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Określenie poziomu uszkodze ń DNA oraz efektywno ści
działania systemów naprawczych w warunkach niskotło wych.

Badania reakcji komórek na uszkodzenia DNA w warunkac h

Pomiary w warunkach mniejszego od naturalnego
tła promieniowania jonizuj ącego

Zadanie :

Wyniki:

Badania reakcji komórek na uszkodzenia DNA w warunkac h
pozbawionych promieniowania jonizuj ącego 
(np. w podziemnych laboratoriach) 
mog ą dostarczy ć dodatkowych informacji o mechanizmach 
naprawczych , w tym o znaczeniu istnienia promieniowan ia dla komórki.

Wyniki bada ń mog ą być interesuj ące 
dla radio- i chemio terapii nowotworowej,
a także w ocenie ryzyka zwi ązanego z energetyk ą jądrow ą, 
Składowaniem odpadów radioaktywnych 
oraz zagro żeń (w tym dla personelu) w medycynie j ądrowej.



Przy projekcie współpracują:

• Dr Jacek Szabelski  - Instytut Problemów 
Jądrowych w Łodzi

• Prof. Janusz Błasiak – Katedra Genetyki • Prof. Janusz Błasiak – Katedra Genetyki 
Molekularnej UŁ

• Prof. Janusz Szemraj – Zakład Biochemii 
Medycznej UM w Łodzi



Plan Prezenacji

• Wstęp
- Hormeza radiacyjna

- Niejednoznaczność badań

- Efekty promieniowania na poziomie komórki

- Komórkowe mechanizmy naprawcze

• Opis projektu• Opis projektu
- Pytania i cele

- Proponowane pomiary

- Laboratoria niskotłowe

• Pytania ?



Hormeza

Skutek 
ujemny

Natężenie 
czynnika







Badania  
szkodliwości radonu

Stosunek umieralności na raka
płuc do stężenia radonu w
pomieszczeniach mieszkalnych
n= 272000 [Cohen 1995]

1 pCi/l = 37 Bq/ m31 pCi/l = 37 Bq/ m3

Im stężenie wyższe, 
umieralność niższa !



Czas życia populacji myszy poddanych 
napromienieniu w stosunku do grupy kontrolnej





„In Type II 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][Kazuo Sakai 2006]

Źródło  - 137Cs



Dualny efekt promieniowania





Komórkowe efekty
promieniowania





Podstawowym mechanizmem tworzących się w komórce 

uszkodzeń jest powstanie pod wpływem promieniowania 
jonizującego wolnych rodników

H2O => H2O+ + e-

H2O+ + H2O => H3O (H+ aq) + OH•

H2O+ + e- => H2O•

H O* => H• + OH• H2O* => H• + OH• 

H• + O2 => HO2•

2HO2• => H2O2 + O2

HO2• + H• => H2O2 

Każdego dnia w komórce następuje ok. 104 -106 Uszkodzeń 
spowodowanych naturalnym metabolizmem



Uszkodzenia DNA polegają na:

�Zerwaniu (pęknięciu) 
pojedynczej nici DNA

�Zerwaniu (pęknięciu) 
podwójnej nici DNA,podwójnej nici DNA,

�Uszkodzeniu zasad azotowych,

�Powstaniu krzyżowych 
połączeń białek jądrowych z 
DNA w obrębie jednej lub 
dwóch nici.



Systemy naprawy DNA

• Naprawa bezpośrednia (DR)

• Naprawa przez wycinanie (ER)

• Naprawa przez wycinanie zasad (BER)

• Naprawa przez wycinanie nukleotydów (NER)• Naprawa przez wycinanie nukleotydów (NER)

• Naprawa błędnie sparowanych nukleotydów 
(MMR)

• Naprawa pęknięć dwuniciowych (DSBR)

• system łączenia końców niehomologicznych 
(NHEJ)





Naprawa pęknięć DNA

• Pęknięcia w jednej nici są łatwe do naprawienia:

• polimeraza + ligaza. Białka PARP chronią

jednoniciowe fragmenty przed dalszą degradacją

• Pęknięcia dwuniciowe są trudniejsze do naprawienia• Pęknięcia dwuniciowe są trudniejsze do naprawienia

▫ Powstają np. w wyniku działania promieniowania 
jonizującego (udział procentowy tych pęknięć jest 
zdecydowanie większy niż przy udziale innych 
czynników)

▫ Blokują replikację, nienaprawione mogą doprowadzić 
do utraty dużych fragmentów chromosomu podczas 
podziału



Podwójne pęknięcie 
DNA

Naprawa

Wstrzymanie cyklu 
komórkowego

Apoptoza Naprawa udana, cykl 
komórkowy wznowiony



A gdyby udało się w znacznym stopniu 
usunąć promieniowanie tła ?



