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SAZETAK

Tc-99m-radiofarmaceutici se koriste u razliitim dijagnostickim procedurama u nuklearnoj
medicini. Da bi se minimizirali §tetni efekti jonizujuceg zraenja na zdrava tkiva, intenzivno se
istrazuju radioprotektivne osobine biljnih ekstrakata. Ljuska ploda crnog oraha sadrzi
mesSavinu razli¢itih farmakoloski aktivnih jedinjenja koja imaju antioksidativno dejstvo 1 za
koje se pretpostavlja da mogu imati i potencijalno radioprotektivno dejstvo. U tom kontekstu,
cilj rada je bio da se proceni radioprotektivni efekat ekstrakta ljuske ploda crnog oraha. U ovoj
studiji primenjen je eksperimentalni model koji se zasnivao na proceni uticaja ekstrakta na
biodistribuciju Tc-99m-radiofarmaceutika po organima eksperimentalnih Zivotinja (pacovi).
Ekstrakt ljuske crnog oraha doveo je do smanjenognakupljanja Tc-99m-radiofarmaceutika u
pojedinim organimapacova. Rezultati dobijeni na osnovu eksperimentalnog modela sugerisu
mogucu upotrebu ekstrakta ljuske ploda crnog oraha kao radioprotektivnog sredstva u
slucajevima planiranog izlaganja jonizuju¢em zracenju u nuklearnoj medicini.

Uvod

Radiofarmaceutik je radioaktivnilek koji se koristi za dijagnozu 1 terapijski tretman. Skoro
80% radiofarmaceutika koji se koriste u nuklearnoj medicini u dijagnosti¢ke svrhe su
jedinjenja obeleZena sa Tc-99m[1-3]. Razlog za tako istaknut polozaj Tc u klini¢koj upotrebi
su njegove povoljne fizicke 1 radijacione karakteristike. Vreme poluraspada od 6 sati
dozvoljava primenu Tc-99mu dijagnosticke svrhe. Tc-99m-dimerkaptosukcinska kiselina
(DMSA) se koristi za procenu oSte¢enja korteksa, procenu regionalne bubrezne funkcije 1
otkrivanje anomalija bubreznog parenhima, zbog svoje lokalizacije u proksimalnim tubulima.
Tc-99m-DMSA se vezuje za sulfilhidrilne grupe proksimalnih bubreznih tubula[4].Medutim,
Tc-99m-DMSA emituje jonizujuée zraCenje koje moZe izazvati oStecenje kriti€nih
makromolekula, kao $to je DNK [5].

Dokazano je da ekstrakti lekovitth biljaka mogu da promene biodistribuciju
radiofarmaceutika, Sto moze imati znaCajan uticaj na interpretaciju scintigrama, kvalitet
dijagnosticke slike ili dobijanje pogresnih rezultata [1-5]. Neki autori su opisali da ekstrakt
biljke moze da utiCe na biodistribuciju Tc-99m-radiofarmaceutika [1-5]. Kako se
biodistribucija radiofarmaceutika u Zivotinjskom organizmu moze promeniti uz istovremenu
upotrebu prirodnih 1/ili sintetickih lekova [6], postavlja se pitanjeda li mozemo predvideti
radioprotektorsku aktivnost biljnih ekstrakata na osnovu njihovog uticaja na biodistribuciju
radiofarmaceutika.
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Kako zelena ljuska ploda crnog oraha sadrzi meSavine razli¢itih farmakoloski aktivnih
jedinjenja [7-9] koja imaju antioksidativno dejstvo, pretpostavljeno je da ona mogu
imatiradioprotektivni potencijal, odnosno potencijal da sprece Stetno dejstvo slobodnih
radikala,nastalihinterakcijom jonizujuceg zracenja sa vodom u ljudskom organizmu.U tom
kontekstu, cilj rada bio je da se proceni radioprotektivni efekat ekstrakta ljuske ploda crnog
oraha na osnovu eksperimentalnog modela, koji se zasnivao na proceni uticaja ekstrakta na
biodistribuciju Tc-99m-DMSA po organima pacova.

