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BIOLOSKI UCINCI IONIZIRAJUCEG ZRACENJA

Some evidence indicates ionizing radiation is essential for
life (Luckey, 2004)

Alena Buretic-Tomljanovic




IONIZIRAJUCE ZRACENJE PRENOSI ENERGIJU KOJA
MOZE OSTETITI KEMIJSKE VEZE U MOLEKULAMA

(ionizacija atoma i nastanak slobodnih radikala)

O radikali su kemijski vrlo reaktivni, nestabilni atomi,
ioni ili molekule koji posjeduju nespareni elektron



PRIRODNI 1ZVORI IONIZIRAJUCEG ZRACENJA
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JIONIZACIJA ATOMA UTJECE NA MOLEKULE,
STANICE, TKIVA | ORGANE
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BIOLOSKI UCINCI IONIZIRAJUCEG ZRACENJA
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IONIZIRAJUCE
ZRACENJE
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OSTECENJE STANICNI  STANICNA

ODGOVOR  FUNKCIJA akutni
sindromi
DNA lomovi promjene smrt stanice
e genske ..
olv<51d,ac1.Jska ekspresije zatajenja
ostecenja organa
modifikacije
proteina i rak
lipida nestabilnost
genoma
prirodeni
defekti

[ ovisno o dozi



INTERFAZNI KROMATIN

(dekondenziran, aktivan)
(obavijen jezgrinom ovojnicom,
transkripcijski popravak)

0 manje osjetljiv na
jonizirajuce zracenje

MITOTICKI KROMATIN

(kondenziran, ali su kromosomi
rasprseni u citoplazmi)

Q 2.8x vise osjetljiv na
jonizirajuce zracenje




UCINCI IONIZIRAJUCEG ZRACENJA: 1ZRAVNI | NEIZRAVNI

NEIZRAVNO OSTECENJE IZRAVNO OSTECENJE
ionizacijom vode, ionizacija ciljnih
kisika ili drugih atoma | makromolekula
ili molekula nastaju
slobodni radikali koji
prouzrokuju daljnju

Stetu na
makromolekulama

H2 Q2
in a cell

ROSCACIVEOXygens)

slobodni
radikali

ostecenje DNA ili neke druge
molekule kljuéne za
prezivljavanje stanice



IZRAVNO OSTECENJE DNA

(dominira uz zracenje visokog LET, npr. a Cestice i neutroni)

ostecenje
vodikovih
veza
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: .. dvolancani lom
jednolancani lom

O izravno ostecenje nastupi kada a, B Cestice ili X-zrake fizicki razbiju jednu ili obje
fosfatno-secerne okosnice, vodikove mostove izmedu baza, ili ostecuju same dusicne
baze



IZRAVNO OSTECENJE DNA -
jednolancani i dvolancani lomovi

Q jl lomovi i modificirane baze
se mogu popraviti enzimski
izrezivanjem (ekscizijom)

1000/ST./1 GY

Single Strand Break

Q dl lomovi se
A tesko popravljaju,
uzrokuju mutacije i

o
apoptozu

A
i 30/ST./1 GY

Double Strand Break

Q 1 Gy zracenja prouzroci 100.000 ionizacija u stanici, osteti 1000 baza, izazove 1.000 jl i 20-40 dl
lezija, no zbog efikasnih mehanizama DNA popravka ubije svega 30% ozracenih stanica sisavaca)



|IZRAVNO OSTECENJE DNA

ukrizeno povezivanje (engl. crosslink)

Q zahvaca jedan ili oba DNA lanca
O interakcija DNA - protein
O zaustavlja transkripciju i translaciju

Q zracenjem uzrokovane kovalentne
interakcije DNA - protein ostaju dugo
stabilne (Nucleic Acids Research, 2012, 1-13)




NEIZRAVNI UCINCI IONIZIRAJUCEG ZRACENJA

(dominiraju uz zracenje niskog LET, npr. X- i y-zrake)

