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f 2. * Osnovne karakteristike interakcije

5 ;O jonizujuéeg zracenja sa Zivim

- . celijama

" ; » . Kako ¢elije umiru pod dejstvom
jonizujuceg zracenja?

4 * Vrste oStecenja DNK
"’ | f * Mehanizmi oste¢enja DNK
" ¥ Popravka osteéene DNK
27 romozomske aberacije
))9 A |

Ve



Tipovi Celija
*Somatske celije » Mmitoza
ﬁ’ *Polne éelije . mejoza

?r

U)O "Tipovi somatskih Celija

F/f "maticne celije (pr. Celije hemopoetskog sistema)

"prelazne celije (pr. retikulociti)

’9 )0 "zrele celije
pesce¥




Voda u sastav zivih c¢elija ulazi sa 50-80 %
dok ostatak Cine proteini, masti, seceri...
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’ prog toga je dominantni prlmarnl akt pri
rolasku Jonlzu1uceg zracenja kroz Celiju
'@enerlsanje OH:-, H 1 e,

fnesto manjoj meri zastupjena je

ktna jonizacija Celijskih konstituenata
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Dokazi da je DNK molekul glavna meta u ¢éeliji, €ije osteéenje
/@ moZe da dovede do ireverzibilnih promena u funkcionisanju

;
]
celije
l _ > Kod jednostavnih organizama broj jednostrukih (Gija je genetska
’ osnova jedan lanac) | dvostrukih prekida DNK u direktnoj su
" korelaciji sa biologkom inaktivacijom

Za vise organizme korelacija izmedu broja oStecenja u DNK i
ioloske inaktivacije je komplikovanija.

"i’.

'1'9

Mogucnost popravke ostecenja DNK je blisko povezana sa
jskim prezivljavanjem

elue koje kao rezultat genetskog defekta nemaju moguénost
ke DNK ostecenja osetljivije su na dejstvo jonizujuceg
anja

ke supstancije koje blokiraju popravku oste¢enja DNK,
ju osetljivost €elija na jonizujuce zracenje.
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Celijski ciklus i mitoza




Radijaciona hemija vode

1) Jonizacija vode pod dejstvom zra¢enja

:J hV+HZO—»H20*+e‘
)

" 2) Reakcija jona vode sa drugim molekulom vode
j. HO++HO H.O* + OH

3) Solvatacl:a slobodnog elektrona

3 + [Hzo]n - -aq

akcua solvatlsanog elektrona sa molekulima vode,

ranle vodoni radikala Ovo su primarni radikali u vodi.
Ovi radikali reaguu direktno sa
organskim molekulima

)9 o - on- L
Reakcije organskih i vodenih

raduikala deSavaju se na
vremenskoj skali od 10° do 101’ s




Primarni radikali u vodi: OH", H, e -

U prisustvu kiseonika
eaq_ + OZ — OZ.-
H + 0O, - HO,"
H02 o OZ._ + H*

OH- reaguje u blizini mesta gde je nastao
O, moze difundovati na veCa rastojanja

X dikali mogu reagovati jedan sa drugim

'}’ Y OHe + OHs => H,0,

He + He => H,




adikalski prinosi

rinos = G vrednost =

'Proizvod G vrednost

2.6*

0.6*
2.6
0.45

0.75

broj formiranih molekula
100eV apsorbovane energije

Eliminacija ovih radikala
Pasivna: hemijska,
antiokidansima tiolima,
sulfoksidima, vitaminima
Aktivna: dejstvo SOD,
katalaze, peroksidaze




Vremenska skala efektata dejstva | jonlzu1uceg
F zracenja u Celijama

' a Brze reakcije 101%to 103 s
| f:’apsorpcija energije

) 4 “*¥ proizvodnja slobodnih radikala
’ '§@@hapad na DNK

)J@muska popravka DNK
Ski procesi 103to 10%s
nzimska popravka of DNK

")12
\ p?kllranje oStecenih ne-DNK molekula
resno-opravljeno DNK ostecenje fiksirano u

9“‘"”

Ske posledice 104 to 10° s
I __;‘Gewq efekti u buduéim generacijama (nasledni)
P e ' laslil







fﬁggnrt celije pod dejstvom jonizujuceg zracenja

" 4: Post-mitotska smrt
Y Gubitak genetskog materijala

» metabolicka smrt
~ e :

