OPASNOST 0D
(ONZRAJUCE ZRACENIA

Djelovanje zracenje na stanice i makromolekule

Metode za utvrdivanje ucinaka zracenja

Prof. dr. sc. Vesna Benkovic

Zavod za animalnu fiziologiju
Bioloski odsjek
Prirodoslovno-matematicki fakultet



Ucinak zracenja na makromolekule




Promjene u stanichom metabolizmu i funkciji nakon ozracivanja

kocenje mititickog ciklusa: mitoza moze biti odgodena iliinhibirana.

poremecaj u stanicnom rastu: stanicni rast moze biti zaustavljen, uobicajeno nakon
perioda latencije.

promjene u permeabilnosti membrana: povecdana ilismanjena
Oksidacija lipidnih molekula — promjene u dvosloju

Ostecenja proteinskih dijelova membrane — promjene funkcija ionskih kanala i
pumpi

promjene u pokretljivosti stanica: nakon zracenja moze bitismanjena



Ucinak ionizirajuceg zracenja na raziniatoma

N = Neutron
+ = Proton

lonizacija



Radioliza H,O

H,O + hv - H,O* +e-
H,O +hv - HO*— H°+HO°
H,O + e — e — H°+ HO-
H,O + e — H ,0°— H°+OH°
H,O - H*+ OH°
e+ H+— H°
H,O*+ OH-— H O + OH°
H,O*+H O — H O*+ OH°
H.O*+e—>HO +H°



Ucinak kisika na stvaranje slobodnih radikala

Kisik moze modificirati reakciju omogucujuci stvaranje drugih vrsta slobodnih
radikala s veCom stabilnoscu i duzim zZivotnim vijekom

HO + O, - HO,9 (hidroperoksilni slobodni radikal)
RO + O, > RO, (organski peroksislobodniradikal)
0

Ho + OHo — H,O
HO + HO — H,
OHo + OHO° — H,0,
RH + OHo — R0+ H,0
RH + HO — RO +H,
R0+ OH— ROH
RO+ H —»RH
R0+ O, - ROQO
ROO%+ RH —- ROOH +Ro






Lipidna peroksidacija - oksidacija lipidnih dijelova membrana
(viSestruko nezasi¢ene masne kiseline)

HO-2 ili -OH + LH L- + H,0, iliH,O
L.+ 10, LOO-
LOO-+ L H LOOH + L' -
L+ O L 00
L"OO-+L "H L"OOH + L -
Fe+~ + LOOH LO- + Fe+*++ + OH-

Markeri lipidne peroksidacije:
malondialdehid (MDA), konjugirani dieni, 4-hidroksinonenal (HNE), izoprostani
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Narusavanje strukture proteina

(a) Primary
N : ;
I
CRHEEKMWV FDON 000 [lr_
(b) Secondary

alpha helices beta strands

(c)

(d)

Tertiary

Quaternary

2,



Narusavanje strukture DNA

1) teorija izravnog (direktnog) djelovanja osteéenja - s visokim LET zra¢enjem,
npr. alfa Cestica i neutrona

y ray | o @ [3

2) teorija neizravnog (posrednog) djelovanja - s niskim LET zracenjem,
npr. X i gama zrake




Zivot slobodnih radikala

HO,° RO,°

Zbog kratkog Zivota jednostavnih slobodnih radikala (10-19s), samo oni koji su nastali u
vodenom stupcu od oko 2-3 nm oko DNA mogu sudjelovati u neizravhom efektu



(ADAPTED FROM LIFE SCIENCE LIBRARY, THE CELL)

. N ) T
"¢ moDEerATE BN HEAVY }ﬁl SEVERE \‘\'

DAMAGE GA DAMAGE /\ DAMAGE /\

HIGH ENERGY
NORMAL DNA GAMMA OR BETA PROTON FROM
RADIATION FAST NEUTRON RADIATION
COLLISION




Tipovi oStecenja DNA
Ostecenja baza 1000-2000 po 16y

Base pairs [

Adenine Thymineg

Adenine Thymine

—

Guanine Cylosine

— ]

Guanine Cytosine

Single-strand break Double-strand break




Jednolancanilomovi

prenesena energija u interakciji s makromolekulom DNA moze prekinuti kemijske veze,
- tockasta mutacija.

- kod zracCenja niskih LET.




