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Tab. 1. System wielkosci dozymetrycznych. Lewa kolumna przedstawia wielkosci stosowane w ochronie
radiologicznej do oceny ryzyka zwigzanego z napromienieniem zewnetrznym. Prawa kolumna przedstawia
system mierzalnych wielkosci roboczych, stosowanych przy pomiarach dawek indywidualnych i
monitorowaniu srodowiska.
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Jonizacja DNA

N

# LET — energia

zdeponowana na

jednostke drogi

Drzebytej przez czgstke

jonizujacy
# Gestosc jonizacji —

liczba wytworzonych
tadunkow na jednostke
drogi

# Struktura sladu zalezna

od typu czastki i energii

Electrons generated
from X-ray beam

{%, FElectrons generated
&% from neutron beam

DNA Segment
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promieniowanie gamma
promieniowanie X

1 Gy ~ 1000 trafie/komorke
~ 100 000 jonizacji/lkomorke
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niskie liniowe
przekazywanie energii

Niskie a wysokie LET:

ciezkie jony
promieniowanie alfa

1 Gy ~ 3 -4 trafienialkomorke
~ 100 000 jonizacji’lkomorke

wysokie liniowe
przekazywanie energii




Fantom DNA — cylinder wodny 2 nm dtugosci i 2 nm Srednicy:

- 0$ pozioma — energia zdeponowana w jednym cylindrze i liczba aktdéw jonizacji (gorne)

- 0$ lewa — czestos¢ zajscia takiej depozycji

- 0S prawa - odpowiadajaca liczba uszkodzen DNA w przeliczeniu na komorke
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ODDZIALYWANIE
PROMIENIOWANIA
JONIZUJACEGO NA
POZIOMIE
SUBKOMORKOWYM
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Dziatanie promieniowania na
atomy i czgsteczki

N
N

# Bezposrednie:
u jOﬂiZaCja, CZY“ nremsstrahlung

powstanie dodatnich
jonow 1 swobodnych
elektronow —te zkolei P *—>

moga przylaczyc¢ sie do i
innych czasteczek

zmieniajac strukture v

otoczenia

[ | O jonizacji mc')Wlllémy n ® . & n capture phaton

praktycznie na ﬁii'i”m

wszystkich poprzednich
wyktadach...

Krzysztof W. Fornalski 8




Dziatanie promieniowania na
atomy i czgsteczki — c.d.

N

#® Bezposrednie (c.d.):

m Zerwanie lub uszkodzenie wigzan miedzy czasteczkami
lub w samej czasteczce (migdzy atomami) — powoduje to
szereg zmian chemicznych w otoczeniu

s W wyniku oddziatywania promieniowania z atomem moze
nastgpic€ jego wzbudzenie (ekscytacja)

= Dla wody (gtowny sktadnik komoérki): oddzialywanie
promieniowania z czasteczkg wody powoduje jonizacje
lub wzbudzenie I rozpad czasteczki wody na rodnik

hydroksylowy (OH) I rodnik wodorowy (H) (radioliza
wody).

Krzysztof W. Fornalski 9



Dziatanie promieniowania na
~atomy i czasteczki — c.d.

# Posrednie

makroczgsteczek

Time (s)
Kwant promieniowania X (gamma) f N

¢ 10

Uwolniony (szybki) elektron (e-) [np. jonizacja]
l 10773
Wolny rodnik (czasteczka posiadajaca niesparowane
elektrony) >
%
Rozrywaliie wigzan o7

Zmiany funkcji czgsteczek i makroczasteczek

Krzysztof W. Fornalski
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Budowa komorki - przypomnienie

Chromosome

btona komorkowa ks

mitochondrium

rybosomy

Iqdro cytoplazma

wodniczka
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‘Budowa DNA - przypomnienie

pedwoma Zanigta . chromosom
helisa DNA Hiikisamamy solenod spirala Rpemeish mitotyczoy
4 N, T A\ & Y '4 B T 4 N N
trabam
(saeita)
przewezene
regian widrne
Hronikowy
nitt DNA )mkleosomy : ( - 2
Al chromaosomow
oktamer
histondw
chromatydy
swstrzane
chromatyna
B — D B . €« B — .
2nm 11nm 30 300am T00nm 140nem
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Efekty Wewnatrzkomorkowe