» odloZzena apoptotska smrt
" — Genetska nestabilnost
')" 2eproduktivna smrt
— Dugotrajni zastoj (prekid ¢elijskog ciklusa,

» odloZena apoptotska smrt
' by arost, diferencijacija)

mrt u interfazi ¢elijskog ciklusa
= trenutna (brza) apoptoza




Ostecenje DNK pod dejsif\rom
jonizujuceg zracenja

Jednostruki prekidi lanca DNK
* Dvostruki prekidi lanca DNK
* Hemijska promena azotnih baza

* Hemijska promena Secernih
ostataka

*  UmreZavanje izmedu lanaca DNK

*  Umrezavanje izmedu matriksnih
proteina (histona) i lanca DNK



'? Broj i tip DNK ostec¢enja pod
a dejstvom jonizujuceg zracenja

’ 'I)pgstecenja broj /Gy Idiploidna ¢éelija

|dobalanca :::::‘:::::: 40

nostruki prekid lanca i 500-1000
ﬁogs(faze HHHY 1000-2000
Ostecen ’era
')DNﬁNA )rwiavan]e ittt 30
- &

Rumreiavan je et 150
' 2 )
ret ™

............... 800-1600




;‘ ?? Ostedenje DNK pod dejstvom
48 primarno generisanih OH"
a radikala

»

4’/reme Zivota OH' radikala je kratko; u tom
p ﬁrlodu ovaj radikal moze da migrira par
nometara (~3,5 nm) pre nego Sto reaguje

4 )9
P

ﬁ{' nzije, tako da samo hidroksilni radikali koji
U u njegovoj neposrednoj blizini mogu da
xizaﬂu oStecenije ili prekid/e lanca

recni presek DNK heliksa ima sliche




;? Jednostruki prekid lanca
I

4 *DesSava se kao posledica napada OH
| £ radikala na dezoksiribozni ostatak u
!5 lancu DNK

).'Dejstvom sekundarnih elektrona
F 4, eakcijom dezoksiriboznog ostatka
sa radikalom nastalim od azotne baze

§teéenje je popravljivo (error free




Prekid oba lanca DNK

o eSava se usled prolaza
’ kundarne naelektrisane

tice/ca

’ MVOdI do prekida
MOzoma

ﬁ{ o odteéenije je tedko
| avljivo — popravka je

a greskama

quﬁ ovakav dogadaj ne
do smrti Celije,

ozbiljnih promena
/&m materijalu




Ostecenje (delecija) azotna baze

& *Tesko popravljivo ostec¢enje

7 f’
’jﬁ.

e *Uzrok mutacija

!I.
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e |we|l |we
o el e Mutacia zbog
el |wel |we| oStecenjajedne
o |ec| |@ baze

E zos o e
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UmrezZavanje baze u DNK heliksu

*Nastaje kao posledica
f}prolaska naelsktrisane




Mehanizmi
osteCenja o
DNK pod ¢
dejstvom %

jonizu
zra

"



Reakcije sa OH" radikalima

*Difuzija je odlu€ujuci stepen u mehanizmu

interakciji sa purinskim bazama (adenin, guanin) dominantna je adicija
" radikala u poloZaju C8 (napad na dvostruku vezu) pri éemu nastaje 8-
-7 8-dihidropurin-7-il radikal. Ovaj radikal dalje podleZe oksidaciji pri
se dobija 8-okso-7,8-dihidropurin. Kompetitivha redukcija dovodi do
P ,j)y'nja imidazolskog prstena i nastajanja formamidopirimidina (Fapy)




interakciji sa pirimidninskim bazama (timin, citozin) dolazi do adicije OH’
ala u polozaju C5 i konkurentskog procesa abstrakcije vodonika sa
il grupe, Sto dovodi do formiranja ugljenicno centriranih radikala. Oni
odlezu oksidaciji, pri Cemu se kao kranji proizvod u prvom slucaju
,6-hidroksi-5,6-dihidropirimidin, a u drugom smesa 5-(hidroksimetil)-2’-

CH, O cn, O cn,
oH Oz OH OH

HN %, BN _,
DJ\T : 0)\[4 00° OA\N OH

| Thdaly

0 o H 0
CH," cton L
HN HN
1) % N :‘j
— 0" N 0” °N

0 N
I | HMdUrd | FordUrd
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y hidracija
W ] y — NN 8-hidroksi-7-guanidil radik
HNAN N k | >‘DH
2 \ HNT N *‘{
0
CH,
hidracija N Y 6-hidroksi-5,6-dihidrotimid-5-il radika
N~ ~OH

