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Upotreba Ramanske spektroskopije za praéenje dejstva tiolnih radioprotektora na
molekularne promene u mozgu pacova izlaganog gama zracenju

Sazetak:

Radioprotektori su supstancije koje se koriste za zaStitu organizma od Stetnih efekata jonizujuceg
zracenja. Tiolno jedinjenje amifostin je jedini lek koji je odobren za klinicku upotrebu. Medjutim,
ovaj radioprotektor je efikasan samo ako se primeni pre zra¢enja i izaziva neke neZeljene efekte, pa
potraga za efikasnim i netoksi¢nim radioprotektorom jos uvek traje. U ovom itsrazivanju ispitivan je
efekat novog potencijalnog prirodnog radioprotektora na bazi aminotiola - GL2011. Radi
komparacije ispitivan je efekat anizomicina koji je takodje jedan od novih potencijalnih
radioprotektora. U svrhu utvrdjivanja molekularnih i ¢éelijskih promena koje jonizujuce zracenje u
prisustvu i odsustvu radioprotektora izaziva na mozdanom tkivu upotrebljena je tehnika Ramanske
mikrospektroskopije, Sinhrotron FTIR mikrospektroskopija, imunohistohemija, kao i Elisa test za
pracenje nivoa inflamatornih molekulskih medijatora — citokina u krvnoj plazmi eksperimentalnih
zivotinja. MuZzjaci Albino Wistar pacova starosti 2 meseca bili su izlozeni gama zracenju iz
radioaktivnog izvora ®°Co dozom od 6.7 Gy. Pokazano je da aminotiol GL2011 povecava
prezivljavanje ozracenih Zivotinja na 75% u poredjenju sa 37.5% prezivljavanja ozracenih jedinki
bez apliciranog GL2011. Ramanski spektri su ukazali na smanjanje intenziteta traka od nukleinskih
kiselina kod prezivelih ozracenih Zivotinja nakon 30 dana od tretmana, dok je primena aminotiola
GL2011 pokazala efekat oporavka. Slike dobijene konfokalnom mikroskopijom imunofluorescentno
obeleZenih glijalnih ¢elija ukazale su na pozitivan efekat GL2011 na odrzavanje morfologije astrocita
i mikroglije, $to je praceno i smanjenjem ekspresije mikroglijalnog markera Iba-1, dok je procena
nivoa citokina u plazmi ukazala na imunomodulatorni efekat aminotiola GL2011. Sa druge strane,
pokazano je da primena anizomicina znac¢ajno smanjuje procenat piksela mikroglijalnog markera Iba-
1 umozgu ozracenih pacova. Takodje, detektovan je povecan intenzitet Ramanovih spektralnih traka
od nukleinskih kiselina nakon primene anizomicina kao radioprotektora, kao i povecan nivo citokina
sa primenom anizomicina posle zracenja. Anizomicin je pokazao sposobnost da deluje inhibitorno na
inflamaciju izazvanu zra¢enjem smanjenjem mikroglijalnih ¢elija. Dodatno, anizomicin je ispoljio
sposobnost indukovanja stabilizacije genetskog materijala kroz povecan nivo nukleinskih kiselina.
Zajedno sa visokom stopom preZivljavanja Zivotinja (75% sa anizomicinom primenjenim 30 minuta
pre zracenja, i 100% za primenu posle zracenja), ovi nalazi ukazuju na o¢igledan radioprotektivni
mehanizam ovog inhibitora sinteze proteina. Rezultati FTIR spektara su u skladu sa Ramanskim
spektrima. Oni pokazuju da bi oba radioprotektora mogla imati stabilizirajuci efekat na genetski
materijal kao i na sadrzaj proteina u tkivu produzene mozdine ozracenih pacova.

Kljuéne reci: Radioprotektori, aminotiol GL2011, Anizomicin, Ramanska spektroskopija,
Sinhrotron FTIR mikrospektroskopija, Glijalne ¢elije, Citokini.

Nuéna oblast: Neuronauka

UZa naucna oblast: Radiajciona biologija



The use of Raman spectroscopy to monitor the effect of thiol radioprotectors on molecular
changes in the rat brain exposed to gamma radiation

Abstract:

Radioprotectors are substances used to protect the body from the harmful effects of ionizing
radiation. The thiol compound amifostine is the only drug approved for clinical use. However, this
radioprotector is effective only if applied before radiation and causes some side effects, so the search
for an effective and non-toxic radioprotector is still ongoing. In this study, the effect of a new
potential natural radioprotector based on aminothiol - GL2011 was investigated. For comparison, the
effect of anisomycin, which is also one of the new potential radioprotectors, was investigated. In
order to determine the molecular and cellular changes that ionizing radiation causes in the presence
and absence of radioprotectors on brain tissue, the technique of Raman microspectroscopy,
Synchrotron FTIR microspectroscopy, immunohistochemistry, as well as the Elisa test for monitoring
the levels of inflammatory molecular mediators - cytokines in the blood plasma of experimental
animals were used. Male Albino Wistar 2-month-old rats were exposed to gamma radiation from a
%0Co radioactive source at a dose of 6.7 Gy. The aminothiol GL2011 was shown to increase the
survival of irradiated animals to 75% compared to 37.5% of the survival of irradiated animals without
GL2011 administered. Raman spectra indicated a decrease in the intensity of nucleic acid bands in
surviving irradiated animals after 30 days of treatment, while the application of the aminothiol
GL2011 showed a recovery effect. Images obtained by confocal microscopy of immunofluorescently
labeled glial cells indicated a positive effect of GL2011 on the maintenance of astrocyte and microglia
morphology, which was accompanied by a decrease in the expression of the microglial marker Iba-
1, while the assessment of plasma cytokine levels indicated an immunomodulatory effect of the
aminothiol GL2011. On the other hand, the use of anisomycin has been shown to significantly reduce
the percentage of pixels of the microglial marker Iba-1 in the brains of irradiated rats. Also, an
increased intensity of Raman spectral bands of nucleic acids was detected after the application of
anisomycin as a radioprotector, as well as an increased cytokine level with the application of
anisomycin after irradiation. Anisomycin has been shown to have an inhibitory effect on radiation-
induced inflammation by reducing microglial cells. In addition, anisomycin exhibited the ability to
induce stabilization of genetic material through increased levels of nucleic acids. Together with the
high survival rate of the animal (75% with anisomycin administered 30 minutes before irradiation,
and 100% for post-irradiation administration), these findings pointed to an apparent radioprotective
mechanism of this protein synthesis inhibitor. The results of the FTIR spectra are in accordance with
the Raman spectra. They show that both radioprotectors have a stabilizing effect on genetic material
as well as on the protein content in the brainstem tissue of gamma irradiated rats.

Key words: Radioprotectors, aminothiol GL2011, Anisomycin, Raman microspectroscopy,
Synchrotron FTIR microspectroscopy, Glial cells, Cytokines.

General subject area: Neuroscience

Narrow scientific field: Radiation biology



LISTA SKRACENICA

LET - linearni transfer energije (engl. linear energy transfer)

SRV - slobodno-radikalske vrste

RBE - relativna bioloska efikasnost

Sv - sivert (jedinica za ekvivalentnu dozu zracenja)

Gy - grej (merna jedinica za apsorbovanu dozu)

LD - smrtonosna doza zracenja (engl. lethal dose)

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

RNK - ribonukleinska kiselina

JZ - jonizujuce zralenje

CNS - centralni nervni system

SNS - simpaticki nervni sistem

HPA - hipotalamusno-hipofizno-nadbubrezna osa

NA - noradrenalin

LC - locus coeruleus

IL - interleukin

TNF-a - faktor nekroze tumora alfa

ICAM-1 - unutaréelijski adhezivni molekul 1

LPS - lipopolisaharid

INFy - interferon gama

NO - azot monoksida

MHC - molekuli glavhog kompleksa tkivne podudarnosti

GABA - gama amino buteri¢na kiselina

GFAP - glijalni fibrilarni kiseli protein (engl. glial fibrilary acidic protein)
NK - urodjenoubilacke ¢elije

EDTA - etilen-diamin-tetrasir¢etna kiselina

WR-2721 - tiolno jedinjenje amifostin (od engl. Walter Reed Army Medical Center)
FDA - Uprava za hranu i lekove (engl. Food and drug administration)
JNK - ¢c-JUN N- terminalne kinaze

IE geni — engl. immediate-early genes

MCT - detektor zive-kadmijum-telurida (engl. mercury cadmium telluride)



FTIR - infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom

SR - sinhrotronsko zracenje

CTRL - kontrolna grupa zivotinja bez zracenja i radioprotektora

Irr — grupa zivotinja koja je primila jednu dozu gama zracenja (LD s0/30)

GL- grupa zivotinja koja je primila samo jednu dozu radioprotektora GL2011
AN — grupa zivotinja koja je primila samo jednu dozu antibiotika anizomicina
GLIr-30 - grupa Zivotinja gde je GL2011 apliciran 0.5 h pre zracenja
GLIr180 - grupa zivotinja gde je GL2011 apliciran 3 h posle zracenja
GLIr360 - grupa zivotinja gde je GL2011 apliciran 6 h posle zracenja
ANIr-30 - grupa zivotinja gde je anizomicin apliciran 0.5 h pre zracenja
ANIr180 - grupa Zivotinja gde je anizomicin apliciran 3 h posle zraenja
ANIr360 - grupa Zivotinja gde je anizomicin apliciran 6 h posle zracenja
%0Co — gama zra¢enje kobalta-60

PBS - fizioloski rastvor fosfatnog pufera

PFA - paraformaldehid

BSA - govedji serum albumin (engl. bovine serum albumin)

Iba -1 - jonizovani molekul adaptera za vezivanje kalcijuma 1 (engl. ionized calcium binding adaptor
molecule 1)

ELISA - Imuno-enzimski test (engl. enzyme-linked immunosorbent assay)
TMB - tetrametil benzidin (engl. tetramethylbenzidine)

HRP - (engl. horse radish peroxidase)

Trp - triptofan

Tir - tirozin

T, A, G - timin, adenin, guanine

PCA - multivarijantna analiza glavnih komponenata (engl. Principal Component Analysis)
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uvoD D. Kocovic

1. UVOD

Radioprotektori su jedinjenja koja su dizajnirana da smanje smrtnost i Stetne efekte
izlaganja jonizuju¢em zraCenju. Radi zastite organizma od jonizujuceg zracenja usled nezgoda
poput nukearnih havarija i katastrofa, od posebnog je znacaja procena ostecenja mozdanog tkiva
usled ozraCivanja celog tela i utvrdjivanje efikasnih sredstava za radioprotekciju. Na
molekularnom nivou jonizujuée zracenje pokrece kaskadu direktnih i indirektnih efekata $to vodi
oste¢enjima biomakromolekula, i posledi¢no neuroinflamaciji na ¢elijskom nivou (Reisz et al.
2014; Balentova and Adamkov 2015). Istrazivanja u oblasti radijacione biologije pokazala su da
aminotioli, koji prvenstveno deluju kao “hvatac¢i” slobodnih radikala, imaju snazno zastitno
dejstvo kod Zivotinja koje su izloZene jonizuju¢em zracenju. Medjutim, postoji samo jedan tiolni
agens — amifostin (2-[(3-aminopropil) amino] etanetiol dihidrogen fosfat) koji je Uprava za hranu
i lekove (FDA) odobrila za smanjenje negativnih posledica radioterapije (Facorro et al. 2004;
Kouvaris et al.). Zbog negativnih dejstava koje izaziva (Vardy et al. 2002), kao i zbog toga $to nije
pogodan za primenu nakon zracenja (Singh and Seed 2019), potraga za novim netoksi¢nim
radioprotektorom koji bi bio adekvatan narocito za upotrebu nakon izlaganja zracenju jo§ uvek
traje. Pokazano je da prirodno aminotiolno jedinjenje pod nazivom GL2011 ima radioprotektivna
svojstva i kao takvo predmet je ispitivanja poslednjih godina. Aminotiol GL2011 je netoksican i
ima znacajan efekat na regeneraciju crevnih epitelnih mikrovila, kao i ¢elija koStane srzi ozracenih
zivotinja (Oki¢-Djordjevié et al. 2014; Ganesan et al. 2014).

Cilj ove studije je bio da se ispitaju molekularne promene analizom Ramanskih spektara

dobijenih na mozdanom tkivu albino Wistar pacova izlaganih gama zracenju °°Co sa ili bez
primene aminotiola GL2011. Radi komparativnog pristupa u ispitivanju ovog aminotiolnog
jedinjenja, prac¢eno je i radioprotektivno dejstvo anizomicina, koji ima sposobnost da deluje
neuroprotektivno inhibirajuci sintezu proteina i indukujuéi apoptozu (Kharlamov et al. 2002;
Cohen et al. 2006).
Vibracione spektroskopske tehnike su od velikog znacaja za karakterizaciju bioloskog materijala,
odn. za dobijanje informacija u vezi sa sadrzajem i biohemijskim promenama ispitivanog uzorka
(Krafft et al. 2017; Carter et al. 2009). Kao komplementarna tehnika Ramanskoj
mikrospektroskopiji  upotrebljena je infracrvena mikrospektroskopija sa  Furijevom
transformacijom (Papadopoulos 2008). Upotreba sinhrotronskog izvora svetlosti omogucila je
visok odnos signal/sum i bolju prostornu rezoluciju od obi¢nog FTIR mikrospektrometra.
Metodom imunohistohemije i upotrebom konfokalne mikroskopije na imunofluorescentno
obelezenim presecima pracen je stepen aktivacije mikroglije i astrocita, kao i morfoloske promene
ovih ¢elija u mozdanom tkivu pacova usled ozracivanja i primene radioprotektora. Zbog
bidirekcione komunikacije koja postoji izmedju mozga i perifernog imunog sistema (Dantzer
2018), ispitivan je i sveobuhvatan efekat radioprotektora na neuroinflamatornost pracenjem nivoa
pro-inflamatornih citokina, interleukina 6 (IL-6) i tumor nekroznog faktora alfa (TNF-a) i anti-
inflamatornog citokina IL-10 u perifernoj cirkulaciji gama ozracenih pacova i pacova Sa
apliciranim aminotiolom GL2011 ili anizomicinom.



uvoD D. Kocovic

1.1. JONIZUJUCE ZRACENJE

Jonizujuce zracenje je tok subatomskih Cestica koji uzrokuje jonizaciju atoma sredine kroz
koju prolazi. Proces jonizacije se deSava kada jedna Cestica ili foton iz snopa jonizujuceg zracenja
preda dovoljno energije materiji, tako da dolazi do izbacivanja jednog ili vise elektrona (e) iz
atoma tj. molekula (Kharisov and Kharissova 2013). Izbacen elektron poseduje odredjenu
kineti¢ku energiju i moze da nastavi da jonizuje sredinu kroz koju prolazi. U zivim sistemima
jonizujuce zracenje menja hemijsku strukturu ¢elijskih biomakromolekula (Reisz et al. 2014), a u
zavisnosti od vrste zracenja, doze, vremena izlozenosti, kao i osetljivosti tkiva, jonizujuce zracenje
dovodi do reverzibilnih ili ireverzibilnih oSte¢enja u organizmu (Jafarzadeh et al. 2018).

Jonizujucée zraCenje moze biti razlic¢ite prirode. Korpuskularno zracenje se sastoji od
visokoenergetskih naeclektrisanih Cestica, koje direktno jonizuju atome materijala sa kojim
intereaguju. Takve c&estice su visokoenergetska jezgra helijuma - “He? (o — alfa zraci) i
visokoenergetski elektroni ( — beta zraci). Zbog svoje velike mase alfa Cestice emitovane iz
radioaktivnog jezgra imaju mali domet i veoma brzo se sudaraju sa nekim od atoma zbog ¢ega
gube energiju i imaju izrazito jonizujuce delovanje. Beta zraCenje Cine brzi elektroni emitovani iz
jezgra radioaktivnih elemenata, koji pri prolazu kroz neku sredinu vrse jonizaciju, ali imaju znatno
slabije jonizujuce dejstvo od alfa Cestica. S druge strane, visokoenergetski fotoni (ultraljubicasto,
X-rendgensko i gama zracenje) predstavljaju elektromagnetno zracenje. Oni za razliku od alfa i
beta Cestica, imaju znatno slabije jonizujuce delovanje koje se desava indirekntim putem. Gama
zraci su poreklom iz jezgra radioaktivnih elemenata, kre¢u se brzinom svetlosti i mogu proéi kroz
mnoge materijale kao i kroz ljudsko telo, dok X (rendgenski) zraci nastaju vestackim putem iz
elektronskog omotaca.

