkodzen jest eksponencjalny wraz
ze wzrostem liczby zrelaksowanych molekut w naswietlonej prébce. Wida¢ zatem
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rowniez, ze dla molekut zrelaksowanych prawdopodobienstwo powstania kolejnych SSB
jest wyzsze, niz dla molekut w formie superskreconej.

Czesto wykorzystuje sie np. do obliczen efektywnej wydajnosci powstatych po
naswietlaniu SSB metode bazujacg na wykorzystaniu zakresu liniowego na wykresach
formy zrelaksowanej [76]. Jesli wykresli¢ liczbe SSB otrzymang z obu sprawdzanych tutaj
metod w molekule DNA w funkcji dawki promieniowania, wyraznie widaé¢, ze liczba
uszkodzen typu SSB jest silnie zanizona juz przy bardzo niskich dawkach promieniowania
(Rysunek 4, b). Przyktadowo, wyniki pokazane tutaj dajg dwukrotnag rdznice juz dla
dawki 5 Gy. Dlatego, korzystajac jedynie z metody AGE, silnie zanizy sie liczbe SSB, a
tym samym zZle zinterpretuje poziom uszkodzen powstatych w prébce, co z kolei moze
mie¢ wptyw na ocene dziatania mechanizmu naprawczego komorki.

Number of relaxed molecules per total number
of DNA molecules in irradiated sample, NR
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Rysunek 4 Liczba SSBs powstatych w plazmidowym DNA po naswietlaniu promieniowaniem VUV, otrzymana metodg ELISA,
wzrasta liniowo z dawkq promieniowania (linia ciggla), natomiast eksponencjalnie wzrasta ona wraz ze wzrostem liczby
molekut w formie zrelaksowanej (linia przerywana) w probce po naswietlaniu; (b) Liczba SSB oceniona metodg AGE (linia
ciggla) oraz metodg ELISA (linia przerywana). Wyniki obarczone sq niepewnoscig +1 SD [HE].

Wykreslajac strate formy wyjsciowej w funkcji liczby SSB w molekule DNA (Rysunek 5, a)
i dopasowujac rownanie (5), przeksztatcone z uwzglednieniem (2) i (3) otrzymujemy
parametr ex0. Oznacza to, ze prawdopodobienstwo wytworzenia DSB nad SSB w wyniku
pojedynczego zdarzenia jest bliskie zeru. Wykreslajac z kolei liczbe DSB z AGE w funkcji
otrzymanych z TUNEL/ELISA SSB rowniez wida¢, ze DSB bedace skutkiem pojedynczego
zdarzenia w przypadku ataku rodnika hydroksylowego sa mato prawdopodobne.
Dopasowujac model liniowo kwadratowy (9) skorygowany o gtebokos$¢ penetracji (10) do
danych doswiadczalnych otrzymuje sie parametry a i B (Rysunek 5, b). Jak wida¢, tylko
cze$¢ réwnania, ktéra odpowiada za powstawanie DSB wskutek dwu niezaleznych
zdarzen , czyli z niezerowym parametrem S, jest wazna.

Z rownan (7) i (8) skorygowanych o (10) wyznaczona zostata réwniez najmniejsza
odlegtos¢, przy ktérej dwa SSB w przeciwlegtych niciach doprowadzg do powstania DSB,
wynoszaca 42 = 15 bp lub 43 £ 16 bp w zaleznosci od uzytego modelu. Pomimo, ze w
literaturze czesto spotykana jest wartos¢ 10 bp dla powstawania DSB z dwu SSB, czyli w
przyblizeniu odlegto$¢ jednego skretu helisy DNA, nalezy pamietaé, ze jest ona wazna
tylko wtedy, gdy w czasteczce DNA nie wystepujg zadne inne uszkodzenia. W przypadku
ataku rodnika hydroksylowego pokazano, ze formowane sg uszkodzenia ztozone z
uszkadzaniem zasad wystepujagcym 2.7 raza czesciej, niz SSB [77]. Dlatego tez, kiedy
pomiedzy dwoma SSB wystgpig inne uszkodzenia ostabiajgce wigzania wodorowe,
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odlegtos¢ ta moze by¢ wieksza. Ponadto, wartos¢ otrzymana tutaj jest zgodna z 43 bp
otrzymang przez Siddigiego and Bothe [60], ktorzy rdowniez badali wptyw rodnikéw
hydroksylowych formujacych sie w roztworze wodnym po naswietlaniach, na
powstawanie uszkodzen w DNA.

y Dose, D/ Gy
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(a) Number of SSBs per DNA molecule, P (b) Number of SSBs per DNA molecule, P

Rysunek 5 (a) Liczba molekul w formie superskreconej obecnych w probce w zaleznosci od liczby SSB powstalych po
naswietlaniu zostata dopasowana réwnaniem (5), dajgc €=0; (b) Liczba DSB na czgsteczke DNA, okreslona z AGE,
wykreslona w funkcji liczby SSB w jednej czgsteczce DNA lub dawki promieniowania, dopasowana modelem (7) — czarna
linia ciggla, (8) — czerwona linia przerywana oraz (9) — niebieska,linia kropkowana; otrzymana wartosé wspotczynnika
liniowego a wynosi zero, natomiast odleglosé: a=42+15 bp. Wszystkie modele zostaly skorygowane rownaniem (10) [H6].

Mozna zatem przyjaé, ze przy tak duzej liczbie SSB w czasteczce DNA,
powstanie DSB w molekule umieszczonej w srodowisku wodnym, naswietlonej
promieniowaniem VUV, w wyniku czego powstana rodniki ‘OH bedzie raczej
skutkiem dwu niezaleznych SSB, znajdujacych sie w odlegtoséci 43 bp, niz
skutkiem pojedynczego oddzialtywania z dwoma niémi DNA.

Jako alternatywe powyzszych metod badan mozna podaé uzywang z sukcesem od wielu
lat mikroskopie sit atomowej (AFM), ktéra umozliwia bezposrednie obrazowanie
uszkodzen powstatych w DNA pod wptywem réznych rodzajow promieniowania. Za jej
pomocg mozliwe byto m.in. okreslenie sposobu fragmentacji DNA w zaleznos$ci od dawki i
rodzaju padajacego promieniowania oraz wykazanie, ze w duzej ilosci forma
pofragmentowana wystepuje w préobkach wystawionych na dziatanie promieniowania o
wysokim liniowym wspoéfczynniku przenoszenia energii, a nie tych wystawionych na
dziatanie promieniowania np. rentgenowskiego [78]. Silny rozwdj tych technik w ostatnim
dziesiecioleciu umozliwit obserwacje i manipulowanie pojedynczymi molekutami DNA przy
zastosowaniu tzw. matryc origami DNA [11]. Pozwolito to nie tylko na wykrycie, ale takze
zmierzenie w oligonukleotydach uszkodzen, powstatych bezposrednio pod wptywem
naswietlania elektronami [79], czy fotonami [80]. AFM wykorzystano réwniez do
zobrazowania pozakomodrkowego DNA, wystepujgcego wolno we krwi pacjentéw chorych
na nowotwory, pozwalajac na oszacowanie dtugosci i stezenia takich fragmentéw, jak
réowniez oznaczenie mutacji genu odpowiedzialnego za wystgpienie nowotworu [81].

