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OBIECTIVE GENERALE

Obiectivul principal il constituie dezvoltarea de cercetari interdisciplinare, teoretice si experimentale, asupra aspectelor de baza ale aplicatiilor medicale ale radioizotopilor emitatori de pozitroni, intr-un parteneriat fizicieni, chimisti, biologi si medici, urmarind implementarea PET in practica medicala si deschiderea perspectivei terapiei cu hadroni in tratamentul cancerului in tara.

Obiectivele specifice sunt corelate cu etapele proiectului:  producerea radionuclidului de interes, extragerea acestuia din “tinta” iradiată , obţinerea compusului marcat ( produsul radiofarmaceutic, biologic activ) si utilizarea pentru diagnostic sau tratament. Etapele de realizare propuse de acest proiect urmeaza ideatic acest „lant”.

Obiectivele fazei de executie
Activitate I.1 Studiu privind stadiul actual, criterii, cerinte si solutii tehnologice pentru producerea radioizotopilor emitatori de pozitroni si a sistemelor de iradiere (IFIN-HH).

Activitate I.2 Realizarea experimentala a unor radionuclizi emitatori de pozitroni si evaluarea parametrilor de performanta a tehnologiei adoptate in relatie cu posibilitatea de utilizare in producerea de radiofarmaceutice de uz uman (IFIN-HH)

Activitate I.3 Definirea protocolului de lucru privind analiza prin metode de fluorescenta confocala si spectroscopie de impedanta a interactiei unor compusi PET cu celule normale si a efectului radiatiilor ionizante asupra proliferarii celulare; achizitionarea componenetelor necesare si a liniilor celulare. (CIB)

Activitate I.4 Studii preliminare si verificari pentru standardizarea set-up-ului experimental; stabilirea protocolului experimental: conditii de cultura celulara, doze, concentratii, timpi, procedura de prelucrare a probelor biologice, setarea si calibrarea aparatelor de masura. (UMF-CD)


Rezumat

PET este o tehnică de imagistică medicală în care este introdus în organism (prin injecţie sau inhalare) o cantitate mică dintr-un compus chimic biologic activ (un radio-farmaceutic sau un medicament) marcat cu un radioizotop ce emite pozitroni (de obicei 18F, 14C, 13N sau 15O). Acest compus chimic se acumulează în pacient, traseul său prin organism fiind urmărit prin intermediul radiaţiilor emise, fapt ce permite estimarea distribuţiei radioizotopului în diferite ţesuturi, organe sau sisteme de organe.

Deoarece imaginea obţinută reprezintă distribuţia substanţei active în organism, PET este capabilă să ţintească spre anumite procese metabolice şi să măsoare viteza cu care aceste procese au loc. Astfel, PET este capabilă să determine eventualele anomalii funcţionale ale unui organ, spre deosebire de alte tehnici de imagistică medicală (cum ar fi computer tomografia cu radiaţii X, ultrasunetele, sau  imagistica prin rezonanţă magnetică nucleară) prin care se poate obţine doar structura fizică a organului respectiv. Ca urmare, tehnica PET este utilizată în special în diagnosticarea acelor maladii în care determinante sunt funcţiile fiziologice, structura fizică fiind irelevantă sau ambiguă. În aceste condiţii, PET este un instrument extrem de util în managementul unor maladii ca Alzheimer (în care efectele fizice sunt observabile doar la nivel microscopic), bolile aparatului cardio-vascular sau cancerul (în care rata metabolică de absorbţie a substanţei active furnizează informaţii extrem de utile privind malignitatea sau ne-malignitatea tumorilor şi a modului în care acestea răspund la tratament).

In cadrul primei etape se urmareste: obtinerea de radionuclizi emitatori de pozitroni utilizati in PET, elaborarea de  protocoale de lucru pentru producerea radioizotopilor pentru PET la ciclotronul U-120 deja existent si la viitorul ciclotron p/d compact dedicat producerii de radionuclizi pentru PETdin IFIN-HH; evaluarea si alegerea solutiei tehnologice si constructive pentru sistemul de iradiere; selectarea reactiilor nucleare pentru producerea radionuclizilor emitatori de pozitroni precum si a conditiilor specifice de iradiere astfel încât să se obţină randamente corespunzatoare de producere în intervale de timp de ordinul timpilor de viaţă ai radioizotopilor respectivi; stabilirea, alinierea la normele si cerintele de calitate pentru radiofarmaceuticele de uz uman

Activitate I.1 Studiu privind stadiul actual, criterii, cerinte si solutii tehnologice pentru producerea radioizotopilor emitatori de pozitroni si a sistemelor de iradiere (IFIN-HH).

Introducere

In conditiile actuale se impune alinierea actului medical din Romania la noile cerinte de calitate europeana cu implementarea si in tara noastra a noilor tehnici de investigare neinvazive. 

Modernizarea sectorului Medicinei Nucleare romanesti se poate realiza prin promovarea produselor radiofarmaceutice pentru investigatii ce contin izotopi de viata scurta, iar pentru tratament a tehnicilor ce reduc efectele negative ale iradierilor tesuturilor sanatoase. 

Aparatura de medicina nucleara pentru investigatii in vivo a evoluat continuu, stadiul

superior in evolutia acestor sisteme il constituie sistemele tomografice prin emisie, care prin redarea succesiva a distributiilor radionuclidice in straturi vecine paralele ale organului, aproximeaza reprezentarea tridimensionala (3-D) a distributiei in limite satisfacatoare a scopului medical. Din aceasta categorie fac parte tomografele prin emisie de fotoni gama unici si tomografele prin emisie de pozitroni.

Tomografia cu Emisie de Pozitroni (PET) este cea mai moderna tehnica de investigare, neinvaziva care poate efectua masuratori de rutina si cantitative a metabolismului, biochimiei si a activitatii functionale in tesuturile vii. Este o metoda cu adevarat revolutionara care determina functiile organismului si permite stabilirea tratamentului. Fata de alte metode imagistice moderne (RMN, Tomografie Computerizata – CT), care dau numai o imagine primara a organelor anatomice, PET permite evidentierea modificarilor chimice la nivelul organelor, ce apar inaintea semnelor vizibile ale afectiunilor. Spre deosebire de metodele imagistice clasice ce opereaza cu izotopi radioactivi (scintigrafie), PET poate fi utilizata intr-o gama mult mai larga de investigatii: vizualizarea tumorilor maligne (cancer de colon, plaman, linfom, creier, afectiuni ale inimii, modificari neurologice cum ar fi Boala Alzheimer’s, explorare postoperatorie si dupa tratamentul cu radiatii, chimioterapie, tansplant de organe etc).

Principiul metodei PET : radionuclizii emitatori pozitronici- se caracterizeaza printr-un deficit de neutroni, astfel ca un proton este convertit intr-un electron cu emisia unei sarcini electrice pozitive. Pozitronul este emis in afara nucleului si parcurge o distanta neglijabila pana se anihileaza cu un electron in repaus, intalnit in mediu de propagare. In urma acestei reactii de anihilare electronul si protonul sunt convertiti in 2 fotoni de energie 511 keV fiecare si care se deplaseaza unul fata de celalalt sub un unghi de 180 grade (pe aceeasi directie dar in sensuri opuse).

Astfel, in acest caz sistemul de colimare este practic inlocuit de un circuit electronic de coincidenta care detecteaza, prin metoda timpului de zbor (TOF: time of flight), cei 2 fotoni emisi sub unghiul de 180 de grade (exista de fapt o deviatie, nesemnificativa, de pana la 0.25 grade, datorata momentului electron-pozitron la momentul anihilarii). In principiu, o geometrie de detectie specifica PET este constituita dintr-un inel de detectori care inconjoara pacientul 


Cand doi dintre acesti detectori sunt loviti simultan de cate un foton (511 keV) organul de diagnostic al pacientului (in prealabil injectat cu un radiofarmaceutic marcat cu un emitator pozitronic ), se memoreaza ; dupa amplificarea semnalelor date de cei 2 fotomultiplicatori FM si dupa discriminarea lor in energie (circuitul de discriminare activeaza circuitul de marcare a pozitiei doar daca energia ambilor fotoni se situeaza in jurul aceleiasi valori) ele sunt analizate de un circuit de coincidenta. Rolul acestuia este de a determina daca cei 2 fotoni au fost emisi simultan si daca provin de la acelasi act de anihilare electron-pozitron. Daca este asa, circuitul de coincidenta activeaza decodorul de pozitie iar codul detectorilor (deci implicit pozitia lor) este stocat in memoria unui sistem de calcul. Cand doi detectori sunt loviti in acelasi moment de catre un foton inseamna ca pozitia in care s-a produs actul de anihilare (si deci totodata si pozitia in care se afla nucleul ce a emis pozitronul), se gaseste pe dreapta ce uneste cei 2 detectori. Din aceiasi pozitie (organul marcat cu sursa de pozitroni) alte nuclee vor emite pozitroni, care la randul lor vor genera fotoni ce vor fi emisi in alte directii. 

Cei mai utilizati izotopi radioactivi emitatori pozitronici sunt: 11-C, 13-N, 15-O, 18-F, 68-Ga. Acesti radioizotopi se obtin prin reactii nucleare la acceleratoare de particule incarcate cu energii si intensitati adecvate. Izotopii radioactivi mai sus mentionati au timpi de injumatatire mici si foarte mici, de ordinul a 2 – 109 minute, din acest motiv radioizotopii si compusii marcati sunt obtinuti in proxima apropriere a Laboratoarelor de Medicina Nucleara, ce poseda facilitati PET. 

In tabelul 1 sunt dati cativa dintre radionuclizii care prezinta dezintegrare prin emisie pozitronica si care pot fi utilizati in PET

Tabel 1

	Izotop
	Timp de injumatatire
	Energie max. a pozitronilor

(MeV)

	11 C
	20,1 min.
	0,96

	13 N
	9,96 min.
	1,19

	15 O
	123 s
	1,72

	18 F
	110 min.
	0,64

	64 Cu
	12,6 h
	0,58

	68 Ga
	68,3 min.
	1,9

	76Br
	16,1 h
	3,7

	82Rb
	78 s
	3,35

	124 I
	4,18 zile
	1,5


Intrucat in Romania exista o instalatie PET la Spitalul Militar Central din Bucuresti, care nu poate fi exploatata la intreaga capacitate datorita lipsei compusilor marcati cu emitatori pozitronici, timpii de injumatatire foarte mici facand inoperabila achizitia din import a compusilor marcati, iar costurile achizitionarii unui Ciclotron si a capetelor de iradiere dedicate obtinerii acestor compusi marcati sunt prohibitive, este recomandabila utilizarea facilitatilor deja existente (ciclotronul U-120 IFIN-HH ) pentru obtinerea compusilor marcati de interes in vederea deservirii in viitor a Unitatilor de Medicina Nucleara din zona Capitalei.

I. Studiu asupra posibilitatilor de obtinere a tintei  de 18-F

Pe plan mondial, se cunosc mai multe variante de producere a 18-F prin iradiere la acceleratoare de tip Ciclotron. Cele mai utilizate tehnologii se bazeaza pe folosirea fie a tintelor lichide (apa imbogatita in 18-O), fie a tintelor gazoase (cu 16-O sau 20-Ne). Din tintele iradiate se extrage 18-F sub forma de florura de potasiu. Aceasta reprezinta materia prima radioactiva pentru sinteza compusilor marcati pentru investigatiile PET. Produsul radiofarmaceutic (FDG marcat cu 18-F) se obtine, se purifica si se caracterizeaza prin metode fizico-chimice ultrarapide.

18-F  este un emitator  pozitronic (timp de injumatatire 110min.; I(+=97% ; E(+ =0,64 MeV) si este utilizat sub forma radiofarmaceuticului 2-18-F-deoxi-D-glucoza (FDG). Compusul FDG este un analog al glucozei. Marcat cu 18-F este utilizat in determinarea metabolismului glucozei in sistemul nervos central si cardiovascular (utilizat in investigatiile cu metoda PET), in investigatii de epilepsie, ischemie si ca agent neuroreceptor. In PET se utilizeaza in general  o molecula de interes biologic marcata cu un radionuclid care se dezintegreaza prin emisia unui pozitron.Energia maxima a pozitronilor in cazul 18-F este de 0,64 MeV.Radiotrasori cum este 18-F-FDG sunt destinati sa treaca prin tot corpul, dar se acumuleaza numai in tesuturile in care intalnesc o enzima specifica – proteina sau gena..Radiotrasorul  se leaga pe suprafata proteinei care actioneaza ca un receptor sau este legat prin trapare in celule ca urmare a proceselor metabolice sau enzimatice.

Distributia radiotrasorilor in corp se realizeaza prin mecanisme de transport specifice.

Reactiile nucleare posibile de  obtinere a 18-F sunt date in tabelul 2

Tabel 2

	Reactie nucleara
	Tinta
	Energie max.

(MeV)
	Energie de sectiune max.