¥ | INDIRECT
# Podstawowym efektem (xaye, Gamma)
dziatania promieniowania o J “010“-
na sktadowe komorki jest R (\;JJ
uszkodzenie tancucha DNA - ,'° <, . ’ \'\’\\
@ Uszkodzenie DNA moze Fer \ Y

by¢ bezposrednie (poprzez
trafienie przez czastke) lub
posrednie poprzez
oddziatywanie z wolnym
rodnikiem powstalym w
wyniku wczesniejszych .
reakcji " apha,

Neutrons)




Pekniecia DNA

N
¥

# Pckniecia fancucha DNA
mogg by¢ jednoniciowe
lub dwuniciowe, gdy obie
helisy na raz ulegly
zerwaniu, a takze
uszkodzenia bazy mi¢dzy
nic¢mi

# Najbardziej niebezpieczne
(ale tez najrzadziej
spotykane) sg pekniecia
dwuniciowe, gdyz grozi to
calkowitemu rozerwaniu
calego tancucha

DIMER

\Ass CHANGE
PYRIMIDINE
TNW**

SINGLE /'

STRAND
BREAK

(SSB)

BREAKAGE OF
HYDROGEN
BOND



Dziatanie promieniowania

10 keV and 0.5 keV
electron tracks

» uszkodzenia posrednie i
bezposrednie (LET)

~20 % bezposrednich efektow:

~80 % posrednich

~ 4 uszkodzenia na komoérke/1 mGy é
(na ~ 150 RS)

°
° S o e
°
o ® .
* °
2 o
° ° °
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o & % o2 o
s % » .
. o
o L
2nm
*OH radicals

wolne rodniki
pochodzace z

: rocesu radiolizy
| zmiany zasad ~/5% P :
{& @ ®*7 a7 Sk czasteczki wody

Low LET radiation

2
L)
L]

+ pojedyncze pekniecia~ 20 % o
Sciezka jonizacji

¢« podwojne pekniecia~ 1 % , elektronow (niski
' LET)
« krzyzowanie nici ~5% ) S
é $ciezka jonizacji
czastki alfa
(wysoki wsp.

High LET radiation LE.I—)
&
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Statystyka uszkodzen popromiennych w komorce
przy napromieniowaniu dawka 1 Gy
promieniowania gamma

Rodzaj uszkodzenia Liczba w komeérce
Pekniecia dwuniciowe 40
Pekniecia jednoniciowe 500-1000
Zmiana (uszkodzenie) zasady w DNA 1000-10000
Zmiana (uszkodzenie) cukru w DNA 800-2000
Wiazania krzyzowe DNA-DNA 30
Wiazania krzyzowe DNA-bialko 150

Krzysztof W. Fornalski 16



Porownanie z metabolizmem

N

# 1 Gy wywotuje ~100 000 aktow jonizacji w
komorce. Tyle samo atakow na DNA pochodzi
od naturalnego metabolizmu catego
organizmu w _ciggu kazdej sekundy

rodzaj uszkodzenia uszkodzenia w komérce  uszkodzenia spontaniczne

nal Gy w komorce nagodzing
peknigcie podwojnoniciowe 40
peknigeie pojedynczoniciowe 1000 5000
utrata zasady 950 1500
uszkodzenie zasady 950 1250
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Model tarczy

#Rozpatrujac bezposrednie uszkodzenia
DNA z punktu biofizyki rozpatruje sie
najczesciej tzw. model tarczy

# Prawdopodobienstwo trafienia (hit) DNA
przez promieniowanie jest liniowo
zalezne od dawki (P, = a + b D)

#7 kolei p-two przezywalnosci komorki:

p (przezycia) = p (S) = p (0 trafien) = exp (-D/D )

gdzie D jest dawka, przy ktorej srednio wystepuje jedno trafienie na jeden cel

Krzysztof W. Fornalski 18




Co sie dalej dzieje z DNA?

N

# Po uszkodzeniu DNA przez promieniowanie lub
posrednio przez wolny rodnik moze nastapic:
s Smier¢ komorki

m Samonaprawa 1 powrot do stanu wyjsciowego

» nieprawidlowa naprawa 1 mutacja

Mutacje moga doprowadzi¢ do tzw. aberracji
chromosomowych, czyli zaburzen polegajacych na zmianie
struktury lub liczby chromosomow (to bedzie omowione

dale)).
Najpierw jednak omowmy naprawe.