Wyniki w pracy [H1] jako pierwsze pokazaly, ze uszkodzenia typu SSB
powstajace pod wpitywem np. ataku rodnika hydroksylowego sa zazwyczaj
silnie niedoestymowane w modelowaniu, co prowadzi do rozbieznosci miedzy
obliczeniami a wynikami doswiadczalnymi [82]. Tak duza liczba uszkodzen
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czasteczki DNA pod wplywem promieniowania bytaby trudna do naprawienia,
powodujac zaklocenie cyklu komoérki, skutkujace jej Smiercia [83].

Przygotowywanie cienkich filmow DNA do badan w warunkach prézniowych.

Od czasu pionierskich badan
przedstawionych w  roku
2000 przez grupe prof.
Leona Sanche [35],
kilkakrotnie probowano
powtdérzy¢ i rozszerzy¢ te
badania z réznym skutkiem,
otrzymujac znaczne
rozbieznosci [84]-[86].
Spowodowane one sg w
gtownej mierze
trudnosciami, jakie maja
grupy pracujace w tematyce
AMOP w przygotowywaniu

cienkich filmow DNA do

Rysunek 6 Obrazy z mikroskopu swzetlnego przedstawiajgce wzdok z boku (gom) badan radiacyjnych.

z géry (dol) filméw DNA przygotowanych z 2 ul UHP H,0 zawierajgcego 100 ng

plazmidowego DNA, umieszczonego na substracie w temperaturze (a) —/0°C oraz. Aby bada¢ oddziatywania
(b) —20°C [H3].

elektronéw, fotondéw, czy
jonéw z materiatem biologicznym, jak np. DNA, w warunkach prézniowych, nalezy
zastosowa¢ taka metode przygotowywania prébek, aby otrzymane filmy byty
powtarzalne, jednorodne, a materiat stabilny w warunkach prézniowych, potrzebnych do
przeprowadzenia eksperymentu. Aby wyniki dOSW|adczen|a daty wyn|k| umozI|W|ance
analize ilosciowg, materiat §
biologiczny  musi  pozostaé
nietkniety w trakcie procesu
przygotowywania prébki.
Jednym z gtéwnych probleméw
jest usuwania sktadowej wody
z czasteczek DNA w trakcie
odpompowywania probki.
Pokazano juz, ze usuniecie tej
wody prowadzi do uszkadzania
DNA poprzez najpierw SSB,

otem DSB, a nastepnie do i =
P . ! &P Rysunek 7 Filmy DNA przygotowane z 2 ul UHP H,O zawierajgcej 100 ng
catkowitego rozpadu molekuty pia;midowego DNA, umieszczonego na substracie o temperaturze (a) +4°C
do jej sktadowych nukleotyddow oraz (b) -20°C, wraz ze zblizeniem obszaru centralnego oraz brzegéw [H3].

i nukleozyddéw [87].

Aby unikna¢ rozktadu DNA, roztwér, w ktorym poczatkowo zawieszone jest DNA, musi
zawiera¢ inne, dodatkowe zwigzki chemiczne, ktére ustabilizujg molekuty w trakcie
procesu osuszania i zapobiegng usuwaniu wody strukturalnej z DNA. Najczesciej
stosowanym do stabilizowania DNA w roztworze zwigzkiem chemicznym jest
tris(hydroksyme-tyl)aminometan (tris) [88] oraz kwas  wersenowy (ang.
ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) [89]. Obydwa zwigzki sq duzo bardziej ztozone,
niz np. proste wodorotlenki; posiadajq trzy (tris) i cztery (EDTA) grupy hydroksylowe,
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ktére w zaleznosci od warunkdw doswiadczenia mogq dodatkowo oddziatywaé w sposdb
niekontrolowany na uktad prébka-pocisk np. ochraniajagc badang molekute przed
promieniowaniem. Efekt ten potwierdzit niedawno Kumar et al. [90]. Dlatego nalezy
szukac stabilizatoréw o prostszej budowie.

Temperatura i Srodowisko przygotowywania probek rowniez okazaty sie waznymi
czynnikami. Najpopularniejszg metoda
przygotowywania prébek do badan w
warunkach  wysokiej  prozni  jest
suszenie sublimacyjne. Metoda ta
powoduje liofilizacje ciektej prébki, a
stosuje sie jg w celu zapobiezenia
agregacji DNA w trakcie procesu
usuwania rozpuszczalnika [91].
Niemniej, procedura ta moze znaczaco
wptyngé na formowanie filmu,
powodujgc wytworzenie sieci DNA [92].
Moje badania, jako pierwsze, bytly
systematycznym sprawdzeniem
wptywu stabilizatoréw na morfologie
filmow DNA. Takze, pomimo czestego
stosowania, metody sublimacyjne, w
tym  temperatura substratu, czy
szybkosc¢ pompowania, W
przygotowywaniu materiatu
biologicznego do badan prézniowych
nie zostaty scharakteryzowane.

100 A

80 A1

I=—) 1g(OH),

60 (I Ca(OH),

40 1

20 1

DNA form percentage

supercoiled

,-
LY
~

100 7

80 1

60 A

40 A

20 A

DNA form percentage

W dwu publikacjach [H2] i [H3] (b) supercoiled relaxed linear
zbadatam wptyw temperatury podtoza

podczas procesu suszenia Rysunek 8 (a) Oszacowanie wplywu zasad na utrzymanie formy
blim ™ n t ni filmé suerskreconej DNA; najmniejsza strata zaobserwowana zostata
Subli acy-? €go na _,V\_Iorze_ 1€ THMOW,  yia roztworu zawierajgcego NaOH, w ktorym DNA jest bardziej
przetrwanie Wyjsciowe] formy stabilne, niz w roztworze wodnym; (b) Strata formy superskreconej
plazmidowego DNA w warunkach dla plazmz'dzf w roztworfzsch zawierajgcych rozne zasady po

L h ' tual h odpompowaniu wody w 10™ mbar przez 16.5 h przy temperaturze
prozniowych oraz wptyw ewentualnycn o .o qn, wynoszgcej w chwili deponowania +4°C [H6].
stabilizatorow na morfologie filmu.

Metody przygotowywania filmow, ktdore mozna znalezé w literaturze podajq, ze filmy
przygotowywane byty na substratach znajdujacych sie w temperaturze: od pokojowej
[89] do ciektego azotu [35]. Zbadatam rowniez wptyw prostych stabilizatorow w formie
wodorotlenku sodowego, potasowego, maghezowego oraz waphiowego na utrzymanie
DNA w formie superskreconej [H2], natomiast w pracy [H3] pokazatam jak wpltywaja
one na formowanie filmu w zmiennej temperaturze substratu.

