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SADRZAJ

Jedan od uzrocnika ostecemja molekula DNK dejstvom jonizujuceg zracenja je i
nastanak slobodnih radikala. Cilj istrazivanja bio je utvrdivanje uticaja parametara
oksidativnog statusa na ucestalost citogenetickih biomarkera delovanja zracenja.
IstraZivanje je obuhvatilo analizu uzoraka humane krvi na postojanje promena
genetickog materijala i promena u vrednostima parametara oksidativnog statusa, u
odgovoru na delovanje tri aplikovane doze zracenja u odnosu na neozracene uzorke.
Rezultati su pokazali postojanje inter-individualne varijabilnosti u svim analiziranim
parametrima i njihovo dozno-zavisno formiranje, na svim dozama. Korelacionom
analizom parametara koji govore o sveukupnom odgovoru donora ustanovljeno je da
donori losijeg antioksidativnog statusa pokazuju veci stepen citogenetickih oStecenja.
Nasuprot njima, grupa donora sa boljom antioksidativnom zastitom, pokazala je nizi
odgovor na zracenje od ocekivanog pri datoj dozi. Pored brojnim istrazZivanjima
validovanih dicentrika i mikronukleusa, i parametri oksidativnog statusa mogu, u
rutinskoj praksi radioloske zdravstvene zastite, upotpuniti profil odgovora na
kontinuiranu ekspoziciju malim dozama, ali i reakciju na incidentalna ozracivanja.

1. UVOD

Jonizujuéa zracenja (JZ) u kontaktu sa zivom materijom izazivaju oSte¢enja
biomolekula. Procesi jonizacije imaju veliki uticaj na fizicko, hemijsko i biolosko stanje
materije, jer je predata energija dovoljno velika da moze da izazove raskidanje veza u
molekulima, pri ¢emu nastaju slobodni radikali. Sa aspekta medicinske primene JZ i
radioloske zaStite, postoje dva tipa interakcije JZ i bioloskog sistema: direktna (na
bioloski aktivan molekul) i indirektna (preko produkata radiolize prisutnih hemijskih
jedinjenja, Cija je koncentracija dominantna) [1, 2]. Ne iskljuCuje se i1 istovremena
pojava oba dejstva, S$to bioloski odgovor na zraCenje Cini kompleksnim i1 cesto
nepredvidivim [1, 2].

Jonizujuce zracenje je potentan genotoksi¢ni agens koji moze indukovati Sirok spektar
osteCenja molekula DNK, ukljuujuéi osteéenja azotnih baza, DNK-DNK i
DNK-protein ukrStene veze, jedno- i dvolancane prekide molekula DNK [3]. Jonizujuce
zraCenje je 1 prepoznati kancerogen zahvaljujuéi sposobnosti da izazove oksidativna
oSte¢enja molekula DNK i to na takav nacin da uzokuje pojavu hromozomske i genom-
ske nestabilnosti, koja se danas smatra glavnim uzro¢nikom radijacione kancerogeneze.
Kako je formiranje dicentri¢nih, prstenastih hromozoma i mikronukleusa skoro eksk-
luzivno indukovano delovanjem JZ na humani genom, ove promene se ve¢ vise decenija
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uspeSno primenjuju u biodozimetriji — metodologiji zasnovanoj na istrazivanju
zraCenjem indukovanih bioloskih efekata u cilju njihovog povezivanja sa primljenom
dozom zracenja [2]. Bioloska dozimetrija je posebno znacajna u oblasti radioloske
zdravstvene zastite, jer podrazumeva slicnu radiosenzitivnost svake jedinke, ali ne
iskljucuje postojanje inter-individualne varijabilnosti u odgovoru na zracenje [1, 3].
Vazeca ogranicenja doza u profesionalnoj ekspoziciji zasnovana su, medutim, na
pretpostavei da je humana populacija homogena u svojoj radiosenzitivnosti; tako ¢e
radiosenzitivne osobe pokazati povecanu incidencu i deterministickih i1 stohastickih
efekata [1,4]. Klinicke studije [5,6] sugeriSu da je veliki deo spektra reakcija normalnih
tkiva na ozracivanje upravo posledica razlika u individualnoj radiosenzitivnosti, kao i da
kompleksnost pojedinacnog odgovora na ozracivanje i tezina posledica nisu jednake za
sve 1 zavise od medusobno usko povezanih faktora: reparativnih kapaciteta i oksida-
tivnog statusa. Kako ovi faktori pokazuju znacajnu inter-individualnu varijabilnost u
humanoj populaciji, to i jedinke pokazuju znacajne razlike u osetljivosti na zracenje, pa
je identifikacija posebno osetljivih/rezistentnih podgrupa znacajna za radiolosku zdrav-
stvenu zastitu, bez obzira na vid izlaganja.

