Znaczenie promieniowania tta dla

komorkowych systemow
naprawczych

Prezentacja zalozen projektu
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Pomiary w warunkach mniejszego od naturalnego
tta promieniowania jonizuj gcego
Zadanie :

Okre slenie poziomu uszkodze n DNA oraz efektywno Sci
dziatania systeméw naprawczych w warunkach niskotto wych.

Wyniki:

Badania reakcji komorek na uszkodzenia DNA w warunkac  h
pozbawionych promieniowania jonizuj  acego

(np. w podziemnych laboratoriach)

mog g dostarczy € dodatkowych informacji o mechanizmach
naprawczych , w tym 0 znaczeniu istnienia promieniowan ia dla komorki.

Wyniki bada n mog g by ¢ interesuj gce

dla radio- i chemio terapii nowotworowej,

a takze w ocenie ryzyka zwi gzanego z energetyk g jadrow g,
Sktadowaniem odpadow radioaktywnych

oraz zagro zen (w tym dla personelu) w medycynie j adrowe.



Przy projekcie wspotpracuja:

« Dr Jacek Szabelski - Instytut Probleméw
Jadrowych w Lodzi

- Prof. Janusz Blasiak — Katedra Genetyki
Molekularnej UL

- Prof. Janusz Szemraj — Zaklad Biochemii
Medycznej UM w Lodzi



Plan Prezenacji

« Wstep
Hormeza radiacyjna
Niejednoznacznos$¢ badan
Efekty promieniowania na poziomie komorki
Komoérkowe mechanizmy naprawcze
 Opis projektu
- Pytania i cele
- Proponowane pomiary
- Laboratoria niskotlowe

- Pytania ?
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Terrestrial Gamma-Ray Exposure at 1m above ground

Source of data: U5 Geological Survey Digital Data series DD5-9, 1993




Cancer Mortality Rates by County (Age-adjusted 1970 US Population)
All Cancers: White Males, 1970-94
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Srednie stezenie radonu, pCillitr

Badania
szkodliwosci radonu
Stosunek umieralnos$ci na raka
pluc do stezenia radonu w

pomieszczeniach mieszkalnych
n= 272000 [Cohen 1995]

1 pCi/l =37 Bq/ m3

Im stezenie wyzsze,
umieralnos¢ nizsza !



Czas zycia populacji myszy poddanych
napromienieniu w stosunku do grupy kontrolnej
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sSuppression of MC Induced Skin Tumors by Low Dose Rate lrradiation
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Zrodto - 137Cs

.In Type |l diabetic C57BL/KsJdb/
db (db) mice, the urine glucose level
' was improved in some of the mice
irradiated at 0.70 mGy/hr, but not in
non-irradiated control mice.”
[Kazuo Sakai 2006]




Dualny efekt promieniowania
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Semicontinuous Low-Dose-Rate Teletherapy for the Treatment of Recurrent Glial Brain Tumors: Final Report of a Phase Il
Study.

Siker ML, Firat 5%, Mueller W, Krouwer H, Schultz CJ.
Department of Radistion Oncolagy, Medicsl College of Wisconsing, Milwaukee, VW,

Abstract
PURPOSE: Semicontinuous low-dose-rate teletherapy (SLDR) is a novel irradiation strategy that exploits the increased radiosensitivity of glial cells in a narrow range of
reduced dose rate. We present the final repart of a prospective Phase 1l study testing the feasibility of SLDR for the treatment of recurrent gliomas.

METHODS AND MATERIALS: Fatients with previously irradiated recurrent gliomas were enrolled from Movermhber 1993 to March 1998, Patients received SLDR, delivered Gto 8
hours/day at a dose rate of 40 to 50 cGyhour for 3 total dose of 30 to 35 Gy given over 12 days using a modified cobalt-60 treatment unit. Acute central nervous systerm toxicity
after SLDR treatment was the primary endpaoint. Overall survival was a secondary endpoint.