Poniewaz tantal byt stosowany z sukcesem w badaniach prowadzonych w warunkach
prozniowych nad oddziatywaniem LEE z plazmidowym DNA [93], w badaniach nad
morfologig filméw DNA [H2] i [H3] rowniez wykorzystano ten materiat. Wysoka liczba
atomowa Ta powoduje, ze materiat ten nie emituje duzych ilosci elektronéw wtérnych
pod wplywem promieniowania padajacego, a powstajaca na jego powierzchni
monowarstwa tlenkowa tworzy stabilng, chemicznie obojetng powtoke, minimalizujacq
oddziatywanie pomiedzy substratem a DNA. Folia zostata wygtadzona na kotach
polerskich oraz wyczyszczona w kapieli ultradzwiekowej z czystym etanolem, a nastepnie

Matgorzata Anna Smiatek-Telega | 1 6



osuszona suchym N, celem zapewnienia czystosci oraz gtadkosci powierzchni. Nie
zaobserwowano uszkodzen plazmidowego DNA pod wptywem kontaktu z tg powierzchnia.

Kiedy przygotowano prébki plazmidowego DNA zawieszonego w ultra-czystej (ang. ultra-
high purity, UHP) wodzie, umieszczonego na substracie w temperaturze —20°C, powstaty
w ten sposob film byt fatwo widoczny okiem nieuzbrojonym jako kompaktowa,
tréjwymiarowa struktura. Przeciwnie, film przygotowany na substracie utrzymywanym w
temperaturze —10°C w chwili deponowania nan roztworu okazat sie bardziej rozlegty i
ptaski. Filmy te zostaty przeanalizowane mikroskopem s$wietlnym celem oszacowania ich
ksztattu i rozmiardéw.

Rysunek 6 pokazuje otrzymane obrazy dla filméw przygotowanych z roztworéw wodnych
plazmidowego DNA, zawierajacych 100 ng DNA w 2 ul UHP H,0, deponowanych przy (a)
—10°C oraz (b) —20°C. Gérne zdjecia to widok boczny filmow, natomiast dolne to widok
z gory. Jak wida¢, film przygotowany przy —10°C tworzy duze, ptaskie koto o Srednicy
okoto 2.5 mm oraz wysokosci okoto 0.1 mm. Film przygotowany przy —20°C tworzy
kompaktowg strukture o srednicy w przyblizeniu 1 mm oraz wysokosci okoto 1.5 mm.
Stad wida¢, ze ksztatt filmow przygotowanych metodg suszenia sublimacyjnego silnie
zalezy od temperatury substratu w momencie deponowania materiatu.

0.5
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Rysunek 9 (a) Wzrost powierzchni probki wraz ze wzrostem temperatury substratu podczas deponowania roztworu, obliczony
dla probek zawierajqcych 1 ul UHP H,0 z 100 ng plazmidowego DNA + 1 ul NaOH pH 8.0 umieszczonych na substracie Ta
przy +5°C, -10°C oraz -20°C; niepewnosci zwigzane sq z doktadnoscig wyznaczenia powierzchni; linia ciggla przedstawia
trend zmian; (b) Zmniejszenie powierzchni probki wraz z zawartoscig wodorotlenku sodowego, wyznaczone dla probek
zawierajgcych 100 ng DNA w: 6 ul UHP H,0, I ul UHP H,O + 5 u/ NaOH pH 8.0 oraz / ul UHP H,O + 5 ul NaOH pH
10.0, przygotowanych na substratach w temperaturze -20°C (symbole tréjkgtne) oraz (c) +4°C (symbole okrggle);
niepewnosci zwigzane sq z dokladnoscig wyznaczenia powierzchni [H6].

Przy temperaturach substratu wyzszych, niz —20°C kropla moze sie po nim rozlaé, zanim
ochtodzi sie do temperatury, w ktérej zamarznie. W nizszych temperaturach mate
objetosci prébki (tutaj 2 pl) zamarzajg praktycznie w momencie zetkniecia z powierzchnig
substratu. Po usunieciu z nich rozpuszczalnika zatrzymujg one oryginalny ksztatt
zamrozonej kropli.

Przeanalizowatam filmy réwniez za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego
(ang. scanning electron microscope, SEM, Rysunek 7) zauwazajgc ich nieregularng,
popekang powierzchnie dla filmow powstatych podczas naktadania probki na substrat
znajdujacy sie w temperaturze powyzej temperatury zamarzania. W przypadku filméw
przygotowanych w temperaturze -20°C zaobserwowa¢ mozna ich kompaktowy, $cisniety
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ksztatt z charakterystycznym, gestym brzegiem. W zadnym z przypadkéow nie otrzymano
filmu na tyle homogenicznego, aby moc zatozy¢ dla niego jednorodny rozkitad molekut.
Réwniez powierzchnia filmu wygladata inaczej, niz poczatkowo zaktadano. Réwnoczesnie
zaobserwowalismy, ze w prébkach zawieszonych w UHP H,0O materiat nie zachowuje
wyjsciowej formy superskreconej po umieszczeniu w warunkach niskiego cisnienia,
niezbednego np. do badan z LEE. Niezaleznie od poziomu prozni, w ktorej
przygotowywany byt film, poziom formy superskreconej spadat ponizej poziomu
wystarczajacego do prowadzenia dalszych badan.

Wyniki te dostarczyly mozliwe wyjasnienie dla rozbieznosci poprzednio
publikowanych wynikow doswiadczen, jak rowniez pokazaty, jak duzym
wyzwaniem jest wiasciwe przygotowanie dobrze okreslonego filmu DNA o
jednorodnej powierzchni, potrzebnego np. do wyznaczania przekrojow
czynnych na oddziatywanie z czastkami promieniowania padajacego.

Kontynuujac te badania, postanowitam znalez¢ sposéb na przygotowywanie filméw DNA o
dobrze okreslonej strukturze. W opublikowanych badaniach prébki stabilizowane byly
przez zastosowanie tris i/lub EDTA - zwigzkdéw o ztozonej budowie. Najlepszym
podejsciem wydato sie zastosowanie prostych zwigzkéw, ktore nie bedg wprowadzaty
dodatkowych czynnikéw do uktadu. W zwigzku z tym przebadatam proste zasady mono i
dwukationowe, zawierajgce séd, potas, magnez i wapn. Z analizy metoda AGE, ktorg
pokazuje Rysunek 8, wodorotlenek sodowy okazat sie by¢ najskuteczniejszym
stabilizatorem, poniewaz nie tylko nie wptywat na materiat (a), ale réwniez znaczaco
przeciwdziatat utracie formy superskreconej pod wptywem pompowania (b). Potwierdzity
to rowniez badania SEM, ktére pokazaty, ze najbardziej jednorodne filmy otrzymano dla
probek zawierajagcych NaOH.
Ksztatt i rozmiar filmu zmieniat
sie zarébwno wraz z temperaturg
substratu w trakcie
deponowania (Rysunek 9, a),
jak rowniez ilosciq wodorotlenku
sodowego dodanego do probki
(Rysunek 9, b i ).