Krzysztof W. Fornalski 19




Fazy cyklu komodrkowego

| faza (G7 - faza
ItENSTWE]
syntesy biatel:,
baatel:, letére
beda potrzebne
do kolejnego
podaah
komérla

faza § - faza syntezy
DA,

faza M - faza podaatn koméra,
podoah jgdra komdrkowego
(kariokinezy) 1 cytoplazmy
(cytokinezy)

faza G - taza odbudowy
kométkd po podaale, nastepuje
intensywna synteza

biatel:, pomnoZente
fostolipidéw blonowych;
komérka odzyskuie objetosc
sprzed podmaty; pod konec te
tazy jest , podepnowana
decyzia” o tymn czy komdrka
bedze dale) sie dzelic (faza &),
czy specjalizowad sie (faza ()

faza GGg - faza
specializac

Teplten] mf-:mnan:_u komérl, komérka
cenetycene] przed A .
e najczescie] tract

. : S zdolnosc do dalszych
jedytymi syntezowatym o dziadéw

biatkcar =g hustony b
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Fazy cyklu komorkowego

# Szybkosc cyklu jest inna dla roznych typow

comorek, np. komorki szpiku kostnego maja
rotki cykl (szybko sie namnazajg), komorki
kosci dtugi cykl (wolno sie namnazaja)

# To determinuje wrazliwos¢ danego typu
komorek na promieniowanie — czy komorka
ma duzo czy mato czasu na naprawe

# Uszkodzenie komorki w odpowiednim miejscu
w odpowiednim momencie cyklu powoduje jej
Smierc

Krzysztof W. Fornalski 21
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Rozne

N

scenariusze

Base modifications Double-strand breaks
Single-strand breaks Interstrand cross-links
. 4 v

HR (S and G2 phase)
NHEJ (all cell cycle stages)

. ~

"4

BER

» ¢

4 W

: Unsuccessful repair
Successful repair Mutations

Chromosome aberrations

'l v -

Cell survival Cell death Cell survival
' '
LR

' ¢ v £ Y

Normal functioning  Apoptosis Necrosis v Malignant
Senescence transformatior
Premature

differentiation
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Naprawa DNA

#tancuch DNA moze byC naprawiony
przez odpowiednie enzymy naprawcze

# Prawdopodobienstwo skutecznej

naprawy zalezy od:
s stezenia (liczby) tych enzymow

= Sprawnosci enzymow (ta jest rozna dla
roznego wieku, predyspozycji, chorob, pici
etc.)

= fazy cyklu komorkowego

Krzysztof W. Fornalski 24




Proba naprawy DNA
- bardzo skuteczne mechanizmy

DNA damage

uv

X

RESPONSES

l 4 3 l

Single strand
l base excision repair 25




Naprawa uszkodzen

N

jednoniciowych (SSD) i bazy

# Jest
stosunkowo
prosta i
niesie
niewielkie

ryzyko
btedu
# SSD —
Single
Strand
Break

# DSB —
Double
Strand
Break

W

| [ A

l

newd, wr\dawxo.%gd DN A

| i |
T T T T T e T 1T [ T
A A

UV radiation produces
a thymine dimer.

" Once the dimer has been

detected, the surrounding DNA is
opened to form a bubble.

Enzymes cut the damaged region
out of the bubble.

A DNA polymerase replaces
the excised (cut-out) DNA, and
a ligase seals the backbone.

26




Najgrozniejsze sg uszkodzenia podwojnoniciowe (DSB)

Mechanizm naprawczy DSB
I.aczenie nichomologicznych m m

koncowek DNA A

*naprawa peknie¢ obu nici

End processing End processing
DNA
‘ryzyko polaczenia
niewlasciwych czasteczek Ligase Strand invasion
joining of an unbroken
DNA homologue
g

[TTTIT
I I wwIT

Rekombinacja homologiczna
sutworzenie heterodupleksu

sprzemieszczanie sie rozgatezienia Polymerase
. . . : filling
*rozlagczenie rozgalezienia (poziome lub pionowe)

‘ Ligase joining
(recombination)

