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FONDO NATURALE DI RADI

Cosmic

0.36 (36)
Radon

1.4 (140)

Internal

0.25 (25)

TOTAL/ YR
2.5 mSv

0,1 pSv: Mangiare una
banana, ricca di potassio




NIRRODUZIONE

1 esperimenti ¢ studiare gli
~ delle radiazioni sulle cellule di

mifero in termini di sopravvivenza e di
) sulle molecole di DNA.




PRI IazZzion

Ionizzanti

i elettroni
1a con cui
9

Hanno I'energia sufficiente per
strappare gli elettroni dagli orbitali
atomici
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IR Ionizzanti

VACUUM __ MATERIAL

Incident Track
Radiation S/ Structures
Field
Radiazioni inc il
1onizzanti

Neutron

Fast len

Ulteriore classificazione in base al volume di azione delle
radiazioni:




NG Iandezze
c]osim AEhe e radio
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Flusso:

Transfer (Zirckle, 1952)

keV/um




INETONE depositata nella
metcra: LE|

alla formula di Bethe-Bloch (Bethe 1930, Bloch 1933):

/ 4 2ar 2
dE 4me £, N 2mu- L
— = ————In———— +relativistic
dx mu- I(1-/57)

ell’elettrone;
 del proiettile,

degli elettroni nel target,

R ¢ Wla o slementare

g Il rapporto tra la velocita della particella e la velocita della luce (v/c)
il potenziale di ionizzazione

numero atomico (empirically approximated by Barkas, 1963 )




Grandezze clalENEelle]sl1goltr4le1t1s

0 tipo a parita di dose hanno effetti biologici

alente:

H=WR-D| =\

Tipo di radiazione
FOTONI

e- , MUONI
ROTON ON
ALFA,IONI PESANTI
NEUTRONI




radiazione cambia effetto in base a tessuto irraggiato

TESSUTO
MIDOLLO SPINALE
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ATO 8

CERVELLO,PELLE 0,01
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a la dose della radiazione di raggi X/gamma (D gamma)
ione in esame (Dr) a parita di livello di effetto
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litiroduzione di Biologia

ondamentale e la

) membrana plasmatica e al suo

D possiamo vedere vari organuli (citoscheletro,
ato di Golgi, lisosomi, mitocondri, nucleo,
immersi in un “liquido” chiamato

1Adadta C

S

Duran sua vita la cellula attraversa varie fasi le
quali, tutte assieme, compongono il cosiddetto ciclo
- cellulare




Ciclo cellulare

ivide in due fondamentali momenti:

Interfase ) in cui la cellula si prepara alla riproduzione
1ento e diviso in altre fasi: fase , fase
a duplicazione del DNA) e fase

Wil (periodo in cuila a si riproduce). A sua volta la
omposta da cinque fasi: profase, prometafase, metafase,
elofase.

.
‘passaggio da una fase del ciclo cellulare a quella successiva e

- sotto il controllo di specifici che assicurano che tutti
\ gli eventi di una fase si verifichino prima che inizi la successiva.




acida
desossiribonucleico -
leo
_ 1 eq oM 3
hnumerevoli unita di
tte
desossir (1)
rmato da due catene
allele. (2)

Durante'le prime fasi della Mitosi
il DNA condensa per facilitare la
divisione dei cromatidi durante
I"anafase.

Si arriva cosi ad avere 1

Chromosome
Chromatid|Chrom atid




lio per eccellenza delle radiazioni.
essere inizialmente diviso in due

Esog 1€ :'quando il danne é causato da fattori esterni

mpio radiazioni)

B )21 s quando il danno e causato da radicali liberi
roblemi di replicazione del DNA

annt possono riguardare i diversi elementi del DNA;
vediamone alcuni...




| i|")i g danno

Danno alle basi azc¢ ossidazione,
isi delle basi; RADIATION DAMAGE TO DNA

y e

H2-Bond Breakage _——;———-D ouble-Strand Break

Cross-link DNA-DNA: ni tra FyrimidineBimer ~__ ¢4
pasi azotate; -

‘P, ,.-— Baseloss

DNA Cross-Linkage —— 5 +— Base Change

h A Cross-Linkage
Cross-li
roteine;

+——- Single-Strand Break

- Protein Cross-Linkage

Rotture
"atena;

Quest ultimo danno e indubbiamente il pit1 grave per la cellula e, quasi
sempre, porta alla sua morte. La cellula non é pero priva di difese e possiede
numerosi dei danni subiti.