0
CH, CHy 7 0O |
HN HN o
+
)\ | 0" N i CH.®
T ] \ HN ?

deprotonation L | metil-centrirani timil radikal
timin i o
radikalski |
katjoni
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Radijaciono-indukovano osteéenje u oligonukleotidima i dvostrukom
DNK heliksu

cenje 2-dezoksi riboze u DNK lancu deSava se putem abstrakcije vodonika

é zaja C4 ili C57, Sto u vecini sluCajeva dovodi do prekida DNK lanca
3
DNA
a '4‘ DNA H4f 'D_F:’ZD ¥ HT ¥ O_E:G
~d J L!}\ P H baza D}’\D J Lo
HD’P'}D/\K_V
@] y
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} adijaciono indukovano ostecenje baze u izolovanoj DNK
) . 4

PJ' ' e|spitivanja sa izlaganjem izolovane DNK jonizuju¢em zraCenju u
edijumu zasicenom kiseonikom pokazala su da su glavni proizvodi

A enjeni guanidin - 8-okso-7,8-dihidroguanin, kao i HMdUrd i FordUrd.

y

”dukcionoj sredini dobijaju se isti produkti kao i u slu¢aju izolovanih

azotnih baza.
4 )‘

h
’} sLegruko ostecenje azotne baze u lancu DNK se deSava kada nastali
> idinski ili purninski radikal reaguje sa susednom azotnom bazom.
' sidovani timil radikal (peroksi timil radikal) moze da reaguje sa
suseﬁ

guaninom dajuci 8-oksoGua/dF tandem oStecenja.

nastalo pozitivno naelektrisanje (“Supljina”) moze migrirati u
ncu, ko ne bude zarobljeno na lokaciji koja pokazuje najnizi
joni potencijal (kao Sto je npr. GG dublet). Tako se stvarno

je moZe javiti daleko od mesta jonizacije.




v - L

: ? Radijaciono oste¢enje DNK u ¢elijama izloZzenim
jonizuju¢em zracenju

E
-' -

§

odaci su retki, zbog toga je frekvencija oste¢enja niska (1 na milion baza) i
D y je tesko izdvaojiti dovoljne kolic¢ine DNK neophodne za analizu.

le izlaganja DNK x- ili y-zra€enju izlaganja Jednostruki : dvostruki
rekidi lanca = 25:1

4>9|nske i pirimidniske baze, sa izuzetkom adenina su podjednako
Zne ostecenju

ikasno nastajanje produkata redukcije radikala u €elijskoj DNK ukazuje da
pnalazi u okruZenju sa relativno malom koncentraciom kiseonika




Viehanizam ostecenja DNK dejstvom hidroksilnog radikala je
jnantan kada je izloZena jonizuju¢em zracenju niskog LET-a

fs&etna oStecenja nukleotida se javlaju i kod izlaganja ¢estiénom
ju (visok LET), samo Sto su ona zbog efikasnije rekombinacije
dlkala u njihovom tragu, reda.

2y

°Verovatnoca nastajanja klasterskih oStecenja (niza od dve ili viSe
baza raste sa LET-om




}“? Hijerarhija opravke DNK
) 498 09

&Korekcua ostecenja
dejstvo specifiénih enzima za specificno ostecenje

t J. dejstvo alkil transferaza
I’ Mpravka nedostatka baze

2 )8Jedan nukleotid (apurinski/apirimidinski)
" : Popravka pogresnog sparivanja
Editovanje matrice: pogresna sparivanja/petlje

ehamzam prekida lanca
-» Po vka nedostatka nukletida
Jééak dela lanca
vka prekida oba lanca DNK
‘— Na'nologno sparlvanje krajeva




Direktna korekcija oste¢enja

s \dR/\/

??
7
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Popravka ostecenja baze

) 44
-
4 o
L glikozilaza

N N

Jlobaa b za

l"i‘!./“\/ o

apurinsko/apirimidinsko

')9En )o mesto

glikozilaza detektuje oStecenje azotne baze i
ost nepopunjeno mesto (apurinska/apirimidinska

' Iokacugc
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y f';/\/\ NG

b%i b za

P/\/ SN

| mehanizam popravke nedostatka baze
je isecanje dela lanca pomoc¢u enzima
ei..