(MeV)

	19 F ((,n) 18 F
	Teflon
	10,4
	

	23 Na ((,(n) 18 F
	NaOH sau NaSO4
	21
	

	18 O (p,n) 18 F
	H2 18 O sau O2
	2,4
	5

	20 Ne (d,( ) 18 F
	0,1% F2 in Ne
	
	6

	16 O ( 3 He,n) 3 Ne*
	H2O
	
	8

	16 O ((,d) 18 F
	H2O
	18
	

	16 O (t,n ) 18 F
	Li2CO3
	
	3,3

	23 Na (p,(x) 18 F
	Na
	18,7
	


* Ne se dezintegreaza la 18 F cu T1/2 = 1,67s
I.1. Obtinerea 18F utilizand tinta gazoasa de neon prin reactia nucleara 20Ne(d,()18F

Metoda de obtinere consta in bombardarea neonului de inalta presiune ( > 25 bar) cu un procent scazut (0,1-0,2 %) de F2 cu deuteroni de energie moderata .

In tabelul 3 sunt prezentate date privind constructia tintei de neon pentru obtinerea 18-F in diverse centre din lume. 

Tabel 3 

	Centre
	
	BNL
	MRCCU

Hammersmith
	Julich
	Liege

	Caracteristicile tintei
	Unitati de masura
	
	
	
	

	Corpul tintei 
	Tip ; ml

Diametru  intern,cm
	Ni ;50

2,5 x10
	Ni-201 ;100

2,5 x20
	Ni ;38

2,2 x10
	Ni ;206

	Tinta gazoasa
	% F2 in Ne
	0,1
	0,12-0,15
	0,18
	0,17

	Presiune
	atm la sfarsitul tintei

atm la intrarea in tinta 
	25,8

32,5
	13,5

23
	18

30
	12,3

15

	Fereastra
	Material, (m

izolare
	Al,810-Ni,25

Oring metal
	Havar,50-Ni,25

Plumb
	Nb,25-Havar,50

Metal
	Al, 80-Ni, 20

Oring de indiu

	E deuteroni
	MeV
	9,4-14
	13,8
	11,25
	12

	Iradiere
	(A x h
	15x2
	15x1,67
	40 x1
	10 x 1

	Recuperarea  18-F
	%
	55
	43
	50
	51

	Randament de obtinere
	mCi/(Ah
	12,5
	9-10
	12
	10-15

	Activitate specifica
	mCi/(mol
	7-10
	1,1
	3,5
	0,8-1,2


Corpul tintei se realizeaza in general dintr-un material inert care nu se combina cu 18-F si care sa fie suficient de rezistent sub actiunea florului (Ag, Ni, Ti, otel inoxidabil,etc.).

Pentru cazul cand materialul  ales pentru tinta este otelul inoxidabil – cu un pret de cost relativ scazut fata de alte materiale este necesar sa se realizeze  o pasivare cu flor inaintea productiei curente.Dezavantajul utilizarii  otelului inoxidabil sau al materialelor placate cu nichel este ca tinta se deterioreaza dupa cateva productii de 18-F.

In general lungimea tintelor este de : 10-20 cm si sunt fabricate din tub cu diametru interior  de 1,5-2,5 cm, conectarile fiind din otel inoxidabil sudate la corpul tintei.Tinta trebuie bine curatata inaintea instalarii.Ferestrele tintei sunt facute din folie Havar 25-50 (m, deasemenea se pot folosii ferestre din Ni, Ti, Nb.Racirea ferestrei prin care se face  bombardarea cu particule incarcate  se face cu He.

Utilizarea neonului –gaz cu puritate 99,998 %  fara F2 prezinta dezavantajul ca poate fi adsorbit pe peretii tintei, iar posibilitatea de recuperare este mica.Un adaos mai mare de 0,1-0,2 % F 2 – purtator face ca schimbul nucleofil cu peretele tintei sa se faca cu acest flor inactiv, randamentul de recuperare a 18-F fiind mult mai  bun.O pasivare a corpului tintei inaintea utilizarii se poate face prin incalzirea acesteia la 100-200 0 C timp de 1-3 h.Iradierea tintei de 2-3 ori cate 30 min. utilizand deuteroni cu intensitatea de 10 (A este suficienta pentru a obtine randamente suficient de mari.

I.2. Obtinerea 18-F utilizand tinta gazoasa de 18O2  prin reactia nucleara 18O(p,n)18F


Tinta este utilizata in centre care au un ciclotron care produce doar protoni.Procesul de iradiere se desfasoara in 2 etape .Materialul utilizat pentru constructia tintei este nichelul , iar fereastrele erau din Ni si folii Havar.Tinta  se prezinta sub forma conica si are un volum de 15 ml.Recuperarea 18-F de pe peretii tintei se face prin criogenie.O iradiere  secundara  de durata scurta  de 1% flor in kripton este necesar pentru schimbul  izotopic a 18-F si recuperarea in proportie mai mare de 50 %. 

O pasivare prin incalzire la 2000C si florinare timp de cateva ore da rezultate bune.

O alta metoda descrisa in literatura este metoda iradierii intr-un singur pas a unui amestec de flor si 18-O imbogatit.Corpul tintei construit din cupru placat cu  aur este de  forma conica.

Conditionarea tintei se face  printr-o pasivare neagresiva.Se obtinea o activitate de 1 Ci de 18-F iradiind un timp de 1h cu protoni de 10,4 MeV si intensitatea de 30 (A, tinta continand o cantitate redusa de purtator -19 (mol.Activitatea specifica obtinuta este de 50 mCi/(mol, o activitate specifica mai crescuta se poate obtine  in cazul reactiei nucleare cu deuteroni in care se iradiaza un amestec Neon-Flor .

Activitate I.2 Realizarea experimentala a unor radionuclizi emitatori de pozitroni si evaluarea parametrilor de performanta a tehnologiei adoptate in relatie cu posibilitatea de utilizare in producerea de radiofarmaceutice de uz uman (IFIN-HH)

Sistemele de iradiere cu fascicule accelerate la Ciclotronul U-120 a ţintelor lichide.
Proiect si executie complex de iradiere si instalatie de sinteza 18F-FDG

Reactiile cele mai utilizate pentru obtinerea 18Fsunt:
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Dintre acestea, in experientele efectuate a fost utilizata prima reactie, considerata in literatura cu un randament mai bun, dezavantajul fiind costul mai ridicat al apei imbogatite in 18O (98%). Acest lucru este in parte compensat daca in procesele radiochimice gradul de recuperare al apei imbogatite este ridicat.


La ciclotronul U-120 am utilizat pentru iradiere protoni de aprox. 12 MeV, intensitatea fasciculului fiind de 1µA. Dupa un timp de 15 min. activitatea masurata cu un calibrator automat a fost de 11,75 mCi.


In imaginile alaturate sunt prezentate ciclotronul, pupitrul de comanda si camera de reactie[image: image54.jpg]o U
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Elementele principale ale sistemului de iradiere (camera de reactie) sunt: un colimator, o foita din Ti de grosime 50 µm, care separa volumul de lichid 3ml, de transonul care se afla sub vid si camera de tinta din inox unde se introduce sub presiune (2-7 atm) de gaz He, o cantitate de H2 O18 de imbogatire 97%.

Intreg ansambul, camera de tinta, este racit cu apa . Cu ocazia testelor cu aceasta noua camera de tinta, prin utilizarea apei distilate si a apei deuteruzate s-a urmarit conceperea unui sistem de automatizare atat in etapa de introducere proba lichida si in special, la terminarea procesului de iradiere, cand se vor obtine activitati de zeci de mCi si de ordinul a 1 Ci. Metoda radiochimica de sinteza a 18F presupune ca, imediat dupa iradiere, intregul volum de lichid radioactivat sa treaca printr-o coloana de rasina, care are menirea de a retine 18F, iar lichidul rezultat poate fi utilizat pentru o noua iradiere. Evident acest volum de apa imbogatita in 18O nu va avea gradul de imbogatire initial. Literatura de specialitate mentioneaza posibilitate reutilizarii lichidului pentru 4 – 5 iradieri succesive.

Sistemul de automatizare cuprinde: masuratori si achizitie de date precum si interfete si controlul echipamentelor utilizand un PC., iar schema bloc este prezentata in imaginea de mai jos
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Fereastra principala a interfetei grafice pentru controlul computerizat al acceleratorului este prezentata im urmatoarea imagine :
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Obiectivul Colectivului Ciclotron a fost realizarea de sisteme de iradiere (camere de reacţie) la intensităţi mari ale fasciculului pentru ţinte lichide şi realizarea de teste funcţionale pentru producerea radionuclidului 18F.


Pe plan mondial au fost realizate, experimentate şi descrise mai multe sisteme de iradiere dedicate producerii radionuclidului 18F prin iradierea cu protoni a unei ţinte lichide din apă îmbogăţita în proporţii diferite (5-98%) cu izotopul 18O.


O condiţie fundamentală pentru astfel de sisteme este aceea de a consuma o cantitate cât se poate de mică de apă îmbogăţită cu 18O dat fiind costul ridicat al acesteia. Această cerinţă de volum mic al incintei de iradiere impune o atentă alegere a grosimii ţintei astfel încât fasciculul de protoni să fie utilizat cât mai eficient (evitarea disipării energiei utile pentru obţinerea reacţiei nucleare în pereţii sistemului). 


Deasemenea, fenomene ca radioliza şi fierberea apei iradiate sunt importante în realizarea şi exploatarea unui astfel de sistem deoarece pot conduce fie la pierderi semnificative de apă îmbogăţită în sistemele deschise fie la creşteri inacceptabile de presiune sau formarea de bule în cele închise. Toate acestea se traduc prin efecte drastice de reducere a randamentului de producere a 18F. Mai mult, la curenţi de iradiere mari (peste 25(A), poate apare fenomenul de cavitaţie care poate determina chiar distrugerea sistemului de iradiere. Pentru a reduce astfel de efecte, fasciculul de protoni trebuie să fie uniform defocalizat pe întreaga suprafaţă a ţintei şi desemenea este obligatoriu un sistem de răcire al acesteia. 


O soluţie eficientă care cere doar 0,4-3ml de H218O poate fi aceea în care o cavitate pentru apa ţintă este mărginită de două folii metalice rigide, cea din spate fiind răcită cu un fluid adecvat.


Alţi parametrii importanţi, cu implicaţii în puritatea chimică şi radiochimică a radionuclidului obţinut, se referă la soluţiile de etanşare a ţintei, la natura chimică a pereţilor metalici şi a foliilor, la tipul tubulaturii de transfer, la modalităţile de manipulare şi separare, etc.

Structura incintei pentru iradieri intense

Din literatura de specialitate rezultă că până în prezent nu există “reţete” complete pentru satisfacerea tuturor cerinţelor indiferent de condiţiile existente la fiecare producător (energia fasciculului de protoni, intensitatea maximă a acestuia, cantităţile de compuşi radiofarmaceutici marcaţi cu 18F, ritmuri de livrare, etc.). Din acest motiv, s-a adoptat pentru această etapă un proiect de sistem de iradiere similar cu cele descrise în literatura de specialitate dar care să fie compatibil cu condiţiile existente la Ciclotronul U-120 şi care să poată fii optimizat în urma testelor şi a experimentărilor de iradiere şi producere a 18F. Modelul experimental realizat are structura dată în desenul de ansamblu din fig. 1 şi este prezentat ca obiect finit în fig. 2 principalele sale elemenete constructive fiind descrise în continuare.
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Fig.1 Desenul de ansamblu al camerei de reacţie pentru ţinte lichide.
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Fig. 2 Imagini ale camerei de reacţie pentru ţinte lichide


Cavitatea care conţine apa îmbogăţită cu 18O ce urmează să fie iradiată este realizată din oţel inoxidabil şi are un volum total de cca. 3,5ml.


Fereastra de intrare a fasciculului în ţintă este realizată dintr-o folie metalică de Ti având grosimea de 50(m care poate fii răcită pe partea dinspre fascicul cu un jet de He. În această situaţie, în faţa acestei folii se mai intercalează una suplimentară tot din Ti de 50(m pentru a se asigura separarea faţă de incinta vidată a conductei de ioni prin care trece fasciculul de protoni.


Disiparea căldurii produse în timpul iradierii se face prin circularea unui agent de răcire (apă distilată) în jurul pereţilor de oţel inoxidabil. Deasemenea, colimatorul poziţionat în faţa întregului ansamblu este răcit cu apă distilată care circulă forţat prin canalele prevăzute în acest scop.


Etanşările la vid sunt realizate cu O-ringuri din cauciuc iar etanşarea camerei de reacţie propriuzise este realizată printr-o garnitură  metalică cu cuţit şi folia de Ti.


Pentru umplerea, presurizarea si recuperarea apei din camera de reacţie, s-a realizat un sistem prezentat în fig. 3 în care prin manevrarea celor doi robineţi speciali se asigură atât introducerea unui volum controlat de apă în incinta de iradiere cât si presurizarea acestuia la diferite valori ale presiunii iniţiale si recuperarea lichidului iradiat.
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Fig. 3 Sistemul de alimentare/

recuperare şi presurizare 

a ţintei lichide

Teste şi încercări funcţionale

După realizarea şi asamblarea întregului sistem de iradiere s-au efectuat teste preliminare de etanşeitate cu ajutorul unui detector de scurgeri de He. S-a verificat astfel faptul că etanşările realizate sunt eficiente pentru a asigura funcţionarea în condiţiile unui vid în conducta de ioni de ordinul a 10-4-10-5mbar.