TITITTT

7

y-H2AX as a biomarker of DNA damage induced by ionizing radiation in human peripheral blood lymphocytes and artificial skin.
C.E. Redon, J. S. Dickey, W. M. Bonner, and O. A. Sedelnikova. Adv Space Res. 2009; 43(8): 1171-1178.

slajd dzieki uprzejmosci J. Reszczynskiej




Aberracje chromosomowe jako skutek
nieprawidtowej naprawy DSB

\|/

efekt
posredni

<IN

efekt bez-

Lancuch zdarzen w komoérce narazonej na dziatanie

promieniowania jonizujgcego

komorka organizm
tkanka btony —  » S$mieré komérki — martwica
organelle g
/ sterylizacja
N 2 . 3 v
i OH — transformacja — nowotwor
H' komorki
0.

T

mutacja —> efekt
dziedziczny
posredni "
/\_/\\/\/" % ﬁ aberracja MUTACJE

DNA chomosomowa GENOWE CHROMOSOMOWE
(PUNKTOWE) (STRUKTURALNE) GENOMOWE
J 1 iy

\.'.-.|

1/
T TN TR 4 '|
DO pom S ‘

KrZYSZtOf W- FO rna |Ski Zachodzg na pozicmee 53 o zmiany

sekwenc|l nukieolydowe) r:ﬂf’:;‘;::';zjw
. U X s



Popromienne aberracje
Ch romosomowe chromosom:

N

chromatyda

— ramie chromosomu

Aberracje
chromosomowe to
szczegolny, bardzo
skrajny przypadek

mutacji (tzw. super- J],

Uszkodzenie DNA

centromer (przewezenie
pierwotne)

kinetochor

przewezenie wiorne (na
nielicznych chromosomach)

SAT (trabant, -I

mUtaCJE) Aberracie satelita)
chromosomowe
= T
Stabilne: Niestabilne :
- Translokacje - Dicentryki Mikroi
. ) ikrojadra
- Inwersje - Acentryki = 13
ﬂ - PierScienie /
Brak Smierci Smier¢ (mitotyczna)
komorki komorki

Krzysztof W. Fornalski 29
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Aberracje chromosomowe

WYMIANY MIEDZYCHROMOSOMOWE

NIE-
USZKODZONE

UU DICENTRYK TRANSLOKACJA
WYMIANY WEWNATRZCHROMOSOMOWE
cD
1)
ﬁﬂ% @ !
NIE- DELECJA $ROD- | INWERSJAPERI- | INWERSJA PARA-
USZKODZONE| MIAZSZOWA | PIERSCIEN | CENTRYCZNA | CENTRYCZNA

Rys. 2. Schemat wymian wewnatrz- | miedzychromosomowych obserwowanych w komorkach narazonych na dzialanie promienio-

wania jonizujacego




Aberracje chromosomowe

Single break of one arm of
one chromosome




Aberracje chromosomowe

Single break of both arms of

a chromosome

Single break of both arms of
a chromosome




Chromosomy dicentryczne




Przyktady aberracji przy uzyciu markerow

e

=

Ring chromosome g

Translocated \‘ a
chromosome \
\ g

X Jra nslocated

’ " chromosome

K \

' \ ( ¥ |
Complex damage in

one chremosome \:I i

Chromosome fragments

.a"

.-
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/Yamania chromatydowe

4 . =
. T DB !‘) o‘( “ &
4 P == = ,C" o §\\
e ==
aig, ™ WG 5?>*x//\
> *Q —~
o= L » x <6 X
© red N 22 LN\
- } LR S - s
> > &
P ¥ & /c
.o @ L
-=
Normal metaphase : :
 a Chromatid break
: u Oow
9 I
- —>
A Yl
FoSa
= 2
3 A
=* vb";"'gy
Qe >
"k &
Dicentnic cluomosome
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Mikrojadra

mictonucleus

Krzysztof W. Fornalski 37



Terminologia

N

# Nalezy zwroci¢ uwage na odpowiednig
terminologie:
= uszkodzenie (ang. lesion, damage) — szybkie

uszkodzenie DNA wywotane bezposrednim lub
posrednim oddziatywaniem przez czynnik

Liniowo zalezne
od dawki

detrymentalny (np. promieniowanie, chemikalia);
uszkodzenia sg naprawialne

= mutacja (ang. mutation) — nienaprawione (lub
btednie naprawione) i utrwalone uszkodzenie;
mutacje wystepuja duzo pozniej niz uszkodzenia;
najpowazniejszg mutacjg jest aberracja
chromosomowa; mutacje sg nienaprawialne

Brak liniowosci!