O najvedi dio ostecenja biomolekula A
nastaje uslijed djelovanja radiolitickih - (/
produkata vode, odnosno, SLOBODNIH Onbitals
RADIKALA A

Electrons

S

O najvaznije su molekule vode koje
okruzuju DNA u promjeru od 2nm

Nucleus

O slobodni radikali nastali
djelovanjem X-zracenja
uzrok su 60% DNA ostecenja

Q najvise (75%) neizravnih
ucinaka zracenja uzrokuju

BODY BLOOD BRAIN  MUSCLES  CELLS hidroksilni radikali (OH.)
O udio vode u organizmu i stanicama


//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/3f/Free-radicals-oxygen.jpg

STANICNA JEZGRA JE KLJUCNO, 1AKO NE | JEDINO MJESTO
POGODENO ZRACENJEM

Ucinak DNA ostecenja...

NEMOGUCNOST POPRAVKA POPRAVAK S GRESKOM

nemogucnost replikacije i promijenjena geneticka

transkripcije informacija rezultira pojavom

(zaustavljeni rast st. i sinteza varijante
proteina)

APOPTOZA MUTACIJA

leukocitopenija, sterilitet, nasljedni ucinci, rak
eritem, katarakta, fetalne
anomalije




JEZGRA:
, KROMOSOMSKI LOMOVI
kromatidni lom

(u stanicama u diobi
jednolancani DNA lomovi generiraju
break)
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POPRAVAK jl DNA LOMOVA S GRESKOM

(indukcija genomske nestabilnosti)

] dio metafaze

1. DNA 2. DNA
molekula molekula

I,

popravak
kromatidni s greskom
/L
|| I
kvadriradijal
— kvadriradijalna konfiguracija
L L L Nature Reviews | Genetics




DVOLANCANI LOMOVI | GRESKE DNA POPRAVKA

(jednostavne kromosomske mutacije; indukcija genomske nestabilnosti)
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reciprocna translokacija
( metoda mFISH)



METAFAZA. LIMFOCITI PERIFERNE KRVI COVJEKA
OZRACENI GAMA ZRACENJEM (5 GY: I1ZVOR: ¢Co)
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KROMOSOMSKE MUTACIJE
\ ‘ O kromosomski fragmenti bez

acen. centromere se izgube tijekom
fragment / > * stani¢nih dioba - DELECIJE



BIOLOSKI UCINCI IZLOZENOSTI NISKIM DOZAMA
/RACENJA - zracenje je fizi¢ki mutagen i karcinogen

GENETICK]

povisena stopa spontanih mutacija u
germinativnim stanicama; izrazavaju se na

potomstvu osobe izlozene zracenju (ovi su uinci
slabo dokumentirani)

SOMATSKI

izrazavaju se na osobi koja je primala niske

doze zracenja; primarna posljedica je RAK
(ovi su ucinci dobro dokumentirani)

IN - UTERO

izrazavaju se na embriju/fetusu nakon
rodenja; radi se o somatskim ucincima
buduci da su posljedica ozracivanja
embrija/fetusa, a ne reproduktivnih
stanica roditelja



CIMBENICI KOJI UTJECU NA STUPANJ OSTECENJA
ORGANIZMA (pri niskim dozama)

J UKUPNA DOZA
 BRZINA DOZE

O GENETICKA PREDISPOZICIJA



UKUPNA DOZA | BRZINA DOZE

2.51

1.5

0.5

vrijeme

vrijeme
visoka dulja izlozenost nizim dozama visoka raspodjela doze
doza doza

akutna akutna

Q akutno primljene doze (stani¢na smrt, oStecenja tkiva i organa - Akutni Radijacijski Sindrom)

2 kronic¢no primljene doze (profesionalna izlozenost, pozadinsko zracenje, ostecenja na st.
razini, ucinci se izrazavaju godinama kasnije )