Materijali i metode
Priprema ekstrakta

Plodovi crnog oraha sakupljeni su na lokalitetu Aleksinac, jugoisto¢ni region Srbije.Zelena
ljuska je osusena na vazduhu i mlevena tako da su dobijene Cestice biljnog materijala
prosecne veli¢ine 0,75 mm.

Tecni ekstrakt je pripremljen prema protokolu koji je opisan u radu Rajkovi¢ i saradnika
[9].Samleveni materijal je pomeSan sa 70% (v/v) etanolom i izvrSena je 4 h refluks
ekstrakcija, na temperaturi kljuanja rastvarata u odnosu 4:1 rastvarac-Cvrsta materija.
Suspenzija biljnih Cestica u rastvarau je ohladena na sobnu temperaturu, filtrirana pod
vakuumom, da bi se te¢ni ekstrakt odvojio od ¢vrstog ostatka.

Tretman Zivotinja

Beli zdravi pacoviWistar (muZjaci, 1 mesec, tezine (89,4 + 3,4) g) su gajeni u laboratorijskim
uslovima za eksperimentalne svrhe (Univerzitet u Beogradu, Institut za bioloska istraZivanja
»diniSa Stankovi¢”, Nacionalni institut Republike Srbije, Beograd, Srbija). Ekstrakti su
aplikovanipacovima per os (sondom) u dozama od 6,9 mg kg'1 telesne tezine (t.t.),
10,3 mg kg 't.t. ili 13,7 mg kg 't.t.jednom dnevno u zapremini od 0,1 cm™ tokom 10 dana.
Sest zivotinja iz svake dozne grupe dobilo je radiofarmaceutik 11. dana. Istovremeno,
dodatna kontrolna grupa Zzivotinja (6 zivotinja) je koriS¢ena za odredivanje nakupljanja
radiofarmaceutikapo organima, bez prethodnog tretmana sa ekstraktima. Kontrolna grupa je
dobila rastvor 0,9% NaCl.

Tokom ovog perioda, zivotinje su bile smeStene na sobnoj temperaturi i imale su slobodan
pristup hrani i vodi. Jedanaestog dana, 0,1 cm™ (priblizno 148 kBq) Tc-99m-DMSA je
ubrizgano u repnu venu. Kori§¢en jeTc-99m-DMSA komercijalni komplet (Laboratorija za
radioizotope, Institut za nuklearne nauke ,,Vinca”Institut od nacionalnog znacaja za
Republiku Srbiju, Univerzitet u Beogradu, Srbija).

Scintigrafija

Zivotinje su snimljene kori§éenjem BRUKER®In-Vivo Extreme II uredaja, SAD. Zivotinje su
smeStene u komoru za snimanje nakon prve anestezije intraperitonealnom (i.p.) injekcijom
ketamina/ksilazina (90/10 mg kg'1 i.p.). Slike se snimaju u jednoj bo¢noj poziciji za snimanje,
sa vremenom ekspozicije od 2 s do 25 s, pomoc¢u CDD kamere.

Biodistribucija radiofarmaceutika

Zdravi Wistar beli pacovi su anestezirani injekcijom ketamin/ksilazin (90/10 mg kg™ i.p.), a
potom Zrtvovani cervikalnom dislokacijom u razli¢itim vremenskim intervalima: 30 min i
2 h, nakon injekcije Tc-99m-DMSA. Radioaktivnost u organima od interesa je merena gama
brojac¢em sa Nal(Tl) detektorom (Vizard 2480, Perkin Elmer USA).

Eksperiment sproveden na pacovima odobren je od strane eticke komisije Instituta za
nuklearne nauke ,,Vinca”, Instituta od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju, Univerziteta
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u Beogradu, kao i Ministarstva poljoprivrede i zastite Zivotne sredine Republike Srbije i
uskladen je sa Direktivom EU 2010/63/. EU i nacionalni zakon o dobrobiti Zivotinja (dozvola
br. 323-07-10190/2020-05).

