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1. INTRODUCCIO

1 « Introduccié

La radiobiologia és un ambit de la ciéncia que estudia els fenomens biologics que
es produeixen en els éssers vius un cop s’absorbeix I'energia procedent de

les radiacions ionitzants (RI) (Hall i Giaccia, 2006).

L'energia de les Rl, que pot provenir de fotons (raigs X i raigs y) o de particules
(a, B, neutrons, etc.), en interaccionar amb la matéria provoca ionitzacions i
excitacions de les molécules que componen el material travessat. Quan aquest
material sén els éssers vius, |'absorcié de l'energia de les Rl pot tenir
conseqliencies biologiques importants, podent afectar a lipids, proteines i acids
nucleics, essent les alteracions en el material genétic les que tenen un efecte

més important.

Els efectes de les Rl a la salut es poden classificar en estocastics i deterministics.
Els efectes estocastics es poden presentar en l'individu exposat o els seus
descendents un temps després de que hagi tingut lloc I'exposicid a Rl i no tenen
una dosi llindar per sota de la qual no hi ha I'efecte. En aquests casos |'exposicid
a Rl implica un increment en la probabilitat, com per exemple de patir un cancer
radioinduit. Els efectes deterministics son aquells que impliquen disfuncié
tissular, i es deuen principalment al dany cel-lular radioinduit. Els efectes
deterministics, a diferéncia dels estocastics, apareixen a partir d’'una dosi llindar
i la seva severitat augmenta amb la dosi. Alguns exemples en sén els eritemes

cutanis, les nausees i I'opacitat del cristal-li.
1. 1 Mecanismes d’accié de les Rl en les biomolécules

La interaccié entre les Rl i les biomolécules es pot produir de dues maneres:
Efecte directe, quan no hi intervé cap altra espécie quimica, o efecte indirecte

quan les Rl interaccionen amb altres compostos quimics presents a les cél-lules,
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com ara l'aigua produint radicals Iliures que reaccionen amb les biomoléecules

com el DNA (Figura 1) (Hall i Giaccia, 2006).

H20 ——— @) EFECTE
‘ INDIRECTE
(P
(ON EFECTE
@ DIRECTE

Figura 1. Efecte indirecte i directe de les radiacions ionitzants sobre el DNA. Adaptada de Hall i

Giaccia (2006).

Per valorar I'efecte biologic de les Rl s’ha de considerar la dosi de I'energia
absorbida i com es diposita. La dosi absorbida és I’energia dipositada per unitat
de massa, que en el sistema internacional s’expressa en gray (Gy), i que és
I’equivalent a I'absorcié d’un joule per quilogram de materia (J-kg™). Per valorar
com es diposita I'energia a la mateéria, s’utilitza la transferencia lineal d’energia
(LET), que és I’energia mitjana transferida per unitat de longitud i s’expressa en
keV.um™. Considerant aixo, es poden diferenciar les radiacions de baixa LET, que
produeixen poques ionitzacions per micrometre de recorregut (radiacié y i els
raigs X), i les radiacions d’alta LET, que produeixen moltes ionitzacions per unitat

de longitud (particules a, B, neutrons, etc.) (Figura 2).
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Baixa LET Alta LET

Figura 2. Representacio de la deposicio d’energia de les radiacions d’alta i baixa LET.
Adaptat de Tubiana i col-laboradors (1990)

1.1.1. Interaccié de les RI amb les membranes i les proteines

cel-lulars

Les Rl poden provocar danys en les membranes cel-lulars per la modificacié de
fosfolipids que en sdn els constituents majoritaris. Els radicals lliures, generats
per la hidrolisi de I'aigua, son susceptibles de provocar la peroxidacié d’acids
grassos insaturats, modificant I'estructura i funcié de les membranes cel-lulars

(Repetto et al., 2012).

Les cel-lules contenen un gran nombre de proteines diferents que participen en
un gran nombre de funcions. La interaccid de les Rl amb les proteines pot donar-
se de manera directa o indirecta, a través de la hidrolisi de I'aigua. Aixo pot
generar modificacions estructurals (fragmentacid, reorganitzacié i modificacions
d’aminoacids) i també poden haver-hi modificacions funcionals, que provoquin
la perdua d’activitat enzimatica o l'alteracid del procés de proteolisi. Les
modificacions observades més freqlientment sén I'oxidacid quimica i la
carboxilacié, provocant desnaturalitzacié i inactivacié de les proteines (Daly,

2012).
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1. INTRODUCCIO

1.1.2. Interaccio de les Rl amb el DNA

La interaccié de les Rl amb la molécula de DNA pot produir diferents tipus de
lesions. Les més simples impliquen trencament d’'una de les dues cadenes
(“Single Strand Breaks”, SSB), produccid de llocs abasics (“Apurinic and
Apirimidimic sites”, AP-sites) i danys de base (“Base Damage”, BD). També
poden generar altres lesions com els trencaments de doble cadena (“Double
Strand Breaks”, DSB), que sén les que tenen un efecte biologic més important i
d’altres més complexes, com regions amb dany multiple en el DNA (Chadwick i
Leenhouts, 1981; Natarajan, 1984; Georgakilas, 2008). Aquestes darreres poden
incloure un o més DSB, SSB o BD essent més dificils de reparar que les
alteracions simples i per tant amb un potencial més elevat de produir alteracions

cromosomiques (AC) (IAEA, 2011) (Figura 3).
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456858 DNA intacte
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g--aa §888% “Cross-link” intracatenari
T T T

§88%'888 “Cross-link” intercatenari

SSB complex

T —
228508 BD complex
= o

ov?"':'u'
% weesy, DSB complex

Figura 3. Principals lesions produides en la molécula de DNA. Modificat de IAEA (2011).
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1. 1.2. 1. Deteccié del dany radioinduit en el DNA

En les cél-lules de mamifer, la induccié de dany en el DNA provoca una resposta
cel-lular (DNA damage response, DDR) que involucra als mecanismes de control
del cicle cel-lular i les vies de reparacié del DNA (Polo i Jackson, 2011). L’activacio
de la DDR implica a proteines detectores, mediadores i efectores. De manera
general, les proteines detectores sén les responsables del reconeixement del
dany, i I'activacio dels factors de transcripcid, encarregats de I'amplificacié de la
senyal a través de les proteines mediadores, aixi com de |’activacié de proteines
efectores. Aquestes son responsables de I'alentiment i aturada del cicle cel-lular,
per tal que puguin actuar els mecanismes de reparacio. Pel que fa als DSB, els
detalls de I'activacid de la DDR es resumeixen a la Figura 4.

Radiacié’,
ionitzant '

D=8
RE1
MRN
NBS1
| ATM | — [ ATM D

Activacio del Checkpoint i
aturada del cicle cel-lular

Figura 4. DNA damage response (DDR). Després de la induccié de DSB s’activen les proteines
del complex MRN (MRE11, RAD50 i NBS1) que s’uneixen als DSBs i activen ATM (Abraham i
Tibbets, 2005). Al lloc on s’ha produit el trencament, ATM s’autofosforil-la induint la
fosforilacié d’altres proteines com la histona H2AX. La fosforilacié de la histona H2AX a la
Serina 139 (yH2AX), es considera un dels primers marcadors en la via de senyalitzacié dels DSB
(Rogakou et al., 1998; Stucki et al., 2005). La fosforilacié d’aquesta histona és amplificada a
molécules properes pel reclutament del “mediator of DNA damage checkpoint1” (MDC1) i amb
ATM s’estén la fosforilacié de la histona (yH2AX) varies megabases més enlla del punt de
trencament. Aquest mecanisme permet la fosforilaci6 de RAP80, 53BP1, KAP-1 i BRCA1l
formant els “ionizing radiation-induced foci” (IRIFs) (Rogakou et al., 1999). Aquesta via de
senyalitzacid permet la fosforilacié de Chk2, p53 i Cdc25, aturant el cicle cel-lular i donant
temps a la reparacié del DNA (Vignard et al., 2013).
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1. 1.2.2. Control de la progressié del cicle cel-lular

El dany induit a la moléecula de DNA després de I'exposicié a Rl provoca
I'alentiment o fins i tot, I'aturada de la progressié del cicle cel-lular en els punts
de control o checkpoints cel-lulars. El cicle cel-lular de les cél-lules eucariotes
consisteix en quatre fases, i és en el pas de cada fase on es troben
majoritariament els checkpoints, que estan regulats per les ciclines i les cinases

depenents de ciclines (Cdks).

Les ciclines sén proteines petites que s’expressen i es degraden al llarg del cicle
cel-lular, mentre que les Cdks estan presents durant tot el cicle, essent actives

només quan estan unides a les ciclines (Figura 5).

A 4 g H H
o m CICLINAA .
¢ CicLNAA Bt iNAB
2 )
rAll| CICLINAD N\
=]
=
[o]
o
B G1 s G2 M
G1-Cdk G1/S-Cdk S-Cdk M-Cdk APC
R S —
Figura 5. A. Esquema dels checkpoints cel-lulars. B. Expressid de ciclines al llarg del cicle
cel-lular. Modificat de Boundless (2015).
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1. 1.2.2. 1. Checkpoint G1/S

El checkpoint del final de la fase G1 impedeix que comenci la replicacié si el DNA
presenta danys. De manera natural els mitogens estimulen I'expressié de ciclina
D que s’associa a la Cdk4 o 6 depenent del tipus cel-lular. L’activacié del complex
de la ciclina D/Cdk4 o 6 té diferents dianes, una de les quals és la proteina
retinoblastoma (pRb) que en el seu estat hiperfosforilat allibera E2F, necessari
per la replicacid. E2F activa la transcripcié de la ciclina E que s’uneix a Cdk2, a la
vegada que allibera completament la repressié de pRb generant d’aquesta

manera un feedback positiu.

