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Abstract: Radiotherapy (RT) is one of the most
AB important treatment modality for solid

malignant tumors and it is applied in more
than 50% of the patients (52.3%).
Radiobiology id scientific discipline which
studies the effects of electromagnetic
irradiation  on biological  systems.
Radiobiology focuses on the response of the
cells, tissues and the organism as a whole to
ionizing radiation and studying the
mechanisms of radiobiological response.
Exposure of cells to low-dose irradiation
(priming dose) followed by challenging
doses is called radioadaptive radiation.
Adaptive response is described as several
phenomena: hyperradiosensitivity /
radiorezistence, "bystander" effect and
radioadaptive effect in sensu strict.
Molecular mechanisms underlying the
above effects are not sufficiently known. In
this study, the response of malignant and
healthy cells on various modalities of
ionizing radiation is explored in order to
improve knowledge of pathways of cell
death and survival. Fully understanding the
molecular pathways leading to apoptosis or
cell survival after exposure to ionizing
radiation may be used in finding new and
more effective strategies and modalities for
the treatment of malignant tumors. The
study used two human cell lines: human
colorectal cancer HT-29 cell line and the
human fetal lung fibroblast MRC-5. The
cells were irradiated in two modalities using
different pre-irradiation doses (0.03, 0.05
and 0,07Gy) and the same challenging dose
(2Gy) for 4 days. Everyday use of low-dose
did not significantly reduce the viability of
HT-29 cells, while two radioadaptive doses
(0.05 + 2Gy and 0.07+2Gy), are adequate
doses for sparing healthy cells with better
anti-tumor effects. The possibility of
modulating the cellular response to the
ionizing radiation was shown using low-
doses followed by 2Gy (radioadaptive




radiation) in both designed regimes of
radiation. The level of chromosomal
damage showed a dose-dependent trend.
Dose-dependent damage to the genetic
material caused by radiation confirms the
hypothesis that the degree of damage to
MRC-5 cells is smaller than the HT29 cells.
DNA fragmentation differed between HT29
and MRC-5 cells. Detection of mutations in
p53 gene fragment sequence increased with
increasing  doses.  Both irradiation
modalities, in both cell lines induce a higher
level of p53 expression. Expression of p38
MAPK protein in the HT-29 cells was lower
for all delivered doses compared to
nonirradiated. In MRC-5 cells, increased
expression of the p38 MAPK was found
only in the samples that had only received
on first day low-doses compared to the
control nonirradiated cells. Differences in
the expression of the tested proteins reflect
different molecular mechanisms activated in
normal and tumor cells. The level of Bcl.2
and Bax expression also reflected different
radiobiological responses between normal
and tumor cells, which depended on the
applied irradiation regime.
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1. UvOD

Maligni tumori spadaju u vodece uzroke smrti ljudi u industrijski razvijenim
zemljama. Prema podacima Internacionalne agencije za istrazivanje raka (IARC) u
2011. godini je od 12,7 miliona obolelih od malignih tumora umrlo oko 7,6 miliona
[1,2].

Radioterapija (RT) je jedan od najvaznijih modaliteta lecenja solidnih
malignih tumora 1 koristi je viSe od 50% pacijenata (52,3%) sa malignim tumorima
[3]. Primarni cilj radioterapijskog tretmana je izbalansiran odnos delovanja
jonizujuéeg zracenja (JZ) na tumorsko tkivo uz minimalno oste¢enje zdravog tkiva
[4,5]. Ovaj cilj radioterapije postize se primenom razli¢itih radioterapijskih tehnika i
rezima frakcionisanja.

U poslednjih nekoliko decenija razvoj novih tehnologija doveo je do
znacajnog napretka i u tehnikama radioterapije Sto je omogucilo da se zracenje
isporucuje s vefom preciznoSéu. Devedesetih godina proslog veka 2D
radioterapijsku tehniku zamenila je 3D konformalna tehnika. Poc¢etkom i sredinom
prve dekade 2000-tih pojavljuje se intenzitet-modulisana radioterapija (IMRT), a
dalji napredak vodio je ka imidzing vodenoj RT (IGRT) gde su margine ciljnih
volumena manje, a isporuka jonizujuéeg zracenja je jo$ preciznija. Stereotakticna
radioterapija omogucava da se sa visokom precizo$¢u isporucuje nekoliko frakcija sa
dozama i do 20Gy po frakciji [6,7,8,9,10].

U toku radioterapije planirana doza jonizujuceg zracenja se isporucuje u
frakcionisanim rezimima. Primenom frakcionisanih rezima pojacava se vec
postoje¢a prednost zdravog tkiva u odnosu na tumor u pogledu prezivljavanja.
Proliferativna aktivnost zdravih celija je sporija od proliferativne aktivnosti
tumorskog tkiva 1 ta ¢injenica, uz podeljenu ukupnu dozu zrafenja na vise frakcija,
omogucava popravljanje oSteCenja pre replikacije Celije [6]. Nauka koja proucava
efekte elektromagnetnog zracenja na bioloske sisteme naziva se radiobiologija.
Radiobiologija se fokusira na odgovor celija, tkiva i organizma kao celine na
jonizujuce zracenje 1 prou¢ava mehanizme radiobioloskog odgovora.

Jonizujuce zracenje, kao deo elektromagnetnog spektra zracenja, deluje na

bioloske sisteme na direktan i indirektan nacin. Glavna meta interakcije jonizujuéeg
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zraCenja 1 ¢elije je DNK 1 stoga je glavno osSte¢enje Celije nakon interakcije sa JZ
oste¢enje DNK [11]. Indirektno dejstvo JZ ispoljava se kada se JZ apsorbuje u
medijumu kroz koji prolazi. U toku prolaska kroz tkivo i ¢elije predaje energiju i
proizvodi brze elektrone izazivaju¢i Komptonov fotoelektricni efekat kao i1 efekat
produkcije para pozitron — elektron [12]. Indirektno delovanje JZ izaziva jonizaciju
atoma Sto dovodi do razbijanja hemijskih veza i konsekutivno do oSte¢enja vaznih
biomolekula. Jonizuju¢e zracenje moze da dovede do oSte¢enja DNK, tackastih
mutacija, hromozomskih aberacija, promene ekspresije proteina, poremecaja u
éelijskom ciklusu, proliferaciji éelija, ubijanju ¢elija itd. Celijska ostecenja nastala
putem indirektnog delovanja jonizujuceg zraCenja veca su nego u slucaju direktnog
delovanja JZ. Radiobiologija pomaze boljem razumevanju odgovora zdravih i
tumorskih celija i tkiva na jonizujuée zraCenje [5,13]. Istrazivanje radiobioloskog
odgovora moze pomoc¢i da shvatimo koji su signalni putevi ukljuc¢eni nakon isporuke
JZ na celije, odnosno da li postoji ekspresija pojedinih gena i proteina. Takode je
moguce otkriti i promene u strukturi gena [14].

Radioterapijski odgovor moze se pojacati pomoc¢u hemioterapeutika i drugih
supstanci koje imaju radiosenzitivni efekat. Zdravo tkivo se moze dodatno zastiti
koris¢enjem radioprotektora. Medutim, i pored naprednih radioterapijskih tehnika i
koriSéenja radiosenzitivnih i radioprotektivnih supstanci i dalje, u velikom broju
slucajeva, zdravo tkivo koje okruzuje tumor dobija veliku dozu zracenja. Ovaj
problem bi se, potencijalno, mogao prevazi¢i upotrebom niskih doza JZ koje imaju
sposobnost modulisanja odgovora na radioterapiju i zdravog i tumorskog tkiva

Radiobioloski efekti zavise od doze jonizujuceg zracenja [15]. lzlaganje
¢elija niskim dozama JZ koje su nakon odredenog vremenskog intervala pracene
uobicajenim radioterapijskim dozama naziva se radioadaptivno zracenje. Adaptivna
doza moZe da se isporu¢i na ciljni volumen pre jednokratne doze JZ ili doze
podeljene u vise dnevnih frakcija. Adaptivni odgovor u sebi moze da sadrzi nekoliko
fenomena: hiperradiosenzitaciju/radiorezistenciju,  “bystander”  efekat i
radioadaptivni efekat u uzem smislu [16]. O molekularnim mehanizmima koji stoje
iza navedenih efekata ne zna se dovoljno. Unazad oko deset godina radene su studije
koje su imale za cilj da prosire znanje o fenomenu radioadaptivnog odgovora [17-
38]. Dosadasnje studije su pokazale da niske doze jonizujueg zraCenja imaju
znacajan uticaj na modulisanje odgovora ¢elija i tkiva nakon delovanja JZ [39-41].

13
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Istrazivanja koja mogu da rasvetle mehanizme delovanja niskih doza JZ
(radioadaptivni odgovor, hiperradiosenzitacija /radiorezistencija) na tumorske i
zdrave celije 1 tkiva su u zizi naucne javnosti u poslednjih nekoliko godina. Naucni
doprinos u pravcu otkrivanja preciznih mehanizama radiobioloskog odgovora na
niske doze JZ moze biti od velike koristi u leCenju karcinoma. Moguénosti su velike
i mogu se grubo podeliti na korist od potencijalne radiosenzitacije ili
hemosenzitacije. Klju¢nu ulogu u oba procesa igraju niske doze JZ. Ispitivanja na
¢elijskim linijjama su veoma bitna jer na osnovu dobijenih rezultata mogu da se
dizajniraju istrazivanja na animalnom modelu kao i klinicke studije. Svaki napredak
u smislu boljeg razumevanja radiobioloSkog odgovora tumorskih i1 zdravih celija i

tkiva moze biti znacajan u lecenju karcinoma.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Radiobioloski odgovor na niske doze zracenja

2.1.1. Radioadaptivno zracenje

Radioadaptivni fenomen je prvi opisao Olivieri 1984. godine [42] u
eksperimentima na limfocitima iz periferne krvi koji su primili nisku pre-iradijacionu
adaptivnu dozu radioaktivnog timidina u dozi od 3,7kBg/ml nakon Cega je sledila
doza od 1,5Gy. Oliveiri je nakon pre-iradijacione doze detektovao nizi nivo
hromozomskih aberacija za 50% u poredenju sa isporu¢enom dozom od 1,5Gy.
Poznato je da odgovor limfocita u pogledu indukcije adaptivnog odgovora moze biti
razli¢it [43]. Sawant i sar. [44] su pokazali da niske doze gama zracenja izazivaju
adaptivni odgovor kod ¢elijske linije fibroblasta misSa. Radioadaptivni odgovor zavisi
od ¢elijske linije i dizajna eksperimenta [36,45-49].

Poznato je da oStecenje DNK moze da nastane nakon direktnog i indirektnog
deleovanja JZ [5]. Indirektno delovanje JZ temelji se na stvaranju razliitih
reaktivnih produkata, slobodnih radikala, ukljucujué¢i i reaktivne vrste kiseonika
(ROS) koji nastaju radiolizom vode. Slobodni radikali mogu delovati na vazne
nastati novi bioloSki posrednici koji takode mogu reagovati sa DNK 1 dodatno je
ostetiti [50].

U in vitro istrazivanjima testirani su mnogi bioloski efekti niskih doza JZ.
Kim i sar. [51] navode da niske doze JZ uti¢u na razliCite celijske funkcije, a
prvenstveno na proliferaciju celija. Na odgovor c¢elije nakon izlaganja niskim
dozama JZ uti¢u i doza zraCenja i brzina isporuke doze (engl. dose rate) [26,52].
Adaptivni odgovor dobijen nakon zracenja niskim dozama delimi¢no je uslovljen
delovanjem kiseoni¢nih reaktivnih vrsta (ROS) koji u cCeliji podsti¢u proizvodnju
antioksidanata i/ili poboljSavaju sisteme za popravku DNK. Takode, ROS mogu
indukovati visestruke lezije u DNK koje mogu rezultirati multiplim lokalizovanim

promenama: oSecenjima azotnih baza, jednolan¢anim i dvolanfanim prekidima
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DNK, ukrstenim vezama DNK-DNK i DNK-protein [50,53-56]. Mitchel i sar. [57]
su pokazali da nivo doze potreban da se izazove adaptivni odgovor zavisi od tipa
tumora, a da prag doze za radioadaptivni odgovor zavisi od tipa tkiva [57]. Podaci iz
literature, dobijeni na humanom i animalnom modelu, pokazuju da se radioadaptivni
odgovor javlja i nakon doza koje su nize od 0,01Gy. Vazno je napomenuti da se
radioadaptivni odgovor moze javiti 1 nakon ekspozicije niskim dozama zracenja u
profesionalnim uslovima [58]. Takode, ovaj fenomen se moze javiti i kod pacijenata
koji su tretirani sa J*** [59]. Ito i sar. [60] u studiji na C57B1/6 miSevima navode da
adaptivni odgovor nastao nakon niske pre-iradijacione (engl. priming) doze od
0,05Gy moze da traje i do 7 dana nakon Cega se belezi nestanak ovog fenomena.

Radioadaptivni fenomen se najceSée ispituje koriS¢enjem viSe razlicitih
testova: testova za procenu vijabilnosti i proliferacije celija (MTT test), testova
genotoksi¢nosti (test mikronukleusa i hromozomskih aberacija), fragmentacije DNK,
analizom ekspresije gena i proteina, promenama u primarnoj sekvenci DNK (SNPs)
itd. [14]. U in vitro i in vivo eksperimentima je pokazano da je nivo apoptoze nizi
nakon niske pre-iradijacione doze pracene terapijskim dozama u poredenju sa
tretmanom visokim terapijskim dozama [61,62]. Joiner i sar. [16] sugeriSu postojanje
radioprotektivnih mehanizama koji se pojacavaju kao odgovor nakon izlaganja
niskim dozama jonizujuceg zracenja ili drugim agensima koji oSte¢uju DNK. Autori
pretpostavljaju da mehanizam zaStite deluje u okviru dva moguca scenarija. Prvi je,
da doza < 0,3Gy ima protektivno dejstvo protiv jace doze jonizujuceg zraCenja koje
sledi; drugi fenomen se javlja ukoliko je izlaganje samo niskim dozama koje mozZe
izazvati hiperradiosenzitaciju ili indukovanu radiorezistenciju. Navedeni fenomeni
su poslednjih godina delimi¢no rasvetljeni, ali se jo§ uvek malo zna o preciznim
mehanizmima adaptivnog odgovora nakon jonizujuéeg zracenja [39]. Postoje dokazi
da razli¢ita stresogena stanja mogu da aktiviraju sli¢éne odbrambene mehanizme u
bioloskim sistemima [16,63,64]. Pretpostavlja se da adaptivni odgovor ukljucuje
transkripciju velikog broja gena i aktivaciju brojnih signalnih puteva koji su
odgovorni za odbranu ¢elije u smislu: efikasnije borbe protiv slobodnih radikala,
aktiviranja sistema za reparaciju DNK, indukcije novosinteisanih proteina u ¢elijama
koje su primile pre-iradijacionu (engl. priming) dozu kao i produkcije antioksidanata
[17,18,22,33,36-38,65-74].
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Moguénost modulisanja terapijske doze jonizujuéeg zracenja primenom pre-

iradijacionih doza pokazana je u in vitro uslovima [39-41,75-77].

2.1.2. Hiperradiosenzitivnost i pove¢ana radiorezistencija

U protekle dve decenije celijske linije se koriste kao veoma dobar model za
izuCavanje delovanja JZ u dozi < 0,5Gy, pri ¢emu se koriste isti testovi kao kod
ispitivanja radioadaptivnog odgovora. Rezultati ovih istrazivanja su pokazali da je
smanjenje vijabilnosti tumorskih ¢elija vece nego Sto se to moze predvideti koristeci
linearno kvadratni (LQ) model. U nekim slu¢ajevima, kao u istrazivanju Castillo i
sar. [78] na dve vrste bakterija, pokazano je da i doze koje su u nivou jonizujuéeg
zracenja u prirodi i niZze od toga mogu da dovedu do inhibicije rasta i do odgovora na
stres suprotno predvidanju matematickih modela. Istrazivanja na ¢elijskim linijjama
pokazala su da doze < 0,5Gy, a prema nekim autorima i do 0,3Gy, izazivaju
hiperradiosenzitivnost, a doze > 0,5Gy izazivaju povecanu radiorezistenciju. Taan
molekularni mehanizam ovog fenomena nije dovoljno istrazen. Enns i sar. [79] su
utvrdili vezu izmedu hiperradiosenzitivnog zracenja, pS3 gena i apoptoze. Kao §to je
ve¢ navedeno, ovaj fenomen deli sliéne mehanizme sa radioadaptivnim zracenjem i
“bystander” efektom. Hiperradiosenzitivnost je takode usko povezana i sa uticajam
na  mehanizme/sisteme za  reparaciju DNK. Istrazivanje  fenomena
hiperradiosenzitacije i poviSene radiorezistencije i dalje je u ZiZi interesovanja
mnogih autora [80-87]. Fenomen hiperradiosenzitivnosti dovodi do smrti ¢elije zbog
povecanje osetljivosti ¢elija na niske doze JZ < 0,5Gy. Takode, kod istih ¢elija, doze
iznad 0,5Gy, mogu izazvati komplementarni fenomen - povisenu radiorezistenciju
[88-92]. Pretpostavlja se da niske doze nisu dovoljne da izazovu aktivaciju reparacije
DNK kao pri velikim kurativnim dozama. To zna¢i da celije mogu pokazati
hiperradiosenzitivnost na JZ u slu¢aju da su doze JZ insuficijentne da aktiviraju
reparatorni proces [93-95]. Neki od modela, koji pokuSavaju da razjasne ovaj
fenomen, sugeriSu da je uzrok hiperradiosenzitivnosti nemoguénost ozracene Celije
da zaustavi celijski ciklus u kontrolnoj tacki G2 faze ¢elijskog ciklusa pri dozi do
0,4Gy [96-98]. Skorasnje studije ukazuju da ove ¢elije umiru u procesu apoptoze

[79,99,100]. Pojedini autori su miSljenja da se radiorezistencija, koja moze nastati
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nakon konvencionalnih radioterapijskih doza, moZze prevazici visestrukom primenom
vrlo malih doza JZ [90,101].

Postojanje hiperradiosenzitivnosti kod zdravih ¢elija moze da dovede do
ve¢ih nezeljenih efekata prilikom primene ultrafrakcionacije. Istrazivanja o
hiperradiosenzitivnosti zdravih ¢elija su malobrojna pa se stoga zna manje nego o
hiperradiosenzitivnosti tumorskih ¢elija. Postoje podaci o ¢elijama pluénog epitela,
kao i kod dve linije fibroblasta [102]. Krueger i sar. [99] su zakljucili da doze manje
od 0,2Gy ne aktiviraju ranu G2 kontrolnu tacku. To znaci da ukoliko ne dode do
zastoja u ranoj G2 fazi reparatorni mehanizmi ne mogu da poprave ostecenja pre
mitoze, pa ¢e ¢elija uci u apoptozu. Joiner i sar. [91] sugeriSu da veoma male doze
imaju vecu efektivnost po isporuc¢enoj dozi nego sto to predvida LQ model. Enns i
sar. [79] i Krueger 1 sar. [99] su utvrdili povezanost apoptoze i
hiperradiosenzitivnosti. Posmatrano na molekularnom nivou, apoptoza izazvana
hiperradiosenzitivnim zraCenjem najverovatnije se deSava posredovanjem p53 i
kaspaze 3 [79,99]. Hiperradiosenzitivnost takode zavisi i od brzine isporuke doze.

Sporija isporuke doze efikasnije ubija ¢elije [80,103,104].

2.2. Molekularni mehanizmi radioadaptivnog odgovora pri

niskim dozama zracenja

Molekularni mehanizmi koji stoje iza radioadaptivnog odgovora tumorskih i
zdravih ¢Celija nisu dovoljno istrazeni pa su i dalje u u zizi naucne javnosti. lzlaganje
tumorskih ¢elija jonizujuéem zracenju aktivira brojne signalne puteve i izaziva
oste¢enje DNK. Aktivacija signalnih puteva zavisi od doze zracenja, a u razliitim
¢elijama se aktiviraju razli¢iti signalni putevi. Brojni Cinioci uti¢u na aktivaciju
signalnith puteva zraCenjem (stvaranje reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) 1 azota
(RNS), ostecenja u DNK, promena u ekspresiji razli¢itih receptora za faktore rasta 1
njihovih liganada i mutacije u genima klju¢nim za odredene signalne puteve). Npr.
aktivacija intracelularnih puteva moze povecati sintezu i proapoptotskih i
antiapoptotskih proteina u zavisnosti od balansa izmedu aktiviranih signalnih puteva.
Zrafenjem se mogu aktivirati signalni putevi koji dovode do zaustavljanja celijskog

ciklusa, apoptoze ili prezivljavanja Celija.
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2.2.1. p53 signalni put

Fosfoprotein p53 je produkt homolognog tumor supresornog gena TP53.
Vise od 50% humanih malignih tumora sadrzi mutirani oblik ovog gena Sto ukazuje
na njegovu vaznu ulogu u prevenciji kancerogeneze. Proteini koje kodira ovaj gen
vezuju se za DNK i regulisu ekspresiju drugih gena u cilju spre¢avanja mutacija u
genomu i doprinose stabilnosti genoma. Osteéenje DNK izazvano zra¢enjem, pored
niza drugih stresnih stanja/procesa, moze aktivirati p53 protein. Aktivirani p53 moze
da deluje putem nekoliko mehanizama: aktiviranja proteina koji popravljaju oste¢enu
DNK, zaustavljanja ¢elijskog ciklusa u G1/S fazi i omoguéavanja cCeliji da popravi
oStecenje pre ulaska u narednu fazu celijskog ciklusa, te iniciranja apoptoze kojom
se uklanjaju nepovratno oStecene celije.

