Czy pokrywanie sie sladow jonowych moze
wyttumaczy¢ kwadratowg zaleznos¢ krzywych dawka-efekt

obserwowanych dla aberracji chromosomowych ?
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SLADY JONOWE

Fazy fizyczne Rozkiad elektronow - rozktad dawki Faza biologiczna
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Srednia strata energetyczna na jednostke drogi [keV/um] vs Liniowy przekaz energii (LET) [keV/um]

dE - LET odnosi sie do tarcz mikrobiologicznych
S(E) =— Fri LET - LET nie uwzglednia wktadu od
X elektrondw 6 o energiach > 100 eV




SCHEMAT ODPOWIEDZI KOMOREK NA PROMIENIOWANIE JONIZUJACE

ZDROWE KOMORKI
base modification ,
dimer
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BRAK ABERRACJI APOPTOZA TRANSFORMACIA  pRZEDWCZESNE
: NOWOTWOROWA  RAZNICOWANIE
PRZEZYCIE :

Ritter S., Durante M. Heavy-ion induced chromosomal aberrations: A review, Mut. Res., 701 (1) :38-46 (2010)



Mikroskopowy rozklad dawki a statystyczny rozklad aberraciji
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KRZYWE DAWKA-EFEKT
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Local Effect Model
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METODYKA

LIMFOCYTY KRWI OBWODOWEJ:
v" tatwo dostepna tkanka
v" Mato inwazyjny sposéb pobrania

v’ Zsynchronizowana populacja

komérek szpiku kostnego

v' Wrazliwosé na promieniowanie jonizujgce

limfocytow zblizona jest do wrazliwosci

CHROMOSOMY WIDOCZNE SA JEDYNIE W METAFAZIE PODZIALU KOMORKOWEGO!
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| M-phase: '
cell division |

G/M PP
checkpoint ¥ .

G, -phasze;
preparation
for mitosis _u

S-phase:
DNA synthesis

intra-3-phase
checkpoint

f GJ/S
checkpoint

G, phase:
quiescent state

G-phase:
preparation for
DNA synthesis




PROCEDURA PRZYGOTOWANIA MATERIAtU BADAWCZEGO

Irradiation Cell culture I !_' - @,
— (48 h; 37°C; 5% CO,) el Bl B
_—

Iﬂ] w W “ W
3 —
ABERRACJE CHROMOSOMOWE

* drop fixator J.R.K. Savage J Med. Genetics 12,103-122 (1975) A
(metanol+acetic acid)

Fixation . centrifuge 1200 rpm, 10 min
* remove supernatant

* dropKCl * repeat this process

* keep 20 min in 37°C

B 0 0

* drop on slides
prepared material
* stain with Giemsa

0
| =

+ centrifuge 1000 rpm, 10 min;
* remove supernatant

Q

+ centrifuge 1000 rpm, 10 min;
¢ remove supernatant
IAEA Cytogenetic dosimetry: application in preparedness for

10 and response to radiation emergencies. IAEA, Vienna (2011)



Phasotron
JINR, Dubna

Akcelerator
ITEP-TWAC
Moskwa

Cyklotron MC-400

JINR, Dubna

D

—

PARAMETRY WIAZEK UZYTYCH DO NAPROMIENIOWANIA

i

I

Particle

Particle type Energy LET Dose Fitugme 2
(MeVi) (ke Vium) {Gy) | (particles/cm~)
0.5 547.6x10°
I 1095.1 x 10°
high energy 150 057 1.5 16427 x _roﬁ_
profons 2 21903 x 10°
3 32854 x10°
5 54756 x 10°
0.5 2229x10°
I 445.9x 10°
SOBP protons 20 131 L3 005.8x Iﬂ‘f
- 2 891 7x 10°
3 1337.6x 10°
5 22294x 10°
0.8 31.2x10°
B soms _ 149 | 561x m”’ﬁ
199 16 2.92 113.9x 10
4.44 173.2x 10°
5.80 2208x 10°
0.05 0.41x 10°
0.07 0.58x 10°
0.1 0.82x 10°
g iome 22.1 76 0.2 1.64x10°
0.5 41x10°
I 82x10°
15 12.3x 10°
2 16.4x 10°

> Promieniowanie referencyjne:

Kwanty y z rozpadu 5°Co

> Dawki:

