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c) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnigtych wynikow

wraz z omOwieniem ich ewentualnego wykorzystania.
Inkubacja zywych komoérek w temperaturze topniejacego lodu (ok. 0-1°C) jest jedna

z rutynowych metod laboratoryjnych stosowanych we wspotczesnej biologii. Szczegélnie
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czesto stosowana jest ona w badaniach radiobiologicznych, gdy jej celem jest zahamowanie lub
obnizenie naprawy DNA, syntezy biatek lub innych komoérkowych proceséw podczas
transportowania materiatu badawczego lub przygotowania go do analiz. W eksperymentach
radiobiologicznych komoérki napromienia sie w temperaturze fizjologicznej (37°C),
w temperaturze topniejgcego lodu (ok. 0-1°C) lub w temperaturze pokojowej. Chociaz od
dawna wiadomo, Zze temperatura podczas napromienienia wptywa na odpowiedZ komdrkowa,
mechanizmy tego zjawiska i efekty biologiczne na poziomie molekularnym i komérkowym nie
sg w pelni jasne. Przyktadowo, w latach 1930-tych i 1940-tych, Sax i Enzmann stwierdzili, ze
wysoka temperatura podczas lub po napromienieniu prowadzi do wigkszych ,,szk6d” niz
napromienianie w niskiej temperaturze. Natomiast wyniki badan na mikrosporach Tradescantia
wykazaty, ze niska temperatura podczas napromieniania prowadzi do podwyzszonej czgstosci
uszkodzen chromosomowych (Sax i Enzmann 1939, Sax 1947). Wigkszo$¢ badan z ostatnich
lat donosi o ochronnym dziataniu niskiej temperatury (hipotermii) na poziom popromiennych
uszkodzen DNA, ktory w dalszej czgséci bedzie nazywany efektem temperaturowym. Ochronny
efekt hipotermii zaobserwowano podczas analizy danych testu przezywalnosci (Belli and Bonte
1963, Elmroth i wsp. 2000, Mason i wsp. 2011), przezywalnosci myszy (Levan i wsp. 1970),
aktywnosci enzyméw (Kempner i Haigler 1982), czgstosci aberracji chromosomowych
(Bajerska i Liniecki 1969, Gumrich i wsp. 1986), czgstosci mikrojader (Brzozowska i wsp.
2009, Brehwens i wsp. 2010) i rozwijania superspirali DNA (Elmroth i wsp. 1999). Jednak
efekt temperaturowy nie zawsze jest widoczny dla réznych punktéw koncowych w tych
samych komodrkach. W badaniach dotyczacych linii komoérek nowotworowych piersi MCF-7
efekt temperaturowy zaobserwowano na poziomie rozwijania superspirali DNA (Elmroth
i wsp. 1999), ale nie stwierdzono go na poziomie indukcji mikrojader (Larsson i wsp. 2007).
Natomiast w przypadku ludzkich limfocytow krwi obwodowej efekt temperaturowy
stwierdzono na poziomie indukcji mikrojader, ale nie zaobserwowano go na poziomie
uszkodzen poczatkowych mierzonych testem kometowym (Brzozowska i wsp. 2009).

Poznanie mechanizméw dziatania niskiej temperatury na uszkodzenia popromienne jest
interesujgce i wazne zaré6wno z perspektywy zrozumienia komorkowej odpowiedzi na
promieniowanie jonizujgce jak rowniez ze wzgledu na fakt, ze czynnik temperaturowy moze
mie¢ wplyw na interpretacje wynikow eksperymentalnych. Szczegélnie istotng jest znajomosé
efektu temperaturowego w interpretacji wynikow dozymetrii biologicznej, ktorej celem jest
prawidlowe oszacowanie dawki pochlonigtej przez osoby przypadkowo narazone na

promieniowanie jonizujace.



Obecnie znanych jest kilka metod dozymetrii biologicznej, ktore r6znig si¢ specyficznoscia
i czuto$cig na promieniowanie jonizujgce oraz czasem uzyskania wynikéw. Wsroéd nich, do
najbardziej czutych i wiarygodnych metod zalicza si¢ test chromosoméw dicentrycznych, test
mikrojagdrowy oraz test gamma-H2AX. Test chromosoméw dicentrycznych jest obecnie ,,ztotym
standardem” dozymetrii biologicznej i polega na ocenie czgstosci chromosoméw dicentrycznych
w limfocytach krwi obwodowej o0s6b narazonych na promieniowanie jonizujace. Jest on
standaryzowany na poziomie mie¢dzynarodowym (ISO 19238). Test mikrojadrowy polega na
liczeniu czgstosci mikrojader w cytoplazmie interfazowych komorek, powstatych po pierwszym
podziale komérkowym. Metodyka testu mikrojadrowego zostata réwniez standaryzowana na
poziomie migdzynarodowym (ISO 21243). Natomiast test gamma-H2AX jest jednym z najbardziej
obiecujacych testow dozymetrii biologicznej i polega na immunofluorescencyjnej analizie czgstosci
ognisk ufosforylowanego histonu gamma-H2AX. Zaréwno czgsto$¢ chromosomow
dicentrycznych, mikrojader, jak i ognisk histonu gamma-H2AX w limfocytach krwi obwodowe;j
0s0b potencjalnie narazonych na promieniowanie jonizujgce jest porownywana do krzywych
kalibracyjnych, przygotowanych przez napromienianie limfocytow krwi obwodowej
w warunkach in vitro. Biorge pod uwage fakt, ze czynnik temperaturowy moze wplywaé na
poziom uszkodzenn DNA (Gumrich i wsp. 1986, Brzozowska i wsp. 2009, Brehwens i wsp.
2010) waznym jest, aby krzywe kalibracyjne dla celow dozymetrii biologicznej byly
przygotowywane na podstawie eksperymentow przeprowadzanych w $cisle okreslonych
warunkach temperaturowych.