Radioadaptivni odgovor c¢elija na zracenje moze se znacajno modulisati
primenom niskih doza jonizujuceg zracenja. Niske doze zracenja mogu da zastite
¢elije od ostecenja izazvanih JZ indukcijom signalnih puteva za prezivljavanje. U
razli¢itim Celijama ista doza zra¢enja moze aktivirati razlicite signalne puteve.

Ostecenja DNK nastala nakon zracenja dovode do poveéane ekspresije p53.
Radioadaptivno zracenje od 0,01Gy u ¢elijskoj liniji slezine povecava ekspresiju p53
proteina [62,106]. Radioadaptivni odgovor posredstvom p53 se moze razviti i nakon
isporuke JZ u dozi od 0,02Gy [62,105-107]. Sakamoto-Hojo i sar. [108] su pokazali
da u limfocitima radnika koji su izlozeni jonizujuéem zrac¢enju dolazi do ekspresije
gena Cije su funkcije povezane sa putevima u kojima ucestvuje p53: uticaj na celijski
ciklus, DNK reparacija, indukcija apoptoze i genetska nestabilnost. Okazaki i sar.
[62] su u eksperimentu sa splenocitima misa utvrdili da je uloga p53 u
radioadaptivnom odgovoru veoma znacajna: p53 moze da zastiti Celije aktivacijom
reparatornih intracelijskih mehanizama. Tumor supresor gen TP53 je jedan od
glavnih regulatora celijskog odgovora na zracenje [109,110]. Jonizujuce zracenje
aktivira odgovor DNK na ostecenje koje uslovljava povecanje nivoa p53 u celiji koje
je rezultat pojacane translacije kao i inhibicije degradacije proteina [109,111].
Aktivacijom p53 signalnog puta moZe se zaustaviti Celijski ciklus 1 popraviti
oste¢enje u DNK $to omogucava prezivljavanje ¢elija dok indukcijom unutras$njeg
puta apoptoze i/ili ¢elijskog starenja moze do¢i do Celijske smrti.
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U zavisnosti od tipa Celija, p53 moze da izazove ili premitoticku apoptozu ili
da indukuje gene koji, izmedu ostalog, preko p21 mogu da kontrolisu ¢elijski ciklus.
U zdravim ¢elijama epitela gastrointestinalnog trakta poveéanje p53 moze dovesti do
apoptoze preko ekspresije Bax proteina i mitohondrijalnog puta apoptoze ili do
¢elijskog prezivljavanja povecanjem ekspresije p21[109]. Signalni put p53 ima
vaznu ulogu u regulisanju kontrolnih tacaka ¢elijskog ciklusa [113,114]. ZadrZzavanje
¢elija u kontrolnim tackama dozvoljava pristup reparatornim enzimima i pruza im
moguénost da poprave oSte¢enja u DNK pre replikacije i mitoze. Nije potpuno jasno
kako signal generisan nakon oS$te¢enja DNK u nukleusu dolazi u citoplazmu i
modulise ¢elijski rast ili apoptozu. Celija mozZe da popravi mala do srednja o$te¢enja
DNK i tako prezivi oste¢enje dok veca ostecenja vode ka ¢elijskoj smrti 1 apoptozi u
zavisnosti od tipa ¢elije i nivoa mutacije p53 u tumorskim ¢elijama [114,115].

Nakon DNK oStecenja, od momenta povecanja p53 do razvoja apoptoze
prode nekoliko sati. Protein p53 se u zdravim ¢elijama stalno stvara 1 razgraduje. U
njegovoj degradaciji ucestvuje E3 ubikvitin protein ligaza, MDM2, koju negativhom
povratnom spregom indukuje p53. Tumor supresorni protein p53 je ukljucen u
indukovanje kaspaze 3 i apoptoze nakon jonizujuceg zracenja i ima bitnu ulogu u
odgovoru na niske doze jonizujuceg zracenja [79].

U cilju postizanja apoptoze, pS3 moze direktno da aktivira transkripciju
nekoliko gena, ¢lanova Bcl-2 porodice. Proteini ove porodice su odgovorni za
regulaciju mitohondrijalne permeabilnosti [116]. U smislu izazivanja apoptoze
najvazniji ciljni proteini su proapoptotski Bax, Noxa i PUMA [117-119]. U ¢elijama
sisara p53 moze da aktivira transkripciju Fas gena nakon DNK oStecenja. Potrebno
je naglasiti da ekspresija Fas koja ide preko liganada nije posredovana sa p53 [120-
122]. Ovakvi podaci ukazuju da se signali nastali nakon ostecenja DNK mogu
preneti u Celiju preko receptora na povrsini Celije. Ovaj mehanizam pretpostavlja da
je ¢elija sa DNK ostec¢enjem podloZnija apoptozi izazvanoj Fas ligandom 1 uniStenju

posredovanom T limfocitima [123].
2.2.2. Apoptotski signalni put
Komitet za nomenklaturu ¢elijske smrti 2011. godine je redefinisao tipove

¢elijske smrti uzumajuci u obzir nova saznanja iz biohemije i genetike ¢elijske smrti.
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Ova nova, funkcionalna klasifikacija celijske smrti ukljucuje: spoljnu (extrinsic)
apoptozu; unutrasnju (intrinsic) apoptozu koja moze biti zavisna ili nezavisna od
kaspaza; regulisanu nekrozu; autofagnu celijsku smrt i mitotsku katastrofu
[124,125].

Apoptoza je najizrazitiji i najbolje proucen oblik programirane ¢elijske smrti
1 ima vaznu ulogu u normalnom razvoju organizma, homeostazi tkiva i u patogenezi
[126]. Celije koje umiru apoptozom imaju specifi¢ne morfoloske osobine po kojima
se bitno razlikuju od ¢elija koje umiru nekrozom.

Apoptoza i autofagija su najvazniji mehanizmi u nastanku celijske smrti
nakon zracenja, ali ¢elija posle zracenja moze da dozivi smrt i usled mitotske
katastrofe, starenja ili nekroze [125,127-129].

Apoptoza je mehnizam programirane celijske smrti koju karakteriSe
aktivacija kaspaza, kondenzacija hromatina, fragmentacija jedra i “pupljenje”
¢elijske membrane. Ovaj oblik ¢elijske smrti odvija se u okviru dva puta (spoljasnjeg
1 unutrasnjeg puta) koji se razlikuju po nacinu aktivacije i sledstvenim signalnim
putevima ukljucuju¢i inicijatorne kaspaze. Oba puta ¢e se “susresti” na nivou
izvr$nih kasapaza (kaspaza-3, -6 1 -7) koje nakon aktivacije iniciraju niz
biohemijskih dogadaja koji ¢e kulminirati smréu Celije [128,130].

Spoljasnji put apoptoze mogu aktivirati spoljasnji stresogeni stimulusi preko
specificnih transmembranskih receptora, najceS¢e preko nekoliko receptora
superfamilije faktora nekroze (TNFR) tzv. receptora smrti (FAS-CD95, TNF-
receptor 1 (TNFR1) i TRAILR1-2). Ovaj put se moze aktivirati i preko drugih
receptora (npr. nektrin receptori UNC5a i DCC) samo ukoliko je koncentracija

njihovog specificnog liganda (nektrin 1) ispod kriticnog nivoa (praga) (Slika 1).
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Slika 1.Spoljasnji mitohondrijalni put apoptoze (preuzeto i modifikovano iz Galluzzi
i sar. [131].

Spoljasnji put apoptoze zapoCinje aktivacijom receptora smrti vezivanjem
liganda za specifi¢ni receptor (npr. FASL/FAS). Citoplazmatski delovi aktiviranog
receptora formiraju trimer i privlate razne proteine (FADD, cIAP, cFLIP i
prokaspazu-8) stvaraju¢i supramolekularnu platformu (DISC) koja kontrolise
aktivaciju kaspaze-8 (ili -10). Nakon aktivacije kaspaze-8 (-10) zapocCinje kaskadna
aktivacija efektornih kaspaza -3, -6 i -7 §to ¢e rezultirati fragmentacijom DNK i
apoptozom [128,130]. Spoljasnji put apoptoze ne ukljucuje aktivaciju proteina Bcl2
familije, ali u nekim ¢elijama (npr. hepatocitima) spoljasnji i unutraSnji put apoptoze
se preklapaju pa se tako kaspaza-8 cepa i aktivira Bid, proapoptotski ¢lan Bcl2
familije, 1 stimuliSe propustljivost spoljasnje mitohondrijalne membrane (MOMP)

¢ime zapocCinje unutrasnji put apoptoze. Aktivacija spoljasnjeg puta apoptoze
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posredstvom nektrin receptora moze se odvijati direktnom aktivacijom izvr$nih
kaspaza posredstvom kaspaze-9 (DCC receptor) i/ili favorizovati MOMP. U
specificnim okolnostima nekoliko drugih transmembranskih proteina (CD2, CDA4,
CD30, CD40, CD45, CXCR4 i klasa I/l MHC molekula) nakon vezivanja
odgovaraju¢eg liganda moze aktivirati spoljasnji put apoptoze. Spoljasnji put
apoptoze je kaspaza-zavisan pa se moze suprimirati hemijski (pan-kaspaznim
inhibitorima) ili genetski (pove¢anom ekspresijom inhibitora kaspaza).
Unutrasnji put apoptoze mogu inicirati razna stresna stanja unutar ¢elije kao
Sto su oSte¢enja DNK, oksidativni stres, nedostatak faktora rasta, povecanje Ca* u
citosolu itd. Uzroci koji okidaju kaskadu dogadaja koja uslovljava pokretanje
unutrasnjeg apoptotskog puta su veoma razliCiti, ali su svi u suStini povezani sa
mitohondrijama kao centralnim kontrolnim mehanizmom. Unutrasnji put apoptoze
reguliSe familija Bcl2 proteina. Pro-apoptotski i anti-apoptotski signali se paralelno
aktiviraju 1 oba konvergiraju ka membrani mitohondrija koja ¢e, u slucaju da
preovladaju pro-apoptotski signali, postati propustljiva i to je klju¢ni dogadaj u
unutra$njem putu apoptoze. Propustljivost zapocinje na spoljaSnjoj mitohondrijalnoj
membrani (MOMP) zahvaljujuéi aktivnosti pro-apoptotskih proteina Bak i Bax a
moze nastati i kao posledica otvaranja PTPC (engl. permeability transition pore
complex) na unutrasnjoj membrani mitohondrija $to je poznato kao MPT fenomen
(engl. mitochondrial permeability transition). Oste¢enje mitohondrija ima nekoliko
letalnih posledica: rasipanje transmembranskog mitohondrijalnog potencijala sa
prestankom sinteze ATP i transportnih aktivnosti koje zavise od transmembranskog
mitohondrijalnog  potencijala; oslobadanje proteina iz  mitohondrijalnog
intermembranskog prostora u citosol (citohrom C, AlF, endonukleaza G, DIABLO,
HTRAZ itd.) i inhibicija respiratornog lanca koja rezultuje povecanim stvaranjem
ROS S$to dodatno pojacava apoptotski signal. Nakon nastanka MOMP, oslobodeni
citosolni protein citohrom C sa AIF1 i dATP stvara multiproteinski kompleks,
apoptozom, Kkoji aktivira kaskadu kaspaza pocev od kaspaze -9, a aktivacijom
kaspaze -3 nastaju morfoloske i biohemijske promene karakteristicne za apoptozu.
Opisani put se naziva i kaspaza-zavisan put. Nasuprot tome, drugi oslobodeni
proteini, AIF i ENDOG, odlaze u jedro i nezavisno od kaspaza cepaju DNK u velike
fragmente. Medu proteinima oslobodenim iz intermembranskog prostora
mitohondrija nalaze se i oni koji indirektno doprinose procesu apoptoze. Tako
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SMAC/DIABLO i HTRAZ inhibiraju anti-apoptotsku funkciju nekoliko proteina iz
familije inhibitora apoptoze (IAP familija). HTRAZ2, kao serin proteaza, dodatno
ispoljava svoju pro-apoptotsku i kaspaza-nezavisnu aktivnost (Slika 2). Ispitivanja
apoptoze na razli¢itim modelima ukazuju da relativni doprinos procesa opisanih u
unutrasnjem putu apoptoze zavisi od fizioloskih, patoloSkih i eksperimenatlnih
uslova [130,132]. Unutrasnji put apoptoze je rezultat udruZzenog delovanja nekoliko
izvr$nih mehanizama uz snazno opadanje bioenergetske i metabolicke aktivnosti
mitohondrija. On pocinje stvaranjem MOMP i uvek je udruzen sa: opStim i
nepovratnim  rasipanjem  transmembranskog  mitohondrijalnog  potencijala,
oslobadanjem proteina iz mitohondrijalnog intermembranskog prostora u citosol uz
mogucu relokalizaciju u druge kompartmane (jedro) ¢elije 1 inhibiciju respiratornog

lanca.
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Slika 2. Unutrasnji mitohondrijalni put apoptoze (preuzeto 1 modifikovano iz

Galluzzi i sar. [131]).
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Daish i sar [133] sugeriSu da treba razlikovati kaspaza-zavisni od kaspaza-
nezavisnog unutrasnjeg apoptotskog puta. Razlika izmedu kaspaza-zavisnog i
kaspaza-nezavisnog puta apoptoze temelji se na stepenu/obimu farmakoloske ili
genetske inhibicije kaspaza $to je pokazano u nekim in vivo studijama [131] u
kojima je inhibicija kaspaza obezbedila stabilnu zaStitu Celija tokom razvi¢a. U in
vitro studijama duzeg trajanja, prevladavaju kaspaza-nezavisni mehanizmi (bilo da
su posledica aktivnsti AIF i ENDOG ili posledica depleticije ATP) koji celije
odvode u smrt i u situacijama kada bi u unutraSnjem putu kaspaza-zavisni put bio
normalno aktivan. Smatra se da se doprinos jednog od ovih procesa u in vitro
uslovima moze proceniti nakon kratkotrajne (24h-48h) zastite celija upotrebom
inhibitora kaspaza [130,131].

Klju¢ni proteini unutrasnjeg puta apoptoze pripadaju proteinima Bcl2
porodice. Neki od njih su pro-apoptotski dok su drugi anti-apoptotski i od njihovog
medusobnog odnosa/ravnoteze zavisi sudbina ¢elije. U pro-apoptotske proteine se
ubrajaju Bax, Bak, Bok i drugi. Anti-apoptotski proteini Bcl2 porodice su Bcl-2,
Bcl-x , Bel-w, Mcl-1 i Al. Pro-apoptotski proteini se nalaze u citosolu i deluju kao
senzori Celijskog oSte¢enja ili stresa. U medumembranskom prostoru mitohondrija
prevashodno se nalaze anti-apoptotski proteini. Medusobni odnos pro- i anti-
apoptotskih proteina moze da odredi odgovor na terapiju i kod zdravog i kod
tumorskog tkiva. Bcl-2 proteini svoju anti-apoptotsku ulogu ostvaruju vezivanjem za
Bax stvarajuci heterodimer ¢ime se sprecava stvaranje Bax homodimera 1 Bak/Bax
heterodimera koji mogu indukovati MOMP [134-137. Pro-apoptotski proteini kao
homo- ili heterodimeri mogu direktno indukovati MOMP (Bak, Bax i Bok) dok tzv.
»BH3 only” proteini (Bid, Bad, Bim, Bik, Noxa, Puma i drugi) indukuju MOMP na
dva nacina: (a) neutralizacijom inhibitornog delovanja Bcl-2 na na multimerizaciju
Bak/Bax ili (b) direktnom aktivacijom Bak 1 Bax. Proteini Bcl2 familije reguliSu broj
1 tip jonskih kanala u unutrasnjoj membrani mitohondrija, pri ¢emu Bad 1 Bax
dovode do stvaranja vec¢ih jonskih kanala kroz koje izlaze proapoptotski molekuli.

Pri izlaganju ¢elija humane mijeloblastne leukemije dozama JZ od 0,02Gy do
0,5Gy pokazano je da ekpresija Bax proteina postize maksimalni nivo 2-3 sata nakon
izlaganja zracenju, dok nivo Bcl-2 proteina ubrzano opada na nivo baznih vrednosti
[136-138]. Razliciti autori su za drugacije doze i razliite Celijske linije dobijali
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smanjenu ekspresiju Bax gena i proteina zavisno od duzine tretmana (24-72 h) [139].
Pojedini proteini Bcl2 porodice mogu ucestvovati 1 u drugim oblicima ¢elijske smrti
npr. autofagiji i nekroptozi. Takode, neki proteini ove porodice u fizioloskim
uslovima ucéestvuju u metabolickim funkcijama mitohondrija [128].

Porodica kaspaza spada u grupu proteina koji su glavni medijatori apoptoze.
SintetiSu se kao pro-enzimi i postaju aktivni nakon razli¢itih unutra$njih i spoljasnjih
stimulusa. Do sada je identifikovano 10 najvaznijih tipova kaspaza [140]. Kaspaze 2,
8, 91 10 predstavljaju inicijatorne kaspaze i poseduju dugi domen. Efektorne kaspaze
su kaspaze 3, 6 i 7. Takode postoje i inflamatorne kaspaze 1, 4 i 5 [141]. Uprosceno,
efektorne kaspaze nakon aktivacije zapocinju kaskadnu reakciju koja zavrSava
¢elijskom smréu [142].

Pored Bcl2 i porodice kaspaza, u unutra$njem apoptotskom putu i citohrom ¢
je jedan od klju¢nih proteina. Nakon §to ¢elija detektuje apoptotski stimulus kao npr.
DNK oste¢enje, metabolicki stres itd. unutra$nji apoptotski put je pokrenut i
citohrom c koji se nalazi u mitohondrijama oslobadaju se u citoplazmu. U citoplazmi
citohnrom ¢ angazuje apoptotski proteaza-aktivirajuci faktor-1 (APAF1) i formira
apoptozome [143,144]. Dokazano je da su ¢elije sa deficijencijom citohroma c bile
rezistentne na razne apoptotske stimuluse, Sto je dovodilo do smanjene aktivacije
kaspaze 3.

Geneticke studije su potvrdile znacaj citohroma € uz pomo¢ ‘“knock-in”
pristupa ciljnih gena kod miSeva. Vazno je napomenuti da je otpuStanje citohroma C
kao i citohrom c posredovana apoptoza pod visekaskadnom kontrolom, a
najznacajniju ulogu u toj kontroli imaju ¢lanovi Bcl2 porodice. Tako citohrom c

pojacava signale koji bivaju generisani od strane drugih apoptotskih puteva [145].

2.2.3. PARP signalni put

Poli (ADP-riboza) polimeraza (PARP) predstavlja porodicu proteina koja je
primarno lokalizovana u nukleusu. PARP je deo vaznih celularnih mehanizama, kao
Sto su odgovor DNK na oStecenja (reparacija), a kada je oStecenje veliko ucestvuje u
¢elijskoj smrti putem apoptoze ili nekroptoze [146]. Enzimi PARP1 i PARP2 imaju
ulogu u razli¢itim mehanizmima popravke DNK oSte¢enja: reparaciji isecanjem baza
(BER), homolognoj rekombinaciji (HR) i nehomolognom sparivanju krajeva
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(NHEJ). Nakon sto se detektuje oSte¢enje DNK, aktiviran PARP1 okida poli(ADP-
ribozil)aciju histona. Poli(ADP-ribozil)acija je jedan od prvih koraka kojim DNK
odgovara na osteCenje [147]. PARP1 obezbeduje regulaciju DNK replikacione
viljuske pomoc¢u HR na oste¢enoj DNK. PARP1 je primarno uklju¢en u popravku
jednolancanih prekida DNK (SSB). Ukoliko se ne poprave, ovi prekidi se u toku
DNK replikacije razvijaju u dvolancane prekide (DSB) DNK. PARP1 ima dvostruku
ulogu u apoptozi. Inhibicija PARP1 moze da izazove apoptozu [100,148-150], ali
PARP1 moze da dovede i do smanjenja apoptoze [100,151]. Do aktivacije PARP1
moze do¢i nakon izlaganja ¢elija jonizuju¢em zracenju Sto vodi ka iscrpljivanju
izvora energije u Celiji. Jako oStecenje DNK moze da dovede do preterane aktivacije
PARP1 S§to dovodi do iscrpljivanja izvora energije i nekroze i celijske smrti
[100,146]. U nedostatku ili pri inhibiciji PARP1 proteina njegovu ulogu moze da
preuzme PARP2, §to je pokazano u istrazivanju sa PARP1 inhibitorima i niskim
dozama zraCenja [152,153]. Eksperimenti sa inhibitorima reparacije sugeriSu da
PARP1 ima ulogu u adaptivnom odgovoru [24,66,154,155] i da moze biti povezana
sa kontrolom ¢elijskog ciklusa ili sa detekcijom oste¢enja [96]. Moze se pretpostaviti
da adaptivni odgovor povecava mehanizme NHEJ i HR. Nakon $to JZ izazove DNK
prekide, odmah dolazi do aktivacije PARP1 §to vodi ka depleciji NAD i ATP unutar
¢elije 1 verovatno nekrozi ¢elije. Inhibicijom aktivnosti PARP sprec¢ava se nastanak
¢elijske smrti 1 poboljSava se rast tumora. Ovaj zakljuCak izveden je na osnovu
istrzivanja na modelu karcinoma plu¢a [156]. PARP je takode poviSen u

uznapredovalom rezistentnom karcinomu prostate [100].