Składniki 
promieniowania

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

2. Potas (izotop 40K):

� zawarty w komórce (bardzo, bardzo trudny do wyeliminowania )� zawarty w komórce (bardzo, bardzo trudny do wyeliminowania )

- głównie rozpad beta

� zewnętrzny ( ściany, meble, szkło) 

- głównie gamma 1461 keV – mo żna wyeliminowa ć 

3. Promieniowanie kosmiczne: miony

(podobne do elektronów, przenikliwe, jonizuj ące)

4. Neutrony – dawki naturalne nie s ą duże 



Pytania wciąż aktualne

• Skoro uszkodzenia DNA spowodowane 
promieniowaniem to ułamek wszystkich 
uszkodzeń, czy w takim razie komórki 
„czują” tło ? 

• Czy promieniowanie tła jest niezbędne do • Czy promieniowanie tła jest niezbędne do 
prawidłowego funkcjonowania komórek ?

• Jaki jest mechanizm „odczuwania” 
promieniowania tła ?

• Czy znajdujemy się obecnie pod wpływem 
hormezy radiacyjnej ? Gdzie jest optimum ?



Proponowane badania:

• Określenie poziomu uszkodzeń DNA oraz 
efektywności działania systemów naprawczych w 
warunkach niskotłowych.

• Określenie poziomu adaptacji komórek do • Określenie poziomu adaptacji komórek do 
warunków niskotłowych

• Ocena wrażliwości komórek na czynniki 
uszkadzające w warunkach niskotłowych



Narzędzie podstawowe - niskotłowe laboratorium 

Gran Sasso National 
Laboratory - Włochy

Instytut Problemów 
Jądrowych - Łódź

Sunlab (KGHM) –
Polska  (planowane)





Położenie 
� prowincja l'Aquila
� 120 km od Rzymu
� w połowie 10 km tunelu 
pod górami Gran Sasso
1400 m warstwa skały

Podziemne laboratorium 
w Gran Sasso



Laboratory Nationale
Gran Sasso



Sieroszowice – Polkowice
KGHM
1 km pod ziemią
zwiedzanie miejsca
dla laboratorium SUNLAB
(planowane laboratorium)



Co zyskujemy w laboratorium 
podziemnym ?

Lokalizacja Strumień
mionów 1m2

Liczba jonizacji w 1g  
hodowli

Powierzchnia ziemi 180/sekundę 40000 jonizacji/sekundę

Laboratorium w Łodzi 20/sekundę 4000 jonizacji/sekundę

Laboratorium w Gran Sasso 15/dobę 3300 jonizacji/dobę

Jonizacje spowodowane endogennym potasem = 500/sekundę



Pracowania komórkowa



Szczegółowe pomiary

• określenie poziomu endogennych uszkodzeń DNA, z wyszczególnieniem na 
pęknięcia jedno – dwuniciowe oraz miejsca alkalicznie labilne (technika 
comet assay )

• określenie poziomu pęknięć dwuniciowych techniką elektroforezy w polu 
zmiennym

• określenie poziomu endogennych oksydacyjnych uszkodzeń DNA (technika 
comet assay z enzymami naprawczymi Endo III (Nth I) i Fpg)comet assay z enzymami naprawczymi Endo III (Nth I) i Fpg)

• określenie, tak jak powyżej, poziomu uszkodzeń DNA indukowanych 
nadtlenkiem wodoru i promieniowaniem jonizującym, kinetyki naprawy 
tych uszkodzeń

• określenie ekspresji genów biorących udział w naprawie pęknięć 
dwuniciowych: RAD51, BRCA1/2, Ku70/80, DNA-PKCS, Artemis, 
Cernunnos, RAD50, RAD52 oraz naprawie innych uszkodzeń: XPD, ERCC1,  
hOGG1, hMMLH1, hMSH2, hRAD23 oraz genów regulujących cykl 
komórkowy i apoptozę: p53, Bcl-2.