Krzysztof W. Fornalski 38




Wptyw dawki na liczbe uszkodzen DNA

# Mutacje — tutaj w gre wchodzg
mechanizmy naprawcze i niecelowane,

wiec odpowiedz w ogolnosci NIE jest
liniowa (bedzie jeszcze o tym mowa)

Krzysztof W. Fornalski

Uszkodzenia ,.
a mutacje Val
b 100 /9/
#Uszkodzenia liniowe ™ /
wzgledem dawki ' /,@/
Z uwagi na czysto .
fizyczne przyczyny oo cor o1 1 10 100

39



Enetgy deposition
Excitationfionization

Inital particle tracks

Radical formation
Diffusion, chemical reactions

Inital DNA damage

DNAbreaks f base damage |

Repair processes

Damage fecation
Cell Killing

Mutations Arans formationsfaberrations

Proliferation of "damaged’ cells
Promotion/completion

Teratogenesis
Cancer

Hereditary defects

PHYSICALINTERACTIONS

PHYSICO-CHEMICAL INTERACTIONS

BIOLOGICAL RESPONSE

MEDICAL EFFECTS

40



N

Aberracje - naturalne mierniki
dawki promieniowania

#IlosC dicentrykow, translokacji oraz
mikrojgder zalezy od otrzymanej dawki

#Dzieki temu, iz zmiany te obecne sg w

organizmie przez dtugi czas, mozna na
tej podstawie oszacowac wielkosc
otrzymanej dawki promieniowania

#\W tym celu bada sie ilos¢ aberracji w
limfocytach krwi obwodowej

Krzysztof W. Fornalski 41




Cytogenetyczne metody dozymetrii
biologicznej

Y

L/
# Badajac limfocyty krwi pod katem obecnosci aberracii
chromosomowych nalezy pamietac o tym, ze:
= Aberracje pojawiajg sie po pewnym czasie, w zaleznosci od
czestotliwosci przemian komorkowych
» Aberracje sg dobrym i precyzyjnym dozymetrem, ale ta metoda jest

zawodna dla matych dawek, ponizej 150 mSv (ze wzgledu na tto w
postaci aberracji naturalnych)

= Aberracje potrafig utrzymywac sie w organizmie nawet do kilku
miesiecy, dzieki czemu bez problemu mozna przeprowadzac
regularne badania

= Zliczanie aberracji jest jednak pracochtonne, gdyz wymaga to
bezposredniej pracy ludzkiej — jak do tej pory komputery nie radza
sobie z tego typu problemami

= Metoda ta jest powszechnie stosowana na swiecie

= Sg pewne roznice w metodach liczenia dicentrykow, translokaciji i
mikrojgder

Krzysztof W. Fornalski 42
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'BIODOZYMETRIA
(DOZYMETRIA BIOLOGICZNA)

Tl D
—— ’ | / ’ ///
= double ¢
S helix <
7 .\ Ty :\f."'

\
..\\

By /
7/ chromosome
% G ’,~ ‘_‘\\\"’U‘.
- § \T g

( & 0N
@\,;("] AL \'\ = p
‘Ll } ) / f

W

" P

<

Dy

1
g

p

{

g guanine
- g adenine

phosphate ;
P deoxyribose ‘@@ thymine

backbone &P cytosine

-
d

1
$
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Dozymetria biologiczna

#Szacowanie dawki na podstawie
obserwowalnych zmian/uszkodzen w
materiale biologicznym

#Wyrdzniamy dwa rodzaje metod
biodozymetrycznych:

= metody natychmiastowe
= metody retrospektywne
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Metody natychmiastowe

# Ocena dawki w krotkim czasie po
napromienieniu poprzez pomiar zjawisk
przemijajgcych, zwigzanych z powstawaniem
uszkodzen DNA (bezposrednio zwigzanych z

ekspozycjg na promieniowanie)

# procesy naprawy uszkodzen DNA zachodzace
w komorce po napromienieniu dosc szybko
eliminujg przyczyne powstawania tych
zjawisk, metod natychmiastowych nie mozna
uzyc retrospektywnie
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Metody natychmiastowe:
- test kometowy

N

L

#Metoda badania narazenia populadji
ludzkich na okreslone czynniki
srodowiskowe lub endogenne.