2.2.4. p38 MAPK signalni put

U mitogenom-aktivirane protein kinaze (MAPK) kod sisara ubrajaju se JNK
(c-Jun NH,-terminalna kinaza), p38bMAPK i ERK (ekstracelularnim signalima
regulisana kinaza). Ove serin-treonin protein kinaze reguliSu razlicite aktivnosti u
¢eliji: proliferaciju, diferencijaciju, apoptozu ili preZivljavanje, zapaljenje i urodeni
imunitet. Poremec¢aj MAPK signalnog puta prisutan je u razliitim oboljenjima
ukljucujudi kancer i teska neurodegenerativna oboljenja [157].

p38 MAPK signalni put moze da se aktivira kao odgovor ¢éelije na razne
stresogene faktore (oksidativni, genotoksi¢ni i osmotski stres, proimflamatorne
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citokine TNF-q, interleukin 1f [158,159]. Signalni put Ras—Raf-MEK-ERK ima
vaznu ulogu u razvoju kancera jer podstice proliferaciju i metastaziranje tumorskih
¢elija. p38 MAPK put dovodi se u vezu sa hemiorezistencijom tumora debelog creva
I jetre [157].

Postoje najmanje 4 izoformna oblika p38: p38a, p38pB, p38y i p385 [160].
Aktivacija p38 MAPK signalnog puta moze da vodi u pravcu Celijske smrti ili u
pravcu celijskog rasta i prezivljavanja [161]. Wang i sar. [162] su pokazali da
jonizujuce zracenje aktivira sve 4 izoforme p38, ali da je za zaustavljanje celijskog
ciklusa u G2 fazi (G2 arest) potrebna p38 y. Druge izoforme p38 mogu biti ukljucene
u druge kontrolne tacke regulatornog mehanizma c¢elijskog ciklusa [163]. p38y
MAPK ima vaznu ulogu i u ATM Chk2 signalnom putu kao i u unutrasnjem putu
apoptoze. Uloga p38 MAPK ogleda se u ranoj fazi, pre mitohondrijalne disfunkcije i
aktivacije kaspaze-3. Prema Choi i sar. [163] inhibicija p38 MAPK ili njena
prekomerna ekspresija dovode do smanjenog otpustanja citohroma C i smanjenog
aktiviranja kaspaze-3 nakon zraCenja. Medutim, p38 MAPK moze da bude
odgovoran i za radiorezistenciju [159]. Znacaj uloge p38 MAPK signalnog puta
ogleda se u Cinjenici da inhibicija ovog signalnog puta dovodi do prezivljavanja
maligne Celije, a poznato je da tumorski rast zavisi od odnosa c¢elijske proliferacije i
apoptoze [164]. p38 MAPK signalni put ima vaznu ulogu u nekoliko karcinoma:
karcinom prostate, dojke, mokraéne besike, jetre, pluca itd. [165-169]. Ovaj signalni
put je povezan sa migracijom tumorskih ¢elija 1 sa njthovom invazivno$¢u. Pored
navedenog, p38 MAPK moze imati i tumor supresorni efekat preko aktiviranja p53 i
apoptoze [170,171]. Signalni put p38 MAPK je drugaciji i komplikovaniji kod
tumorskih celija nego kod zdravih, a takode postoje razlike 1 izmedu razlicitih
tumorskih ¢elijskih linija [172]. Efekti JZ kao i niskih pre-iradijacionih doza JZ su
ispitivani i na p38 MAPK signalni put. Kim i sar. [51] su dobili povisenu ekspresiju
p38 MAPK nakon zrac¢enja niskom dozom od 0,05Gy.

Zracenje je vazan modalitet leCenja solidnih tumora. Poznavanje molekularne
biologije 1 principa radiobiologije omogucilo je da se poslednjih godina bolje
sagledaju signalni putevi pokrenuti jonizuju¢im zracenjem - zaustavljanje Celijskog

ciklusa, apoptoza i prezivljavanje celija.
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Odgovor ¢elija na zracenje vezuje se za dva glavna signalna puta: konstitutivni put
za prezivljavanje, svojstven svim proliferiSu¢im celijama, i indukovani put za
prezivljavanje kao odgovor ¢elije na zracenje. Oba puta predstavljaju otpor ¢elija na

letalne efekte zracenja.

U ovom radu ispitivan je odgovor malignih i zdravih ¢elija na razliite modalitete
jonizujuéeg zracenja u cilju boljeg poznavanja puteva celijske smrti i prezivljavanja.
Potpuno razumevanje molekularnih puteva koji vode u apoptozu ili u prezivljavanje
¢elija nakon izlaganja jonizuju¢em zracenju moglo bi koristiti u iznalazenju novih i
efikasnijih strategija i modaliteta leCenja malignih tumora u cilju njihove potpune

eredikacije.
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3. CILJ RADA

Ciljevi ovog istrazivanja su:

1. da se utvrdi optimalni rezim isporuke zra¢ne terapije u smislu pre-iradijacione
doze nakon koje sledi veca kurativna doza, koja ¢e dovesti do smanjenog
prezivljavanja i smanjenja deobnog potencijala tumorskih celija, a u isto vreme

izazvati adaptivni (radiorezistentan) odgovor kod zdravih ¢elija;

2. da se detektuje stepen
e prezivljavanja tumorskih 1 zdravih ¢elija,
e oStecenja hromozoma (prisustvo mikronukleusa)
e fragmentacije DNK i
e razlike u primarnoj sekvenci p53
nakon primenjenih rezima zraCenja i razli¢itih pre-iradijacionih niskih doza

jonizujuéeg zracenja,

3. da se utvrdi promena ekspresije klju¢nih proteina u signalnom putu apoptoze i
njihova veza sa p53 i p38 MAPK signalnim putevima nakon primenjenih rezima

zraenja,
4. da se na osnovu dobijenih rezultata uporede molekularni mehanizmi koji leze u

osnovi ¢elijskog odgovora zdravih i tumorskih ¢elija na niske pre-iradijacione doze

jonizujuceg zracenja i na dva razlicita rezima radioadaptivnog zracenja.
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4. RADNE HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Pri dizajniranju ovog istrazivanja postavljene su sledece radne hipoteze:

1. Zra¢enjem tumorskih ¢elija niskim dozama JZ nakon kojih sledi visoka kurativna
doza (2Gy) oc¢ekuje se znacajno smanjenje prezivljavanja u odnosu na ¢elije koje su
ozracene samo sa kurativnom dozom bez pre-iradijacije. Nasuprot tome, kod zdravih
¢elija uz pre-iradijaciju o¢ekuje se znac¢ajna posSteda zdravih ¢elija u smislu odrzanog

ili povecanog prezivljavanja;

2. U uzorcima celijskih linija koje pokazuju radioadaptivni efekat u smislu
radiorezistencije utvrdi¢e se manji broj mikronukleusa i manja fragmentacija DNK,
kao i manja promena primarne DNK sekvence p53 gena, dok se suprotan efekat

oc¢ekuje u osetljivoj tumorskoj ¢elijskoj liniji;

3. Ocekuje se razlika u ekspresiji kljuénih apoptotskih proteina zavisno od rezima
zracenja kao 1 razlicita ekspresija proteina u ¢elijama koje su primile radioadaptivni
rezim zracenja u poredenju sa celijama koje su primile samo kurativhu dozu

zracenja.
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5. MATERIJAL | METODE RADA

5.1. Celijske linije

U istrazivanju su koris¢ene dve Celijske linije: Celijska linija humanog
kolorektalnog karcinoma HT-29 (American Type Culture Collection, HTB-38) i
¢elijska linija humanih fetalnih fibroblasta plu¢ca MRC-5 (American Type Culture
Collection, CCL171). Odabirom ove dve ¢elijske linije moguce je uporediti odgovor
tumorskih i zdravih éelija na primenjene rezime zradenja. Celije su gajene u
medijumu DMEM sa 4,5% glukoze (Dulbecco's modified Eagle's medium, SERVA),
uz dodatak 10% FCS (Fetal Calf Serum, SERVA) i antibiotika (100IU/ml penicilina
i 100pg/ml streptomicina (Galenika)). Celije su presadivane dva puta nedeljno, a
suspenzija pojedinacnih celija je dobijena koris¢enjem 0,25% tripsina u EDTA
(Ethylenedinitrilo-tetraaceticacid, SERVA). Obe celijske linije su kultivisane u
sudovima za kulturu (flaskonima) (Costar, 25 cm?) na 37°C u atmosferi 100%

vlaznosti 1 5% CO.

5.2. Metode rada

5.2.1. Tretman celijskih linija

Celijske linije su izloZene jonizujuéem zragenju koje je isplanirano na osnovu
nasih preliminarnih istrazivanja [76,77] i dostupnih podataka iz literature. Za vreme
zratenja Celije su bile smestene u flaskone (oko 2x10° éelija/flaskonu) koji su bili
postavljeni u specijalno dizajnirani fantom od pleksiglasa (Slika 3). Dimenzije
fantoma su 30cm x 30cm x Scm sa 4 mesta za flaskone povrsine 25cm? (Sarstedt).

Pleksiglas je koriS¢en za izradu fantoma zbog toga $to je po osobinama propustanja
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jonizujuceg zracenja ekvivalentan tkivu. Uz pomo¢ fantoma bilo je moguce planirati
zracenje Celija sa velikom precizno$cu. Nakon postavljanja flaskona sa celijama u
fantom nacinjeni su CT preseci koji su se importovali u sistem za planiranje Electa
XIO, verzija 4.62. Nakon importovanja u sistem za planiranje usledilo je odredivanje
mete koja ¢e biti izlozena planiranim dozama jonizujuceg zracenja. Napravljen je
plan sa dva polja sa izodoznom raspodelom u rasponu od 95-107% uz pomo¢
softvera za planiranje Electa XiO verzija 4.62. Navedena isporuka JZ uc€injena je uz
pomoc¢ linearnog akceleratora Varian 600DBX, sa 6MV energijom. Za niske doze od
0,03Gy, 0,05Gy i 0,07Gy kori$¢ena je brzina doze (engl. dose rate) 80 MU/min, a za
dozu od 2Gy, 400 MU/min.

Slika 3. A. Postavljanje flaskona sa ¢elijskim linijama u fantom; B. Flaskoni sa ¢elijskim

linijama postavljeni u fantom - pre zracenja.

Celije adenokarcinoma kolona (HT-29) i fetalnih fibroblasta pluéa (MRC-5)
su bile izloZene jednom od dva rezima jonizujuéeg zracenja (JZ). U oba rezima Celije
su zrafene razli¢itim pre-iradijacionim dozama i istom kurativnom dozom (2Gy)
tokom 4 dana. Pored toga, kontrolu su predstavljale nezracene celije, kao i celije
ozra¢ene dozom od 2Gy u toku 4 dana bez primene niskih preiradijacionih doza.
Ozracene celije su kori§¢ene u testovima za: procenu vijabilnosti (MTT), testu
genotoksi¢nosti (MN test), fragmentaciji DNK, ekspresiji gena i proteina signalnih

puteva vaznih za nastanak celijske smrti i prezivljavanja ¢elija.
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RezZim zracenja I

U ovom rezimu zra¢enja (oznacen u tekstu i grafikonima kao Rezim I ili samo 1)
HT-29 i MRC-5 ¢elije su izlozene niskim dozama JZ od 0,03Gy, 0,05Gy i 0,07Gy
samo prvog dana planiranog cCetvorodnevnog rezima. Nakon primljenih navedenih
niskih doza odvojili su se flaskoni sa ¢elijama koje su izlozene samo niskim dozama
JZ, dok su ostali flaskoni sa ¢elijama, nakon Cetiri sata bili dodatno izlozeni dozi od

2@Gy. Zracenje ¢elija dozom od 2Gy nastavljeno je sledeca tri dana (Slika 4).

ndan | || nidan

0,03Gy

0,05Gy

0,07Gy

Slika 4. Shematski prikaz dizajna rezima zracenja I.
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RezZim zracenja Il

U rezimu zraCenja II (oznaCen u tekstu i grafikonima kao Rezim II ili samo
I1) HT-29 i MRC-5 ¢elije su tokom Cetvorodnevnog zra¢enja, svakog dana zraCene
niskim pre-iradijacionim dozama JZ od 0,03Gy, 0,05Gy i 0,07Gy, a nakon Cetiri sata
primile su i dodatnu terapijsku dozu od 2Gy. I u ovom rezimu su izdvojeni uzorci

¢elija koji su primili samo pre-iradijacione doze tokom cetiri dana zracenja (Slika 5).

24h

0,056y 24h 24h
L 0.056y =
076Gy
vore,

Slika 5. Shematski prikaz dizajna reZima zracenja II.

5.2.2. MTT test

Uticaj razlicitih rezima zracenja na prezivljavanje ¢elija (vijabilnost) izmeren
je kolorimetrijskim MTT testom [173]. Princip testa je redukcija tetrazolijumove soli
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromid, (MTT)] u plavo obojeni
proizvod (formazan), posredstvom mitohondrijalnog enzima sukcinat dehidrogenaze,
a koli¢ina nagradenog formazana direktno je proporcionalna broju vijabilnih ¢elija.

Celije su 24h nakon tretmana prema rezimu I ili II sakupljene, istalozene
centrifugiranjem (10 min / 200 x g) i izbrojane u 0,1% tripan plavom. Vijabilne

¢elije su posejane u kvadriplikatu u mikrotitar ploce sa 96 otvora, tako da je u 90 ul
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medijuma bilo 5 x 10° HT-29 ili MRC-5 ¢elija. Plode sa zasejanim celijama
ostavljene su u termostat na 37°C, sa 5% CO, naredna 72h ¢asa. Po isteku inkubacije
u sve otvore na ploc¢i dodat je sveze pripremljen rastvor MTT (5mg/ml; 10 pl
/otvoru,) a inkubacija je nastavljena naredna 3h (u termostatu na 37°C, sa 5% CO, ).
Po isteku inkubacije u svaki otvor je dodato po 100 ul 0,04 mol/l HCI u
izopropanolu u cilju rastvaranja nastalog formazana. Apsorbancija je ocitavana
odmah po isteku inkubacije na citacu za mikrotitar ploce (Multiscan MCC/340,
Labsystems) na test talasnoj duzini od 540 nm i referentnoj talasnoj duzini od 690
nm. Otvori na ploci koji su sadrzavali samo medijum i MTT, ali ne i ¢elije, sluzili su
kao slepa proba (“blank™).

Rezultati su izrazeni kao procenat od kontrole (netretirane Celije) i/ ili kao
procenat od uzorka koji je ozracen sa 2Gy prema formuli
% K (2Gy) = (Az/Ak) 100, pri ¢emu je Ak apsorbancija kontrolnih uzoraka, a Az

apsorbancija zrac¢enog uzoraka.

5.2.3. Test mikronukleusa

Test mikronukleusa (CBMN) (Cytochalasin B Micronucleus Test) je test
genotoksicnosti koji se koristi za kvantifikaciju hromozomskih ostecenja [174].
Mikronukleusi predstavljaju telaSca hromatina koja se formiraju u toku anafaze
¢elijske deobe 1 posledica su zaostajanja hromozomskih fragmenata nastalih prilikom
prekida hromozoma ili ¢ak celih hromozoma u toku kontrakcije niti deobnog
vretena. U cilju markiranja mikronukleusa (MN) koristi se Cytochalasin-B (Cyt-B),
koji je inhibitor polimerizacije aktina, te zaustavlja ¢elijsku deobu pre citokineze, a
nakon kariokineze, $to kao rezultat daje celije sa dva jedra.

Preparacija cCelijskih kultura za test mikronukleusa zapoceta je 72h po
zavrSetku zraCenja Celija prema rezimu I ili II, centrifugiranjem celijske suspenzije
(5min na 1200 obrtaja/min) i odlivanjem supernatanta. Na istaloZene celije je dodat
hladni hipotoni¢ni rastvor (4°C) 0,075M KCI, nakon Cega je sledilo centrifugiranje
¢elijske suspenzije (8min na 1200 obrtaja/min). Supernatant je odliven, celije su
fiksirane rastvorom metanol:siréetna kiselina (3:1) u koji je dodato 1% formaldehida
a zatim je sledilo centrifugiranje (8min na 100 obrtaja/min) i ispiranje fiksativom bez

formaldehida jo§ dva puta. Preparati su pravljeni tako $to su se celijske suspenzije
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nanosile na dobro oprane i suve mikroskopske plo¢ice. Modifikacija metode se
sastojala u tome da je bojenje izvrSeno 2% gimzom u destilovanoj vodi, uz dodatak
jedne kapi NH4OH, u trajanju od 10 minuta.

Analizirano je najmanje 1000 binuklearnih ¢elija po uzorku. Analizirana je
incidencija mikronukleusa. Incidencija mikronukleusa je predstavljena brojem

mikronukleusa na 1000 analiziranih binuklearnih ¢elija.

5.2.4. Fragmentacija DNK

Fragmentacija DNK (engl. DNK laddering) predstavlja metod analize
stepena fragmentacije DNK. Ovom metodom se kvalitativno odreduje
prisustvo/odsustvo fragmentacije razdvajanjem fragmenata DNK na nosacu
(agaroznom gelu) [175]. DNK fragmenti nastaju u procesu apoptoze kao posledica
aktivnosti enzima CAD (kaspaza-zavisna DNaza), §to je klju¢ni dogadaj tokom
apoptoze. CAD sece genomsku DNK na fragmente priblizne velic¢ine 180-185bp.
Ovaj test predstavlja pouzdan test za kvalitativno detektovanje apoptoze ifili
razlikovanje apoptoze od nekroze.

Ukupna DNK je izolovana iz suspenzije celijskih linija modifikovanom
metodom Sambrook 1 Russel [176]. Odmereno je 1,5ml celijske suspenzije i1
prebaceno u sterilnu kivetu (1,5 ml). U svaku kivetu dodato je 380 pl digestionog
pufera (0,1% SDS; 100 mM NaCl; 10 mM EDTA,; 100 mM Tris-HCI; pH 8,0), 10 pl
rastvora proteinaze K (40 mg/ml) i 10 ul B—merkaptoetanola. Sadrzaj svake kivete je
promeSan na vorteksu, i zatim su uzorci inkubirani na 65°C 30 min. Nakon
inkubacije uzorci su centrifugirani 4 minuta na 12000 rpm. Supernatant (oko 400 pl)
je prebacen u sterilnu kivetu (1,5ml) i u svaku kivetu dodata je jedna zapremina
fenola; sadrzaj je promeSan na vorteksu a zatim je sadrzaj svake kivete centrifugiran
4 minuta na 12000 rpm. Mikropipetom je pazljivo prebacena gornja vodena faza u
novu sterilnu kivetu (1,5ml) bez zadiranja u donju fenolnu fazu. Dodata je jedna
zapremina smese hloroform:izoamilalkohol (24:1), promeSan je sadrzaj na vorteksu i
centrifugiran 4 minuta na 12000 rpm. PaZzljivo je prebacena gornja vodena faza u
novu sterilnu kivetu (1,5ml). Ukoliko je uzorak bio necist, ponovljeni su koraci
ispiranja fenolom i smeSom hloroform:izoamilalkohol. Zatim je dodato oko 40 pl
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(~0,1 zapremine) 3M Na-acetata i 2 zapremine (oko 800 pl) 95% etanola
rashladenog na -20°C. DNK je precipitirana 20 minuta na -70°C. Precipitat je
centrifugiran 20 minuta na 12000 rpm. Etanol je odliven iz kivete i talog je ispiran sa
1 ml 70% rashladenog etanola. Precipitat je centrifugiran 5 minuta na 12000 rpm.
Etanol je ponovo odliven i talog suSen na 55°C dok sav etanol nije ispario. Talog je
resuspendovan u 50ul TE pufera (1 M Tris-HCI; 0,5 M EDTA, pH 7,6). Uzorci su
inkubirani 1-2 minuta na 45°C - 60°C da se ubrza rastvaranje taloga.

Nakon postupka ekstrakcije odredena je koncentracija izolovane DNK
merenjem apsorbanci na 260 nm pomocu BioSpec-nano spektrofotometra
(Shimadzu). Kao slepa proba upotrebljavan je isti rastvor TE pufera koris¢en za
resuspendovanje izolovane DNK. Pored koncentracije, odredivana je i Cistoca
izolovane DNK, merenjem optickih gustina na 230nm i 280nm, kao i
izratunavanjem odnosa 260/280 1 260/230. Uzorak je smatran ¢istim i1 koriS¢en za
dalje analize ukoliko su vrednosti odnosa 260/280 bile u opsegu od 1,75 do 2,05;
odnosno od 1,95 do 2,25 za odnos 260/230. Uzorci odgovarajuce ¢isto¢e su shodno
odredenoj koncentraciji razblazivani u radne rastvore (50 ng/ul) koji su koris¢eni u
daljim analizima.