Ovo istrazivanje je zato imalo za cilj utvrdivanje uticaja parametara oksidativnog stresa
(koncentracija malondialdehida i zavrS$nih oksidativnih produkata proteina), parametara
antioksidantnog odgovora (aktivnost superoksid dismutaze i katalaze) i oksidativnog
statusa ispitanika (odredenog parametrima — totalni oksidativni status, totalni
antioksidantni status i indeks oksidativnog stresa), na ucestalost biomarkera delovanja
zracenja (dicentricnih, prstenastih hromozoma i mikronukleusa) u limfocitima periferne
krvi 1 ispitivanje korelacije izmedu formiranja dve vrste biomarkera - dicentrika i mikro-
nukleusa, u odgovoru na izlaganje zracenjima, pod istim eksperimentalnim uslovima
kroz:

1. Utvrdivanje inter-individualne varijabilnosti u odgovoru na zracenje pra¢enjem
pojave citogenetickih biomarkera u funkciji aplikovane doze kroz formiranje
dozno-zavisnih kriva

2. Odredivanje pokazatelja oksidativnog statusa i1 utvrdivanje inter-individualne
varijabilnosti u odgovoru na zracenje

3. Utvrdivanje korelacije citogenetickih biomarkera delovanja jonizujuéeg zraenja
1 pokazatelja oksidativnog statusa u funkciji aplikovane doze zracenja

2. MATERIJAL I METODE

Istrazivanje je obuhvatilo 56 zdravih donora (27 Zena i 29 muskaraca), ¢iji su uzorci pune
periferne krvi ozraeni X zraenjem energije 600 MeV, dozama 0; 0,75; 1,5 i 3 Gy.
Ozracdivanje vakutajnera sa uzorcima krvi obavljeno je na uredaju za zra¢nu terapiju
CLINAC 600EX.

Ispitanici su izabrani vrednovanjem podataka prikupljenih standardizovanim anketnim
upitnikom za citogeneticka ispitivanja.

Preispitivanjem dobijenih podataka formirana je baza za ovo istrazivanje, koju
sacinjavaju ispitanici sli¢nih navika u ishrani, koji ne konzumiraju alkohol i u koji su bili
zdravi u vreme (i 6 meseci pre) uzorkovanja krvi za citogeneticke analize.

U obzir nisu uzeti ispitanici koji su prethodnih 6 meseci imali akutne infekcije ili
medicinske izlozenosti (jonizujuéim zracenjima, vakcinacije) koje bi mogle uticati na
ishod citogenetickih i biohemijskih analiza. Tabela 1 prikazuje opSte karakteristike
ispitivane populacije.
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Tabela 1. OpSte karakteristike ispitivane populacije

Zenski Muski
Pol
Obelezje
Starost (srednja vrednost; SD) 30,44; 10,41 30,45; 10,64
Konzumiranje cigareta® (da; ne) | Da (9) Ne (18) Da (11) Ne (18)
Medicinska izlaganja Da (0) Da (0)
zracenjima/hemijskim Ne (27) Ne (29)
mutagenima godinu dana pre
uzorkovanja krvi (da; ne)
Hroni¢na oboljenjab 0 (26) 1(0) 2(1) 3(0) 0 (27) 1(0) 2(1) 3(1)
Zivotne navike® 0 (0) 1(7) 2 (20) 0(1)1(18)2(10)

*Svi pusaci konzumirali su najviSe 20 cigareta dnevno

"Hroni¢na oboljenja: 0-bez hroniénih oboljenja; 1-hroni¢na oboljenja sa moguéim uticajem na citogenetiéki status; 2- hroniéna
oboljenja sa mogucim uticajem na oksidativni status; 3 — hroni¢na oboljenja sa mogué¢im uticajem na citogeneticki i oksidativni status
ispitanika

°Zivotne navike: 0-nezdrave; 1-umereno zdrave; 2-zdrave

Za citogeneticke testove limfociti su kultivisani, a dobijeni preparati analizirani u skladu
sa standardnim protokolom [1]. Za svakog ispitanika utvrden je oksidativni status na svim
aplikovanim dozama zracenja i u neozracenim uzorcima, praéenjem vrednosti parame-
tara: totalni oksidativni status (TOS), totalni antioksidantni status (TAS) i indeks oksi-
dativnog stresa (I0S). Na svim uzorcima praceni su i parametri oksidativnog stresa i anti-
oksidantnog odgovora (koncentracija malondialdehida-MDA, zavr$nih oksidativnih
produkata proteina-AOPP, aktivnost citosolne superoksid dismutaze-SOD 1 kata-
laze-CAT). Statisticka obrada podataka uradena je pomoc¢u programa Statistical Package
for Social Sciences, SPSS 17.0 statistics (SPSS Inc, IBM, USA) i STATISTICA (v.8,
StatSoft, Inc.1984-2007). U svim primenjenim analitickim metodama prihvaéeni nivo
znacajnosti bio je 0,05.