Deoarece în literatura de specialitate se recomandă efectuarea iradierii la o suprapresiune de ordinul a 2-4bar, s-a verificat şi capabilitatea foliei de Ti de la intrare de a rezista la suprapresiuni de până la cca. 5,5bar fără a se distruge sau fără a avea pierderi de apă îmbogăţită.


Pentru primele teste de iradiere în fascicul s-a renunţat la prima folie de Ti dat fiind inexistenţa unui circuit de recuperare a gazului de He folosit pentru răcire. Deasemenea, fiind un test de funcţionalitate, nu s-a folosit ca material de ţintă apă îmbogăţită cu 18O ci apă distilată obişnuită. 


În aceste condiţii s-au efectuat iradieri cu deuteroni având energia de 13,5 MeV la intensităţi maxime de 4(A cu timpi de iradiere de 0,3-1,5h şi diferite presiuni iniţiale. Testele de iradiere au confirmat funcţionalitatea sistemului iar în urma determinărilor făcute prin identificarea vitezelor de dezintegrare s-a constatat prezenţa radionuclidului 18F în apa iradiată împreuna cu cea a radionuclidului 13N care este deasemenea un emiţător de pozitroni.


Determinarea activităţilor rezultate în urma iradierilor s-a făcut cu un lanţ de măsură spectrometric în care semnalele date de un scintilator cu NaI cuplat la un fotomultiplicator sunt amplificate si selectate cu un analizor monocanal având fereastra reglată pentru energia de 511keV şi a cărui ieşire este cuplată la un înregistrator al vitezei de numărare cuplat la un calculator (fig. 4).
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Fig. 4 Lanţul spectrometric  de achiziţie şi înregistrare pentru măsurarea activităţii  obţinute prin iradierea ţintei lichide.
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Înregistrările s-au făcut folosind un timp de acumulare de 10sec şi un timp de aşteptare de 1 sau 2 minute, în fisierul inregistrat în calculator fiind specificate atât timpul corespunzător opririi iradierii (EOB) cât şi momentele succesive ale înregistrărilor.


Prelucrarea datelor înregistrate s-a făcut pe de o parte în sensul determinării vitezelor de dezintegrare corespunzătoare celor doi radionuclizi rezultaţi (13N şi 18F) respectiv 11minute şi 110 minute, iar după timpul necesar scăderii activităţii aferente 13N s-a evaluat activitatea obţinută pentru 18F şi corespunzător randamentul de producere al acestuia. Rezultatele obţinute sunt sintetizate în tabelul 1 iar în tabelul 2 se prezintă comparativ aceste rezultate cu cele din alte centre de producere a radionuclidului 18F.

Tabel 1  Rezultate ale testelor de iradiere pe ţinte lichide în vederea producerii 18F

	PROBA
	I

[μA]
	Q

[μAh]
	P

[barr]
	tiradiere
[minute]
	tmasurare

[minute]
	Λ18F
[μCi]
	Λ018F

[μCi]
	Yexperimental

μCi/μAh
	OBSERVATII

	Blank_1
	0.4
	0,8
	2.5
	120
	539
	0.625
	18.65
	22,5
	-Timp de iradiere la nivelul timpului de înjumătăţire (randament aparent mai mic decât cel teoretic)

	Blank_2
	<1.5

(1.2)
	3.22
	2.5
	120
	160
	48.48
	132.84
	41.25
	-Timp de măsurare prea scurt in care se determina si o activitate suplimentară corespunzătoare 13N care se produce simultan cu 18F

	Proba 1
	2
	2
	2.5
	60
	296
	11
	68
	34
	

	Proba 2
	3.2
	7.86
	2.5
	144
	908

730
	1.77

2.05
	538.88

202
	68.56

26
	-Activitate reziduala provenită din contactul prelungit (cca. 10h) cu folia de Ti activată în urma iradierii şi randament aparent micşorat ca la Blank_1

	Proba 3
	4
	1.94
	4.5
	30
	333
	8.64
	70.39
	36.28
	

	Proba 4
	3
	1
	4.5
	20
	198
	10.32
	35.66
	35.66
	

	P1A
	2
	1
	4
	30
	245
	6.98
	32.69
	32.69
	

	P2A
	3
	1.5
	4
	30
	180
	16.38
	50.90
	33.94
	 


Tabel 2   Tabel comparativ cu randamente de producere a 18F

	Producatori
	ST. Louis
	Sendai
	Villigen
	Turku
	Jülich
	Hammerstad
	Liege
	IFIN-HH

	Grosime strat apa [mm]
	3 ; 5; 7
	3; 4; 5
	5
	1,5
	3,5
	3
	3,4
	15

	Folie
	Havar sau Ti
	Al/Ti si Ag
	Ag
	Ni
	Ti
	Al/Ti si SS316
	Ti
	Ti

	grd. de imbogatire 18O [%]
	97
	20
	98
	98
	97
	20
	5
	0,2

	Volum 

[ml]
	1,2 ; 2; 2,8
	2,5
	4,5
	0,195
	1,3
	2
	1,8
	3

	Presiune [atm]
	1
	P0
	P0
	P0
	15 – 25 
	2
	2 – 3 
	2 – 4 

	E

[MeV]
	15
	16
	16
	12
	16,5
	16
	22,6
	13,5i 

	Regim iradiere

 [μA x min]
	15 – 20 x 80
	20 x 60
	20 x 60
	10 x 60 
	20 – 35 x 60
	20 x 60
	10 x 60
	2 – 4 x 20 -120 

	Y

[mC/μA h]
	~ 60
	9
	56
	30
	70
	11
	3 – 32 
	0,035ii 

	Yexp / Yteor
	35%
	26%
	32%
	17%
	41%
	31%
	33%
	44%iii


Observatii

i   S-au folosit fascicule de deuteroni în locul celor de protoni

ii Yieldul experimental este cel echivalent iradierii cu deuteroni a apei fără îmbogăţire cu 18O

iii Randamentul experimental de producere este evaluat faţă de cel teoretic în cazul folosirii fasciculelor de deuteroni

Discutii


Deoarece testele funcţionale s-au realizat folosind iradierea apei naturale care conţine doar 0,2% izotopul 18O  cu fascicule de deuteroni, pentru evaluarea potenţialului de a produce activităţi de ordinul a 0,5-1Ci de 18F rezultatele experimentale obţinute trebuiesc extrapolate la condiţiile reale ce pot fi aplicate la Ciclotronul U-120. Astfel, folosirea unei ţinte lichide de H2O cu o îmbogăţire în 18O de 20-90% ,(aşa cum se practică şi în alte centre de producere a acestui radionuclid), va conduce la o creştere a randamentului de cca. 100-450 ori adică aproximativ 3-16mCi/
μAh sau la o activitate de 0,48Ci pentru 18F dacă sarcina totală de iradiere este de 30μAh.


Considerând datele nucleare publicate de AIEA (Comitetul Internaţional pentru Date Nucleare) privind randamentele de reacţie cu protoni, deuteroni, particule alfa şi 3He, rezultă o creştere suplimentară a eficienţei de producere a 18F prin folosirea fasciculelor de protoni cu energia de

12,5MeV în locul celor de deuteroni având astfel un randamentde cca. 4-5 ori mai mare, adică pentru 1Ci de 18F este necesară o iradiere cu o sarcină totală de 15-20 μAh.


Randamentele reale de producere din tabelul 2 sunt mai mici decât cel teoretic (maxim) datorită scăderii densităţii ţintei lichide în timpul iradierii prin vaporizare şi radioliză locală (pe parcursul fasciculului) şi disiparea unei părţi a energiei pe pereţii camerei de reacţie. În cazul testelor realizate la IFIN-HH, scăderea mai mică a randamentului este explicată pe de o parte prin grosimea mai mare a stratului de lichid iar pe de alta parte pe o pierdere specifică a energiei deuteronilor mai mare decât în cazul protonilor, astfel încât energia disipată de fascicul în ţinta lichidă este mai mare.


Rezultă din tabelul 2 că pentru producerea unor cantităţi utilizabile în investigaţii PET sunt necesare sarcini de iradiere de ordinul a 15-30μAh care sa necesite timpi de iradiere nu  mai mari decât 80min dat fiind timpul de înjumătăţire de 110min al 18F şi ca urmare a pierderii prin dezintegrare în timpul iradierii a unei cantităţi însemnate din radionuclidul produs. Rezultă de aici că se recomandă utilizarea unor intensităţi cât mai mari (vezi tab. 2) ale fasciculului care iradiază ţinta.

II.
Instalatia de sinteza 18F-FDG

Etapele sintezei 18FDG sunt urmatoarele
1) Producerea 18F

2) Separarea 18F cu recuperarea 18F

3) Florurarea precursorului  TAFDG     -  substitutie nucleofila

4) Hidroliza acida

5) Purificarea 18FDG

ETAPELE  PROCESULUI TEHNOLOGIC DE OBTINERE  A 18F-FDG
2[18F] Fluoro-2 deoxi D-glucoza (2-18FDG) este unul dintre cele mai importante radiofarmaceutice folosi in PET. Sinteza 2-18FDG se poate descrie prin schema de mai jos:
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Astfel o prima etapa o constitue producerea 18F (T1/2=109,6 min, Iβ+=97%, Eβ+=0,64MeV) care se poate face pe mai multe cai, dintre acestea cea mai favorabila fiind reactia:
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care se realizeaza iradiind la ciclotron apa imbogatita in 18O (de preferinta cat mai mult ~97%) cu protoni de 10-20MeV. In conditii optime, iradiind cu protoni de 11MeV timp de aproximativ 1 ora se pot obtine activitati de ordinul a 20GBq (cateva sute de mCi de 18F in H218O). Cu un ciclotron care da protoni cu E-17MeV se pot atinge randamente de ordinul a 2Ci pentru acelasi timp de iradiere.

O a doua etapa o constitue separarea  18F cu recuperarea H218O care nu a fost folosita. Astfel 18F in solutia cu H218O dupa iradiere este transportat rapid si trecut pe o coloana umpluta cu un anionit – BioRad AG-1 in forma carbonatica. 18F se absoarbe pe coloana, iar apa imbogatita in 18O care nu a reactionat trece prin coloana si este colectata intr-un recipient pentru a fi reciclata.

A treia etapa urmareste realizarea florurarii cu 18F prin substitutie nucleofila a precursorului care in acest caz este 1,3,4,6-tetra-O-acetil-2O-trifluoro-methansulfonil-D-manopiranoza (TAFDG)  (C15H19F3O12S). Pentru aceasta se elueaza 18F de pe coloana de anionit cu un amestec de K2CO3 + Kriptofix 222 in acetonitril si se introduce in vasul de sinteza preincalzit la 68oC. Sarea cu 18F s-a uscat evaporand solventul cu ajutorul vidului. Sarea este apoi resolubilizata in acetonitril adaugandu-se si precursorul TAFDG, cand are loc florurarea, substitutia fluorului inactiv din precursor cu 18F. In urma refluxarii solutiei la 90oC se obtine TA[18F]FDG.
Amestecul acesta de reactie se raceste la 70oC, se dilueaza cu apa si se trece pe o coloana de separare umpluta cu C-18. Se spala coloana cu o solutie 0,01M de HCl dupa care produsul florurat se elueaza cu tetrahidrofuran (TNF).

In etapa a patra se realizeaza hidroliza acida a precursorului florurat. Astfel TA[18F]FDG se evapora la sec pentru indepartarea tetrahidrofuranului; apoi fiind utilizat uzual in prepararea radiofarmaceuticelor, precursorul fluorurat cu 18F este hidrolizat prin adaugarea a 2 ml de HCl 1M, sub agitare si incalzire la 130oC.

Ultima etapa consta in  purificarea produsului marcat. Aceasta se realizeaza prin trecerea amestecului de reactie care contine [18F]FDG, TA[18F]FDG partial hidrolizat, [18F]F-, Kriptofix[2,2,2] si alti produsi paraziti, pe o succesiune de trei coloane inseriate si umplute cu un cationit (Bio-Rad AG-50W-X8 in forma H+), cu C-18 si ultima cu Al2O3 (Sep-Pak Alumina A, Millipore).

[18F]FDG se elueaza din coloane cu apa sterila. Pentru ajustarea izotonica s-a adaugat o cantitate calculata corespunzator de NaCl (extra pure Merck). 

Sterilizarea produsului final s-a realizat printr-o filtrare sterila printr-o membrana microporoasa din acetat de celuloza (cu pori de 0,22 μm).

Reactiile chimice care au loc la sinteza 18F-FDG

Unde:Tf  este  -SO2-CF3




AC este –CO-CH3
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Efficienza quantica del PMT.