Neutrone kao zracenje srecemo u nuklearnim reaktorima. Brzi neutroni u sudarima sa
lakim molekulima predaju celokupnu kineti¢ku energiju, pri ¢emu dolazi do preraspodele energije
unutar molekula i kidanja hemijskih veza i nastanka protona visokih energija, koji dalje jonizuju
sredinu kroz koju prolaze. U interakciji sa sporim neutronima nastaju novi izotopi koji mogu biti
stabilni ili radioaktivni.

Vrste jonizujuceg zracenja

Alfa
zraci Jonizacija & & &
Beta B
i v\b‘\b"’_wt\bvvu L R A
zrac Jonizacija & &

gt )Y( AVAYAVAYAV VaAVaYa

Jonizacija &

Neutronski n
zraci Jonizacija &

&§

List papira Aluminijumske ploée  Olovne plote Betonske ploée ili voda

Slika 1. Vrste jonizujuceg zracenja i njihova prodorna mo¢. Preuzeto i modifikovano iz (American
Nuclear Society 2021).
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Izvori jonizujuceg zraCenja mogu biti prirodni i veStacki. Prirodno zraCenje potice iz
kosmosa, a jedan deo dolazi od prirodnih radioaktivnih materijala u zemlji, stenama, vodi, vazduhu
i gradjevinskim materijalima. Nukearni reaktori i akceleratori Cestica predstavljaju mesta gde se
vestackim putem dobijaju radioaktivni izotopi Zeljenih karakteristika, koji se potom koriste u
naucne, medicinske ili vojne svrhe. Glavni vid ozrac¢ivanja ljudi iz vesStackih izvora zracenja je
primena X-zraka u dijagnostici, za rendgensko snimanje, kao i upotreba gama zracenje U
radioterapiji razlicitih oblika kancera. Kao najces¢i izvori gama zracenja koriste se radioizotopi:
%0Co sa dva gama kvanta energije 1.17 MeV i 1.33 MeV, kao *’Cs sa jednim gama kvantom
energije 0.662 MeV.

Svaki vid primene zracenja u medicini, zahteva i specifi¢na reSenja u zastiti od nepotrebnog
ozraCivanja osoblja, pacijenata i ljudi, koji zive 1 rade u blizini medicinske ustanove, pa je
ispitivanje radioprotektivnih supstanci od izuzetnog znacaja za Covecanstvo.

1.2. INTERAKCIJA JONIZUJUCEG ZRACENJA SA MATERIJOM

Prilikom prolaska zraenja kroz materiju dolazi do dejstva zracenja na materiju kroz
efekte jonizacije i ekscitacije atoma sredine, ali i dejstva materije na snop zraenja u smislu
slabljenja i menjanja karakteristika snopa zracenja (Stankovic 1997). Za proces predaje energije
materiji vezuju se dva fenomena: linearni transfer energije (LET) i specifi¢na jonizacija. U
zavisnosti od vrste jonizujuteg zracenja kao i sredine kroz koju prolazi, raspored i udaljenost
jonizovanih i ekscitovanih molekula i atoma ¢e biti razli¢ita, pa ¢e samim tim i linearni energetski
transfer, koji predstavlja predaju energije upadnog zracenja po duzini predjenog puta (-AE/AX),
biti razlic¢it (Danzker et al. 1959). Takodje, u zavisnosti od vrste i energije jonizujuteg zracenja
zavisi 1 specificna jonizacija, odn. ukupan broj jona koje jonizujuée zracenje proizvede u nekoj
sredini po jedinici predjenog puta.

Prilikom interakcije alfa i beta estica sa nekom materijom moze do¢i do elasti¢nih sudara
sa atomima ili jezgrima, §to doprinosi skretanju upadnih Cestica Sa neznatnim gubitkom energije
(Turner 2005). Prilikom neelasti¢nih sudara, naelektrisana Cestica prenosi deo kineticke energije
na omotac¢ sredine kroz koju prolazi, pri ¢emu dolazi do kidanja veza elektrona u atomima ili
molekulima odn. jonizacije ili prevodjenja elektrona na visi energetski nivo odn. ekscitacije.
Specificna jonizacija sredine za alfa Cestice je oko 10 puta veca nego za beta Cestice.

Kod visokoenergetskog fotonskog zracenja, X- i gama zraka, interakcija sa materijom se
zasniva na procesu fotoelektricnog efekta, Komptonovog efekta i efekta stvaranja parova pozitron-
elektron (Turner 2005). Kod fotoelektri¢nog efekta dolazi do interakcije fotona niZe energije i
materije, pri cemu se energija upadnog fotona u potpunosti predaje elektronu iz omotaca atoma,
tako da foton nestaje, a elektron napusta atom. U fotoelektri¢noj interakciji dolazi do potpune
apsorpcije energije, pa to predstavlja najvecu opasnost za pacijente u dijagnostickoj radiografiji.
Sa porastom energije fotona verovatnoca za fotoelektri¢ni efekat opada, a istovremeno raste
verovatnoc¢a za Komptonov efekat. Komptonovo rasejanje predstavlja proces u kome upadni foton
intereaguje sa elektronom iz gornjih slojeva omotaca, pri ¢emu ne dolazi do potpune predaje
energije primarnog fotona elektronu. Kao rezultat takve interakcije nastaje foton nize energije i
slobodan elektron odredjene kineticke enrgije (Slika 2).
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Rasejani elektron Ee
(jonizovan)

Upadni foton
hv Elektron

Rasejani foton

Slika 2. Sematski prikaz Komptonovog efekta. Preuzeto i modifikovano iz (Qiao et al. 2021).

U slucaju da je upadni foton visoke energije (preko 1 MeV) dolazi do takve interakcije da
primarni foton nestaje, a nastaju elektron i pozitron Kkoji se kreu u suprotnim smerovima,
normalno na pravac upadnog fotona. Ovaj tip interakcije je manje relevantan za dijagnosti¢ku
radiografiju jer oprema koja se koristi za proizvodnju rendgenskih zraka ne moZe da proizvede
fotone ove energije, ali je zato od posebne vaznosti u terapiji zracenjem.

S obzirom da voda ¢ini veliki deo okruzenja Zivih sistema, najveci deo prenosa energije sa
procesima ekscitacije i jonizacije odvija se pomocu ovog molekula. Pocetne reakcije radiolize
vode nakon ozracivanja prikazane su slede¢im hemijskim reakcijama:

ekscitacija

HO «»  H,O* - H*+ OH* (1)
jonizacija

HO w  HxO" + OH + H + eqq (2)

Kao primarni produkti interakcije zracenja i Celijske vode nastaju ekscitovani (H20%*) i
jonizovani molekuli vode (H20"), ¢ijom daljom disocijacijom nastaju hidroksilni radikal (OH"),
vodoniéni radikal (H"), i hidratisani elektron e=aq (Riley 1994; Pimblott et al. 2005; Le Caér 2011).
Kroz dalju medjusobnu interakciju i interakciju sa molekulima vode nastaju novi slobodni radikali
i jedinjenja, kao $to su superoksid radikal (O2") i vodonik peroksid (H20z). Najreaktivniji a samim

tim i potencijalno najopasniji je hidroksil radikal OH" (Gligorovski et al. 2015), dok su superoksid
radikal O>™ i hidrogen peroksid H2O> stabilniji, a njihov znacaj sa stanovista oStecenja celija je
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najviSe povezan sa njihovim potencijalom da dovedu do nastanka novih slobodnih radikala
(Phaniendra et al. 2015). U Fentonovoj reakciji, kroz interakciju sa jonima Fe?*, vodonik peroksid
dovodi do nastanka novih hidroksilnih radikala (Lyngsie et al. 2018), dok povecana koncentracija
kiseonika Oz u bioloskim sistemima, pojacava dejstvo jonizujuceg zrac¢enja na biomakromolekule
(Quintiliani 1979; Liu et al. 2015), sto je pokazano slede¢im reakcijama:

R'+02—- RO, 3)
€aq + 02— 02 4)
H + 02— HO2 &2 0y + Hag' 5)
R'RH* + 02 - 0.+ R’ (6)

Kao posledica delovanja zracenja dolazi i do interakcije superoksid radikala O»™ sa azotnim
monoksidom NO" (Mikkelsen and Wardman 2003), pri ¢emu nastaje peroksi nitrit anjon (ONOO
=), koji zajedno sa peroksinitricnom kiselinom (ONOOH), azot dioksidom (NO3z") i dinitrogen
trioksidom (N2O3), predstavlja reaktivne vrste azota. Neravnoteza izmedju nastanka i eliminacije
slobodnih radikala pomoc¢u prirodnih mehanizama odbrane od reaktivnih vrsta (npr. dejstvo
superoksid dismutaza), dovodi do stanja oksidativnog stresa $to moze indukovati osteéenja i uticati
na funkciju klju¢nih biomakromolekula (Lyras et al. 2002; Cadet et al. 2010).

U procesu radiolize vode, jonizujuce zra¢enje dovodi do nastanka slobodnoradikalskih
vrsta (SRV) kiseonika i1 azota, koji oStecuju biomakromolekule i dovode do nastanka sekundarnih
slobodnih radikala, vodeci ¢eliju u smrt (Le Caér 2011).

Koli¢ina zracenja predstavlja dozu zracenja, odn. ukupan broj Cestica ili fotona koji je
prosao kroz datu tacku u prostoru.

Apsorbovana doza (D) predstavlja koli¢inu energije (AE) koju zra¢enje predaje odredjenoj
masi materijala (Am) $to je prikazano slede¢om jednacinom:

D=AE/Am (7)

Jedinica za apsorbovanu dozu (J/kg) se naziva Grej (Gy).

Bioloska efikasnost nekog zracenja se odredjuje u odnosu na bioloski efekat rendgenskog
zraCenja energije od 250 keV koje proizvodi oko 100 parova jona/mm u vodi tj. mekom tkivu
(Stankovic 1997). Relativna bioloska efikasnost (RBE) je odnos efikasnosti rendgenskog zracenja
I primenjenog zrac¢enja. Smatra se da X- i gama zracenje imaju istu biolosku efikasnost, jer je u
oba slu¢aja specifi¢na jonizacija oko 100 pari jona/mm, odn. RBE=1. Cesti¢no zraéenje (alfa i beta
zraci) ima vecu specifi¢nu jonizaciju, kao i vecu relativnu biolosku efikasnost (oko 20 puta veca
nego za X- i gama zrake).

Ekvivalentna doza uzima u obzir vrstu zracenja. Moze se definisati na osnovu
apsorbovane doze i relativne bioloSke efikasnosti, Sto je prikazano na sledecoj jednacini:

H=D-RBE (8)
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Jedinica za ekvivalentnu dozu je SIVERT (1 Sv=1 Gy za RBE =1).
Efektivna doza (E) je dozimetrijska veli¢ina koja opisuje efekat jonizujuceg zracenja na
ceo organizam. Ona predstavlja sumu proizvoda tkivnih tezinskih faktora (Wr) i ekvivalentne doze

(H).

E=YWtH 9

Smrtonosna doza zracenja (engl. lethal dose - LD) oznacava onu dozu koja izaziva smrt
odredjenog procenta ispitivane vrste zivotinja. Npr. LD50/30 oznacava onu dozu zracenja od koje
ugine 50 % zivotinja nakon 30 dana od tretmana.

1.2.1. INTERAKCIJA JONIZUJUCEG ZRACENJA SA BIOLOSKIM SISTEMIMA

Bioloski efekti jonizujuéeg zraenja mogu biti direktni, u vidu ciljanog oStecenja
makromolekula poput proteina, lipida i nukleinskih Kiselina i indirektni preko radiolize molekula
vode (Desouky et al. 2015). Usled direktnog dejstva jonizujuceg zracenja na organske molekule
dolazi do nastanka slobodnih radikala koji mogu reagovati medjusobno ili sa okolnim molekulima,
$to vodi promeni u hemijskom sastavu sredine, odn. do kidanja postojecih ili stvaranja novih veza
medju molekulima. Indirektan efekat jonizujuéeg zracenja na bioloski aktivne molekule se odvija
kroz dejstvo primarnih i sekundarnih produkata radiolize vode i molekula koji nisu pretrpeli
o$te¢enja u toku direktne interakcije. Naslici 3. prikazan je direktan i indirektan uticaj jonizujuceg
zracenja na dezoksiribonukleinsku kiselinu (DNK molekul).

Jonizujuce zracenje

Cesti¢no zraéenje otonsko zraéenje

Direktan efekat Indirektan efekat

> @ — O
OH*

H,O0

DNK Slobodni radikali

Slika 3. Direktan i indirektan uticaj zracenja na molekul DNK. U direktnom efektu snop zracenja
direktno kida molekul DNK, dok u indirektnom efektu intereaguje sa molekulom vode, pri cemu
nastaju slobodni radikali koji dovode do o$te¢enja DNK molekula. Preuzeto i modifikovano (Mun

et al. 2018).
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1.2.2. INTERAKCIJA SA BIOLOSKI AKTIVNIM MOLEKULIMA

Jonizuju¢e zracenje deluje na DNK molekul, izazivaju¢i mutacije, oStecenje baza,
jednolancane ili dvolancane prekide, $to vodi karcinogenezi ili ¢elijskoj smrti (Close et al. 2013).
Osim oste¢enja DNK molekula, jonizuju¢e zra¢enje moze uzrokovati povec¢anu permeabilnost
fosfolipidnih membrana usled lipidne peroksidacije (Kiang et al. 2012), kao i promene u ekspresiji,
funkciji i sekundarnoj strukturi proteina (Antebi et al. 2016).

Nukleinske kiseline

Zbog svoje klju¢ne uloge u o¢uvanju integriteta ¢elije, dvostruka spirala DNK je primarna
meta za jonizujuce zracenje. Zracenje moze indukovati Sirok spektar lezija u DNK, ukljucujuci
oStecenje azotnih baza i Secera, jednolancane i dvolancane prekide (Slika 4), kao i formiranje
unakrsnih veza i klastera unutar molekula DNK (Duncan Lyngdoh and Schaefer 2009). Usled
ostec¢enja DNK moze do¢i do mutacija gena i hromozomskih aberacija, §to dalje moze dovesti do
morfoloskih promena ¢elija, karcinogeneze, ili ¢elijske smrti (Borges et al. 2009; Surova and
Zhivotovsky 2013). Raspoloziva literature pokazuje da osteCenja na bazama igraju manju ulogu u
mutacijama gena (Hagen 1986). Takodje, jednolanacani prekidi na pojedinim mestima u DNK
nisu od presudnog znacaja za nastanak genskih lezija, jer se vec¢ina takvih prekida moze popraviti
efikasnim cCelijskim mehanizmima opravke DNK (Abbotts and Wilson 2017). Sa druge strane,
dvolancani prekidi izazvani jonizujué¢im zracenjem smatraju se lezijama koje vode hromozomskim
aberacijama, karcinogenezi i ¢elijskoj smrti (Olive 1998).