En les cel-lules que presenten danys al DNA a la fase G1, s’activen cascades de
senyalitzacié que inactiven els complexes que regulen I'entrada en fase S (ciclina
D/Cdk4 o 6 i la ciclina E/Cdk2). S’han descrit dos mecanismes diferents per
regular-ho, una resposta anomenada “resposta lenta” que implica canvis en la
transcripcié dels gens, i una “resposta rapida” que és menys sensible, ja que
inhibeix I'activacié de Cdks pero no inhibeix a les Cdks que ja han estat activades
(Buscemi et al., 2004). Els detalls del funcionament d’ambdues vies es poden

veure a la Figura 6.
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Danyen el DNA

v

Resposta

[ Chk2 “ Chk1 l Resposta
lenta

rapida

@)
—— @@,
& — 3 Progressio

afaseS

Figura 6. Activacid del checkpoint G1/S quan es detecta dany en el DNA. Resposta lenta,
comeng¢a amb la fosforilacié de p53 i el seu regulador Mdm?2 per part d’ATM i Chk2. Una
vegada p53 és activa, regula positivament I'expressié d’altres gens, com p21 que és un
inhibidor critic per I'aturada del checkpoint G1/S, doncs inhibeix a les Cdk unint-se als
complexes ciclina E/Cdk2 i ciclina D/Cdk4 o 6. La resposta rapida esta mediada per Chk1 i Chk2
que fosoforilen a Cdc25A provocant-ne la seva degradacid i impedint I'activacié dels
complexes proteina cinasa-ciclina responsables de la progressio a S. Un altre punt important és
I'inici de I'alliberament d’E2F per els mitogens que provoca un feedback que augmenta Cdk2 i
que resulta dificil d’inhibir. Es per aixd que encara que hi hagi dany (fins i tot després de 10 Gy
de radiaicid) només una fraccié petita de cél-lules no entren a fase S (lliakis et al., 2003;
Deckbar et al., 2011).
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1.1.2.2.2. Checkpoint S

El checkpoint de S comprova que no hi hagi danys en el DNA abans de la
replicacid i evita que les forques de replicacié avancin quan hi ha DSBs. Per tal
que tingui lloc el progrés durant la fase S, la proteina Cdk2 ha d’estar
desfosforilada. EI dany en el DNA activa ATM, i aquesta la resta de la via, ja que
impedeix que Cdc45 actui en el reclutament de la DNA polimerasa a en la
cromatina i que es doni la replicacié del DNA (lliakis et al., 2003; Couch et al.,

2013). Els detalls del procés poden veure’s a la Figura 7.

Danyen el DNA

hk2
[ chk1 J[ cnk2 | -

l 900

_900
Cdc25A _)OO

cdk2 . v, Cde . — Progressio
afaseS

Figura 7. Activacio del checkpoint de S quan es detecta dany en el DNA. ATM i ATR activen les
Chk2 i 1 respectivament que fosforilen a Cdc25A provocant-ne la seva degradacid, i aquesta,
blogueja el complex ciclina E-Cdk2 impedint I’activacié de Cdc45, que és un factor de replicacid
essencial en els punts d’inici de la replicacié.
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1.1.2.2.3. Checkpoint G2/M

El checkpoint G2/M evita que entrin en mitosi cél-lules que no han acabat la
replicacié del DNA o bé que mostren danys al DNA que no han estat reparats. En
una cel-lula normal, el moment clau pel pas a mitosi és I'activacié del complex
Cdk1-Ciclina B, altrament conegut com a factor promotor de la maduracié
(MPF). Aquest complex es forma en les fases S i G2, la proteina CAK fosforila el
residu Thr161l de la Cdkl i la cinasa Weel els residus Thrl4 i Tyrl5. En el
moment de l'activacié del complex, Cdc25 desfosforila els residus 14 i 15
provocant I'entrada al nucli i I'activacié necessaria per iniciar la mitosi. De la
mateixa manera que a la resta de checkpoints, la inactivacié del complex cinasa-
ciclina provoca el bloqueig del cicle cel-lular impedint a la cél-lula arribar a mitosi

(liakis et al., 2003).

Hi ha diferents vies que provoquen el bloqueig de G2/M, moltes d’elles
convergeixen en la inhibicié de Cdk1. Els detalls del seu funcionament, aixi com

les proteines implicades es poden veure a la Figura 8.

26



1. INTRODUCCIO

Danyen el DNA

[ chk2 ] [ chkt |

°@- .

CchSA/B/C Cdc25A/B/C _>OO

&—
o _| Weel

' 1

\, é Progressio

afase M

Figura 8. Activacié del checkpoint G2/M quan es detecta dany en el DNA. Els trencaments en
el DNA activen ATM i ATR i aquestes a Chk2 i 1 respectivament. Chk2 i 1 fosforilen les
proteines Cdc25 provocant-ne la seva degradacié i impedint d’aquesta manera I'activacié de
Cdk1-Ciclina B. Paral-lelament quan Chk1 és activa fosforila Weel que inactiva Cdk1. També
sén importants en la regulacié de I'aturada a G2 dos reguladors de les proteines Cdc25 (PLK1
i PLK3). ATR i ATM regulen negativament aquesta via mitjangant la fosforilacié de PLK1 que
impedeix I'activacié de Cdc25. PLK3 és una proteina ATM-depenent, que actua igual que
ATM fosforilant Cdc25C per inactivar-la. Una segona cascada més lenta s’activa per p53.
ATM fosforila p53 dissociant-la de MDM2 i activant la seva unié al DNA. Aquesta unié activa
la transcripcié de la proteina 14-3-3 que s’uneix a les Cdc25 fosforilades segrestant-les al
citoplasma impedint d’aquesta manera la seva unié a Cdkl-ciclina B (Lee et al., 2001;
Boutros et al., 2006). La proteina p53 també activa a GADD45 que s’uneix a Cdk1-Ciclina B
inactivant aquest complex i p21, que és un inhibidor de Cdk1. p21 s’uneix a les proteines
Cdc25 i Cdkl-ciclina B perdo no de manera simultania siné en forma d’interaccions. Com a
resultat p21 interacciona amb Cdk1-Ciclina B i exclou a Cdc25 de la interaccié amb Cdk1,
desfosforilant-la i bloquejant I'entrada a mitosi. p21 també bloqueja a CAK que és un
activador de Cdk1.
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1. 1.2.2.4. Checkpoint de sortida de la mitosi

De manera general, el DNA replicat es condensa i s’empaqueta per formar les

cromatides germanes que es separen abans de formar-se les cél-lules filles.

En metafase, les cromatides germanes s’enganxen al fus mitotic pels cinetocors
gue sén complexes proteics que s’uneixen al DNA dels centromers. Una vegada
les cromatides estan unides al fus, els cinetocors estan sota tensié i la ubiquitina
lligasa del complex promotor de I'anafase (APC) activa el mecanisme que permet

a les cél-lules progressar cap a anafase.

En I'anafase, el checkpoint de sortida de la mitosi comprova la unié de totes les
cromatides germanes al fus, i les proteines que formen el complex del
checkpoint de sortida de la mitosi (MCC) es dissocien permetent la progressio a
anafase. Quan la unid de les cromatides al fus no és correcta, el complex MCC no
es dissocia bloquejant I'activacié d’APC i impedint el pas a anafase. Els detalls del

procés es poden veure a la Figura 9.
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Metafase >I Anafase >

Figura 9. Mecanisme que impedeix el pas de metafase a anafase quan els cromosomes no
estan ben alineats al fus. Quan el complex MCC format per les proteines Mad2, BubR1, Bub3 i
Cdc20 detecta que hi ha cromosomes que no estan correctament units al fus, no es dissocia i
per tant Cdc20 no pot unir-se a APC i activar-lo. Quan I'alineament és correcte la dissociacié de
MCC fa que Cdc20 pugui unir-se a APC i activar-lo. Inicialment aquesta activacio de I'APC
promou la poliubiquitinitzacio i la degradacié de la securina i de la ciclina B, el que provoca la
inactivacio de I'MPF (Cdk1-ciclinaB) i I'activacié de la separasa. El resultat és que té lloc una
escissio proteolitica de les cohesines, molecules que mantenen la cohesié entre les cromatides
germanes, desencadenant-ne la migracid a cadascu dels pols (Li et al., 1997; May i Hardwich,
1999; Poirier et al., 2002; Lara-Gonzalez et al., 2012).
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1.1.2.3. Reparacid del dany radioinduit

L'alentiment i/o I'aturada del cicle cel-lular quan hi ha danys al DNA, déna temps
a que puguin actuar els mecanismes de reparacié. Hi ha lesions, com els DB, els
“AP-sites” i els SSB que es reparen per processos d’escissi6 de base (BER),
escissié de nucleotid (NER), i de reparacié de trencaments de cadena simple
(SSBR), que utilitzen la cadena intacta com a motlle per dur a terme la reparacid
(Caldecott, 2007; Fortini i Dogliotti, 2007). En canvi, els DSB, sén lesions que
afecten a les dues cadenes del DNA i es reparen per dues vies clau, la reparacio
dels DSB son la reparacié no homologa (“non-homologous end joining”, NHEJ) i
la reparacié per recombinacidé homologa (“homologous recombination repair”,