W zwigzku z tym, w mojej pracy naukowej skupitlam si¢ gtownie na badaniach majacych
na celu wyjasnienie mechanizmoéw efektu temperaturowego. Wynikiem tej pracy jest cykl 5
publikacji naukowych, stanowigcy podstawe do oceny. Skrocona charakterystyke
poszczegblnych prac przedstawiono w dalszej czesci rozprawy.

We wszystkich przeprowadzonych eksperymentach w opisanych badaniach prébki
inkubowano w temperaturze topniejgcego lodu, ktéra wynosita 0,8°C, ale dla uproszczenia
oznaczono jako 0°C.

Punktem wyjscia dla pierwszych eksperymentéw byly wyniki badan, ktére sugerowaty, ze
promieniochronne dzialanie hipotermii moze by¢é zwigzane z posrednim dziataniem
promieniowania jonizujacego, gdzie czynnikiem uszkadzajagcym DNA sa wolne rodniki.
W badaniach tych zaobserwowano bardziej wymowny efekt temperaturowy po ekspozycji
komorek na promieniowanie o niskim LET (Liniowe Przekazywanie Energii, ang. Linear
Energy Transfer) niz o wysokim LET (Brzozowska i wsp. 2009). Dodatkowo, w komorkach
traktowanych dimetylosulfotlenkiem (DMSO), ktéry jest ,,zmiataczem” wolnych rodnikéw nie
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obserwowano efektu temperaturowego (Brzozowska i wsp. 2009, Elmroth i wsp. 2000b).
Natomiast wyniki badan Elmroth i wsp. 2003, w ktérych zaobserwowano bardziej wymowny
efekt temperaturowy w nukleoidach niz w permeabilizowanych lub nienaruszonych ludzkich
fibroblastach wskazaty na mozliwg role poziomu organizacji DNA, a tym samym dostepnosci
dla wolnych rodnikow.

Celem pierwszej z prac skladajacych si¢ na moje osiggniecie naukowe bylo zbadanie
potencjalnych mechanizméw stojacych za efektem temperaturowym przy uzyciu kilku
punktow  koncowych. Eksperymenty przeprowadzono na ludzkich komoérkach
limfoblastycznych TK6.

1. Dang L, Lisowska H, Manesh SS, Sollazzo A, Deperas-Kaminska M, Staff E, Haghdoost

S, Brehwens K, Wojcik A.

Radioprotective effect of hypothermia on cells — a multiparametric approach to delineate

the mechanisms.

International Journal of Radiation Biology, 7:507-14 (2012)

W powyzszej pracy zbadano role szlaku sygnatowego uruchamianego podczas uszkodzen
DNA przez zahamowanie kinazy ATM (ang. Ataxia Teleangiectasia Mutated) oraz role
struktury chromatyny przez zastosowanie inhibitora deacetylazy histonowej. Popromienne
uszkodzenia cytogenetyczne mierzono testem mikrojagdrowym. Sprawdzono réwniez, czy efekt
temperaturowy jest widoczny na poziomie indukcji podwodjnoniciowych peknig¢ DNA oraz
kinetyki ich naprawy za pomocg testu gamma-H2AX oraz na poziomie przezywalnosci przy
uzyciu klonogennego testu przezywalnosci.

Analiza wynikéw wykazala, ze czesto$¢ mikrojgder w komorkach napromienionych
w temperaturze 0°C byla okolo o 50% nizsza w poréwnaniu do czesto$ci mikrojgder
w komoérkach napromienionych w temperaturze 37°C, co bylo potwierdzeniem wystgpienia
efektu temperaturowego w komorkach TK6. Efektu tego nie zaobserwowano zar6wno na
poziomie podwojnoniciowych peknie¢ DNA jak i kinetyki ich naprawy mierzonych testem
gamma-H2AX. Podobnie, stwierdzono brak efektu temperaturowego na poziomie
przezywalnosci mierzonej klonogennym testem przezywalnosci.

W celu zbadania, czy efekt temperaturowy jest zwigzany z wykrywaniem i przetwarzaniem
pierwotnych uszkodzen DNA przez kinaze ATM, komoérki TK6 traktowano jej inhibitorem —
KUS55933, a nastgpnie napromieniano je uwzgledniajgc rézne temperatury napromienienia.

Analiza czgstosci mikrojader wykazata, ze traktowanie komoérek inhibitorem kinazy ATM nie



zniosto efektu temperaturowego sugerujgc, ze nie jest on zwigzany z zaleznym od ATM
przetwarzaniem uszkodzen pierwotnych DNA.