I'I'I'I1'IITI1TI'I'I

uquu VvV VOV VOV

Jonizujude

Jednolancani prekidi

LLLLLLI LR LLLLL

VOUVUOw L A AN L

TR

Dvolanéani prekidi

-

DNK molekul

Ositecenje baze

Slika 4. Efekati jonizujuceg zracenja na molekul DNK; jednolancani prekidi, dvolancani prekidi i
oStecenje baze. Preuzeto i modifikovano iz (Holley et al. 2014).
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Nakon oSte¢enja DNK, aktiviraju se mehanizmi za oporavak celije, a Celijski ciklus se zaustavlja
kako bi se popravilo ostecenje DNK (Scully et al. 2020). U zavisnosti od tipa oStec¢enja, kao i faze
¢elijskog ciklusa, reparacioni mehanizmi dvostrukog prekida lanca DNK se odvijaju najvise putem
homolognih i nehomolognih rekombinacija (Langerak and Russell 2011). Homologne
rekombinacije se odvijaju u kasnoj S/G2 fazi celijskog ciklusa, tako $to oste¢ena DNK Kkoristi
neoste¢enu sestrinsku hromatidu ili homologni hromozom kao obrazac za popravku, dok se
nehomologne rekombinacije javljaju tokom Go, G1 i rane S faze. Ovaj tip reparacije podrazumeva
prepoznavanje DNK ostecenja od strane heterodimera KU70 i KU80 proteina, njihovo vezivanje
za DNK 1 zastitu od dalje razgradnje (Fell and Schild-Poulter 2012), aktivaciju DNK zavisnih
kinaza proteina - DNK-PKcs (Davis et al. 2014) i DNK-ligaze 1V, koji formiraju filamenate i most
sa prekinutim delovima DNK, dovode¢i do stabilizacije molekula (Hammel et al. 2010; Ochi
2014). Pokazano je da ozrafivanje dozom od 1 Gy ubija samo oko 30 % celija sisara zbog
efikasnosti reparacionih mehanizama DNK, narocito u slu¢aju ako lezije nisu u vidu dvostrukih
prekida (Belloni et al 2008).

Proteini

Usled brojnosti i osetljivosti na dejstvo slobodnih radikala, proteini su posebno podlozni
oksidacijskim promenama izazvanim jonizuju¢im zracenjem. Oksidacija proteina dovodi do
strukturnih promena, i posledi¢no delimi¢nog ili potpunog gubitka funkcije proteina. Poznato je
viSe od 35 vrsta oksidativnih modifikacija proteina, ukljucujuéi direktnu oksidaciju aminokiselina,
oksidativno cepanje proteinske okosnice i/ili bo¢nih lanaca aminokiselina, karboksilaciju, kao i
adiciju produkata oksidacije lipida (Cabiscol et al. 2014). Aromati¢ne aminokiseline poput tirozina
i triptofana su najpodloznije reakciji sa slobodnim radikalima, a dominantni reakcioni put je adicija
OH' radikala na aromati¢ni prsten (Davies 2005), nakon ¢ega dolazi do formiranja hidroksilnih i
nitroksilnih derivata ovih aminokiselina (Ferdinandy and Schulz 2001; Yamakura and lIkeda
2006). Oksidativni stres moze izazvati reverzibilne i ireverzibilne promene proteina. Do
reverzibilnih promena dolazi oksidacijom aminokiselina koje sadrze sumpor, kao $to su metionin,
cistein i cistin. Mnoge studije sugerisu na ulogu oksidacije kao regulatornog mehanizma za redoks
zastitu i modulaciju funkcije proteina (Poole and Nelson 2008; Herrero et al. 2008; Luo and Levine
2009). Usled uticaja slobodnih radikala, ¢elija aktivira mehanizme posttranslacione modifikacije
koji dovode do nastanka karboksilnih derivata i gubitka proteinske funkcije (Madian and Regnier
2010). Bo¢ni lanci aminokiselina, posebno histidina, arginina, lizina, prolina i treonina podlezu
direktnom ili indirektnom (kroz interakciju sa oksidovanim ugljenim hidratima i lipidima) dejstvu
slobodnih radikala pa dolazi do porasta broja karboksilnih grupa na proteinima, §to predstavlja
nepovratni proces karboksilacije (Nystrom 2005; Maisonneuve et al. 2009; Pena et al. 2012).

Lipidi

Zracenje moze direktno ostetiti lipide, ali utvrdjeno je da opstoj modifikaciji lipida
najvise doprinose ostecenja indukovana slobodnim radikalima proizvedenim pri radiolizi vode
(Benderitter et al. 2003). Jonizujuc¢e zraCenje moze indukovati lipidnu peroksidaciju i
fragmentaciju, sto su glavne modifikacije lipida nakon ozracivanja; ucestanost ovih modifikacija
raste sa porastom doze primenjenog zracenja. Narocito je izrazena peroksidacija polinezasicenih
masnih kiselina, Sto za posledicu moze imati fragmentaciju plazma membrane, i posledi¢no
povecanje propustljivosti, poremecaje u elektrohemijskim gradijentima jona i drugim
transmembranskim procesima (Wong-ekkabut et al. 2007; Corre et al. 2010). Sfingolipidi su jedna
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od Cetiri klase membranskih lipida i ukljuceni su u glavne signalne puteve koji se aktiviraju nakon
zracenja. Sfingomijelin je najzastupljeniji sfingolipid u Zivotinjskim celijskim membranama,
posebno u membranama mijelinskog omotaca koji okruzuje aksone nekih nervnih celija.
Sfingomijelin se sastoji od hidrofobnog dela ceramida i hidrofilne fosforilhlorinske grupe. Usled
dejstva oksidativnog stresa, dolazi do lipidne peroksidacije i aktivacije enzima Kkisele
sfingomijelinaze, sto dovodi do oslobadjanja ceramida i promene biofizickih svojstava membrane
(Corre et al. 2010). Posledi¢no dolazi do nastanka mikrodomena bogatih ceramidima i ceramidnih
splavova (engl. rafts), sto dalje vodi prostornom reorganizovanju receptora, intracelularnih
signalnih molekula i mogucoj ¢elijskoj smrti (Slika 5).

JZ
F X
=9
Celijska Lipidni
membrana mikrodomeni
Lipidna SM Cétainid Ceramidni
peroksidacija ; spla\]/ovi
L +
Slobodni radikali Signalni molekuli
OH" H® Oy
H>O02 H,O" [ l
Celijska smrt Proliferacija
Apoptoza Diferencijacija
Migracija

Slika 5. Efekti zrac¢enja na Celijskoj membrane: peroksidacija lipida, cepanje sfingomijelina,
stvaranje lipidnih mikrodomena bogatih ceramidima i ceramidnih platformi, reorganizacija
signalnih molekula, ¢elijska smrt. Preuzeto i modifikovano iz (Corre et al. 2010).
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Seéeri

Jonizujuée zracenje moze indukovati promene u strukturi Secera, a u zavisnosti od
primenjene doze moze do¢i do promene ukusa, teksture i boje. U rastvorima Secera najreaktivniji
je hidroksilni radikal nastao usled radiolize vode, koji dovodi do prekida veze izmedju ugljenika i
vodonika. Druga moguca reakcija je hidroliza na glikozidnoj vezi (Podadera and Sabato 2007).
Usled radiolize saharoze nastaju glukoza i fruktoza, kao i radioliticki proizvodi 2-furaldehid,
2(5H)-furanon, oksalna kiselina i mravlja kiselina. Razgradnja saharoze se moze objasniti
cepanjem glikozidne veze, kao i selektivnom apsorpcijom vodonika na C5 prsenu furanoze
pomocu hidroksilnog radikala (Ramirez-Cahero and Valdivia-Lopez 2018). Nakon ozra¢ivanja
glukoze (npr. 3mg/ml sa 1kGy) nastaju 2-furaldehid, furfuril alkohol, 2-furoi¢na kiselina, 2 (5H)
furanon, hidroksimetil furoi¢na kiselina, glukonska, glukuronska, levulinska i glicerinska kiselina.
S druge strane, pored ovih jedinjenja, zracenjem rastvora fruktoze (3 mg/ml) nastaje jos i 2-
acetilfuran, glikolaldehid, mravlja, jantarna, oksalna i siréetna kiselina (Ramirez-Cahero and
Valdivia-Lopez 2018).

1.3. OSETLJIVOST TKIVA NA JONIZUJUCE ZRACENJE

Kako bismo u potpunosti mogli sagledati efekte zracenja, neophodno je imati u vidu 1
razli¢itu osetljivost pojedinih ¢elija i tkiva na zracenje. Osetljivost pojedinih tkiva i organa na
dejstvo jonizujuéeg zracenja je razlicita. U zavisnosti od tipa ¢elija i tkiva, zracenje kroz navedene
molekularne promene moze izazvati gubitak odredjene funkcije i ¢elijsku smrt. Najosetljivija su
ona tkiva koja se sastoje od proliferirajucih Celija, kao $to su mati¢ne ¢elije u hematopoetskom
sistemu, ¢ije oSteCenje je primarni uzrok smrti nakon slu¢ajnog ili namernog izlaganja umerenoj
ili visokoj dozi jonizujucéeg zracenja (Shao et al. 2014). Takodje, na jonizujuce zracenje Su izuzetno
osetljive i ¢elije crevnog epitela (Lu et al. 2019), kao i ¢elije reproduktivnih organa (Ogilvy-Stuart’
and Shalet 1993), dok su diferencirane ¢elije kao $to su nervne i misi¢ne ¢elije znatno otpornije na
zraCenje (Jurdana 2008; Kudo et al. 2014). Radijaciona osetljivost varira i u zavisnosti od faze
¢elijskog ciklusa, pa su ¢elije najotpornije U S-fazi zbog povecane ekspresije enzima za reparaciju
DNK, dok su najosetljivije u M fazi ¢elijskog ciklusa kada je sadrzaj DNK u jedru najveci
(Hubenak et al. 2015).

Smatra se da odgovori bioloskih sistema na jonizujuce zracenje u velikoj meri slede
linearni obrazac doza-odgovor (Reisz et al. 2014). Medjutim, zbog visokog sadrzaja lipida i velike
potro$nje kiseonika, ali i relativno skromnog antioksidativnog odbrambenog mehanizma koji se
ogleda u niskom sadrzaju katalaza, glutation peroksidaze, 1 vitamina E, moZdano tkivo je
podloznije dejstvu slobodnih radikala i oksidativnom stresu od drugih tkiva (Friedman 2011).
Istrazivanja koja se bave ovom problematikom su uglavnom fokusirana na moguée negativne
posledice radioterapije primarnih i metastatickih mozdanih tumora, a od posebnog znacaja su
studije koje se bave neuroprotekcijom. Smatra se da oksidativni stres izazvan zraCenjem u
normalnom mozdanom tkivu doprinosi opadanju kognitivnih sposobnosti na duze staze (Greene-
Schloesser et al. 2012; Collett et al. 2020).

Ostecenja na mozgu usled zracenja se mogu podeliti na akutna, rana i kasna (Tofilon and
Fike 2000). Akutna oste¢enja su reverzibilna i javljaju se u prvim nedeljama nakon zracenja,
uglavnom nakon primene jedne vece doze zracenja (preko 3 Gy), a manifestuju se u vidu
glavobolje, pospanosti i mu¢nine. Rana osteCenja se javljaju u periodu od mesec ili nekoliko
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meseci nakon zracenja i karakteriSu ih prolazni simptomi kao Sto su gubitak pamcenja, poremecaj
koncentracije i prolazna demijelinizacija. Za razliku od ovih simptoma koji su reverzibilni, kasna
oSte¢enja mozga SU nepovratna i progresivna. Nastaju u periodu od Sest ili vis§e meseci nakon
zraCenja, a karakteriSu ih vaskularne promene tj. progresivno smanjnje kapilarne mreze u mozgu
(Brown et al.), posledi¢no smanjenje broja endotelnih ¢elija (Lyubimova and Hopewell 2004),
smanjenje broja oligodendrocita (Kurita et al. 2001), demijelinizacija, glioza, nekroza bele mase i
kognitivna oStecenja (Greene-Schloesser et al. 2012).

Starost jedinke je takodje vazan faktor koji treba imati u vidu prilikom ispitivanja
radijacionih oStec¢enja na mozgu. Pokazano je da stariji pacovi imaju manju smrtnost neurona od
mladjih, ali i da imaju izrazeniji inflamatorni odgovor i veéu zastupljenost aktivirane mikroglije
Sto bitno utice na kasniji nastanak kognitivnih oste¢enja (Schindler et al. 2008).

1.4. ODGOVOR ORGANIZMA NA JONIZUJUCE ZRACENJE

Izlaganje organizma stranim telima, bakterijama, virusima ili jonizujuéem zracenju, podstice
aktivaciju ¢elija imunskog sistema. Leukociti prodiru na mesto povrede napadajuci patogene i
razaraju¢i mutirane celije. Mozak je organ sa veoma slabom regenerativnom sposobnoscu, a
interakcija izmedju centralnog nervnog sistema (CNS) i imunskog sistema je u nekoliko aspekata
drugacija od interakcije sa ostalim organima. Mozak poseduje krvno mozdanu i Krvno-
cerebrospinalnu barijeru koje kontrolisu prodor ¢elija imunskog sistema u parenhim mozga.

Smatralo se da je mozak zasticen od ove imunske reakcije zbog nedostatka limfne drenaze
u mozdanom parenhimu, ali danas je poznato da su mozak i imunski sistem povezani na razli¢itim
nivoima organizacije. Postoji mreza limfnih sudova u mozdanim ovojnicama (meningama) —
membranama koje okruzuju mozak i kicmenu mozdinu i Koji imunske ¢elije preusmeravaju iz
cerebrospinalne te¢nosti do grupe limfnih ¢vorova, povezuju¢i mozak direktno sa imunskim
sistemom van mozga (Louveau et al. 2015, Louveau et al. 2018). Smatra se da povreda centralnog
nervnog sistema rezultira snaznom aktivacijom T-¢elija u cervikalnim limfnim ¢vorovima, kao 1
da promene u njima mogu uticati na napredovanje bolesti kod onih neuroloSkih poremecaja sa
istaknutom imunskom komponentom, poput multiple skleroze, Alzhajmerove bolesti i autizma
(Louveau et al. 2016). Tokom imunskog odgovora mozak i imunski sistem “razgovaraju jedan sa
drugim” i ovaj proces je od sustinskog znacaja za odrzavanje homeostaze. Linije komunikacije
izmedju imunskog, nervnog i endokrinog sistema ¢ine hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlezda
osa (HPA osa) i simpati¢ki nervni sistem (SNS) (Dantzer 2018). U uslovima stresa, povrede ili
opasnosti, HPA osa se aktivira i dolazi do oslobadjanja kortizola i kortikosterona (Kumar et al.
2013). Takodje, dolazi i do poja¢anog oslobadjanja noradrenalina (NA) u jezgrima ponsa, kao §to
je locus coeruleus (LC) (Borodovitsyna et al. 2018). Noradrenalin deluje snazno na druge delove
mozga kao neurotransmiter i neuromodulator, i pojacano se izluCuje u zavrSecima simpatic¢kih
nerava u primarnim i sekundarnim limfoidnim organima, ostvaruju¢i na taj nacin noradrenergicku
inervaciju imunskih organa i c¢elija (Bellinger et al. 2006). Lokalno oslobodjeni noradrenalin,
zajedno sa cirkuliSu¢im kateholaminima, uti¢e na aktivnost razli¢itih limfoidnih Ccelija,
moduliraju¢i proizvodnju citokina, §to dovodi do naruSavanja homeostaze i poremecaja u
funkcionisanju kardiovaskularnog i gastrointestinalnog sistema (povecava se brzina otkucaja srca
i krvni pritisak, pokrece se oslobadjanje glukoze iz zaliha energije, smanjuje protok krvi u
gastrointestinalnom sistemu i inhibira praznjenje mokracéne besike).
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Imunsko-mozdana signalizacija se moze odvijati preko krvno-mozdane barijere odn. kroz
propusne regije u krvno-mozdanoj barijeri, kao $to su cirkumventrikularni organi, pri ¢emu
periferni cirkulisu¢i citokini prolaze kroz njih i ulaze u mozdani parenhim (Dronjak and Gavrilovic
2006; Quan 2008). Na taj nacin, proinflamatorni citokini iz periferne cirkulacije indukuju
oslobadjanje lipofilnog prostaglandina E2 koji deluje kao sekundarni glasnik na neurone (Slika.
6A). Pored toga, tokom inflamacije na periferiji dolazi do poveéane ekspresije adhezivnih
molekula, selektina i integrina, koji olaksavaju prodor leukocita kroz endotel u mozak. Ovaj vid
komunikacije predstavlja humoralni put. Drugi vid komunikacije izmedju imunskog i nervnog
sistema odvija se preko nervnog puta, odn. aktivacijom receptora za citokine na aferentnim
nervnim vlaknima (Slika. 6B). Tre¢i vid komunikacije podrazumeva aktivaciju imunskih ¢elija
mozga — mikroglijalnih ¢elija (¢elijski put). Periferna inflamacija dovodi do aktivacije mikroglije
i perivaskularnih makrofaga (Slika. 6B), Sto dovodi do stvaranja mnostva pro-inflamatornih
faktora koji mogu dodatno privuéi periferne imunske celije (monocite i T-Celije) u mozdane
ovojnice 1 mozdani parenhim.