HRR) (Hall i Giaccia, 2006; Dueva i lliakis, 2013).
1.1.2.3.1. Reparacié no homologa (NHEJ)

La NHEJ es considera el mecanisme principal de reparacié dels DSB radioinduits
en cel-lules humanes. Aquesta via esta activa durant tot el cicle cel-lular i es
tracta d’'un procés molt rapid que actua 10-30 minuts després de que s’hagi
produit el dany, lligant els extrems del DNA fragmentat (Rothkamm et al., 2003;
Natarajan i Palitti, 2008; Dueva i lliakis, 2013). Sovint els extrems generats per
les Rl tenen grups no lligables, és per aixo que la reparacié per NHEJ requereix
del processament dels extrems abans de ser lligats. Degut a les modificacions o
pérdua de nucleotids que es poden introduir durant el processament, la via de
reparacid per NHEJ pot produir modificacions en la seqtiencia de DNA original

(Shrivastav et al., 2008). Els detalls del procés es poden veure a la Figura 10.
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Figura 10. Esquema de la reparacié dels DSB per la via de la NHEJ on es poden veure les tres
fases. El primer pas consisteix en que I’heterodimer Ku70/80 detecti el trencament i s’uneixi a
cadascun dels extrems del DSB actuant com a senyal pel reclutament d’altres proteines com
les cinases DNA depenents (DNA-PK). Juntament amb Ku70/80 mantenen els extrems del DNA
trencat propers, formant el complex sinaptic (Defazio et al., 2002). En el segon pas, els extrems
no lligables es processen per convertint-se en extrems 3’-hidroxil i 5’-fosfat. En aquest pas hi
ha diferents enzims implicats, com les nucleases MRE11, ARTEMIS i WRN. Finalment els
extrems s’uneixen per la DNA lligasa IV (LIG4) que forma un complex amb la proteina 4 de
reparacié de raigs X per complementacié creuada (XRCC4) i la “XRCC4-like-factor” (XLF)
(Ahnesorg et al., 2006; Vignard et al., 2013; Wang i Lees-Miller, 2014). Modificat de Dueva i
Iliakis (2013).

1.1.2.3.2. Reparacié per recombinaciéo homologa (HRR)

La HRR és una via de reparacié que té una fidelitat en la reparacié de la
sequencia de DNA més alta que la NHEJ. Aix0 es deu a que utilitza la cromatide

germana intacte com a motlle per la reparacid. Per aixo la HRR esta restringida a
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les fases S i G2 del cicle cel-lular (Johnson i Jasin, 2000). Els detalls del procés es

poden veure a la Figura 11.
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Figura 11. Esquema de la reparacié dels DSB per la via de la HHR. Primerament es reconeixen
els extrems del DSB i es tallen amb el complex MRN i altres proteines accessories (CtIP, BRCA1,
BLM i Exol). Aquestes proteines tenen activitat 5’-3’ exonucleassa i degraden 5’ generant
extrems 3’ de cadena simple (ssDNA) que sén rapidament embolcallats per la proteina de
replicacio A (RPA) (Paull i Gellert, 1998). Aquesta proteina protegeix els segments de cadena
simple de la degradacié i evita que es formin estructures secundaries que impedirien
I'accessibilitat de proteines necessaries per la formacié del D-loop. RPA també intervé en la
formacié del filament de nucleoproteina que conté Rad51 i juntament amb BRCA2, Rad52,
Rad51 i XRCC busca homologia i catalitza la invasié de la cromatide germana formant el D-loop
(Baumann et al., 1996; Stark et al., 2002). A part del D-loop, la invasié de la cadena motlle i
I'aparellament de cromatides genera una estructura en forma de creu entre les dues cadenes,
que s’anomena unio de Holliday (Holliday, 2007). Una vegada format I'heterodiplex comenga
la sintesi de DNA des de I'extrem 3’. A mida que la sintesi de DNA nou va avangant, la unié de
Holliday va lliscant sobre les cadenes de DNA en sentit 3’. Finalment els enzims resolvases
GEN1, MUS81/EME1, SLX1-SLX4 acaben resolent les unions de Holliday i les seqiiéncies que
envoltaven el DNA es restableixen (Ciccia et al., 2003; Ip et al. 2008; Rass et al. 2010).
Modificat de Dueva i lliakis (2013).
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1. 1.3. Formacié d’alteracions cromosomiques

La induccié de danys en la molécula de DNA per les Rl fa que en metafase es

puguin detectar alteracions cromosomiques (AC).

Historicament s’han proposat tres models per explicar la formacié de AC

induides per les Rl:

El primer és el model de ruptura i reunié “breakage-and-reunion” (Sax, 1938;
Lea i Catheside, 1942). A nivell molecular equivaldria a la NHEJ i es basa en que

les Rl indueixen un trencament en un cromosoma deixant dos extrems que:

1- Es reparen reconstruint el cromosoma original.
2- Es reparen unint-se a extrems oberts d’un altre trencament, proper al primer
en espai i temps, fent que es formin intercanvis.

3- No es reparen i arriben a metafase com a delecions terminals.

El segon model és el d’intercanvi Revell (1955). Originalment es va desenvolupar
per explicar alteracions de tipus cromatide. Proposa que el primer efecte de les
Rl no és un trencament del cromosoma, sind una lesid inestable, que si es repara
no déna lloc a alteracions. Si dues lesions inestables coincideixen en el temps i
I’espai, poden formar una alteracié de tipus intercanvi. Aquest model implica
que totes les alteracions es formen com a resultat d’un procés d’intercanvi, i que
perque aixo es pugui dur a terme, és necessari un procés de contacte entre les
dues cromatides (bucles de cromatide o bucles de Revell). A nivell molecular

aquest model equivaldria a la HRR.

El tercer model és I'anomenat “one-hit", o de recombinacid d’homolegs
(Chadwick i Leenhouts, 1981). Suggereix que les delecions i els intercanvis
s’originen a partir d’'un sol DSB i que els mecanismes de reparacié son els

responsables de la induccié d’un segon trencament en la cadena de DNA no
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danyada, que presenta regions d’homologia amb la primera. Els intercanvis
produits d’aquesta forma podrien explicar la interaccidé de les ruptures distants,
problema que planteja el model 1 (Savage, 1996). A nivell molecular, aquest
també equivaldria a la HRR. La teoria 1 de ruptura i reunio és el més acceptat, no
obstant, existeixen evidéncies experimentals de que la formacié d’alteracions
cromosomiques hi intervenen mecanismes proposats en els tres models

(Edwards, 2002).
1 . 1 .4. Tipus d’alteracions cromosomiques

Les AC estructurals es classifiquen en cromatidiques i cromosomiques.

AC cromatidiques: S6n degudes a lesions produides quan ja s’ha completat la
fase de sintesi de DNA (S), és a dir en la fase G2 del cicle cel-lular, i per tant el

dany que s’observara en metafase només afectara a una cromatide.

AC cromosomiques: Sén degudes a lesions produides en les fases GO o G1 del
cicle cel-lular, és a dir, abans de la sintesi del DNA. El dany afectara al
cromosoma sencer, manifestant-se en metafase en les dues cromatides en el

mateix nivell.

Les AC també es poden classificar segons si hi estan implicats un o més

cromosomes.

AC amb un sol cromosoma implicat: Poden donar-se quan un trencament té lloc
en un cromosoma i aquest no es repara fent que es vegi en metafase com una
deleccié terminal acompanyada d’un fragment acéntric, o quan tinguin lloc dos
trencaments en un mateix cromosoma i es puguin donar reorganitzacions
intracromosomiques que es coneixen com a inversid que sén simetrics i com

anell + fragment acentric que sdn asimetrics.
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AC amb més d’'un cromosoma implicat: En el cas que hi hagi intercanvi entre
dos o més cromosomes les AC es poden classificar en alteracions completes
guan totes les parts dels cromosomes estan reorganitzades i incompletes quan

una o més parts no estan reorganitzades.

Quan es considera el nombre minim de trencaments necessaris per produir una

AC, es poden classificar en:

AC simples: Quan estan implicats dos trencaments. Poden donar lloc a
reorganitzacions intercromosomiques, en les que es poden produir intercanvis
simeétrics, quan la porcié de cromosoma que porta el centromer s’uneix al
fragment aceéntric distal d’un altre cromosoma. Aquest intercanvi s'anomena
translocacio. També es poden formar intercanvis asimetrics, quan les porcions
del cromosoma que contenen el centromer s’uneixen entre si formant un
cromosoma dicéntric i els fragments acentrics s'uneixen entre ells. Les AC
simétriques son estables ja que es poden segregar en la divisio cel-lular i per
tant, es mantenen en successives divisions, mentre que les AC asimetriques sén
inestables ja que presenten problemes de segregacié en la divisié cel-lular, per

tant, al llarg del temps es perden.

AC complexes: Quan el nombre minim de trencaments implicats és de tres, i

afecten a dos o0 més cromosomes.

A la Figura 12 es poden veure els esquemes de la formacié dels diferents tipus

d’AC.
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Figura 12. Esquema de les diferents tipus d’alteracions cromosomiques.