Zbadano nastepnie wplyw konformacji chromatyny na efekt temperaturowy. W tym celu
komorki TK6 traktowano trichostatyng A (TSA), bedacg inhibitorem deacetylazy histonowe;.
Badania wykazaly, ze zahamowanie aktywnosci deacetylazy histonowej, a tym samym
utrzymanie otwartej konformacji chromatyny, znosi efekt temperaturowy. Otrzymane wyniki
sugerowaly, ze chromatyna utrzymywana w otwartej konformacji nie kondensuje w niskiej
temperaturze i nie jest w stanie chroni¢ DNA przed atakiem wolnych rodnikéw. Jednak
traktowanie komoérek TSA spowodowalo nie tylko podwyzszenie poziomu mikrojader
w komoérkach napromienianych w temperaturze 0°C, ale réwniez obnizenie go w komoérkach
napromienianych w temperaturze 37°C. Zatem uzyskane wyniki nie udowodnity roli
konformacji chromatyny w efekcie temperaturowym. Istniejg dane literaturowe wskazujace, ze
traktowanie komoérek TK6 inhibitorem TSA nie tylko hamuje deacetylaze histonowa, ale
rowniez powoduje zatrzymanie komérek w fazie G1 cyklu komoérkowego (Olaharski i wsp.
2006). W badaniach wiasnych blok G1 po zastosowaniu TSA zaobserwowano na poziomie
indeksu replikacji (IR). Pojawito sie¢ przypuszczenie, ze TSA opdznia przejscie komoérek przez
cykl komérkowy zar6wno w probkach napromienionych w temperaturze 0°C jak i 37°C oraz,
ze efekt temperaturowy moze by¢ zwigzany z modulacja cyklu komérkowego. Aby wyjasnic to
zjawisko, zastosowano w tescie mikrojgdrowym protokét seryjnego utrwalania, w ktérym
czestos¢ mikrojader analizowano w kilku odstepach czasowych po napromienieniu. Uzyskane
wyniki pokazaly, ze efekt temperaturowy wystepuje w pierwszym odstepie czasowym po
napromienieniu (27 godz.), po czym w kolejnych odstepach czasowych zanika, tym samym
popierajac sugestie, ze niska temperatura moze indukowaé tymczasowe opdznienie cyklu
komérkowego w komorkach napromienionych w temperaturze 0°C. To przypuszczenie
tlumaczyloby réwniez uzyskane uprzednio wyniki, w ktérych nie zaobserwowano efektu
temperaturowego zar6wno na poziomie powstawania i zanikania ognisk naprawczych gamma-
H2AX jak i na poziomie przezywalnosci mierzonej klonogennym testem przezywalnosci.

Celem kolejnej pracy wchodzacej w sktad mojego osiagnigcia naukowego byto zbadanie
wplywu hipotermii na czgstos¢ popromiennych aberracji chromosomowych oraz ognisk
naprawczych gamma-H2AX w izolowanych ludzkich limfocytach krwi obwodowe;j. Limfocyty
napromieniano w temperaturze 0°C, 20°C i 37°C. Dodatkowo zbadano wpltyw temperatury na

migdzyosobnicza i wewnatrzosobniczg zmienno$¢é promieniowrazliwosci dawcow.



2. Lisowska H, Wegierek-Ciuk A, Banasik-Nowak A, Braziewicz J, Wojewodzka M, Wéjcik
A, Lankoff A.
The dose-response relationship for dicentric chromosomes and y-H2AX foci in human
peripheral blood lymphocytes: influence of temperature during exposure and intra- and
inter-individual variability of donors.

International Journal of Radiation Biology, 89:191-199 (2013)

Analiza wynikow wykazata, ze $rednia czgsto$¢ chromosomow dicentrycznych wzrastata
wraz ze wzrastajagcg dawkg promieniowania, niezaleznie od temperatury napromieniania.
Srednia  czestos¢ chromosoméw  dicentrycznych w  limfocytach  napromienionych
w temperaturze 0°C byta znaczgco nizsza niz w limfocytach napromienionych w temperaturze
37°C odpowiadajgcymi dawkami. Wyniki te potwierdzily wczesniejsze doniesienia o istnieniu
efektu temperaturowego w limfocytach krwi obwodowej (Bajerska i Liniecki 1969, Gumrich
i wsp. 1986, Brzozowska i wsp. 2009).

W celu sprawdzenia, czy zaobserwowany efekt na poziomie chromosoméw
dicentrycznych jest réwniez widoczny na poziomie powstawania i zanikania
podwdjnoniciowych peknig¢ DNA, zastosowano test gamma-H2AX. Analizowano czgstos¢
ognisk naprawczych gamma-H2AX za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej oraz
intensywno$¢ fluorescencji ognisk gamma-H2AX za pomocag cytometrii przeptywowej.
Analiza wynikow wykazata, ze zaré6wno czesto$¢ ognisk naprawczych gamma-H2AX jak
i intensywnos$¢ ich fluorescencji wzrasta w komorkach liniowo wraz z dawka promieniowania.
Pomimo, ze nie zaobserwowano znamiennego efektu temperaturowego na poziomie ognisk
naprawczych dla zastosowanych dawek promieniowania, to intensywno$¢ wzglednej
fluorescencji byla wyzsza w komérkach napromienianych w 0°C niz w 20°C i 37°C . Wyniki
dotyczace kinetyki zanikania ognisk gamma-H2AX (kinetyki naprawy DNA) wykazaly, ze
czesto$¢ ognisk naprawczych w napromienionych limfocytach osigga maksimum po 30
minutach po napromienieniu, a nastepnie znaczaco spada w czasie dalszej inkubacji. Jednak nie
zaobserwowano efektu temperaturowego dla zadnego z zastosowanych punktéw czasowych.
Zatem uzyskane wyniki nie potwierdzily hipotezy, ze hipotermia chroni DNA przed dziataniem
wolnych rodnikéw, podobnie jak obserwowano w przypadku komoérek TK6. Dodatkowo,
wyniki cytometrii przeplywowej pokazaty wyzszy poziom intensywnosci fluorescencji ognisk
gamma-H2AX, a tym samym uszkodzefi DNA, dla temperatury napromieniania 0°C. Wynik
ten, mimo, ze nieistotny statystycznie, wydaje si¢ logiczny ze wzgladu na fakt, ze