Popravka nedostatka baze




Popravka jednostrukog prekida
lanca/nedostatka nukleotida

DNK

pollmeraza \d R/F\/

ligaza

)’ osnﬁ@matrlce 1z komplementarnog lanca dejstvom DNK
ol raze rekonstruiSe se nedostajuci isecak, dok se

B dejst ligaze vrsSi spajanje zakrpe sa preostalim delom

l lanéa )&

gt .



Popravka pogresnog sparivanja

PP e e

mis-match A et
Uklanjanje isecka

MSH6 / MSH2

vezuje se za mesto pogresnog
sparivanja

rrrrreerrrererrreerrrr e
APy

“odmotana” DNK

Re-sinteza

Isecanje lanca

rrerrrrrrrrerrrrrrtrrirer i
A ey

Ponovno spajanje




Popravka prekida oba lanca u DNK

r j .

> heliksu
I J |

dvostruki prekid DNK

v’ﬁ" \

J,oNehomoIogo Homologa

f;;fajanje kraje\va r;kombinacija

¥

a7 | omologije *Homologna maitrica
tloZno greskama *Bez gresaka u opravci
e u G1 fazi *Desava se u S/IG2 fazi mitoze




Homologa rekombinacija

=3 — + =N E :>"+||

J ). dpl razmena lanaca zakrpa Popunjavanje “rupa” Poprav!]an]e pogresno
. sparenih baza

zonukleaza povlaci deo jednog lanca iz intaktnog
sa, koji se nalazi u blizini mesta dpl. Zatim se

, W ~ enzim recA veze sa izlozeni lanac I inicira razmenu

D)’ iy’iju lanaca. Proces se zavrSava isecanjam dela

_; taktnog lanca i rekonstrukcijom nedostajucih

va lanaca u oba dupleksa

5 I




Nehomologo sparivanje

-
-
— >

Poravnavanje || Sparivanje i
na osnovu isecanje
jednog lanca ostataka
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Hromozomske o
H u . 4
aberacije I




| ; | Usled izlaganja Celija jonizuju¢em
o, zracenju moze dodi do nastajanja
¥ preklda U hromozomima

OdVOJenI fragmenti su “lepljivi” i mogu
’ Me pridruziti “lepljivom” kraju lanca

| _‘Jlﬂastall fragmenti se razlicito ponasaju:

27
» Moze se uspostaviti originalna konfiguracija

» Moze doci do trajnog odvajanja - delecije dela
hromozoma

’ )O » Fragmenti se mogu medjusobno spojiti i
)’ v pridruziti drugim hromozomima, sto daje jako
i;

Izmenjene hromozome.
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? Tipovi aberacija

-~

.

| 4 &Hromozomske aberacije su rezultat izlaganja celije
. ,‘onizujuéem zraCenju dok se ona nalazi u ranoj

" . interfazi (G1), pre duplikacije genetskog materijala.

~ _yromatidne aberacije se javijaju u kasnoj interfazi
(G2), kada je vec¢ doslo do duplikacije genetskog
": e erijala i kada se hromozomi sastoje od dve niti
omatina.




*Letalne aberacije
» Dicentri¢ni hromozom
» Cikli¢na aberacija hromozoma
» Anafazni most (hromatidna
aberacija)

ﬁ/f * Neletalne aberacije

» Simetri¢ne translokacije i male

- ’ delecije

£ N Aberacije usled gubitka supresor
) ) o
: gena | dejstava onkogena

3»
V.
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Dicentri¢ni hromozom

. v
[? ~s.

= 2-razli¢ita hromozoma pre replikacije
= o ” Jednostruki prekid u oba hromozoma
T ——— & Pogresno (“nelegitimno”) sparivanje

Dicentricni hromozom i acentri¢ni ostatak




Centri¢ni prsten rﬁ N\

L _
Pre-replikacioni hromozom .J ‘

Prekid u obe grane istog hromozoma

Cikli€éno sparivanje

Replikacija




Anafazni most

Hromozom posle replikacije

Prekid u obe hromatide

Unija hromatida

Dicentri¢ni hromozom

Acentriéni hromozom




.' ? Simetri¢na translokacije

* Ukljucuje prekid u 2 hromozoma pre replikacije, kada
se fragmenti dva hromozoma medusobno
razmenjuju

* Dele se na pericentri¢ne (ukljuuju centromere) and
paracentri¢ne (ogranicene na jednu granu
hromozoma) inverzije

* Translokacije koje su povezane sa nekim
malignititetima iazvanim aktivacijom onkogena (npr.
Burkitov limfom)
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