1 . 2 « Proteccid radiologica

A partir del descobriment dels isotops radioactius i els raigs X, a finals del segle
XIX, es va posar de manifest la utilitat i els beneficis que el seu Us podia generar
en el camp de la medicina. No obstant, en paral-lel es van anar posant de
manifest els seus efectes nocius per la salut i per tant la necessitat d’establir
mesures per assegurar un nivell adequat de proteccid. Aixo va donar origen a la

Proteccio Radiologica (PR).

L’objectiu principal de la PR és assegurar que no s’adopti cap practica amb Rl a
menys que aporti un benefici net i positiu, que les exposicions necessaries es
mantinguin a dosis tan baixes com sigui possible, i que les dosis rebudes pels
individus no excedeixin els nivells establerts per a cada Us. Els individus

ocupacionalment (professionalment) exposats, estan sotmesos a una legislacio
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que determina els nivells maxims d’exposicié anuals (RDL 783/2001, de 6 de
juliol). Per assegurar el compliment de les mesures de proteccid, aquests
individus porten dosimetres fisics que enregistren els seus nivells d’exposicid.
Malgrat aix0, amb I’experiéncia de molts accidents radioldgics molts laboratoris i
organismes com la IAEA van veure necessari implementar sistemes d’estimacié
de la dosi rebuda utilitzant parametres biologics. Ja fos per confirmar la lectura

del dosimetre fisic o bé perque no existia, o el valor era dubtds.

1.3. posimetria biologica

1 . 3 . 1 Definicié i metodologies utilitzades

La dosimetria biologica permet I'estimacid de la dosi d’una exposicid a Rl
mitjangant I'analisi de biomarcadors. Entre els diferents biomarcadors que
permeten l'estimacié de la dosi, el recompte de cromosomes dicéntrics en
metafases de limfocits de sang periférica, és el més acurat i per tant el més
universalment acceptat (IAEA, 2011). Els dicentrics sén un tipus d’alteracié
cromosomica molt especifica de les Rl que es troben en una freqliéncia molt
baixa en individus no exposats (1-2 dicéntrics en 1000 metafases). A més, la
freqUéncia de dicentrics induits per les Rl presenta una molt bona relacié amb la
dosi rebuda. Els limfocits circulants sén cél-lules diferenciades que es troben en
estat quiescent, i per tant per poder analitzar metafases s’han d’estimular amb
un mitogen com pot és la fitohematoglutinina. La freqiiencia de cromosomes
dicentrics comenca a decaure 6 mesos després que hagi tingut lloc la exposicié

perque és un tipus de AC inestable mitoticament.

Amb la mateixa freqliéncia que s’indueixen els dicentrics s’indueixen les
translocacions, i per tant també mostren una bona relaci6 amb la dosi. Les
translocacions cromosomiques mostren una freqiéncia més constant amb el

temps postirradiacid perquée sén més estables i sén la millor eina per estimar
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dosis d’exposicions retrospectives o croniques a Rl. El problema que presenta
I'estudi d’aquest tipus de AC és que la seva freqliencia incrementa amb |'edat

(Sigurdson et al., 2008).

Com a biomarcador d’exposicié a les Rl també es poden analitzar els micronuclis
(assaig de “cytokinesis-block micronucleus” CBMN). Aquests es formen a partir
de fragments acentrics o de cromosomes dicéntrics, anells, etc., que presenten
problemes de segregacid i que no sén capacos d’incorporar-se al nucli de les
cél-lules filles durant la mitosi (Fenech, 2007). Igual que els dicéntrics, la

freqiéncia dels micronuclis decau amb el temps després de I'exposicid.

Un altre biomarcador, sén els foci de la histona H2AX fosforilada que
representen trencaments de doble cadena del DNA induits per les RI. La
fosforilacié de la histona H2AX es pot detectar per immunofluorescéncia i és util
per detectar exposicions durant les primeres 24 h postirradiacié, periode en que
la freqliencia de foci mostra una relacié amb la dosi. S’ha observat que el pic
maxim de foci es dona entre 30 minuts i 1 h després de I'exposicié a R

(Rothkamm et al., 2007; Roch-Lefévre et al., 2010; Horn et al., 2011).

Quan les ceél-lules s’exposen a altes dosis de Rl (superiors a 5 Gy), I'enlentiment o
fins i tot el bloqueig en la progressié del cicle cel-lular impedeix o dificulta molt
I'obtencié de cel-lules en metafase per poder analitzar les AC radioinduides. En
aquests casos s’ha proposat la utilitzacié de la técnica de condensacio
prematura dels cromosomes (PCC). Aquesta metodologia es pot realitzar sense
necessitat d’estimular els limfocits, mitjancant la fusié de les cél-lules exposades
a Rl amb cel-lules mitotiques d’ovari de hamster xinés (CHO) (Pantelias i Maillie,
1983), permetent I'analisi dels cromosomes de cel-lules en GO (PCC-GO0). La PCC
també es pot induir en limfocits estimulats, mitjancant I’addicié de Caliculina-A o
acid Okadaic als cultius. Aquests agents inhibeixen les proteines fosfatases 1 i 2A

(PP1iPP2A), que activen la fosfatasa Cdc25 i el factor promotor de la maduracié
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(MPF). Aix0 provoca la condensacié de cromosomes, la desaparicié de
I'embolcall nuclear i la formacié del fus mitotic permetent I'analisi dels
cromosomes en cel-lules a la fase G2 del cicle cel-lular (PCC-G2). (Kanda et al.,
1999; Gotoh et al., 2005; Balakrishnan et al., 2010; Puig et al,, 2013; Romero et
al., 2013). Amb la PCC es pot realitzar el recompte de peces cromosomiques, de
manera que es poden comptabilitzar els fragments cromosomics extra produits
per I'efecte de les RI, que mostren una clara relacié amb la dosi. Si s’aplica la
tecnica de FISH (fluorescent in situ hybridization) amb sondes centromeériques
també es pot realitzar I'analisi de dicéntrics (Rodriguez et al., 2009)(Figures 13 i

14).
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Figura 13. Esquema dels assaigs a partir de sang periférica per a la determinacié de la dosi que
es poden fer després de I'exposicié a RI.
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Figura 14. Esquema dels assaigs a partir de sang periférica, i en relacié al temps postirradiacio.
Dic; dicentrics, MN; micronuclis; PCC-GO fragments de condensacié prematura dels CR.
Modificat de (Manning i Rothkamm, 2013).

1.3.2 Corbes dosi-efecte per cromosomes dicéntrics

Per estimar la dosi rebuda, amb qualsevol biomarcador és necessari elaborar
corbes de calibracié dosi-efecte amb irradiacions in vitro. Aixd assumeix que una
determinada dosi d’'un determinat tipus de radiacié produeix el mateix dany in
vivo i in vitro, i que per tant la freqiiencia de dicéntrics observada en una

determinada mostra pot ser extrapolada a una corba dosi-efecte (IAEA, 2011).

Per a I'’elaboracid de les corbes dosi-efecte és important que les condicions in
vitro siguin el maxim de similars a les que tenen lloc in vivo. En el cas de
cromosomes dicentrics s’utilitzen mostres de sang periférica que es mantenen a
37 oC durant la irradiacid i fins a 2 h després, per tal de que els mecanismes de
reparacio actuin. A partir d’aquest moment la sang es cultiva com es faria amb

una mostra d’una persona que es sospita que ha estat exposada a RI.

Per a la formacié d’un dicentric, el dany al DNA produit en dos cromosomes
diferents es repara il-legitimament unint extrems de forma erronia. Els danys en

els dos cromosomes a més han d‘estar propers en l'espai i temps, en
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I'anomenada “distancia de reunid”, que no supera 1 um. Amb radiacions d’alta
LET, el nombre de ionitzacions per unitat de recorregut és elevat i els dicéntrics
es produeixen basicament per una sola traca. Aixo fa que per a radiacions d’alta
LET la relacid dosi-efecte per cromosomes dicentrics tendeixi a seguir un model

lineal (Preston, 1990) (equacid 1) (Figura 15A).
Y=C+aD (1)

On Y és la freqiiencia de dicéntrics observada després de una dosi D de radiacio,

C és la frequiéncia de dicentrics basal i a el coeficient lineal.

Les radiacions de baixa LET, produeixen poques ionitzacions per unitat de
recorregut, i per tant, la probabilitat de que els trencaments dels dos
cromosomes implicats sigui provocada per la mateixa traca és baixa. Es més
probable que els dos trencaments necessaris per la formacié d’un dicentric es
produeixin per dues traces diferents, en aquest cas, els dicentrics formats per
dues traces es representen per un component quadratic, mentre que els que es
formen per la interaccid d’una Unica traga es representen per un component
lineal. Per tant, la relacié dosi-efecte segueix un model lineal-quadratic (Lea i

Catcheside, 1942)(equacid 2) (Figura 15B).
Y=C+aD+pD’ (2)

On Y és la freqiiencia de dicéntrics observada després de una dosi D de radiacio,
C és la frequiencia de dicéntrics basal i a i B els coeficients lineal i lineal-quadratic

respectivament.
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Figura 15. A. Corba lineal per a particules alfa (Di Giorgio et al., 2004). B. Corba lineal-
quadratica per a raigs y (Barquinero et al., 1995). En cercles es representen les freqiiéncies de
dicéntrics observades a les diferents dosis amb els intervals de confianga del 95% i el seu ajust
(linia discontinua).

