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

# Najbardziej niebezpieczne
(ale tez najrzadziej
spotykane) sg peknigcia
dwuniciowe, gdyz grozi to
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Rozne
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scenariusze

Double-strand breaks
Interstrand cross-links

Base modifications
Single-strand breaks

Il -
HR (S and G2 phase)
BER NHEJ (all cell cycle stages)
' l
f W

Unsuccessful repair
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Popromienne aberracje
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chromosomowe

Uszkodzenie DNA
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Aberracje
chromosomowe
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Stabilne:

- Translokacje
- Inwersje
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Brak smierci
komorki
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- Dicentryki
- Acentryki
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Niestabilne:

| Mikrojadra
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Aberracje chromosomowe

Single break of one arm of
g
one chromosome




Aberracje chromosomowe

Single break of both arms of

a chromosome

Single break of both arms of

a chromosome
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Aberracje chromosomowe
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Rys. 2. Schemat wymian wewnatrz- | migdzychromosomowych obserwowanych w komdrkach narazonych na dzialanie promienio-

wania jonizufgcego




' BIODOZYMETRIA
(DOZYMETRIA BIOLOGICZNA)
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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

#Metoda badania narazenia populacji
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
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Naprawa uszkodzeri DNA wywoftanych przez dawke 5 Gy promieniowania X w
limfocytach krwi obwodowej cztowieka 17
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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 YH2AX odpowiada liczbie DSB

# Fosforylacja — przytaczenia reszty fosforanowej do

atomu nukleofilowego (z nadmiarem elektronow)
Krzysztof W. Fornalski 18




Test ognisk histonu yH2AX
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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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Metody retrospektywne

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

# Dzielimy je zasadniczo na metody:
= fizyko-chemiczne
m Cytogenetyczne
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Fizyko-chemiczne metody retrospektywne:
- EPR (Electron Paramagnetic Resonance)
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# 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: 107 lat.
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Fizyko-chemiczne metody retrospektywne:
- EPR (Electron Paramagnetic Resonance)
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# 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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WHtosy i paznokcie

# Analogicznie mozna badac zmiany we
wtosach i paznokciach

# Metoda ta jednak jest mniej precyzyjna niz

klasyczny EPR

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

urzadzenia elektroniczne sg zazwyczaj obecne
przy ciele cztowieka

Krzysztof W. Fornalski 24




N

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 jadro komorki
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Metoda mikrojgdrowa
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#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)

» 13Cczac test z metodg fluorescencyjnej
hybrydyzacji /n situ

Krzysztof W. Fornalski 26




‘Metoda mikrojgdrowa

z cytochalazynag

\

Oh — stymulacja
podzialow komorki przez
dodanie
fitohemaglutyniny

bez cytochalazyny

mitoza

48h — zablokowanie
podzialu cytoplazm-my
przez dodanie
cytochalazyny B

OIS




Mikrojadra

mictonusleus
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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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Cytogenetyczne metody retrospektywne:
- SCE (Sister Chromatid Exchange)
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# Metoda wymian odcinkdw 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 30




Metoda wymian odcinkow
chromatyd siostrzanych

Q‘/
+ BrdU + BrdU
O

Limfocyt G, 1 nutoza 2 mitoza

Oh — stymulacja podzialow koméorki 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.
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Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ, FISH

sonda molekularna

' | | | | | | | | | | | | | (fragment DNA lub RNA)

sonda molekularna znakowana
songian:;ﬂ:: e biotyna lub digoksygening
fluorochromem
przeciwcialo
do danego antygenu

egoantyg \ LLE

il !

151:55:"'"

szukana sekwenqa
" nukleotydéw
(DNA lub RNA}

Slajd dzieki uprzejmosci Iwony Stoneckiej

7 situ to rodzaj techniki badawczej, ktdra przeprowadza Sie
utrwalonym chemicznie organizmie, bez naruszenia jegg
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¢ 16 mEm ®17mm

19Em 20 mm

 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 ktorej kazdy
chromosom hybrydyzuje z sondg wyznakowang innym kolorem.

« Umozliwia zbadanie translokacji ztozonych z fragmentéw kilku chromosomow.
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

Pelne 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).

35




Skaner D-SIGHT for FISH - translokacje
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Metoda aberracji chromosomowych
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# /e wszystkich metod cytogenetycznych
najpowszechniej uzywana jest metoda
polegajgca na zliczaniu aberracji
chromosomowych

#®\W szczegolnosci w Polsce
najpowszechniej uzywa sie metody
bazujacej na aberracjach dicentrycznych
(dicentrykach)
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