O bioloski u¢inak je slabiji uz nize primljene doze



GENET|CKA PREDISPOZICIJA (povecana osjetljivost

pojacava ucinke niskih doza zracenja te ucestalost pojave raka kao
posljedice)

uloga varijacija gena ukljucenih u:

Qdetekciju citoplazmatskih i ostecenja DNA (SENZORNI
PROTEINI)

dstanicni odgovor & DNA popravak

obranu od oksidacijskog stresa (enzimi za
NEUTRALIZACIJU SLOBODNIH RADIKALA)

upalni odgovor

dkontrolu stanicnog ciklusa (PROTO-ONKOGENI |
TUMOR-SUPRESORSKI GENI)

Q neki rijetki geneticki sindromi: Bloomov sindrom, Ataxia
telangiectasia,...



RADIJACIJSKA KARCINOGENEZA
glavni stohasticki ucinak ionizirajuceg zracenja -

» maligne bolesti uzrokovane zracenjem ne razlikuju se od onih potaknutih drugim uzrocima

= epidemioloske studije uglavhom nemaju dovoljnu statisticku snagu za procjenu rizika
uslijed izloZzenosti vrlo malim dozama ionizirajuceg zracenja



POGRESNO POPRAVLJENI dl DNA LOMOVI SU GLAVNI STANICNI,
KROMOSOMSKI, MUTAGENI | ONKOGENI UCINCI IONIZIRAJUCEG
ZRACENJA

F
nepopravljeni
dvolancani DNA lomovi

APOPTOZA



SPEKTAR KROMOS0OMSKIH ABERACIJA OVISI O VRSTI
ZRACENJA, BRZINI DOZE | ARHITEKTURI GENOMA

\\?~

A nizak LET

A\

B visok LET

dl lomovi rasprseni po jezgri

dl lomovi ograniceni na dio
jezgre

O kromosomi su
ograniceni na
teritorije i slabo su
pokretni unutar
jezgre

Q da bi doslo do
nehomologne
interakcije mjesta
lomova moraju se
nalaziti blizu jedno
drugome

BioEssays 2002;24:714-23



MEHANIZMI NASTANKA JEDNOSTAVNIH (i) |
SLOZENIH (ii) KROMOSOMSKIH ABERACIJA

(i)
'8
\ = NHEJ
v | ) ﬂ or
zracenje izazove dva jednostavna
dl loma u DNA aberacija

Q dvolancani lomovi i pogresna prespajanja -
gubitak normalne funkcije vise gena -
INDUKCIJA GENOMSKE NESTABILNOSTI

BioEssays 2002;24:714-23



SLOZENE
KROMOSOMSKE

ABERACIJE -

veci broj kromosoma
zahvacen dl lomovima
izmjenjuje pojedine
segmente

BioEssays 2002;24:714-23

Q limfocit periferne krvi covjeka ozracen gama zrakama doze 4 Gy
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lom i nestabilnost  replikacija stabilizacija
gubitak
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TUMORSKE STANICE CESTO POKAZUJU NIZ SLOZENIH
KROMOSOMSKIH ABERACIJA - pokazatelji opée genomske nestabilnosti
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Q stanice raka gotovo su uvijek aneuploidne - abnormalna kontrola stani¢nog
ciklusa; nemogucnost detektiranja kromosomskih aberacija i nemogucnost
adekvatnog stanicnog odgovora (popravka)




UCESTALOST KROMOSOMSKIH ABERACIJA
POVECANA JE PRIJE KLINICKE EKSPRESIJE RAKA

TRANSLOKACIJE SU UKLJUCENE
U POJAVU NEKIH MALIGNIH TUMORA



AKTIVACIJA PROTOONKOGENA c-abl
RECIPROCNA TRANSLOKACIJA dugih krakova KROMOSOMA 9 i 22
kojom nastaje PHILADELPHIA KROMOSOM Ph'- udruzen s pojavom
kronicne mijeloicne leukemije
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c-abl H -+