Empiricament s’ha demostrat que la distribucid de dicéntrics en les cél-lules,
després d’una irradiaci6 homogenia a radiacions de baixa LET, s’ajusta a una
distribucié de Poisson (Edwards et al., 1979). Per comprovar-ho, s’utilitza el test
de la U, que és la unitat normalitzada de I'index de dispersi6 (o°/y) (equacié 3)
(Rao i Chakravati, 1965; Savage, 1970).

N-1
2(1—1/x)

U=(c?/y-1) (3)

On N soén les cél-lules analitzades i x al nimero de dicéentrics.

Els valors entre +1.96 indiquen que la distribucié de dicentrics segueix una
distribucié de Poisson amb un nivell de significanga de a=0.05. La distribucio de
dicentrics s’ajusta a un model lineal o lineal-quadratic, depenent del tipus de

radiacio, mitjancant el métode de maxima versemblanca.
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La bondat de I'ajust i la significanga dels coeficients ha de ser testada. Per fer-ho
s'utilitzen, la proba de Chi® per comprovar la diferéncia entre la freqiéncia de
dicéntrics observada i I'esperada pel model, i la proba F per testar la significanca

de I’ajust dels coeficients obtinguts.

1.3.2.1. estimaci6 de Ia dosi rebuda en casos d’exposicié a Rl total i
homogeénia

Per estimar la dosi de radiacié rebuda després d’'una exposicié total i
homogenia, la freqliencia de dicéentrics de la mostra analitzada s’extrapola a la
corba dosi-efecte elaborada préviament per cada laboratori. Pel calcul de la
incertesa de la dosi estimada, i per donar un interval de confianca del 95%, que
tingui en compte l'error de la mesura i el de la corba, s’utilitza I'aproximacié de
Merkle (Merkle, 1983). Els calculs de les dosis D, i Dy (limit inferior, D, i limit
superior, Dy, de l'interval confianga del 95%) es realitzen mitjangant iteracié o a
partir de la interseccid entre Y_ i Yy (limit inferior de la freqUéncia de dicéntrics,
Y, i limit superior de la freqléencia de dicéntrics, Y, , de I'interval confianca del

95%) i I'interval inferior i superior de la corba (Figura 16).
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Figura 16. Corba dosi-efecte on es pot veure I'extrapolacié de la freqliiencia de dicéntrics
observada (Y) a la dosi obtinguda (D) amb els intervals de confianga del 95% (Y, i Yy) i (D, i Dy).
Modificat de IAEA (2011).

1.3.2.2. Estimacio de la dosi rebuda en casos d’exposicions no

homogeénies

En casos d’accidents reals I'exposicio homogéenia de tot el cos té lloc poques
vegades, generalment el que passa és que les diferents parts del cos reben dosis
diferents. Per aix0 s’han desenvolupat metodologies que permeten I'estimacio
de la dosi en escenaris més complexes, com sén el casos d’exposicions parcials,
qgue consideren situacions on només una part del cos ha estat exposada i ha

estat exposada homogéeniament.
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En el cas de les irradiacions parcials, la distribucié de dicéntrics s’allunya de la
Poisson, a mida que augmenta la proporcié de sang no irradiada, observant-se
sobredispersid. Aixo és degut a que en la categoria de cel-lules sense dicéntrics,
hi ha cel-lules que provenen tant de la fracci6 irradiada com de la no irradiada,
de manera que la distribucié queda “inflada” en aquesta categoria (zero inflated
Poisson). En alguns casos pero, la sobredispersié no és detectable, sobretot quan
la fraccid del cos irradiada és molt gran. En aquests casos, si es sospita que ha
tingut lloc una irradiacié parcial, la comparacié entre els resultats obtinguts,
estimant la dosi considerant I'exposicié tant com a total, com a parcial, es

proposa considerar la dosi estimada més elevada (Barquinero et al., 1997).

Quan la distribucio de les cel-lules amb dicéntrics mostra una sobredispersid, és
a dir hi ha hagut una exposicié parcial, existeixen dos metodes pel calcul de la
dosi: El primer métode, proposat per Dolphin (Dolphin, 1969), assumeix que hi
ha una fraccié del cos que ha estat irradiada i una altre que no ho ha estat i
considera que les cél-lules sense dicéntrics provenen tant de la fraccié que no ha
estat exposada com de la fraccié que ha estat exposada. La freqliencia de

dicentrics en la fraccid exposada es pot obtenir utilitzant I'equacio 4:

= (4)

Yz és la freqiiencia de dicentrics a la fraccié irradiada

e~ Y representa el niumero de cél-lules no danyades en la fraccio irradiada

X és el nimero de dicéntrics observats

N és el nimero total de cél-lules analitzades

n, és el nimero de cel-lules sense dicentrics
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El segon métode, proposat per Sasaki i Miyata (1968), i anomenat Qdr, segueix
la mateixa aproximacid feta per Dolphin, perd considera també, a part dels

dicéntrics, els anells i els fragments acentrics extra.

A partir de les freqliéncia de dicéntrics de la fraccio irradiada, es pot obtenir la
dosi interpolant a la corba dosi-efecte elaborada préviament. També es pot
calcular la D, i Dy a partir de les freqiiéncies obtingudes del calcul de la Y, i Yy,
aquest valors es poden obtenir de la mateixa manera que amb la irradiacio total

i homogénies mitjangant I'aproximacié de Merkle (1983).

A partir de la freqiiencia de dicéntrics de la fraccid irradiada també es pot
calcular la fraccié de cél-lules analitzades que han estat irradiades (f) (equacio

5).
ef=% )

Quan ha tingut lloc una exposicié no uniforme, a part de la dosi rebuda també és
important calcular la fraccié del cos que ha estat irradiada (F), aquesta es
calcula a partir de f aplicant correccions per tenir en compte la mort cel-lular en
interfase i l'avantatge que tenen les cél-lules no irradiades respecte les

irradiades per arribar a metafase (equacié 6).

_ [/
F= 1-f+f/p (6)

On el valor de p es calcula mitjangant I'equacid 7:
p= e—D/Do (7)
On:

D és la dosi estimada i Dy és la dosi a la qual el 37% del limfocits arriben a

metafase.
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1.3.2.3. Estimacio de la dosi després d’exposicions a altes dosis de
radiacio

La majoria de corbes dosi-efecte establertes fins el moment, arriben fins a dosis
de 4-5 Gy. Aix0 es deu a que el nimero de cel-lules que arriben a metafase es

redueix molt a mesura que la dosi de radiacié augmenta.

Per a realitzar una estimacidé de la dosi, el més correcte és considerar les
freqUiéncies de dicentrics que es trobin dins les del ventall de la corba

préviament elaborada.

Per tal d’obtenir més metafases i poder estimar dosis més altes de 5 Gy, s’han
desenvolupat diverses metodologies, basades en mitigar el retard mitotic que
presenten les cel-lules irradiades i evitar les restriccions que tenen les cel-lules

danyades per progressar pels checkpoints del cicle cel-lular.

Una opcié consisteix en allargar els temps de cultiu, doncs s’ha descrit que
existeix un retard en la progressié del cicle cel-lular d’aproximadament una hora
per Gy de radiacid (Purrott et al., 1980). Per tant, allargant el temps de cultiu,
s'incrementa el nombre de cél-lules que poden arribar a metafase i ser
analitzades (Heimers et al., 2005; Yao et al., 2010; Chen et al., 2011; Vinnikov et

al., 2013).

Anteriorment ja s’ha mencionat que la metodologia de condensacié prematura
de cromosomes PCC permet analitzar el nombre de peces cromosomiques extra,
pero la relacié dosi-efecte no és tan acurada, a dosis fins a 5 Gy, com I'analisi de
dicéntrics (Pantelias i Maillie, 1983; Durante et al. 1999; Kanda et al., 1999;
Gotoh et al., 2005; Rodriguez et al., 2009; Balakrishnan et al., 2010; Puig et al.,
2013; Romero et al., 2013). Mitjancant aquesta técnica, amb tincié uniforme no

es poden analitzar dicéntrics, ja que els cromosomes prematurament
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condensats no presenten constriccid centromeérica, i per tant les corbes dosi-
efecte es realitzen mitjancant el recompte de peces cromosOmiques extra o

anells.

Una altre métode per poder analitzar dicéntrics en un nombre elevat de
metafases és inhibint el checkpoint G2/M. Aix0 es pot realitzar mitjangant
I'adicié de cafeina al final del cultiu, permetent que cél-lules danyades puguin
arribar a metafase (Rowley et al., 1984; Sarkaria et al., 1999; Terzoudi et al.,
2009). Un estudi preliminar, realitzat al nostre laboratori, utilitzant cafeina per
I'analisi de dicentrics després de dosis molt elevades de Rl, va mostrar que els
cultius tractats amb cafeina presentaven un index mitotic superior als cultius
gue només havien estat tractats amb colcemid, demostrant el seu potencial en
dosimetria biologica després de altes dosis de radiacié. (Pujol et al., 2012)(annex
1). La cafeina inhibeix I'activitat catalitica d’ATM i ATR per tant el checkpoint
G2/M, permetent que cél-lules amb moltes anomalies cromosomiques puguin

arribar a metafase (Figura 17).
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Figura 17. Esquema de la inhibicié del checkpoint G2/M per la cafeina. Quan ATM esta activa,
permet la fosforilacid i activacio de les checkpoint cinases 1 i 2 ( Chkl i Chk2) i aquestes la
fosforilacié de la fosfatases Cdc25 (A, B i C). Les Cdc25 fosoforilades son segrestades al
citoplasma per les proteines 14-3-3, prevenint l'activacié del complex Cdk1/ciclinaB i
mantenint el segrest de G2. L’activacié ATM/ATR també activa p53, i aquesta reforga I'activitat
de les proteines 14-3-3, segrestant Cdk1 al citoplasma. A més, p53 indueix la transactivacié de
p21, un inhibidor de Cdk que s’uneix al complex Cdk1/ciclinaB mantenint-lo inactiu. Quan ATM
esta inactivada, s’activa el complex Cdk1/ciclinaB inhibint el checkpoint G2/ M i la cél-lula
passa a metafase (Sarkaria et al., 1999).
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2. OBJECTIUS

L'objectiu general d’aquesta tesi doctoral és el desenvolupament d’una
metodologia de dosimetria biologica que sigui util per casos d’exposicions a
dosis molt elevades (més de 5 Gy) de Rl, tan per exposicions homogénies

com no homogenies.