Vizualizacija i1 odredivanje kvaliteta DNK 1 prisustva DNK fragmenata
odredeno je na 1% agaroznim gelovima. Za identifikaciju DNK fragmenata uz
uzorke je na gel nanoSen 1 DNK marker od 100kb. Za elektroforezu je koriS¢en
IXTAE pufer pri konstantnom naponu od 100V u trajanju oko 55 minuta. Nakon
razdvajanja fragmenata elektroforezom, gelovi su bojeni etidijum-bromidom i

dobijeni fragmenti ocitani na UV transluminatoru.

5.2.5. Odredivanje sekvenci p53 gena

Za detekciju prisustva i obima mutacija odabran je fragment p53 gena, koji
obuhvata deo egzona 3 i 4, prema [177]. p53 gen predstavlja centralni klju¢ni tumor
supresor gen, ¢ijom mutacijom dolazi do gubitka funkcije gena. Gubitak funkcije
gena onemogucava normalan Celijski ciklus i aktivira se mehanizam za popravku
DNK oStecenja §to moZe da vodi u dva scenarija: ili dolazi do ¢elijske smrti (npr.
apoptoze) ili do proliferacije celija. Jonizujuée zraCenje, pored jednolancanih i
dvolancanih prekida DNK moze dovesti i do promena u redosledu nukleotida, tipa
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mikroinsercija, mikrodelecija ili baznih supstitucija. Sagledavanjem prisustva
mutacija u primarnoj sekvenci DNK, moze se indirektno sagledati efekat jonizujuceg
zrac¢enja na primarnu sekvencu DNK.

DNK izolovana za analizu fragmentacije DNK koriS¢ena je kao matrica za
amplifikaciju egzona 3 i 4 p53 gena prema metodi Liu i Bodmer [177] i koriS¢enjem
prajmera istih autora.

Oko 50ng genomske DNK umnozavano je sa 0,4uM svakog od prajmera,
0,2mM dNTP, 6mM MgCly, 1 x Taq pufera i 1U Taq polimeraze u ukupnoj

zapremini od 25 pL. Amplifikacija je izvrSena pomocu Eppendorf Personal
Thermocycler masine. Inicijalna denaturacija bila je podeSena na 94°C u toku 5
minuta, a sledilo je 35 ciklusa sa fazama denaturacije (94°C u toku 60 sekundi),
vezivanja primer-a (60 sekundi na 60°C) i sinteze DNK lanca (60 sekundi na 72°C).
Nakon poslednjeg ciklusa PCR reakcije sledila je finalna elongacija na 72°C u toku
10 minuta. Nakon amplifikacije kontrola kvaliteta produkta proverena je na 2%
agaroznom gelu. Kod uzoraka kod kojih je amplifikacija bila neuspe$na izvrSena su
tri ponavljanja. UspeSno amplifikovani region p53 gena preciS€en je primenom
QIAGEN PCR gel extraction kita prema uputstvu proizvodaca. Precis¢eni PCR
produkt sekvenciran je pomocu forward prajmera na ABI Genetic Analyzer 3110.
Kvalitet dobijene sekvence je proveren analizom hromatograma i ru¢no su editovane
dvosmislene pozicije. Pomoc¢u programskog paketa BioEdit primenom ClustalW
algoritma izvrSeno je poredenje sekvenci i duzina je ujednacena skrac¢ivanjem sa oba
kraja. Medusobno poredenje sekvenci je odredeno izracunavanjem indeksa slicnosti

u BioEdit programskom paketu.

5.2.6. Western Blot

Za analizu ekspresije proteina u ovom istrazivanju primenjena je Western
blot tehnika. Ova tehnika se koristi za detekciju specifi¢nih proteina u datom uzorku
homogenata ili ekstrakta tkiva. Za razdvajanje nativnih (prema 3-D strukturi) ili
denaturisanih (prema duzini polipeptidnog lanca) proteina koristi se elektroforeza na
gelu poliakrilamida koji se zatim prenose na membranu (nitroceluloza ili PVDF) gde

se detektuju koriscenjem specifi¢nih antitela.
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Proteinski uzorci ¢elija (HT-29 i MRC-5) su pripremjeni za Western blot
analizu nakon izlaganja ¢elija jonizuju¢em zracenju prema rezimu I ili rezimu II.
Celije su nakon tretmana sakupljene, istalozene centrifugiranjem, zatim su
resuspendovane u destilovanoj vodi, prebrojane i ostavljene 2h na sobnoj
temperaturi. Nakon centrifugiranja na 1300 obrtaja / 10 minuta, odredena je
koncentracija proteina metodom po Bradfordu [178].

Za razdvajanje proteina kori$¢ena je elektroforeza na gelu poliakrilamida.
Gelovi su pravljeni u odgovarajué¢im kalupima aparature. Separacioni akrilamidni gel
(SDS-PAGE) sadrzao je 10% akrilamid/bis-akrilamid; 0,375 M TRIS-HCI, pH = 8,8;
0,1% SDS; 0,675% TEMED i 5ul 10% APS u zapremini od 10ml vode. Na
separacioni gel izlivan je gel za koncentrovanje ("stacking” gel) (4,5% akrilamid/bis-
akrilamid; 0,125 M TRIS-HCI, pH=6,8; 0,1% SDS; 0,1% TEMED i 100ul 10% APS
u zapremini sa 10ml vode).

Uzorci i pufer za uzorak (2 puta koncentrovan: 1,0mL 1,25 M TRIS, pH=6,8;
3,0mL 10% SDS; 0,5mL B-mercaptoethanol; 1-2mg brom-fenilplavog; 1,0mL
glicerola) pomesani su u odnosu 1:1 i zagrevani na 100°C u toku 5 minuta. Nakon
dodavanja uzorka u bunarci¢e u gelu startovana je elektroforeza na 100 V, 1 sat, uz
koriséenje Tris-glicin "running” pufera (10x koncentrovan: 121,1g TRIS-HCI; 576g
glicin; 200ml 20%SDS u zapremini 4l). Nakon elektroforeze sledio je transfer
uzoraka pomocu transfer pufera (mM Tris; 0,2 M glicin; 20% CH3;OH, pH=8,5) na
membranu od nitroceluloze (na 100 V, 1h ili preko no¢i na +4 °C). Membrana je
zatim bojena sa Poncesau S (0,1% Ponceau S; 1% CH3;COOH) 5 minuta na sobnoj
temperaturi kako bi se proverila uspeSnost transfera. Nitrocelulozna membrana je
potom obezbojavana u obezbojivaéu Ponceau S (1% CH3COOH). Nespecifi¢na
mesta na membrani su blokirana inkubiranjem membrane u puferu za blokiranje
(PBS; 5% bezmasno mleko; 0,1% Tween-20) u toku 1h na sobnoj temperaturi, ili
preko no¢i na 4°C, ili 30 minuta na 37°C. Po zavr§enom blokiranju membrane su
isprane 1-2 puta u puferu za ispiranje (TBS/T: 1xPBS; 0,1% Tween-20) 5 minuta na
sobnoj temperaturi uz stalno muckanje, posle ¢ega su membrane inkubirane sa
primarnim antitelima za proteine Bcl-2 (B-cell CLL/lymphoma 2; R&D SYSTEMS),
Bax (BCL2-associated X protein; CALBIOCHEM), citohrom C (BD Pharmingen),
kaspaza-3 (R&D SYSTEMS), PARP (poly ADP-ribose polymerase; BD

Pharmingen), MAPK (Mitogen Activated Kinase-like protein; BD Biosciences), p53
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(CALBIOCHEM ) i B-aktina (BD Pharmingen) (0,1-1 ug/ml) u puferu za blokiranje
u toku 1h na sobnoj temperaturi, uz muckanje. Potom su membrane isprane 3-5 puta
u puferu za ispiranje i sledila je inkubacija membrane sa sekundarnim antitelima
rastvorenim u puferu za blokiranje (1:1000 — 0,2-1pg/ml, ili 1:2000) na sobnoj
temperaturi u toku 1h uz neprestano muckanje. Potom su membrane isprane 3-5 puta
u puferu za ispiranje. Proteini su detektovani pomocu kita za hemiluminescenciju
(Pearce, Thermo scientific). Hemiluminiscentni signal je zabelezen na osetljivom
filmu (Hyprerfilms, Amersham Biosciences) i fotografisan digitalnom kamerom a
eksprimirani proteini su analizirani pomoc¢u kompjuterskog programa Imagel] (NIH
Image; http://imagej.nih.gov). Ekspresija proteina u eksperimentalnim uzorcima je
analizirana denzitometrijom poredenjem sa proteinima kontrolnog uzorka. B-aktin je

koriSéen kao interna kontrola.

5.3. Statisticka obrada podataka

Sve parametrijske vrednosti dobijene primenom MTT i testa mikronukleusa
obradene su primenom standardnih statistickih testova koji su deo programskog
paketa Statistica ver. 12 (StatSoft®) [179]. Za sve parametrijske vrednosti odredeni
su parametri deskriptivne statistike: srednja vrednost, standardna devijacija,
medijana, mod, maksimalna i minimalna vrednost i varijansa. Za utvrdivanje
medusobnih razlika u odgovorima c¢elijskih linija i u okviru jedne celijske linije u
odgovorima na razli¢ite reZime zracenja primenjena je jednosmerna analiza varijanse
(one-way ANOVA) i post-hoc testovi Tukey i Duncan. Nivo znacajnosti postavljen
je na p<0,05. U cilju odredivanja veze izmedu rezultata analize prezivljavanja celija
(MTT) 1 testa mikronukleusa uradena je analiza korelacije, sa izraCunavanjem r
parametra. Kvalitativni testovi (DNK fragmentacija i ekspresija proteina) opisno su

prikazani u rezultatima.
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6. REZULTATI

6.1. Uticaj razlicitih rezima zracenja na preZivljavanje

Celija

Vijabilnost ¢elija zracenih rezimima I 1 II ispitana je primenom MTT testa.
Zracene Celije su testirane 24 sata nakon zavrSetka zraCenja, a njihovo prezivljavanje
je praceno kontinuirano tokom 72h. Rezultati prezivljavanja (vijabilnosti) izrazeni su
kao srednja vrednost + standardna devijacija za svaki primenjeni rezim zracenja i za
svaku ¢elijsku liniju pojedinacno, a graficki su predstavljeni procentom prezivelih
¢elija u poredenju sa kontrolnim, nezra¢enim celijama i/ili ¢elijama koje su primile
terapijsku dozu zracenja od 2Gy.

Posebno su prikazani rezultati prezivljavanja ¢elija izloZzenih niskim pre-
iradijacionim dozama jonizujuc¢eg zracenja (Slike 6 1 7). Zralenje Celija prema
rezimima I i II prikazano je dvojako: kao procenat prezivelih ¢elija u odnosu na
kontrolni, netretirani uzorak (Slike 8 i 9) i u odnosu na uzorke koji su primili
terapijsku dozu od 2Gy (Slike 10 i 11).

I jednokratno i viSekratno izlaganje celija niskim pre-iradijacionim dozama
JZ izazvalo je povecano preZivljavanje obe vrste Celija (Slika 6). Jednokratno
izlaganje niskim dozama JZ podjednako je povecalo prezivljavanje obe vrste celija s
tim da je doza od 0,07Gy za oko 14% smanjila prezivljavanje HT-29 ¢elija u
poredenju sa MRC-5 ¢elijama. Izlaganje celija niskim dozama JZ tokom cetiri
uzastopna dana izazvalo je znacajno povecanje prezivljavanja HT-29 ¢celija u
poredenju sa humanim fibroblastima plu¢a MRC-5. Najvece prezivljavanje u obe
¢elijske linije izazvala je jednokratno data doza zracenja od 0,03Gy. Odgovor HT-29
¢elija na jednokratnu i viSekratnu primenu niskih doza JZ bio je dozno zavisan - vece
doze su izazvale slabije prezivljavanje HT-29 ¢elija, dok su u istim uslovima MRC-5
odgovorile drugacije i njihov odgovor se nije znacajnije menjao bez obzira na dozu i

tip zraCenja (Slike 6 1 7).
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Slika 6. Vijabilnost HT29 i MRC-5 ¢elija nakon izlaganja niskim dozama

jonizujuceg zracenja. Rezultati su prikazani kao procenat prezivljavanja u odnosu na

nezracene, kontrolne ¢elije.
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160 160
140 140
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Slika 7. Uporedni prikaz prezivljavanja HT-29 i MRC-5 ¢elija nakon jednokratnog i

visekratnog izlaganja niskim dozama jonizujuéeg zracenja. Rezultati su prikazani

kao procenat prezivljavanja u odnosu na nezracene, kontrolne ¢elije.
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Prezivljavanje ¢elija HT-29 i MRC-5 koje su prvo bile izlozene niskim pre-
iradijacionim dozama JZ, a nakon 4 sata i dozi od 2Gy tokom 4 dana prikazano je na
slikama 81 9.

A B

200 200
180 180
160 160
140 140
120 120
100 WHT291 100 | EMRC51

80 - WHT2911 80 - EMRC5 I
60 - 60 -
40 - 40
20 + 20 -
0 - 0

0 2 0,03+2 0,05+2 0,07+2 0 2 0,03+2 0,05+2 0,07+2

Slika 8. Vijabilnost HT-29 (A) i MRC-5 (B) ¢elija nakon izlaganja jonizujuéem
zracenju prema rezimima zracenja I 1 II. Rezultati su prikazani kao procenat

prezivljavanja u odnosu na nezracene, kontrolne ¢elije.

Vijabilnost HT-29 ¢elija nakon zracenja prema rezimu I je niza u poredenju
sa netretiranim ¢elijama; sli¢na je za sve pre-iradijacione doze JZ, a ne razlikuje se
znacajno ni od odgovora MRC-5 celija na isti reZim zrafenja (Slike 8A, 9A).
Medutim, nakon viSekratne primene niskih pre-iradijacionih doza JZ (rezim zracenja
IT) prezivljavanje HT29 ¢elija je znacajno vecée u poredenju sa odgovorom ¢elija na
rezim zra¢enja I (prvenstveno za kombinaciju 0,03+2Gy) ali s tendencijom opadanja,
tako da je za dozu 0,05+2Gy preZivljavanje na nivou netretiranih celija, a dozu
0,07+2Gy prezivi svega 40% HT29 ¢elija (Slika 8A). Odgovor MRC-5 ¢elija na oba
rezima zracenja je ujednacen, ali je prezivljavanje nize nakon zracenja u rezimu II za
sve pre-iradijacione doze tako da je razlika u preZivljavanju za dozu zracenja

0,07+2Gy izmedu dva rezima oko 20% (Slike 8B, 9).
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Slika 9. Uporedni prikaz preZivljavanja HT29 1 MRC-5 ¢elija nakon izlaganja
jonizujuéem zracenju prema rezimu zracenju I (A) 1 II (B). Rezultati su prikazani kao

procenat prezivljavanja u odnosu na nezracene, kontrolne ¢elije.

Da bi se procenio stvarni doprinos pre-iradijacije u rezimima zracenja I i II
prezivljavanje Celija je prikazano u odnosu na prezivljavanje istih Celija zracenih
samo dozom od 2Gy (Slike 10 i 11).

A B
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0,00
2 0,03+2 0,05+2 00742 2 00342 0,0542 0,0742

Slika 10. Vijabilnost HT-29 (A) i MRC-5 (B) ¢elija nakon izlaganja jonizuju¢em
zraCenju prema rezimu zracenja I 1 II. Rezultati su prikazani kao procenat

prezivljavanja u odnosu na ¢elije zracene dozom od 2Gy.

Pre-iradijacija u rezimu zracenja I nije izazvala znacajnije promene za veéinu
primenjenih doza u vijabilnosti zraCenih ¢elija u poredenju sa terapijskom dozom
(2Gy). Izuzeci su sledece pre-iradijacione doze: zraCenje HT-29 celija dozom od
0,03+2Gy je povecala vijabilnost za 25%, (Slika 10A), dok je doza od 0,07+2Gy
povecala vijabilnost MRC-5 ¢elija za 18% (Slika 10B).

Odgovor ¢elija na zraenje u rezimu II je bio dvojak. Kod HT29 c¢elija

registrovana je znacajno povecana vijabilnost nakon doza 0,03+2Gy i 0,05+2Gy
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(95% i 75%). Kod MRC-5 ¢elija zabelezena je smanjena vijabilnost kad su ozracene
rezimom II (Slika 10B).

Razlike u osetljivosti ¢elija HT-29 i MRC-5 na primenjene reZzime zra¢enja
prikazane su na Slici 11. Iz slike 11B se vidi da se primenom rezima zracenja II
indukuje suprotna vijabilnost izmedu HT-29 i MRC-5 c¢elija za 0,03+2Gy i
0,05+2Gy. Najvece smanjenje vijabilnosti HT29 ¢elija postiglo se primenom pre-

iradijacione doze od 0,07+2Gy (za 35% manje prezivelih celija).

A B
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2 0,03+2 0,0542 0,0742

Slika 11. Uporedni prikaz prezivljavanja HT29 i MRC-5 ¢elija nakon izlaganja
jonizujuéem zracenju prema rezimu zracenju I (A) i II (B). Rezultati su prikazani kao

procenat preZivljavanja u odnosu na ¢elije zracene dozom od 2 Gy.

U Tabeli 1. prikazan je Tukey-ev i Duncan-ov (one way ANOVA) test, sa p
vrednostima 1 odrednicom da li se radi o statisticki znacajno ve¢oj ili manjoj srednjoj
vrednosti rezultata dobijenih MTT testom (apsorbanca) za HT-29 ¢elijsku liniju
posmatraju¢i oba rezima zracenja medusobno i unutar rezima. Tukey test predstavlja
postupak visestrukog poredenja srednjih vrednosti parametara u kombinaciji sa
ANOVA (Post-hoc analiza) ¢ime se utvrduje nivo znacajnosti razlika. Test vrsi
medusobna poredenja u okviru standardizovanog opsega veli¢ina slicno kao t
distribucija u okviru Studentovog t testa. Duncan-ov test je statistiCki test
viSestrukog poredenja koji je modifikacija Student-Newman-Keuls testa sa ve¢om
moc¢i diskriminacije odnosno pruza vecu zastitu od laZzno negativnih greSaka (i u
odnosu na Tukey test), ali sa pove¢anim rizikom od lazno pozitivnih rezultata u
smislu utvrdivanja statisticke znacajnosti. Da bi se mogli uporediti rezultati ova dva

testa u Tabeli 1. su uporedo pokazane p vrednosti za oba testa (Tukey/Duncan)
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(ispod dijagonale) kao i medusobni odnos srednjih vrednosti merenog parametra
(adsorbance) (iznad dijagonale).

U Tabeli 2. prikazan je Tukey-ev i Duncan-ov (one way ANOVA test), sa p
vrednostima i odrednicom da li se radi o statisti¢ki znac¢ajno vec¢oj ili manjoj srednjoj
vrednosti rezultata dobijenih MTT testom (apsorbanca) za MRCS5 ¢elijsku liniju
posmatrajué¢i oba rezima zraCenja medusobno i unutar rezima. Da bi se mogli
uporediti ova dva testa u tabeli su takode uporedo pokazane p vrednosti za oba testa
(Tukey/Duncan).

U cilju lakSeg razmevanja rezultata prikazanih u tabelama 1 1 2. u formi
teksta ¢e biti prikazan primer poredenja adsorbanci dobijenih MTT testom kod HT-
29 ¢elija za izlaganje zra¢enju od 2Gy u poredenju sa 0,03+2Gy u rezimu zracenja 11
(Tabela 1). Oc¢itana vrednost adsorbance nakon primljene doze od 2Gy je 0,23, a
nakon primljene doze od 0,03+2Gy je 0,45. Medusobno poredenje reda broj 12 u
tabeli (doza 0,03+2Gy, rezim II) sa kolonom 8 (2Gy) dovodi do polja u tabeli sa p
vrednostima 0,01/0,01. Ovo pokazuje da je p vrednost dobijena Tukey testom 0,01,
ista kao p vrednost dobijena primenom Duncan testa 0,01 i oba testa ukazuju na
statisticki zna€ajnu razliku u srednjoj vrednosti adsorbance, §to zna¢i da imamo
statisticki znaCajnu razliku u prezivljavanju HT-29 celija nakon izlaganja ovim
dozama. Poredenjem reda 8 u tabeli (2Gy) sa kolonom 12 (0,03+2Gy) dolazimo do
polja sa simbolom <, $to pokazuje da je vrednost adsorbance nakon primljene doze
od 2Qy statisticki znacajno manja u odnosu na 0,03+2Gry, tj. prezivljavanje HT-29
¢elija je znacajno manje nakon primljene doze od 2Gy nego nakon primljene doze od

0,03+2Gy u rezimu II.

47



Doktorska disertacija

Ioor Dan

Tabela 1. Rezultati Tukey 1 Duncan testa u rezimima I i II kod HT-29 ¢elijske linije.