RESULTS: Twenty patients were enrolled {14 World Health Crganization Grade 4 glioma, § Grade 2 glioma, 1 ependymoma). Mo patients developed =Grade 3 central nervous
system toxicity at 3 months without radiographic evidence of tumar progression. Overall survival after SLDR was 56% at 6 months, 28% at 12 manths, and 17% at 24 months.
One patient survived =48 months, and 1 patient sunived =60 maonths after SLOR treatment. Re-resection before SLOR treatment significantly improved 1-year overall surdival

for all patients and patients with Grade 4 glioma.

CONCLUSION: The delivery of SLDR is feasible in patients with recurrent gliamas and resulted in improved outcames for patients who underwent re-resection. There weare 2
long-term sumvivors (=48 months). This pilot study supports the notion that reduced dose rate influences the efficacy and tolerance of reirradiation in the treatment of recurrent
gliomas.

InternationalDose- ResponseSociety
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dose rates is imple-
DEEF). This impaos-

dsteveBai@aol.com :
Abstract THE EMERGING LOW-DOSE THERAPY FOR ADVANCED CANCERS )
Change comes as a surprise hecause things do not happen in a straight line. Cance -
not challenged, sometimes for political or social expedience. It has long heen recogn =
events and the availahility of exploratary tools. There are consequences to risk aversi Jahangir Satti o Department of Radiation Oneology, Albany Medical Center,
multiphasic dose-responses has the potential to unleash additional and productive i Albany, NY
excellent example ofwhat can be achieved when dogmas are challenged by the accr : : o o _
I ryperm— Phvs Eng 5ol Mad, 2008 Dec 3204y 1007 L Gl:rlwm__ll}' minute d.r)scs_ of dl_'ugs hm'c.bccn prescribed in biotherapies, homlenp:lthl\',
- : ' g : immunization and vaccinations for centuries. Now the use of low doses of drugs is on the
A brief review of radiation hormesis. rise to combat serious diseases such as advanced cancers around the world. This new ther-
apeutic approach to address solid tumors and other advanced diseases is a departure from
Jolly D, Meyer.J. the convendonal use of maximum dose protocol. A small dose of the prescribed drug 1s o
Welington Blood & Cancer Certre, Welington Hozpital, Private Bag 7902, Welinctor frequently administered in a continuous fashion, at regular intervals, either as a standard on of
treatment or as a maintenance therapy for a long time. However, this new treatment
Abstract method lacks any standard for drug quantization, dose fractionation, repetition frequen- s

This paper reviewws physical, experimental and epidemiological evidence
The scientific cammunity is still divided on the premise of radiation harm#
Pratection (ICRP) recommends the use ofthe Linear Mo Threshold (LMNT)
hereditary effects increases with dose in a linear fashion. As a conseque
exposures are kept helow certain dose limitations. The LMT model has s
much less scientific evidence. Much experimentation has suggested disc
radiation is beneficial to the irradiated cell and organism. There is definitgy
evidence iz yetto change official policies on this matter. Application ofthe
important that the matter be resolved.

cy and duration of a treatment course for an individual patient. This paper reviews litera-
ture about metronomic therapy and discusses hormesis: both phenomena occur 1n low
dose ranges. Better mathematical models, computer simulations, process optmization
and chnical tnals are warranted to fully exploit the potential of low dose metronomic ther-
apy to cure chronic and complicated diseases, New protocols to standardize metronomic
dosimetry will answer the age old questions related to hormesis and homeopathy. It
appears that this new low-dose metronomic therapy will have far reaching effects in cur-
ing chronic diseases throughout the world.

Keywords: metronomic, homeopathy, apoptosts, hormesis, lou-dose




Komorkowe efekty
promieniowania






Podstawowym mechanizmem tworzacych sie w komorce
uszkodzen jest powstanie pod wplywem promieniowania
jonizujacego wolnych rodnikow

H,O=>H,0" + ¢
H,O0* + H20 => H,0 (H* aq) + OH-
H,O* + e- => H,O-
H,O* => He + OHe
He + O, => HO,*
2HO,» => H,0, + O,
HO,s + He => H,0O,

Kazdego dnia w komoérce nastepuje ok. 104 -10° Uszkodzen
spowodowanych naturalnym metabolizmem



Uszkodzenia DNA polegaja na:

J Zerwaniu (peknieciu)

pojedynczej nici DNA \

(J Zerwaniu (peknieciu)
podwodjnej nici DNA,

1 Uszkodzeniu zasad azotowych,

J Powstaniu krzyzowych

polaczen bialek jadrowych z ﬁ
DNA w obrebie jednej lub
dwoch nici.