enzymatyczne procesy, takie jak naprawa DNA, s3 zahamowane w temperaturze 0,8°C (Ward
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iwsp. 1991). Dodatkowo, wyniki Markowa i wsp. (2007) wykazuja, ze inkubacja
napromienionych komdrek w temperaturze bliskiej 0°C hamuje powstawanie ognisk
naprawczych gamma-H2AX. Stad, podczas napromieniania komdrek w temperaturze bliskiej
0°C i pomiarze uszkodzen DNA w krotkim czasie po napromienieniu mozna oczekiwaé
wigkszych uszkodzen popromiennych niz w przypadku napromienienia komoérek
w temperaturze 37°C.

Kolejna seria eksperymentéw miata na celu zbadanie, czy kolejnos¢ traktowania komorek
niskg temperaturg i promieniowaniem ma wplyw na efekt temperaturowy. Komodrki TK6
traktowano hipotermig przed, w trakcie oraz po napromienieniu oraz analizowano czgstos$¢
mikrojader. Analizowano réwniez kinetyke cyklu komorkowego za pomocg testu wzrostu oraz

cytometrii przeptywowe;.

3. Lisowska H, Brehwens K, Zolzer F, Wegierek-Ciuk A, Czub J, Lankoff A, Haghdoost S,
Wojcik A.
Effect of hypothermia on radiation-induced micronuclei and delay of cell cycle
progression in TK6 cells.
International Journal of Radiation Biology, 90:318-24, (2014)

Powodem dla sprawdzania, czy kolejnos¢ traktowania komoérek hipotermiag oraz
promieniowaniem odgrywa role w efekcie temperaturowym byty wyniki Brzozowskiej i wsp.
(2009) uzyskane w wyniku traktowania ludzkich limfocytéw DMSO (dimetylsulfotlenkiem),
zmiataczem wolnych rodnikéw. Rezultaty te wskazaly, ze efekt temperaturowy moze by¢
zwigzany z modulacja konformacji chromatyny, powodujac ochrong DNA przed atakiem
wolnych rodnikéw. Falk i wsp. (2008) wykazali, ze kondensacja chromatyny ma
promienioochronny wpltyw na DNA, a zatem mozna przypuszczaé, ze schtodzenie komorek
moze prowadzi¢ do kondensacji chromatyny.

Zaobserwowano, ze niezaleznie od kolejnosci traktowania komorek hipotermig w stosunku
do napromieniania, czg¢sto$¢ mikrojader byta znaczgco nizsza w komoérkach napromienianych
w 0°C, w poréwnaniu do komoérek napromienianych w temperaturze 37°C. Zatem efekt
temperaturowy wystapit nawet wtedy, gdy traktowanie hipotermig oraz napromienianie bylo
rozdzielone czasowo. Uzyskane wyniki potwierdzily nasze wczesniejsze przypuszczenia, ze nie
jest on zwigzany z obnizonym poziomem uszkodzenn DNA po napromienieniu w temperaturze
0°C. Wyniki te ostabity réwniez inng hipoteze przedstawiong przez Brzozowska i wsp. (2009),

wedlug ktorej efekt temperaturowy mogt by¢ zwigzany z zahamowaniem efektu widza
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i prowadzi¢ do obnizonego poziomu uszkodzen DNA. Wprawdzie mozna byloby sobie
wyobrazi¢, ze efekt widza, ktéry jest odpowiedzialny za 20-50% uszkodzen DNA
obserwowanych po napromienieniu (Ryan i wsp. 2008) jest zahamowany w komorkach
schtodzonych do temperatury 0°C i napromienionych w tym samym czasie. Jednak mato
prawdopodobne byloby takie wytlumaczenie efektu temperaturowego, zaobserwowanego po
sekwencyjnej ekspozycji komérek na hipotermie i promieniowanie.

Kolejne badania dotyczyly sprawdzenia hipotezy, ze efekt temperaturowy moze by¢
zwigzany z perturbacjami w cyklu komérkowym (Dang i wsp. 2012). W tym celu podj¢to
prébe zidentyfikowania zmian w progresji cyklu komorkowego pomiedzy komorkami
napromienionymi w 37°C i 0°C. Analizowano kinetyke wzrostu komorek przez tydzien od
napromienienia, rozktad komérek w cyklu komérkowym przez 24 godziny oraz wzgledny ruch
komoérek w ciggu 6 godzin po napromienieniu. W zadnym z zastosowanych punktéw
koncowych nie zaobserwowano réznic w progresji cyklu komérkowego pomigdzy komoérkami
napromienionymi w tych dwoch temperaturach. Uzyskane wyniki wykazaly, ze efekt
temperaturowy obserwowany w komoérkach TK6 na poziomie mikrojader albo nie jest
zwigzany z modyfikacjg cyklu komorkowego, badZ te modyfikacje znajdujg si¢ ponizej
zdolnosci rozdzielczej zastosowanych technik pomiarowych.