3. REZULTATI

Vrednosti citogenetickih i biohemijskih parametara analizirane su u odnosu na dozu
zraCenja - sa povecanjem doze uocene su promene njihove ucestalosti/koncentracije.
Detaljnija analiza pokazala je da izvesni donori imaju viSe ili nize vrednosti nekih
citogenetickih/biohemijskih parametara, u odnosu na prosek pri odredenoj dozi zracenja,
tatnije da odgovore donora karakteriSe postojanje inter-individualne varijabilnosti.
Analiza citogenetickih parametara pokazuje da se donori najmanje medusobno razlikuju
u prinosu dicentri¢nih i ring hromozoma i to pri dozi 0 Gy, dok je inter-individualna
varijabilnost izrazenija pri drugim dozama kako za dicentrike, tako i za mikronukleuse.
Biohemijski parametri pokazali su izraZeniju inter-individualnu varijabilnost u poredenju
sa citogenetickim, bez obzira na aplikovanu dozu.

Neparametarska korelaciona analiza pokazala je, na svakoj od aplikovanih doza zracenja,
postojanje pozitivnih korelacija izmedu citogenetickih parametara, dok korelacije
biomarkera delovanja zracenja (dicentri¢nih i prstenastih hromozoma i mikronukleusa)
sa biohemijskim parametrima oksidativnog stresa, antioksidantnog odgovora i oksidati-
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vnog/antioksidantnog statusa, nisu uocene. Zbog toga je u statistiCku analizu uveden
parametar koji opisuje odgovor na zracenje svakog donora, izrazen kroz odnos visih
odgovora od proseka i ukupnog broja merenja. Vrednost koja oznacava najvisi moguéi
sveukupni odgovor, izrazen najve¢om ucestaloséu posmatranih parametara, jeste ,,1*.
Analiza je izdvojila nekoliko grupa donora, prema veli¢ini odgovora. Najvisi odgovor
(0,72) ima jedan ispitanik, a najnizim odgovorom (0,28) se odlikuju dva donora. Odgovor
blizak proseku za sve analizirane parametre (vrednost parametra HRRovgrarr 0,5) ima
oko 11%, odnosno 6 ispitanika. Visi odgovor od proseka ima 13 ispitanika (23%), a nizi
od proseka oko 66%, odnosno 37 ispitanika. Oko 60% donora sa odgovorom viSim od
proseka (61,5% ili 8 od 13) je zenskog pola; u ovoj grupi je i isti procenat nepusaca. U
grupi donora sa nizim odgovorom vise je osoba muskog pola (57%) i takode vise
nepusaca (65%) u poredenju sa pusacima (35%). Dijagram 1 prikazuje procentualnu
zastupljenost ukupnog odgovora na zracenje.

Dijagram 1. Procentualna zastupljenost ukupnog odgovora na zracenje

T-test za nezavisne uzorke pokazao je postojanje statisticki znacajne razlike u
vrednostima odredenih citogenetickih i biohemijskih parametara koji opisuju odgovor.
Citogeneticki (HRRp;r, HRRymni) 1 parametri koji opisuju oksidativna oStecenja
(HRRmpa, HRR1os, HRRpopp), kao i parametar koji opisuje sveukupni odgovor -
HRRoveraLL, 1maju vise srednje vrednosti u grupi donora sa visim odgovorom od
proseka. Parametri antioksidantne zastite (HRRsop, HRRcat, HRR1Ag) imali su vise
prosecne vrednosti u grupi osoba sa odgovorom nizim od prosecnog (tabela 2).
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Tabela 2. Poredenja prose¢nih vrednosti HRR parametara u odnosu na grupu,