Dvolancani lomovi

Pojave s dvostrukim vezama obicno se javljaju
s gustim ionizacijskim (visokim LET) zracenjem




Dvolancani lom unutar isteregije

Kada se dvije interakcije (udarci) na svakom
od dva lanca Secer-fosfata pojavljuju unutar
iste regije DNK ljestvice

rezultat je cijepan ili slomljeni kromosom,
pri cemu svaki novi dio sadrzi nejednake
koliCine genetskog materijala

Ako se stanica s oSte¢enim kromosom dijeli, A
svaka nova k¢i stanica dobit ¢e netocnu

koli¢inu genetskog materijala.

Todovodi do smrti ili oStecenom

funkcioniranju nove stanice kceri.




Mutacija

Izravna posljedica je promjena osnovne sekvence. Bududi da se genetska informacija
koja se prenosi na budude generacije nalazi u strogom nizu tih baza, gubitak ili
promjena baze u DNA lancu je mutacija.

akutne posljedice za stanicu,

prijenos netoCne genetske informacije na jednu od dvije stanice kéeri kada se stanica

dijeli.

Base change




Kovalentno Kkrizno povezivanje (Covalent Cross-Linking)

Kovalentno kriZno povezivanje - izmedu atoma dijeljenjem jednog ili viSe parova elektrona.

Nakon ozracivanja, neke molekule mogu proizvesti male, zaobljene (potkovica) molekule
koje postaju vrlo interaktivne ("ljepljive"). To moze uzrokovati da se te molekule pric¢vrste na
druge makromolekule ili na druge dijelove istog lanca makromolekula.

kriZna veza moZe se stvoriti

izmedu dva mjesta na istom DNA lancu -
intrastrand cross-link.

izmedu komplementarnih DNA ili izmedu potpuno
razlic¢itih molekula DNA.

DNA molekule takoder mogu postati kovalentno
vezane na protein.

Sve ove veze su potencijalno smrtonosne za
stanicu ako nisu pravilno popravljene.

Interstrand
cross-link



Popravak oste¢ene DNA

DNA damage

Radio and Uv Replication Alkylating
chemotherapy light errors agents

RESPONSES
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Double strand Nucleotide
break repair excision repair mmw repdar



Popravak jednostrukih lomova (izrezivanje baza)

Popravlja vec¢inu od 10-20.000 apurinskih i 500 apimidimskih mjesta /stanica/danu koji se formiraju

spontano
Vazino za popravak veéine jednolanéanih lomova i oste¢enja baze nakon IR.

Postojanost dovodi do blokiranja replikacije DNA, citotoksi¢nih mutacija, genetske
nestabilnosti.

Apurin/apirimidin (AP) endonukleaza uklanja 1-3 nukleotida T1/2

<5 min. Aktivni geni popravljaju se brze nego neaktivni
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Popravak dvostrukih lomova

DNA double-strand breaks

lonizing radiation
Oxidative damage
Spontaneous events

iy W@C‘l’m 1

Double-strand break re]olningl Homologous recombination I




mehanizmi genotoksiénog djelovanja na DNA

1. napad mutagena na nukleofilne centre u DNK npr. mol dusSika ili amino skupina u prstenu
baza, atom O, u karboksi skupinama baza

Mutageni — elektrofilna svojstva

Mjesta napada slobodnih
radikala

2. Postanak adukata na DNK

posljedica reakcije mutagena s nukleofilnim centrima u DNK
alkilirajuci agensi, aromatski amini, policiklicki aromatski ugljikovodici
polozaj adukata odreduje vrstu mutacije

3. Ugradnja pogresSnih baza udvostrucavanjem DNK



Oksidacija DNA baze: oksidacija gvanina sOHe
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Podjela genetickih ostecenja:

mutacije gena — promjene slijeda nukleotida unutar samoggena
- toCkaste mutacije
istosmislene
pogresne
besmislene
- frame shift mutacije

promjene strukture kromosoma

-kromatidna ostecenja — kromatidni lom, kromatidni
»8ap” , intrakromatidna izmjena

-kromosomska ostecenja — kromosomski lom, acentricni fragmenti,
dicentri¢ni kromosomi, prstenasti kromosomi, translokacije,
intrakromatidne izmjene, kromosomske inverzije, amplifikacije i
delecije

promjene broja kromosoma — uslijed djelovanja aneugena
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TipovirearanZmana « simerti¢ni (balansirani)
- Generalno stabilni
- translokacije/inverzije
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Dicentric and fragment: Usually lethal



posljedice strukturalnih promjena

1. Restitucija, pri ¢emu se lomovi ponovno
pridruzuju u izvornoj konfiguraciji bez vidljivih
oste¢enja. U tom sludaju ne dolazi do
osteéenja stanice jer je kromosom vraéen u
stanje u kojem je bilo prije ozraCivanja.

nacin na koji se popravlja 95% pojedinacnih
kromosoma.