Aquest objectiu es concreta en els seglients:

1. Elaboracié d’una corba dosi-efecte per a estimar exposicions a dosis molt
elevades de RI
1.1.Optimitzacié del cultiu de limfocits amb cafeina per a I'analisi
citogenetica.
1.2.Elaboracié d’una corba dosi-efecte mitjancant I'analisi de
cromosomes dicéntrics a dosis entre 0i 25 Gy.

1.3.Validacio de la corba simulant irradiacions totals i parcials.

2. Desenvolupament d’una nova metodologia d’estimacié de dosi per
irradiacions no homogenies i dosis elevades de RI
2.1. Avaluar la possibilitat de distingir dues poblacions de limfocits
irradiades a diferents dosis.
2.2. Validacié de la metodologia comparant els resultats estimats

amb els reals.
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4. DISCUSSIO

4. 1. Corbes dosi-efecte per a estimar exposicions a dosis molt elevades

de RI

4. 1. 1. Optimitzacio del cultiu de limfocits amb cafeina per a I'analisi
citogeneética

En els anys 70 es va fer el primer estudi in vitro per estimar la dosi en casos
d’irradiacions parcials (Lloyd et al., 1973). En aquest estudi es van fer cultius
on es barrejava sang irradiada i no irradiada a la mateixa proporcid. Es va
observar que el nimero de metafases corresponents a la fraccié irradiada
era menor que el de les corresponents a la fraccié no irradiada. Aquest
mateix grup, el 1977 va estudiar el retard mitotic observat en les cél-lules
irradiades, comparant la proporcié de cél-lules de les dues fraccions
(irradiada i no irradiada) en cultius de diferent durada, mostrant que aquest
retard augmentava amb la dosi de radiacio (Lloyd et al., 1977). El retard en la
progressié del cicle cel-lular esta relacionat amb la dificultat que tenen les

cél-lules amb el material genétic molt danyat per superar els checkpoints.

La incorporacié de cafeina al final del cultiu inhibeix el checkpoint G2/M
mitjancant la inhibicié d’ATM i per tant permet que les cel-lules en G2 que no
superarien el checkpoint G2/M, siguin analitzades en metafase (Kihlman et
al., 1982; Lau i Pardee, 1982; Liicke-Huhle et al., 1983). Es per aixd que la
combinacié del tractament amb cafeina i I'allargament del temps de cultiu
incrementa I'index mitotic en mostres de sang irradiades en GO (Tanzarella et

al., 1986).

El potencial del tractament dels cultius amb cafeina després d’irradiacions a
altes dosis per a la seva aplicacié en dosimetria biologica no es va estudiar

fins el 2012. En un estudi preliminar realitzat al nostre laboratori (Pujol et al.,
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2012) (annex 1), varem observar que la freqiéncia de dicéntrics, en els
cultius tractats amb cafeina, no es modificava significativament respecte als
cultius tractats només amb colcemid, mentre que I'index mitotic augmentava
(Figura 18). En aquest estudi també es va descriure que allargant el temps de
cultiu de les mostres irradiades a 15 Gy fins a 60 h, I'index mitotic
augmentava molt, pero la freqliiencia de dicentrics disminuia respecte la
observada en cultius de 48 h (de 10.5740.46 dicentrics per cel-lula en els
cultius de 48h a 6.65+0.24 en els de 60 h). Aquests resultats mostraven que
I'addiciéo de cafeina als cultius de 48 h no modificava la freqiiéncia de
dicentrics pero facilitava I'analisi després d’irradiacions a altes dosis, mentre
que l'allargament del temps de cultiu fins a 60 h si que disminuia la

freqliéncia de dicéntrics.
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Figura 18. index mitotic (SE)x100 en les diferents dosis de radiacié en cultius només amb
colcemid (cercles buits) i cultius amb colcemid i cafeina (rodones negres).

En el primer objectiu de la present tesi es va proposar I'elaboracié d’una
corba dosi-efecte que inclogués dosis de irradiacid baixes, mitges i altes
utilitzant cultius amb cafeina. Per aix0, el primer pas va ser optimitzar la
durada dels cultius amb cafeina considerant dos parametres, primer que la

prolongacid del cultiu no afectés la freqliencia de dicentrics i segon la
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obtencié d’un index mitotic que permetés obtenir un nimero suficient de
metafases a dosis elevades. Aquesta optimitzacié es va fer cultivant sang
irradiada a 10 Gy de raigs y a diferents temps entre 48 i 72 h. Aquesta dosi es
va seleccionar perqué es trobava aproximadament a la meitat de les dosis
qgue es volien utilitzar per la posterior elaboracié de la corba dosi-efecte. A
partir de les 50 h de cultiu es va observar un lleuger descens de la freqiiéncia
de dicéntrics mentre que I'index mitotic anava augmentant. Aquest descens
progressiu de la freqliéncia de dicéntrics es va fer més evident, a partir de les
57 h de cultiu, i podria estar relacionat amb I'eliminacié per apoptosi en
interfase de cel-lules portadores de dicentrics (Belloni et al., 2008). Per altra
banda, si sense irradiar el pic de cél-lules en metafase es déna a les 48 h de
cultiu i per cada Gy aquest pic es retarda 1 h (Purrott et al., 1980), explicaria
que després de 10 Gy trobéssim un pic de metafases a les 58 h de cultiu. Els
resultats van mostrar que la millor combinacié entre index mitotic i
freqliéncia de dicentrics es donava a les 57 h de cultiu. Per aixo, per realitzar
la corba dosi-efecte es va seleccionar les 57 h de durada de cultiu amb

cafeina (Figura 1 treball 1).

4.1.2. Elaboracié d’'una corba dosi-efecte mitjancant el recompte de

dicéntrics a dosis entre 0 i 25 Gy

Hi ha poques corbes dosi-efecte descrites on s’utilitzin dosis de més de 5 Gy
degut a la dificultat d’obtenir metafases després d’una irradiacié a altes
dosis, i les que s’han fet s’han ajustat a un model lineal-quadratic, malgrat la
clara desviacié entre la corba i les freqiiencies de dicéntrics, sobretot a les
dosis més elevades (Chen et al., 2011; Vinnikov et al., 2013; Yao et al., 2013).
Aguesta desviacid, aixi com la obtencid de coeficients negatius de la corba,
s’atribueixen a un efecte de saturacié en la freqliencia de dicentrics després

de molt altes dosis de Rl (Hayata et al., 2001; Yao et al., 2010; Chen et al.,
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2011). La saturacio és en gran part deguda a que el nombre de cromosomes
d’una cel-lula és finit. Una cel-lula somatica humana té 46 cromosomes i per
tant, tedoricament com a maxim es podrien formar 23 cromosomes
dicéntrics. En les corbes dosi-efecte elaborades amb dosis fins a 5 Gy aquest
efecte de saturacié no s’observa. Després d’irradiar a 5 Gy, la freqiiéncia de
dicéntrics esta al voltant dels 2 dicéntrics per cél-lula i les cél-lules més
danyades presenten com a molt 6-7 dicéntrics (Lloyd et al., 1973; Barquinero
et al., 1995; Heimers et al., 2005; Pujol et al., 2012). En el treball 1 després
d’una irradiacid de 25 Gy, la freqliencia de dicéntrics en el cultiu tractat amb
cafeina va ser de 10.65 dicéntrics/cél-lula observant-se fins i tot 19 dicéntrics

en una cel-lula.

Per tal de millorar I'ajust de la corba dosi-efecte a molt altes dosis de
radiacio, Sasaki (2003), va proposar un model multiparametric semiempiric.
En aquest treball els parametres del model es van calcular en dos passos: En
el primer, es va realitzar una aproximacié al model linal-quadratic utilitzant
els valors de la freqliencia de dicéntrics obtinguts entre les dosis de 0.01 i 3
Gy. Després, mantenint els coeficients C, alfa i beta obtinguts en el primer
pas, i utilitzant la freqliencia de dicentrics de tot el rang de dosis (fins als 50
Gy), es van estimar 4 parametres més, un dels quals era la constant de
saturacid determinada manualment. La utilitzacié d’aquest model ddna
infraestimacions a les dosis més baixes, i per aixo |'autor va proposar la seva
aplicacié Unicament per a I'estimacié de dosis més grans de 3 Gy. Es a dir,
Sasaki (2003) va proposar I'is de dues corbes per a I'estimacio de la dosi, una
ajustada al model lineal-quadratic per a les dosis baixes i una altra,

multiparametrica, per a les dosis altes.