Wptyw powszechnie stosowanej
zasady tris na formowanie filmu
DNA réwniez zostat sprawdzony
(Rysunek 10). Przebadatam
filmy DNA przygotowane przy

Rysunek 10 100 ng plazmidowego DNA w 2 xl 5 mM buforu tris-Cl temperaturze +4°C (a) oraz
umieszczone na substracie przy (a) +4°C i (b) -5°C, wraz ze zblizeniem —5°C (b Naiwieksze réznice
obszaru centralnego i krawedzi probki [H3]. (b). JWiIg

zaobserwowac mozna na
krawedziach filmow. Prébka przygotowana przy +4°C jest duzo bardziej skoncentrowana
w poblizu dobrze okreslonych krawedzi, niz probka przygotowana przy —5°C. Rozktad
materiatu w centrum probki jest dos$¢ jednorodny dla filméw przygotowanych przy +4°C,
natomiast dla filmu przygotowanego w nizszej temperaturze zaobserwowa¢ mozna
powstawanie matych skupisk materiatu o zmiennych rozmiarach, z najwiekszymi w
poblizu $rodka prébki.

Glownym wnioskiem wyciagnietym z powyzszych badan jest to, ze filmy DNA
nie sg tak homogeniczne, jak zakladano, a ich struktura zalezy bardzo silnie od

Matgorzata Anna Smiatek-Telega | 1 8



warunkéw, w jakich sa przygotowywane. Wida¢ réwniez, ze DNA tworzy
strukture tréjwymiarowej sieci, a nie strukture wielowarstwowa.

Powyzsze wnioski dotyczace standardowych metod przygotowywania proébek,
doprowadzity do rozwoju nowych technik przygotowywania filmow do badan radiacyjnych
w kilku grupach badawczych. Przyktadowo, w roku 2011, grupa profesora Fromma
opublikowata nowy protokdt wytwarzania jednorodnych filméw plazmidowego DNA, z
wykorzystaniem 1,3-diaminopropanu (DAP) [94]. Filmy te, zawierajgce mostki DAP
(Rysunek 11), okazaty sie by¢ duzo bardziej jednorodne, niz te otrzymywane
standardowymi metodami opisanymi powyzej.

Rysunek 11 Zdjecia AFM (5x5 um) filméw zlozonych z komplekséw [plazmid DNA-Dap®] przygotowane przy réznym
stosunku R Dap?* do ilosci grup fosforowych w DNA, dla suprskreconego DNA = 20 ng/ul (Adapted with permission from
[94]. Copyright 2016 American Chemical Society).

Autorzy przyznali réwniez, ze mieli problem z utrzymaniem formy superskreconej w
warunkach prézniowych. Niestety, w tym przypadku zastosowano standardowy bufor tris-
EDTA jako stabilizator DNA w warunkach prézniowych (Rysunek 12), ktory, jak opisano
powyzej, moze wptynaé na wyniki doswiadczenia. Przeprowadzono takze naswietlania tak
przygotowanych filméw [95], [96].

HO i
DNA [DNA « Dap] [DNA « Dap] complex RySl_Jnek, 12 Podsumowanie

in water complex in water redissolved in water HO poziomow superskrgconego DNA

NH otrzymywanych  na  réznych

100 J— . 2 ! -
J==i=te DNAre HO stadiach przygotowywania

< 9o - »,_90.0% 1.5% EHA Tris filméw stabilizowanych
P " 84.0% 1.5% _ . .. mostkami Dap; grubos¢ warstw
B 80 - ": " 75.0t 2- «——75ML a Jest wyrazona W ilosci
§ I ': \75. 0% . L o oH HJ\GH monovxrlgrst'w (M_L); jedna ML ma
S 70 4 = \ sr0e45% Pt T gr.ubo‘.sc Srednio 2.2%:0..5 nm.
o 4 4 : T\ /8 e P Cienkie warstwy sq mniej trwate,
2 oeo (7 ;&f"\_ niz warstwy grubsze. Po prawej
: - b stronie umieszczono molekuty
50 - tris i EDTA (Reprinted with
4 permission from [94]. Copyright

40 2016  American  Chemical

Followed steps Society)

Wyznaczanie gestosci filmow DNA. Moje badania morfologii filmow DNA,
przedstawione w pracach [H2] i [H3] wywotaly kolejne pytanie: jesli filmy DNA nie sg
tak kompaktowe, jak zaktadano, jak zmienia sie gestosc¢ takiego filmu?

Aby scharakteryzowac oddziatywanie pomiedzy czasteczkami DNA w filmie a czgastkami
padajacego promieniowania, nalezy wyznaczy¢ zarowno wiasnosci optyczne, jak i
dielektryczne takiego filmu [97], a w szczegdlnosci wyznaczy¢ jego gestosc. Doktadnosé
wyznaczenia gestosci DNA w formie filmu jest wazna przy obliczaniu takich jego
parametrow, jak wspodtczynnik zatamania, wspodtczynnik ekstynkcji, sita oscylatora [97],
[98], funkcja straty energiii [31], [99]-[101], $rednia droga swobodna elektronu [102],
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wydajnos¢ peknie¢ DNA [103], straty jonizacyjne elektronéw [104] i protondéw [101], czy
rozne przekroje czynne na oddziatywanie miedzy DNA a elektronami lub fotonami [4],
[91], [105], [106]. Pomiary gestosci DNA zostaty juz wykonane przez innych, lecz ich
wynik silnie zalezat od zastosowanej metody badawczej (patrz Tabela 1) [97], [107]-
[109].

Tabela 1 Poréwnanie literaturowych wartosci gestosci CT DNA; (bdg to wirowanie w gradiencie gestosci).

Zrédto Metoda Gestosé (g/cm?)
Our work [H5] Interferometria 1.41+0.03
Astbury [107] Grawitometria 1.63
Franklin [108] Grawitometria 1.625+0.002
Inagaki [97] Interferometria 1.35
Weidlich [109] Krystalografia 1.64
Votavova [110] CsCl-netropsin bdg 1.7

Thiery [111] CsCl bdg 1.7033+0.0002
Macaya [112] Cs,S0,4 BAMD bdg 1.7085
Filipski [113] Cs,S0,4 bdg 1.697

Najpowszechniej stosowana wartos¢ gestosci DNA z grasicy cielecej (ang. calf thymus,
CT) i innego DNA genomowego (wtgcznie z ludzkim), jak rowniez plazmidowego DNA
wynosi 1.7 g/cm?® [110], [112]-[115]. Warto$¢ ta wyznaczono metodg wirowania w
gradiencie gestosci, z ktérej korzysta sie przy wyznaczaniu gestosci badanej substancji
wzgledem znanej gestosci rozpuszczalnika. Technikg tg rozdziela sie podczas wirowania
badang substancje na frakcje rdéznigce sie gestoscig. W tym przypadku gestos$c¢ odnosi sie

(a) ! (b) do roztworu, w ktérym
1 ; . . .
Air  no=1 Y Ti=1 T probka nie przejawia
! : tendencji ani do
Hilm f el opadania, ani nie jest

1 . .
Substrate Y s e wyp!erana _ w  kierunku
I powierzchni roztworu.