 

Figura 3.9 

Risposta del sistema nelle diverse regioni spettrali.
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Formula chimica FDG. Se remarca locul in care izotopul 18F marcheaza molecula
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Testele impuse de controlul de calitate care trebuiesc facute pentru ca produsul radiofarmaceutic sa indeplineasca normele de utilizare sunt sintetizate in diagrama alaturata:
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Spectrul radiatiilor gama corespunzator probei de 18F

Realizarea instalatiei experimentale
Punerea in opera a schemei bloc a instalatiei de sinteza descrise, s-a facut prin construirea  a trei parti functionale:

1. instalatia de sinteza radiochimica amplasata intr-o nisa de protectie (fig 1)

2. instalatia care asigura vidul si gazele necesare tehnologiei de sinteza (fig. 2)

3. complexul automatizat de control si comanda a intregului proces (fig. 3)

Instalatia de sinteza radiochimica


[image: image11]
Fig. 1 instalatia de sinteza asamblata in nisa de protectie

In imaginea de mai sus se observa in partea stanga trapa cu azot lichid de captare a vaporilor din instalatia de vid. Pe grila de montaj se gaseste reactorul inconjurat de cuptorul ce asigura incalzirea la temperaturi riguros controlate a reactivilor din reactor. Pentru cuptor s-a ales o solutie care sa asigure o inertie termica cat mai mica si sa permita si racirea prin injectarea printr-un ajutaj din partea inferioara a unui curent de aer racit in prealabil

Instalatia de vid si gaze


[image: image12]
Fig. 2  Instalatia de vid si gaze

In fig. 2 se observa in partea din spate butelia de heliu de inalta puritate(99,99999%) cu robinetii de reglaj. Pe cadrul de montaj sunt instalate electovalvele de control, robinetii dozatori si pompa de vid cu diafragma. Tot aici se gaseste si compresorul uscat pentru aer si sistemul de racire.

Complexul de automatizare


[image: image13]
Fig. 3.  complexul de automatizare si ansamblul instalatiei

Complexul de automatizare asigura controlul procesului radiochimic de sinteza si monitorizarea unor parametrii. Nucleul sistemului este o placa de achizitie National Instruments NI 6221 montata intr-un port PCI de pe placa de baza a unui PC. Softul este realizat in mediul de programare LabView7. Diagrama bloc a modulului de termostatare este prezentata alaturat (fig.4a,b)

[image: image14.emf]
Fig 4a diagrama bloc a programului de control temperatura

[image: image15.emf]
Fig 4b diagrama bloc a programului de control temperatura

O captura a imaginii ferestrei de control temperatura este prezentata in fig. 5


[image: image16]
fig. 5 fereastra de control temperatura

Imagini din timpul experimentelor de sinteza

-manipularea substantelor radoactive (fig. 6)


[image: image17]
Fig. 6


-determinarea de activitati in diferite momente ale procesului cu ajutorul calibratorului computerizat (fig. 7)


[image: image18]
Fig. 7 calibratorul computerizat
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Concluzii

· În cadrul activităţilor aferente acestei etape s-au obţinut un sistem de iradiere a ţintelor lichide la intensităţi cât mai mari pentru obţinerea radionuclidului  18F (care are aplicaţii medicale în investigaţiile PET) folosind o soluţie constructivă a incintei de iradiere dedicate pentru iradierea apei îmbogăţite cu 18O (H218O 90%) 

· S-au experimentat diferite regimuri/tehnologii de iradiere care să conducă la randamente de producere convenabile unei producţii de rutină la scară mică/medie sau care să poată face subiectul unui transfer tehnologic în cazul utilizării unui nou accelerator dedicat acestui scop.  

· Regimurile de transport realizate şi testate sunt compatibile cu iradierile intense cerute de aplicaţiile legate de producerea de radionuclizi, activări superficiale sau implant ionic de mare energie.

· Experimentele realizate demonstrează că sistemele de iradiere şi condiţiile realizabile pentru iradierea ţintelor lichide sunt compatibile cu producerea radionuclidului 18F în condiţii convenabile unei cereri la scară mică/medie pentru scopuri medicale sau/şi de cercetare

· Dezvoltările de infrastructură realizate, au deschis oportunităţi atât pentru cercetări aplicative proprii cât mai ales în parteneriate  multidisciplinare legate iradieri intense ale ţintelor lichide pentru producerea de radioizotopi, care au aplicaţii de mare interes în investigaţiile medicale moderne cum sunt cele de tomografie cu pozitroni (PET).

Activitatea I.3 Definirea protocolului de lucru privind analiza prin metode de fluorescenta confocala si spectroscopie de impedanta a interactiei unor compusi PET cu celule normale si a efectului radiatiilor ionizante asupra proliferarii celulare
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Introducere

In vederea analizei prin metode de fluorescenta confocala/TIRF si spectroscopie de impedanta a interactiei unor compusi PET cu celule normale si a efectului radiatiilor ionizante asupra proliferarii celulare a fost puse la punct protocoalele de lucru pentru efectuarea acestor analize.

Masuratorile de impedanta implica utilizarea unui analizor de impedanta / spectrometru de impedanta, a unui multiplexor, precum si dezvoltarea unor circuite echivalente ale interfetelor traductor - proba pntru extragerea parametrilor de interes caracteristici celulelor si eliminarea elementelor de fond (mediu, substrat, electrod).

Masuratorile de microscopie de fluorescenta necesita stabilirea protocoalelor de lucru in functie de markeri de fluorescenta utilizati, respectiv setarea  lungimilor de unda de excitare si a filtrelor, alegera parametrilor sistemului de achizitie de imagini si nu in ultimul rand, realizarea conditiilor de cultivare adecvate sistemelor celulare investigate.

Definirea protocolului de lucru pentru analiza interactiei unor compusi PET cu celule normale si a efectului radiatiilor ionizante asupra proliferarii celulare prin spectroscopie de impedanta 

In componenta set-upului de impedanta care va fi folosit in continuare pe durata proiectului au fost integrate urmatoarele componente: analizorul de impedanta Solartron 1260, un front-end pentru analiza a 4 canale, o incinta termostatata, cuve/celulele de masura. 

Pentru monitorizarea cresterii celulelor am ales cipuri de aur depus pe sticla care vor permite realizarea atat a analizelor optice (e.g, TIRF) precum si a  masuratorilor electrice, de impedanta. A fost stabilita domeniul de frecventa pentru masuratorile de impedanta, respectiv 1Hz-1MHz, cu amplitudinea semnalului aplicat de ~ 50mV. S-a realizat un sistem de termostatare pentru a mentine o temperatura contstanta de  37oC ±0.5 oC.

Ansamblul de masura este prezentat in figura 1:


[image: image19]
Fig. 1 ansamblu de masura pentru investigarea celulelor prin spectroscopie de impedanta

Protocolul masuratorilor de spectroscopie de impedanta pentru monitorizarea celulelor crescute pe cipuri a constat in parcurgerea mai multor pasi.

In vederea testarilor preliminare au fost utilizate cipuri cu electrozi de aur depusi in 2 geometrii diferite si avand, intr-un caz, si un strat dielectric depus pe suprafata electrozilor. Optiunea stratului dielectric depus la suprafata senzorilor este dictata de posibilitatea eliminarii (sau reducerii) efectului polarizarii de electrod care limiteaza aplicabilitatea masuratorilor de spectroscopie de impedanta in domeniul frecventelor joase.
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Figura 2 Imaginea platformelor de testare realizate pentru cele doua variante de electrozi interdigitati
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Figura 3 Detalii ale structurii electrozilor interdigitati aferenti unei unitati de masura de pe platforma senzoristica 1
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Figura 4 Detalii ale structurii electrozilor interdigitati aferenti unei unitati de masura de pe platforma senzoristica 2

Electrozii dreptunghiulari – platforma 1, sunt cu acoperire de strat dielectric (in cele ce urmeaza denumiti acoperiti) iar cei rotunzi – platforma 2, nu au nici o acoperire. In ambele variante, zona de aur a electrozilor interdigitati este expusa, conexiunile avand acoperire de material izolator (masca pentru litografie).

Dezvoltarea modelului circuitului echivalent 

Analiza cantitativa a experimentelor de spectroscopie de impedanta este puternic dependenta de existenta unui model echivalent cat mai aproape de realitate. o abordare eficienta este furnizata de utilizarea modelelor circuitelor electrice echivalente. Dezvoltarea acestor circuite echivalente implica si utilizarea unor elemente descriptive (matematice) precum elementele de faza constanta (CPE) care nu pot fi associate unor elemente concrete din sistem ci permit mai degraba o parametrizare a neomogenitatilor, a polarizarii de electrod sau a comportarii complexe a conductiei si/sau difuziei prin straturi subtiri. 

Initial datele au fost fitate cu un circuit echivalent intalnit in literatura:  


[image: image26]
Unde CPE1 este elementul datorat dublului strat la electrozi, R1 este rezistenta solutiei, C1 este datorat comportarii dielectrice a solutiei. 

In urma experimentelor am descoperit diferente intre datele masurate de noi si cele din literatura care se fiteaza cu circuitul de mai sus (conductivitatea solutiilor saline in acelasi domeniu):

· in absolut din impedanta (modul Z), dispersia obtinuta pentru electrozii circulari este obtinuta la frecvente mult mai mici: 100-1000Hz. In literatura dispersia incepe in zona de 10kHz. 

· in faza, la frecvente peste 1Mhz apare o crestere a fazei care poate fi corelata cu inductanta parazita a cablurilor de legatura dar care poate de asemenea proveni din geometria particulara a electrozilor interdigitati. Aceasta crestere nu apare in literatura.


[image: image27]

[image: image28]
Unde:

- Cpe1 este elementul de faza constanta (caracterizat prin doi parametri modul = K si constanta de distributie = alf) datorat dublului strat. K si alf raman aproximativ constante de la o solutia la alta, variaza semnificativ cand masuram in aer.

- R1 rezistenta solutiei. 

- Cpe2 este datorat neuniformitatii campului electric. Electrozii nu sunt simetrici si sunt si intrerupti. Aceasta presupunere este verificata de faptul ca cpe2 nu variaza in functie de solutie cu mult peste variatia intre doua masuratori consecutive pe aceeasi solutie.

- R2 este un elementul care apare in plus la circuitul nostru. Influenteaza zona in care incepe dispersia, si la frecvente mari ajuta la cresterea valorilor in faza. Nu variaza cu solutia, deci e un element care tine de configuratia firelor catre analizorul de impedanta. 

	
	Sol1/mas3
	Sol1/mas8
	Sol1/mas13
	Sol2/mas3
	Sol2/mas8
	Sol2/mas13

	R2
	46.41
	42.92
	43.41
	47.78
	47.04
	47.3

	R1
	16956
	14322
	12689
	986.2
	994
	986.6

	K1 
	2.3888E-7
	2.8596E-7
	3.3485E-7
	3.7088E-7
	3.7432E-7
	3.6835E-7

	Alf1
	0.74733
	0.74281
	0.74096
	0.79699
	0.79739
	0.80083

	K2
	1.054E-9
	1.373E-9
	1.373E-9
	1.200E-9
	1.218E-9
	1.239E-9

	Alf2
	0.8891
	0.87471
	0.87532
	0.90168
	0.9008
	0.89953


Variatia parametrilor circuitului echivalent in functie de solutie si de masuratoare.
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Figura 5 Fitul pe doua solutii saline. Stanga cea mai putin conductiva. Dreapta, solutia conductiva.

1. Electrozii “cu acoperire”, electrozi interdigitati de forma dreptunghiulara. 

Datele obtinute in cazul electrozilor interdigitati cu strat neconductiv sunt „zgomotoase” pana la 1KHz fapt care ar putea fi explicat prin zonele neacoperite („defecte”) vizibile la extremitatile electrozilor. Valorile impedantei au crescut cu un ordin de marime fata de datele obtinute cu electrozii „goi”. 


[image: image31]
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Unde:
- Cpe1 este datorat faptului ca avem o parte a electrozilor in contact direct cu lichidul. Variaza cu solutia. 

- R1 rezistenta solutiei.

-Cpe2 este datorat stratului neconductiv depus. Un strat uniform permite fitul datelor cu o capacitate in locul elementului de faza constanta.  Desi ar fi trebuit sa fie constant,  variaza foarte putin cu solutia. 

- R2 si C2 sunt elemente care apar in plus la circuitul nostru. Influenteaza zona in care incepe dispersia, si la frecvente mari ajuta la cresterea valorilor in faza. Nu variaza cu solutia, fiind elemente care tin de configuratia firelor catre analizorul de impedanta. 

	
	Sol1/mas3
	Sol1/mas8
	Sol1/mas13
	Sol2/mas3
	Sol2/mas8
	Sol2/mas13

	K1
	9.079
	8.859
	1.43
	1.417
	1.044
	1.757

	Alf1
	0.97022
	0.9695
	0.93273
	0.90092
	0.91635
	0.90061

	K2
	8.954
	1.1731
	2.1227
	2.6115
	2.4112
	3.0525

	Alf2
	0.64967
	0.61
	0.49
	0.417
	0.465
	0.408

	R1
	123980
	95381
	41160
	1935
	2000
	2413

	R2
	5319
	4293
	5481
	4877
	4766
	4327

	C2
	9.42
	1.022
	1.372
	1.074
	1.089
	8.661
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Figura 6 Fitul pe doua solutii saline. Stanga cea mai putin conductiva. Dreapta, solutia conductiva.