0.5;0.75;1.0;1.5;2.0; 3.0 Gy

Aparat radioterapeutyczny
Rokus-M, JINR, Dubna
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NAPROMIENIANIE PROTONAMI
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5. blok z plexiglasu (o szerokosci odpowiadajgcej 40mm wody) 6. Kolimator 1lI ,
7. blok z plexiglasu (o dowolnie dobranej szerokosci) 8. prébka krwi LET (keVipm)

J. Kubancak, A.G. Molokanov, Measurements of LET spectra of JINR
phasotron radiotherapy proton beam, BATH, 6,8-14,2013 12



NAPROMIENIANIE JONAMI BORU

IZOLACJA LIMFOCYTOW
> Pre-spin  ——— Post-spin

P—
Platelet+Plasma
Diluted
€— Elood lg— PEMC
Fizall
le— G-an,

sample container (~0.2 ml) \/

Ej Changeable drum
with sample
containcrs

Geneva drive

lonization chambers

§ Vacuum-tight foil
MC-400 jon channcl [

A.A. Bezbakh et al.,Upgrading the Genome Facility for Radiobiological Experiments with Heavy-lon Beams, Physics of
Particles and Nuclei Letters, 10, 175-178, 2013
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ROZKALADY STATAYSTYCZNE ABERRACJI CHROMOSOMOWYCH
DLA WYBRANYCH DAWEK - PRZYKLADY
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submitted to Rad. Env. Biophys.



chromosome and chromatid breaks/cell

exchange type aberrations/cell
N
1

KRZYWE DAWKA-EFEKT

60

Coyrays
high energy protons
SOBP protons

124 .
C ions

1" .
B ions

MODEL LINIOWO-KWADRATOWY:
Y = aD + D?
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EPJ D (2015)

}gxchanges/ Kon—exchange aberration types

WYMIANA ELEMENTOW CHROMATYD

ZLAMANIA
Chromatid exchange Dicentric with Iragment Chromatid Chromosome
(0] (1] break fragment
(etb) (csb)
< s
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34
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aberration number/cell

KRZYWE DAWKA-EFEKT

¢ o =m

I
*Co yrays
high energy protons
SOBP protons

12 .
Cions

11 .
Bions

MODEL LINIOWO-KWADRATOWY: .
Y =aD + D?

LET /' | “/

PB=const
6 “—
" 50 .
fit Coy high energy SOBP 20 50ns 1B fons
parameters rays protons protons
o 0.10+0.05 0.07+0.03 0.18+0.04 0.46+0.06 2.240.1
Total
aberration B 0.15+0.02 0.13+0.01 0.13+0.01 0.12+0.01 -
yield
Int. 0.02+0.01 0.02+0.01 0.02+0.01 0.01+0.01 0.006x0.009
LET
- 0.2 0.57 1.31 16 76
(keV/um)
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WZGLEDNA SKUTECZNOSC BIOLOGICZNA - (RELATIVE BIOLOGICAL

EFFECTIVENESS - RBE)
- SOIBP prlotonsl | 10 — ISOBPI prot(;ns |
104 —— 150 MeV protons —— 150 MeV protons

— 199 MeV/n Cions A
— 22MeV/nBions |

= 199 MeV/n Cions
— 22 MeV/n B ions

RBEgff
RBE(

1 | ittt il
Iﬁ ] |
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
aberration number per cell Dose (Gy)
D Yion
RBE, ;= —L RBE,; =
erf Dion d Yy
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EFEKTYWNY PROMIEN SLADU JONOWEGO

gestos¢ prawdopodobienstwa
odlegtosci miedzy sladami jonowymi

r

P =02®

1

- e L 2nrdr = 2L

(ry=1["r

$rednia odlegto$¢ miedzy uderzeniami  wiecej uderzen —p (r)\ L\

kwadraty
1 2R T F t T t4
Sop = ZRLZ[O e LS, 2nrdr = ZRLZ[O e LIt —r)t|2nrdr = F P
Srednia powierzchnia pokrywajgcych sie sladéw ,\

wsp. geometryczny

: F~0.58
Sop= ZRzarccosﬁ—r /RZ —% okregi

zwi’qzek miedzy pr(')mi'eniem 3. LET F; Y =aD + BDZ
$ladu a zakrzywieniem R = S
odpowiedzi dawka-efekt: 8'F'pm a

EPJ D (2017)
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EFEKTYWNY PROMIEN FIZYCZNY R’ WYNIKAJACY Z ROZKLADU DAWKI
ELEKTRONOW WOKOL SLADU JONOWEGO

0,14

_ gestosc radialna dawki (radialny profil dawki)
0,01

1E8] TLET /77 tr <1

= ] — 2 .