2. Delecija, pri ¢emu se dio kromosoma ili
kromatida gubi u sljedecoj diobi stanice,
stvarajuci aberaciju poznatu kao acentricni
fragment.

3. Rearanzmani slomljenih krajeva, pri Cemu se
moze proizvesti grubo ostec¢en kromosom.
Prsten kromosomi ring kromosomi, dicentricni
kromosomi i anafazni mostovi.




4. Rearanzmani slomljenih krajeva bez vidljivih oste¢enja kromosoma, pri cemu je
genetski materijal kromosoma preraspodijeljen, a kromosom izgleda normalno.
Translokacije su primjer takvih preoblikovanja. Promjene kao Sto su ove neizbjezno
dovode do mutacije jer su polozaji gena na kromosomima preuredeni.

dovode do smrti stanice ili nemogucnosti diobe




Kromosomske aberacije

Intrakromosomske

stable (non-lethal) Pericentric Inversions
non-stable (lethal) Centric Rings

1 2
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Kromatidne aberacije

1 2

Single break Sisterunion Inter-armintra-change
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terminal deletion
deletion &ring
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— oStecenje genoma

1. Direktno medudjelovanje s molekulom DNK - na nivougena

klastogeni - na nivou kromosoma

DNA )




2. Indirektno djelovanje preko diobenog vretena —aneugeni

& '

DIOBENQ VRETENO

DIOBENO
VRETENO

EROMOSOM




CITOGENETICKI | MOLEKULARNI BIOMARKERI

Analiza strukturnih aberacija kromosoma

Komet test

Mikronukleus test




Kratkotrajne kulture limfocita u uvjetima in vitro

uzorci periferne krvi u uvjetima in vitro nasaduju se u hranjivi medij F-10, obogacen 20%
fetalnim tele¢cim serumom i antibioticima

za poticanje mitoze, u kulture se dodaje fitohemaglutinin

stani¢ne kulture rastu: 48 h za analizu kromosomskih aberacija,
72 h za mikronukleus test, analizu izmjena sestrinskih kromatida
(SCE) i analizu stanicne kinetike

3 sata prije isteka kultiviranja u kulture za analizu strukturnih aberacija kromosoma, te SCE i
analizu stanicne kinetike radi inhibicije diobenog vretena dodaje se kolhicin

u kulture za mikronukleus test nakon 44 h rasta dodaje se inhibitor citokineze - citohalazin B




Odredivanje strukturnih aberacija kromosoma

Najcesce primjenjivana metoda u bionadzoru ljudi.

Limfociti periferne krvi, u oko 3 minute obidu cijelo tijelo, dugi zivotni vijek

NESTABILNE ABERACIJE
- ometaju diobu stanice i dovode do gubitka genetickog materijala — posljedica je smrt
stanice

- njihova se ucestalost u limfocitima postupno smanjuje nakon prestanka izlaganja
mutagenima

Podjela: bicentri¢ni kromosomi
prstenasti kromosomi
acentri¢ni fragmenti
simetri¢ni kromosomski rearanzmani

STABILNE ABERACIJE
- uravnotezene translokacije, inverzije i dr. simetri¢ni kromosomski rearanzmani

- karakterizira ih postojanost — mogu se otkriti i mnogo godina nakon nastanka
- detekcija pomodu posebnih citogenetickih tehnika — pruganje kromosoma, FISH



KROMOSOMSKE ABERACLIE

T IZVUENE DLJELOVA TR T et

IZVIENE DAJELOVA e : IZMIENE DLIELOVA =

IZVEDL RAZLICTTIH m"":ﬁ:ﬁ‘_ hRAkA UNUTAR ISTOG KROMOSONVEK] LOM
KROMOSOMA s KRAKA KROMOSOMA

O

CENTRICNI

INTERSTICLJALNA |
DELECLIA I MINUTE |

BICENTRIK 1
ACENTRICNI FRAGMENT

RECIPROCNA
TRANSLOKACLIA

PERICENTRICNA
INVERZLIA

PARACENTRICNA
INVERAIA

A= ASIMETRICNE: S= SIMETRICNE



Izrada preparata
- bojanje - otopina boje Giemsa (5 %; 10 min)