rezultati testa i znacajnost razlike

Parametar |Grupa Prosek+SD T df p
Visi od 0,56+0,23

HRRp.x = OTEOvo 5869 | 48 0,00%*
Nizi odgovor 0,17+0,19
Visi od 0,69+0,27

HRRyon: L oceovor 4,659 48 0,00%*
Nizi odgovor 0,33+0,22
Visi od 0,73+0,19

HRRypa SLoceovor 6,820 48 0,00%*
Nizi odgovor 0,27+0,21
Visi od 0,38+0,13

HRRsop SLoceovor 2,167 48 0,03%*
Nizi odgovor 0,54+0,25
Visi od 0,31+0,11

HRReat SLoceovor 3302 48 0,00%*
Nizi odgovor 0,54+0,23
Visi od 0,77+0,12

HRRros SLoceovor 6,524 48 0,00%*
Nizi odgovor 0,39+0,19
Visi od 0,36+0,13

HRRias SLoceovor 4207 | 48 0,00%*
Nizi odgovor 0,59+0,18
Visi od 0,83+0,19

HRR xopp SLoceovor 9,875 48 0,00%*
Nizi odgovor 0,29+0,16
Visi od 0,5+0,27

HRRios SLoceovor 1,306 48 0,19
Nizi odgovor 0,38+0,27
Visi od 0,58+0,06

HRRovERaLL [ BV OT 9,795 48 0,00%*
Nizi odgovor 0,38+0,06

* p<0,05; **p<0,01

Korelaciona statisticka analiza primenjena je u cilju detekcije povezanosti parametara
koji opisuju varijabilnost u odgovoru na zracenje. Tabela 3 prikazuje vrednosti
koeficijenata korelacije za HRR parametre koji opisuju odgovor donora na zracenje.
Oznacene su statisticki znacajne korelacije (nivo znacajnosti 0,01 — dve zvezdice u
superskriptu i 0,05 — jedna zvezdica u superskriptu).

Tabela 3. Rezultati neparametarske korelacione analize za HRR parameter

HRRyp.g HRRyn: |[HRRyps [HRRcaT |HRR1os [HRRtss |HRRaopp [HRRoyERrALL
HRRp:r 0,66 10387 |-036" (0377 |-0417 045" 0,62"
HRRyn¢ 039" |-038 [044” ]-035" 039" 0,64
HRRypa 0,30 (0,557 ]-0,36"  ]0,58" 0,70"
HRR1os 0,617 (0,537 0,63
HRR4s -0,54" -0,48"
HRR opp 0,78**
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4. DISKUSIJA

Ovo istrazivanje imalo je za cilj da evaluira uticaj oksidativnog statusa donora na razlike
u odgovoru na delovanje zracenja, kroz ispitivanje korelacije parametara oksidativnog
statusa 1 ucestalosti biomarkera delovanja zracenja — dicentri¢nih i ring hromozoma i
mikronukleusa i utvrdi postoji li moguénost uvodenja novina u rutinsku praksu
biomonitoringa zracenju izloZenih populacija.

Sa povecanjem doze uocene su promene vrednosti skoro svih analiziranih parametara.
Dobijeni podaci vezani za citogeneticke parametre u skladu su sa svim do sada
sprovedenim istrazivanjima u oblasti radiobiologije i1 radioloske zastite [1]. Dicentri¢ni i
prstenasti hromozomi jo§ se od ranih 60-tih godina proslog veka koriste u biodozi-
metrijske svrhe - proracuna apsorbovane doze jonizujucih zraenja pomocu prinosa
biomarkera dobijenih iz humanih limfocita periferne krvi — malih ,,bioloskih dozimetara*
[1]. Oba testa se nalaze na listi biodozimetrijskih testova Medunarodne agencije za
atomsku energiju [1]. Biohemijski parametri nisu bili predmet ovakvih istrazivanja, ali
mehanizam nastanka oksidativnih ostecenja pod delovanjem JZ moze objasniti poveéanje
koncentracije/vrednosti svih ispitivanih parametara sem TAS, ¢ija se vrednost smanjivala
sa povecanjem doze zracenja.

Odsustvo varijabilnosti za parameter dicentri¢ni i ring hromozomi na dozi 0Gy moze se
objasniti specifi¢nim poreklom ove vrste strukturnih hromozomskih aberacija — skoro su
isklju¢ivo indukovane specificnim interakcijama jonizujuceg zracenja sa genetickim
materijalom i iz tog razloga im je ucestalost u opstoj populaciji (tzv. ,,background value*)
jednaka nuli, tj. odsustvuje varijabilnost|[1, 4].