Jedynym wiarygodnym wyjasnieniem obniZzonej czestosci mikrojader w komorkach
napromienionych w temperaturze 0°C wydawata si¢ eliminacja uszkodzonych komérek z puli
analizowanych komorek. Jesli czynnikiem odpowiedzialnym za ten efekt nie bylo przejsciowe
zatrzymanie komoérek w cyklu, to innym, prawdopodobnym czynnikiem mogla by¢ $mieré
uszkodzonych komoérek. W celu sprawdzenia tej hipotezy poddano analizie zawartos¢ DNA na
cytometrycznych histogramach, ktére pozwolily zidentyfikowaé szczatki komoérkowe,
charakteryzujgce si¢ zawartoscig DNA nizszg niz komoérki w fazie G1 cyklu komoérkowego
(frakcja sub-G1). Szczatki komodrek uwazane sa za przejaw apoptotycznej i nekrotycznej
$mierci komérkowej (Darzynkiewicz i wsp. 1997). Uzyskane wyniki wykazaly brak r6znic
w poziomie i kinetyce indukcji komdrek apoptotycznych i nekrotycznych w odniesieniu do obu
temperatur.

Eksperymenty z uzyciem komdrek pochodzacych z linii komérkowej charakteryzujacej si¢
intensywnymi podzialami prowadzg do tego, ze napromieniane sg komorki znajdujace si¢
wréznych fazach cyklu komodrkowego. Biorge pod uwage fakt, ze promieniowrazliwosé
komoérek zmienia si¢ w zaleznosci od cyklu komoérkowego (Savage i wsp. 1973),
problematyczng staje si¢ interpretacja wynikow cytogenetycznych. Bardziej stabilnym

systemem komérkowym sg limfocyty krwi obwodowej, ktore sg naturalnie zsynchronizowane
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w fazie Go cyklu komérkowego (Obe i wsp. 1984). Co wiecej, napromieniajac $wiezo pobrana
krew, napromieniamy komorki, ktére sa homogenne pod wzgledem promieniowrazliwosci.
Wiadomym jest, ze traktowanie komoérek moze wywola¢ op6znienie cyklu komérkowego,
ktore prowadzi do pelnej ekspresji uszkodzen cytogenetycznych w pédzniejszym czasie
zbierania komérek (Gudowska-Nowak i wsp. 2005). Stad analiza uszkodzen cytogenetycznych
z pojedynczego czasu zbierania komoérek moze powodowaé problemy z interpretacja wynikow.
Mozliwodcig przezwycigzenia tego problemu jest analiza uszkodzef cytogenetycznych
w limfocytach krwi obwodowej, zbieranych sekwencyjnie (Ritter i wsp. 2002, Johannes i wsp.
2010). Celem kolejnych badan byto uzycie limfocytéw krwi obwodowej w celu zbadania, czy
obnizona czgsto$¢ mikrojader po zastosowaniu standardowego czasu zbierania komoérek (72
godziny po napromienieniu), bedzie réwniez widoczna po zastosowaniu wydtuzonych czaséw
zbierania komoérek (96 i 120 godzin po napromienieniu). Dodatkowo analizowano poziom
popromiennej apoptozy w celu sprawdzenia, czy efekt temperaturowy moze by¢ spowodowany
selektywng eliminacjg uszkodzonych komérek. Badania przeprowadzono w dwdch
niezaleznych laboratoriach: na Uniwersytecie Jana Kochanowskiego w Kielcach oraz

Uniwersytecie w Sztokholmie.

4. Cheng L, Lisowska H, Sollazzo A, Wegierek-Ciuk A, Stepien K, Kuszewski T, Lankoff A,
Haghdoost S, Wojcik A.
Modulation of radiation-induced cytogenetic damage in human peripheral blood
lymphocytes by hypothermia.
Mutation Research - Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis, 793:96-100
(2015)

Analiza wynikéw wykazata, Zze czgsto$¢ mikrojagder w limfocytach napromienionych
w temperaturze 0°C byla znaczaco nizsza w poréwnaniu do limfocytéw napromienionych
w temperaturze 37°C. Roznice te zaobserwowano we wszystkich zastosowanych punktach
czasowych zbierania komérek. Uzyskane wyniki potwierdzity, ze efekt temperaturowy nie
wynika z opdznienia cyklu komérkowego komérek napromienionych w temperaturze 0°C.
Dodatkowym potwierdzeniem jest rowniez brak réznic w warto$ciach indeksu proliferacji oraz
indeksu dyspersji pomiedzy komoérkami napromienianymi w réznych temperaturach.
Op6znienie w cyklu komoérkowym mogloby prowadzi¢ do obnizenia indeksu replikacii.

Natomiast konsekwencjg braku wysoce uszkodzonych komérek bylby obnizony indeks
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dyspersji. Nie zaobserwowano takze selektywnej $mierci komodrek napromienianych
w temperaturze 0°C.

Bioragc pod uwage powyzej przedstawione wyniki pojawito si¢ przypuszczenie, ze efekt
temperaturowy moze by¢ zwigzany z zalezng od temperatury transformacjg pierwotnych

uszkodzen DNA w uszkodzenia cytogenetyczne.