Systemy naprawy DNA

- Naprawa bezposrednia (DR)

- Naprawa przez wycinanie (ER)

- Naprawa przez wycinanie zasad (BER)

- Naprawa przez wycinanie nukleotydow (NER)

Naprawa blednie sparowanych nukleotydow

(MMR)

- Naprawa peknie¢ dwuniciowych (DSBR)

- system lgczenia koncow niehomologicznych
(NHEJ)



The nonhomologous end-joining repair process
Double-strand break

|
1 Ku proteins attach

:

Ku proteins

@

1 Repair process

J
DNA ligase IV

n
1

XRCC4

_d~

O
Repaired DNA

Figure 16-28a Genomes 3 (© Garland Science 2007)




Naprawa pekniec DNA

- Pekniecia w jednej nici sg latwe do naprawienia:
- polimeraza + ligaza. Bialka PARP chronig
jednoniciowe fragmenty przed dalszg degradacjg

» Pekniecia dwuniciowe sg trudniejsze do naprawienia

= Powstaja np. w wyniku dzialania promieniowania
jonizujacego (udzial procentowy tych pekniec jest
zdecydowanie wiekszy niz przy udziale innych
czynnikow)

= Blokuja replikacje, nienaprawione moga doprowadzi¢
do utraty duzych fragmentow chromosomu podczas
podzialu
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Podwojne pekniecie \
DNA |

Naprawa

Wstrzymanie cyklu
komorkowego

N

Apoptoza Naprawa udana, cykl
komoérkowy wznowiony




A gdyby udato sie w znacznym stopniu
usungC promieniowanie tta ?




Skiadniki
promieniowania

1.Radon i pochodne (wyst epuja rozpady alfa), pochodzi z Ziemi

2. Potas (izotop *°K):

® zawarty w komorce (bardzo, bardzo trudny do wyeliminowania )
- gtéwnie rozpad beta

® zewnetrzny ( sciany, meble, szkio)
- gtdwnie gamma 1461 keV — mo zna wyeliminowa ¢

3. Promieniowanie kosmiczne: miony

(podobne do elektrondéw, przenikliwe, jonizuj  gce)

4. Neutrony — dawki naturalne nies g duze



Pytania wcigz aktualne

» Skoro uszkodzenia DNA spowodowane
promieniowaniem to utamek wszystkich
uszkodzen, czy w takim razie komorki
,CZuja” tlo ?

- Czy promieniowanie tla jest niezbedne do
prawidlowego funkcjonowania komorek ?

- Jaki jest mechanizm ,,odczuwania”
promieniowania tla ?

- Czy znajdujemy sie obecnie pod wplywem
hormezy radiacyjnej ? Gdzie jest optimum ?



Proponowane badania:

» Okres$lenie poziomu uszkodzen DNA oraz
efektywnosci dzialania systemow naprawczych w
warunkach niskotlowych.

- Okres$lenie poziomu adaptacji komorek do
warunkow niskotlowych

 Ocena wrazliwosci komoérek na czynniki
uszkadzajace w warunkach niskotlowych



Narzedzie podstawowe - niskottowe laboratorium

Instytut Problemow
Jadrowych - Lodz

Gran Sasso National Sunlab (KGHM) —
Laboratory - Wlochy Polska (planowane)



Instytut Problemow Jadrowych — £0dz,
podziemne laboratorium (60 m2)

Natezenie mionéw promieniowania kosmicznego
jest 10 razy mniejsze niZ na powierzchni,
strumien neutrondw jest 8 razy mniejszy f

Radon:
nawiew powietrza i wyciag powietrza

Ostony z otowiu tlumiace zewnetrzne
prom. gamma z potasu-40

elektrycznos$dé, internet,
zaplecze mechaniczne i elektroniczne




Podziemne laboratorium
w Gran Sasso

Potozenie
« prowincja I'Aquila
« 120 km od Rzymu
« W potowie 10 km tunelu
pod gérami Gran Sasso
1400 m warstwa skaty

Sala A Sala B Sala C

CRESST MACRO BOREXINO
GNO

Mibeta

HH[

[+
TERAMO



Laboratory Nationale

2008/04/07 09:22




KGHM
1 km pod ziemia
zwiedzanie miejsca

dla laboratorium SUNLAB

(planowane laboratorium) - &g
e




Co zyskujemy w laboratorium
podziemnym ?