Electrozii, dupa testare, sunt prevazuti a fi utilizati in conjunctie cu experimente de monitorizare a atasarii si proliferarii celulelor intr-un aranjament experimental de tipul prezentat in figurile de mai jos:

[image: image35.png]
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Figura 7 Reprezentare schematica a unui monostrat de celule crescut la suprafata unor platforme functionalizate de analiza; reprezentarea schematica a celulelor crescute la suprafata unor electrozi interdigitati depusi pe un substrat de sticla (sistemul este prevazut a fi analizat dual prin impedanta si TIRFM).

Definirea protocolului de lucru privind analiza prin metode de fluorescenta

Analizele de fluorescenta sunt, la ora actuala, printre cele mai precise si sensibile metode de analiza. Necesitatea eliminarii eficiente a semnalului provenit de la fundal si focalizarea in plane bine determinate pe aza z in interiorul unor probe biologice groase, au condus la dezvoltarea tehnicilor de fluorescenta si aparitia sistemelor confocale (laser scaning sau cu disc rotitor). 

Tehnica microscopiei de fluorescenta prin reflexia totala interna este o dezvoltare recenta care, datorita capacitatii de excitare a fluoroforilor situati intr-un strat ingust (de pana la 200 nm) de la interfata dintre doua medii cu indici de refractie diferiti in conditii de reflexie totala interna a luminii incidente permite eliminarea cvasitotala a fundalului si obtinerea unor rezolutii de axa z cu ordine de marime mai bune decat cele furnizate de microscopia confocala.

[image: image37.png]



Sistemul va fi utilizat in conjunctie cu analizele de impedanta pentru evaluarea atasarii celulelor de suportii nanostructurati.

Fluorescenta in reflexie totala interna (TIRF) faciliteaza vizualizarea in conditii excelente de sensibilitate si contrast a moleculelor (cu sensibilitate de pana la o singura molecula) situate in imediata vecinatate a unei interfete la care are loc reflexia totala interna a unui fascicul laser. Acest lucru se realizeaza fara afectarea functiilor celulare permitand astfel monitorizarea pe durate lungi a biomoleculelor si studiul dinamicii si interactiilor in care sunt implicate, la nivel molecular.

In mod normal in conditii de TIRF, o proba este „iluminata” pe o adancime de 100-200nm, fluoroforii situati in afara zonei de iluminare necontribuind nici la semnalul util si nici la fundal, experimentul desfasurandu-se astfel in conditiile unui raport semnal/zgomot mult amplificat cu efect in cresterea contrastului imaginii. 

Exista doua aranjamente posibile pentru sistemele TIRF: cel prin obiectiv (singurul disponibil comercial) sau cel pe baza de prisma.
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 Necesitatea ca specimenul sa fie plasat intre prisma si sistemul de vizualizare face ca sistemele cu prisma sa fie dificil de manevrat. Recente dezvoltari tehnologice au permis comercializarea de obiective cu apertura numerica mare, speciale pentru TIRF, si care permit atingerea unor unghiuri de incidenta mult peste unghiurile critice la care se obtine efectul TIRF in conditiile unei usurinte si automatizari mari in functionare oferite de sistemele pe microscoape inversate, cu iluminare prin obiectiv. Este poate de mentionat ca Olympus comercializeaza un obiectiv special cu apertura numerica de 1.65 (fata de 1.49 la obiectivele cele mai puternice care nu necesita medii optice speciale) dar impune utilizarea unor slide-uri de safir.
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Principiul de masura consta in iluminarea unei interfete dintre doua medii cu indici de refractie diferiti (indicele de refractie mai mare corespunzator mediului in care are loc reflexia) cu un fascicul monocromat la un unghi de incidenta mai mare decat unghiul critic, la care toata lumina incidenta este reflectata in mediul de unde a pornit.
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Reflexia luminii incidente este acompaniata, in mediul cu indice de refractie n1 de generarea unei unde electromagnetice evanescente (a carei intensitate variaza exponential cu distanta de penetrare), cu aceeasi lungime de unda cu lumina incidenta si care poate excita fluoroforii aflati intr-o zona ingusta de langa interfata.

[image: image41.png]I=1,exp(-z/d)



 in care I0 este intensitatea la interfata, z este distanta perpendiculara pe interfata iar d este distanta caracteristica care descrie adancimea de penetrare in mediul optic.
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 aceasta distanta este dependenta de lungimea de unda dar si de valoarea unghiului de incidenta.

Intensitatea fluorescentei, un parametru experimental extrem de important, se poate calcula ca: [image: image43.png]F(:): Clyexp(-z/d)



 in care C este un parametru caracteristic tipului de fluorofor folosit.

Sistemul dezvoltat in cadrul Centrului International de Biodinamica (CIB) are facilitati multiple, de TIRF laser, epifluorescenta si TIRF in lumina alba, DIC (interferenta de contrast diferentiala) facilitati sustinute de obiective speciale (cu apertura numerica mare 1.49, si corectii pentru aberatiile geometrice si de culoare), de sistem de focus de mare precizie pe obiectiv (pas de 10 nm) dar si de masa piezo (pas de 1.5 nm pe axa z si 80 nm pe xy) si de o camera cantitativa, extrem de sensibila, cu racire si tehnologie EMCCD. Sistemul este construit pe o platforma AxioObserver de la Zeiss, laser tweezers in masura necesitatilor si resurselor.
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Din gama posibilelor aplicatii ale sistemului TIRF mentionam: observarea dinamicii la nivel de molecula, observarea dinamicii filamentelor actinice si a punctelor focale de adeziune, vizualizarea structurii microtubulelor in apropierea suportului de cultivare transparent, vizualizarea proceselor de endo-exocitoza si a traficului vezicular, vizualizarea jonctiunilor celulare.

O aplicatie particulara avuta in vedere este vizualizarea dinamicii si aderentei celulelor de suprafete nanopaternate (cu geometrie si compozitie variabila la scala submicronica).

Platformele suport sunt concepute a fi compatibile atat cu masuratorile optice (SPR, TIRF) cat si cu masuratorile electrice (spectroscopia de impedanta intr-un domeniu larg de frecvente).

Licitatia pentru achizitionarea set-upului pentru analize TIRF a fost finalizata, sistemul fiind preconizat a fi disponibil la sfarsitul anului 2006. Specificatiile tehnice ale acestuia sunt:

· Echipament de microscopie optica, cu microscop inversat de cercetare, care sa permita urmatoarele metode de examinare:

· lumina transmisa cu toate obiectivele livrate

· DIC cu toate obiectivele livrate

· epi-fluorescenta si fluorescenta in strat subtire (cu iluminare sub unghi mai mic de 90 grade) cu filtre albastru/verde/rosu cu toate obiectivele livrate

· TIRF cu lumina alba, utilizabil cu orice combinatie de filtre de fluorescenta si cu obiectivele cu marire 60x si 100x

· TIRF cu iluminare cu sursa laser, cu minim o lungime de unda (488nm) si cu obiectivele cu marire 60x si 100x

· SRIC (Surface Reflective Interference Contrast) sau echivalent

· Microscopul trebuie sa permita motorizarea ulterioara (sau sa fie deja motorizat) si comanda din calculator cel putin pentru:

· Focalizare pe axa Z, pentru sectionare optica

· Schimbare motorizata a filtrelor de fluorescenta

· Obturator motorizat pentru epi-fluorescenta

· Sistemul trebuie sa fie dotat cu echipament video digital de mare sensibilitate pentru achizitie de imagine, si cu software de analiza si prelucrare a datelor obtinute.

Microscop de cercetare

· Microscop inversat de cercetare, cu sistem optic infinit, cu campul de minim 22mm

· Stand ergonomic, stabil, antivibratie

· Cai optice disponibile si modalitati de impartire a luminii:

· Minim 4 cai optice separate (binocular si 3 cai optice dedicate pentru aplicatii)

· Zoom intermediar inclus, cu actiune in toate caile optice, cu marire de 1.5x

· Posibilitate de distribuire a luminii:

· 100% in oculare

· 100% in cel putin unul din porturile de aplicatie

· Partial in oculare (sub 30%) si partial in portul de aplicatie (peste 70%) la restul porturilor de aplicatie

· Sursa de iluminare pentru lumina transmisa:

· cu bec halogen, cu putere de minim 100W, precentrata, cu intensitate reglabila din microscop

· Filtre incluse:

· Filtru difuzor

· Filtru verde de interferenta

· Filtru de absorbtie a caldurii

· Filtru albastru pentru schimbarea culorii luminii – lumina de zi

· Filtru polarizor, cu polarizor rotativ cu gradatii si posibilitate de introducere si scoatere usoara a filtrului din calea optica

· Diafragma de camp reglabila

· Brat de iluminare inclinabil, care sa permita introducerea de preparate cu inaltime mare fara sa fie nevoie sa se modifice pozitia condensorului

· Cap revolver:

· cu minim 6 pozitii, precentrate,

· cu sloturi pentru introducerea prismelor pentru DIC pentru fiecare obiectiv in parte

· prisme pentru examinare DIC pentru toate obiectivele oferite

· cu filtru analizor cu analizor rotativ si posibilitate de introducere si scoatere usoara a filtrului din calea optica

· Sistem de focalizare prin miscarea sus/jos a capului revolver cu obiective, cu

· Micro/macroviza coaxiale, cu mecanism de reglare a fortei de frecare pentru macroviza, si cu limitator de cursa superioara reglabil

· Microviza gradata la 0.1 microni, cu cursa de 0.1mm/rotatie

· Binocular cu:

· posibilitate de reglare a distantei interpupilare, pentru o pozitie ergonomica la examinare, cu camp de minim 22mm

· lentile Bertrand, cu lentila de zoom cu marire de cel putin 2x si obturator

· oculare cu marire 10x cu camp optic de minim 22mm si posibilitate de reglare a dioptriilor pentru fiecare ochi in parte.

· Condensor optic cu:

· Lentila condensor cu apertura numerica de minim 0.50 si distanta de lucru de minim 30mm

· Apertura diafragmei reglabila

· Pozitie pentru lumina transmisa

· Sistem modular, dotat cu module pentru examinare in DIC pentru toate obiectivele furnizate

· Posibilitate de adaugare ulterioara a altor module (pentru contrast de faza, contrast Hoffman, obturator)

· Cel putin 4 pozitii disponibile pentru module, in afara de pozitia pentru lumina transmisa

· Centrabil in plan orizontal si reglabil in plan vertical

· Masa mecanica:

· cu suprafata de cel putin 330x230mm

· gama de deplasare cel putin 50x70mm

· suport pentru sustinerea/fixarea probelor (lame microscop si vase Petri)

· acoperita cu strat protector dur, antizgariere

· butoanele de control X/Y coaxiale, care trebuie sa:

· permita reglarea fortei de deplasare pe fiecare directie

· ramana in aceeasi pozitie, aproape de microviza, indiferent de pozitia preparatului examinat

· Obiective corectate pentru aberatii de culoare (acromate) si aberatii de planeitate pana la periferia campului optic (plane), dedicate pentru examinare in fluorescenta, cu transmisie crescuta in UV, cu distanta de lucru mare:

· Obiectiv cu marire 20x, uscat, cu apertura numerica de minim 0.50 si distanta de lucru de minim 2.00mm, cu sistem telescopic cu arc pentru protectie

· Obiective corectate pentru aberatii de culoare (acromate), aberatii de planeitate pana la periferia campului optic (plane), si pentru toate aberatiile optice in tot spectrul vizibil (apocromate), cu apertura numerica mare:

· Obiectiv cu marire 40x, uscat, cu apertura numerica de minim 0.95 si distanta de lucru de minim 0.12mm, cu sistem telescopic cu arc pentru protectie, cu sistem de corectie pentru grosimea lamelei (a aberatiilor de sfericitate) cel putin intre 0.13-0.20mm

· Obiective corectate pentru aberatii de culoare (acromate), aberatii de planeitate pana la periferia campului optic (plane), si pentru toate aberatiile optice in tot spectrul vizibil (apocromate), cu apertura numerica foarte mare, dedicate pentru examinare in TIRF:

· Obiectiv cu marire 60x, cu imersie de ulei, cu apertura numerica de minim 1.45 si distanta de lucru de minim 0.10 mm, cu sistem de corectie a aberatiilor de sfericitate pentru grosimea lamelei cel putin intre 0.13-0.17mm si pentru temperatura de examinare pentru 23 si 37 grade Celsius. Distanta de lucru mai mare sau egala cu 0.13mm este un avantaj. La fel si sistemul de corectare pentru grosimi ale lamelei mai mari de 0.20 mm.

  Sau echivalent,

· Obiectiv cu marire 100x, cu imersie de ulei, cu apertura numerica de minim 1.45 si distanta de lucru de minim 0.10 mm, cu sistem de corectie a aberatiilor de sfericitate pentru grosimea lamelei cel putin intre 0.13-0.17mm si pentru temperatura de examinare pentru 23 si 37 grade Celsius. Distanta de lucru mai mare sau egala cu 0.13mm este un avantaj. La fel si sistemul de corectare pentru grosimi ale lamelei mai mari de 0.20 mm.