1

; Wada tej metody jest jej

. iln zaleznosc¢
Alr - no=1 f T Wavelength (nm) stina a oS ] od
roztworu, w ktorym

Rysunek 13 Dia cienkiego, absorbujgcego $wiatlo filmu umieszczonego na grubym, Zawieszona jest badana

transparentnym substracie (a) efekty interferencyjne wzmacniajg sygnal transmisyjny gybstan cja [116] oraz
poprzez powstawanie w nim prqzkow interferencyjnych, zawartych pomiedzy dwiema L.
obwiedniami Ty, oraz Tp,; (b) A4, A, Oraz 4i sq objasnione w tekscie [H5]. tempera‘tury’ w ] kto r‘eJ

zachodzi frakcjonacja

[117]. Ponadto, wyznaczona w ten sposdb gesto$¢ odnosi sie do substancji zawieszonej
w fazie cieklej, a nie do wykorzystywanych w pomiarach AMOP cienkich filmdw,
zazwyczaj przygotowywanych poprzez odparowywanie rozpuszczalnika w prézni lub
atmosferze. Do dnia dzisiejszego nie istnieje sposdéb wyznaczania gestosci wtasnie takich
filmow, jednakze mozna oczekiwaé¢, Zze wartos¢ ta bedzie nizsza, niz podawana w
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literaturze dla DNA w roztworze, lecz wieksza, niz wyznaczona dla nukleozydow Iub
nukleotyddw w fazie statej (np., adenozyna: 0.998 g/cm?).

Aby wyznaczy¢ gestosc filmu DNA wykorzystatam metode bazujacg na pomiarze prazkéw
interferencyjnych w widmach transmisyjnych UV-Vis w cienkich warstwach DNA. Wyniki
badan zostaty zaprezentowane w pracy [H5]. Stabo absorbujacy, jednorodny cienki film
0 grubosci d zostat przygotowany na transparentnym substracie (tutaj - okienko z
fluorku magnezu), ktérego grubosc¢ byta kilkakrotnie wieksza niz samego filmu (Rysunek
13, a). Film zostat przygotowany poprzez powolne odpompowanie wodnego roztworu CT
DNA pompkag wodna. Dzieki réznym wspodtczynnikom zatamania powietrza, filmu i
substratu, otrzymuje sie wzmocnienie sygnatu odbitego od granicy tych osrodkéw.

Efekty interferencyjne wywotane obecnoscig filmu powoduja powstawanie prazkow
interferencyjnych w mierzonym widmie transmisyjnym (Rysunek 13, b). Wspotczynnik
zatamania otaczajacego probke powietrza wynosi n,. Wigzka promieniowania padajacego
przechodzi przez film wytworzony na substracie, dajac na detektorze sygnat o wartosci T.
W modelu wyprowadzonym przez Manifaciera [118], a rozwinietym pdzniej przez
Swanepoela [119], grubos$¢ d takiego filmu, umieszczonego prostopadle do wigzki
padajacej na osi detektora mozna wyznaczy¢ jako

_ AL
- 2'(12n1_21n2)’

gdzie Ai liczbg prazkéw pomiedzy dwoma minimami lub maksimami interferencyjnymi (o
dtugosciach fali, odpowiednio, A; i A,), natomiast n; i n, to wspdtczynniki zatamania przy
tych dtugosciach fali. Metode tg mozna stosowac dla diuzszych fal, gdzie film bardzo
stabo absorbuje promieniowanie, a substrat jest transparentny.

9)

Rysunek 14 (a) przedstawia zmierzone widma interferencyjne, otrzymane dla filmow
wytworzonych poprzez odparowanie 0.13, 0.25, and 0.41 mg/cm? CT DNA. Obserwowane
prazki interferencyjne, widoczne w widmie transmisyjnym, wskazujg na jednorodng
grubos$¢ na catej powierzchni filmu. W innym przypadku nie udatoby sie zaobserwowac
prazkow, gdyz efekty interferencyjne zostatyby zaburzone.

wmfof;;'f/‘fw 1.0x10° i 1?12
----- .13 mg/cm o 0107
0-947 ___ 0.25 mg/em® . o) R*=0.995 +
. 16.0x10™
--=--0.41 mg/cm’ . # e | &5 ot |4.0x10*
c —— MgF, substrate - . s . Ty g 80x10%4 " [2.0x10°*
g 0.92+ % 4 2 Ehal ¢ 1 e 50x10% 1.0x10° 1.5x10° 2.0x10°
K] >
E %
% 090 “E’ 6.0x10*
: 3
0.88- >
4.0x10%
0864
: . . 2.0x10* 5 : : : - : : : :
N N IS N ) o N > > > > > > > > ]
e & & 8§ & § P& EFFLSSEEH
i S o I & & O P
(a) Wavelength (nm) (b)

Rysunek 14 (a) Prqzki interferencyjne w widmie transmisyjnym filméw CT DNA zawierajgcych 0.13, 0.25, oraz 0.41 mglcm?,
wraz z widmem transmisyjnym substratu z MgF, wykorzystanego w doswiadczeniu,; wstawka pokazuje fotografie powierzchni
filmu zawierajgcego 0.41 mg/cm2 otrzymang przy 40-krotnym powigkszeniu mikroskopem optycznym; (b) Zwigzek pomiedzy
masq CT DNA obecng w probce a obliczong objetosciq filmu z dopasowaniem metodq najmniejszych kwadratow,; wstawka
pokazuje caly zakres zmierzonych danych [H5].
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Grubos$¢ kazdego filmu zostata obliczona za pomoca wyrazenia podanego przez
Swanepoela. Stad mozliwe byto obliczenie objetosci filmu, gdyz powierzchnia substratu
jest dobrze okreslona. Dla kazdej masy CT DNA wykonano 9 pomiardéw, skad obliczona
zostata sSrednia objetos$¢ filmu. Wstawka, ktérg zawiera Rysunek 14 (b) pokazuje
koncowe wyniki otrzymane dla wszystkich zmierzonych filméw w funkcji masy CT DNA.
Analiza rezydudw oraz wspétczynnika korelacji liniowej pokazata, ze zaleznosc liniowg
objetosci od masy otrzymano dla probek zawierajgcych pomiedzy 0.4 i 1.2 mg DNA na
powierzchni substratu (Rysunek 14, b), o grubosciach pomiedzy 1 i 3 um. Dlatego, aby
wyznaczy¢ gestosc¢ filméw, p, linie trendu dopasowano metodg najmniejszych kwadratéw
z uwzglednieniem wag statystycznych jedynie w tym zakresie, otrzymujac wartosé
gestosci wynoszaca,

p = 1.41 £+ 0.03 g/cm°. (10)

Wartos¢ ta jest nizsza, niz te podane w literaturze dla CT DNA (Tabela 1 podaje
porébwnanie z wartosciami otrzymanymi wczesniej) oraz zgodna z wnioskami
wczesniejszych prac nad filmami DNA [H2] i [H3]. Jedyna warto$¢ zblizona do
wyznaczonej w [H5] (w granicach niepewnosci pomiarowej) zostata otrzymana przez
Inagakiego et al. [97], ktorzy réwniez skorzystali z metody interferencyjnej, otrzymujac
wartoé¢ 1.35 g/cm?. Wszystkie inne podejécia daty warto$é wyzsza o okoto 20 %.