En moltes de les corbes dosi-efecte publicades, s’observa en algunes dosis
sotadispersid (valors negatius de la U de Papworth) en la distribucié de

dicentrics per cel-lula, que en general no és significativa. Per aix0, s’associava
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a un efecte de les altes dosis de radiacié (Edwards et al., 1979; Yao et al.,
2010; Pujol et al., 2012; Vinnikov et al., 2013) i malgrat que les desviacions
s’observaven en la majoria d’estudis s’assumia que la distribucié s’ajusta a

una Poisson.

En els cultius tractats amb cafeina es va observar que la sotadispersid
incrementa en relacié als cultius no tractats amb cafeina (Pujol et al.,,
2012)(annex 1). En la corba dosi-efecte presentada al treball 1, s’observava
sotadispersid a totes les dosis, essent significativa en 4 d’elles. Per aix0, en
comparar les distribucions de dicéntrics observada i esperada, assumint una
distribucid de Poisson, es va detectar que a partir dels 5 Gy s’observaven
menys cel-lules sense o amb pocs dicentrics de les que s’esperava (Figura
19). Una possible explicacid a aquest fet esta relacionada amb la reparacio
dels DSBs. S’ha descrit que la probabilitat de reunié dels fragments trencats
depén de la proximitat espacial i temporal (Kiihne et al., 2000; Loébrich et al.,
2000; Rothkamm et al., 2008). Per tant es pot suposar que hi ha un
increment de unions erronies (uni6 de fragments que provenen de
cromosomes diferents) a mida que la dosi de radiacid augmenta, ja que a
dosis altes hi ha més trencaments i per tant incrementa la probabilitat de

reunid entre fragments de cromosomes diferents.

Per altra banda, a dosis altes també s’han observat menys cél-lules amb
molts dicentrics de les que s’esperen en una distribucié de Poisson. En
aquest cas aix0 és degut a la saturacié en el nombre de dicéntrics descrita

abans.

En el nostre estudi, s’Than considerat, la saturacié de la freqiiéncia de
dicentrics i la sotadispersid, i s’ha fet I’ajust a una corba tipus Gompertz, que
no s’havia aplicat abans en dosimetria biologica, assumint una distribucié de

Poisson ponderada (equacié 8) on k és el nimero de dicentrics, A la
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freqgliencia de dicentrics i b el coeficient de ponderacié que es va determinar
empiricament a partir de la distribucié de dicéntrics a les diferents dosis (d),
de manera que es donava més pes a les cél-lules amb més dicéntrics (equacid
9). D’aquesta manera es va aconseguir un millor ajust entre les distribucions

esperades i observades (Figura 19).
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Figura 19. Distribucié de dicéntrics observats i esperats a la dosi de 5 Gy. (A) en una
distribucié de Poisson i (B) en la distribucié de Poisson ponderada presentada en el
treball 1 d’aquesta tesi.
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1+bk> e

P(k;b’l)zub(mf) k!

,k=0,12,... (8)

b(d)=p,d (9)

Un dels objectius de la tesi era elaborar una corba dosi-efecte que fos
aplicable tan a baixes com a altes dosis. En el primer treball d’aquesta tesi,
per a I'elaboracié de la corba (amb 11 dosis de 0 a 25 Gy), es proposa I'ajust
de les freqliencies a un model Gompertz (equacié 10). Aquest model, s’ajusta
a una funcié quadratica a baixes dosis, i té en compte la saturacid de
dicentrics observada després de dosis molt altes de radiacid, i considera que
la freqliencia de dicentrics (A) depén de la dosi (d). Aixi mateix, és de
destacar que el model proposat presenta menys coeficients que el model
multiparametric de Sasaki (2003). Tot i que es van observar desviacions en
I'estimacid de la dosi a les dosis més baixes, aquestes no tenen una

tendéncia a infra o a sobreestimar la dosi rebuda.

Md)=Be” ™ o

4. 1.3. Validacié del nou model Gompertz de corba dosi-efecte per a

altes dosis

En el treball 1, per comprovar que el millor ajust entre la corba i les dades
experimentals s’obtenia amb el model Gompertz, les dades també es van
ajustar als models lineal i lineal-quadratic, en aquests casos assumint una
distribucié de Poisson (IAEA, 2011). Quan es va estudiar la bondat dels ajusts
dels tres models es van obtenir uns valors de x° de 875.31, 746.37 i 70.14 per
I'ajust lineal, lineal-quadratic i de Gompertz respectivament, indicant que el

millor ajust s’obtenia amb el model Gompertz.
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Per validar la corba dosi-efecte es van irradiar mostres de sang d’un donant,
diferent a l'utilitzat per elaborar la corba, a les dosis de 2, 6,12 i 17 Gy. Es va
simular irradiacié total a aquestes 4 dosis i a les dosis de 6 i 12 Gy també es
van simular irradiacions parcials (del 30 i del 70% de sang irradiada). En la
majoria de les simulacions es van obtenir millors resultats amb el model
Gompertz, posant de manifest I'aplicabilitat d’aquest model en dosimetria

biologica tan en casos d’irradiacio total com parcial.

4.2. Desenvolupament d’una nova metodologia per [I'estudi

d’exposicions no homogenies a RI

En casos d’accidents radiologics, a dosis superiors als 4-5 Gy, si I’exposicié ha
estat total i homogeénia, I'individu mostrara caracteristiques cliniques i
biologiques, indicatives d’una sobreexposicié a aquestes dosis de radiacid. En
canvi, en casos d’exposicions no homogenies aquestes caracteristiques
poden no ser tan evidents. En el manual de la IAEA (2011), quan la
distribucié de dicéntrics mostra sobredispersié (U>1.96) s’indica que s’ha de
considerar la irradiacié com a parcial. Es a dir, que hi ha una part del cos de
I'individu que ha estat exposada a la radiacié de manera uniforme i una altra
qgue no ha estat exposada. En aquesta situacio, per estimar la dosi de radiacié
rebuda a la part irradiada s’aplica, la metodologia de Dolphin (1969) o la de
Qdr (Sasaki i Miyata, 1968) descrites anteriorment. No obstant, en la majoria
dels accidents reals, les diferents parts del cos de I'individu exposat solen
rebre un gradient de dosis (Sreedevi et al., 1993; Sevan'kaev et al., 1999;
2002; Liu et al., 2008; Balakrishnan et al., 2010), i per tant considerar que
I’exposicié ha estat parcial no és correcte. Amb I'objectiu de proposar una
aproximacié més acurada al que passa en la major part dels accidents, vam
desenvolupar una nova metodologia experimental utilitzant mostres de sang

de dues persones de sexe diferent (una dona i un home). Les seves sangs es
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van barrejar per simular irradiacions parcials (sang d’'un dels donants es va
irradiar i I'altre no) o heterogénies (sang dels dos donants es van irradiar a
dosis diferents). Al ser els donants de diferent sexe es va poder determinar a
quin dels dos pertanyia cada metafase analitzada. A més dels cultius de
colcemid, a les simulacions on s’havien utilitzat dosis més altes es van
realitzar cultius co-tractats amb colcemid i cafeina. En I'objectiu 2.1.
d’aquesta tesi ens vam proposar avaluar I'efectivitat de la cafeina en la
mitigacié del retard que presenten les ceél-lules irradiades per arribar a
metafase en exposicions no homogenies (parcials i heterogenies). Per
estudiar-ho, es van realitzar tres tipus de tractament dels cultius. En el
primer tipus es van tractar els cultius seguint les recomanacions de la IAEA
(2011) (cultiu de 48 h afegint colcemid les dues ultimes hores). En els altres
dos tipus de cultiu es va afegir colcemid a les 24 h des de I'inici, cafeina a les

46 h i I'extraccid dels cultius va tenir lloc ales 48 hia les 57 h.

Els resultats del treball 2 van mostrar que la proporcié de cel-lules de la
fraccid irradiada a la dosi més alta augmentava en els cultius amb cafeina,
essent més significatiu en els cultius de 57 h. Després de 17 Gy només amb el
cultiu de 57 h amb cafeina es van poder analitzar suficients metafases de la
fraccio de sang irradiada per comptabilitzar 100 dicentrics. Aquests resultats
posen de manifest I'efectivitat del tractament amb cafeina, no només per
irradiacions totals sind també per mitigar el retard que presenten les cel-lules
irradiades respecte les no irradiades o les que han estat irradiades a les dosis

més baixes en exposicions heterogenies.
4.2.1. Valoracioé de la mixtura de Poissons per I’estimacio de la

freqliéncia de dicéntrics

El co-cultiu de sang de dos donants de sexe diferent va permetre comprovar

I’efectivitat de la metodologia de mixtura de Poissons per analitzar la
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distribucié de dicentrics, tan en simulacions d’exposicions parcials com en
exposicions heterogénies. A partir d’aquest estudi proposem I'aplicacié de la
mixtura de Poissons quan es detecti sobredispersié en la distribucié de
dicéntrics ja que permet diferenciar dues distribucions de Poisson
barrejades, com en el cas d’irradiacions heterogenies. En el segon treball s’ha
utilitzat la mixtura de dues distribucions de Poisson, cadascuna d’elles amb
una freqiiencia de dicentrics diferent i amb diferent pes relatiu en el total de

cel-lules analitzades.