Accesorii pentru examinare in epi-fluorescenta, fluorescenta in strat subtire, TIRF cu sursa de lumina alba si cu sursa laser

· Accesoriu pentru toate metodele de examinare, care sa:

· Permita adaugarea ulterioara a unui alt modul in calea optica

· Permita schimbarea usoara, in cadrul aceleiasi examinari, intre toate metodele de examinare

· Diafragma de camp centrabila, reglabila manual

· Apertura diafragmei centrabila, reglabila manual

· Filtre neutre selectabile pentru reglarea intensitatii luminii

· Minim sase pozitii pentru blocuri de filtre de fluorescenta, cu sistem rotativ/turela de schimbare a filtrelor

· Sistem de eliminare a zgomotului/luminii reflectate din calea optica

· Blocuri de filtre:

· EX450-490, BA520,    DM505,

· EX510-560, BA590,    DM575,

· EX340-380, BA435-485,  DM400,

· Filtru special, dedicat pentru examinare SRIC

· Blocurile de filtre trebuie sa permita indepartarea usoara a filtrelor de excitatie, pentru examinare in TIRF cu sursa laser

· Diafragme centrabile si reglabile pentru examinare in TIRF cu sursa de lumina alba, care sa permita examinarea:

· cu oricare combinatie de lungimi de unda de excitatie si de emisie pentru care exista un filtru instalat

· cu obiectivele cu marire 60x si 100x

· Accesorii pentru realizarea epi-iluminarii sub un unghi variabil a preparatului, pentru fluorescenta in strat subtire

· Diafragme centrabile si reglabile pentru examinare in TIRF cu sursa de lumina alba, care sa permita examinarea:

· cu oricare combinatie de lungimi de unda de excitatie si de emisie pentru care exista un filtru instalat

· cu obiectivele cu marire 60x si 100x

· Accesorii pentru realizarea epi-iluminarii sub un unghi variabil a preparatului, pentru fluorescenta in strat subtire

· Componente pentru examinarea in TIRF cu sursa laser, care sa permita:

· Reglarea unghiului de incidenta a razei laser pentru a obtine TIR

· Pozitionarea precisa a fascicolului laser pe preparat

· Pozitionarea sa fie repetabila, si sa se faca cu micrometre gradate (sau echivalent), atat pe axa X cat si Y

· Utilizarea sursei laser oferite, pentru toate lungimile de unda emise

· Utilizarea sistemului pentru experimente tip FRET/FRAP

Sursa de epi-iluminare:

· Cu lumina alba, putere de cel putin 200W

· Spectru de emisie cel putin la fel de larg si de intens ca al lampilor HBO

· Externa, rece, cu transmitere prin cablu „liquid light guide”, cu factor de atenuare foarte mic si transmisie mare pentru intreg spectrul emis

· Cu posibilitate de reglare a intensitatii luminoase

· precentrata

Sistem de surse laser

· Sistem de surse laser, care sa permita atasarea a cel putin trei laseri, si emisia secventiala, prin aceeasi fibra optica a tuturor liniilor de emisie selectate

· Sursa laser externa, cu putere de cel putin 40mW, cu cel putin linia de emisie 488 nm (linii de emisie in 457, 488 si 514nm, selectabil)

· Posibilitate de adaugare ulterioara de laseri pentru a adauga cel putin alte doua linii de emisie

· Fibra optica care sa mentina polarizarea luminii, cu transmisie mare pentru lumina

· Unitate de control a surselor laser, cu posibilitate de selectie a sursei/surselor care sa emita

Interfata pentru control din software-ul livrat

Sistem de reglare fina a focalizarii pe axa Z

· Gama de miscare – cel putin 100 microni

· Repetabilitate - cel putin 1nm

· Acuratete si linearitate a deplasarii – cel putin 0.5% din cursa

· Unitate de comanda si control

· Control din calculator, prin conexiune USB sau RS232

·  Sistem foto digital de mare rezolutie pentru achizitie a imaginilor

· Camera video digitala cantitativa:

· Tehnologie EMCCD, fara tub amplificator

· Rezolutie minima de 490x490 pixeli

· Senzor cu dimensiuni de cel putin 6.5 x 4.9mm

· Eficienta quantica maxima de cel putin 52%

· Racita pana la minim -20

· Active Area Pixel Well Depth (e- typical) - 25,000

· Conventional Register Pixel Well Depth (e- typical) - 100,000

· Pixel Readout Rate - 12.5

· Read Noise (e-) - 25

· Digitizare 14-bit/canal

· Sistem de gain liniar si cantitativ (cu posibilitate de oprire)

· Viteza mare – cel putin 30fps la rezolutia maxima, cu posibilitate de obtinere de viteze mai mari prin binning

· Pixeli cu dimensiuni de maximum 10 x 10μm

Protocol de lucru pentru microscopul Zeiss – AxioObserver Z1 – utilizand lumina LASER 

Tehnici de microscopie: 

· Epi-fluorescenta;

· TIRF;

Componente necesare:


-sursa de lumina: Sistem LASER cu shutter UNIBLITZ


-microscop inversat


-piezo stage, nanodrive; joystick;


-calculator PC


-TIRF slider
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Fig. 10 Sliderul TIRF 

Sliderul TIRF se monteaza in planul diafragma a caii de fluorescenta a microscopului si contine fibra optica aferenta sistemului Laser. Permite prin accesarea unui simplu buton trecerea din epifluorescenta in TIRF iar prin surubul micrometric, ajustarea unghiului de incidenta a luminii laser si realizarea conditiilor de reflexie totala interna.

Verificarea marimii unghiului incident se face fie setand obiectivul 5-angle adjust si privind monitorul camerei foto punctul luminos al razei ce apare pe monitor trebuie sa fie la 1 cm distanta de marginea inferioara a monitorului fie utilizand Dialogul TIRF-panel Adjust-setare Angle Adjust 

Realizarea de imagini multi – color
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              Fig. 11   Epifluorescenta – multicolor           Fig. 12  TIRF multicolor

TIRF-multicolor este folosit pentru investigarea interactiilor mai multor proteine implicate intr-un anumit proces (ex.: aspecte moleculare ale deplasarii celulelor). 
Pentru realizarea de imagini multi-color TIRF, se foloseste aceeasi setare a unghiului de incidenta pentru toate cele 3 lungimi de unda oferite de laserul multi-linie argon 100 mW: 458, 488 si 514 nm. Nu este necesara realinierea dupa modificarea lungimii de unda (sistemul de blocuri de filtre facand rapid selectia lungimii de unda). Este importanta folosirea facilitatii de suport in alinierea TIRF pentru divergenta si unghiuri TIRF oferit de softul AxioVision software 4.6.

Pentru achizitionarea imaginilor se va proceda astfel:

-se va face achizitia fiecarei imagini in “single fluorescent channel”

-se va utiliza setarea “import to ZVI”

Achizitionarea imaginii pentru primul canal de flourescenta pentru care fluoroforul utilizat este excitabil:

1 -se seteaza cubul de filtre ce va furniza lungimea de unda a razei LASER (ex:458nm sau 488nm)

2 -se va aduce “in focus” proba vizualizata utilizand macro si microviza microscopului sau meniul Microscope a softului AxioVision

3 -utilizand dialogul TIRF se va realiza verificarea conditiilor TIRF necesare pentru obtinerea imaginilor: din panelul Adjust a dialogului se selecteaza “Angle ajust”, microscopul va trece automat la utilizarea obiectivului 100X-angle ajust urmand ca pe display-ul camerei foto sa apara raza de lumina pe a carui traiect exista un punct de focalizare. In conditiile necesare pentru TIRF punctul de focalizare trebuie sa se afle la 1 cm distanta de marginea inferioara a display-ului camerei foto. In caz contrar reglarea se va face utilizand butonul rotativ angle adjust de pe slide-ul TIRF. 

4 -odata indeplinita conditia se selecteaza din dialogul TIRF panel-ul Adjust butonul “Done adjust” microscopul va trece automat la utilizarea setarilor anterioare necesare pentru achizitionarea imaginii iar pe display-ul camerei va aparea imaginea preluata (daca aceasta nu este “in focus” se va corecta focalizarea)

5 -din meniul “File” se selecteaza →Save Display as →Image si un meniu poop-up va cere indicarea fisierului in care se va face salvarea imaginii. O alta modalitate de achizitionare a imaginii este achizitionarea unei imagini cadru utilizand butonul →“snap” al meniului lateral al softului Andor iQ. Pe display-ul camerei va aparea imaginea cadru pe care o salvam utilizand meniul File si aceiasi pasi ca in cazul modalitatii anterioare 

Se va trece la achizitionarea celorlalte imagini pentru urmatoarele canale de fluorescenta cu lungimi de unda a luminii incidente pentru care fluoroforul utilizat este excitabil prin simpla selectare a celorlalte cuburi cu filter corespondente. Achizitionarea imaginilor se face urmand tot aceeasi pasi.

Odata salvate imaginile in single fluorescent channel din  meniul File se selecteaza comanda "Import to ZVI" si un meniu poop-up se va deschide. Meniul este conceput in pasi de lucru dupa cum urmeaza:

· pas 1: selectarea dimensiunilor dorite -in acest caz ne referim la setarea tipului de achizitie si nu la dimensiuni fizice masurabile in plan. Tipurile de achizitie sunt:



-multichannel fluorescence



-Z-stack



-Time-lapse

si apar in partea dreapta-superioara a meniului, in partea stanga se poate selecta si scala unitatii de masura la care se va face achizitia.

In cazul in care dorim achizitionarea unei imagini "multichannel fluorescence" se va selecta doar aceasta optiune dupa care se apasa butonul next din partea stanga inferior si se trece la pasul urmator

· pas 2: selectarea canalelor:- in partea dreapta apare o lista numerotata a canalelor pentru care se poate selecta: fluoroforului utilizat, culoarea corespondenta a fluoroforului, numele canalului (se seteaza automat odata cu selectarea fluoroforului dar poate fi modificat) 

· apasand butonul add din partea dreapta inferior se pot activa  urmatoarele canale din lista

· apasand din nou butonul next se trece la pasul urmator

· pas 3: selectarea imaginilor ce urmeaza a fi compuse:



-in partea dreapta superioara apare o fereastra unde se poate selecta 

fisierul ce contin imaginile achizitionate single channel;



-in partea dreapta inferioara se selecteaza canalul utilizat iar pentru atribuirea imaginii se apasa butonul “get selected” apasand butonul preview se trece la pasul urmator

· Pas 4: pre-vizionarea imaginii compuse si apasand butonul finish se trece la pas 5

· Pas 5: salvarea imaginii compuse cu extensia ZVI impreuna cu imaginile single channel din care a rezultat. Se poate trece la pasul 5 direct de la pas 2 apasand butonul finish din panelul corespondent pasului 2

Imaginea multichannel fluorescence se poate salva si sub extensie JGP deschizand imaginea .zvi si selectand butonul Export din meniul file. Apare un meniu poop-up unde se poate selecta fisierul unde se salveaza si tipul de extensie. Prin apasarea butonului start se realizeaza salvarea sub noua extensie intr-un fisier cu numele imaginii compuse ce mai contine si imaginile single channel cu noua extensie.

Lampa cu halogen trebuie inchisa utilizand display-ul microscopului dar se va stinge automat odata cu inchiderea microscopului. Obiectivele cu ulei de imersie se curata cu HARTIE SPECIALA SI ETANOL 70%

Protocol de lucru pentru microscopul Zeiss – AxioObserver Z1 -TIRF utilizand lumina reflectata

Tehnica de microscopie: 


-TIRF cu lumina alba

[image: image48.png]


                      [image: image49.png]



                   Fig. 13   Epi luminescenta                                          Fig. 14 SIRF
Componente necesare:


-sursa de lumina: lampa cu arc cu vapori de mercur


-microscop inversat


-piezo stage; nanodriver; joystick


-calculator


-slider TIRF pentru lumina alba (SIRF) 
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Elementul esential al sliderului SIRF este o diafragma anulara care poate fi ajustata in toate cele trei directii spatiale. Prin aceasta diafragma, se ilumineaza doar o zona in forma de inel din lentila de iesire a obiectivului alpha Plan Fluar 100x/1.45, iar lumina care iese din obiectiv este directionata asupra probei sub un unghi critic, aferent reflexiei totale.

Sliderul SIRF se monteaza in acelasi loc (inlocuieste) cu sliderul laser TIRF.

Rezultate obtinute

In imaginile de mai jos sunt prezentate experimentele preliminare de investigare a celulelor aderate pe substrat cu ajutorul sistemului laser TIRF Zeiss AxioObserver camera EMCCD. Fluoroforul utilizat, acridina orange, nu este specific nici elementelor de adeziune celulara si nici membranei celulare, cu toate acestea, in conditii de TIRF se evidentiaza formatiunile discrete (ADN -epigenetic) prezente in citoplasma celulara in imediata vecinatate a suprafetei de contact dar si o parte din structurarea acestuia in nucleu.

