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SCOPI:SCOPI: …studio degli effetti biologici indotti a seguito a esposizione alle
basse dosi, a regime stocastico (“broad beam”) e di “counted particles”
(“microbeam a singolo evento”)

1. Contributo alla valutazione di rischio
2. Studio di meccanismi di trasmissione di segnale di danno indotto dalla

radiazione ionizzante
3. Contributo allo sviluppo e validazioni di modelli biofisici

AttivitAttivitàà previstaprevista:

• Sistematica di effetti indotti in sistemi cellulari di mammifero, in funzione
della qualità della radiazione e della dose, sino al limite di una particella
per cellula

SHEILA
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FP6 -- Marie Curie Research Training Network 
CELLION : Studies on cellular response to targeted single ions using nanotechnology
(UE Contract n. 511382- MRTN-CT-2003-503923)
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Low dose risk assessment
• Data collected at high doses by 

means of:
- epidemiological studies (Hiroshima e 
Nagasaki; nuclear fallout; uranium miners..)

- in vitro studies: conventional 
irradiation with broad beams

• Extrapolation to low doses:
Linear – No threshold model

Dose (Sv)

R
is

k Supra-linear

Sub-linear

Linear Threshold

Behaviour determined 
from high dose data

?

..Not lin
ear effects of low doses?!!..

Direct investigation of low dose effects?
..but also…hormesis??!!..

Edward J.Calabrese, EMBO reports VOL 5 | SPECIAL ISSUE | 2004

SHEILA



7

…Effetti delle basse dosi
(studi in vitro)

(E.Tsoulou et al., Int. J. Rad. Biol. (2001),vol. 77, 1133-1139)

LNL broad ion beam   
cell irradiations:

• 60Co γ−rays and 4He2+ ions 
of different energies
(59, 79 and 102 keV/μm LET)

• Chinese hamster V79 cells

• Low dose 
hyper-radiosensitivity

• Induced radioresistance

SHEILA
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…Effetti delle basse dosi
(studi in vitro)

(G. Borhnsen et al., Radiat. Prot. Dos.(2001),vol. 99, 255-256)

GSI SIS facilty
scanned pencil beam 

cell irradiations:
• 6MV photons and  12C6+ ions of 

92.5 MeV/amu on target (27.5 
keV/μm LET)

• Chinese hamster V79 cells

• Low dose 
hyper-radiosensitivity

• Induced radioresistance

SHEILA
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Recenti evidenze sperimentali mostrano che cellule non
direttamente irradiate esprimono un danno a seguito di
irraggiamento di cellule della stessa popolazione cellulare…
anche se non direttamente adiacenti!!

SHEILA
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Sistematica di effetti indotti in 
sistemi cellulari di mammifero, 
in funzione della qualità della
radiazione e della dose, sino al 
limite di una particella per 
cellula, in regime stocastico
(“broad beam”) e di “counted 
particles” (“microbeam a singolo
evento”)

… approccio sperimentale proposto per lo 
studio degli effetti delle basse dosi

SHEILA

Average dose = 1 hit per cell nucleus

Conventional broad beam 
irradiation

Single ion microbeam
irradiation
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Available INFNAvailable INFN--LNL facilities for radiobiological studies:LNL facilities for radiobiological studies:

• Light ion broad beam irradiation facility at the 7MV Van de Graaff CN 
electrostatic accelerator 
(protons, deuterons, helium-3 and helium-4 ions; E: 0.8-12 MeV)

• Heavy ion broad beam facility at the Tandem-ALPI accelerator 
complex  
(A>4; E: 5-26 MeV/amu)

• Light ion microbeam facility at the 7MV Van de Graaff CN
electrostatic accelerator for “single-ion single-cell” irradiation
(protons, deuterons, helium-3 and helium-4 ions; E: 0.8-12 MeV)

• Fully equipped cell biology Laboratory

Under development: Heavy ion microbeam facility at the Tandem-
ALPI accelerator complex for “single-ion single-cell” irradiation 
(A: 6-20; E: few-20 MeV/nucleon)

SHEILA
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Cellule di mammifero 
usate nella 

sperimentazione:

Roditore : V79, MEFs

Umane: fibroblasti primari

SHEILA
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Misure del danno 
al DNA

Sopravvivenza cellulare
Foci dell’istone H2AX
Micronuclei
Aberrazioni 

cromosomiche

Misure di risposta 
cellulare alle 
radiazioni

Telomeri
Patch clamp
Espressione genica
P53 e CDKN1A
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Cell survival curves after 
irradiation with neutrons (•) 
and 250 kVp X-rays (◦). 
The solid line shows the fit of 
the linear-quadratic (LQ) 
model to the X-rays data above 
1 Gy. The inset shows the low 
dose region of the survival 
curve expanded and the 
increased effectiveness of X-
rays below 0.5 Gy compared  
to the LQ prediction.

Cell survival curves after irradiation with neutrons and X-rays
B. Marples and M.C. Joiner: The response of Chinese Hamster V79 cells to low radiation doses: 

evidence of enhanced sensitivity of the whole cell population Radiat. Res. 133 (1993) 41-51
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Cellule V79 – protoni, LET= 28.5 keV/μm
Half-shielded Irradiation

Risultati preliminari
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Irraggiamento del 100%
della popolazione cellulare
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Misure di danno al DNA

Micronuclei in cellule Binucleate
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Anomalie del telomero sono responsabili della instabilità
cromosomica
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HFFF2 X-rays
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Analisi Q-FISH (Quantitative FISH) in Nuclei

Analisi: 50 nuclei per punto sperimentale in 3 esperimenti indipendenti R
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Sgura et al, Radiat. Prot. Dos. 122(2007)
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Analisi Q-FISH in Metafase

4Gy X-rays 4Gy Protons

Analisi: 930 segnali telomerici per punto sperimentale 
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Protons
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Telomerase activity HFFF2 -  0,8 MeV Protons
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TECNICA DEL PATCH CLAMP

• E’ una tecnica biofisica molto raffinata per lo 
studio dell’attività dei canali ionici.

• Il canale ionico è una macromolecola con un poro 
(diametro dell’ordine dei nm) che consente la 
permeazione selettiva di ioni (Ca, Na, K, Cl, etc)

• I flussi ionici sono presenti in tutte le cellule, 
mediano funzioni fondamentali quali l’omeostasi e 
l’eccitabilità elettrica (comunicazione neuronale e 
contrazione muscolare)

• “Patch Clamp“ significa imporre ad un tratto di 
membrana (patch) un voltaggio definito (voltage
clamp) e misurarne il flusso di corrente
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Con la tecnica del Patch Clamp si può 
misurare la corrente risultante da tutta 
la superficie cellulare - whole-cell
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Con la stessa tecnica si può misurare 
la corrente passante attraverso un 
singolo canale ionico – single channel
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cDNA Microarrays
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IR & microarrays

Esperimento: 
- confronto tra 3 campioni di controllo (sham) e 
3 trattati con irraggiamento.
- analisi di geni e pathway biologici coinvolti

Future direzioni:
- espressione genica dose-dipendente
- dinamica della risposta genica (time series
design)
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Geni & Pathways
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