Lokalizacja Strumien Liczba jonizacji w 1g
mionow 1m?2 hodowli

Powierzchnia ziemi 180/sekunde 40000 jonizacji/sekunde
Laboratorium w Lodzi 20/sekunde 4000 jonizacji/sekunde
Laboratorium w Gran Sasso  15/dobe 3300 jonizacji/dobe

Jonizacje spowodowane endogennym potasem = 500/sekunde
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Szczegotowe pomiary

« okreslenie poziomu endogennych uszkodzen DNA, z wyszczegélnieniem na
pekniecia jedno — dwuniciowe oraz miejsca alkalicznie labilne (technika
comet assay )

- okre$lenie poziomu peknie¢ dwuniciowych technika elektroforezy w polu
zmiennym

« okreslenie poziomu endogennych oksydaC}é']n ych uszkodzen DNA (technika
comet assay z enzymam1 naprawczymi Endo III (Nth I) i Fpg)

- okreslenie, tak jak powyzej, poziomu uszkodzen DNA indukowanych
nadtlenkiem wodoru i promieniowaniem jonizujacym, Kinetyki naprawy
tych uszkodzen

- okreslenie ekspresji genow biorgcych udzial w naprawie peknigé
dwuniciowych: RAD51, BRCA1/2, Kuy0/80, DNA-PK s, Artemis,
Cernunnos, RAD50, RAD52 oraz naprawie 1nnych uszkodzen: XPD ERCC1,
hOGGa1, hMMLH1 hMSH2, hRAD23 oraz genow regulujacych cykl
komorkowy 1 apoptoze; P53 Bcl-2.

« Okreslenie ekspresji genow zaangazowanych w regulacje cyklu
komoérkowego p53, BRCA-1



Dzigkuje za uwage

e js@zpk.u.lodz.pl
- l.wieteska@yahoo.com




Comet assay

-

Comet Assay Overview

CiNA damage
(Ehemical, Uy
Gr yrirradigtion)

i

q

Living cells fram
culture media,

blood, or tissue

Cells with damaged Single cells are

® 3 A e =
= -
. (-] = ~— -
r i
‘ £

After electrophonesis

(relaxed) DNA having  embedded on agarose- and fluorescent

single-strand [ double- coated slide and lysed
strand breaks

stafming, the damaged
A Is separated
from the intact DNA
{the *head®) and
generates a conet
“tail®.




Systemy naprawy DNA

(A) Direct repair

ALLLERTLLE T L] —) IRRERRERRRRRRRR]

Damaged
nucleotide

(B) Excision repair

EERERRRRRRERRR — BEERERERRIANARY — R R R
| S| | S|
Damaged Excised Resynthesized
nucleotide segment DNA

(C) Mismatch repair

PALEELLT L] —)p IRRERRREARARERE] e e 1R RRRRRRRRRER

. — —
Mismatch Excised Resynthesized

segment DNA
(D) Nonhomologous end-joining

JCTCITITTT T = TITCTTTCTTITENT
I

Double-strand break

Figure 16-20 Genomes 3 (© Garland Science 2007)




Real- time PCR
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System SOS u bakterii

DNA polymerase Il

I I 0 et T O T IO O O O TN

Przy rozleg}ych _ f Highly damaged
uszkodzeniach matrycy template DNA
(mlejsca AP: llnitiation of the SOS response

fotoprodukty,uszkodzone

zasady) DNA polymerase V

Bialko RecA pokrywa

matryCQ RecA proteins

Polimeraza V z RecA ,
lError-prone DNA synthesis

tworzy mutasom

Replikacja zachodzi, ale  Replication errors
generuje wiele bledow

7

TR

Figure 16-29 Genomes 3 (© Garland Science 2007)