Mozak Mozak
A B Mikroglia — 9% Pro-inflamatori
PGE2s Perivaskulami 1 citokini
makrofagi
° \CVO
00°CVO 02
°
Aferentni
nervi
Krv
Pro-infl e
Pro-inflamatorni® ro-inflamatorni
citokini o Patogen citoxini Pétogen
+— Virusi - \irus
Aktivirani Bakterije Bakterije
makrofagi Jonizujuce zracenje Aktivirani makrofagi Jonizujuce zracenje

Slika 6. Imunsko-mozdana signalizacija. Aktivacija makrofaga u krvi pacova usled dejstva
patogena, virusa, bakterije ili jonizujuceg zracenja. A) Humoralni put komunikacije nervnog i
imunskog sistema - oslobadjanje pro-inflamatornih citokina u perifernoj cirkulaciji i njihov efekat
na cirkumventrikularne organe. B) Nervni put komunikacije nervnog i imunskog sistema — preko
aferentnih nervnih vlakana; aktivacija mikroglijalnih ¢éelija i perivaskularnih makrofaga. Preuzeto
i modifikovano iz (Dantzer 2018).

1.5. RADIJACIONO INDUKOVANA NEUROINFLAMACIJA

Jonizujuce zraenje je snazan Celijski stresor, koji indukuje sli¢ne signalne puteve kao 1 drugi
stresori. U mozgu, jonizujuée zracenje indukuje inflamaciju uglavnom putem mikroglije i
endotelnih ¢elija (Slika. 7). Aktivirana mikroglija proliferiSe, okruzuje neurone, oslobadja pro-
inflamatorne faktore, TNF-a, IL-1B, IL-6, hemokin CCL2 i slobodne radikale, dobijajuci
ameboidni oblik ¢elijskog tela sa redukovanim ¢elijskim produzecima (Kim and de Vellis 2005;
Betlazar et al. 2016). Hemokinski receptori kao §to su CCL7, CCL8, CCL12, CXCL4, CCR1 i
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CCR2 se takodje pojacano eksprimiraju usled zracenja mozga. Takodje, smatra se da jonizujuce
zraCenje indukuje pojacanu infiltraciju CCR2 pozitivnih makrofaga u mozak, koje zatim
ispoljavaju fenotip nalik mikrogliji (Belarbi et al. 2013; Morganti et al. 2014). Jonizujuce zracenje
dovodi do povecane ekspresije unutarcelijskog adhezivnog molekula 1 (engl. Intercellular
adhesion molecule-1, ICAM-1) i P-selektina na endotelnim ¢elijama, kao i do redistribucije CD47
na ¢elijskoj povrsini, §to pojacava inflamatorne signale u mozgu (Sharp et al. 2003; Martinelli et
al. 2014).
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Slika 7. Mozdani parenhim i imunski odgovor u zdravom i ozratenom mozgu. Preuzeto i
modifikovano iz (Lumniczky 2017).

1.5.1. MIKROGLIJA

Glijalne ¢elije su osetljivije na zracenje od neurona (Kudo et al. 2014), pa su samim tim
pogodan marker za ispitivanje efikasnosti radioprtektora. Mikroglijalne ¢elije Su mezodermalnog
porekla i predstavljaju glavne Celijske komponente ukljuene u urodjeni imunski odgovor
centralnog nervnog sistema. One ¢ine oko 12% ukupnih ¢elija mozga (Gebicke-Haerter 2001).
Analogno ulozi makrofaga i limfocita u perifernoj imunskoj odbrani organizma, uloga mikroglije
je da prilikom povrede ili bolesti deluje kao imunska odbrana mozga (Yang et al. 2010). U stanju
mirovanja, mikroglija je neaktivna i pokazuje jako razgranatu morfologiju (Slika. 8A).
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Slika 8. lzgled mikroglije u normalnim uslovima i tokom neuroinflamacije. A) mirujuca
mikroglija, B) aktivacija mikroglije: pro-inflamatorna mikroglija (M1 fenotip) nastaje pod
dejstvom lipopolisaharida (LPS) ili pro-inflamatornih citokina i oslobadja pro-inflamatorne
citokine (IL-1pB, IL-6, TNF-a), reaktivne oblike kiseonika i NO; anti-inflamatorna mikroglija (M2
fenotip) — nastaje pod dejstvom anti-inflamatornih citokina (IL-4, IL-10, IL-13 iTGF- B) i inhibira
dejstvo pro-inflamatorne mikroglije dejstvom anti-inflamatornih faktora kao $to su IL-10, IL-4 i
IGF-1. Preuzeto i modifikovano iz (Salvi et al. 2017).

Dugackim 1 tankim ¢elijskim nastavcima koji se protezu od ¢elijskog tela do okolnog miljea,
mikroglija neprestano istrazuje okolinu, odrZavaju¢i na taj nacin homeostazu i identifikujuci
signale koji zahtevaju odgovor. Kada reaguje na vancelijske signale kao §to su povrede, prisustvo
patogena, mrtvih ili umirucih ¢elija, prisustvo pro-inflamatornih citokina (poput INF-y i TNF-a)
ili lipopolisaharida (LPS), mikroglija prolazi kroz morfoloske promene dobijajuci ameboidni oblik
sa kratkim ili nepostoje¢im ¢elijskim nastavcima (Thameem Dheen et al. 2007). Ovu morfolosku
promenu prati i promena u signalizaciji i ekspresiji gena, koja moze rezultirati promenama u
ekspresiji povrsinskih receptora, i oslobadjanju pro- (IL-1p, IL-6, TNF-o) ili anti-inflamatornih
faktora (IL-10, IL-4, IGF-1), reaktivnih oblika kiseonika i azot monoksida (NO) (Salvi et al. 2017).
Kumulativni efekat ovih promena u morfologiji i fenotipu je prelazak iz stanja mirovanja u stanje
aktivirane mikroglije. Klasi¢no aktivirana mikroglija (M1 tip mikroglije) u centralnom nervnom
sistemu oslobadjanjem citotoksi¢nih, proinflamatornih faktora uklanja prisutne patogene i
oSte¢ene ili promenjene Celije i na taj nain omogucava sledstveno delovanje alternativno
aktivirane mikroglije (M2 tip mikroglije) koja oslobadja anti-inflamatorne molekule ¢ime
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doprinosi opstanku okolnih neurona i reparaciji nastalih oSteCenja (Slika. 8B). Ekspresija
povrsinskih molekula, kao $to su molekuli glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (engl. major
histocompatibility complex, MHC), takodje je regulisana aktivacijom mikroglije (Jurga et al.
2020). Ovi molekuli omoguc¢avaju mikrogliji da deluju kao antigen prezentujuce ¢elije, i na taj
nacin doprinose prezentovanju antigena T-Celijama u mozgu i njihovoj posledicnoj aktivaciji.
Mikroglija takodje vrsi i fagocitozu oStecenih, izumrlih ¢elija i1 stranih materija u vancelijskom
prostoru, ali se smatra i da njihova duZza aktivacija moze doprineti hroni¢nom inflamatornom stanju
mozga i neurodegenerativnim promenama (Galloway et al. 2019).

1.5.2. ASTROCITI

Astrociti su celije ektodermalnog porekla i predstavljaju najbrojnije glijalne celije u
centralnom nervnom sistemu. Prema svojoj morfologiji mogu se podeliti na vlaknaste (sa brojnim
dugim produzecima nalik vlaknima i mnogobrojnim filamentima u citoplazmi, prisutnih uglavnom
u beloj masi) i protoplazmatske (grmolikog izgleda, prisutnih u sivoj masi mozga). Pored toga, u
mozgu odraslih postoje i druge vrste astrocita, poput radijalnih glijalnih ¢elija, Milerovih i
Bergmanovih glijalnih celija, koje se morfoloski mogu razlikovati u razli¢itim regijama mozga
(Oberheim et al. 2012).

Astrociti su povezani sa razli¢itim aspektima fizioloSkih funkcija. Igraju vaznu ulogu u
regulisanju homeostaze, izlu¢ivanju hranljivih materija i metabolizmu neurotransmitera, kao $to
su glutamatna i gama amino buteri¢na kiselina (GABA) (Gee and Keller 2005; Schousboe et al.
2014). Astrociti okruzuju endotelne ¢elije i pericite, pa su samim tim odgovorni i za integritet
krvno-mozdane barijere. Pored toga, astrociti mogu pruziti strukturnu i metaboli¢ku podrsku
neuronima. Preko svojih produZetaka oni posreduju i deluju kao most izmedju neurona i krvnih
sudova. Astrociti Stite endotelne ¢elije i neurone od oksidativnog stresa (Wilson 1997). Takodje,
uticu na povecanje sinapticke plasti¢nosti, jer imaju klju¢nu ulogu u stvaranju i odrZavanju sinapsi.
Drugim recima, astrociti su kljuéni za odrzavanje normalne funkcije mozga (Verkhratsky and
Nedergaard 2018). Istovremeno, astrociti uéestvuju u regulaciji urodjenog imunskog odgovora
ekskrecijom inflamatornih faktora, poput citokina, hemokina, proteina komplemenata i slobodno
radikalskih vrsta kiseonika i azota. Postoji veliki broj studija koje ukazuju da reaktivni astrociti
imaju klju¢nu ulogu u napredovanju neurodegenerativnih bolesti (Phatnani and Maniatis 2015;
Liddelow and Barres 2017). Reaktivni astrociti se karakteriSu hipertrofijom celijskog tela ili
jezgra. Utvrdjeno je da reaktivni astrociti gube potpornu ulogu i doprinose progresiji
neurodegenerativnih bolesti (Li et al. 2019). Dakle, astrociti su potrebni za prezivljavanje neurona,
a gubitak normalne funkcije astrocita moze doprineti neurodegeneraciji. U zavisnosti od stepena
povrede i doze zraCenja, moze do¢i do proliferacije astrocita i pojacane ekspresije glijalnog
fibrilarnog kiselog proteina (GFAP) (Hwang et al. 2006; Sofroniew and Vinters 2010). Takodje,
reaktivni astrociti izlu€uju¢i mnostvo pro-inflamatornih faktora, kao §to su ciklo-oksigenaza,
unutaréelijski molekuli adhezije, citokini, hemokini i slobodni radikali, $to moze doprineti
propadanju krvno-mozdane barijere i infiltraciji leukocita u mozak (Giovannoni 2020; Wilson et
al. 2009). Ozracivanje mozga pacova i mi$a povecava nivo ekspresije proteina GFAP, kako akutno
(24 sata nakon zracenja), tako i hroni¢no (4-5 meseci) (Chiang et al. 1993; Hong et al. 1995).
Pokazano je 1 da kondicionirani medijum iz ozra¢enih mikroglijalnih ¢elija izaziva astrogliozu 1
nastanak edema (Hwang et al. 2006).
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1.5.3. INFLAMATORNI MOLEKULSKI MEDIJATORI

Citokini su signalni proteini i hormonalni glasnici koje primarno luce ¢elije imunskog
sistema, ukljucujuci neutrofile, monocite, makrofage, limfocite (B i T ¢elije) 1 urodjenoubilacke
¢elije (engl. natural killer cells, NK ¢elije) (Kany et al. 2019). B i T ¢elije na ¢elijskoj membrani
ispoljavaju antigen specifi¢ne receptore, koji im omogucavaju specificno prepoznavanje bakterija,
virusa i patogena. CD4+ T-limfociti (engl. T helper, pomoc¢nicke T-Celije) se smatraju
najznacajnijim proizvodja¢ima citokina. Prema vrsti efektorskog odgovora, odn. citokina koje
proizvode CD4" T-limfociti, razlikuje se Th1 i Th2 tip CD4" T-limfocita. Citokini Th1 tipa spadaju
u pro-inflamatorne, odn. citokine koji dovode do inflamatornog odgovora. S druge strane, citokini
tipa Th2 su anti-inflamatorni i oni se suprotstavljaju delovanju pro-inflamatornih citokina u
organizmu. Prekomerna proizvodnja pro-inflamatornih citokina mozZe dovesti do nekontrolisanog
oSte¢enja tkiva, pa je ravnoteza izmedju pro-inflamatornih i anti-inflamatornih citokina od
presudnog znacéaja za o¢uvanje homeostaze u organizmu (Shapouri-Moghaddam et al. 2018). U
centralnom nervnom sistemu, citokini igraju vaznu ulogu u regulaciji sna, razvoju neurona,
starenju i raznim neuroendokrinim funkcijama (Galic et al. 2012). Ipak, najveca paznja usmerena
je ka razumevanju citokina kao posrednika tokom inflamatornih stanja bilo mozga ili periferije.
Nivoi citokina u krvi su obi¢no niski, ali se mogu znatno povecati kao odgovor na patogene, upale
ili povrede.

Faktor nekroze tumora - alfa (TNF-a) i interleukin-6 (IL-6) su Klju¢ni pro-inflamatorni
citokini iz krvi koji dovode do aktivacije HPA ose i simpati¢kog nervnog sistema (Dunn 2006).
TNF-a je jedan od najvaznijih plejotropnih citokina i ukljucen je u kontrolu urodjenog imunskog
odgovora. Kada dodje do inflamacije u organizmu, TNF-a je medju prvim citokinima koji se
oslobadja i indukuje proizvodnju drugih pro-inflamatornih citokina (Turner et al. 2014). IL-6 je
takodje pretezno pro-inflamatorni citokin sa Sirokim spektrom bioloskih aktivnosti u imunskoj
regulaciji, hematopoezi, a presudan je i u sazrevanju i diferencijaciji B-¢elija, kao i u aktivaciji T-
¢elija (Kishimoto 2010). S druge strane, IL-10 je jedan od najvaznijih anti-inflamatornih citokina
koji inhibira sintezu pro-inflamatorinih citokina i uklju¢en je u kontrolu urodjenog i steCenog
imunskog odgovora, te stoga igra bitnu ulogu u odrzavanju homeostaze.

1.6. RADIOPROTEKTORI

U cilju efikasne radioloske zastite ljudi u uslovima izlaganja jonizuju¢em zracenju iz
razli¢itih izvora, dizajnirane su supstancije ¢ija je uloga da smanje Stetne efekte izlaganja zracenju
i smanje rizik od fatalnog ishoda koje se nazivaju radioprotektorima. Potraga za efikasnim
radioprotektivnim supstancijama traje vise od Sest decenija; prve hemikalije koje ublazavaju Stetne
efekte jonizujuceg zracenja na telo sisara otkrivene su pre vise od pola veka (Gudkov et al. 2015).
Pored sulfhidrilnih sinteti¢kih jedinjenja, poznatih i kao WR grupa radioprotektora (veéina od njih
je sintetisana u instituciji Walter Reed Army Medical Center, USA — otud skra¢enica WR u nazivu
jedinjenja), ispitivane su i brojne supstancije biljnog i zivotinjskog porekla (Kunti¢ et al. 2013),
koje uz ispoljavanje minimalne toksi¢nosti povecavaju otpornost organizma na zracenje
aktiviranjem antioksidativnog ili nekog drugog zastitnog sistema. U slucaju da je doslo do
unoSenja radioaktivnih supstancija u organizam, kao radioprotektivne supstancije mogu posluziti
razliciti helatori (kao $to je npr. EDTA) i adsorbenti, koji Stite organizam vezivanjem radionuklida
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I njihovom ekskrecijom iz organizma preko digestivnog trakta (Kunti¢ et al. 2013; Mun et al.
2018).