ReZim 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13. 14.
1. < < < < < < > > > > < > >
0Gy
(0,42)

2. 0,83/ > > < < < > > > > > > >
0,08

0,03Gy

(0.51)

3. 0,99/ 0,99/ > < < < > > > > > > >
0,45 0,28

0,05Gy

— (0,46)

g

b

g 4. 0,99/ 0,14/ 0,79/ < < < > > > > > > >

0,27 0,01 0,08

g 0,07Gy

R 0,36

E (0,36)

5. 0,01/ 0,14/ 0,01/ 0,01/ = > > > > > > > >
0,01 0,01 0,01 0,01

003Gy |° * : ,

(0,67)

6. 0,01/ 0,14/ 0,01/ 0,01/ 1,00/ > > > > > > > >
0,01 0,01 0,01 0,01 1,00

0,05Gy | © * : ,

-

o=t

= (0,67)

=

S

E 7. 0,16/ 0,99/ 0,64/ 0,01/ 0,79/ 0,79/ > > > > > > >

0,01 0,28 0,04 0,01 0,05 0,07

p 0,07Gy

R 0,60

E’ (0,60)

8. 0,02/ 0,01/ 0,01/ 0,40/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ < > < < < >
0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01

2Gy

(0,23)

9. 0,40/ 0,01/ 0,07/ 0,98/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,99/ > > < < >
0,02 0,01 0,01 0,18 0,01 0,01 0,01 0,28

0,03Gy

+2Gy

(0,29)

10. 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,29/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 1,00/ 0,98/ < < < >
0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,85 0,22

0,05Gy

= +2Gy

E 0.22)

3

s 11. 0,02/ 0,01/ 0,01/ 0,44/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 1,00/ 0,99/ 1,00/ < < >

N 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,96 0,27 0,82

= 0,07Gy

SR +2Gy

& (0,24)

12. 0,99/ 0,99/ 1,00/ 0,88/ 0,01/ 0,01/ 0,50/ 0,01/ 0,11/ 0,01/ 0,01/ > >
0,55 0,23 0,85 0,11 0,01 0,01 0,03 0,01 0,01 0,01 0,01

0,03Gy

+2Gy

(0,45)

13. 1,00/ 0,51/ 0,99/ 0,99/ 0,01/ 0,01/ 0,04/ 0,09/ 0,74/ 0,05/ 0,11/ 0,99/ >
0,63 0,03 0,25 0,50 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,31 0,31

0,05Gy

-

= +2Gy

i (0.39)

[}

’E 14. 001/ | 001/ | 00/ | 001/ | 001/ | 001/ | 0,00/ | 096/ | 030/ | 098/ | 094/ | 0,00/ | 0,01/

N 007G 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,15 0,02 0,19 0,15 0,01 0,01

£ s

5N +2Gy

()

& (0,16)

Ispod dijagonale — p vrednosti Tukey/Duncan; iznad dijagonale — medusobni odnos;

unutar zagrade — srednja vrednost
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Tabela 2. Rezultati Tukey 1 Duncan testa u rezimima I i IT kod MRC-5 ¢elijske linije.

Rezim 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13. 14.
1. < = < > < < > > > > > > >
0Gy
(0,49)

2. 0,02/ > > > > > > > > > > > >
0,03Gy | **

— (0,64)

% 3' 1,00/ 0,03/ < > < < > > > > > > >

5 0,96 0,01
2 0,05Gy
g (0,49)
=] 4. 0,42/ 0,99/ 0,46/ > > > > > > > > > >
;E 0,07Gy 0,03 0,22 0,03
& )
(0,59)
5. 1,00/ 0,06/ 1,00/ 0,67/ < < > > > > > > >
0,03Gy 0,74 0,01 0,76 0,05

- (0,51)

= 6. 0,97/ 0,60/ 0,98/ 0,99/ 0,99/ < > > > > > > >

3 0,05Gy 0,18 0,04 0,19 0,34 0,27

= )
=
K (0,55)
0,62/ 0,96/ 0,65/ 1,00/ 0,84/ 0,99/ > > > > > > >

£ 7.

N 0,04 0,16 0,04 0,78 0,08 0,45

3 0,07Gy
(0,58)

8. 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ < = < > > >
0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
2Gy
(0,27)
9. 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 1,00/ > < > > >
0 03Gy 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,93
+2Gy
(0,28)
0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 1,00/ 1,00/ < > > >
10.
0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,96 0,90
= 0,05Gy
—
= +2Gy
)
S (0,27)
o )
’;1' 11. 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,99/ 0,99/ 0,99/ > > >
£ 0,07Gy 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,29 0,30 0,29
SN y
) +2Gy

=1
(0.32)

12. 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,95/ 0,93/ 0,96/ 0,29/ < <
0 03Gy 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,17 0,15 0,17 0,01

+2Gy

0,21)

13. 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 1,00/ 0,99/ 1,00/ 0,93/ 0,90/ >

= 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,64 0,59 0,64 0,15 0,32

~ 0,05Gy

g +2Gy

g 029

5] 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,98/ 0,96/ 0,98/ 0,39/ 1,00/ 0,99/
o 14. 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,20 0,19 0,20 0,02 0,876 0,36

E 007Gy | ~ ' ' ' ‘ ‘ ‘ ' ' ' ' ' '

;.:; +2Gy
(0.22)

Ispod dijagonale — p vrednosti Tukey/Duncan; iznad dijagonale — medusobni odnos;

unutar zagrade — srednja vrednost
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6.2. Uticaj razliCitih rezima zracenja na oStecenje

hromozoma

Uticaj razli¢itih rezima zraCenja na integritet hromozoma i merenje stepena
oste¢enja hromozoma uradeno je testom mikronukleusa (CBMN), kao jednim od
standardnih testova genotoksi¢nosti koji se koristi za kvantifikaciju hromozomskih
oSte¢enja. Brojcano je stepen oSteCenja hromozoma izrazen merom incidencije
mikronukleusa, koja izrazava broj mikronukleusa na 1000 analiziranih binuklearnih
¢elija.

Na Slici 12. je predstavljena incidencija mikronukleusa kod HT-29 ¢elijske
linije. Detektuje se porast incidencije mikronukleusa u odnosu na nezra¢enu kontrolu
kod svih isporucenih pre-iradijacionih doza u rezimima zraenja I i II. Kod
radioadaptivnog rezima zracenja Il za dozu od 0,03+2Gy ocigledan je veliki skok
incidencije MN. Za doze od 0,05+2Gy i 0,07+2Gy u rezimu zracenja II nije bilo
moguce odrediti incidenciju MN obzirom na veoma veliki broj nekroti¢nih i

apoptotski izmenjenih ¢elija, te smo za navedene doze ustanovili fiktivnu vrednost sa

najvise mikronukleusa (~600).

incidencija MN

600
500
400
300
200

Wincidencija MIN
100

0Gy
0.03Gy|
0.05Gy|
0.07Gy!
26y
0.03Gy+2Gy
0.05Gy+2Gy
0.07Gy+2Gy
0.03Gy+2Gy
0.05Gy+2Gy
0.07Gy+2Gy

Slika 12. Incidencija mikronukleusa kod HT29 ¢elijske linije

U rezimima zracenja [ i II.

Incidencija MN u ¢elijskoj liniji HT-29 prikazana je i kao relativni odnos (u

procentima) u odnosu na nezracenu kontrolu (0Gy) i u odnosu na rezultat nakon

zracenja sa 2Gy (Slika 13).
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Slika 13. Incidencija mikronukleusa prikazana kao procenat od A. nezracene

kontrole (0Gy) i B. u odnosu na rezultat nakon 2Gy kod HT-29 ¢elijske linije.

Na Slici 14. predstavljena je incidencija MN kod c¢elija MRC-5. Na prikazanom
grafiku (Slika 14.) uocavamo razliku u veli¢ini incidencije MN. Incidencija je visa
nakon izlaganja niskim dozama u rezimu II u poredenju sa izlaganjem niskim
dozama u rezimu I. Takode se detektuje visok nivo incidencijae MN poredeci sa
dozom 2Gy nakon ekspozicije radioadaptivnom zracenju u oba rezima. Nakon
isporuke doze od 0,07Gy u rezimu zracenja Il primecuje se visi nivo incidencije

nego pri 2Gy.
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Slika 14. Incidencijaa mikronukleusa kod MRCS5 ¢elijske linije.

u rezimima zracenja I 1 II.

Incidencija mikronukleusa izrazena je 1 u vidu procenta (relativni odnos) u odnosu na

nezracenu kontrolu (0Gy) i u odnosu na rezultat nakon zrac¢enja sa 2Gy (Slika 15).
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Slika 15. Incidencija mikronukleusa prikazana kao procenat od A. nezracene

kontrole (0Gy) i B. u odnosu na rezultat nakon 2Gy kod MRC-5 ¢elijske linije.
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U Tabeli 3. prikazan je Tukey-ev i Duncan-ov (one way ANOVA) test, sa p
vrednostima i odrednicom da li se radi o statisti¢ki znacajno vec¢oj ili manjoj srednjoj
vrednosti rezultata dobijenih testom mikronukleusa (incidencija) za HT-29 ¢elijsku
liniju posmatrajuci oba rezima zracenja medusobno i unutar rezima. Da bi se mogli
uporediti ova dva testa u Tabeli 3. su uporedo pokazane p vrednosti za oba testa
(Tukey/Duncan).

Nacin oc€itavanja tabele, je istovetan sa tabelama 1 i 2. Na primer, poredenje
srednje vrednosti incidencije mikronukleusa kod HT-29 celija nakon izlaganja
zraCenju od 2Gy i 0,03+2Gy u rezimu zraCenja II (tabela 3.): ocitana vrednost
incidencije nakon primljene doze od 2Gy je 90,13, a nakon doze od 0,03+2Gy je
546,41. Medusobno poredenje reda broj 12 u tabeli 3. (doza 0,03+2Gy, rezim II) sa
kolonom 8 (2Gy) dovodi do polja sa p vrednostima 0,01/0,01 (statisticka znacajnost
potvrdena putem oba testa), Sto znali da postoji statisticki znaCajna razlika U
incidenciji mikronukleusa kod HT-29 ¢elija nakon izlaganja ovim dozama.
Poredenjem reda 8 u tabeli 3. (2Gy) sa kolonom 12 (0,03+2Gy) dolazimo do polja sa
simbolom <, §to pokazuje da je vrednost incidencije mikronukleusa nakon primljene
doze od 2Gy statisticki znafajno manja u odnosu na 0,03+2Gy, tj. oStecenja
hromozoma (DNK) su znac¢ajno manja nakon primljene doze od 2Gy nego nakon

primljene doze od 0,03+2Gy u rezimu I1.
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Tabela 3. Rezultati Tukey 1 Duncan testa u rezimima I i II kod HT-29 ¢elijske linije.

Rezim 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13. 14.
1. < < < < < < < < < < < < <
0Gy
(23,48)

2. 1,00/ < < < < < < < < < < < <
0,84
0,03Gy
- (25,41)
= 3. 0,94/ 0,98/ < < < < < < < < < < <
5}
= 0,05Gy 0,16 0,20
5 (38,93)
£ 4. 099/ | 099/ | 099/ < < < < < < < < < <

E 0,07Gy 0,47 0,56 0,43
(31,13)

5. 0,66/ 0,77/ 0,99/ 0,98/ < < < < < < < < <
0,06 0,08 0,56 0,20

_ 0,03Gy

= (44,68)

‘= 6. 0,25/ 0,34/ 0,99/ 0,70/ 0,99/ < < < < < < < <

@ 0,01 0,02 0,23 0,06 0,48
2 005Gy |° *
g (51,60)
£ 7 0,01/ 0,01/ 0,20/ 0,03/ 0,51/ 0,90/ < < < < < < <
N ' 0,01 0,01 0,01 0,01 0,03 0,10
S 007Gy |~ * ' * '
(68,11)
8. 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,03/ 0,60/ < < < < < <
0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,03
2Gy ' ' ' ' ' ‘ '
(90,13)
9. 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,17/ 0,99/ < < < < <
0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,42
0,03Gy ' ' ' ' ' ‘ '
+2Gy
(98,05)
10. 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ < < < <
0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

= 0,05Gy

S +2Gy

3 (181,51)

5 11. 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,52/ < < <
0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,03

g 0,07Gy ' ' ' ' ' ‘ ' ‘ ' '

E +2Gy
(204,79)

12. 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ < <
0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

0,03Gy

+2Gy

(546,41)

13. 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ <

= 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

= 0,05Gy

5‘ +2Gy

g (600)

g 14. 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 0,01/ 1,00
0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

g 0,07Gy ' ' ' ' ' ‘ ' ‘ ' ' ' '

E +2Gy
(600)

Ispod dijagonale — p vrednosti Tukey/Duncan; iznad dijagonale — medusobni odnos;
unutar zagrade — srednja vrednost.

U Tabeli 4. prikazan je Tukey-ev i Duncan-ov (one way ANOVA test), sa p
vrednostima 1 odrednicom da li se radi o statisticki znac¢ajno vecoj ili manjoj srednjoj
vrednosti rezultata dobijenih testom mikronukleusa (incidencija) za MRC-5 ¢elijsku
liniju posmatraju¢i oba rezima zrac¢enja medusobno i unutar rezima. Da bi se mogli
uporediti ova dva testa u tabeli su uporedo pokazane p vrednosti za oba testa

(Tukey/Duncan).
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Tabela 4. Rezultati Tukey 1 Duncan testa u rezimima I i Il kod MRCS5 ¢elijske linije.

Rezim 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13. 14.
1. < < < < < < < < < < < < <
0Gy
(7,22)

2. 0,97/ < < < < < < < < < < < <
017
0,03Gy

= (14,37)

= 3. 0,55/ 0,99/ < < < < < < < < < < <

D

3 0,05Gy 0,03 0,39

IS (18,99)

£ 4. 0,22/ 0,95/ 0,90/ < < < < < < < < < <

E 0,07Gy 0,01 0,16 054
(22,11)

5. 001/ | 001 | 001 | 012 < < < < < < < < <
0,01 0,01 0,01 0,01

- 0,03Gy

= (36,62)

= 6. 001/ | 001/ | 001/ | 001/ | 032/ < < < < < < < <

) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

] 0,05Gy

IS (52,33)

£ 7 001/ | 001 | 001/ | 001/ | 001/ | 0,0V > < < < < < <

N ' 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

E 0,07Gy * ' ' ' * *

(84,20)

8. 001/ | 001/ | 001/ | 001/ | 001/ | 084/ | 0,01/ < < < < < <
0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,07 0,01

2Gy ' ' ' ' '

(61,55)

9. 001/ | 001/ | 001/ | 001/ | 001/ | 001/ | 100/ | 0,01/ < > > < <
0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,86 0,01

0,03Gy+ | ” ' ' ' * * 8

2Gy

(137,46)

10. 001/ | 001 | 001/ | 001/ | 00/ | 001/ | 001/ | 001/ | 001 > > < <
0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

= 0,05Gy+

ET 2Gy

] (178,80)

5 11 001/ | 001/ | 001/ | 001/ | 001/ | 001/ | 001/ | 001/ | 001/ | 0,01/ < < <

0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

g 0,07Gy+ ' ' ' ' ' ' ' ' ' 001

E 2Gy
(85,12)

12. 001/ | 001 [ 001/ | 001/ | 00/ [ 001/ | 001/ | 00/ | 001/ | 012/ | 0,01 < <
0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

0,03Gy+ 0.0t

2Gy

(120,89)

13. 001/ | 001/ | 001/ | 001/ | 00/ | 001/ | 001/ | 00/ | 001/ | 00/ | 001/ | 0,0/ <

= 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

= 0,05Gy+

5“ 2Gy

] (346,90)

5 14. 001/ | 001 [ 001/ [ 001/ | 001/ [ 00/ [o001/ | 00/ |00/ |00/ |00/ |00l | 001

0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

g 0,07Gy+ ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' '

E 2Gy
(400)

Ispod dijagonale — p vrednosti Tukey/Duncan; iznad dijagonale — medusobni odnos;

unutar zagrade — srednja vrednost
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Testom korelacije utvrdena je statisticki znacajna negativna korelacija
izmedu MTT testa i testa MN za Celijsku liniju HT-29. Statisticka znacajnost je
prisutna izmedu dve pomenute grupe generalno, ali ne i u pojedina¢nim odnosima
(r=0,4103; p=0,007). Testom korelacije utvrdena je statisticki znacajna negativna
korelacija izmedu MTT testa i testa MN za c¢elijsku linijju MRC-5. Statisticka

znacajnost je prisutna izmedu dve pomenute grupe generalno (r=-0,4905; p<0.05).

6.3. Uticaj razliCitih rezima zracenja na integritet DNK

Primarni ciljni molekul jonizuju¢eg zracenja u ¢eliji je DNK. Jonizujuce
zrac¢enje deluje na DNK direktno ili indirektno, preko reakcije radiolize molekula
vode. Najvazniji tip lezija koje ono izaziva jesu jednolancani i dvolanc¢ani prekidi
DNK molekula. Nemoguc¢nost popravke ovih lezija vodi apoptozi. DNK fragmenti
veli¢ine oko 180bp nastaju u procesu apoptoze, kao posledica aktivnosti CAD
enzima. Pored apoptoze, jonizujuée zracenje moze da izazove i nekrozu celija, i u
tom procesu deSava se DNK fragmentacija, ali su fragmenti nepravilne razlicite
nasumicne duzine, §to se registruje kao razmaz na agaroznoj gel elektroforezi (engl.
smear). Test DNK fragmentacije predstavlja pouzdan test za kvalitativno
detektovanje apoptoze i/ili razlikovanje apoptoze od nekroze.

Na Slici 16. je prikazana fragmentacija DNK u HT-29 ¢elijama za rezime
zraCenja 1 1 II. DNK fragmentacija je detektovana za sledece doze: 2Gy; rezim I
0,07Gy 1 0,05Gy+2Gy; zatim u rezimu zracenja II doze 0,07Gy, 0,03Gy+2Gy,
0,05Gy+2Gy i 0,07Gy+2Gy.

Rezultati fragmentacije su prikazani i za MRC-5 ¢elijsku liniju (Slika 17). Za
sve prikazane doze u rezimu zraCenja I 1 za dozu od 2Gy detektovana je
fragmentacija. Za sve doze u rezimu zracenja Il je pokazano da su dovele do

apoptoze osim za dozu od 0,03Gy+2Gy II.

56



Doktorska disertacija Igor Dan

M1l2 3456738 9 10111213

gd WS BoalTd

Slika 16. Test DNK fragmentacije kod ¢elijske linije HT-29 u rezimima zracenja I 1
II. Brojevi predstavljaju sledece isporucene doze: 1.0,03Gy I; 2.0,05Gy I; 3.0.07GylI;
4.2Gy; 5.0,03+2Gy I; 6. 0,05+2Gy I; 7.0,07+2Gy I; 8.0,03Gy II; 9. 0,05Gy II;
10.0,07Gyll; 11. 0,03+2Gy IlI; 12. 0,05+2Gy Il; 13.0,07+2Gyll. M. marker

Slika 17. Test DNK fragmentacije kod ¢elijske linije MRC-5 u rezimu zracenja I (A)
i rezimu zracenja II (B). Brojevi predstavljaju sledece isporucene doze: A. 1. 2Gy; 2.
0,03Gyl; 3. 0,05Gyl; 4. 0,07Gyl; 5. 0,03+2Gyl; 6. 0,05+2Gyl; 7. 0,07+2Gyl; B.
M.marker; 1.0,03Gyll; 2. 0,05Gyll; 3.0,07Gy Il; 4.0,03+2Gyll;
5.0,05+2Gyll;6.0,07+2Gyll. M. marker
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6.4. Uticaj razliCitih rezima zracenja na p53 gen

Gen p53 predstavlja klju¢ni tumor supresor gen, koji ima glavnu ulogu u
regulaciji Celijskog ciklusa. Za detekciju prisustva i obima mutacija odabran je
fragment p53 gena, koji obuhvata deo egzona 3 i 4, prema Liu i Bodmer [177] i
Zeljeni region je umnozen lananom reakcijom polimeraze a dobijeni fragment je
sekvenciran da bi sagledali u kojoj meri je doSlo do promena na nivou primarne
sekvence.

Amplifikacija zeljenog fragmenta p53 gena nije bila uspeSna u svim
slu¢ajevima kod oba tipa celija. Ukoliko PCR produkt nije dobijen ni nakon tri
ponavljanja, najverovatnije je u tim sluéajevima doslo do: A) mogucih mutacija u
prajmer vezuju¢em regionu gena ili B) prekida DNK molekula u prajmer vezuju¢em
regionu gena. Amplifikacija i sekvenciranje je vrSeno u duplikatu i na osnovu sirovih
rezultata pokazano je da nije bilo moguce odrediti jednoznacnu sekvencu S§to je
moguca posledica velikog broja 1 razli¢itog tipa mutacija. Stoga su kao parametar
merenja uticaja zracenja na p53 odredene vrednosti sli¢nosti sekvenci p53 gena

nakon pojedinih doza (Tabele 5 i 6).