Mikroskopska analiza preparata
- utvrdivanje broja (u€estalosti) i vrsta strukturnih aberacija kromosoma
- 200 metafaza prve in vitro diobe limfocita

i






Mikronukleus test

e Mikronukleusi - male kromatinske strukture, samostalno smjestene unutar interfazne
citoplazme

e Nastaju uslijed lomova kromosoma i kondenzacije acentri¢nih kromosomskih ulomaka
ili kromosoma zaostalih u anafazi

e Prisutnost mikronukleusa pokazatelj je postojanja aberacija u prethodnoj diobi stanice

e ucestalost mikronukleusa moze koristiti kao kvantitativha mjera strukturnih i
numerickih aberacija kromosoma

e Spontanom nastanku mikronukleusa doprinose:

a) mutacije kinetohornih proteina, centromera i diobenog vretena koje mogu izazvati
nejednaku raspodjelu kromosoma ili gubitak Citavih kromosoma tijekom anafaze

b) nepopravljeni kromosomski lomovi koji dovode do stvaranja acentri¢nih ulomaka,
a nastaju djelovanjem endogenih ¢imbenika ili pod vanjskim utjecajem



Mikronukleus test brzi je i jednostavniji od analize strukturnih aberacija
kromosoma, podjednako je osjetljiv u detekciji oStecenja diobenog vretena i
aberacija kromosoma, te je ukljuen u standardnu '"bateriju" testova
genotoksi¢nosti

Primjenom standardnog mikronukleus testa ne mogu se razlikovati mikronukleusi
koji potjeCu od acentricnih ulomaka od mikronukleusa koji potjecu od Ccitavih
kromosoma.

u uvjetima in vitro i in vivo



Mikronukleus test u uvjetima in vitro — citohalazinom b blokirani mirkonukleus test

Hranjivi medij (20%-tni fetalni tele¢i serum +
antibiotici) + uzorak krvi (0,8 ml) + fitohemaglutinin

!

44. sat dodavanje citohalazina B (6ug/ml)

!

Nakon 72 sata izrada preparata (visekratno
centifugiranje i ispiranje u fiksativu, nakapavanje na
stakla)

!

Bojanje 5% otopinom Gimse

500 — 1000 binuklearnih stanica



pregledava se po 500-1000 binuklearnih limfocita. Utvrduje se ukupni broj i
raspodjela mikronukleusa (MN).
Kriteriji za brojanje:
1) binuklearne stanice koje sadrze bilo koji broj MN;
2) broje se samo MN koji su jasno odijeljeni od glavnih jezgara i smjesteni unutar
stanica s intaktnom citoplazmom i jezgrinim ovojnicama;
3) promjer MN treba biti manji od 1/3 glavne jezgre;
4) intenzitet obojenosti MN treba biti kao i kod glavnih jezgara (osim ako je preparat
obojen fluorescencijskom bojom, pa intenzitet fluorescencije po jedinici povrSine MN
moze biti jednak, manijiili veéi od intenziteta fluorescencije glavnih jezgara).

Binucleate.d BN with a BN witha  Mononucleated MONO Quadra-
(BN) cell with  ,,cleoplasmic  nuclear bud  (MONO) cell with a nuclear nucleated cell

a micronucleus bridge with an MN bud
(MN)

Microscopy
images

maging flow
cytometry
images




Analiza staniCne kinetike - Indeks diobe jezgara (NDI-nuclear division indeks)