5. Lisowska H, Cheng L, Sollazzo A, Lundholm L, Wegierek-Ciuk A, Sommer S, Lankoff A,
Wojcik A.
Hypothermia modulates the DNA damage response to ionizing radiation in human
peripheral blood lymphocytes.
International Journal of Radiation Biology,
https://doi.org/10.1080/09553002.2018.1466206, 2018

Celem tej pracy byla analiza kinetyki powstawania aberracji chromosomowych podczas
pierwszych godzin po napromienieniu ludzkich limfocytow krwi obwodowej w temperaturach
0°C i 37°C. Zastosowano metode przedwczesnej kondensacji chromatyny PCC (ang. Premarure
Chromosome Condensation). Dodatkowo, analizowano czgsto$¢ aberracji chromosomowych
w komérkach mitotycznych po 48 godzinach hodowli po napromienieniu. W celu wyjasnienia
molekularnych mechanizméw badanego zjawiska, analizowano zmiany ekspresji genow
wrazliwych na promieniowanie jonizujace (BBC3, FDXR, GADD45A, XPC, MDM2
1 CDKN1A) za pomocag metody qPCR oraz poziom ufosforylowania biatek zwigzanych
z odpowiedzig komorki na popromienne uszkodzenia DNA: ATM, DNA-PK oraz p53 przy
pomocy metody Western blot.

Analiza uzyskanych wynikéw wykazata znamiennie nizsza czgsto$é fragmentow PCC
w komoérkach napromienionych w temperaturze 0°C w poréwnaniu do temperatury 37°C.
Réznica ta jest widoczna juz w pierwszym czasie obserwacji po napromienieniu (0,5 godziny)
inie zmienia si¢ w kolejnych punktach obserwacji (2 i 4 godziny), az do osiagniecia
pierwszego podzialu mitotycznego (48 godzin). Wynik ten pokazal, ze niezaleznie od
molekularnych mechanizméw efektu temperaturowego, zdarzenia, ktére prowadzg do
obnizonej czgstosci aberracji po napromienieniu komorek w temperaturze 0°C nastepuja
w ciggu pierwszych 30 minut po ekspozycji.

W zwigzku z uzyskanymi wynikami PCC pojawito si¢ pytanie, czy transformacja
uszkodzenn DNA w chromosomowe pekniecia po ekspozycji w temperaturze 0°C jest obnizona

poniewaz naprawa DNA jest mniej wydajna, czy nie wszystkie podwojnoniciowe pekniecia sg

11



przeksztalcane w aberracje chromosomowe, co moze by¢ spowodowane obnizonym
wykrywaniem uszkodzen DNA. W celu analizy tego aspektu zmierzono poziom
ufosforylowania biatek: ATM (wykrywa uszkodzenia DNA), DNA-PK (kluczowe bialko
w niehomologicznej naprawie podwdjnoniciowych peknie¢ DNA) i p53 (biatko zaangazowane
w regulacje gendéw naprawy uszkodzen DNA i indukcje apoptozy (Jeggo 1997, Lane 1998,
Szumiel 2008). Ponadto, zmierzono ekspresj¢ szesciu gendw, ktore jak wynika z danych
literaturowych sa wrazliwe na promieniowanie w ludzkich limfocytach krwi obwodowej i s3
uwazane jako kandydaci dla celéw dozymetrii biologicznej (Kabacik i wsp. 2011, Budworth
i wsp. 2012, Brzoska i Kruszewski 2015, Ghandhi wsp. 2015).

Analiza wynikéw wykazala, Zze napromienianie komoérek w temperaturze 0°C byto
zwigzane z wyzszym poziomem ufosforylowania biatek ATM i DNA-PK w komorkach
napromienionych temperaturze 0°C. Wynik ten sugeruje, ze ekspozycja komoérek na
promieniowanie jonizujace w temperaturze 0°C jest zwigzana z bardziej efektywnym
rozpoznawaniem i naprawg uszkodzen DNA. Proces ten powinien prowadzi¢ do nizszego
poziomu $mierci komorkowej, co koreluje z zaobserwowanym, obnizonym poziomem
aktywacji biatka p53 w temperaturze 0°C, w poréwnaniu do temperatury 37°C. Z kolei
obnizony poziom aktywacji biatka p53 koreluje z obnizonym, ogélnym poziomem mRNA
genéw kontrolowanych przez biatko p53, mierzonym po 4 godzinach po ekspozycji. Poziomy
ekspresji mRNA analizowanych genéw, mierzone po 24 godzinach po ekspozycji byly nizsze
w komérkach napromienionych w temperaturze 37°C w poréwnaniu do temperatury 0°C co
moze by¢ wyjasnione oscylacyjng dynamikg p53 (Batchelor i wsp. 2009).

Podsumowujac, wyniki potwierdzajg ochronny wptyw niskiej temperatury na poziom
uszkodzen cytogenetycznych (chromosomoéw dicentrycznych i mikrojgder) zaréwno
w limfocytach krwi obwodowej jak i komoérkach TK6. Nie zaobserwowano go jednak na
poziomie powstawania podwojnoniciowych peknie¢ DNA (ogniska gamma-H2AX) i kinetyki
ich naprawy oraz testu przezywalnosci. Wyniki wskazujg réwniez na watpliwg role
konformacji chromatyny oraz perturbacji cyklu komérkowego w efekcie temperaturowym.
Stwierdzono réwniez, ze napromienianie komoérek w niskiej temperaturze prowadzi do
obnizonej transformacji uszkodzenh DNA w uszkodzenia chromosomowe. Chociaz uzyskane
wyniki pozwolily na wyjasnienie istotnych zagadnien zwigzanych z efektem temperaturowym,
pelne wyjasnienie mechanizmu tego fenomenu nadal pozostaje otwartg sprawa.