S 1E4; d.(r)=< TLET/r T STST,
1E-5 0 Pr e

1E-6 ]
1E-7 ]

dawka jednego sladu jonowego:

T Te T
d T LET d 21T 1 Ty
d= j d,(r)2nrdr = — j 2nrdr + T LET j —— dr =2nt LET(5 + In—)
Ty r 2 Te
0 0 Te
z drugiej strony: d = TR'*T LET [r#
promien rdzeniar, :
.= 0.0116 5 (um)
. _ ' £
efektywny promien fizyczny: | R" = rcjl + ZZnE promien otoczki r,
r, = 0.768 E — 1.925 VE + 1.257 (um)
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EKSPERYMENT vs. TEORIA

D
-

—

R

A. Chatterjee, H.J. Schaefer, 1976
7. =0.0116 § (um)
r, = 0768 E — 1.925 VE -

100-: *x R, "Cions )
] * R 150 MeV p r
* R SOBPp o R = . |1+ Zln—p
LA | Tl rC
10’ 10° 10°
Energy (MeV/nucleon)
7. Iy R R’ (B/0) expp
(nm)  (um) (nm) (nm) (Gy™)
P = 3-LET B “Co vy rays - - 18045 - 1.56+0.77
~ L\|8F -~ a 150 MeV protons 5.8 93 318+69 23.02 | 1.86+0.81
SOBP protons 2.32 8.14 287+32 9.65 0.72+0.17
BIOLOGIA CZY FIZYKA?
12C ions 6.56 126.9 620+81 20.86 | 0.26+0.04
"B jons 2.55 9.65 - 10.95 -
23
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BIOLOGIA CZY FIZYKA |

Y =« D

phys

BIOLOGIA ﬂ v’ ﬂ FIZYKA
- POCZATKOWE USZKODZENIA DNA

BRAK POKRYWANIA SIE SLADOW JONOWYCH t 0 h

POKRYWANIE SIE SLADOW JONOWYCH
ro_ 2

RC

RC, ,
Y = I(l - RCO)aphyle + D_ aphysD

2o J
I

|
Xpiol Briot

RC

NAPRAWA t = 48 h > aberracjeY > |gc = V'Y

Yf

_ RCy Bphys

Aphys

(B/a)exp = (B/@)pio1 + (B/a)phys

(ﬁ/ 0() exp (ﬁ/ OC) phys (ﬁ/ O!) biol
Gy™') (GyT) (Gy™)

150 MeV protons |1.86£0.81 0.01 1.85
SOBP protons |0.72+0.17 0.009  0.71
12C ions 0.26+0.04 0.0005 0.259
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FIZYKA CZY BIOLOGIA i

FIZYKA:

PRZEWIDYWANIA MODELU POKRYWAJACYCH SIE TRAKOW:

8Fpn ,, R
3 LET LET LET

(B / a)phys -

BIOLOGIA:

ZAKLADAJAC DLA D—0:

RCy=1— A LET®S

~LET 2

WOWCZAS:
y RC, 1—A-LET%®
a u f— fr—
(ﬁ )blol Dg(l . RC{}) A - D{} - LETO5
. ~ LET—O.S

30 tm—m——pr——————————

(B/0) = 087 LET 0%

(B/0) py= 1.7 LET

*

0,1 i 10 100
LET (keV/um)

PUNKTY POMIAROWE NALEZA KOLEJNO DO: kwantéw gamma z rozpadu €Co, szybkich protonéw,
protonéw z rozszerzonego piku Bragga, jonéw wegla oraz jondéw boru (przy zatozeniu, ze $=1.13+0.01

25



EFEKTYWNOSC MECHANIZMOW REPERACJI

120

100 - = Co 60 gamma irradiation

80—.
60—-
40:

20

aberration number/50 cells

dose (Gy)