Wyniki przedstawione w pracy [H5] dowiodty, ze ten sposéb pomiaru jest efektywny, a
przede wszystkim, ze gestos¢ “suchych” filmow DNA jest nizsza niz zaktadano.
Przygotowanie filméw o szerokim zakresie grubosci pozwolito znalez¢ obszar, w ktorym
formowanie filmu jest jednorodne i gdzie grubos$¢ filmu zmienia sie liniowo z iloscig
deponowanego materiatu. Efekty saturacyjne, widoczne na wykresie, ktéry przedstawia
Rysunek 14 (b) - wstawka, dla mas wyzszych niz 1.2 mg w prébce mozna przypisac
uzyskaniu masy krytycznej filmu, ktéra powoduje kompresje jego struktury.

Otrzymanie doktadnych wartosci gestosci filméw DNA pozwala na przeliczenie
wartosci stalych optycznych DNA, otrzymanych wczeséniej dla wyzszej, niz
rzeczywista warto$¢ gestosci. Masa na centymetr kwadratowy wykorzystana w
pomiarach jest porownywalna z ta uzywana w doswiadczeniach radiacyjnych
[54], wiec w poézniejszych badaniach sugeruje sie korzystanie z wlasnie tej
wartosci. Ponadto, poniewaz nasze badania zawarte w pracach [H2] i [H3]
pokazaly silng zaleznos¢ morfologii filmu od skladu prébki, a zatem jej gestosci,
zastosowana metoda jest istotna dla charakterystyki oddzialywan czastek z
DNA w fazie skondensowanej [120], czyli wyznaczania przekrojow czynnych.

Powyzsze rozwazania, bazujace na publikacjach [H1]-[H5], zostaly rdéwniez
opublikowane w nieco zmodyfikowanej formie jako artykut przegladowy w The European
Physical Journal D, [H6]. Publikacja zostata réwniez wybrana przez Edytora Gtéwnego
tego czasopisma jako Topical Review.
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V. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych
(artystycznych).

Dane bibliometryczne:

e Liczba publikacji: 27, w tym 23 po uzyskaniu stopnia doktora
e Liczba cytowan: 97

e Indeks Hirscha: 6

e Sumaryczny impact factor: 37,956

A. Dziatalno$¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia naukowego
doktora

Badania prowadzone przeze mnie w trakcie przygotowywania pracy magisterskiej
dotyczyty poprawy parametréw hipocykloidalnego selektora elektronéw. Optymalne
parametry geometryczne selektora, skutkujgce intensyfikacja natezenia wigzki
elektronowej oraz wzrostem rozdzielczosci energetycznej i katowej wigzki
transmitowanej, zostaty wyznaczone za pomocg obliczen komputerowych wykonanych w
programie Charged Particle Optics (CPO). Otrzymane przeze mnie wyniki zostaty
opublikowane w dwéch pracach:

[A1] M. Smiatek, A. Dydycz, B. Mielewska, V. Feyer and M. Zubek, Computational
studies of a hypocycloidal electron monochromator, 2005, Meas. Sci. Technol., 16,
2275-2279

[A2] M. Smiatek”, B. Mielewska and M. Zubek, Motion of electrons in a hypocycloidal
monochromator, 2007, Radiation Physics and Chemistry, 76(3), 599-603

Celem mojego doktoratu byto zatozenie laboratorium oraz przygotowanie i optymalizacja
protokotdw stuzacych przygotowaniu materiatu do badan oraz poézniejszej analizie
uszkodzen plazmidowego DNA, powstatych pod wptywem promieniowania jonizujgcego
pierwotnego i wtérnego. W swojej pracy skupitam sie na wptywie rodnika
hydroksylowego na powstawanie uszkodzen w niciach, pod wptywem naswietlania
wodnego roztworu plazmidowego DNA promieniowaniem z zakresu ultrafioletu
prozniowego. Naswietlania  prowadzone byly na zrédtach  promieniowania
synchrotronowego w Daresbury, Wielka Brytania, oraz Aarhus, Dania. W trakcie
przygotowywania przeze mnie na The Open University rozprawy doktorskiej powstaty
dwie prace na temat badanych zagadnien:

[B1] N.J. Mason®, M. A. Smia+ek, S. A. Moore, M. Folkard and S. V. Hoffmann, Probing
Radiation Damage at the Molecular Level, 2006, Proceedings of 23rd SPIG
meeting AIP Conference Proceedings, 876, 3-14

[B2] M. A. émia’rek*, S. V. Hoffmann, K. M. Prise, M. Folkard and N. J. Mason, VUV
irradiation studies of plasmid DNA in aqueous solution, 2008, ]. Phys.: Conf. Ser.
101 012020 (1-9)

W trakcie trwania doktoratu odbytam réwniez wizyte w zespole profesora Davida Fielda
na Uniwersytecie w Aarhus, Dania, majacg na celu przetestowanie i przystosowanie
znajdujacej sie tam aparatury do naswietlan plazmidowego DNA niskoenergetycznymi
elektronami. Poniewaz otrzymane wstepne rezultaty byty obiecujace, zdecydowatam sie
na odbycie krotkiego stazu podoktorskiego w zespole profesora i kontynuacje badan
wstepnych.
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B. Dziatalnos$¢ naukowa po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

1. Badania wplywu promieniowania jonizujacego i wtdérnego na
powstawanie uszkodzen w molekutach waznych biologicznie.

Oprécz badan przedstawionych jako osiggniecie naukowe, réwnoczesnie rozwijatam
tematyke rozpoczetg w ramach przygotowywania rozprawy doktorskiej. Wiekszos¢
rozwazan dotyczy wptywu potencjalnych radio- i fotowyczulaczy na poziom uszkodzen
DNA, powstatych pod wptywem promieniowania. Zaproponowane przeze mnie zwigzki
zawierajgce zaréwno brom, jak i platyne, okazaty sie znaczaco zwiekszaé¢ poziom
uszkodzen nici pod wptywem promieniowania rentgenowskiego, zwitaszcza typu letalnego
(DSB). Obiecujace rezultaty naswietlan plazmidowego DNA poskutkowaty rozwinieciem
wspotpracy naukowej z dr Stephanem Denilfem z Uniwesytetu w Insbruku, celem
podjecia préby wyjasnienia mechanizmu powstawania uszkodzen.