Na podstawie przedstawionego powyzej streszczenia 5 prac sktadajacych si¢ na
jednotematyczny cykl publikacji przedstawiony do oceny, za swoje gléwne osiggniecia

uwazam wykazanie, ze efekt temperaturowy:
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e nie jest zwigzany z selektywnym opéznieniem komoérek przechodzacych przez cykl
komorkowy,

® nie jest zwigzany z selektywna eliminacjg komérek apoptotycznych,

e nie jest ograniczony do réwnoczesnego traktowania komoérek hipotermia
1 promieniowaniem,

e nie jest widoczny na poziomie pierwotnych uszkodzen DNA,

e jest zwigzany z wydajnoscia przeksztatcania pierwotnych uszkodzen DNA na uszkodzenia

cytogenetyczne.

Bibliografia

Bajerska A, Liniecki J. 1969a. The influence of temperature at irradiation in vitro on the yield
of chromosomal aberrations in peripheral blood lymphocytes. International Journal of
Radiation Biology and Related Studies in Physics, Chemistry, and Medicine 16:483 — 493.

Belli JA, Bonte FJ. 1963. Influence of temperature on the radiation response of mammalian
cells in tissue culture. Radiation Research 18:272 — 276.

Brehwens K, Staaf E, Haghdoost S, Gonzalez AJ, Wojcik A. 2010. Cytogenetic damage in cells
exposed to ionizing radiation under conditions of a changing dose rate. Radiation Research
173:283 —289.

Brzoska K, Kruszewski M. 2015. Toward the development of transcriptional biodosimetry for
the identification of irradiated individuals and assessment of absorbed radiation dose. Radiation
and Environmental Biophysics 54: 353-363.

Brzozowska K, Johannes C, Obe G, Hentschel R, Morand J, Moss R, Wittig A, Sauerwein W,
Liniecki J, Szumiel I, Wojcik A. 2009. Effect of temperature during irradiation on the level of
micronuclei in human peripheral blood lymphocytes exposed to X-rays and neutrons.
International Journal of Radiation Biology 85:891 — 899.

Budworth H, Snijders AM, Marchetti F, Mannion B, Bhatnagar S, Kwoh E, Tan Y, Wang SX,
Blakely WF, Coleman M i wsp. 2012. DNA repair and cell cycle biomarkers of radiation
exposure and inflammation stress in human blood. PLoS One. 7:¢48619.

Dang L, Lisowska H, Manesh SS, Sollazzo A, Deperas-Kaminska M, Staaf E, Haghdoost S,
Brehwens K, Wojcik A. 2012. Radioprotective effect of hypothermia on cells — a
multiparametric approach to delineate the mechanisms. International Journal of Radiation
Biology 88: 507 — 514.

Darzynkiewicz Z, Juan G, Li X, Gorczyca W, Murakami T, Traganos F. 1997. Cytometry in
cell necrobiology: Analysis of apoptosis and accidental cell death (necrosis). Cytometry 27: 1 —
20.

Elmroth K, Erkell LJ, Hultborn R. 1999. Influence of temperature on radiation-induced
inhibition of DNA supercoiling. Radiation Research 152:137 — 143.

13



Elmroth K, Nygren J, Erkell LJ, Hultborn R. 2000a. Effect of hypothermic irradiation of the
growth characteristics of two human cell lines. Anticancer Research 20:3429 — 3433,

Elmroth K, Nygren J, Erkell LJ, Hultborn R. 2000b. Radiation-induced double-strand breaks in
mammalian DNA: Influence of temperature and DMSO. International Journal of Radiation
Biology 76: 1501 — 1508.

Elmroth K, Nygren J, Stenerlow B, Hultborn R. 2003. Chromatin- and temperature-dependent

modulation of radiation-induced double-strand breaks. International Journal of Radiation
Biology 79:809 — 816.

Falk M, Lukasova E, Kozubek S. 2008. Chromatin structure influences the sensitivity of DNA
to gamma-radiation. Biochimica et Biophysica Acta 1783: 2398 — 2414.

Ghandhi SA, Smilenov LB, Elliston CD, Chowdhury M, Amundson SA. 2015. Radiation dose-
rate effects on gene expression for human biodosimetry. BMC Med Genomics. 8:22-30.

Gudowska-Nowak E, Kleczkowski A, Nasonova E, Scholz M, Ritter S. 2005. Correlation
between mitotic delay and aberration burden, and their role for the analysis of chromosomal
damage. International Journal of Radiation Biology 81: 23-32

Gumrich K, Virsik-Peuckert RP, Harder D. 1986. Temperature and the formation of radiation-
induced chromosome aberrations. I. The effect of irradiation temperature. International Journal
of Radiation Biology and Related Studies in Physics, Chemistry, and Medicine 49:665 — 672.

International Atomic Energy Agency (IAEA). 2001. Cytogenetic analysis for radiation dose
assessment: A manual. Vienna: IAEA

Jeggo PA. 1997. DNA-PK: at the cross-roads of biochemistry and genetics. Mutation Research
384: 1-14.

Johannes C, Dixius A, Pust M, Hentschel R, Buraczewska I, Staaf E, Brehwens K, Haghdoost
S, Nievaart S, Czub J, Braziewicz J, Wojcik A. 2010. The yield of radiation-induced
micronuclei in early and late-arising binucleated cells depends on radiation quality. Mutation
Research 701: 80-85.