Razvoj novog leka za klinicku i neklinicku primenu zahteva dugotrajno istrazivanje, koje
ukljucuje procenu detaljnog mehanizma njegovog in vivo delovanja, povezane farmakokinetike i
mogucih nuspojava. U slucaju testiranja potencijalnih radioprotektora prati se prezivljavanje
zivotinja ozracenih letalnom dozom zrac¢enja (LDso/30). Pored toga, neophodno je pratiti i brojne
druge parametre, poput ostecenja DNK, lipida i proteina, i morfologije tkiva. Takodje, idealan
radioprotektor treba da obezbedi zna¢ajnu zastitu od zracenja za veéinu organa, da ima prihvatljivu
toksicnost 1 stabilnost u organizmu, da ima prihvatljiv nacin davanja za ljude (oralno ili
alternativno intramuskularno), kao i da bude kompatibilan sa drugim lekovima koji ¢e biti dostupni
pacijentu ili osoblju koje radi sa zracenjem (Hosseinimehr 2007).

Radioprotektivni agensi mogu delovati putem razli¢itih mehanizama. Neki od njih
indukuju prirodnu proizvodnju radioprotektora poput superoksid dismutaze, glutationa i katalaze,
dok drugi deluju tako $to suzbijaju nastanak i/ili uklanjaju slobodne radikale (Varanda and Tavares
1998). Drugi doprinose reparaciji i stabilizaciji ostecenih molekula, dok neki mogu da modifikuju
signalne puteve i da deluju kao imunomodulatori (Nair et al. 2000). Pojedini imaju sposobnost da
smanje postradijacioni inflamatorni odgovor ili ¢ak da odloze ¢elijsku deobu, omogucavajuci da
se Celija oporavi ili indukuju apoptozu (Citrin et al. 2010; Smith et al. 2017). Mogu se primeniti
pre zracenja, kako bi se sprecio nastanak slobodnih radikala i njihovo Stetno dejstvo na okolne
biomolekule, ali takodje se mogu primeniti i u toku ili nakon zracenja u vidu terapije sa ciljem
redukcije negativnih efekata radijacije na celije i tkiva i potpomaganja reparacije radijacijom
nastalih oSte¢enja na biomolekulima. U tabeli 1. predstavljene su razli¢ite vrste radioprotektora i
njihovi mehanizmi delovanja.

Tabela 1. Razlicite vrste radioprotektora i njihovi mehanizmi delovanja

(WR supstance) - Amifostin

Radioprotektor Mehanizam delovanja Reference
Sulfhidrilne supstance “Hvatanje”  slobodnih  radikala, donacija | (Grdina et al. 2000;
Tioli, Aminotioli elektrona, stabilizacija oSte¢enih molekula, | Vasin 2014)

indukcija hipoksije

Nitroksidi —
Tempol, Tempol H, troxyl

“Hvatanje” slobodnih radikala

(Marciniak et al. 2015)

Bis-benzimidazol
Hoechst 33342

Donacija electrona i stabilizacija DNK,
“hvatanje” slobodnih radikala

(Kaur et al. 2012;
Chamberlin et al. 2019)

Helatori
Dietilentriaminpentaacetat (DTPA)

Ublazavanje efekata pomoc¢u transuranijumovih
radionuklida (Pu, Am, Cm)

(Kunti¢ et al. 2013)

Superoksid dismutaza (SOD) enzim i njegovi
metalokompleksi (Cu, Zn, Mg)

Ublazavanje  efekata
superoksid radikala Oz "

zraenja  hvatanjem

(Johnke et al. 2014;

Huang et al.)

ACE inhibitori (Enalapril, Ramipril)
ACE receptorski antagonisti (penicilamin,
pentoksifilin)

Inhibicija produkcije angiotenzina I1,
Supresija proliferacije i hroni¢nog oksidativnog
stresa

(van der Veen et al. 2015)

Ca-antagonisti

Inhibicija ulaska Ca u ¢éeliju

(Floersheim 1993)

Imunomodulatori i steroidi,
y-interferon.

Povecanje  produkcije  citokina,  imunska
stimulacija.

Pojacanje cirkulacije neutrofila

(Kalechman et al. 1990;
Kimura et al. 1994)

Lipopolisaharidi i prostaglandini

Sinteza prostaglandina, popravke DNK molekula

(Riehl et al. 2000)

Antioksidanti (vitamin A, C i E)
a-tokoferol monoglukozide, melatonin, biljni
ekstrakti

“Hvatanje”  slobodnih  radikala,

hromozomskih aberacija

inhibicija

(Maurya et al. 2006;

Khan et al. 2015)
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1.7. TIOLNI RADIOPROTEKTORI

Pocetna in vivo istrazivanja na potencijalnim radioprotektorima koji sadrze sulthidrilne
supstance pokazala su da amino kiselina cistein ima snazno zastitno dejstvo kod laboratorijskih
zivotinja izloZenih jonizuju¢em zracenju (Patt et al. 1949) i da tiolna (-SH) grupa deluje kao
“hvatac* slobodnih radikala. Medjutim za ostvarivanje neophodnog nivoa radioprotekcije,
neophodno je unosenje velike koli¢ine cisteina, Sto za posledicu ima znacajne nezeljene efekte.
Ovo otkri¢e inspirisalo je mnoge istrazivace na polju radiobiologije, pa je od tada u daljim
istrazivanjima ispitano preko 4,400 potencijalnih sintetickih radioprotektora sa aminotiolnom
grupom (NH2-SH) u svom sastavu.

Jedan od glavnih mehanizama delovanja brojnih sintetickih tiolnih radioprotektora je
eliminacija (“hvatanje”) slobodnih radikala, ¢ime se mogu preduprediti oSteCenja izazvana
jonizujué¢im zraenjem. Takodje, radioprotektori mogu reagovati sa slobodno radikalskim vrstama
kiseonika ili organskim radikalima (R"), tako §to doniraju atom vodonika pa dolazi do eliminacije
nastalih radikalskih vrsta, §to je prikazano slede¢im reakcijama:

2R+ 2RSH - 2RH + RSSH (10)

2 RSH + 2 OH - RSSR + 2 H2.0 (11)
Eliminacija kiseonika putem reakcije

2RSH +2 02 - RSSR + H202+ O2 (12)

moze dovesti do hipoksije u ¢elijama i tkivima 1 posledi¢no do smanjivanja neZeljenih efekata po
tkivo.

Radioprotektivna sposobnost vec¢eg broja tiolnih jedinjenja (RSH, R’SH) je takodje
povezana sa stvaranjem disulfida (RSSR’). Neki aminotiolni radioprotektori poput cisteamina i
glutation disulfida mogu da se vezuju direktno za DNK formirajuci disulfide, pa na taj nacin
stabilizacijom molekula sprecavaju njihova ostecenja (Vasin 2014).

1.7.1. AMIFOSTIN

Vecina sinteticki napravljenih radioprotektora se pokazala toksi¢na za coveka, dok se
mnoge prirodne supstance nisu pokazale u potpunosti efikasne (Nair et al. 2000). Tiolno jedinjenje
WR-2721, koje je u Rusiji poznato kao gamafos, a u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama kao
amifostin, jedno je od prvih jedinjenja koje je uspesno koriS¢eno za zastitu od zracenja. Amifostin
predstavlja i jedini lek koji je Uprava za hranu i lekove (FDA) odobrila za smanjenje negativnih
posledica radioterapije (Kouvaris et al. 2007; Facorro et al. 2004).

Amifostin je tiolni radioprotektor koji dejstvom alkalne fosfataze prelazi u aktivni
metabolit aminotiola WR1065. Ovo jedinjenje deluje kao nespecifi¢ni citoprotektor i smanjuje
toksi¢nost izazvanu jonizujué¢im zracenjem mehanizmom eliminacije slobodnih radikala (Slika 9).
Zahvaljujuéi svojoj strukturi sa sulfhidrilnom grupom, na molekularnom nivou amifostin stiti
DNK od $tetnih efekata jonizujuceg zraenja, utice na ekspresiju gena, stabilnost hromatina i
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enzimsku aktivnost, dok na ¢elijskom nivou, ima vazne efekte na rast i napredovanje ¢elijskog
ciklusa (Grdina et al. 2000).

Alkalna
= fosfataza H
Pig” N~ _NH; > s N _~_-NH;
Amifostin WR-1065
¢ Eliminacija
slobodnih radikala
R-SH —» R-S
« HX

2 R-S » R-S-S-R

Slika 9. Mehanizam delovanja amifostina. Preuzeto i modifikovano iz (Avendano C. and
Menendez JC, 2015)

Medjutim, amifostin je efikasan samo kada se primeni neposredno pre izlaganja
jonizuju¢em zracenju, jer je poluzivot leka u krvnoj plazmi kra¢i od 10 minuta, pa je njegova
primena ogranic¢ena i nije pogodna za neklini¢ku upotrebu 1 radijacione nesrece poput eksplozua 1
nuklearnih havarija (Singh and Seed 2019). Takodje, utvrdjeno je da amifostin ima i nezeljene
efekte kao $to su muénina, hipotenzija, hipokalcemija i alergijske reakcije (Vardy et al. 2002), pa
je potraga za netoksi¢nim i efikasnim radioprotektorom i dalje aktuelna.

1.7.2. GL2011

Prirodno aminotiolno jedinjenje pod nazivom GL2011 pokazuje radioprotektivna
svojstva i kao takvo je bilo predmet istrazivanja poslednjih godina. U tim ispitivanjima pokazano
je odsustvo toksickih efekata na Albino Wistar pacovima (Oki¢-Djordjevi¢ et al. 2014; Ganesan
et al. 2014). Apliciran intraperitonealno u tri identi¢ne doze (100mg/kg) i tri vremenske tacke (30
min pre zracenja, 3 h i 6 h nakon zracenja) smanjio je smrtnost ozracenih Zivotinja za 87% u
poredjenju sa 30% prezivelih ozracenih Zivotinja (Oki¢-Djordjevi¢ et al. 2014). Pokazano je da
GL2011 ima znacajan efekat na regeneraciju mikrovila crevnog epitela ozraCenih Zivotinja
(Ganesan et al. 2014), kao i da sprecava negativan efekat zracenja na celije kostane srzi (Okic-
Djordjevi¢ et al. 2014).

Testovi ponaSanja na pacovima pokazali su da GL2011 znaajno povecava prosecnu
brzinu kretanja pacova, duzinu predjenog puta, procenat velikih pokreta, ucestalost spontanih
pokreta, kao i da smanjuje vreme odmora u poredjenju sa ozracenim zivotinjama (Ganesan et al.
2014). Pokazano je i da GL2011 indukuje pojacanu ekspresiju proteina i antioksidativnih enzima,
ukljucujuéi vimentin, septin 5, voltazno zavisni anjonski selektivni protein 1, kao i1 superoksid
dismutazu 2 (Mn) i mitohondrijalni peroksiredoksin-5. S druge strane, GL2011 uti¢e na smanjenu
ekspresiju proteina aminoadipat aminostrasferaze (takodje povecanih zra¢enjem), ali i na njegovu
povecéanu ekspresiju u poredjenju sa neozracenim Zivotinjama (Ganesan et al. 2014).
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1.8. ANIZOMICIN

Antibiotik anizomicin (flagecidin), molekulske formule Ci1sH1904N, izolovan je iz
bakterijske vrste Streptomyces griseus. Zbog njegovog visestrukog dejstva veliki broj studija se
bavi njegovom potencijalnom primenom, a novija istrazivanja ukazuju i na mogucu
radioprotektivnu ulogu (Jovanovic et al. 2016).

O

Slika 10. Struktura anizomicina

Jedan od mehanizama njegovog delovanja u organizmu je inhibicija sinteze proteina vezivanjem
za 60 S ribozomalnu podjedinicu eukariotskih ¢elija, ¢ime blokira formiranje peptidnih veza
(Grollman 1967; Barbacid and Vazquez 1974). Anizomicin deluje i kao aktivator kinaza stresa, c-
JUN N-terminalne kinaze (JNK), p38 MAPK kinaze, kao i p70/85 S6 kinaze, pa na taj na¢in kroz
intracelularni signalni put aktivira tzv. immediate-early (IE) gene (c-fos, fosB, c-jun, JunB i JunD)
i indukuje apoptozu u celijama sisara (Hazzalin et al. 1998; Rudy 2006). Pokazano je da p38
mitogen aktivirane proteinske kinaze imaju neuroprotektivnu ulogu u mozgu (Zheng and Zuo
2004), ali i da anizomicin ima znacajnu ulogu u zastiti kortikalnih neurona u kulturi izlozenoj
produzenoj hipoksiji (Hong et al. 2007). Anizomicin deluju i u zastiti drugih ¢elija izlozenih stresu
(Kharlamov et al. 2002; Cohen et al. 2006). Manja koncentracija anizomicina (20 uM) indukuje
apoptozu makrofaga u aterosklerotskim plakovima zeca, $to ukazuje da anizomicin pri niskim
koncentracijama moze biti i imunosupresor (Croons et al. 2009). Takodje, anizomicin izrazito
inhibira proliferaciju celija indukujuc¢i apoptozu malignih celija, S§to govori i o njegovom
potencijalu za leCenje kancera (You et al. 2013).
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1.9. MOLEKULSKA SPEKTROSKOPIJA

Spektroskopske tehnike su moc¢ne analiticke tehnike za prou¢avanje bioloskih sistema, a

njihova primena u biologiji i medicini nam daje informacije o kvalitativnom i kvantitativnom
sastavu uzorka, kao i strukturnim svojstvima hemijskih konstituenata uzorka. Za primenu
spektroskopije u biologiji, najvaznija su elektromagnetna zracenja iz oblasti ultraljubicastog,
vidljivog i infracrvenog dela spektra. Spektroskopske metode se zasnivaju na pojavama emisije,
apsorpcije, fluorescencije ili rasejanja elektromagnetnog zrac¢enja (Skoog et al. 2006).
Svaki molekul ima odredjene karakteristi¢ne vrednosti energija ili energetskih nivoa, koje zavise
od njegove strukture i sastava, a ukupna energija molekula odgovara zbiru elektronske, rotacione
i vibracione energije molekula. Razlikujemo osnovno i pobudjeno elektronsko stanje molekula sa
nizom vibracionih i rotacionih prelaza, nastalih usled apsorbovanja ili rasejanja svetlosti sa uzorka
(Campbell and Dwek 1984). Ta razlika u odnosu na pocetni energetski nivo daje karakteristi¢an
spektar molekula i uzorka koji se ispituje. Postoji vise vrsta molekulskih vibracija od kojih su
najjednostavnije istezu¢e koje odgovaraju promeni rastojanja izmedju medjusobno povezanih
atoma u molekulu (Slika 11). Deformacione vibracije su povezane sa promenama razlicitih uglova
izmedju hemijskih veza u molekulu (ljuljajuée, makazaste, masuce i uvijajuce).
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Slika 11. Tipovi molekulskih vibracija.
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1.9.1. RAMANSKA | MIKRORAMANSKA SPEKTROSKOPIJA

Ramanska spektroskopija se zasniva na fenomenu rasejanja, a ramanski spektar nastaje usled
razlike izmedju frekvencija upadnog i rasejanog zracenja sa uzorka (Hammes 2005).

