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Zintegrowane systemy AFM-Raman i AFM-IR jako nowoczesne narzedzia w analizie uszkodzen
radiacyjnych

Wszystkie zywe organizmy sg caly czas narazone na promieniowanie jonizujace ze zrodetl naturalnych.
Promieniowanie ma bezposredni wptyw na tkanki i komoérki, dlatego jego dziatanie wykorzystuje si¢ m.in. w
leczeniu nowotworow. Promieniowanie rzeczywiscie ma negatywny wpltyw na bioczasteczki, np. na DNA.
Sledzenie zmian w DNA spowodowanych napromieniowaniem jest wiec szczegolnie istotne z punktu
widzenia funkcjonowania i rozmnazania si¢ komorek. Ideg niniejszego projektu jest wigc poszerzenie wiedzy
dotyczacej problemu uszkodzen radiacyjnych w komoérkach spowodowanych promieniowaniem jonizujacym
oraz efektow towarzyszacych (np. efekt obserwatora). Gtéwnym obiektem badan bedzie DNA, przy czym
zmiany w innych bioczasteczkach (lipidy, biatka) réwniez bedzie badane. Badania beda prowadzone na linii
komorkowej PC-3, ktora jest linig raka prostaty. Gtéwnym celem projektu jest analiza wptywu niskich dawek
promieniowania jonizujacego na uktady biologiczne na poziomie komoérkowym, subkomorkowym oraz
molekularnym przy uzyciu wybranych niedestrukcyjnych metod spektroskopowych. Ogromny rozwoj technik
spektroskopii oscylacyjnej stwarza niepowtarzalng szans¢ na uzyskanie nowych informacji o uszkodzeniach
radiacyjnych w komoérkach przy zastosowaniu uktadéw z nanometryczng rozdzielczo$cig przestrzenng.
Dodatkowo, technika TERS (z ang. Tip Enhanced Raman Spectroscopy) wydaje si¢ by¢ potencjalnym
narzedziem badania lokalnych uszkodzen w niewielkich uktadach biologicznych, takich jak DNA.

Metodyka badan eksperymentalnych jak i teoretycznych dla proponowanego projektu obejmuje kilka
etapow, co jest konsekwencjg konieczno$cig przygotowania materialu badawczego oraz przeprowadzenia
odpowiednich pomiarow eksperymentalnych. Pierwszym etapem jest hodowla komérkowa umozliwiajaca
przygotowanie przedmiotu badan, czyli komoérek linii PC-3. Nastgpnie komorki beda poddane naswietlaniom
promieniowaniem jonizujacym w celu wytworzenia uszkodzen radiacyjnych. Naswietlania beda prowadzone
przy uzyciu dwoch rodzajow promieniowania, tj. promieniowania rentgenowskiego oraz protonow.
Naswietlania bedg prowadzone rowniez w dwoch trybach, tj. normalnej wiazki i mikrowigzki. W pierwszym
przypadku cato$¢ probki bedzie naswietlana i badane beda jedynie uszkodzenia radiacyjne wywotane
promieniowaniem. W drugim przypadku naswietlane beda poszczegdlne komorki, co pozwala na badanie
uszkodzen w konkretnych komorkach jak rowniez efektow ubocznych (np. efekt obserwatora). Kolejnym
etapem beda testy biologiczne (test mikrojadrowy i kometowy), ktore beda przeprowadzone w celu okreslenia
liczby jak i typow uszkodzen radiacyjnych w badanych komoérkach. Istotg badan eksperymentalnych beda
badania spektroskopowe. Przedmiotem tych badan beda trzy typy probek, tj. komorki zywe, komorki
utrwalone oraz wyizolowane jadra komorkowe. Badania w skali mikrometrycznej beda prowadzone pod
mikroskopem w celu okreslenia dominujacych typow uszkodzen oraz dystrybucji uszkodzen w badanej kolonii
komorek. Pomiary w skali nanometrycznej bedg prowadzone natomiast pod mikroskopem AFM (z ang.
Atomic Force Microscopy) w celu uzyskania bardziej szczegétowej informacji na temat konkretnych
uszkodzen w komorce, tj. typu poszczegdlnych uszkodzen i ich dystrybucji w komorce. Oprocz pomiardw
punktowych, zastosowane beda rowniez techniki pozwalajace na szybki pomiar wigkszych obszarow
badanych obiektow, w tym mapowanie czy obrazowanie 3D. Dodatkowe uzycie techniki TERS pozwoli na
skanowanie niewielkich fragmentow DNA w celu identyfikacji powstatych tam uszkodzen radiacyjnych.
Badania biologiczne wymagaja znacznej liczby probek, co ciagnie za sobg koniecznos¢ analizy statystycznej.
W tym projekcie uzyte zostang metody hierarchicznej analizy skupien (HCA) oraz gtownych sktadowych
(PCA). Uzupehieniem badan eksperymentalnych beda obliczenia teoretyczne pozwalajace na Wyznaczania
dawek promieniowania zdeponowanego w komorkach (symulacje Monte Carlo) oraz wyznaczanie struktur
elektronowych i teoretycznych widm oscylacyjnych (obliczenia kwantowo-chemiczne).

Uzasadnieniem podje¢cia problemu uszkodzen radiacyjnych jest niewatpliwie rosngce zagrozenie ze
strony coraz wigkszej liczby Zzrodet promieniowania jonizujacego w naszym najblizszym otoczeniu. Rozwoj
cywilizacyjny niesie za sobg narazenie ludzkosci na dodatkowe narazenie czestym napromieniowaniem o
niskich dawkach. Ze wzgledu na generowanie uszkodzen w strukturze DNA, promieniowanie jonizujace moze
prowadzi¢ do zmian nowotworowych. Oczywisty jest wiec fakt koniecznosci prowadzenia intensywnych
badan nad wplywem tego typu promieniowania na uktady biologiczne. Szczegodlnie istotne jest prowadzenie
badan w skali nanometrycznej, gdyz wszystkie procesy uszkodzen zachodza w skali molekularnej. Dlatego tez
w proponowanym projekcie jako metody badawcze wskazano na metody spektroskopii oscylacyjnej
wykorzystujace mozliwosci mikroskopu sit atomowych (AFM). Dzigki temu, sygnat spektroskopowy bedzie
pochodzit z pojedynczych fragmentéw nici DNA i mozliwe bedzie $ledzenie konkretnych uszkodzen
radiacyjnych jak rowniez procesow ich naprawy. Ponadto, technika TERS wydaje si¢ obiecujagcym narzedziem
do analizy nanometrycznych struktur komérkowych takich jak DNA czy biatka.