Kabacik S, Mackay A, Tamber N, Manning G, Finnon P, Paillier F, Ashworth A, Bouffler S,
Badie C. 2011. Gene expression following ionizing radiation: identification of biomarkers for

dose estimation and prediction of individual response. International Journal of Radiation
Biology. 87:115-129.

Kempner ES, Haigler HT. 1982. The influence of low temperature on the radiation sensitivity
of enzymes. The Journal of Biological Chemistry 257:13297 — 13299.

Lane D. 1998. Awakening angels. Nature 394: 616-617.
Larsson DE, Gustavsson S, Hultborn R, Nygren J, Delle U, Elmroth K. 2007. Chromosomal

damage in two X-ray irradiated cell lines: Influence of cell cycle stage and irradiation
temperature. Anticancer Research 27:749 — 753.

14



Levan H, Haas RE, Stefani S, Reyes E. 1970. Radiosensitivity of mice exposed to various
temperatures and low-dose rate radiation. The American Journal of Physiology 219:1033 —
1035.

Markova E, Schultz N, Belyaev I'Y. 2007. Kinetics and dose-response of residual
53BP1/gamma-H2AX foci: co-localization, relationship with DSB repair and clonogenic
survival. International Journal of Radiation Biology 83:319-329.

Mason AJ, Giusti V, Green S, Rosenschold PM, Beynon TD, Hopewell JW. 2011. Interaction
between the biological effects of high- and low-LET radiation dose components in a mixed
field exposure. International Journal of Radiation Biology 87: 1162 —1172.

Obe G,. Beek B. 1984. Human peripheral lymphocytes in mutation research, in: G. Obe (Ed.),
Mutations in Man, Springer Verlag, Berlin, Heidelberg, pp. 177-197.

Olaharski AJ, Ji Z, Woo JY, Lim S, Hubbard AE, Zhang L, Smith MT. 2006. The histone
deacetylase inhibitor Trichostatin A has genotoxic effects in human lymphoblasts in vitro.
Toxicological Sciences: An Official Journal of the Society of Toxicology 93: 341 — 347.

Ritter S, Nasonova E, Furusawa Y, Ando K. 2002. Relationship between aberration yield and
mitotic delay in human lymphocytes exposed to 200 MeV/u Fe-ions or X-rays. Journal of
Radiation Research. (Tokyo) 43 (Suppl) S175-S179.

Ryan LA, Smith RW, Seymour CB, Mothersill SE. 2008. Dilution of irradiated cell conditioned
medium and the bystander effect. Radiation Research 169: 188 — 196.

Savage JRK, Papworth DG. 1973. The effect of variable G2 duration upon the interpretation of

yield-time curves of radiation-induced chromatid aberrations. Journal of Theoretical Biology
38:17-38

Sax K, Enzmann EV. 1939. The effect of temperature on X-ray induced chromosome
aberrations. Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA 25:397 — 405.

Sax K. 1947. Temperature effects on X-ray induced chromosome aberrations. Genetics 32:75 —
78.

Szumiel I. 2008. Intrinsic Radiation Sensitivity: Cellular Signaling is the Key. Radiation
Research 169: 241-258.

Ward JF, Limoli CL, Calabro-Jones PM, Aguilera J. 1991. An examination of the repair
saturation hypothesis for describing shouldered survival curves. Radiation Research 127: 90 —
96.

S.  Oméwienie pozostalych osiggni¢¢ naukowo - badawczych.

Do moich osiagni¢¢ naukowych moge rowniez zaliczy¢ udziat w opracowaniu programu
komputerowego do analizy obrazow i wynikoéw testu kometowego. Program zostat
opublikowany w Mutation Research i jest dostepny dla jako program darmowy dla
wszystkich uzytkownikow http://www.casplab.com
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Konca K, Lankoff A, Banasik A, Lisowska H, Kuszewski T, G6zdz S, Koza Z, Wojcik A.
A cross platform public domain PC image analysis program for the comet assay.
Mutation Research 534:15-20, 2003

Liczba cytowan (wg Web of Science) - 380

Uczestniczytam rowniez w opracowaniu programu komputerowego do analizy obrazow
i wynikow testu gamma-H2AX. Program umozliwia analize kazdego rodzaju ognisk
naprawczych w DNA, wyznakowanych fluorescencyjnie. Program zostat opublikowany
w Mutation Research i jest dostgpny dla jako program darmowy dla wszystkich
uzytkownikow http://focicounter.sourceforge.net

Jucha A, Wegierek-Ciuk A, Koza Z, Lisowska H, Wojcik A, Wojewodzka M, Lankoff A.
FociCounter: a freely available PC program for quantitative and qualitative analysis of y-
H2AX foci.

Mutation Research 696:16-20, 2010

Liczba cytowan (wg Web of Science) - 38

6. Plany naukowo-badawcze.

Zamierzam w dalszym ciggu prowadzi¢ badania dotyczace ochronnego dziatania niskiej
temperatury na popromienne uszkodzenia DNA. Planuje réwniez kontynuowaé badania
dotyczace dziatania niskich dawek promieniowania na komorki i organizm w celu
identyfikacji biomarkeréw ekspozycji i podatno$ci na promieniowanie. Badania te s3
realizowane we wspélpracy ze Swietokrzyskim Centrum Onkologii w Kielcach oraz

Uniwersytetem w Sztokholmie.

Halime  olirosopka,
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