• Określenie ekspresji genów zaangażowanych w  regulację cyklu 
komórkowego p53, BRCA-1 …



Dziękuje za uwagę

• js@zpk.u.lodz.pl• js@zpk.u.lodz.pl

• l.wieteska@yahoo.com



Comet assay



Systemy naprawy DNA



Real- time PCR



System SOS u bakterii

• Przy rozległych 
uszkodzeniach matrycy 
(miejsca AP, 
fotoprodukty,uszkodzone 
zasady)

• Białko RecA pokrywa 
matrycę

• Polimeraza V z RecA 
tworzy mutasom

• Replikacja zachodzi, ale 
generuje wiele błędów



Duże niskotłowe podziemne laboratoria w Europie
LNGS – Gran Sasso (Włochy), 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
Sunlab (Polska – KGHM) – planowane, 1km, kopalnia

LAGUNA Collab.
pomiary neutrin



potas-40

potas  Z = 19

K-39 i K-41 s ą trwałe

K-40: średni czas życia = 1.2 10 9 lat
w 1 mg potasu (w tym 0.012% 40K) mamy ok. 3 rozpady 40K / minut ę

K-40 rozpada si ę na stabilne j ądra wapnia Ca (Z=20, A=40) lub
na stabilne j ądra argonu Ar(Z=18, A=40):
�88.8% rozpad na 40Ca: rozpad beta – emisja elektronu i antyneutrina
�11.2% rozpad na 40Ar:

Średni skład izotopowy potasu:
� K-39 93.26%
� K-40 0.012%
� K-41 6.73%

�11.2% rozpad na Ar:
�ok. 11% wychwyt elektronu i emitowany jest (łatwo m ierzalny) 
foton gamma E gamma = 1.46 MeV
�Rzadko: rozpad beta+ - emisja pozytonu i neutrina

Przykład dla komórek:
stężenie potasu wewn ątrz komórki: ok. 140 mM = 140 milimola/litr,
w 1 g komórek mamy 5.5 miligramy potasu
i mamy 15 rozpadów 40K na minut ę

w 1 kg ciała mamy ok. 2 g potasu i ok. 70 rozpadów 40K/sek
albo ok. 5000 Bq dla człowieka, 1 rozpad daje 0.5 MeV i stad
0.18 mikroGy/rok (= 0.18 mikroSv/rok z wewn ętrznego potasu)



Promieniowanie kosmiczne

Miony – cz ąstki wtórnego promieniowania kosmicznego,
podobne do elektronów, ale ok. 200 razy ci ęższe,
jonizuj ące i przenikliwe
Strumie ń mionów na powierzchni: ok. 180 / (m 2 s)

Płaska pozioma próbka materii o masie 1 g, g ęsto ści 1g/cm 3 (jak woda)
o grubo ści 100 mikronów ma powierzchni ę 100 cm2 (horyzontalnie)

Strumie ń mionów przez poziom ą powierzchni ę 100 cm2:Strumie ń mionów przez poziom ą powierzchni ę 100 cm2:
1.8 / s  na powierzchni ziemi
0.2 / s w podziemnym laboratorium w Łodzi
0.15 / dob ę w podziemnym laboratorium w Gran Sasso (Włochy)



Jonizacja

Cząstka (elektron, pozyton, mion) traci ok. 2 MeV na 1 c m wody na jonizacj ę

Rozpad 40K: 
� energia elektronu w rozpadzie beta (88% rozpadów) 
wynosi maksymalnie 1.31 MeV, a średnio ok. 0.5 MeV
� średnia droga w próbce 0.37 mm

Masa próbki 1 g (3000 komórek i płyn),
W 3000 komórek jest ok. 1.4 10 -6 g potasu, w płynie 1.6 10-4 g potasu
Pozioma próbka o grubo ści 100 mikronów = 0.1 mm

� średnia droga w próbce 0.37 mm
� strata na jonizacj ę w próbce dla jednego rozpadu beta: 74 keV
tj. ok 70 tys jonizacji.
� dla 1 g próbki mamy ok. 30 tys jonizacji / minut ę (średnio ok. 500 jonizacji/ sek

Promieniowanie kosmiczne:
� średnia droga w próbce: 0.11 mm
� strata na jonizacj ę w próbce dla 1 miona: 22 keV
tj. ok. 22 tys jonizacji
�na powierzchni ziemi mamy ok. 40 tys jonizacji / sek
�w podziemnym lab. w Łodzi ok. 4 tys jonizacji / sek
�w Gran Sasso 3400 jonizacji / dob ę  