Duze niskotlowe podziemne laboratoria w Europie

LNGS — Gran Sasso (Wlochy), 1.5 km, tunel

Bulby (Anglia) — 1.1 km, kopalnia
Slanic (Rumunia) — 200m

Canfranc (Hiszpania) - 850m, tunel

Frejus (Francja) — 3 km, tunel

Baksan (Rosja- 40 km od Elbrusa) — 200m — 3.8km, tunel
Pyhasalmi (Finlandia) — planowane, 1.4 km, kopalnia

LAGUNA Collab.
pomiary neutrin

investigated
sites

g

SITE STUDY

Candidate Sites
- Bouby, UK

- Canfranc, Spain

- Frejus, France

- Pyhasalmi, Finland
- SUNLAB, Poland

- Slanic, Romania

- Umbria, ltaly

| LAGUNA

Collaboration

100 scientists

more than 20 institutes
10 European countries

2 ll-
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K-39 i K-41 s g trwate ® K-39 93.26%
® K-40 0.012%
potas Z=19 ® K41 6.73%

K-40: sredni czas zycia=1.2 107 lat
w 1 mg potasu (w tym 0.012% “°K) mamy ok. 3 rozpady “°K / minut e

K-40 rozpada si e na stabilne j gdra wapnia Ca (Z=20, A=40) lub

na stabilne j gdra argonu Ar(Z=18, A=40).

® 38.8% rozpad na “ca; rozpad beta — emisja elektronu i antyneutrina
® 11.2% rozpad na “°Ar:

€ ok. 11% wychwyt elektronu i emitowany jest (fatwo m lerzalny)
foton gamma E . =1.46 MeV

amma
¥ Rzadko: rozpad beta+ - emisja pozytonu i neutrina

w 1 kg ciata mamy ok. 2 g potasu i ok. 70 rozpadow PK/sek
albo ok. 5000 Bqg dla cztowieka, 1 rozpad daje 0.5 MeV i stad
0.18 mikroGy/rok (= 0.18 mikroSv/rok z wewn etrznego potasu)

Przyktad dla komorek:

stezenie potasu wewn atrz komorki: ok. 140 mM = 140 milimola/litr,
w 1 g komorek mamy 5.5 miligramy potasu

i mamy 15 rozpadéw “°K na minut e
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Miony — cz astki wtdrnego promieniowania kosmicznego,
podobne do elektrondow, ale ok. 200 razy ci  ezsze,
jonizuj gce i przenikliwe

Strumie A mionow na powierzchni: ok. 180 / (m ? S)

Ptaska pozioma probka materiio masie 1 g, g estosci 1g/cm 3 (Jak woda)
o grubo $ci 100 mikronéw ma powierzchni e 100 cm? (horyzontalnie)

Strumie A mionOw przez poziom g powierzchni e 100 cm?:
1.8/s na powierzchni ziemi

0.2/s w podziemnym laboratorium w todzi
0.15/dobe w podziemnym laboratorium w Gran Sasso (Wiochy)



Czastka (elektron, pozyton, mion) traci ok. 2 MeV nalc m wody najonizacj €

Masa probki 1 g (3000 komorek i ptyn),
W 3000 komoérek jest ok. 1.4 10 ° g potasu, w plynie 1.6 10™ g potasu
Pozioma probka o grubo $ci 100 mikronow = 0.1 mm

Rozpad 40K:

® energia elektronu w rozpadzie beta (88% rozpadow)

wynosi maksymalnie 1.31 MeV, a srednio ok. 0.5 MeV

® Srednia droga w probce 0.37 mm

® strata na jonizacj e w probce dla jednego rozpadu beta: 74 keV

tj. ok 70 tys jonizacji.

® dla 1 g prébki mamy ok. 30 tys jonizacji/ minut e (Srednio ok. 500 jonizacji/ sek

Promieniowanie kosmiczne:

® Srednia droga w probce: 0.11 mm

® strata na jonizacj e w probce dla 1 miona: 22 keV
tj. ok. 22 tys jonizaciji

€ na powierzchni ziemi mamy ok. 40 tys jonizacji / sek
€ w podziemnym lab. w todzi ok. 4 tys jonizacji / sek
€ w Gran Sasso 3400 jonizacji/ dob e
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