NDI=(M1+2xM2+3xM3+4xM4)/N

M1 M2



Mikronukleus test u uvjetima
In vivo

na stanicama  koStane  srii
(polikromatski i normokromatski
eritrociti) i retikulocitima sisavaca
(glodavaca)

eritrocit

maticne
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KOMET TEST

e vrlo osjetljiva tehnika za procjenu ostecenja i popravka DNA na razini pojedinacne stanice

e moze se izvesti na razli¢itim stanicama i tkivima humanog, zivotinjskog ili biljnog
podrijetla te stanicama u kulturi

e zaizvodenje testa dovoljan mali broj stanica, a rezultati se mogu dobiti unutar nekoliko
sati

e prednost — stanice ne treba uzgajati u kulturi u uvjetima in vitro

Princip metode:

e stanice se fiksiraju u agaroznom “sendvi¢” gelu na brusenim predmetnim stakalcima,
citoplazma se lizira pomocu otopine s visokom koncentracijom etilen-diamin-tetraoctene
kiseline (EDTA) i detergenata; staniCne jezgre se nakon denaturacije DNA u neutralnom ili
luznatom puferu izloZe djelovanju elektri¢énog polja (elektroforeza)

e tijekom elektroforeze, fragmenti DNA nastali jednolancanim ili dvolan¢animlomovima
izlaze iz jezgre i kroz pore agaroznog gela putuju prema anod.i.



Izrada preparata
(agaroza + uzorak pune krvi)
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(etidij bromid)

< p ‘ _',,.}" e II"""!-—-! Fae

Mikroskopska analiza
preparata i mjerenje kometa >




glavnina DNA zbog velike molekularne mase ne moze putovati kroz gel

kra¢i fragmenti kroz gel putuju brze, a duZi sporije, dolazi do njihovog razdvajanja prema
veli€ini

ovisno o razini oste¢enja u DNA, nakon elektroforeze i bojanja s fluorescencijskom bojom
(etidij-bromid), u gelu se mogu uociti kometi razliCite velicine

oStec¢enje DNA procjenjuje se na osnovi udjela DNA u “repu” kometa i udjela DNA u “glavi”
kometa

za mjerenje kometa i procjenu ostecenja koriste se sustavi za analizu slike

(epifluorescencijski mikroskop povezan s racunalom), a pomocu posebnih racunalnih
programa za svaki pojedinacni komet istovremeno se mjeri viSe parametara

i

Glavakometa Rep kometa
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pomocu komet testa moze se pratiti i popravak DNA

u izvedbi komet testa vaznu ulogu ima pH vrijednost pufera za lizu: pod neutralnim
uvjetima u repu kometa prevladavaju dvolancani lomovi u DNA, dok pod luznatim
uvjetima (pH>13) najveci doprinos koli¢ini DNA u repu kometa daju jednolancani
lomovi DNA i mjesta osjetljiva na luzine

omogucava detekciju apoptoticnih ili nekroti¢nih stanica - stanice koje ulaze u
programiranu smrt ili apoptozu imaju izrazito fragmentiranu DNA. Njihovi se kometi
jasno razlikuju od ostalih stanica jer imaju vrlo male glave i glavninu DNA rasprsenu u
dugim repovima



FLUORESCENCUSKA IN SITU HIBRIDIZACIJA (FISH)

Citogeneticka tehnika koja omogudéava specificno obiljezavanje citavih kromosoma (tzv.
"Chromosome Painting”) ili pojedinih regija na kromosomima te kartiranje gena na
kromosomima.

Princip metode:

Odredeni slijed na molekuli DNA obiljezava se s fluorescentnim markerom (tzv. DNA sonda, te
se nanosi na mikroskopski preparat na kojem su metafazni kromosomi.

DNA sonde i kromosoma se denaturira.

DNA se renaturira, pri cemu se jednolancane molekule DNA sonde specificno povezuju s
komplementarnim sljedovima na kromosomima.

Tehnika je vrlo osjetljiva i najcesée se koristi u klinickoj citogenetici.

Omogucuje detekciju duplikacija, delecija, translokacija i inverzija na kromosomima.



normal

abnormal

Here is an example of a 19 painting probe. The normal 19's are the two right-hand
bright yellow chromosomes. The leftmost bright signal is a portion of chromosome
19 attached to another chromosome. This test was used to confirm the identity of

the extra material as chromosome 19 material.



Specijalna kariotipizacija vizualizira sva 23 para kromosoma u isto vrijeme. Svaki par kromosoma obojen
drugom bojom. Koristi se u identifikaciji translokacija u tumorskim stanicama i kod genetickih
abnormalnosti.




Multi-Color FISH kromosomi ljudskih limfocita

neozraceno ozra¢eno

Multiplex FISH (M-FISH) - 27 razlic¢itih DNA proba hibridizirano istovremeno. Vidljivi su
kompleksni kromosomski poremecaji u ozracenom uzorku




Hvala na pazniji!
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