Tabela 5. Indeks sli¢nosti sekvenci p53 gena kod ¢elijske linije HT-29 nakon
zracenja (ispod dijagonale) i redosled od najmanje ka najvecoj slicnosti po

intenzitetu boje (iznad dijagonale)

ReZim zracenja 1 ReZim zracenja 11

0,05+2Gy 0,07+2Gy 0,03+2Gy | 0,05+2Gy

Zim zracenja

0,05Gy 0,70
E | 005+26y 0,75
W
& 4 007+2Gy 0,72
2Gy 0,78
0,03Gy 0,78
0,05Gy 0,69
=
£ | 007Gy 052
WD
§ 0,03+2Gy 0,64
E | 005+2Gy 0.72
W
= | 0,07+2Gy 0,71
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Tabela 6. Indeks sli¢nosti sekvenci p53 gena kod ¢elijske linije MRC-5 nakon

zracenja (ispod dijagonale) i redosled od najmanje ka najvecoj sli¢nosti po

intenzitetu boje (iznad dijagonale)

ReZim zracenja I ReZim zracenja 11
005Gy | 007Gy | 0,03+2Gy | 0,05+2Gy | 2Gy | 0,03Gy | 0,05Gy | 007Gy | 0,03+2Gy | 0,05+2Gy | 0,07+2Gy
% 0,05Gy
S
E 0,07Gy 0,33
& 0,03+2Gy | 043 | 0,33
& - 0,05+2Gy | 0,43 | 0,32 0,99
2Gy 045 | 032 0,59 0,59
0,03Gy 031 | 031 0,29 0,29 | 0,31
. 0,05Gy 043 | 033 0,98 097 | 059 | 0,29
% 0,07Gy 040 | 032 0,65 065 | 056 | 0,29 | 0,65
):g 0,03+2Gy | 045 | 0,32 0,59 059 1097 | 031 ] 059 | 056
;E 0,05+2Gy | 045 | 031 0,67 068 | 063 | 032 | 067 | 060 0,63
& 0,07+2Gy | 055 | 0,28 0,36 036|034 ] 029 | 036 | 033 0,34 0,33

6.5. Uticaj razliCitih rezima zracenja na ekspresiju proteina

Western blot metodom analizirani su kljucni proteini apoptotskog puta: Bcl-

2, Bax, citohrom C i kaspaza 3. Pored apoptotskog puta analizirani su i pocetni

proteini tri takode vaZna signalna puta odgovora ¢elije na stres (u ovom istraZivanju

jonizujuée zracenje): p38 MAPK (pocetni protein signalnog puta), p53 protein

(pocetni protein signalnog puta) kao i PARP (veoma znacajan protein koji ukazuje

na broj jednolancanih DNK prekida). Kao unutrasnja kontrola analizirana je

ekspresija aktina.

Sumarni komparativni prikaz ekspresije kljucnih proteina prikazan je na

slikama 18 i 19.
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Grupa |
HT-29 MRC-5
Bcl-2 P — - |——— —1 ~25kDa
Bax P — .——-| 21kDa
Cytochrome C | s mm—-—— . « — R = 15 Da
x . o 3
Caspases - . . l ; (382958-;? precursor
— |- - — — — | Caspase 3p18
—— — e | (18 kb subunit)
‘,
PARP - _d* P. —— P {12108

Phospho ERK1
MAPK | S — T | — — — — | Phospho ERK2
(p42/pd4 MAPK)
p53 e — ——— | e— PP, / ‘ b 53 kDa
Actin — — — |~ 472 kDa

[c] [1] [2] [3] [4] [5] [&] ¢l (1] [2] [3] (4] [5] [&]
Slika 18. Komparativni prikaz ekspresije proteina kod HT-29 i MRC-5 ¢elijske linije
u rezimima zracenja I i 1l. C — nezra¢ena kontrola, 1 - 0,03Gy I; 2 - 0,05Gy I; 3 —

0,07Gy I; 4-0,03Gy II; 5—0,05Gy II; 6 — 0,07Gy II.

Grupa ll
HT-29 MRC-5
Bcl-2 A A ~—— e — — — |~ 25 kDa
Bax - — c— — | - ' — 21kDa
Cytochrome C | ———— — —| = 15 kDa
- . p— . . O ge;sggz? 3 precursor
Caspase 3 — . A — | . s, b | CaSpESE 3 P18
— T — — — | — i — —— (18 kDa subunit)
PARP q-.-+.—- H- - s D eS|
| Phospho ERK1
MAPK | S . — — o e — I - “— — ‘ Phospho ERK2
| (p42/p44 MAPK)
T I
p53 S o — —| S T — —— i i S || e i el 53 kD2
Actin — T — . — — | — ——— w— ~ 42 kDa

el [1] (2] [3] [4] [5] [6] [7] el [1] (2] [3] [4] [5] [6] [7]
Slika 19. Komparativni prikaz ekspresije proteina kod HT-29 i MRC-5 ¢elijske linije

u rezimima zracenja [ i |1l. C — nezracena kontrola 1 — 2Gy; 2 — 0,03+2Gy I; 3 —
0,05+2Gy I; 4 — 0,07+2Gy I; 5 - 0,03+2Gy IlI; 6 — 0,05+2Gy II; 7 — 0,07+2Gy II.
U cilju §to preglednijeg prikaza analize ekspresije proteina u daljem tekstu dobijeni

rezultati su prikazani posebno za svaku za ¢elijsku liniju.
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6.5.1. Uticaj razlicitih reZima zracenja na ekspresiju proteina kod HT-29
Celijske linije
P53- ekspresija proteina

Analizom ekspresije proteina p53, metodom Western Blot za niske pre-
iradijacione doze 0,03Gy, 0,05Gy i 0,07Gy u rezimu zracenja I dobijena je niza
ekspresija proteina p53 u odnosu na niske doze 0,03Gy i 0,05Gy rezimu zracenja II.
Za dozu od 0,07Gy u rezimu II nivo ekspresije proteina p53 je najnizi u poredenju sa
svim ostalim dozama u oba rezima ukljucujuci i kontrolu koja nije zracena. Nakon
radioadaptivnog zraCenja u oba rezima zraCenja belezi se viSi nivo ekspresije u

odnosu na kontrolu 1 u odnosu na isporuc¢enu dozu od 2Gy bez pre iradijacije (Slika

20).
A.
C 1 2 3 4 5 6
500
[0
° 400
c
2
5 300
o
T 200
g 5%
pe 185
0
Uzorak: 1 2 3 4 5 6
B.
-— —— —
C 1 2 3 4 5 6 7
300
o
° 250
c
S
= 200
=]
o
® 150
c
[}
(8]
S 100
o
50
Uzorak: 1 2 3 4 5 6 7

Slika 20. Ekspresija p53 proteina kod HT-29 ¢elijske linije u rezimima zracenja I i II.

C —nezracena kontrola A. 1 - 0,03Gy I; 2—-0,05Gy I; 3—-0,07Gy I; 4-0,03Gy II; 5 —

0,05Gy II; 6 — 0,07Gy 1I. B. 1 — 2Gy; 2 — 0,03+2Gy |; 3 -0,05+2Gy I; 4 — 0,07+2Gy
I; 5-0,03+2Gy Il; 6 — 0,05+2Gy II; 7 — 0,07+2Gy II.
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MAPK p38- ekspresija proteina

Otkriven je nizi nivo ekspresije proteina p38 MAPK u odnosu na kontrolu
koja nije zracena. Poredeci doze od 0,07Gy i 0,05Gy u rezimu zracenja II sa istim
dozama u rezimu zracenja I (vizuelno i denzimetrijski) u rezimu zracenja II prisutna
je niza ekspresija p38 MAPK. Kod HT-29 ¢elijske linije dobijena je niza ekspresija
proteina p38 MAPK za sve isporucene doze JZ u odnosu na kontrolu koja nije
primila JZ. Ekspresija proteina p38 MAPK je za doze 0,07Gy (Slika 21A)., 0.03 +
2Gy u rezimu zraCenja I 1 2Gy (Slika 21B)., i priblizna nivou ekspresije kontrole

koja nije zracena.

A.
D wm— - - > ——
C 1 2 3 4 5 6
200
o
[s}
£ 150
2
=}
o 100
g
Q
8 50
&
0
Uzorak: 1 2 3 4 5 6
B.

200

150

100 o
50 . . . .

0
Uzorak: 1 2 3 4 5 6 7

Procenat od konrole

Slika 21. Ekspresija p38 MAPK proteina kod HT-29 ¢elijske linije u rezimima
zrac¢enja I 1 II. C — nezracena kontrola A. 1 - 0,03Gy I; 2 - 0,05Gy I; 3-0,07Gy I; 4-
0,03Gy II; 5-0,05Gy II; 6 — 0,07Gy II. B. 1 — 2Gy; 2 — 0,03+2Gy I; 3 - 0,05+2Gy
I;4—-0,07+2Gy I; 5 - 0,03+2Gy Il; 6 — 0,05+2Gy Il; 7 — 0,07+2Gy II.
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BCL2- ekspresija proteina

Kod HT29 ¢elijske linije, detektovan je visi nivo ekspresije Bcl-2 proteina za
doze 0,03Gy, 0,05Gy i 0,07Gy u rezimu zracenja I u poredenju sa istim dozama u
rezimu zracenja II i nezraCenom kontrolom. Kod céelijske linije HT-29 nakon
ekspozicije dozama od 2Gy, 0,03+2Gy, 0,05+2Gy i 0,07+2Gy u rezimu zracenja I
prisutan vizi nivo ekspresije proteina Bcl-2 u poredenju sa istim dozama u rezimu

zracenja II (Slika 22).
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Procenat od konrole

Slika 22. Ekspresija Bcl-2 proteina kod HT-29 ¢elijske linije u rezimima zraenja I i
Il. C — nezracena kontrola A. 1 - 0,03Gy I; 2 -0,05Gy I; 3 -0,07Gy I; 4-0,03Gy Il
5-0,05Gy II; 6 —0,07Gy 1. B. 1 - 2Gy; 2 - 0,03+2Gy I; 3—-0,05+2Gy I; 4 —
0,07+2Gy I; 5-0,03+2Gy II; 6 — 0,05+2Gy Il; 7 - 0,07+2Gy II.
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Bax - ekspresija proteina

Za sve aplikovane niske doze u oba rezima zraCenja prisutna visa ekspresija
Bax proteina u odnosu na nezra¢enu kontrolu. Kod ¢elijske linije HT-29 za dozu od
2Gy detektuje se ekspresija proteina Bax. Za sve ostale pre iradijacione doze pracene
dozom od 2Gy u oba rezima nije detektovana ekspresija Bax proteina visa od nivoa

kontrole (Slika 23).
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Slika 23. Ekspresija Bax proteina kod HT-29 ¢elijske linije u rezimima zracenja I i
Il. C — nezracena kontrola A. 1 - 0,03Gy I; 2 -0,05Gy I; 3 -0,07Gy I; 4-0,03Gy II;
5-0,05Gy II; 6 —0,07Gy 1. B. 1 - 2Gy; 2 - 0,03+2Gy I; 3—-0,05+2Gy I; 4 —
0,07+2Gy I; 5-0,03+2Gy II; 6 — 0,05+2Gy II; 7 - 0,07+2Gy II.
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Citohrom c- ekspresija proteina
Kod ¢elijske linijje HT-29 za sve doze osim za 0,03Gy u rezimu zracenja |

prisutna je niza ekspresija proteina u poredenju sa kontrolom koja nije zracena (Slika
24).
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Slika 24. Ekspresija citohrom c proteina kod HT-29 ¢elijske linije u rezimima
zrac¢enja I 1 II. C — nezracena kontrola A. 1 - 0,03Gy I; 2 - 0,05Gy I; 3-0,07Gy I; 4-
0,03Gy II; 5-0,05Gy Il; 6 — 0,07Gy Il. B. 1 - 2Gy; 2 - 0,03+2Gy I; 3 - 0,05+2Gy
I;4-0,07+2Gy I; 5-0,03+2Gy II; 6 — 0,05+2Gy II; 7 —0,07+2Gy II.
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Kaspaza 3- ekspresija proteina

Detektovana je ekspresija aktivne forme kaspaze 3 u cCelijskoj liniji HT-29
nakon izlaganja svim opisanim dozama JZ, osim kod doze od 2Gy bez preiraidijacije
i doze od 0,05Gy u rezimu zracenja II. Prekursor kaspaze 3 je pokazao nizi nivo

ekspresije u odnosu na nezra¢enu kontrolu za sve opisane doze (Slika 25).
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Slika 25. Ekspresija kaspaza 3 proteina kod HT-29 ¢elijske linije u reZimima
zrac¢enja I 1 II. C — nezracena kontrola A. 1 - 0,03Gy I; 2 - 0,05Gy I; 3-0,07Gy I; 4-
0,03Gy II; 5-0,05Gy II; 6 — 0,07Gy II. B. 1 — 2Gy; 2 — 0,03+2Gy I; 3 - 0,05+2Gy
I;4—0,07+2Gy I; 5 - 0,03+2Gy Il; 6 — 0,05+2Gy Il; 7 — 0,07+2Gy II.
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PARP- ekspresija proteina

SniZzen nivo ekspresije PARP 1 proteina i PARP 2 proteina kod celijske
linije HT-29 pokazan je za sve doze u odnosu na nezracenu kontrolu osim kod doza
0,05Gy, 0,07Gy i 0,05 +2Gy u rezimu zracenja I za protein PARP 1 gde je pokazana

povecana ekspresija proteina u odnosu na nezracenu kontrolu (Slika 26).
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Slika 26. Ekspresija PARP proteina kod HT-29 ¢elijske linije u rezimima zracenja I i
Il. C — nezracena kontrola A. 1 - 0,03Gy I; 2 -0,05Gy I; 3 -0,07Gy I; 4-0,03Gy Il
5-0,05Gy II; 6 —0,07Gy II. B. 1 — 2Gy; 2 — 0,03+2Gy |; 3 - 0,05+2Gy I; 4 —
0,07+2Gy I; 5-0,03+2Gy II; 6 — 0,05+2Gy II; 7 - 0,07+2Gy II.
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6.5.2. Uticaj razlicitih reZima zracenja na ekspresiju proteina kod MRC-5

Celijske linije

P53- ekspresija proteina

Kod MRC-5 ¢elijske linije pokazana je ekspresija proteina p53 za doze od
0,07Gy u rezimu zracenja II, 0,03+2Gy, 0,05+2Gy 1 0,07+2 Gy u oba rezima, za sve
ostale doze ekspresija proteina p53 je bila niza od kontrole ili priblizno kao i

ekspresija kod ¢elija koje nisu zracene (Slika 27).
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Slika 27. Ekspresija P53 proteina kod MRC-5 ¢elijske linije u rezimima zracenja I i
Il. C — nezracena kontrola A. 1 - 0,03Gy I; 2 - 0,05Gy I, 3-0,07Gy I; 4-0,03Gy I,
5-0,05Gy II; 6 —0,07Gy II. B. 1 — 2Gy; 2 — 0,03+2Gy |; 3 - 0,05+2Gy I; 4 -
0,07+2Gy I; 5-0,03+2Gy II; 6 — 0,05+2Gy II; 7 — 0,07+2Gy II.
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p38 MAPK - ekspresija proteina
Kod ¢elijske linijje MRC-5 za isporuene doze od 0,03Gy, 0,05Gy, i

0,07Gy samo prvog dana i za dozu od 2Gy dnevno u toku 4 dana dobijena je

pozitivna ekspresija p38 MAPK u odnosu na kontrolu.Za sve ostale aplikovane doze

dobijen je nizi nivo ekspresije u odnosu na kontrolu (Slika 28).
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Slika 28. Ekspresija p38 MAPK proteina kod MRCS5 éelijske linije u rezimima
zracenja [ 1 II. C — nezracena kontrola A. 1 - 0,03Gy I; 2 -0,05Gy I; 3-0,07Gy I; 4-
0,03Gy II; 5-0,05Gy II; 6 — 0,07Gy II. B. 1 — 2Gy; 2 - 0,03+2Gy I; 3 — 0,05+2Gy
I;4-0,07+2Gy I; 5 - 0,03+2Gy Il; 6 — 0,05+2Gy II; 7 — 0,07+2Gy II.
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Bcl-2 - ekspresija proteina
Kod ¢elijske linije MRC-5 pokazana je ekspresija proteina Bcl-2 nakon
isporuke doza od 0,03Gy, 0,05Gy, 0,07Gy, 0,03+2Gy, 0,05+2Gy i 0,07+2Gy u

rezimu zracenja II viSa od nivoa nezracene kontrole (Slika 29).
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Slika 29. Ekspresija Bcl-2 proteina kod MRC-5 ¢elijske linije u rezimima zracenja I i
Il. C —nezracena kontrola A. 1 - 0,03Gy I; 2 -0,05Gy I; 3-0,07Gy I; 4-0,03Gy I,
5-0,05Gy II; 6 —0,07Gy 1. B. 1 — 2Gy; 2 — 0,03+2Gy |; 3 - 0,05+2Gy I; 4 -
0,07+2Gy I; 5-0,03+2Gy II; 6 — 0,05+2Gy II; 7 — 0,07+2Gy II.
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Bax - ekspresija proteina

Kod ¢elijske linije MRC-5 koja je primila doze od 0,07+2Gy u rezimu
zraenja 1 i 0,03Gy, 0,05Gy, 0,07Gy,0,03+2Gy, 0,05+2Gy i 0,07+2Gy u rezimu
zracenja II detektovan je visi nivo ekspresije proteina Bax u odnosu na kontrolu koja

nije primila JZ (Slika 30).
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Slika 30. Ekspresija Bax proteina kod MRC-5 ¢elijske linije u rezimima zracenja I i
Il. C — nezracena kontrola A. 1 - 0,03Gy I; 2 - 0,05Gy I; 3 -0,07Gy I; 4-0,03Gy II;
5-0,05Gy II;6 - 0,07Gy II. B. 1 — 2Gy; 2 — 0,03+2Gy |; 3 - 0,05+2Gy I; 4 —
0,07+2Gy I; 5-0,03+2Gy II; 6 — 0,05+2Gy II; 7 - 0,07+2Gy II.
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Citohrom c- ekspresija proteina
Kod MRC-5 ¢elijske linije za doze od 2Gy i doze od 0,05Gy i 0,07Gy u
rezimu zracenja | pokazan je visi nivo ekspresije proteina citohrom ¢ u odnosu na

kontrolu koja nije zracena (Slika 31).
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Slika 31. Ekspresija citohrom c proteina kod MRC-5 ¢elijske linije u reZimima
zracenja I [ II. C — nezracena kontrola A. 1 - 0,03Gy I; 2 -0,05Gy I; 3 -0,07Gy I; 4-
0,03Gy II; 5-0,05Gy II; 6 - 0,07Gy II. B. 1 — 2Gy; 2 - 0,03+2Gy I; 3 - 0,05+2Gy
I;4—-0,07+2Gy I; 5 - 0,03+2Gy II; 6 — 0,05+2Gy II; 7 — 0,07+2Gy II.

72



Doktorska disertacija Igor Dan

Kaspaza 3 - ekspresija proteina

Kod ¢éelijske linije MRC-5 za sve doze osim 0,05Gy svaki dan pokazan je
povisen nivo ekspresije aktivnog oblika kaspaze 3 u odnosu na kontrolu. Dobijen je i
visi nivo ekspresije kod MRC-5 ¢elija koje su primile dozu od 0,07Gy u toku prvog
dana, za sve preostale doze dobijen je nizi nivo ekspresije prekursora kaspaze 3

(Slika 32).
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Slika 32. Ekspresija kaspaza 3 proteina kod MRC-5 ¢elijske linije u rezimima
zracenja I I II. C — nezracena kontrola A. 1 - 0,03Gy I; 2 -0,05Gy I; 3-0,07Gy I; 4-
0,03Gy II; 5-0,05Gy Il; 6 — 0,07Gy Il. B. 1 - 2Gy; 2 - 0,03+2Gy I; 3 — 0,05+2Gy
I;4—0,07+2Gy I; 5 - 0,03+2Gy Il; 6 — 0,05+2Gy Il; 7 — 0,07+2Gy II.
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PARP- ekspresija proteina
Kod ¢elijske linije MRC-5 nakon iradijacije sa svim planiranim dozama JZ
dobijen je nizi nivo ekspresije i PARP 1 i PARP 2 proteina u odnosu na kontrolu

koja nije primila JZ (Slika 33).
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Slika 33. Ekspresija PARP proteina kod MRC-5 ¢elijske linije u rezimima zracenja I
i I. C —nezracena kontrola A. 1 - 0,03Gy I; 2 - 0,05Gy I; 3-0,07Gy I; 4-0,03Gy II;
5-0,05Gy II; 6 —0,07Gy 1. B. 1 - 2Gy; 2 - 0,03+2Gy I; 3—-0,05+2Gy I; 4 —
0,07+2Gy I; 5-0,03+2Gy II; 6 — 0,05+2Gy II; 7 - 0,07+2Gy II.
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7. DISKUSIJA

U ovom istrazivanju ispitivan je radiobioloski odgovor dve humane ¢elijske
linije: adenokarcinoma kolona, HT-29, i normalnih fibroblasta plu¢a, MRC-5, na dva
razli¢ita rezima zracenja. U okviru bioloSkog odgovora praceno je prezivljavanje
¢elija (vijabilnost Ccelija), stepen oSte¢enja naslednog materijala i promene u
ekspresiji proteinskih komponenti signalnih puteva — p53, apoptoze, PARP i p38
MAPK.