Configuratia particulara a filtrului folosit elimina in mare masura informatia provenita de la ARN-ul ribozomal (emisie in rosu) observat in epifluorescenta cu microscopul direct (NIKON, filtre B2A si G2A). Sunt evidente totusi ca si sfere intunecate suprapuse pe fundalul celulei si indicate prin sageata alba. Prezenta unora dintre ele si in imaginea de TIRF sugereaza o dispunere in imediata vecinatate a membranei. Optimizarea configuratiei blocurilor de filtre va permite vizualizarea prin TIRF a structurilor ribozomale si a modului in care acestea variaza in timp.
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Fig. 15   Epi-fluorescenta 488 nm                                    Fig. 16  Laser TIRF – 488 nm

Utilizarea facilitatilor de multi-color a permis obtinerea unei imagini complexe de epifluorescenta:
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Concluzii

In aceasta etapa au fost puse la punct protocoalele de masura pentru analiza interactiei unor compusi PET cu celule normale si a efectului radiatiilor ionizante asupra proliferarii celulare prin metode de fluorescenta confocala-TIRF si spectroscopie de impedanta. 

In urma experimentelor in privinta studierii aderentei celulelor la substraturi s-a polimerul SiOMMA ca fiind cel mai potrivit pentru imbunatatirea aderentei celulelor epiteliale normale la suprafata. 

Experimentele de microscopie de epifluorescenta si TIRF au permis urmarirea aderarii celulelor marcate fluorescent la cipuri functionalizate. 

Experimentele de spectroscopie de impedanta au permis dezvoltarea circuitului echivalent, realizarea set-upului de masura si stabilirea conditiilor optime de analiza pentru extragerea informatiei specifice celulelor aderente de cipuri functionalizate. Set-upul dezvoltat este prevazut a fi integrat in modulul de fluorescenta si/sau SPR pentru realizarea de analize duale in vederea evaluarii complexe a aderentei si proliferarii celulelor pe suporti functionalizati.

Activitatea I.4  Studii preliminare si verificari pentru standardizarea set-up-ului experimental; stabilirea protocolului experimental: conditii de cultura celulara, doze, concentratii, timpi, procedura de prelucrare a probelor biologice, setarea si calibrarea aparatelor de masura. (UMF-CD)

1. Introducere


Progresia ciclului celular este blocata temporar ca raspuns la producerea unor leziuni in molecula de ADN, inhibarea replicarii ADN-ului sau asamblarea incorecta a fusului mitotic, leziuni care pot fi induse de catre radiatiile ionizante sau alti agenti fizici sau chimici. Mecanismele celulare implicate in acest proces de intarziere a ciclului celular sunt coordonate intr-un mod precis de catre puncte de control specifice, care intarzie procesele de crestere si diviziune si permit repararea alterarilor din ADN (Longhese s.a., 1998; Siede, 1995). Punctele de control au doua scopuri principale: de a opri diviziunea celulara atunci cand ADN-ul contine defecte sau cand replicarea ADN-ului este intrerupta, si de a regla sistemele de reparare care ajuta celula sa supravietuiasca. 


In celulele de drojdie cu diviziune prin inmugurire au fost caracterizate trei tipuri de raspuns, cunoscute ca puncte de control al defectelor moleculei de ADN in fazele G1/S, S si G2/M, si care depind de faza ciclului celular in care apar aceste alteratii. Lezarea ADN-ului in faza G1 induce intarzierea aparitiei mugurelui si a intrarii in faza S, ca raspuns al punctului de control din G1. Punctul de control din faza S este activat de defecte ale ADN-ului in timpul fazei S, precum si de replicarea sa incompleta, coordonand mecanismele de replicare cu capacitatea de reparare a defectelor din molecula de ADN. Punctul de control din G2 permite repararea defectelor in cazul in care aceasta nu a fost completa in timpul fazei S sau poate raspunde la existenta defectelor in ADN sau la rupturi in structurile citoscheletului care apar in faza G2. Punctul de control mitotic intarzie initierea anafazei in cazul in care cromozomii nu sunt corect aliniati la placa ecuatoriala a fusului de diviziune. Daca rupturile ADN-ului nu sunt reparate in timp limitat in punctul de control din G2/M, celula trece defectuos la stadiul urmator al ciclului celular, printr-un proces numit adaptare (Andreassen s.a., 2003) care poate conduce in mod direct la instabilitate genomica. In celulele de drojdie timpul petrecut in diferitele puncte de control depinde de faza ciclului celular si creste in ordinea G1/S/G2. Timpul maxim permis pentru reparare in G1 este de 1 ora, in timp ce pentru reparare in G2 este de 10 ore (Siede, 1995).
Dorim realizarea unor experimente in care sa folosim doua tipuri de radiatii ionizante, protoni si radiatie (, pentru a investiga efectele radiatiilor asupra proliferarii celulele de tip Saccharomyces cerevisiae la o doza fixata, de 200 Gy, cunoscuta in literatura ca inducand o supravietuire celulara de ~25% la drojdii. Datorita faptului ca la aceasta doza un numar semnificativ de celulele iradiate (~25% din total) sunt capabile sa repare leziunile produse, alegerea respectiva permite observarea modului in care este afectata progresia ciclului celular prin iradiere. Pe langa determinarea supravietuirii celulare (care poate fi privita si ca un test al acuratetei masuratorilor), dorim sa estimam: produsul relativ de rupturi dublu-catenare ireparabile produse in molecula de ADN, gradul de acumulare a celulelor in punctul de control G2/M, precum si rata si momentul initierii mortii celulare induse prin iradiere. In acest mod vom putea compara efectele celor doua tipuri de radiatii asupra proliferarii celulare la aceeasi doza. In plus, este de mentionat faptul ca pana in prezent nu au mai fost raportate in literatura date similare.

Vom combina testul de excludere a colorantului albastru de metil pentru detectarea celulelor moarte cu testul capacitatii de formare a coloniilor pentru a determina fractia celulelor care supravietuiesc iradierii. Vom face referire la alte rezultate publicate, obtinute din studii pe celule de drojdie iradiate cu raze X, din care s-a dedus ca o singura celula care produce o microcolonie de cinci celule este capabila sa formeze in cele din urma o colonie si poate fi astfel considerata ca supravietuitoare (Grundler si Abmayr, 1983). De asemenea, este cunoscut faptul ca celulele supuse iradierii sunt capabile sa isi revina in mare parte daca sunt mentinute in medii nenutritive inainte de a se efectua cultivarea pe mediu solid, proces numit recuperare in mediu lichid. In absenta factorilor nutritivi, celulele de drojdie isi blocheaza cresterea si intra intr-o faza specializata, numita faza stationara G0, in care celulele sunt capabile sa repare leziunile produse de radiatii intr-o masura mult mai mare decat pe parcursul ciclului celular. Recuperarea viabilitatii in timpul tratamentelor cu cultivare tarzie pe mediu solid poate fi atribuita proceselor de reparare a rupturilor ADN dublu-catenare, iar supravietuirea obtinuta prin cultivare tarzie este o masura a produsului relativ de rupturi ADN dublu-catenare care nu pot fi reparate de catre sistemele celulare de reparare (Usami s.a., 2001). In celulele de drojdie recuperarea viabilitatii creste in primele trei zile dupa iradiere si ramane stationara in urmatoarele doua zile, cand toate defectele reparabile au fost eliminate (Usami s.a., 2001). 


Toate aceste efecte biologice le vom corela cu proprietatile luminiscentei intarziate a celulelor de drojdie. Luminiscenta intarziata reprezinta emisia de fotoni de catre orice sistem biologic iluminat. Fluxul de fotoni emisi in acest proces este caracterizat de o intensitate extrem de redusa. Atat intensitatea maxima cat si cinetica emisiei de fotoni sunt influentate de starea biologica a sistemului. In ultimele decenii luminiscenta intarziata a fost studiata preponderent in sisteme in stare solida (Galanin, 1996). S-a observat astfel ca in aceste sisteme, procesul este generat de excitarea, urmata de dezexcitare, a unor stari colective. Procesul dispare daca aceste stari sunt inhibate. Luminiscenta intarziata si fluorescenta sunt doua fenomene distincte. Asa cum a fost discutat recent (Scordino s.a., 2000), luminiscenta intarziata a sistemelor biologice prezinta similaritati remarcabile cu cea a sistemelor in stare solida, astfel incat procesul poate fi explicat prin acelasi mecanism in ambele tipuri de sisteme. In cazul sistemelor biologice, starile colective pot exista ca excitoni sau solitoni moleculari in structurile unidimensionale ale citoscheletului.

2. Materiale si metode

Culturile celulare

Celulele de drojdie Saccharomyces cerevisiae wt (‘wild-type’) sunt cultivate 12-15 h in mediu YPD lichid (compus din 2% glucoza, 1% extract de drojdie si 2% bactopeptona) la 30(C. Celulele sunt aduse in faza de crestere logaritmica prin transfer in mediu YPD proaspat la o concentratie initiala de 5(106 celule/ml si lasate sa creasca pana la (30(106 celule/ml. Celulele sunt apoi transferate in recipiente Petri inchise, echilibrate pe gheata si iradiate la 0(C cu o doza de 200 Gy de protoni sau radiatie (. Celulele neiradiate (controlul) sunt supuse aceluiasi tratament exceptand faptul ca sunt tinute in afara camerei de iradiere.

Pentru iradierea cu protoni sunt folosite fascicule clinice de protoni accelerati in ciclotronul supraconductor de la LNS-INFN, Catania (Italia), rata dozei fiind 11.76 Gy/min. Fasciculele de protoni sunt modulate pentru a da o distributie uniforma a dozei in tot volumul probei. Energia protonilor este 54.12 MeV la intrare si 15.43 MeV la iesirea din recipientul Petri. Ca dozimetru de referinta a fost adoptata o camera de ionizare plan-paralela PTW 34045 Markus. Masuratorile de doza sunt realizate in apa, conform Agentiei Internationale de Energie Atomica (IAEA) TRS 398. Doza absorbita in apa pe unitatea de monitorizare (cGy/U.M.) este masurata in izocentru, la o adancime corespunzand medianei fasciculului modulat, avand ca referinta un colimator circular cu diametrul de 25 mm.
Pentru iradierea ( sunt folosite fascicule clinice de fotoni disponibile la Institutul de Radiologie al Universitatii din Catania (Italia). Aici un accelerator liniar (Orion GE) produce fotoni cu spectru bremsstrahlung, energia fotonilor fiind <5 MeV. Rata dozei a fost 3.33 Gy/min. Calibrarea fasciculului de fotoni este realizata plasand o camera de ionizare cilindrica (Farmer 1384, PTW) in PMMA (PolyMethylMethAcrylate). Conditiile de iradiere, conform Asociatiei Americane de Fizica in Medicina (AAPM) TG 21, sunt: marimea campului 10x10 cm2, camera de ionizare Farmer plasata in PMMA la o adancime de 5 cm in apa (corespunzand unei adancimi de 4.4 cm in PMMA), distanta de la sursa fasciculului de fotoni la camera de ionizare Farmer de 105 cm, iar distanta de la sursa fasciculului de fotoni la suprafata virtuala de 100.6 cm.

Dupa iradiere, celulele sunt colectate prin centrifugare (1500 g, 2 min.), resuspendate in intr-un mediu minimal (‚baza-azot fara aminoacizi’) la o concentratie finala de (80(106 celule/ml, iar suspensia rezultata a fost impartita astfel: o proba de 0.1 ml folosita pentru cultivare imediata pe mediu solid, o proba de 0.75 ml folosita pentru masuratori de luminiscenta, o proba de 0.1 ml folosita pentru fotografii si inregistrari ale imaginilor, o proba de 0.11 ml transferata in 25 ml PBS (solutie tampon fosfat-salina) cu antibiotic (numita cultura DP) si o proba de  (10 ml diluata de (33 ori in YPD pana la o concentratie finala de (2.5(106 celule/ml (cultura K). Suspensiile DP si K sunt mentinute apoi la 30(C cu agitatie continua. La diferite momente se preleva probe din cultura K si preparate corespunzator pentru diferitele investigatii (masuratori de luminiscenta, test de colorare, fotografiere). Dupa 3-5 zile, celulele din cultura DP sunt numarate si folosite pentru cultivare tarzie pe mediu solid, folosind acelasi procedeu ca si in cazul cultivarii imediate pe mediu solid. Pentru cultivare imediata pe mediu solid, celulele sunt tratate cu ultrasunete 30 s pentru a disocia aglomerarile celulare, apoi se realizeaza dilutii in serie si probe de 0.1 ml continand 200 pana la 700 de celule in YPD sunt imprastiate pe suprafata placilor Petri cu mediu solid YPD-agar, care apoi sunt incubate la 30(C pentru 3 zile. Coloniile sunt apoi numarate, iar supravietuirea calculata prin determinarea valorii medii a rapoartelor numerelor de colonii obtinute cu celulele iradiate si respectiv neiradiate, pentru acelasi numar de celule cultivate pe placa Petri.

Pentru determinarea concentratiei celulare s-a utilizat un hemocitometru Thoma cu vizualizare la microscop, folosind cateva picaturi de suspensie dupa o dilutie adecvata a probei si tratamentul acesteia cu ultrasunete. Celulele moarte sunt detectate prin metoda colorarii cu albastru de metil (Iida s.a., 1990). Densitatea celulara, viabilitatea si modificarile morfologice legate de inmugurire sunt examinate cu o camera Logitech QuickCam Pro 4000, conectata la un microscop cu contrast de faza Olympus CK30, dand o marire totala de 8000 de ori. Criteriile de selectie pentru profilul morfologic al mugurelui si distributia fazelor ciclului celular sunt urmatoarele: celule fara mugure pentru faza G1, celule cu mugure mic (avand diametrul mai mic decat o treime din diametrul celulei-mama) pentru faza S, celule cu mugure de marime medie pentru perioada initiala si de mijloc a fazei G2, si celule cu mugure mare (avand diametrul mai mare decat jumatate din diametrul celulei-mama) pentru sfarsitul fazei G2 impreuna cu faza M  (Muller, 1991). 