Quan té lloc una irradiacié a una dosi x, si I'exposicié ha estat homogenia la
distribucid de dicéntrics per cél-lula s’ajusta a una distribucié de Poisson, i la

probabilitat d’observar un limfocit amb k dicéntrics segueix I'expressié 11.

P(k; ) =

k,-21
2 k=012, (11)

k
On A representa la freqUéncia de dicentrics a partir de la qual es calcula la
dosi rebuda. No obstant, quan té lloc una exposicié heterogénia en la que es
reben dues dosis de radiacid x; i x,, la distribucié de dicéntrics segueix una
mixtura de les dues distribucions de Poisson, amb la funcié de probabilitat
definida a I'equacio 12.

Azke_lz
kK

Alke_ll
k!

Plk; 1,2, 0) = w + (1 - w) k=0,12,.. (12)

On A; és la freqliencia de dicéntrics a la dosi x;, A, és la freqléncia de
dicentrics a la dosi x, i w, és un parametre entre 0 i 1, que representa la
proporcié de cel-lules analitzades que han rebut la dosi x;. Aixi doncs, es pot
assumir que (1-w) és la proporcidé de cel-lules analitzades que han rebut la
dosi x,. Assumint que x; > X, i que conseqlientment A; > A,. Cal assenyalar
qgue quan A,=0 (x,=0) I'expressié (12) esdevé la funcié de probabilitat de la

Poisson contaminada en el 0, que és el concepte en que es basa el métode
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Dolphin (1969), i que en el nostre model seria un cas particular d’exposicio
no homogenia (equacions 13 i 14).

Pk=0)=n+(1— me™ (13)

P(k=n) = (1—m) l"el_l

- peran> 0

(14)

On n és la proporcioé de cel-lules sense dicéntrics que provenen de la fraccié
no irradiada.

En el nostre estudi quan es van comparar les freqliéncies de dicentrics

observades i les estimades mitjangant la mixtura de Poissons, es va observar

que, per les simulacions d’irradiacid parcial, en tots els casos, la freqUéncia

observada i estimada era molt similar. Pel que fa a les simulacions
d’exposicions heterogénies, mitjancant la mixtura de Poissons en

practicament totes les simulacions es van distingir dues fraccions on la
freqUiéncia de dicentrics era diferent a 0. Aquesta distincié era més clara

guan les dues dosis eren més diferents, indicant la fiabilitat del model per ser

utilitzat en irradiacions heterogénies (Figura 20).

A. B.
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100 1 * — 4 Gy 30 —a— 17 Gy
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0 - . 0
0 2

0 5
Figura 20. Distribucions de dicéntrics en simulacions d’exposicions heterogenies 1:1. A.
Simulacié 1 Gy-4 Gy . B. Simulacié 2 Gy-17 Gy . On a es poden veure el total de céel-lules
(eixos Y) que presenten n dicentrics (eixos X). Amb linia discontinua es poden veure les
distribucions de dicentrics de la fraccié irradiada a 1 Gy (part A) i 2 Gy (part B) i amb linia

continua les distribucions de dicéntrics de la fraccio irradiada a 4 Gy (part A) i 17 Gy (part
B).
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4.2.2. Valoracié6 de l'estimacié de dosi en irradiacions no
homogeénies

Pel que fa a la simulacié d’irradiacions parcials, les dosis estimades a partir
de la mixtura de Poissons van ser molt similars a les dosis reals d’irradiacié i,
tal i com s’esperava, practicament idéntiques a les obtingudes mitjangant el

meétode de Dolphin (1969).

En les simulacions d’exposicions heterogenies (irradiaci6 a dues dosis
diferents de 0), les dosis estimades aplicant la mixtura de Poissons, van ser
diferents a zero i en la majoria dels casos els intervals de confianga incloien
les dosis reals d’irradiacid. En canvi, quan I'estimacié de la dosi es van fer a
partir de les freqliéncies de dicéntrics calculades pel metode de Dolphin
(1969), només es va estimar una dosi diferent a zero en cadascuna de les
simulacions, que sempre era similar a la dosi més elevada. La utilitzacio del
metode de la mixtura de Poissons, permet estimacions de dosis similars a les
obtingudes mitjancant métode de Dolphin (1969) quan les irradiacions sén
parcials, perd a més, permet I'estimacid de les dosis acurada de més d’una

dosi en els casos en que I'exposicid ha estat heterogenia.

4.2.3. Valoracio del calcul de la fraccid inicial de cel-lules

irradiades a cada dosi

En casos d’exposici6 no homogenia, també és important determinar la
fraccid de cel-lules irradiades en relacié al total de cél-lules analitzades. Amb
la metodologia per determinar la fraccid inicial de cel-lules irradiades
proposada al manual de la IAEA (2011), només es considera el cas d’
irradiacié parcial. Es pot calcular la fraccid inicial de cél-lules irradiades a

partir de la proporcié de cel-lules analitzades de la fraccid irradiada, aplicant
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unes correccions per tenir en compte el retard que presenten les cel-lules
irradiades per arribar a metafase. Quan I'exposicié ha estat heterogenia,
I'estimacid de la fraccid inicial de cel-lules irradiades amb aquesta
metodologia no és correcta, ja que totes les cel-lules han estat irradiades
encara que a dosis diferents. Per casos d’exposicions heterogenies, en el
treball 2 s’han afegit modificacions a I'equacié proposada al manual de la
IAEA (2011)(equacid 6) per tal de considerar les fraccions inicials de cel-lules
irradiades a cada dosi. L’'equacié 15 permet determinar la fraccié inicialment

irradiada a la dosi més elevada F;.

_ fi
B = fi+(1-fy)ey(x2-x1)

(15)

On f; correspon a la fraccio de cél-lules analitzades que ha estat irradiades a
la dosi més alta i x2 i x1 sén les dosis estimades a cadascuna de les dues
fraccions. En aquestes exposicions heterogénies, x2 i x1 corresponen a les
dosis més alta i més baixa respectivament. Per tant, quan |’exposicid és
parcial (x2=0) I'equacié e¥*27*1) &s conseqiientment igual a la publicada al

manual de la IAEA (2011).

En aquesta equacio, el coeficient y és equivalent a I'invers de la constant Dy, i
D, representa la dosi a la qual el 37% dels limfocits arriben a metafase. Per a
aquest parametre, en cultius de 48 h amb colcemid s’han descrits valors de
Do entre 2.7 i 3.8 (Sasaki i Miyata, 1968; Lloyd et al., 1973; Barquinero et al.,
1997). Mitjancant les modificacions de la metodologia de Lloyd (1973) i
Sasaki i Miyata (1968) proposades en el segon treball d’aquesta tesi, per als
cultius amb colcemid és va obtenir un valor del coeficient y de (0.371+0.009)
I'invers del qual és 2.7, igual al valor que va obtenir Lloyd (1973). Com que la
D, depén del tractament aplicat als cultius, si s’inhibeix el checkpoint G2/M
amb cafeina s’espera que la dosi a la qual arriben a metafase el 37% dels

limfocits sigui més alta. Per aix0 que es van calcular valors de D, per als tres
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tipus de tractament, en els cultius amb cafeina els valors de Dy de 3 i 5.5 pels
cultius de 48 i 57 h respectivament. En els resultats obtinguts la majoria de
les estimacions de la fraccid inicialment irradiada a una dosi (F) es troben
dins l'interval de 120% de la fraccid reals indicant la fiabilitat de la

modificacio aplicada.
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En la optimitzacié del cultiu de limfocits , després d’una irradiacié a 10 Gy
de raigs y, la millor relacié entre index mitotic i freqiiéncia de dicentrics es

va observar en els cultius tractats amb cafeina i 57 h de durada.

El millor ajust de la corba dosi-efecte (de 0 a 25 Gy) es va obtenir amb el
model Gompertz, que és aplicable a baixes, mitges i altes dosis de radiacid.
L'ajust amb aquest model, presenta menys desviacions que els models
lineal i lineal-quadratic i fins ara no s’havia aplicat en dosimetria biologica.
El millor ajust es deu a que el model Gompertz considera tant la
sotadispersid de la distribucié de dicéntrics com la saturacié de dicéntrics

després de dosis molt elevades de radiacid.

El nou model proposat s’ha validat experimentalment amb simulacions
d’exposicions totals i parcials, posant-se de manifest la seva aplicabilitat

en dosimetria biologica.

Mitjangant la realitzacié de cultius de limfocits amb una barreja de sang
de dos individus de sexe diferent i irradiada a dosis diferents, es va poder
comprovar que els resultats obtinguts utilitzant el model de mixtura de
Poisson eren concordants amb els valors experimentals, indicant que és
possible distingir dues distribucions de dicéntrics provinents d’irradiacions

a dosis diferents.

L'aplicacio del tractament amb cafeina i la utilitzacié del model de mixtura
de Poissons, permet obtenir estimacions de dosi similars a les obtingudes
mitjancant el metode de Dolphin quan les irradiacions sén parcials, pero
permet una millor estimacid de la dosi rebuda en les simulacions

d’exposicidns heterogenies a dosis elevades.

137



5. CONCLUSIONS

En casos d’exposicions heterogenies, pel calcul de la fraccié inicial de
cél-lules irradiades a cada dosi, les modificacions matematiques

proposades han permes determinar amb fiabilitat les dues fraccions.

Com a resum, podriem dir que les noves metodologies proposades en
aquesta tesi representen un aveng¢ molt important per poder estimar
acuradament les dosis rebudes en la majoria d’accidents amb radiacid

ionitzant.
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