Vijabilnost c¢elija izloZzenih primenjenim rezimima zracenja ispitana je
standardnim kolorimetrijskim testom koji koristi tetrazolijum so MTT. Ovim testom
se procenjuje metabolicka aktivnost celija, odnosno aktivnost mitohondrijalne
sukcinat dehidrogenaze da redukuje MTT u nerastvorljivi formazan. Odreden broj
¢elija prezivi zraCenje uz manja ili veca oSteCenja koja se mogu preneti na
neposredne potomke pri ¢emu posledice oSteéenja mogu biti razlic¢ite ukljucujuéi
poremecaje u proliferaciji ¢elije. Stoga je prezivljavanje zracenih Celija praceno 72h
Sto priblizno odgovara periodu od dva ili tri ¢elijska ciklusa ¢ime je obuhvacena
najmanje jos jedna generacija potomaka iste celije.

Izlaganje HT-29 i MRC-5 ¢elija samo niskim pre-iradijacionim dozama JZ, u
rezimima I 1 II izazvalo je povecano preZivljavanje obe vrste Celija, ali su razlike
oCigledne i zavise od nacina primene pre-iradijacionih doza JZ. Jednokratno
izlaganje niskim dozama JZ (rezim zracenja I), osim doze od 0,07Gy u HT-29
¢elijama, podjednako je povecalo preZivljavanje obe vrste Celija, u poredenju sa
viSekratnom primenom istih doza JZ (rezim zracenja II). Prezivljavanje HT-29 ¢elija
je znacajno vece u poredenju sa prezivljavanjem fibroblasta pluéa MRC-5 za sve
niske doze JZ. Ipak, jasno se uocava da je odgovor HT-29 ¢elija, za razliku od MRC-
5 Celija, zavisan od doze JZ bez obzira da li su primenjene jedanput ili vise puta:
prezivljavanje HT-29 ¢elija smanjivalo se s pove¢anjem doze zracenja.

Poznato je da niske doze JZ mogu povecati prezivljavanje celija, ali i da
odgovor razli¢itih celija na istu dozu JZ ne mora biti istovetan [39,76]. U ovom

istrazivanju moze se uociti da radiobioloski efekti u malignim HT-29 i normalnim
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MRC-5 ¢elijama zavise od veliine pre-iradijacione doze JZ. Tako je najvece
prezivljavanje obe vrste Celija postignuto nakon izlaganja najmanjoj dozi (0,03Gy)
JZ, dok je doza od 0,07Gy smanjila prezivljavanje HT-29 celija u oba rezima
zracenja, a pod istim uslovima indukovala aditivni efekat i povecano prezivljavanje
zdravih, MRC-5 ¢elija. Bilo je o¢ekivano da viSekratna primena niskih doza JZ na
HT-29 Ccelije izazove slabije prezivljavanje c¢elija u poredenju sa nezracenom
kontrolom. Medutim, posmatrajuci trend prezivljavanja ¢elija u rezimu zracenja II
kod obe ¢elijske linije, moze se zapaziti da se kod HT-29 ¢elija, za razliku od zdrave
¢elijske linije, vijabilnost smanjuje sa povecanjem doze Sto se moZze objasniti
razvojem fenomena hiperradiosenzitivnosti. Hiperadiosenzitivni fenomen zabelezeli
su mnogi autori za doze JZ manje od 0,5Gy [78,79,95].

Prezivljavanje HT-29 i MRC-5 ¢elija praceno je i nakon primene dva rezima
adaptivnog zracenja (reZimi zracenja I i II, pre-iradijacione doze pracene sa 2Gy)
koji su se razlikovali samo u broju primljenih pre-iradijacionih doza JZ. U rezimu
zracenja [ Celije su jednokratno, samo prvog dana, primile odgovarajuéu pre-
iradijacionu dozu JZ, a u rezimu II svaki dan tokom ¢etvorodnevnog zracenja, 4h pre
konvencionalne doze od 2Gy. Znacajne promene primecene su u odgovoru HT-29
¢elija na dozu od 0,07Gy. U oba reZima zracenja, mada viSe nakon primene reZima
zraCenja 11, belezi se pad vijabilnosti u odnosu na kontrolne vrednosti. Sli¢no su, u
istim uslovima, odgovorile i MRC-5 ¢elije.

Podaci iz literature o efektima niskih doza zracenja ukazuju na razlicite
rezultate. Schwarz i sar. [39] su dobili statisticki znacajno nize prezivljavanje HT-29
¢elija 1 humanih fibroblasta za doze od 0,05Gy 1 0,1Gy u odnosu na nezracenu
kontrolu. Joo 1 sar. [180] nisu dobili statisticki zna€ajnu razliku u prezivljavanju
¢elija bazofilne leukemije pacova, RBL-2H3, merenu MTT testom za doze ispod
0,1Gy. Navedeni rezultati dobijeni su nakon jednokratnog zracenja niskim dozama
JZ. U naSem istrazivanju uz pomo¢ MTT testa, nakon isporuke samo niskih doza JZ
u oba rezima zracenja, osim za dozu od 0,07Gy, belezimo povecane vrednosti
apsorbance u obe Celijske linije. Neobicno je da je doza od 0,07Gy data u toku Cetiri
dana izazvala proliferativni efekat u odnosu na jednokratnu dozu od 0,07Gy.
Odgovor ¢elijskih linija nakon primene niskih doza JZ moze da dovede do
radiorezistencije i kod tumorskih i kod zdravih c¢elijskih linija [181]. Treba
napomenuti da je primenom doza od 0,03Gy i 0,05Gy dobijena povecana Celijska
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vijabilnost i nakon jednokratne i nakon visekratne isporuke JZ, $to bi moglo biti
posledica razvijanja radiorezistencije za pomenute doze kod ove dve ¢elijske linije.
Moguce je da bi dobijenu radiorezistenciju zamenila hiperradiosenzitivnost nakon
povecéanog broja frakcija, kao $to su opisali Marples i sar. [80].

Dobijeni rezultati prezivljavanja ¢elija nakon primenjenih rezima zraCenja
prikazani su u formi procentualnog odnosa prema ¢elijama ozra¢enim samo sa 2Gy u
toku cetiri dana tj. bez primene pre-iradijacionih doza. Poredenjem vijabilnosti
MRC-5 celija zracenih sa 2Gy, sa vijabilnos¢u MRC-5 ¢elija nakon pre-iradijacije
pracene dozom od 2 Gy (radioadaptivno zraCenje), u oba reZzima zracenja, nije
dobijena statisticki znacajna razlika. Kod HT-29 ¢elija pri radioadaptivnom zracenju
u rezimu II belezi se povecano prezivljavanje za nize preiradijacione doze koje je
statistiCki znaCajno u odnosu na vijabilnost HT-29 ¢elija zracenih sa 2Gy. Jedino
smanjeno prezivljavanje HT-29 ¢elija u reZimu zracenja II (oko 25%) zabeleZeno je
nakon doze od 0,07+2Gy u poredenju sa rezultatom dobijenim nakon isporuke 2Gy.
U eksperimentima koji su opisali [39-41] pre-iradijacija ¢elija sa 0,05Gy nakon koje
je sledila znatno visa doza JZ, znacajno je smanjila vijabilnost tumorskih ¢elija dok
je vijabilnost zdravih ¢elija bila neznatno veca ili manja u odnosu na dozu bez pre-
iradijacije. Nasupot ovome, pored smanjenja vijabilnosti, postoje studije koje
pokazuju da nakon inicijalne (engl. priming) doze dolazi i do povecane vijabilnosti.
Razlog za ovako razliite rezultate mogu biti razliCite pre-iradijacione doze.
Najcesce su koris¢ene pre-iradijacione doze u intervalu od 0,01Gy do 0,1Gy mada su
koris¢enene i doze izvan pomenutog opsega [39-41,76,77,182,183]. Jiang i sar. [184]
su primenom jednokratnog zracenja niskim dozama koja su prac¢ena jednokratnom
visokom dozom jonizujufeg zraCenja, takodje indukovali radioadaptivni odgovor
MRC-5 ¢elija i to za dozu od 0,075Gy nakon koje je sledila doza od 4Gy. Kori$¢ena
pre-iradijaciona doza je veoma priblizna onoj koju smo mi koristili, 1 koja je, u
rezimu zracenja I, izazvala povecanu vijabilnost MRC-5 ¢elija u poredenju sa dozom
od 2@y, iako ne i statisti¢ki znacajnu. Radioadaptivni odgovor u ovoj studiji, kao i u
nasem istrazivanju, dobijen je koris¢enjem humanih fibroblasta [184].

Sagledavajuci dostupne literaturne podatke, uocava se Sirok spektar razlicitih
rezultata koji se zajedni¢ki mogu svesti na to da se primenom pojedinih niskih doza
moze modulisati odgovor ¢elija na zracenje u smislu senzitirajueg efekta (smanjene
vijabilnosti) ili poStednog efekta (povecane vijabilnosti) pri koriS¢enju razli¢itih
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¢elijskih linija i rezima zraCenja [39-41,76,77,182,183]. Na osnovu rezultata
prezivljavanja HT-29 i MRC-5 ¢elija u ovom istrazivanju, moze se zakljuciti da se u
radioterapijskom smislu, koji podrazumeva posStedu zdravih ¢elija i maksimalni
efekat JZ na tumorske c¢elije, odgovarajuci bioloski odgovor dobija nakon 0,05+2Gy

u rezimu zracenja I 1 nakon 0,07+2Gy u rezimu zracenja II.

Izlaganje celija jonizuju¢em zraCenju moze dovesti do razli€itih ishoda
ukljucujuéi i promene na nivou hromozoma. Uticaj razli¢itih rezima zra¢enja na
integritet hromozoma i merenje stepena oSte¢enja hromozoma u ovom istraZivanju
uradeno je testom mikronukleusa (CBMN). Test mikronukleusa je Siroko
rasprostranjen standardni test genotoksi¢nosti kojim se pouzdano moze pratiti
odgovor ¢elija na niske doze jonizujuéeg zraCenja [185,186]. Incidencija
mikronukleusa u HT-29 ¢elijama nakon jednokratne ili viSekratne primene samo
niskih doza JZ nije bila statisticki znacajno veéa u poredenju sa nezracenim
kontrolnim uzorcima za sve aplikovane doze. Medutim, u MRC-5 ¢elijama, iste
niske doze JZ izazvale su dozno-zavisno povecéanje incidencije mikronukleusa.
Razlike u incidenciji MN bile su statisticki znacajne u odnosu na nezraenu kontrolu,
ali ne 1 izmedu isporucenih doza.

Porast incidencije MN u obe ¢elijske linije pratio je povecanje doze JZ u oba
radioadaptivna rezima zracenja (terapijska doza od 2Gy nakon niske pre-iradijacione
doze). Statisti¢ki znacajne razlike dobijene su nakon doza od 0,05+2Gy i 0,07+2Gy
u rezimu zracenja I odnosno nakon svih doza u rezimu zracenja Il u HT-29 ¢elijama
u odnosu na nezracenu kontrolu. U MRC-5 ¢elijama nakon radioadaptivnog zracenja
sve doze u oba rezima zrac¢enja indukovale su statisticki znac¢ajno vise MN u odnosu
na kontrolu. Sagledavaju¢i dobijene rezultate testa mikronukleusa primecujemo da
radioadaptivni tip zraCenja (niske doze JZ pracene terapijskom dozom od 2Gy) ni u
jednom od dva dizajnirana rezima nije pokazao manju incidenciju MN u odnosu na
zracenje u dozi od 2Gy (samo doza od 2Gy isporucena u toku Cetiri dana). Test
mikronukleusa je veoma dobar i osetljiv test za odredivanje radiosenzitivnosti
[187,188]. Dobijeni rezultati ukazuju da je stepen oStecenja hromozoma kod

vijabilnih ¢elija za vec¢inu isporu¢enih doza pokazao trend dozne zavisnosti.
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Jonizujuée zraenje moze oStetiti svoj primarni ciljni molekul, DNK,
direktno ili indirektno, a najvazniji tip lezija jesu jednolancani i dvolancani prekidi
DNK molekula. Ukoliko se oSte¢enja ne poprave nastala lezija u DNK moze odvesti
¢eliju u apoptozu kada enzimi cepaju DNK u fragmente veli¢ine oko 180bp koji se
mogu detektovati elektroforezom. Testom DNK fragmentacije kod HT-29 ¢elija za
samo pre-iradijacionu dozu od 0,07Gy u oba rezima zracenja i za sve tri niske pre-
iradijacione doze pracene terapijskom dozom od 2Gy u rezimu zracenja II pronadeni
su fragmenti manji od 200bp, Sto ukazuje da je doslo do apoptoze. U MRC-5
¢elijskoj liniji fragmenti DNK manji od 200bp detektovani su za sve primenjene
doze zracCenja, osim za dozu 0,03Gy+2Gy u rezimu zracenja II.

Razlika u odgovoru izmedu HT-29 i MRC-5 C¢elijske linije u testu
fragmentacije DNK mogla bi se objasniti razli¢itim odgovorom zdrave i tumorske
¢elije na stres. Na osnovu dobijenih rezultata, apoptoza je testom DNK fragmentacije
registrovana kod MRC-5 za gotovo sve doze zraCenja u oba rezima, a ovakav
odgovor nije naden kod HT-29 celija. Ova razlika sustinski moze biti uslovljena
mutacijama p53 gena kod tumorskih ¢elija i polimorfizmom p38 MAPK, kao i
njegove uloge u odgovoru na niske doze jonizujuéeg zracenja kod tumorskih ¢elija,
§to moze da vodi ka radiorezistenciji tumorskih ¢elija [164].

Ghardi 1 sar. [189] su na mononuklearnim ¢elijama krvi nakon izlaganja
niskim dozama jonizujuceg zraCenja takode dobili fragmente koji ukazuju na proces
apoptoze. Test fragmentacije DNK su koristili i drugi autori da bi detektovali
odgovor ¢elija na jonizujuée zracenje [190,191]. Istrazivanja su pokazala da odgovor
zavisi od doze zracCenja (postoji dozna zavisnost), §to smo i mi dobili u ovom
istrazivanju za HT-29 c¢elije. Takode, odgovor moze biti veoma razli¢it zavisno od
vrste ¢elija na kojima se ispituje fragmentacija DNK izazvana JZ [190,191].

U cilju sagledavanja efekta JZ na primarnu sekvencu DNK, odabran je
fragment p53 gena, prema Liu i Bodmer [177]. lako je pokazan dozno-zavisan trend
u smislu povecanja broja mutacija sa pove¢anjem doze, generalno mozemo zakljuciti
da ovaj test nije adekvatan u sagledavanja efekata JZ na tumorske i zdrave celije, u
primenjenom dizajnu nasih eksperimenata. Razlog tome su viSestruke neuspesne
amplifikacije Zeljenog fragmenta p53 gena i razlike u primarnoj sekvenci p53 gena

tumorskih i zdravih ¢elija. Stoga nije bilo moguce odrediti referentnu kontrolu za
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medusobna poredenja, te bi preporuka bila da se u ovim ispitivanjima Kkoristi

sekvenca DNK koja je istovetna u tumorskim i zdravim ¢elijama.

Ekspresija proteina u signalnim putevima prezivljavanja i apoptoze
analizirana je Western blot metodom. Ovim istrazivanjem obuhvacena je ekspresija
p53, p38 MAPK, PARP, Bax, Bcl-2, citohrom c i kaspaza 3 proteina. Nivo
ekspresije svakog proteina ponaosob prikazan je u odnosu na nivo ekspresije
nezrac¢ene kontrole. Pored toga, prikazane su razlike u ekpresiji proteina zavisno od
rezima zraCenja (I 1 II), 1 poredeni su odgovori dobijeni u okviru rezima zracenja I i
IT u odnosu na kontrolno zraenje od 2Gy. Analize su uradene za svaku celijsku
liniju ponaosob, a na kraju su analizirane razlike u nivou ekspresije ispitivanih
proteina izmedu ¢elijskih linija HT-29 i MRC-5.

Ekspresija p53 proteina u MRC-5 ¢elijama je niza za sve jednokratno
primenjene niske doze JZ, dok je u HT-29 ¢elijama, u istim uslovima, ekspresija p53
ve¢a samo za dozu od 0,07Gy u poredenju sa kontrolnim uzorkom. ViSekratna
primena niskih doza JZ povecala je ekspresiju proteina p53 u MRC-5 ¢elijama samo
za dozu od 0,07Gy, dok je u HT-29 ¢elijama za istu dozu ekspresija niza od kontrole.
Visi nivo ekspresije belezi se za doze od 0,03Gy i1 0,05Gy kod HT-29 ¢elijske linije.
Oba rezima radioadaptivnog zraCenja, u obe celijske linije izazivaju viSi nivo
ekspresije p53 u odnosu na kontrolu i u odnosu na isporucenu dozu od 2Gy bez pre-
iradiajcije.

U literaturi postoji mnogo podataka o delovanju/ekspresiji p53 nakon
izlaganja visokim dozama jonizujuceg zraenja, a mnogo manje kada su u pitanju
niske doze JZ. PoviSena ekspresija p53 moze da vodi ka apoptozi, popravci oStecenja
u DNK ili zaustavljanju ¢elijskog ciklusa (G1/G2 arestu) [115,192,193]. Shin i sar.
[194] pokazali su da niske doze JZ deluju protektivno i da mogu suprimirati
aktivaciju p53 nastalu nakon citotoksi¢nog efekta Takode, Enns i sar. [79] ukazuju
da je za aktivaciju p53 niskim dozama JZ koja vodi ka apoptozi potrebno da zracenje
izazove potreban nivo oStecenja u Celiji. Rezultati dobijeni za niske doze JZ u ovom
istrazivanju su znacajni jer pokazuju kod kojih niskih doza dolazi do povecane ili
sniZzene ekspresije p53 proteina u odnosu na nezracenu kontrolu od ¢ega mozZe da
zavisi dalji odgovor ¢elije na JZ.
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U MRC-5 ¢elijama dobijena je povisena ekspresija p38 MAPK za uzorke
koji su jednokratno primili samo niske doze JZ i dozu od 2Gy dnevno u toku 4 dana,
u odnosu na nezracenu kontrolu. Za sve ostale isporuc¢ene doze JZ dobijena je niza
ekspresija p38 MAPK. Kod HT-29 ¢elijske linije ekspresija ovog proteina bila je
niza za sve isporucene doze JZ u odnosu na nezracene celije.

Aktiviranje p38 MAPK signalnog puta, prema nekim autorima, u vezi je sa
prezivljavanjem i protektivnim dejstvom nakon primene jonizujuéeg zraCenja. Jo$
uvek nije objasnjena razli¢ita uloga p38 MAPK, dok se razliciti efekti p38 MAPK na
apoptozu u razli¢itim tipovima c¢elija mogu pripisati heterogenosti u ekspresiji i
aktivaciji razli¢itih izoformi p38 MAPK [159,163]. Nekoliko studija je pokazalo da
je aktivacija p53 proteina indukovana sa p38 MAPK i da se to desava nakon DNK
ostecenja, Sto ukazuje na tesnu vezu izmedu ova dva signalna puta nakon isporuke
JZ i na vaznu ulogu p38 MAPK protein [162,170,194].

Profil ekspresije anti-apoptotskog regulatornog proteina Bcl-2 u HT-29 i
MRC-5 ¢elijama je potpuno razli¢it u rezimu zracenja I i II, osim za dozu 0,05Gy u
rezimu II. Rezim zracenja [ u HT-29 ¢elijama indukuje ekspresiju Bcl-2 koja je nesto
viSa od vrednosti dobijenih u kontrolnom, nezratenom uzorku, dok je za iste uslove
dobijen znacajno nizi nivo ekspresije u MRC-5 ¢elijama.

Takode, razli¢it nivo ekspresije Bel-2 proteina u obe Celijske linije dobijen
je i nakon visekratne primene niskih doza JZ (rezim zra¢enja II), s tim da je u HT-29
¢elijama ekspresija Bcl-2 znacajno niza, a u MRC-5 ¢elijama znacajno viSa (osim za
dozu 0,05Gy) u poredenju sa vrednostima dobijenim iz nezra¢enog uzorka.

Posmatraju¢i ekspresiju proteina Bcl-2, kao vaznog proteina u
mitohondrijalnom, unutra§njem putu apoptoze, Koehler i1 sar [195] su primetili da
gaSenje Bcl-2 proteina nije dovelo do smanjene vijabilnosti ¢elija merene MTT
testom Sto smo 1 mi pokazali naSim eksperimentima sa HT-29 ¢elijama. Medutim,
Lin [196] je pokazao da nizi nivo ekspresije Bcl-2 proteina dovodi do manje
vijabilnosti (MTT test) ¢elija humanog karcinoma pankreasa. Azimian i sar. [138],
kao 1 Toosi i sar. [197] ukazuju da niske doze JZ same ili pradene visokim dozama

(radioadaptivni tip zra¢enja) mogu da povecaju ekspresiju Bel-2.
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Generalno, rezultati ekspresije Bcl-2 proteina u nasim eksperimentima pokazuju da
je nakon isporuke JZ njegova ekspresija u tumorskim ¢elijama niza Sto je u skladu sa

nalazima Koehler i sar. [195].