[C1] K. Haume®, S. Rosa, S. Grellet, M. A. Smia’fek, K. T. Butterworth, A. V. Solov'yov,
K. M. Prise, J. Golding and N. J. Mason, 2016, Gold nanoparticles for cancer
radiotherapy: a review, Cancer Nanotechnology 7:8

[C2] S. E. Huber, M. A. Smia’rek*, K. Tanzer, and S. Denifl, 2016, Dissociative electron
attachment to the radiosensitizing chemotherapeutic agent hydroxyurea, 2016, J.
Chem. Phys., wysfane

[C3] M. A. Smia}ek*, K. Tanzer, M. Neustetter, S. Huber , R. Schurmann, I. Bald and S.
Denifl, Electron ionization and low energy electron attachment to molecules of
biological interest, 2015, J. Phys.: Conf. Ser., 635, 072025

[C4] M. A. Smiatek”, S. Ptasinska, J. Gow, S. Vrgnning-Hoffmann and N. J. Mason
Radio- and photosensitization of DNA with compounds containing platinum and
bromine atoms, 2015, Eur. Phys. J. D, 69:121

[C5] M. A. émia’fek*, P. Limao-Vieira, N. J. Mason, and A. V. Solov'yov, Radiation
Damage of Biomolecular Systems: Nanoscale insights into Ion Beam Cancer
Therapy. 2nd Nano-IBCT Conference, 2015, Eur. Phys. J. D, 68, 312(1-2)

[C6] K. Tanzer, A. Pelc, S. Huber, M. A. Smiaiek, P. Scheier, M. Probst, S. Denifl, Low
energy electron attachment to platinum dibromide PtBr2 molecule, 2014, Int. J.
Mass Spectrom., 365-366, 152-156

[C7] M. A. Smia’rek*, S. Ptasinska, J. Gow, C. DaPieve and N. J. Mason
Radiosensitization of DNA in presence of Pt(II)-based compounds, 2014, Eur.
Phys. J. D, 68, 85

Ponadto jestem obecnie promotorem w przewodzie doktorskim na The Open University.
Badania prowadzone przez studentke dotyczg radiowyczulania komdrek nowotworowych
za pomocg modyfikowanych nanoczastek ztota.

2. Spektroskopia lotnych zwigzkéw organicznych

Od 2010 roku rozpoczetam prace nad badaniami struktury elektronowej lotnych zwigzkéw
organicznych. Tematyka ta od wielu lat cieszy sie duzym zainteresowaniem, a
otrzymywane wyniki wykorzystywane sg w réznych innych dziedzinach badan. Obecnie
pracuje nad badaniem matych molekut organicznych o znaczeniu biologicznym i
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przemystowym, a takze wptywajacych na powstawanie tzw. efektu cieplarnianego. Wyniki
moich badan zostaty juz opublikowane:

[D1] P. Limao-Vieira, D. Duflot, F. Ferreira da Silva, E. Lange, N. C. Jones, S. V.
Hoffmann, M. A. Smia’rek, D. B. Jones, and M. J. Brunger, 2016, Valence and
lowest Rydberg electronic states of phenol investigated by synchrotron radiation
and theoretical methods, J. Chem. Phys., 145, 034302

[D2] M. A. Smiatek”, M. tabuda, J. Guthmuller, M.-J. Hubin-Franskin, J. Delwiche, S. V.
Hoffmann, N. C. Jones, N. J. Mason, P. Lim&o-Vieira, 2016, Electronic state
spectroscopy by high-resolution vacuum ultraviolet photoabsorption, He(I)
photoelectron spectroscopy and ab initio calculations of ethyl acetate, Eur. Phys. ]
D, 70:138

[D3] M. A. Smia’fek*, M. A. MacDonald, S. Ptasinska, L. Zuin, N. J. Mason, 2016,
Photoelectron and threshold photoelectron valence spectra of pyridine, Eur. Phys.
J.D, 70, 42

[D4] M. A. Smiatek™ and N. J. Mason, 2016, Photoelectron - Photoabsorption (PePa)
Database, Eur. Phys. 1. D, 70, 67

[D5] M. A. Smia’fek*, M. tabuda, J. Guthmuller, S. V. Hoffmann, N. C. Jones, M. A.
MacDonald, L. Zuin, M.-]. Hubin-Franskin, J. Delwiche, D. Duflot, N. J. Mason, P.
Limao-Vieira, 2015, Valence and ionic lowest-lying electronic states of small esters
studied by high resolution vacuum ultraviolet photoabsorption, photoelectron
spectroscopy and ab initio calculations, Synchr. Radiat. Nat. Sci., 14 (1-2), 53

[D6] M. A. Smiaiek*, M. kabuda, J. Guthmuller, S. V. Hoffmann, N. C. Jones, M. A.
MacDonald, L. Zuin, N. J. Mason, and P.Limdo-Vieira, 2015, Valence and ionic
lowest-lying electronic states of isobutyl formate studied by high resolution
vacuum ultraviolet photoabsorption, photoelectron spectroscopy and ab initio
calculations, J. Phys. Chem. A, 119 (32), 8647-8656

[D7] M. A. Smia’rek*, M.-J. Hubin-Franskin, J. Delwiche, M. tabuda, D. Duflot, N. J.
Mason, S. Vrgnning-Hoffmann, N. C. Jones and P. Limao-Vieira, 2014, Valence
and ionic lowest-lying electronic states of ethyl formate as studied by high-
resolution vacuum ultraviolet photoabsorption, He(I) photoelectron spectroscopy,
and ab initio calculations, J. Chem. Phys., 141, 104311 (1-9)

[D8] M. A. Smia’rek*, E. Szymanska, M. MacDonald, L. Zuin and N. J. Mason, 2013,
Photoelectron spectroscopy of brominated derivative of pyrimidine: 2-
bromopyrimidine, Eur. Phys. J. ST, 222, 2361-2366

[D9] M. A. Smia%ek*, M.-J. Hubin-Franskin, J. Delwiche, D. Duflot, N. J. Mason, S.
Vronning-Hoffmann, G. G. B. de Souza, A. M. Ferreira Rodrigues, F. N. Rodrigues
and P. Limdo-Vieira, 2012, Limonene: electronic state spectroscopy by high-
resolution vacuum ultraviolet photoabsorption, electron scattering, He(I)
photoelectron spectroscopy and ab initio calculations, Phys. Chem. Chem. Phys.,
14, 2056-2064

W roku 2010 otrzymatam kompletng aparature badawczg TEARES (ang. toroidal energy-
and angle-resolved electron spectrometer), przeznaczong do pomiaréw
spektroskopowych elektrondw wtérnych pochodzacych ze zwigzkdéw lotnych oraz do
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badan spektroskopowych w fazie skondensowanej. W zwigzku z wypowiedzeniem
powierzchni na Wydziale Mechanicznym, gdzie aparatura zostata zainstalowana, oraz
nieprzedtuzeniem zatrudnienia na Wydziale Fizyki Technicznej i Matematyki Stosowanej
Politechniki Gdanskiej, spektrometr zostat spakowany i przestany do mojego laboratorium
na The Open University w Wielkiej Brytanii.