Zasto korelacije citogenetickih 1 biohemijskih parametara odsustvuju u zdravim
¢elijama? Nivo osteCenja molekula DNK je u stanju ravnoteze izmedu stepena
oksidativnog oStecenja i stepena uklanjanja lezija pomoc¢u mehanizama reparacije [7].
Neke od oksidacijom oSte¢enih formi biomolekula (lipidni peroksidi) se metaboliSu brzo.
Oksidovani proteini se degradiraju proteazama daleko sporije. Tako, ¢ak i da su svi
biomolekuli u ¢eliji osteéeni, stepen i vreme pojave biomarkera ovakvih osteéenja moze
veoma mnogo da varira. Zato je nemoguée uociti direktne korelacije izmedu pojave
pojedinih biomarkera oksidativnog oSteéenja biomolekula i biomarkera oStecenja
genetickog materijala pod uticajem zraCenja, naroito u eksperimentalnim in vitro
uslovima, ograni¢enog trajanja[7], zbog ¢ega je u studiju uveden parametar koji opisuje
odgovor donora na ozradivanje - za svakog donora i1 svaku metodu (i u okviru metode
najvaznije posmatrane parametre) izracunat je odnos izmedu broja ,,H* vrednosti i
ukupnog broja merenja, oznacen kao ,,HRR* parametar (od eng. ,,H-response ratio®).
Osim §to su poredenjem rezultata svih primenjenih testova uocene inter-individualne
razlike u odgovoru donora na zracenje, bez obzira na aplikovanu dozu zracenja i metod
kojim je odgovor izrazen, T-test za nezavisne uzorke pokazao je da citogeneticki
(HRRp+r, HRRMn¢) 1 parametri koji opisuju oksidativna oste¢enja (HRRypa, HRR 1o,
HRRaopp), kao i parametar koji opisuje sveukupni odgovor - HRRoyEraLL, iMmaju vise
srednje vrednosti u grupi donora sa viSim odgovorom od proseka, dok parametri
antioksidantne zastite (HRRsop, HRRcat, HRRtas) imaju vise prosecne vrednosti u grupi
osoba sa odgovorom nizim od prose¢nog. Korelaciona analiza ovih parametara potvrdila
je nalaze T-testa, a i o¢ekivanja kada je odgovor na zracenje u pitanju — donori loSijeg
antioksidantnog statusa, Cija je osnovna uloga zaStita od reaktivnih radikala nastalih
ozracivanjem ¢elija, pokazali su veéi stepen citogenetickih oStecenja i burnije odgovorili
na ozracivanje. Nasuprot njima, grupa donora sa boljom antioksidantnom zastitom, poka-
zala je nizi odgovor na zrac¢enje od o¢ekivanog pri datoj dozi.
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5. ZAKLJUCAK

Odgovor na zraCenje ne mozemo posmatrati kao prostu korelaciju u vrednostima
pojedinac¢nih citogenetickih i biohemijskih parametara, ve¢ kroz slozen sistem
medusobnih interakcija razliitih mehanizama i signalnih puteva koji se aktiviraju usled
delovanja genotoksi¢nih agenasa na ¢eliju, a od kojih neki mogu slediti jedni druge, neki
biti pozitivno, a neki negativno medusobno spregnuti. Kada se tome doda Cinjenica da
svaka osoba nosi skoro jedinstvenu kombinaciju polimorfizama brojnih gena ukljucenih
u antioksidantnu zastitu i reparaciju oksidativnih oste¢enja molekula DNK, postaje jasno
da je odgovor na zratenje kompleksan i Cesto nepredvidiv. Ipak, od svih parametara
analiziranih u ovoj studiji, pored dobro proucenih i brojnim istrazivanjima validovanih
dicentrika i mikronukleusa, i parametri oksidativnog statusa mogu, u rutinskoj praksi
radioloske zdravstvene zastite, upotpuniti profil odgovora na kontinuiranu ekspoziciju
malim dozama, ali i reakciju na nezeljena, no ipak prisutna, incidentalna/akcidentalna
ozracivanja u primeni izvora jonizujuéih zracenja.
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ABSTRACT

lonizing radiation in living cells can directly act on atomic structures, producing
damage to biomolecules (DNA). Since ionizing radiation can cause oxidative damage
and produce reactive oxygen species, the main goal of this investigation was to
establish the influence of parameters of oxidative status and oxidative damage on
chromosomal aberrations and micronuclei frequency in peripheral blood lymphocytes
from donors and to examine possible correlations.

The results showed significant inter-individual variability in all analyzed parameters, as
well as dose-dependent increases. Correlation analysis for overall response (,, HRR"
parameters) confirmed the t-test analysis, i.e. donors with lower values for antioxidant
status parameters had increased levels of cytogenetic damage and higher responses to
irradiation. Unlike them, the group of donors with better antioxidative protection
showed a lower response than expected. Besides well established cytogenetic
biomarkers of radiation exposure, our results indicated a promising future use for
biochemical oxidative status parameters in routine radiation protection practice, since
together they can provide a complete radiation response profile in cases of continuous
low dose exposure, as well as in a radiation emergency.
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