#(0znaczanie uszkodzen DNA na poziomie
pojedynczych komorek w limfocytach
krwi obwodowej
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Test kometowy

# umieszcza sie komorki pobrane od napromienionej osoby w
odpowiednim srodowisku; nastepnie doprowadza sie do rozpadu
komorek poprzez dezintegracje btony komorkowej (pod
wptywem substancji chemicznych) i wylanie sie zawartosci do
Srodowiska (jest to tzw. liza)

# podtaczenie do niewielkiego napiecia, barwienie barwnikiem

fluorescencyjnym DNA
# ocena wybarwionego DNA przy uzyciu mikroskopu
#® w wyniku przytozonego napiecia
uszkodzone DNA wylewa sie z jadra
w kierunku anody, co powoduje
powstawanie ogona; nieuszkodzona
czesC DNA pozostaje zwigzana z

macierzg jgdrowg tworzac "gtowe"
komety




Test kometowy
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Test kometowy

# Prostota wykonania
#Mata inwazyjnosc
# Do przeprowadzenia testu wystarczy

kropla krwi z palca
#Duza czutosc

#Mozliwos¢ mierzenia uszkodzen DNA w
pojedynczych komorkach

# Ale uszkodzenia sg szybko naprawiane,
wiec trzeba sie spieszyc
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Zanik mozliwosci testu
kometowego z czasem

N

-~ - uszkodzenie DNA

Procent uszkodzenia poczatkowego
=

Czas [min]

Naprawa uszkodzeri DNA wywofanych przez dawke 5 Gy promieniowania X w
limfocytach krwi obwodowej czfowieka 50
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Metody natychmiastowe:
- test ognisk histonu YH2AX

# Okreslenie liczby podwadjnoniciowych pekniec nici
DNA (DSB) na podstawie wystepowania skupisk
(ognisk) charakterystycznych biatek w miejscach
uszkodzen

# Histony — biatka sktadowe chromatyny, bezposrednio
zwigzanymi z nicmi DNA

# W momencie powstania DSB jeden z histonow
(H2AX) ulega fosforylacji, dajac YH2AX. Reakcja ta
wystepuje tylko w miejscu powstania DSB. Liczba
ognisk yYH2AX odpowiada liczbie DSB

# Fosforylacja — przytaczenia reszty fosforanowej do

atomu nukleofilowego (z nadmiarem elektronow)
Krzysztof W. Fornalski 51




Test ognisk histonu yH2AX

N

@

@
@

Umieszczenie komorek na szkietku
podstawowym

Utrwalenie

Dodanie przeciwciata
wyznakowanego
barwnikiem
fluorescencyjnym
specyficznie
wigzgcego sie z
histonem yH2AX
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Test ognisk histonu yH2AX

WADA

# szybkie zanikanie ognisk w wyniku naprawy
DSB, co uniemozliwia uzycie testu w

dozymetrii retrospektywnej

ZALETA

# wysoka specyficznosc, histon H2AX ulega
fosforylacji tylko w momencie wystgpienia
DSB
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Zaleznosc czasowa
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_ Zaleznos¢ liczby ognisk histonu gamma-H2AX od czasu w limfocytach ludzkich
napromienionych 0.5 Gy promieniowania gamima . Wida¢. ze po 3 godzinach od
napromienienia poziom histonu zbliza si¢ do wartosci kontrolnych.
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Metody retrospektywne

# Jest to zespot metod
biodozymetrycznych, ktdre mozna
zastosowac po diugim czasie od
napromienienia (niektore nawet kilka lat
pozniej)

# Dzielimy je zasadniczo na metody:

s fizyko-chemiczne
m Ccytogenetyczne
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Fizyko-chemiczne metody retrospektywne:
- EPR (Electron Paramagnetic Resonance)