Rastojanja izmedju vibracionih nivoa su specifi¢na za svaki molekul, pa to odredjuje koliko
¢e frekvencija rasejanja biti manja odnosno vec¢a u odnosu na upadnu svetlost, §to dovodi do toga
da je Ramanski spektar (kao i spektar infracrvene spektroskopije) specifi¢an za svaki molekul. U
Ramanskoj spektroskopiji elektromagnetno zraenje indukuje promenu polarizibilnosti molekula,
Sto predstavlja karakteristichu distribuciju elektrona kao odgovor na vibracije jezgara i formiranje
kratkotrajnog “virtuelnog stanja”. Simetricne istezuce vibracije uzrokuju najveéu promenu
polarizibilnosti, pa samim tim daju i najintenzivnije Ramansko rasejanje (Smith and Dent 2005).

Ramanska spektroskopija je dobila ime prema svom pronalazatu C. Venkati Ramanu, koji
je zajedno sa svojim studentom K. Srinivasa Krishnan objavio prvi rad o ovoj tehnici (Krishnan
and Shankacr 1981). Ova tehnika se moze Koristiti za kvalitativnu i kvantitativnu analizu uzoraka.
Kvalitativna analiza uzorka se moze izvrsiti merenjem ucestalosti rasejanog zracenja, dok se
kvantitativna analiza moze izvesti merenjem intenziteta rasejanog zracenja.

Ramanski spektri

Racunar
Pinhol :

Ramanski pomeraj cm’

Spektrograf
- difrakciona redetka
- ogledala

- sotiva

cCcD
Kamera

Mikroskop

Slika 12. Sematski prikaz Ramanskog mikrospektrometra i osnovnih sastavnih delova.
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Ramanska spektroskopija se zasniva na koriS¢enju monohromatskog izvora svetla
(lasera) koji osvetljava ispitivani uzorak, analizatoru rasejane svetlosti — spektrometru ili
spektrografu, uredjaju za pretvaranje fotona u elektri¢ne signale - detektoru, 1 upravljacke jedinice
za prikupljanje podataka — racunaru (Slika 12). U slu¢aju Ramanskog mikrospektrometra,
mikroskop 1 Raman spektrometar su integrisani u jedan instrument koji moze da vrsi
spektroskopiju i digitalno snimanje mikroskopskih uzoraka. Rasejana svetlost sa uzorka se skuplja
pod uglom od 90°, nakon ¢ega prolazi kroz sistem ogledala u mikroskopu, i dolazi do Notch filtera,
gde se elasti¢no rasejani fotoni apsorbuju, dok neelasti¢no rasejani fotoni odlaze u spektrograf,
koji sluzi kao disperzivni element jer sadrzi difrakcionu resetku koja razdvaja rasejane fotone
razli¢itih frekvencija (Friedrich and Hildebrandt 2008). Nakon toga razdvojena svetlost se fokusira
na CCD detektor, gde se intenzitet svake frekvencije meri pojedina¢nim pikselima. Ti podaci se
zatim ocCitavaju na racunaru, a rezultat je spektar koji prikazuje intenzitet neelasti¢no rasejane
svetlosti, tj. Raman pomeraj (engl. Raman shift) u odnosu na ekscitatornu - lasersku svetlost (Slika
12). U interakciji monohromatskog zracenja i molekula uzorka, fotoni se najveéim procentom
elasti¢no rasejavaju i imaju istu frekvenciju kao i upadna svetlost. To se zove Rejlijevo rasejanje i
ono ne daje informacije o uzorku. Princip rada Ramanske mikrospektroskopije bazira se na
Ramanovom efektu odn. na neelasticnom rasejanju, koje predstavlja samo mali deo rasejane
svetlosti (1 od milion fotona) 1 razlicite je frekvencije od upadnog - monohromatskog zracenja
laserskog snopa koje osvetljava uzorak (Smith and Dent 2005). Energija rasejanog fotona se
razlikuje od energije upadnog fotona, a u zavisnosti od toga da li je rasejani foton pomeren ka
crvenom ili plavom delu spektra, tj. da li je frekvencija rasejanog fotona manja ili ve¢a od upadne
svetlosti lasera, govorimo o Stoksovm i anti-Stoksovom rasejanju (Slika 13).
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Slika 13. Dijagram Rejlijevog i Ramanskog rasejanja. U slucaju prenosa energije sa upadnog fotona na
molekul, molekul prelazi na veéi energetski nivo i onda dolazi do Stoksovog rasejanja, dok pri prelasku
energije sa molekula na rasejani foton, molekul prelazi na nizi energetski nivo i dolazi do anti-Stoksovog
rasejanja. Preuzeto i modifikovano iz (Ember et al. 2017).
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U Stoksovom rasejanju frekvencija upadnog zracenja je veca od frekvencije rasejanog
zraCenja, dok je u anti-Stoksovom rasejanju frekvencija upadnog zraCenja niza od frekvencije
rasejanog zracenja. Stoksovo Ramanovo rasejanje ukljucuje prelaze sa nizeg na visi energetski
vibracioni nivo, pa su Stoksove linije intenzivnije od anti-Stoksovih, i mere se standardnom
Ramanskom spektroskopijom (Bumbrah and Sharma 2016).

U Ramanskoj mikrospektroskopiji kao svetlosni izvor koristi se Sirok spektar laserskih
linija, koje poti¢u od argonskog (488 i 514.5 nm) i kriptonskog jonskog lasera ( 530.9 i 647.1),
diodnog lasera (532 nm), helijum-neonskog lasera (632.8 nm), blisko infracrvenog diodnog lasera
(7851 830 nm) i neodim-itrijum orto-vanadatnog lasera (1064 nm). Laseri koji daju kratke talasne
duzine mogu proizvesti znafajnu fluorescenciju $to moze biti prepreka u dobijanju spektara
bioloskih uzoraka, pa je za njihovu akviziciju pozeljno koristiti lasere dugih talasnih duzina, odn.
diodne lasere (Bumbrah and Sharma 2016). Umesto frekvencije u Hz (hercima) cesto se
upotrebljava recipro¢na vrednost talasne duzine 1/ 4 , tzv. talasni broj ¥ (m? ili cm™). Ramanovi
spektri pokrivaju spektralnu oblast od 400 cm™ do 4000 cm™ (Hammes 2005).

1.9.2. INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA SA FURIJEOVOM TRANSFORMACIJOM

Infracrvena spektroskopija nam daje informacije o hemijskim vezama i funkcionalnim
grupama prisutnim u molekulima ispitivanog uzorka. Koli¢ina infracrvene energije koju jedinjenje
apsorbuje proporcionalna je njegovoj koncentraciji, pa je ova tehnika pogodna i za kvantitativnu
analizu.

Kada se uzorak ozra¢i snopom svetlosti, on apsorbuje energiju na frekvencijama
karakteristicnim za frekvenciju vibracija hemijskih veza prisutnih u molekulu, a apsorbovana
energije rezultira infracrvenim spektrom (Hammes 2005). S obzirom da razli¢iti molekuli sa
svojim razli¢itim strukturama proizvode razliCite spektre, spektri se mogu koristiti za identifikaciju
i razlikovanje medju molekulima jer su jedinstveni poput “otiska prsta”.

Spektralni opseg u srednje infracrvenoj spektroskopiji koji se koristi za vibracionu
spektroskopiju pokriva opseg od 4000 do 200 cm.

Da bi doslo do apsorpcije svetlosti, vibracije molekula moraju prouzrokovati promenu
elektri¢nog dipolnog momenta, koji predstavlja meru ravnoteze naelektrisanja odn. kvantitativnu
meru polarnosti molekula (Friedrich and Hildebrandt 2008). Dipolni moment se moze prikazati
slede¢om jednadinom:

p= gl (13)

gde je u - dipolni momenat [Cm — jedinica Kulon — metar], q — koli¢ina naelektrisanja [q =1.6 ®
10 C], | - rastojanje izmedju centara parcijalno pozitivnog i negativnog naelektrisanja (“duzina
dipola” umetrima, m). Sto je intenzitet dipolnog momenta u molekulu ve¢i to su i veze u molekulu
polarnije, odn. vece je naelektrisanje na atomima. Asimetricne istezuce vibracije molekula
uzrokuju promenu dipolnog momenta i intenzivnu apsorpciju svetlosti, pa se detektuju sa
infracrvenom spektroskopijom (Smith and Dent 2005).

Kod infracrvene spektroskopije sa Furijeovom transformacijom osnovni deo instrumenta ¢ini
Miselsonov interferometar (Slika 14) koji se sastoji od dva ravna ogledala (mirujuceg i pokretnog)
i razdelnika snopa koji prenosi 50% ulaznog zracenja na jedno od ogledala, a takodje odbija 50%
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na drugo ogledalo (Freifelder and Hildebrandt 2008). Kao izvor svetlosti najéesée se koristi helijum-
neonski laser (632.8 nm).

Izvor svetla
5 Mirujuce ogledalo
\ e
' L ]
’

| Razdelnik snopa
i V7

T 7 &

7

\
,..._..___/._._.._..
'

—rr—

. —

Pokretno ogledalo
Uzorak [

Detektor

Slika 14. Miselsonov interferometar. Preuzeto i modifikovano iz (Friedrich and Hildebrandt 2008).

Zraci odbijeni od dva ogledala se rekombinuju preko razdelnika snopa, pri ¢emu se
kombinovani snop usmerava na izlaz. Usled interferencije zracenja nastaje interferogram, koji
predstavlja poseban oblik signala sa informacijama o ¢itavom infracrvenom podru¢ju. Nakon
prolaska takvog signala kroz uzorak, detektor meri koli¢inu apsorbovanog zracenja. Da bi se dobili
spektralni podaci, interferogram mora da se razlozi na svoje frekvencijske komponente. To
razlaganje odgovara matematickoj operaciji “Furijeovoj transformaciji”, §to predstavlja jedan od
nacina za analizu signala (Stuart 2004). Interferogram je analogni signal na detektoru koji se mora
digitalizovati da bi se mogla izvrsiti Furijerova transformacija u konvencionalni spektar.

Postoje termicki i fotonski detektori u FTIR spektroskopiji. Piroelektri¢ni detektori, kao
Sto je deuterirani detektor triglicin sulfata, rade na sobnoj temperature sa donekle ograni¢enom
brzinom skeniranja. Princip rada se zasniva na piroelektri¢cnom efektu, koji izaziva promene u
gustini povrsinskog naelektrisanja kada se temperatura promeni prilikom apsorpcije zracenja. S
druge strane, fotonski detektori, kao $to je najéesce korisceni detektor zive kadmijuma telurid
(engl. mercury cadmium telluride — MCT), su poluprovodnicki detektori koji rade na temperaturi
teCnog azota, 1 odlikuju se visokom osetljivos¢u i velikom brzinom skeniranja (Friedrich and
Hildebrandt 2008, Stuart 2004).

Kod FTIR mikrospektroskopije, svetlosni mikroskop je integrisan sa infracrvenom
spektroskopijom, pa je moguce lokalizovati tacno odredjenu povrsinu ispitivanog uzorka. Njenom
upotrebom moguce je napraviti hemijske mape uzoraka, snimajuéi tacu po taku Zeljeni deo
uzorka. Racunari ugradjeni u spektroskopski sklop omogucili su precizno pozicioniranje uzorka i
brzu obradu podataka (Levin and Bhargava 2005).
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Merenjem apsorpcije infracrvene svetlosti mogu se detektovati i dodeliti karakteristicne
energije i intenziteti opsega apsorbancije ¢elijskih makromolekula (Movasaghi et al. 2008). Za
ispitivanje bioloskih uzoraka, najinformativniji je deo spektra “otiska prsta” (600-1800 cm™) sa
proteinima, estrima (1480-1800 cm-1) i nukleinskim kiselinama (980-1350 cm™), kao i deo sa
vezama od lipida (2800-3100 cm™).

1.9.3. SINHROTRONSKA FTIR MIKROSPEKTROSKOPIJA

U osnovi sinhrotronskog postrojenja je akcelerator cestica koji ubrzava naelektrisane

Cestice (obi¢no elektrone) u kruznoj putanji, gde su magnetno polje (za okretanje Cestica kako bi
kruzile) i elektri¢no polje (za ubrzanje Cestica) sinhronizovani sa zrakom putujucih Cestica, tako
da se Cestice krecu brzinom svetlosti 1 emituju elektromagnetno zracenje.
Sinhrotronsko zracenje je svetlost koju stvara sinhrotron i prostire se na delu elektromagnetnog
spektra koji obuhvata radio talase, infracrvenu svetlost, vidljivu svetlost, ultraljubicastu svetlost,
X zrake i gama zrake. Odlikuje ga velika osvetljenost (intenzitet tj. gustina fluksa), impulsna
priroda (trajanje impulsa manje od jedne nanosekunde ili milijarditi deo sekunde), polarizacija i
Sirokopojasni spektar.

Furijeova infracrvena mikrospektroskopija sa izvorom zasnovanim na sinhrotronskom

zracenju (SR) je izuzeto mocéna tehnika. Intenzitet FTIR zraka proizvedenog na ovaj nacin je i do
1000 puta ve¢i od intenziteta dobijenog pomocu uobicajenog srednje infracrvenog izvora, Sto
omogucava visok odnos signal/Sum, kra¢e vreme snimanja, kao i bolju prostornu rezoluciju u
poredjenju sa konvencionalnom FTIR mikrospektroskopijom (Miller and Dumas 2006). Znatno
vedi intenzitet sinhrotronskog zracenja nije posledica toga §to sinhrotron proizvodi viSe snage, ve¢
toga Sto je efektivna veli¢ina izvora mala i svetlost se emituje u uskom opsegu uglova.
Sinhrotronski zrak je fokusiran na veoma malu povrsinu uzorka pre¢nika oko 10 um, $to je manje
od veli¢ine tipi¢ne Celije sisara, pa daje informacije o koli¢ini nekog jedinjenja, sastavu, strukturi
i distribuciji hemijskih sastojaka i funkcionalnih grupa ispitivanog uzorka. Takodje je moguce
pratiti i biohemijske procese u pojedina¢nim zivim ¢elijama (Holman et al. 2003). Mala veli¢ina
izvora propusta viSe od 80% sinhrotronskog infracrvenog svetla, u poredjenju sa vrlo malo
propustene svetosti kroz otvor iste veli¢ine obic¢nih infracrvenih izvora. Povecéanje veli¢ine otvora
kroz koji prolazi sinhrotronsko zracenje (npr. sa 10 na 70 um) ne uti¢e na povecanje kvaliteta
dobijenih rezultata (Miller and Dumas 2006).
Sinhrotronski izvor svetlosti se sastoji od izvora elektrona, lineranog akceleratora koji sluzi za
inicijalno ubrzanje elektrona i kruznog skladistenog prstena - akceleratora sa pomoc¢nim prstenom
za skladi$tenje elektrona u izuzetno visokom vakuumu. Kada se visokoenergetski snop elektrona
generiSe, on se usmerava u kruzni akcelerator sa pomoé¢nim komponentama, magnetima i
pomeracima, gde se usled jakog magnetnog polja elektroni pretvaraju u fotone i u vidu snopa
zraCenja odlaze u stanice za izvodjenje eksperimenata (Slika 15).
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Slika 15. Sematski prikaz sinhrotronskog izvora svetlosti. Preuzeto i modifikovano iz (Winick and

Bienenstock 1978).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

S obzirom na znacaj primene jonizujuéeg zracenja u dijagnostici i radioterapiji, kao i zbog
potrebe zastite ljudi kod sluc¢ajnih dogadjaja izlaganja zracenju iz prirodnih ili vestackih izvora (u
industriji, vojsci, nauci..), pronalazak potpuno efikasnog i netoksi¢nog radioprotektora bi doprineo
smanjenju smtnosti i Stetnih efekata zracenja. lako je testiran veliki broj prirodnih i sinteti¢kih
radioprotektora, u klinickoj upotrebi je samo amifostin. Medjutim, amifostin ima nezeljena dejstva i
efikasan je samo ako se primeni neposredno pre zracenja, pa je njegova upotreba ograni¢ena i
neprikladna za slu¢ajne dogadjaje izlaganja zracenju. S druge strane, njegov uticaj na centralni nervni
sistem je diskutabilan. Takodje, mali broj studija se bavi ispitivanjem uticaja radioprotektora na
centralni nervni sistem, pa su na osnovu toga definisani sledeci ciljevi istrazivanja ove doktorske
disertacije:
Naucni ciljevi disertacije su:

e Uporediti tiolne radiprotektore ¢iji su predstavnik GL2011 i amifostin sa ne-tiolnim agensom
anizomicinom.