C. Inne osiqgniecia naukowo-organizacyjne

Za mojq prace dydaktyczng zostatam nagrodzona w 2012 roku indywidualng nagrodag
Rektora 1III stopnia. Dwukrotnie otrzymatam réwniez nagrode amerykanskiego
towarzystwa Radiation Research Society, umozliwiajacq mi udziat w konferencjach i
prezentacje wynikéw: 12th International Workshop on Radiation Damage to DNA, Praga,
Czechy (wystgpienie i plakat) i 14th International Congress of Radiation Research,
Warszawa, Polska (plakat).

W pazdzierniku 2011 przyznano mi Grant Dziekana wydzialu FTiMS na rozwdj
laboratorium spektroskopii fotoelektronowej. W roku 2014 otrzymatam nagrode Rektora
Politechniki Gdanskiej dla Miodych Pracownikéw Nauki, a w roku 2015 - dodatek
motywacyjny Dziekana Wydziatu Oceanotechniki i Okretownictwa za najwiekszg liczbe
publikacji w roku poprzedzajacym.

Ponadto otrzymatam nastepujace granty wyjazdowe na staze naukowe w ramach
projektéw programu COST oraz British-Polish Young Scientists Programme, we
wszystkich przypadkach bytam gtéwnym wykonawcg projektu:

1) DEA investigations to hydroxyurea Zrodto: COST Akcja: MP1002 Nr: ECOST-
STSM-MP1002-110514-041045, Uniwersytet w Innsbrucku, Austria

2) DNA film density measurements, Zrédto: COST akcja MP1002 NR:COST-STSM-
ECOST-STSM-MP1002-130412-016127, Uniwersytet w Aarhus, Dania

3) Usage of TEARES for measuring photoelectron spectra of VOC, Zrddto: COST akcja
CM0601 NR: COST-STSM-CM0601-06122, Daresbury Laboratory, Wielka Brytania

4) Radiosensitation of DNA in presence of Pt/Br-based compounds, Zrédto: British-Polish
Young Scientists Programme NR: WAR/342/171, The Open University, Wielka
Brytania

5) Photoelectron spectra analysis of small esters, Zrédto: COST akcja CM0601 NR:
COST-STSM-CM0601-05874, Uniwersytet w Liege, Belgia

6) Volatile Organic Compounds analysis, Zrodto: COST akcja CM0805 NR: COST-STSM-
CM0805-05090, Universytet Lizbonski, Portugalia

7) DNA damage enhancement via Pt- and Br-based photosensitisers, Zrédto: COST akcja
CMO0601 NR:COST-STSM-CM0601-04369, The Open University, Wielka Brytania

8) Irradiation of DNA with low energy electrons, Zrédto: COST akcja: P9 nr: COST-
STSM-P9-02851, Uniwersytet w Aarhus, Dania

9) AFM studies of radiation damage to DNA, Zrodto: COST akcja: P9 NR: COST-STSM-
P9-373, Uniwersytet w Monachium, Niemcy

Moj staz na Uniwersytecie w Aarhus finansowany byt z grantu otrzymanego przeze mnie
z European Science Foundation dla projektu: “Electron Interactions with DNA”, Zrédio:
ESF, akcja EIPAM NR: 1747.
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Dodatkowo bytam 11 razy wykonawcg grantdw na pomiary naukowe na zrédle
promieniowania synchrotronowego w Aarhus, Dania, 3 razy na zrdédle promieniowania
synchrotronowego w Daresbury, Wielka Brytania i 4 razy na zrédle promieniowania
synchrotronowego w Saskatoon, Kanada. Siedmiokrotnie otrzymatam czas na
indywidualne badania na zrédle promieniowania synchrotronowego w Aarhus, Dania.
Wszystkie zgtoszone przeze mnie projekty wykonywane w Aarhus otrzymaty
finansowanie z 7 Programu Ramowego, w ramach projektéw i3-ELISA, grant: 226716,
oraz CALIPSO, grant: 226716.

W styczniu 2008 r. otrzymatam pozycje Visiting Research Fellow na The Open University
(do 31 marca 2017 r.), gdzie rozwijam obecnie pracownie spektroskopii elektronowej
oraz nadzoruje projekt doktorski zwigzany z radiowyczulaniem komdrek nowotworowych
poprzez wprowadzenie do nich nanoczastek ztota.

Dwukrotnie petnitam role edytora goscinnego numeréw tematycznych w czasopiémie
Eurpean Physical Journal D: Atomic, Molecular, Optical and Plasma Physics.

Wygtositam 11  referatbw na zaproszenie organizatorow na konferencjach
migdzynarodowych oraz 7 seminariow na zaproszenie innych jednostek naukowych.
Jestem réwniez autorka, badz wspdtautorka ponad trzydziestu komunikatéw
konferencyjnych w postaci plakatu. W roku 2013 (20-24 maja, Sopot) bytam
przewodniczacg komitetu organizacyjnego migdzynarodowej konferencji Nanoscale
Insights into Ion Beam Cancer Therapy (Nano-IBCT).

Od lipca 2015 administruje przygotowana przez siebie baza danych (PePa database),
zawierajacq widma fotoelektronowe i fotoabsorpcyjne zmierzonych lotnych zwigzkéw
organicznych. Baza znajduje sie pod adresem www.pepa.oio.pg.edu.pl.

Badania prowadze gtéwnie we wspdipracy z naukowcami z zagranicznych osérodkéw
badawczych. Moimi gtdwnymi wspé’fpra\cownikami sq:

e Prof. N.J Mason, The Open University, Wielka Brytania

* Dr Michele Siggel-King, University of Liverpool, Wielka Brytania
e Prof. Paulo Limdo-Vieira, University of Lisbon, Portugalia

e Dr Sgren Vrgnning Hoffmann, University of Aarhus, Dania

e Dr Sylwia Ptasinska, University of Notre Damme, USA

e Dr Stephan Denilf, University of Innsbruck, Austria

Badania zwigzane ze spektroskopia lotnych zwiazkéw organicznych prowadzone sq
natomiast we wspdtpracy z dr Marta tabuda i dr hab. Julienem Guthmullerem z Wydziatu
Fizyki Technicznej i Matematyki Stosowanej Politechniki Gdariskiej. Od 2008 roku
goscitam oficjalnie nastepujacych naukowcow:

e Prof. N.J Mason, The Open University, dwukrotnie
e Dr Michele Siggel-King, University of Liverpool, czterokrotnie
e DrJamie Harle, University of Liverpool, jednokrotnie

Cata dziatalno$¢ dydaktyczno-organizacyjna przedstawiond jest w zatgczonym wykazie

osiagnie¢ (zatacznik 6). ;
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