N

L

# Elektronowy Rezonans Paramagnetyczny
# pomiar ilosci statych rodnikow (spinow ich
elektrondw) tworzacych sie w ciele cztowieka
pod wptywem promieniowania jonizujgcego
# np. hydroksyapatyt (Ca,, (PO,)s(OH),) zawarty
w kosciach i szkliwie zebow
= Weglany zawarte w hydroksyapatycie pod wptywem
promieniowania jonizujgcego przeksztatcajg sie w
anionorodniki weglanowe (CO,e-).
= Trwatosc: ok. 100 lat.
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Fizyko-chemiczne metody retrospektywne:
- EPR (Electron Paramagnetic Resonance)

N

L

# Przygotowanie probki:
= oddzielenie korzenia zeba od jego korony i usuniecie
Z niej dentyny
m kruszenie szkliwa i rozcieranie na proszek.
# Pomiar w spektrometrze EPR w pasmie X.

# Dawke pochfonietg okresla sie na podstawie
wielkosci piku sygnatu charakterystycznego dla
COZ.-

# Czutosc: 0,1 Gy
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Witosy i paznokcie

# Analogicznie mozna badac zmiany we
wtosach i paznokciach

# Metoda ta jednak jest mniej precyzyjna niz

klasyczny EPR

# Ciekawostka: wspotczesnie wykorzystuje sie
takze pomiary uktadow scalonych (zegarki,
telefony) na zasadzie dozymetrow TLD, gdyz

urzadzenia elektroniczne sg zazwyczaj obecne
przy ciele cztowieka
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Cytogenetyczne metody retrospektywne:
- metoda mikrojadrowa

L

# Metoda cytogenetyczna pozwalajgcg na wykrywanie
podwojnoniciowych peknie¢ DNA i uszkodzen
wrzeciona podziatowego ujawniajgcych sie po podziale
komorek

# Zazwyczaj stosuje sie na limfocytach krwi obwodowej

# Mikrojadro powstaje, jezeli w czasie mitozy (podziatu
komorki) caty chromosom lub fragment chromosomu
nie zostanie rozdzielony pomiedzy dwa jadra potomne.
Powinno ono byc:

= Mniejsze niz /3 wielkosci normalnego jadra,
= wyraznie oddzielone od jadra,
= podobnie wybarwione jak jgdro komorki
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Metoda mikrojgdrowa

N

#Mikrojadra tatwo liczy sie przy uzyciu
mikroskopu

= W czasie normalnych podziatow komorki
(historycznie pierwsza metoda),

s W komorkach dwujadrzastych stosujac
cytochalazyne B, ktora blokuje podziat
cytoplazmy (cytokineze)

» 1gCczac test z metoda fluorescencyjne;
hybrydyzacji /n situ
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‘Metoda mikrojadrowa

e

Oh — stymulacja
podzialéw komorki przez
dodanie
fitohemaglutyniny

bez cytochalazyny

z cytochalazyng

mitoza

(040

48h — zablokowanie

podzialu cytoplazm-my T~

przez dodanie
cytochalazyny B




Mikrojadra

mictonucleus
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Validation screen for the interactive visual validation step, MN detected by the automated system are
presented one by one; for each MN, the scorer has to either validate it or invalidate it (5FP) or label it
for future review.
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Szacowanie dawki
— krzywa kalibracyjna

N

L

MICRONUCLE!I PER 1000 CELLS

+ S.E.M.

100

80 -

60

40 —

20 =

y = 2783 x + 3.714; r = 0.99

T v T v T v T v T v T
0 5 10 15 20 25

X-RAY DOSE ( cGy )

64




Szacowanie dawki
- kKrzywa kalibracyjna
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600 p

400 p

200 B

Czestos¢ mikrojgder / 1000 komorek dla promieniowania gamma
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Cytogenetyczne metody retrospektywne:
- SCE (Sister Chromatid Exchange)

N

L

# Metoda wymian odcinkow chromatyd siostrzanych

# Badanie czestosci wystepowania wzajemnych,
symetrycznych wymian fragmentow pomiedzy identycznymi
sekwencjami DNA obu chromatyd w chromosomie.