Statisticka analiza

Svi eksperimentalni podaci su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD). Da
bi se utvrdila znacajnost razlike izmedu tretirane i kontrolne grupe pacova koris¢ena je
jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA). Od metoda analiticke statistike za poredenje
numeri¢kih obelezja posmatranja izmedu dve grupe koris¢en je t-test. Vrednost p<0,05
smatrana je statisticki znacajnom. Za obradu podataka i statisticku analizu koriScen je
program Microsoft Excel.

Rezultati

Ispitivana je biodistribucijaTc-99m-DMSA u tri grupe pacova, tretiranih razli¢itimdozama
ekstrakta:6,9 mg kg’ t.t., 10,3 mg kg t.t., ili 13,7 mg kg t.t. kao i kontrolnoj grupi (bez
prethodnog tretmana ekstraktom). Distribucija Tc-99m-DMSA je pratena merenjem
radioaktivnosti u organima od interesa u odnosu na standard. Radioaktivnost organa je
merena u Nal(TI) gama brojacu (PerkinElmer 2480 WIZARD counter) i izracunata je
pomocu jednacine :

(%)organ .

(1) distribucija radiofarmaceutika(%) = (imp

ﬁ)telo

100.

Rezultati nakupljanjaTc-99m-DMSA po organima pacova prikazani su na slici 1. Za pacove
tretirane ekstraktom u dozi od 13,7 mg kg™’ t.t. primeéeno je znadajno veéenakupljanje ovog
radiofarmaceutika u jetri, dok je nize u bubrezima, u poredenju sa kontrolnom grupom
(p<0,05). U grupama tretiranim dozama od 6,9 mg kg tt. i 10,3 mg kg t.t. nije bilo
statisti¢ki znacajne razlike u nakupljanju Tc-99m-DMSA po organima izmedu tretirane grupe
1 kontrolne grupe (slika 1).
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Slika 1: NakupljanjeTc-99m-DMSA po organima zdravih pacova,tretiranih ekstraktima zelene
ljuske crnog oraha
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Slika 2 prikazuje Tc-99m-DMSA scintigramepacova — kontrolne grupe i tretirane grupe u
dozi od 13,7 mg kg t.t. Na osnovu dobijenih rezultata ne moze se uoditi razlika izmedu
kontrolne i tretirane grupe.

Slika 2: Scintigrami pacova: Tc-99m-DMSA kontrolne grupe (desno), Tc-99m-DMSA tretirane
grupe (levo).

Diskusija

Tc-99m-DMSA je radiofarmaceutik koji se koristi za dobijanje slike visoke rezolucije
korteksa bubrega i za procenu funkcije bubreznog parenhima, sa boljom osetljivoséu i
specificno$¢u od drugih tehnika. Rezultati ove studijesu pokazali da je tretman zdravih
pacova ekstraktima zelene ljuske crnog oraha u dozi od 13,7 mg kg™ t.t. doveo do znacajno
vecegnakupljanjaTc-99m-DMSA (p<0,05) u jetri. S obzirom na bubrege kao organe od
interesa za ovaj radiofarmaceutik, tretiranje Zivotinja ekstraktom u dozi od 13,7 mg kg™ t.t.
znacajno je smanjilo bubreZznonakupljanje, u poredenju sa kontrolnom grupom.
ManjenakupljanjeTc-99m-DMSA u bubrezima verovatno je posledica manjeg vezivanja ovog
radiofarmaceutika za metalotionein u prisustvu bioaktivnih jedinjenja ekstrakta. Iako su
bubrezi kriticni organi za ovaj radiofarmaceutik, smanjeno nakupljanje ovog
radiofarmaceutika u njima smanjuje dozu zrac¢enja koju oni prime, a istovremeno je dovoljno
da se dobije dobar scintigrafski snimak bubrega. Povecano nakupljanje u jetri ukazuje na
ubrzanu razgradnju i1 eliminaciju ovog radiofarmaceutika, koji se nalazi u krvi. Ovaj
radiofarmaceutik, odnosno koli¢ina koja se nije vezala za bubrezni parenhim, nalazi se u krvi
1izlucuje se vecim delom putem bubrega, a manjim putem jetre.