Sve jednokratno ili viSekratno aplikovane niske doze JZ povecale su
ekspresiju pro-apoptotskog proteina Bax u HT-29 ¢elijama u poredenju sa
nezracenom kontrolom, ali nakon primene radioadaptivnog zracenja u rezimima I i II
nije detektovana ekspresija Bax proteina visa od nivoa nezracene kontrole. U MRC-5
¢elijima, medutim, nakon radioadaptivnog zracenja 0,07+2Gy u rezimu zracenja I,
kao 1 sve doze u rezimu zracenja II, indukovale su visi nivo ekspresije proteina Bax u
odnosu na kontrolne, nezracene ¢elije. Ovi rezultati ukazuju na osetljivost zdrave
¢elijske linije nakon navedenih doza u rezimu zracenje 1 i II (0,07+2 Gy; 0,03+2Gy;
0,05+2Gy, 0,07+2Gy).

Ekspresija efektorne kaspaze-3 je u obe celijske linije, za skoro sve doze JZ
bila veéa nego u nezracenoj kontroli. Prema Joiner i sar. [16] nakon isporuke samo
niskih doza zracenja, <0,3Gy, dolazi do boljeg ubijanja ¢elija po jedinici doze nego
kada su u pitanju visoke doze koje mogu da pobude radioprotektivne mehanizme.
Zapaza se da i niske doze JZ mogu da izazovu ekspresiju kaspaze-3 i konsekutivno
da dovedu do apoptoze, najverovatnije apoptozom koja je uslovljena aktiviranjem
kaskade nakon okidanja p53 signalnog puta [115]. PoviSeni nivo ekspresije efektorne
kaspaze-3 govori u prilog tome da se, i pored nekih naizgled neusaglasenih rezultata

u slucaju niskih doza, primenom oba rezima zracenja indukuje apoptoza.

U obe celijske linije ekspresija citohroma c je niza od vrednosti dobijene u
kontrolnom uzorku za gotovo sve primenjene doze JZ. U MRC-5 ¢elijama nijedna
primenjena doza JZ nije indukovala ekspresiju proteina PARP1 1 PARP2 vecu od
kontrolnih vrednosti dok je u HT-29 ¢elijama ekspresija PARP1 proteina neznatno
veca od kontrolnih vrednosti i dobijena je za pre-iradijacione doze 0,05Gy i 0,07Gy i

dozu 0,05 +2Gy u rezimu zracenja I.

Nakon radioadaptivnog zracenja (niske doze pracene dozom od 2Gy), u HT-
29 Celijama primecujemo razli€it nivo ekspresije samo Bcl-2 proteina izmedu rezima
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zraCenja I i rezima zracenja II. ReZzim zracenja I (pre-iradijacija samo prvog dana
nakon koje sledi 2Gy) dovodi do viSeg nivoa ekspresije Bcl-2 proteina u odnosu na
nizi nivo ekspresije u rezimu zracenja II (svakodnevna pre-iradijacija pracena sa
2Gy). Drugi ispitivani proteini u HT-29 ¢elijskoj liniji nisu pokazali opisanu razliku
u ekspresiji proteina izmedu radioadaptivnog zracenja rezima I i rezima zracenja II.
Ukoliko poredimo ekspresiju proteina nakon zracenja dozom od 2Gy bez pre-
iradijacije sa radioadaptivnim zracenjem u oba rezima primecujemo razliku u
ekspresiji proteina p53, Bax i kaspaze-3. Ekspresija proteina p53 i kaspaze-3 je niza
nakon zrac¢enja dozom od 2Gy a viSa nakon radioadaptivnog zracenja u oba rezima
zracenja. Kod Bax proteina belezimo suprotno, odnosno visu ekspresiju proteina
nakon zra¢enja dozom od 2Gy. Evaluacijom rezultata ekspresije proteina nakon
delovanja samo niskih doza JZ u rezimu zracenja I (niske doze samo prvi dan)
nasuprot rezima zracenja Il (multiple niske doze) razlicit nivo ekspresije dobijen je
za proteine p53 i Bcl-2. Kada su u pitanju samo niske doze JZ, nivo ekspresije
proteina p53 je visi u rezimu zracenja Il nego nakon primene rezima zracenja I, dok
je ekspresija Bcl-2 proteina, suprotno, visa u rezimu zracenja I. Takode, unutar
rezima zracenja I, porede¢i samo niske doze JZ nasuprot radioadaptivnom zracenju,
mogu se primetiti razlike u ekspresiji p53 1 Bax proteina. Sli¢an fenomen se u rezimu

zraCenja Il zapaza za Bax protein.

Nakon radioadaptivnog zra¢enja MRC-5 ¢elijske linije primecujemo razlicit
nivo ekspresije Bcl-2 i Bax proteina izmedu rezima zracenja I i II. Ekspresija Bax i
Bcl-2 proteina je niza u rezimu zracenja I (pre-iradijacija samo prvog dana nakon
koje sledi 2Gy) od one dobijene u rezimu zracenja II (svakodnevna pre-iradijacija
pracena sa 2Gy). Od navedenog trenda odstupa doza 0,07 +2 Gy u rezimu zracenja I
jer uslovljava povisenu ekspresiju Bax proteina. Za druge ispitivane proteine nije
nadena razlika u ekspresiji izmedu radioadaptivnog zrac¢enja reZzima I 1 II. Ukoliko
poredimo ekspresiju proteina nakon zratenja dozom od 2Gy bez pre-iradijacije sa
radioadaptivnim zracenjem u oba rezima, primecujemo razliku u ekspresiji p38
MAPK, citohrom C i p53 proteina. Ekspresija proteina p38 MAPK i citohroma c je
vi$a nakon zracenja dozom od 2Gy u odnosu na nizu ekspresiju pomenutih proteina
nakon radioadaptivnog zracenja u oba rezima; kod proteina p53 belezimo suprotno -
nizu ekspresiju nakon zra¢enja dozom od 2Gy. Evaluacijom rezultata ekspresije
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proteina nakon delovanja samo niskih doza JZ u oba rezima zracenja, utvrden je
razli¢it nivo ekspresije Bax, Bcl-2 i p38 MAPK proteina. Ekspresije Bax i Bcl-2
proteina je visa u rezimu zracenja II, a ekspresija p38 MAPK je suprotno, visa u
rezimu zracenja I. Takode, unutar rezima zracenja I, porede¢i samo niske doze JZ
nasuprot radioadaptivnom zraCenju, mogu se primetiti razlike u ekspresiji p53,

citohrom C i p38 MAPK proteina. Sli¢an fenomen se ne zapaza u rezimu zrac¢enja II.

Poznato je da od odnosa proapoptotskih i antiapoptotskih ¢lanova Bcl-2
porodice zavisi mitohondrijalni put apoptotoze [198]. Proteini Bax i Bcl-2 su veoma
bitni u regulaciji unutra$njeg apoptotskog puta [199,130,131,134,136,137,139]
Aktivacija 1 poviSena ekspresija Bax proteina i nizi nivo ekspresije Bcl-2 proteina
dovodi do kaskade koja vodi ka aktiviranju kaspaze-3 i apoptoze [130,131]. Prilikom
radioadaptivnog zracenja, izmedu rezima I i II, zabeleZena je razlika u ekspresiji
ispitivanih proteina koja se moze objasniti delovanjem niskih pre-iradijacionih doza
na modulisanje radiobioloskog odgovora obe celijske linije (HT-29 i MRC-5).
Evaluacijom ekspresije Bcl-2 i Bax proteina u obe ¢elijske linije smatramo da je
njihova ekspresija kao i1 njthov medusobni odnos veoma vazan deo radioadaptivnog
Zracenja, odnosno da su razlike u ekspresiji ovih proteina odraz razli¢itog

radiobioloskog odgovora koji opet zavisi od primenjenog rezima zracenja.

Utvrdena je 1 razlika u ekspresiji proteina izmedu radioadaptivnog zracenja u
oba rezima (I 1 II) 1 zracenja sa samo 2QGy u toku Cetiri dana. Razlika je utvrdena za
ekspresiju p53, Bax i kaspaza-3 proteina kod HT-29 ¢elijske linije i p38 MAPK,
citohrom c i p53 proteina kod MRC-5 ¢elija. Poznato je da p38 MAPK regulise
razlicite aktivnosti u ¢eliji: proliferaciju, diferencijaciju, apoptozu ili prezivljavanje,
zapaljenje i urodeni imunitet. Jedna od uloga p38 MAPK ogleda se u ranoj fazi, pre
mitohondrijalne disfunkcije i aktivacije kaspaze-3 preko mitohondrijalnog
unutra$njeg signalnog puta [115]. Nasuprot ulozi u aktivaciji kaspaze-3, p38 MAPK
moze da, u uslovima prekomerne ekspresije ili inhibicije, dovede do smanjenog
otpustanja citohroma c¢ i smanjenog aktiviranja kaspaze-3 nakon zracenja [163].
Takode je poznato da nakon radioadaptivnog zracenja dozama koje su slicne dozama
u nasem eksperimentu, dolazi do poviSene ekspresije proteina p53 Sto smo pokazali
u naSem istraZivanju i to za radioadaptivno zracenje u oba rezima u obe celijske
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linije [62,66,106,200,201]. Dokaz da radioadaptivno zracenje deluje drugacijim
mehanizmom od neadaptivnog, potvrduje 1 razlika u ekspresiji citohroma ¢ izmedu
radioadaptivnog zracenja u oba rezima i samo zracenja sa 2Gy u MRC-5 ¢elijskoj
liniji. Citohrom c je bitan Cinilac apoptotskog puta i znacajan aktivator kaspaze-3
[109]. Jo§ jedan dokaz o druga¢ijem molekularnom odgovoru izmedu
radioadaptivnog i neradioadaptivnog odgovora predstavlja i ekspresija proteina za
niske doze JZ u rezimu zraCenja I: nivo ekspresije p38 MAPK, citohroma ¢ i p53
slicniji je rezultatima dobijenim za dozu od 2Gy nego za radioadaptivni rezim

zracenja .

Analizirajuéi radioadaptivno zracenje izmedu HT-29 i MRC-5 ¢elijske linije
u oba rezima zracenja (I i II) primecéuju se razlike u ekspresiji proteina Bax i Bel-2.
Naime, u HT-29 ¢elijama nakon radioadaptivnog zraenja u oba rezima, za Bax
protein belezi se nizi nivo ekspresije u poredenju sa nezratenom kontrolom, za
razliku od MRC-5 ¢elija kod kojih je za sve doze, osim za 0,03+2Gy i 0,05+2Gy u
rezimu zra¢enja I, naden visi nivo ekspresije Bax proteina. Takode i nivo ekspresije
Bcl-2 proteina nakon primene radioadaptivnog zraCenja u oba rezima pokazuje
suprotan trend (kao slika u ogledalu) porede¢i HT-29 i MRC-5 Celijsku liniju.
Unutrasnji put apoptoze reguliSe familija Bcl-2 proteina. Pro-apoptotski i anti-
apoptotski signali koji se paralelno aktiviraju i oba konvergiraju ka membrani
mitohondrija koja ¢e, u slucaju da preovladaju pro-apoptotski signali, postati
propustljiva [192,202]. | Bcl-2 i Bax protein kontrolisu drugi proteini i signalni
putevi, izmedu ostalih i protein p53 [203]. Razli¢ita ekspresija p53 proteina u
zdravim 1 tumorskim c¢elijama se moze objasniti time S$to kod vise od 50 posto
tumora postoji mutacija upravo u p53 genu. Kastan i sar [204] navode da razli¢it
odgovor p53 proteina umnogome zavisi od mutacija u kodirajuéem delu gena p53.
Ekspresija proteina p53 moze da vodi, u zavisnosti od aktiviranja nishodnih
signalnih puteva, do apoptoze ili prezivljavanja ¢elija [109,110,205].

Takode, vaznu ulogu u regulaciji unutraSnjeg puta apoptoze i kontrolu Bax
protein ima p38 MAPK. Poznato je da p38 MAPK deluje na propustljivost
mitohondrijalne membrane i oslobadanje citohroma c. Jedan od nacina na Kkoji
p38MAPK deluje na apoptozu moze da bude i uticaj na fosforilaciju p53 Sto u
daljem toku moze uticati na p53-zavisnu apoptozu. Svi mehanizmi koji deluju na
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smanjenu inhibiciju p38 MAPK konsekutivho dovode do toga da nakon zracenja
nema adekvatnog odgovora koji vodi ka apoptozi sprecavajuci delovanje Bax
proteina u njegovoj ulozi destabilizacije mitohondrijalne membrane [159]. Veoma je
verovatno da su Bax i Bcl-2 jedni od klju¢nih proteina ukljuc¢enih u radiobioloski
odgovor nakon radioadaptivnog zracenja kod obe ispitivane celijske linije.Takode
veoma je vazno naglasiti da ekspresija Bel-2 i Bax proteina zavisi od p53 i p38
MAPK signalnog puta [206]. U ovom istrazivanju pokazana je razlika u ekspresiji
proteina u odnosu na ispitivane ¢elijske linije, odnosno razlika izmedu tumorske HT-

29 i zdrave MRC-5 ¢elijske linije.

Rezultati ekspresije proteina doprineli su ostvarivanju i poslednjeg cilja ovog
istrazivanja - utvrdena je promena ekspresije proteina U signalnim putevima
apoptoze kao i njihova veza sa p53 i p38 MAPK signalnim putevima. Time je dat
doprinos rasvetljavanju molekularnin mehanizma koji leze u osnovi celijskog
odgovora zdravih i tumorskih ¢elija na samo niske pre-iradijacione doze jonizujuéeg

zraenja, kao i na radioadaptivno zracenje.
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8. ZAKLJUCAK

Na osnovu prikazanih rezultata istrazivanja radiobioloskih efekata niskih pre-

iradijacionih doza na humane celijske linije kolorektalnog karcinoma (HT-29) i

fetalnih fibroblasta plu¢a (MRC-5), moze se zakljuciti:

1.

Izlaganje celija niskim pre-iradijacionim dozama JZ, jednokratno ili viSekratno,

izazvalo je povecano prezivljavanje HT-29 i MRC-5 ¢elija.

Jednokratno izlaganje niskim dozama JZ podjednako je povecalo
prezivljavanje obe vrste celija s tim da je doza od 0,07Gy za oko 14%
smanjila prezivljavanje HT-29 ¢elija u poredenju sa MRC-5 ¢elijama.
Visestruko izlaganje celija niskim dozma JZ znacajno je povecalo
prezivljavanje HT-29 ¢elija u poredenju sa humanim fibroblastima pluca
MRC-5.

Odgovor HT-29 ¢elija na jednokratnu i visekratnu primenu niskih doza JZ
bio je dozno zavisan - vece doze su izazvale slabije prezivljavanje HT-29
¢elija, dok se odgovor MRC-5 ¢elija u istim uslovima nije znac¢ajnije menjao

bez obzira na tip zracenja.

Vijabilnost HT-29 ¢elija nakon zra¢enja prema rezimu I je niza nego nakon zracenja

u rezimu II u poredenju sa netretiranim ¢elijama.

Iako zracenje u rezimu II znacajno povecava prezivljavanje HT-29 celijja
jasna je tendencija opadanja, tako da je za dozu 0,05+2Gy preZivljavanje na
nivou netretiranih ¢elija, a dozu od 0,07+2Gy prezivi svega 40% HT-29
celija.

Odgovor MRC-5 (¢elija na oba rezima zraenja je ujednacen, ali je
preZivljavanje niZe nakon zracenja u rezimu II; razlika u prezivljavanju celija

za dozu zracenja 0,07+2Gy izmedu dva reZima zracenja je oko 20%.
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Na osnovu ovih rezultata zakljuéujemo da viSekratna primena niskih doza JZ nije
znaCajno smanjila vijabilnost HT-29 celija, dok su dve radioadaptivne doze
(0,05+2Gy i 0,07+2Gy), adekvatne doze JZ za radioterapijski postulat postede
zdravih Celija i bolji antitumiorski efekat u odnosu na neradioadaptivno zracenje od
2Gy u toku 4 dana.

Ovim je postignut jedan od ciljeva istrazivanja - pokazana je moguénost modulisanja
¢elijskog odgovora na JZ uz pomo¢ niskih doza JZ koje su pra¢ene dozom od 2Gy

(radioadaptivni tip zracenja) U oba dizajnirana rezima zracenja;

e Incidencija mikronukleusa u HT-29 ¢elijama nakon jednokratne ili visekratne
primene samo niskih doza JZ nije bila statisticki znacajno veca u poredenju
sa nezracenim kontrolnim uzorcima za sve aplikovane doze.

e U MRC-5 ¢elijama, iste niske doze JZ izazvale su dozno-zavisno povecanje
incidencije mikronukleusa. Razlike u incidenciji MN bile su statisticki
znacajne u odnosu na nezrac¢enu kontrolu, ali ne i izmedu isporucenih doza.

e Porast incidencije MN u obe ¢elijske linije pratio je povecanje doze JZ u oba

radioadaptivna rezima zracenja.

Rezultati ukazuju da je stepen oSteCenja hromozoma za vecinu isporucenih doza
pokazao dozno zavisni trend 1 da predstavlja adekvatan test za odredivanje stepena
o$tecenja hromozoma nakon dejstva JZ.

Dozno-zavisno oSte¢enje naslednog materijala izazvano radioadaptivnim zracenjem
potvrduje hipotezu da je stepen oSteCenja zdravih, MRC-5, ¢elija manji nego u
¢elijama kolorektalnog adenokarcinoma, ¢ime je takode ispunjen jedan od ciljeva

ovog istrazivanja;

3.
Testom fragmentacije DNK detektovano je prisustvo fragmenata DNK Kkoji
odgovaraju fragmentima koji nastaju tokom procesa apoptoze.

e Fragmentacija DNK je zabelezena za pojedine doze JZ u obe ¢Celijske linije, a

uocena je i razlika u odgovoru zdrave 1 tumorske ¢elijske linije.
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e Test fragmentacije DNK je kvalitativni test pa rezultate nije moguce

kvantifikovati.

Detekcijom mutacija primarne sekvence fragmenta p53 gena pokazano je da se broj
mutacija povecava sa povec¢anjem doze JZ.

Medutim, zbog nedostatka adekvatne kontrole, nije bilo moguce kvantitativno
izraziti rezultat, te mozemo zakljuciti da ovaj test, u naSem dizajnu eksperimenta,

nije sasvim adekvatan u sagledavanja efekata JZ na tumorske i zdrave ¢elije;

4.
Profil ekspresije proteina koji uéestvuju u procesu apoptoze u HT-29 i MRC-5
¢elijama razlikuje se zavisno od primenjenog rezima zracenja.

e U HT-29 ¢elijama zabeleZena je razlicita ekspresija anti-apoptotskog proteina
Bcl-2, pri ¢emu je nivo ekspresije Bcl-2 proteina u odnosu na nezracenu
kontrolu, i u poredenju sa odgovorom MRC-5 ¢elija nizi nakon primene
radioadaptivnog rezima zracenja II.

e Sve jednokratno ili visekratno aplikovane niske doze JZ povecale su
ekspresiju pro-apoptotskog proteina Bax u HT-29 ¢elijama u poredenju sa
nezra¢enom kontrolom, dok je nakon radioadaptivnog zracenja, nezavisno od
reZima zracenja, ekspresija ovog proteina bila na nivou nezracene kontrole.

e U MRC-5 ¢elijima, radioadaptivno zracenje u rezimu II indukovalo je visi
nivo ekspresije proteina Bax u odnosu na kontrolne.

e Ekspresija efektorne kaspaze-3 je u obe celijske linije, za skoro sve doze JZ
bila veca nego u nezracenoj kontroli.

e U MRC-5 ¢elijama nije nadena razlika u ekspresiji proteina PARP1 i PARP2
izmedu dva radioadaptivna rezima zraCenja, dok je u HT-29 ¢elijama
ekspresija PARP 1 proteina neznatno veca od kontrolnih vrednosti za ve¢inu

doza JZ u reZimu zracenja I.

Oba rezima radioadaptivnog zraCenja, u obe celijske linije izazivaju visi nivo
ekspresije p53 u odnosu na kontrolu i u odnosu na isporu¢enu dozu od 2Gy bez pre-

iradiajcije.
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Ekspresija p38 MAPK proteina u HT-29 ¢elijama bila je niza za sve isporuc¢ene doze
JZ u odnosu na nezracene Celije.

U MRC-5 ¢elijama, povisena ekspresija p38 MAPK utvrdena je samo u uzorcima
koji su jednokratno primili samo niske doze JZ i dozu od 2Gy dnevno tokom 4 dana,

u odnosu na nezra¢enu kontrolu.

Razlike u ekspresiji ispitivanih proteina dobijene nakon primene dva rezima
radioadaptivnog zraCenja mogu se objasniti delovanjem niskih pre-iradijacionih doza
JZ na modulisanje radiobioloskog odgovora obe ¢elijske linije.

Nivo ekspresije Bcl-2 i Bax proteina i njihov medusobni odnos, u obe ¢elijske linije,
su odraz razli¢itog radiobioloskog odgovora ispitivanih celija koji zavisi od

primenjenog rezima zracenja.

Rezultati ekspresije proteina doprineli su ostvarivanju i poslednjeg cilja ovog
istrazivanja - utvrdena je promena eckspresije proteina U signalnim putevima
apoptoze kao i njihova veza sa p53 i p38 MAPK signalnim putevima. Time je dat
doprinos rasvetljavanju molekularnih mehanizma koji leze u osnovi c¢elijskog
odgovora zdravih i tumorskih ¢elija na niske pre-iradijacione doze jonizujuceg

zraCenja, kao i na radioadaptivno zracenje.
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