# Ocena w ptytkach metafazalnych uzyskanych z hodowli
komorek prowadzonych w obecnosci bromodeoksyurydyny
(BrdU), ktora jest wbudowywana w nic DNA w czasie
syntezy

# W czasie podziatu mitotycznego BrdU trafia do jednej z
komorek potomnych. Obecnos¢ BrdU w DNA mozna wykryc
stosujgc specjalne metody barwienia

# W drugiej mitozie (podziale) obserwuje sie symetryczne
wymiany pomiedzy chromatydami zawierajgcymi BrdU i
tymi, ktore BrdU nie zawieraja 66




Metoda wymian odcinkow
chromatyd siostrzanych

C‘D
+ BrdU + BrdU
—_— —_—

Limfocyt G, 1 mitoza 2 mitoza
Oh — stymulacja podzialow komorki 72h — zablokowanie podzialu jadra
przez dodanie fitohemaglutyniny przez dodanie kolcemidu
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Cytogenetyczne metody retrospektywne:
- FISH (Fluoresence In Situ Hybridization)
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Technika cytogenetyczna, stuzgca do wykrywania w badanym
materiale genetycznym okreslonej sekwencji DNA za pomoca
fluorescencyjnych sond DNA. Odpowiednie przygotowanie
komorek do badania wymaga usuniecia cytoplazmy i utrwalenia
jader komorkowych na szkietku podstawowym. Fluorescencyjna
sonda jest nanoszona na preparat i catoS¢ podawana jest
krotkotrwatej denaturacji w podwyzszonej temperaturze, ktora
powoduje rozerwanie sie wigzan wodorowych pomiedzy nicmi
DNA. Nastepnie preparat poddaje sie kilkugodzinnej hybrydyzacji,
w czasie ktorej fluorescencyjnie wyznakowane odcinki znanego
DNA (sonda) wigzg sie z komplementarnymi odcinkami badanego
DNA. Nadmiar niezhybrydyzowanej sondy usuwa sie przez
Kilkukrotne ptukanie preparatu. Tak przygotowany preparat
mozna analizowac przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego.

68




N
¥

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ*, FISH

*In situ to rodzaj techniki badawczej, ktorg przeprowadza sie w
utrwalonym chemicznie organizmie, bez naruszenia jego struktury.

r e sonda molekularna
ITTTTTTTTITTTT] (fragment DNA lub RNA)

k) )
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sonda molekularna sonda molekularna znakowana
znakowana biotyng lub digoksygening
fluorochromem
przeciwcialo
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§ : \
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' ) szukana sekwencja [
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I ! (DNA lub RNA) ‘ l

Slajd dzieki uprzejmosci Iwony Stoneckiej
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Metode FISH stosuje sie w przypadkach, gdy zawodzi klasyczna analiza
cytogenetyczna (umozliwia ona duzo doktadniejszg analize translokacji).
Rozwoj techniki wielokolorowej FISH (ang. multicolor FISH), w ktérej kazdy
chromosom hybrydyzuje z sondg wyznakowang innym kolorem.

Umozliwia zbadanie translokacji ztozonych z fragmentow kilku chromosomodw.
Metoda FISH (m-FISH) stanowi istotny postep w analizie aberracji
chromosomowych.

Wysoki koszt m-FISH i koniecznos¢ zastosowania specjalnych wspomaganych

komputerowo systemow analizy obrazu.
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Skaner D-SIGHT for FISH

Slajd dzieki uprzejmosci Iwony Stoneckiej

Petne zarzadzanie bazg danych.
Zautomatyzowana procedura
skanowania.

Mikroskop cyfrowy (podglad
preparatow na zywo).

Zdalny mikroskop cyfrowy.
Interfejs www do zdalnego
przegladania cyfrowych preparatow
oraz do udostepniania ich (np.
telepatologia, konsultacje, itp.).
analizy Her-2/FISH, ALK/FISH i
modut translokacji (opcjonalnie).
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Skaner D-SIGHT for FISH - translokacje

b
1% 1%

CC ) et ()




Metoda aberracji chromosomowych

N

# /e wszystkich metod cytogenetycznych
najpowszechniej uzywana jest metoda
polegajgca na zliczaniu widocznych
aberracji chromosomowych (czyli poza
translacjami)

#\W szczegolnosci w Polsce
najpowszechniej uzywa sie metody
bazujgcej na aberracjach dicentrycznych
(dicentrykach)
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Krzywe kalibracyjne dla dicentrykow

2.0~ Neutron mean 0.7/7.6/14.7
energies, MeV-

flite

Dicentrics
per cell 1.0
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