Manje nakupljanje Tc-99m-DMSA u bubrezima, pod uticajem ekstrakta ljuske crnog oraha, u
skladu je sa prethodnim istrazivanjem, u kome je ekstrakt 4. muricata imao negativan uticaj
na nakupljanje istog radiofarmaceutika u urinu, bubrezima 1 krvi pacova [4]. Medutim,u
nasem istrazivanju je jo§ dokazano i da ekstrakt ljuske crnog oraha nije ometao dobijanje
scintigrama visokog kvaliteta (slika 2).

Hemijska jedinjenja ekstrahovana iz zelene ljuske pripadaju grupi fenolnih jedinjenja [7-9].
Znacajan sadrzaj fenolnih jedinjenja u ovom ekstraktu [9] predstavlja hemijsku osnovu za
njihovu antioksidativnu i radioprotektorsku aktivnost. Zbog toga je bilo neophodno prouciti
ne samo efekte ovog ekstrakta na distribuciju radiofarmaceutika koji se koriste u nuklearnoj
medicini ili terapiji, ve¢ i definisati njihovu radioprotektivnu dozu, koja neée ometati
dijagnosticku proceduru.

Studije o prirodnim agensima kao radioprotektorima su komplikovane ¢injenicom da su ova
jedinjenja multifunkcionalna. Dobijeni rezultati ukazuju na potencijalnu upotrebu ovog
ekstrakta kao radioprotektora u slucajevima planiranog izlaganja zra¢enju. Takode, ova
studija ukazuje na potencijalnu upotrebu crnog oraha kao sredstva za prevenciju drugih
toksi¢nih efekata, s obzirom na to da se radioprotektori koriste kao profilakticka strategija
protiv nezeljenih efekata raznih hemijskih jedinjenja.
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Zakljucak

Radiofarmaceutici se koriste za in vivo snimanje biohemijskih, fizioloskih i patoloskih
procesa u organizmu ¢oveka. Medutim, postoji nekoliko problema povezanih sa klinickom
upotrebom radiofarmaceutika, jer mnogi faktori, kako spoljasnji tako i in vivo, mogu
promeniti oCekivanu distribuciju radiofarmaceutika 1 dati lazno pozitivnu i lazno negativnu
interpretaciju dobijenih rezultata imoguénost postavljanja pogresne dijagnoze (obmanjujuce
informacije koje mogu ili maskirati ili oponasati odredene simptome bolesti). Po farmakopeji,
dozvoljeno je nakupljanje radiofarmaceutika: u bubrezima viSe od 40%, a u jetri manje od
10%, tako da ekstrakt zelene ljuske crnog oraha u preporucenim koncentracijama ne remeti te
procente i samim tim nece dovesti do postavljanja pogresne dijagnoze. Ovi rezultati sugerisu
potencijalnu upotrebu dnevne radioprotektivne doze ekstrakta crnog oraha u slucajevima
planiranog izlaganja zracenju (scintigrafija) bez moguénosti pogresne dijagnoze.
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ABSTRACT

Tc-99m-radiopharmaceuticals are used in various diagnostic procedures in nuclear medicine.
In order to minimize the harmful effects of ionizing radiation on healthy tissues, the
radioprotective properties of plant extracts are intensively researched. J. nigra husk contains
a mixture of various pharmacologically active compounds that have an antioxidant effect and
which are assumed to have a potential radioprotective effect. In this context, the aim of the
work was to evaluate the radioprotective effect of black walnut husk extract. In this study, an
experimental model was applied, which was based on the assessment of the effect of the
extract on the biodistribution of Tc-99m-radiopharmaceuticals in the organs of experimental
animals (rats). Black walnut husk extract led to a decrease in the accumulation of
Tc-99m-radiopharmaceutical in certain organs of rats. The results obtained on the basis of the
experimental model suggest that it is possible to use black walnut husk extract as a
radioprotective agent in cases of planned exposure to ionizing radiation in diagnosticsnuclear
medicine.
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