9

b

der 9
c-Abl - protein-tirozin-kinaza uklju¢ena u stani¢no signaliziranje povezano s citoplazmom,
st.membranom, citoskeletom i jezgrom



LNT (engl. LINEAR NO-THRESHOLD) HIPOTEZA - model
za indukciju raka djelovanjem ionizirajuceg zracenja -
SVAKO JE ZRACENJE STETNO

O ekstrapolira rizik za pojavu raka uslijed
visokih doza na niske doze pri ¢emu je rizik
jednak 0% pri dozi od 0 Gy

QA hipoteza polazi od slijedecih
pretpostavki:

1) in vivo, postoji linearna povezanost izmedu
doze zracenja i pojave dl DNA lomova pri
dozama od 1 mGy do 100 Gy.

rizik

2) svaki dl DNA lom ima podjednaku vjerojatnost
da potakne karcinogenezu u stanici >

doza

3) svaka kancerozna stanica ima jednaku
vjerojatnost da se razvije u bolest



BIOLOSKI UCINCI IONIZIRAJUCEG ZRACENJA PRELAZE
OKVIRE JEDNE OZRACENE STANICE

3 ucinke malih
doza tesko je
pratiti, jer je

incidencija raka

zbog drugih
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Morgan W F, and Sowa M B PNAS 2005;102:14127-14128



PROCJENA RIZIKA ZA RADIJACIJSKU KARCINOGENEZU
UVJETOVANU NISKIM DOZAMA ZRACENJA

mora uzeti u obzir:

A osjetljivost stanica/organizma na ionizirajuce
zracenje (radiosenzitivnost)

O adaptivni odgovor stanica/organizma
A ucinak susjednih stanica (engl. bystander effect)
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Gross L (2007) Paradox Resolved? The Strange Case of the Radiation-Resistant Bacteria.
PLoS Biol 5(4): e108. doi:10.1371/journal.pbio.0050108
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Examples of 2-lesion Chromatid-type aberrations
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Figure 1 - a) G-banded CHO9 metaphase with the single chromosomes
indicated. b) Chromatid interchange between chromosomes 1 and 5. ¢)
Chromatid interchange between chromosomes Z1 and Z6. Bars indicate: a)
10pm; be) S um.



POPRAVAK jl DNA LOMOVA u stanicama sisavaca

(prije DNA replikacije)

jedan DNA lanac jl lom - izravna posljedica ioniz. zracenja
& o

drugi DNA lanac
detekcija ostecenja

PARP

i vezanje drugih proteina

igase 3

polimeraza  popuni prazninu

— - = "If
PARP

ligaza uspostavi
fosfodiestersku vezu




POPRAVAK DVOLANCANIH (dl) DNA LOMOVA
| INDUKCIJA KARCINOGENEZE

HOMOLOGNA REKOMBINACIJA\ DSENEHOMOLOGNO SPAJANJE KRAJEVA

HR NHEJ]

4~ " MRN dl lom ~a  Ku70, Ku80
—_—0 o — O
l ATM, RPA
ATRIP, ATR, CtIP l DNA-PKcs
— o
—@&
l BRCA1, BRCA2 l APt
— oo OQAE end processing
—_—e eaEa
Homology search j%
l strand invasion l XRCC4 and
new synthesis DNA ligase IV
l DNA ligase veci rizik od pojave mutacija
de novo na mjestu popravka
manji rizik za delecije i T
insercije na mjestu loma GLAVNI MEHANIZAM

POPRAVKA dl LOMOVA



BIOLOSKI UCINCI IONIZIRAJUCEG ZRACENJA
U VELIKOJ SU MJERI ODREDENI DJELOVANJEM
SLOBODNIH RADIKALA

Q zivotni vijek jednostavnih slobodnih radikala je kratak (10'9ec),
samo oni radikali koji nastanu na udaljenosti 2-3nm uokolo DNA mogu
prouzrociti indirektne ucinke