e Ispitati molekularne promene na mozdanom tkivu muZzjaka albino Wistar pacova izlaganim
gama-zra¢enjem iz °°Co sa ili bez primene tiolnog jedinjenja GL2011 ili anizomicina,
upotrebom inovativnog pristupa Ramanske mikrospektroskopije.

e |Ispitati stepen aktivacije i proliferacije mikroglije i astrocita, kao i morfoloske promene ovih
¢elija u mozdanom tkivu pacova usled ozracivanja i primene potencijalnih radioprotektora.

e Ispitati promene pro-inflamatornih (IL-6 i TNF-o) i anti-inflamatornih citokina (IL-10) u
perifernoj cirkulaciji ozracenih pacova i pacova sa apliciranim tiolnim jedinjenjem GL2011
ili anizomicinom u razli¢itim vremenskim periodima pre i nakon zraenja.

e Kao komplementarnu tehniku Ramanskoj spektroskopiji, upotrebiti Sinhrotron FTIR
mikrospektroskopiju na mozdanim tkivnim presecima ozraenih i Zivotinja sa

radioprotekcijom radi dobijanja dodatnih podataka o molekularnim mehanizmima delovanja

radioprotektora.
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e Proceniti efikasnost radioprotekcije ispitivanih supstanci, kao i efikasnost njihove primene u
razli¢itim vremenskim periodima pre i nakon ozracivanja pacova (komparacija dva

radioprotektora).
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. EKSPERIMENTALNE ZIVOTINJE

Svi eksperimenti su radjeni na muzjacima Albino Wistar pacova, starosti dva meseca i tezine
priblizno 200 g. Da bi se izbegla mogucéa varijabilnost zbog estrusnog ciklusa i da bi se broj zivotinja
sveo na minimum (u skladu sa 3Rs principom), eksperimenti nisu radjeni na Zenkama pacova.
Zivotinje su ¢uvane u standardnim laboratorijskim uslovima (sobna temperatura 21+1°C, vlaznost
vazduha 30%, u ciklusu dan/no¢ 12/12 h), sa pristupom hrani i vodi ad libitum. Protokoli za
eksperimente sa zivotinjama su bili u skladu sa nacionalnom i Evropskom direktivom (Directive
2010/63/EU) o zastiti zivotinja U nau¢nim ispitivanjima. Eticka dozvola za ovaj eksperiment (broj
dozvole: 04/2012, 27.05.2012) odobrena je od strane Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i
vodoprivrede, a potvrdjena od Eti¢ke komisije Bioloskog fakulteta (resenje br: EK-BF-2016/08).

3.2. EKSPERIMENTALNI DIZAJN — OSNOVNA POSTAVKA

U eksperimentu je bilo 10 eksperimentalnih grupa Zivotinja. Kontrolnu grupu (CTRL) su ¢inile
zivotinje bez tretmana zraCenjem i radioprotektorom. Ozraéene zivotinje (Irr) su primile samo jednu
dozu gama zracenja bez primene radioprotektora, dok su kontrolne radioprotektorske grupe cinile
zivotinje koje su primile samo jednu dozu radioprotektora GL2011 (GL), odnosno antibiotika
anizomicina (AN) bez zracenja. Da bi se procenio radioprotektivni potencijal GL2011 i anizomicina
u razli¢im vremenima pre i posle zracenja formirano je Sest dodatnih grupa:

- GL2011 apliciran 0.5 h pre zracenja (GLIr-30)

- GL2011 apliciran 3 h posle zracenja (GLIr180)

- GL2011 apliciran 6 h posle zracenja (GLIr360)

- Anizomicin apliciran 0.5 h pre zracenja (ANIr-30)

- Anizomicin apliciran 3 h posle zracenja (ANIr180)

- Anizomicin apliciran 6 h posle zracenja (ANIr360).

Dizajn eksperimenta za prouc¢avanje radioprotektivnog potencijala GL2011 i anizomicina je prikazan

na slici 16.
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Slika 16. Hronologija eksperimenata za ispitivanje radioprotektivnog potencijala GL2011 i
anizomicina. Ozraivanje zivotinja i1 tretman radioprotektorima radjen je istog dana (Dan 0). Ta¢no
vreme jednokratne intraperitonealne primene GL2011 i subkutane primene anizomicina zavisilo je
od eksperimentalne grupe (0.5 h pre zracenja, ili 3 h ili 6 h posle zracenja). Uzorci krvi za ELISA test
prikupljeni su prvog, sedmog i 28. dana nakon tretmana. Eutanazija dekapitacijom i sakupljanje
uzoraka za Ramansku spektroskopiju, imunohistohemiju i Sinhrotron FTIR mikrospektroskopiju
radjena je 30. dana.

3.3. TRETMAN ZIVOTINJA GAMA ZRACENJEM I RADIOPROTEKTORIMA

Za ozradivanje je upotrebljeno gama-zradenje kobalta-60 (°°Co). Neanestezirane i
imobilisane Zivotinje postavljene su u pojedinaéne zicane kaveze u krugu oko izvora zracenja (6
pacova po sesiji). Udaljenost od izvora zracenja bila je 25 cm (Logie et al. 1960). Da bi se obezbedilo
uniformno ozraCivanje celog tela, na pola tretmana zracenjem kavezi sa pacovima su okrenuti za
180°. Zivotinje su ozradene sa 6.7 Gy (0.41 Gy/min), $to na osnovu literaturnih podataka odgovara
dozi LDsor30 (Basile et al. 2012; Doan et al. 2013). U skladu sa dizajnom prethodnog eksperimenta, u
kome je utvrdjena doza leka GL2011 (100 mg/kg t. m. u fizioloSkom rastvoru), radioprotektor je
apliciran intraperitonealno (Ganesan et al. 2014), ali samo jednom pre ili posle zracenja. Za razliku
od GL2011, anizomicin (proizvodjaca Sigma-Aldrich) je apliciran subkutano u jednoj dozi od 150
mg/kg t.m. (pH 7.4), §to je standardna doza u farmakoloskim studijama sa ovim lekom (Wanisch and
Wotjak 2008, Jovanovic et al. 2016). Zivotinje koje nisu prezivele 30. dana, nisu obuhvaéene daljim
analizama.

3.4. PREZIVLJAVANJE

Prezivljavanje Zivotinja praeno je tokom eksperimenta (30 dana) na Zzivotinjama
pripremljenim za imunohistohemiju i enzimsko-imunoloski test (ELISA). Svaka od eksperimentalnih
grupa sastojala se od 4 Zivotinje (ukupno n=40 zivotinja), osim ozracene grupe gde je broj dupliran
(n=8), kako bi se zbog predvidjene vec¢e smrtnosti imao dovoljan broj zivotinja za dalju analizu.
Verovatnoce prezivljavanja u svim eksperimentalnim grupama predstavljene su u vidu Kaplan-Meier
krivih.
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3.5. PRIPREMA TKIVA | TKIVNIH PRESEKA ZA RAMANSKU MIKROSPEKTROSKOPIJU — SNIMANJE,
OBRADA | ANALIZA RAMANSKIH SPEKTARA

Izolovani deo mozga za Ramansku mikrospektroskopiju je bez dodatne fiksacije zamrznut
na -80 ° C do dalje upotrebe. Dan pre snimanja Ramanskih spektara, mozdano tkivo se sece na
koronalne preseke debljine 20 pum upotrebom uredjaja - kriotoma (Leica Microsystems, Germany).
Preseci su preneseni na specijalne plocice, napravljene od kalcijum fluorida (CaFz), dimenzija
76x26x1mm (Crystran, Poole, UK). Ove ploCice su najceS¢a podloga za Ramansku i FTIR
mikrospektroskopiju, jer omogucavaju visok opticki prenos vidljive i bliskocrvene svetlosti, a za
razliku od kvarcnih i obi¢nih plocica daju znatno nizi pozadinski signal. Sve vreme kori$¢enja plocice
moraju biti bez otisaka prstiju i nalepnica, da bi se izbegla pojava fluorescencije. Ramanska
mikrospektroskopija je radjena na tkivnim presecima produzene mozdine koordinate udaljenosti
10.35 od Bregme, kao i na koronalnim presecima mozga koja su obuhvatala somatosenzorni korteks
i corpus callosum, koordinate udaljenosti 2.45 od Bregme. Koordinate su preuzete iz atlasa mozdanih
mapa i strukture mozga pacova (Swanson, 1998). Mozdani preseci se na ovim plo¢icama ¢uvaju na -
20 ° C do trenutka snimanja. Ramanski spektri tkivnih mozdanih preseka napravljeni su pomocu
DXR™3 Raman Microspektrometra (Thermo Fisher Scientific, United States). Radi provere X-ose
instrumenta odn. polozaja dobijenih Ramanskih traka, neposredno pre snimanja, radjena je kalibracija
instrumenta na polistirenu (standardnoj supstanci za kalibraciju sa taéno poznatim polozajima traka
u spektrima). Kako bi se eliminisala pojava fluorescencije, ekscitacija uzorka je radjena standardnim
laserom za snimanje bioloskih uzoraka ekscitacione linije 785 nm. Snaga lasera je bila 14 mW.
Emisiona svetlost je sakupljena putem Olimpus mikroskopa, sa objektivom uveli¢anja 50X i
pinholom veli¢ine 25 pum. Rejlijevo rasejanje je apsorbovano putem Notch filtera, a propusteno
Ramansko rasejanje je fokusirano na difrakcionu resetku sa 1800 proreza po 1 mm duzine reSetke.
Rezolucija dobijenih spektara je bila 2 cm™. Kako bi se povecao intenzitet Ramanskog rasejanja,
vreme snimanja jednog spektra bilo je 20 minuta; 60 s x 20 skenova. Korekcija na postojecu
autofluorescenciju je radjena automatski na samom uredjaju. Spektralni opseg je bio od 600 do 1800
cm*. Za kolekciju spektara upotrebljen je Thermo Scientific OMNIC softver. Uklanjnje artefakta od
kosmickih zraka je uradjeno u spektroskopskom softveru Spectragryph, verzija 1.2. Normalizacija
spektara prema minimalnoj (0) i maksimalnoj vrednosti intenziteta signala (1) radjena je pomocu
alata “Raman procesing” (Reisner et al. 2011) u Matlab 2010a softverskom paketu. Dalja obrada
rezulata podrazumevala je pravljenje usrednjenih spektara grupa i diferencijalnih spektara izmedju
svakog tretmana u odnosu na kontrolnu (CTRL) 1 ozracenu (Irr) grupu, kao 1 asignaciju odn.
detektovanje pojedinacnih traka i utvrdjivanje razlike izmedju grupa i njihove statisticke znacajnosti.
Za testiranje radioprotektivnog potencijala GL2011 na produZenoj mozdini putem Ramanske
mikrospektroskopije upotrebljeno je 6 neperfundovanih Zivotinja po eksperimentalnoj grupi (ukupno
n=36), dok je za ispitivanje radioprotektivnog potencijala anizomicina na produzenoj mozdini,
somatosenzornom korteksu i corpus callosumu upotrebljeno 3 zivotinje po eksperimentalnoj grupi
(ukupno n=18). Na tkivnom preseku snimljeno je po 5 spektara za GL2011 i po 4 za anizomicin. Za
statistiCku analizu kori§¢ene su normalizovane vrednosti intenziteta signala.
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3.6. PRIPREMA TKIVA | TKIVNIH PRESEKA ZA IMUNOHISTOHEMIJU — IMUNOFLUORESCENTNO
OBELEZAVANJE MOZDANIH PRESEKA | NJIHOVA ANALIZA

Zivotinje koje su prezivele 30 dana anestezirane su jednom dozom injekcije mesavine 10%
ketamina (Richter pharma AG, Wels, Austria) i 2% ksilazina (Bioveta a.s., Ivanovice na Hane, Czech
Republic), koncentracije 0.1 mI/100 g t. m. Nakon gubitka refleksa povlacenja zadnjih ekstremiteta
(marker za duboku anesteziju), zivotinja je fiksirana u leZe¢em polozaju na ledjima, kako bi joj se
uradila transkardijalna perfuzija koja je neophodna radi fiksacije tkiva i spre¢avanja razvoja bakterija,
ali 1 eliminacije krvi iz tkiva radi spreCavanja nespecificnog vezivanja antitela. Za perfuziju je
koris¢en 0.01 M soni rastvor fosfatnog pufera (PBS), koji sadrzi 8.61 g NaCl i 0.2 M PB, dvadeset
puta razblazenog u ddH20, pH 7.4 (6.24 g/l NaH2PO4 i 22.72 g/l Na2HPO), i 4% rastvor
paraformaldehida (PFA) u dva puta razblazenom 0.2 M PB, pH 7.4. Nakon paZljivog otvaranja
grudnog kosa, sistem za perfuziju sa iglom je prikacen na levu komoru srca, dok je desna pretkomora
presecena, kako bi krv sa perfuzionim rastvorima mogla slobodno da izadje iz krvotoka. Oko 200 ml
PBS je potrebno da se procisti ceo cirkulatorni sistem pacova, nakon ¢ega se po malo pusta 4% rastvor
PFA, koga je potrebno oko 150-200 ml (u zavisnosti od veli¢ine Zivotinje) kako bi tkiva bila u
potpunosti fiksirana. Nakon transkardijalne perfuzije i dekapitacije Zivotinja, deo mozdanog tkiva
namenjen za imunohistohemijska ispitivanja fiksiran je naredna 24 h u 4% PFA. Nakon toga uradjena
je dehidratacija tkiva u 30% rastvoru saharoze (0.1 M PB, pH 7,4), kako bi se spre¢io nastanak kristala
leda tokom zamrzavanja tkiva. Tkivo je bilo u rastvoru saharoze do trenutka pripreme mozdanih
preseka, a prema potrebi saharoza je zamenjena svezim rastvorom. Dan pre secenja mozgovi su
zamrznuti na -80° C, nakon ¢ega su upotrebom kriotoma (Leica, Microsystems, Germany) podesenog
na temperaturu od -25° C, iseCeni na koronalne preseke debljine 30 pum. Preseci su nalepljeni na
Superfrost mikroskopske plocice (Manzel-Glasser, Germany) i ¢uvani na temperaturi od +4°C do
trenutka pocetka imunohistohemijskog bojenja.

Kako bi se pratila ekspresija odredjenih proteina-antigena, odn. markera aktivacije
mikroglije i astrocita u ovoj studiji, radjena je metoda indirektne imunohistohemije, koja se zasniva
na koriS¢enju primarnog i sekundarnog antitela. Primarno antitelo je specifi¢no za odredjeni antigen,
a sekundarno antitelo sa fluorescentnom bojom se primenjuje kako bi se ostvarila vizualizacija tog
kompleksa pod mikroskopom, nakon ekscitacije fluorescentne boje laserom odgovarajuce talasne
duzine i primene odgovarajucih vrsta filtera.