WETGEING I riparazione

evoli metodi per riparare i danni subiti. Noi
0 specifico le riparazioni a rotture dei
sono essenzialmente 3:

150881¢ (Homologus recombination repair): riparazione per
1binazione omologa esto € un metodo error-free

W5l 5 (non homologus end-joining) saldatura di due
ta non contigue

ei=): ¢ (single strand annealing) mix tra i primi due metodi

| ui i danni non vengano riparati correttamente la
cellula

rre il rischio di subire delle




I AZION

GENICHE:

cambiamento
nell’organizzazione di
un cromosoma

Queste sono quasi sempre
radioindotte e portano
nel maggior numero dei
casi alla morte della
cellula




NNCIERRAZIONI

CROMATIDICHE

Dicentriche

Ad ar - e: Piccole delezioni

Scazione interstiziali

letrica




Colture cellulari

cellule isolate
mantenute

COLTURA CELLULARE
UTILIZZATA




Manteniment

mente» condizioni ambientali prossime a
lule vivono nel loro tessuto di origine,
done la proliferazione

Paramedri ¢
yeraturao Terreno di coltura contenente

e 0 le macromolecole biologiche
umidita fondamentali

trato Additivi; siero fetale bovinio
| —inibitore di tripsina

STERILITA’




RIVIENTI EFFET TUATI

)| 4 \

A 6
SAGGIO DELLA
CLONOGENICO COMETA

(@ )

Valutare la \ ;
SOPRAVVIVENZA Valutare il

CELLULARE di una DANNO AL DNA
popolazione

delle singole cellule

[ )

Protoni
-




SAGGIO |

giC aumero di cellule che,
J0 aver subito una certa dose di
Zione, sono - e che
ate quindi capaci di
of[elpl=idl @almeno 50 cellule figlie nel giro
-t di 6 giorni

FISSAGGIO —




Colture di V-79

INn Incubatore




SOPRAVYIVENZ,SBIS SN GHNRINE

*Scopo: 2 la sopravvivenza cellulare di due colture di cellule
1 e raggl gamma.

el aieAaAul v RdIIEI R rapporto percentuale di cellule capaci di
giamento rispetto alle cellule seminate.
AN SN (5 o tal N T e M ) MEapporto fra le dosi di due differenti
1i che producono lo st anno.

*Procedime irraggiamento con Cobalto-60, irraggiamento
tore Van De Graaff (7MV), saggio clonale, analisi dati

‘ DOSE (Gy) \




PYNGGI GAMMA

rente radiazioni gamma (emissione fotoni) con

__ eVel.
7 anni

ose : 1 Gy/min; 19 cm

ere le DOSI abbiamo irraggiato con tempi differenti

ERERRMIEES ottenendo una dose di 0.5 Gy




Protoni

ore Van De Graaff (VdG), ponendo le cellule su
10 posti nel portacampione-rotante.

do ¢ Il numero di particelle nel monitor 3
ante l'irraggiamentc e cellule, abbiamo ricavato dalla

ula D[Gy ]= K - LET [Kev/ﬂm]-d)[cm PIK =1,6 -10 °

dica la Fluenza: numero di protoni per cm? ,calcolata con un
dre posto nel monitor 3 in un irraggiamento precedente a
) delle cellule.

D, (numero di particelle in aria per particella al monitor 1),

abbiamo trovato il numero di particelle (f) che dovevamo avere nel
monitor

D con D[Gy]=05,1, 2,3, 4
K-LET - &,




INANONe] ONOGENICO

Sagqio Clonoge conteggio del numero di
tate capaci di produrre un

mo ottenuto la sopravvivenza cellulare
oni Dose, dividendo il numero di cloni
numero di cellule seminate




D sottostante, si puo notare che i dati ottenuti dai raggi gamma
urva lineare quadratica, mentre i dati relativi ai protoni hanno

pltre, una volta calcolato I'RBE (Efficacia Biologica Relativa), si
provocano un danno maggiore a parita di dose.

giore di circa 3,5 volte dei raggi gamma, a parita di dose.

ce la sopravvivenza cellulare, quindi aumenta la

D[Gy] protoni

RBE (SF 75%)= Dy /D p = 1.29/0.35 = 3.68
RBE (SF 50%)= Dy /D p = 2.94/0.85 = 3.45

@

Raggi gamma - Co-60

protoni - 28.5 keV/um

° Lo3s 129 ? ool
Dose (Gy) :




INGGIO DELLA COMETA

Raggi Gamma

Scopo: danno subito dal DNA di una

. cellulare sottoposta a radiazioni Gamma,
2rso la “Comet A v’ In funzione della dose
~ Caratte versatile, sensibile, veloce
= cellule V-79, sorgente di

"Cobalto-60, cella elettroforetica, microscopio a
fluorescenza




ule in gel di agarosio
I€lting) e distribuirne un’aliquota sul
D pre-ricoperto di normal-agarose

gere | vetrini in soluzione di lisi per
i 2re la membrana cellulare e tutte le
componenti citoplasmatiche

 Rilassare il DNA in soluzione alcalina pH13




A ad elettroforesi in buffer a pH13

e I DNA con u*‘ colorante fluorescente
- per visualizzarlo al microscopio a
anza
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SoZie periRitenzione!