Gdy Op, = 0; (btedy sg dobrze okreslone)

rozrzut punktéw pomiarowych
dokota krzywej teoretycznej:
funkcja chi kwadrat

1 & (y,—a-bx,—byx})’
)(2— Zl 12 2

I’l—3 i= 0-

l

X =1

Ale O, >0,, wprowadzamy

k=1

XP - n_3 i=1 k20'i2
5 1 1 & (y,—a-bx, —blez)2
Ar k* n—3iZ=1: o’

czynnik Fano
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WSPOLCZYNNIK REPERACJI | PROCENT ZRPEROWANYCH CHROMOSOMOW

100 T UL AL | 1 T T L AL |
(ﬁ/a)exp“’l/\’LET —~ 80+ .
QO - .
o —— —
= 60- T T—— L -
! 3 \
Y -y o
RC = -100% =
Y.f H— 40— .
2 I AN
S -
= 20 - 4
% ] ]
T 4. RC =70—-3 LET%>|
1 ! L — ! L ! UL |
0,1 1 10 100
LET (keV/um)
X RF RC (%)
®Co y rays 0.31£0.20 3.242.0 69+20
150 MeV protons | 0.37+0.23 2.7%1.7 63+23
SOBP protons 0.67+0.40 1.5+0.9 33+40
12C ions 0.26+0.18 3.842.7 73£18
B ions 0.43%0.21 2.3+1.1 57421
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aberration number/cell

UNIWERSALNOSC METODY

KOMORKI CHO-K1

(CHINESE HAMSTER OVARY CELLS)

> KROTKI CYKL KOMORKOWY 12-14 h
> ZDOLNOSCI ADHEZYJNE

» TWORZENIE KOLONII
» 22 CHROMOSOMY

Cell Radiation LET
x? RF RC (%)
type species (keV/um)
50
Co v rays + + n
CHOK1 Y }1’2 0.2 0.006+0.0025 160+70 99.0+0.3
8.09 MeV °C 830 0.44+0.28  2.3+1.4 5628

J. Czub et al., Cell survival and chromosomal aberrations in CHO-K1 cells irradiated by carbon
ions, Applied Radiation and Isotopes, 67, 447-453, 2009
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PODSUMOWANIE

» Zaobserwowano:
o Statg wartos¢ parametru 8 modelu liniowo kwadratowego
o Zaleznosc¢ parametru u z rozktadu Neymana A (opisujgcego prawdopodobienstwo
powstania aberracji na jedno uderzenie ) od dawki
o Duzg efektywnos¢ mechanizmow reperacji i ich dominujgcy wptyw na zakrzywienie
odpowiedzi dawka-efekt
o RBE<1 dla szybkich protonéw

o Model pokrywajgcych sie sladéw nie opisuje zaleznosci 3/a od LET

» Zaproponowano statystyczng metode oszacowania mechanizmow reperacji >

faktor Fano dla aberracji chromosomowych



PERSPEKTYWY —

PCC (Premature Chromosome Condensation)

M-phase:

cell division

G,/M

checkpoint \a 2>

G,-phase: .

preparation
for mitosis N

S-phase:
DNA synthesis

- | -

G, phase:

quiescent state

G,-phase:

preparation for

Primary Culture of
Human PBL

Caluculin A

Preparation of Chromosomal

spreads

DNA synthesis

intra-S-phase =
(-}[{'('kl}ll'I” T (;I"'S
checkpoint

* ~ =
{f »~
. N

4 L Y
Y-rays: '# “. .’ >

~20 chromatid —_— "

Cal lin A breaks/cell/Gy \~’ / - de
alucull S\ ‘:- \. v'




PLANY NA PRZYSZtOSC

Badanie oddziatywania neutronéw predkich i termicznych z limfocytami krwi obwodowej

Eksperymenty w Dubnej — reakcje D-T, neutrony reaktorowe, Cf, Pu-Be, Am-Be
Eksperymenty w Szczecinie (eLBRUS) — reakcje D-D

Wykorzystanie metody PCC

Badanie mechanizmoéw reperacji komodrkowej w zaleznosci od czasu po napromienianiu
Wyznaczenie czynnika Fano w zaleznosci od czasu po napromienianiu

Badanie rozktadow statystycznych uszkodzen po napromienianiu neutronami —
wyjasnienie obserwowanych odchylen od statystyki Poissona

Badanie efektow porywania sie obszaréw oddziatywania pojedynczych neutrondéw —
rozdzielenie efektéw fizycznych i biologicznych
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