Inaintea masuratorilor de luminiscenta, probe din suspensia celulara de 5-10 ml sunt centrifugate, iar celulele sunt transferate la o concentratie finala ~80(106 celule/ml in mediu minimal (Iida s.a., 1990) care contine 6.7 g/l baza-azot fara aminoacizi (Sigma-Aldrich) si 10 g/l dextroza (preparat conform protocolului mentionat de producator). 0.2 ml din cultura rezultanta sunt preparati pentru examinare la microscop, iar probe de 150 (l sunt utilizate pentru determinari de luminiscenta in conditii aerobe, la o temperatura de 23 ( 0.5 (C.

Spectroscopia de luminiscenta intarziata


Pentru a masura luminiscenta intarziata a culturilor celulare in studiile prezentate aici, a fost utilizat sistemul ARETUSA “Advanced Research Equipment for fasT Ultraweak lumineScence Analysis” (Tudisco s.a., 2003, 2004). Cu acest sistem se pot detecta fotoni singulari si, in plus, nivelul zgomotului este foarte redus. De asemenea, eficienta colectarii luminii emise de culturile celulare este foarte buna, iar inregistrarea semnalului incepe cu o intarziere mica fata de sfarsitul pulsului de iluminare. 
Fig.1. Dispozitivul experimental ARETUSA
Echipamentul (Fig. 1) a fost realizat astfel incat, desi trebuie folosite probe celulare de volum mic, intensitatea semnalului probei sa fie mult mai mare decat cea semnalului de fond generat de alte componente ale dispozitivului. Pentru a satisface aceste cerinte, volumul probelor folosite a fost de 150 (l, fiind masurat cu o pipeta de precizie. Proba este plasata pe o suprafata orizontala (fereastra) de cuart, luand o forma semisferica. Fereastra transmite cca. 95% din lumina incidenta, in domeniul lungimilor de unda cuprinse intre 300 si 700 nm. In aceste conditii nu mai sunt necesar recipiente de plastic sau cuart pentru a plasa proba, eliminandu-se astfel luminiscenta acestora. Totusi, si in aceasta configuratie, o parte din lumina laser este reflectata de proba, ajungand pe capatul de inregistrare a semnalului si generand efecte laterale de luminiscenta. Acestea sunt eliminate prin utilizarea unui filtru special (Lot-Oriel 57345), plasat imediat sub fereastra de cuart. Semnalul de fond, generat atat de dispozitivul de inregistrare cat si de mediul de cultura (cu sau fara adaus de agent chimic) este masurat separat (in probe fara celule). Intensitatea acestui semnal este de ordinul 1% din intensitatea semnalului total al probei celulare si este scazuta din intensitatea semnalului inregistrat.

Ca sursa de lumina este folosita o sursa de laser pe baza de azot (Laser Photonics LN 230C), avand lungimea de unda (=337 nm, si o largime a pulsului de 5 ns, cu o energie de 100±5 µJ/puls. Puterea laserului a fost redusa in anumite cazuri, pentru a evita supraincarcarea fotomultiplicatorului.
Pentru a asigura o iluminare uniforma a probei, laserul a fost conectat la o fibra optica avand terminalul tripartit, cu cele trei ramificatii orientate in jurul probei la unghiuri egale, de 120°, intre directiile lor.

Analiza spectrala a fost realizata prin intermediul a sapte filtre interferentiale (Lot-Oriel 57510 / 30 / 50 / 90 / 610 / 30 / 50) cu banda larga ((80 nm FWHM, Fig. 2) plasate intr-un dispozitiv circular cu rotatie, intre proba si fotomultiplicator. 

Fig. 2. Caracteristicile spectrale ale filtrelor utilizate.

Detectorul utilizat este un tub fotomultiplicator multialcalin (Hamamatsu R-7602-1/Q), selectat pentru numarare de fotoni singulari. Pentru a obtine o reducere semnificativa a curentului intrinsec de intuneric, tubul fotomultiplicator este racit la –30°C, folosind un sistem de circulatie cu lichid rece in contact direct cu suprafata sa. Detectorul a fost plasat cat se poate de aproape de proba, astfel incat, din punct de vedere geometric, eficienta totala a acestui tip de aranjament este de aproximativ 8%, cu un ordin de marime mai mare decat cea obtinuta cu majoritatea sistemelor folosite anterior.

Raspunsul in diferitele regiuni spectrale este conditionat de eficienta cuantica a fotomultiplicatorului, a carui putere radianta este maxima pentru ( in jur de 400 nm (Fig. 3). Figura 4 prezinta transmisia efectiva a celor sapte filtre utilizate, luand in considerare eficienta fotomultiplicatorului. Se observa ca eficienta globala de colectare a fotonilor este apreciabil redusa in zona infrarosului apropiat. 


Fig. 3. Eficienta cuantica a fotomultiplicatorului.
Fig. 4. Raspunsul sistemului in diferite regiuni spectrale. Factorul de sensibilitate reprezinta produsul dintre eficienta cuantica a fotomultiplicatorului si transmisia filtrului respectiv. Fj indica filtrul folosit.
In timpul pulsurilor de laser un numar mare de fotoni (de ordinul a 1012) imprastiati de proba pot ajunge la fotocatod intr-un timp de 1 ns, distrugand ireversibil fotomultiplicatorul. Pentru a preveni acest efect si pentru a garanta un start rapid al achizitiei de semnal, s-a utilizat un sistem electronic de reducere, capabil sa modifice tensiunea electrica aplicata pe primele doua dinode ale fotomultiplicatorului (Tudisco s.a., 2003). Acest dispozitiv electronic permite ca achizitia de semnal sa inceapa la 10 s dupa pulsul de iluminare. Semnalele detectate sunt inregistrate cu un dispozitiv multicanal (Ortec MCS PCI), capabil sa colecteze semnale analogice sau logice ca functie de timp, cu un pas minim de timp de 200 ns.

In jurul probei sunt dispuse o serie de rezistente legate la un alimentator DF315B Power Supply Dual Output (0-30 V, 0-3 A), ceea ce permite varierea temperaturii probei.

Luminiscenta intarziata depinde de intensitatea luminii cu care este excitat sistemul. Este necesar deci un control constant al intensitatii laserului in timpul masuratorii. In acest scop, o extremitate a fibrei optice este conectata la un dispozitiv (Power meter PD10, Ophir) de masurare a acestei intensitati. S-a determinat ca eroarea introdusa de fluctuatiile intensitatii laserului este de 3-4%.

Aparatul de masura a fost calibrat riguros utilizand materiale a caror stare nu se modifica in timp, in particular fiind ales rubinul. Masuratori sistematice efectuate cu acest sistem arata ca pentru semnale semnificativ mai mari decat semnalul de fond, eroarea de masura in acest caz este de 3-4%.

3. Rezultate preliminare

Cresterea celulelor normale
Am obtinut ca celulele normale de drojdie cresc in mediu lichid YPD la 30(C cu un timp mediu de dublare de 90.2 ( 4.3 min. (n = 4). Prin metoda colorarii cu albastru de metil a fost estimata rata mortii celulare, presupunand ca toate celulele moarte prezente in cultura pentru t<350 min. sunt exclusiv celule care au fost prezente la momentul inocularii, t = 0. Timpul mediu de viata obtinut prin acord exponential cu datele obtinute (Fig. 5) este evaluat ca fiind 882 min., ceea ce inseamna ca celulele normale de drojdie mor in medie dupa zece diviziuni, ceea ce justifica aproximatia facuta mai sus.


Fig. 5. Supravietuirea celulelor normale in YPD la 30(C. Numarul de celule moarte este scazut din numarul total de celule, iar diferenta este normalizata la numarul initial de celule vii. Linia reprezinta acordul teoretic cu datele prin functie exponentiala.

Efecte ale iradierii cu protoni accelerati

In celulele iradiate cu 200 Gy protoni, supravietuirea obtinuta prin cultivare imediata pe mediu solid, este de cca. 27%. Dintre celulele vii iradiate, numai 27% sunt capabile sa supravietuiasca, sa finalizeze primul ciclu celular si apoi sa se divida normal de mai mult de doua ori. Restul celulelor nu reusesc sa repare eficient, in timpul progresiei ciclului celular, leziunile provocate de radiatie. 

Dupa 85 min. de la iradiere fractia celulelor aflate in G2/M prezinta o crestere pana la 57%, in comparatie cu valoarea normala de 37% in culturi normale aflate in crestere exponentiala, ajunge apoi la 30% pentru t = 135 min. si revine la nivelul normal pentru t > 150 min. (date prezentate in Fig. 6). In concluzie, punctul de control din G2/M este mentinut activ in timpul primelor 2,5 ore de la iradiere, intrucat acumularea celulelor cu mugure mare in cultura iradiata corespunde celulelor blocate temporar in punctul de control din G2/M (Vialard s.a., 1998).

Efecte ale radiatiei (
La o doza absorbita de 200 Gy, am obtinut ca celulele iradiate cu radiatie ( se opresc progresiv in G2/M, obtinandu-se o proportie maxima de celule cu mugure mare, de cca. 80% din totalul celulelor, la 180 min. dupa iradiere (Fig. 6). Proliferarea celulara este intrerupta pentru (130 min. in urma iradierii, celulele acumulandu-se in punctul de control din G2/M in primul ciclu celular si incepand sa se divida atunci cand toate leziunile produse de radiatii sunt reparate. 

Acumularea celulelor in punctul de control din G2/M este mai accentuata in cazul radiatiei ( decat la iradierea cu protoni, fractia maxima de celule cu mugure mare fiind de aproximativ 82% si 57%, obtinute la cca. 180 min. si, respectiv, 85 min. (Fig. 6). Acest rezultat sugereaza ca protonii afecteaza in mai mare masura decat radiatia ( mecanismele celulare de reparare a rupturilor ADN-ului, o cauza posibila fiind inactivarea unui numar mai mare de gene. Spre deosebire de radiatia (, care produce ionizari cu o distributie spatiala relativ uniforma, protonii produc mai multe ionizari, care sunt mai localizate (clusteri de ionizari), astfel incat leziunile sunt cu mult mai severe (mai multe fragmentari ale ADN-ului produse in secventa unei singure gene).


Fig. 6. Blocarea in punctul de control din G2/M in urma iradierii cu protoni induce o crestere tranzitorie a fractiei de celule aflate la sfarsitul fazei G2 sau in mitoza (% din numarul total de celule din suspensie), spre deosebire de distributia uniforma in conditii normale (linia punctata reprezinta media obtinuta in culturile celulare neiradiate). Datelor obtinute pentru radiatia γ li se asociaza o functie polinomiala (curba continua). 
Efecte ale radiatiei asupra luminiscentei intarziate

Emisia de fotoni este determinata de anumite marimi independente, si anume: numarul initial de stari excitate, probabilitatea ca o stare sa emita un foton intr-o secunda si distributia starilor care emit radiatie cu rate diferite. In cele ce urmeaza vom descrie emisia fotonica prin dependenta temporala a intensitatii I(t) a luminii emise (adica numarul de fotoni emisi in unitatea de timp), produsul total Y (o marime proportionala cu numarul total de fotoni emisi, sau, echivalent, cu numarul total de stari excitate la t = 0), probabilitatea de emisie caracteristica populatiei dominante de stari si proportia acestor stari dominante relativa la numarul total de stari excitate. Ultimele doua marimi sunt calculate pentru regiunea dominanta a emisiei (primele 55 (s dupa stimularea laser) in care scaderea intensitatii eset aproximata ca fiind exponentiala in timp (aproximatie explicata mai jos). 

Am observat un efect interesant, caracterizat de emisia mai pronuntata a luminii cu lungimea de unda (emis = 645 nm de catre cultura celulara dupa iradiere (atat cu radiatie ( cat si cu protoni), la momente (t >120 min.) in care proportia celulelor-mama scade considerabil in cultura (<10% la sfarsitul experimentului). 
Fig. 7. Cresterea produsului total al emisiei corespunzator componentelor spectrale F6 ((emis = 645 nm) si F2 ((emis = 460 nm) ale luminii emise de celulele iradiate (Yirad) relativ la valoarea corespunzatoare celulelor neiradiate (Ycontrol) la diferite momente dupa iradiere. Fiecare valoare a produsului total al emisiei este normalizat la numarul de celule din proba respectiva. 

In timp ce, atat in celulele iradiate cu protoni cat si in cele iradiate cu radiatie (, emisia de lumina cu lungime de unda de 645 nm prezinta in medie o crestere consistenta fata de valoarea obtinuta cu celulele neiradiate (Fig. 7A), emisia de lumina cu lungime de unda de 460 nm are o alta evolutie, cu variatii relativ mici in jurul valorii de referinta, pentru ambele tipuri de radiatii ionizante (Fig. 7B).
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