Imunofluorescentno obelezavanje je radjeno na fiksiranim i dehidratisanim presecima
produzene mozdine, somatosenzornog korteksa i corpus callosuma istih koordinata kao i za
Ramansku mikrospektroskopiju, ali suprotne hemisfere mozga. Na samom pocetku metode
imunofluorescentnog obelezavanja, ploCice sa presecima su temperirane 20 minuta na sobnoj
temperaturi. Prvi korak je podrazumevao rehidrataciju preseka, odn. tri ispiranja od 10 minuta u
rastvoru fosfatnog pufera (0.01 M PBS, pH 7.4). Da bi se sprecilo nespecificno vezivanje antitela,
preseci su inkubirani 1 h (na sobnoj temperaturi) u rastvoru za blokiranje, koji je sadrzao 10 %
govedjeg seruma albumina (engl. bovine serum albumin — BSA) i 0.2 % Triton X-100 u 0.01 M PBS-
u. Nakon toga preseci su inkubirani preko no¢i u vlaznoj atmosferi, na +4°C sa primarnim antitelima
razblazenim u 0.01 M PBS-u, i sa 2 % govedjeg seruma. Od primarnih antitela kori$¢en je marker
aktivacije mikroglijalnih ¢elija, kozje poliklonalno antitelo na jonizovani adaptorski molekul 1 koji
vezuje kalcijum (engl. lonized calcium binding adaptor molecule 1 — Iba-1, 1:250, Abcam, United
States) i marker aktivacije astrocita, zecje poliklonalno antitelo na glijalni kiseli fibrilarni protein
(engl. Glial fibrilary acidic protein — GFAP; 1:500, Dako, United States). Kako bi se uklonila
primarna antitela koja se nisu vezala tokom perioda inkubacije, drugog dana je radjeno ispiranje
preseka, 5 puta po 10 minuta u 0.01 M PBS-u. Nakon toga, preseci su inkubirani sa odgovaraju¢im
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sekundarnim antitelima, 2 h na sobnoj temperaturi. Od sekundarnih antitela koris¢eno je magarece
antitelo na protein koze, Alexa-Fluor 488 (1:500, Invitrogen, United States) i magarece antitelo na
proteine zeca, Alexa Fluor 555 (1:500, Invitrogen, United States). Da bi se uklonili ostaci nevezanog
sekundarnog antitela, posle 2 h inkubacije radjeno je ispiranje 5 puta po 5 minuta u PBS-u. Na samom
kraju, uradjena je 10 - minutna inkubacija preseka sa rastvorenom jedarnom bojom Topro u PBS-u
(1:4000, Invitrogen, United States), kao i ispiranje 3 puta po 10 minuta u PBS-u. Na osusene preseke
stavljena je po kap medijuma za fiksaciju pokrovnog stakla (Mowiol, Sigma-Aldrich, Germany), koje
je pazljivo naneto kako se ne bi pravili vazdusni mehurovi. Za svako bojenje radjena je i negativna
kontrola, bez nanosenja primarnih antitela, $to je omoguéilo da se utvrdi specifi¢nost vezanih
sekundarnih antitela.

ObeleZeni preseci mozga snimani su na konfokalnom laserskom skeniraju¢em mikroskopu
LSM 510 (Carl Zeiss, GmbH, Germany) uz upotrebu objektiva Plan-Apochromat 40X sa uljanom
imerzijom. Za ekscitaciju fluorescentnih boja upotrebljen je argonski laser ekscitacione linije 488
nm, kao i helijum-neonski laser, ekscitacionih linija 543 i 633 nm. Emisiona svetlost je fokusirana na
dihroicko ogledalo 488/543/633, a zatim je svetlost zelenog dela spektra razdvojena uskopojasnim
BP filterom 505-530, dok je svetlost crvenog dela spektra razdvojena sirokopropusnim filterom LP
585 i 650. Analiza slika sa konfokalnog mikroskopa je radjena pomoc¢u ImagelJ softvera. Slike za
analizu su bile 8-bitne i u Ism formatu. Kako bi se utvrdio stepen aktivacije mikroglije i astrocita,
uradjena je kvantitativna analiza distribucije njihovih markera u mozdanom tkivu za svaku
eksperimentalnu grupu, $to je podrazumevalo utvrdjivanje procenta pozitivnih piksela za Ibu-1 i
GFAP. Kanali su razdvojeni tako da se analiza kanala sa mikroglijom radila odvojeno od kanala sa
astrocitima. Za oba markera utvrdjena je srednja vrednost intenziteta piksela pozadinskog signala,
tako da je na pocetku analize za svaki kanal podesen prag koji razdvaja pozitivne od negativnih
piksela, sto je omoguéilo da program tacno prepozna strukture koje su bile za kvantifikaciju. U
slede¢em koraku uradjena je selekcija zeljene povrsine, kao i selekcija cele slike, a vrednost povrSine
pod pikselima je ocitana u tabeli sa rezultatima. Na osnovu tih vrednosti dobijena je procenatulna
vrednost povrsine pod glijalnim markerima. Metodom imunohistohemije testirane su tri Zivotinje po
eksperimentalnoj grupi (ukupno n=30). Nakon optimizacije antitela, finalno su obojena dva preseka
po Zivotinji, i analiza je uradjena na 4 snimka po preseku.

3.7. PRIPREMA UZORAKA ZA PRACENJE CITOKINA, METODOLOGIJA — ENZIMSKO IMUNOLOSKI
TEST (ELISA)

Imuno-enzimski test (engl. enzyme-linked immunosorbent assay — ELISA) je metoda koja
se koristi za detekciju odredjenih proteina (antigena) u uzorku putem specifi¢cnih monoklonskih
antitela. Merenje produkcije citokina je jedan od najznacajnijih aspekata aktivnosti imunskih ¢elija,
pa je u ovoj studiji pracena produkcija dva pro-inflamatorna citokina, IL-6 i TNF-a, kao i jednog anti-
inflamatornog citokina 1L-10. Za ELISA test je koris¢ena plazma, dobijena od periferne krvi
uzorkovane iz eksperimentalnih zivotinja 24 h nakon tretamana zracenjem i/ili radioprotektorima,
kaoi 7.1 28. dana od tretmana. Plazma je izdvojena iz krvi koja je uzeta iz repne vene eksperimentalne
zivotinje. Krv svake Zivotinje je stavljena u ¢istu ependorficu, koja je prethodno obloZena sa EDTA
(10 pl 0.5 M EDTA na 1 mL krvi). Od svake Zivotinje uzeto je 2 mL krvi, nakon ¢ega je sadrzaj
promesan neznim pokretima, a potom inkubiran 30 minuta na ledu. Centrifugiranje uzoraka je trajalo
20 minuta, na +4 ° C, sa brzinom od 4500 obrtaja u minuti (4500 rpm). Gornji sloj (plazma) je prenet
u nove ependorfice i zamrznut na -80 ° C do daljeg korisc¢enja. Od tri planirana vremena za sakupljanje
krvi (ELISA dani 1., 7. i 28. dana), uspesno su kompletirana prva dva termina (1. i 7. dan) sa svim
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eksperimentalnim grupama Zivotinja. Medjutim poslednjeg 28. dana bilo je n=3 za grupe Irr, GLIr-
30, GLIr180, GLIr360 i ANIr-30, dok je n=4 bilo za CTRL, GL, AN, ANIr180 i ANIr360.

Za ovu metodu koris¢eni su komercijalni ELISA Kkitovi sa potrebnim reagensima i
spektrofotometar kojim se po zavrSetku reakcije ocitava intenzitet boje, ¢ime se dobija informacija o
uzorku. Prvi korak je bio nanoSenje vezujuceg antitela (engl. capture antibody) na plocu od specijalne
plastike sa 96 bunarc¢ic¢a. Antitela su rastvorena u sterilnom PBS (0.01 M) i inkubirana preko no¢i na
+ 4°C. Nakon inkubacije, uradjena su 3 ispiranja bunar¢i¢a po 10 minuta sa 0.05 % tvinom (engl.
tween) u PBS-u. Kako bi se sprecilo nespecificno vezivanje antitela, u slede¢em koraku u svaki
bunar¢i¢ dodato je po 300 pl govedjeg serumskog albumina (5% BSA u PBS-u), a inkubacija je
trajala 1 h na sobnoj temperaturi. Nakon tri ispiranja sa 0.05 % tvinom u PBS, naneto je 100 pl uzorka
(krvne plazme) na svaki bunar€i¢, a inkubacija je trajala 2 h na sobnoj temperaturi. Po isteku
inkubacije, uradjena su 3 ispiranja i dodato je po 100 pl detektuju¢eg antitela (engl. detection
antibody), a inkubacija je trajala 2 h na sobnoj temperaturi. Ponovljeno je ispiranje, i na svaki
bunar¢i¢ je dodato po 100 puL enzima avidin-HRP (engl. Horse Radish Peroxidase; Invitrogen, United
States, 1:500), a vreme inkubacije je bilo 20 minuta na sobnoj temperaturi. Da bi pozadinski signal
bio $to manji, uradjeno je 5 ispiranja. U poslednjem koraku dodat je supstrat za enzim — tetrametil
benzidin TMB (eng. 3,3’, 5,5’ — Tetramethylbenzidine; HRP substrate, Invitrogen, United States) i
praceno je razvijanje boje. Kada je boja razvijena u dovoljnoj meri (u slu¢aju ovog enzima to je plava
boja), reakcija je prekinuta dodavanjem 50 pl sumporne kiseline (2NH2SO4) u svaki bunarci¢. Na
kraju je na spektrofotometru boja o¢itana na 450 nm, uz korekciju na 620 nm.

Vezujuéa i detektujucéa antitela su bila specificna za ispitivani citokin, odn. vezivala su se samo za
njega. Koncentracije citokina izraCunate su referentnom standardnom krivom napravljenom
koris¢enjem poznatih koncentracija rekombinantnih citokina.

U eksperimentu su upotrebljena sledec¢a antitela (R&D Systems):

- Rekombinantni za IL-6 pacova (100 pg/ml, rastvoren u sterilnom PBS-u sa 0.1% BSA).

- Monoklonsko misje antitelo specificno za IL-6 pacova (0.5 mg/ml, rastvoren u sterilnom
PBS).

- Biotinizirano poliklonsko kozje antitelo specificno za IL-6 pacova (0.2 mg/ml, sterilan
PBS).

- Rekombinantni TNF-a pacova (10 pg/ml, u sterilnom PBS sa 0.1% govedjim serumskim
albumonom - BSA).

- Monoklonsko misje antitelo specificno za TNF-a pacova (0.5 mg/ml, sterilan PBS).

- Poliklonsko kozje antitelo specificno za TNF-a pacova (0.2 mg/ml, sterilan PBS).

- Rekombinantno IL-10 pacova (50 pg/ml, sterilan PBS sa 0,1 % BSA).
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- Monoklonsko misje antitelo specifi¢no za IL-10 pacova (0.5 mg/ml, sterilan PBS).

- Poliklonsko kozje antitelo specifi¢no za IL-10 pacova (0.2 mg/ml, sterilan PBS).

3.8. PRIPREMA TKIVNIH PRESEKA ZA SINHROTRONSKU FTIR MIKROSPEKTROSKOPIJU,
SNIMANJE UZORAKA | ANALIZA SPEKTARA

Kako bi se procenila efikasnost i zastitni efekat radioprotektora GL2011 i anizomicina na
produzenoj mozdini, uradjena je i SR-FTIR mikrospektroskopija, kao komplementarna tehnika
Ramanskoj mikrospektroskopiji. Deo produzene mozdine transkardijalno perfundovanih Zivotinja
zamrznut na -80 °C, namenjen je za ispitivanje ovom tehnikom. Radjene su dve zivotinje po grupi
(ukupno n=20). Tkivni preseci debljine 10 pum uzeti su pomoc¢u kriotoma (Leica, Microsystems,
Germany) podesenog na temperaturu od -25 © C. Preseci su nalepljeni na plo¢ice od kalcijum fluorida
(CaF2), dimenzija 76x26x1mm (Crystran, Poole, UK). Da bi se preseci osusili, plo€ice sa presecima
su ¢uvane U liofilizatoru u vakuumu, sa izuzetno niskom temperaturom (-196 ° C), nakon ¢ega su
Cuvane i transportovane u kutiji sa silika gelom, kako bi se omogucila apsorpcija vlage. Snimanje
uzoraka je uradjeno na Hyperion 3000 FTIR mikroskopu (Bruker, Germany), upotrebom MIRAS
linijskog snopa na ALBA sinhrotronu (ALBA synchrotron light source, Cerdanyolla del Valles,
Spain). lzvor svetlosti je sinhrotronsko infracrveno zracenje koje generiSu elektroni $to putuju unutar
zakrivljene putanje kroz konstantno magnetno polje. Mikroskop je opremljen detektorom Zive-
kadmijum-telurida (MCT), koji je hladjen te¢nim azotom Koris¢enjem rashladjujuéeg uredjaja (Leica
Microsystems Automatic Plunge Freezer, Wetzlar, Germany). Spektri su napravljeni na povrsini
tkivnog preseka veli¢ine 10 x 10 um, sa 128 skenova po pikselu, a spektralna rezolucija je bila 4 cm-
!, Analiziran je jedan tkivni presek po Zivotinji, a snimljeno je 120 spektara po preseku.

Ekstrakcija fajlova i njihova konverzija u text format radjena je u softverskom paketu OPUS
7.5 (Bruker). Normalizacija spektara i korekcija na baznu liniju je radjena u UNSCRAMBLER X
softverskom paketu (CAMO Software, Oslo Norway), dok je za PC analizu (engl. Principal
component analysis) koris¢en Quasars Orange-Spectroscopy Release 0.8.0. softverski program.

3.9. STATISTIKA

Statisticka analiza je uradjena kori§¢enjem softverskog paketa SPSS 18.0 (SPSS Inc.,
Chicago, USA). Znacajne razlike za krive prezivljavanja procenjene su koris¢enjem log-rank testa
(Mantel-Cox test). Ramanski spektri su analizirani pomocu dvofaktorske analize varijanse (2 Way
ANOVA), sa Bonferoni post hoc testom na visestruka poredjenja. Ako podaci nisu imali normalnu
distribuciju ili nije postignuta homogenost varijanse izmedju grupa, podaci su transformisani i zatim
analizirani pomoc¢u odgovarajuceg testa. Podaci imunohistohemije su analizirani pomoc¢u ANOVE
sa ponovljenim merenjima, sa Dunnett-ovim ili LSD post hoc testom poredjenja, dok je za podatke o
citokinima primenjena jednofaktorska ANOVA sa Holm-Sidak post-hoc testom poredjenja. Podaci
sa Sinhrotronske FTIR mikrospektroskopije nisu imali normalnu distribuciju, pa je radjena Kruskal-
Wallis jednofaktorska analiza na rangovima sa Dunn-ovom post-hoc metodom poredjenja. Podaci su
prikazani kao srednja vrednost * standardna greska, *** P <0.001,** P < 0.01, * P < 0.05.
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4. REZULTATI

4.1. PREZIVLJAVANJE OZRACENIH MUZJAKA ALBINO WISTAR PACOVA | PACOVA SA
APLICIRANIM RADIOPROTEKTORIMA GL2011 | ANIZOMICINOM PRE ILI POSLE ZRACENJA

Od ukupno 44 eksperimentalne zivotinje pracene tokom eksperimentalnih dana nakon
tretmana zraCenjem i radioprotektorima (dani 1-30), 35 Zivotinja je prezivelo do 30. dana. U
kontrolnoj grupi zivotinja (CTRL, n=4/4), kao i u grupama sa primenjenim radioprotektorima
GL2011 ili anizomicinom bez zra¢enja (GL i AN, n=4/4 po grupi), prezivljavanje je bilo 100%. Samo
37.5% zivotinja je prezivelo primenjenu dozu od 6.7 Gy gama zraCenja (Irr, n=3/8). U grupi sa
primenjenim radioprotektorom GL2011 30 minuta pre zra¢enja (GLIr-30), kao i u grupi sa lekom
primenjenim 3 h (GLIr180) ili 6 h (GLIr360) posle zracenja, prezivljavanje je bilo 75% (n=3/4 po
grupi). U eksperimentalnoj grupi Zivotinja sa apliciranim anizomicinom 30 minuta pre zratenja
(ANIr-30, n=3/4), prezivljavanje je takodje bilo 75%, dok je u grupama gde je anizomicin apliciran
3 h (ANIr180, n=4/4) i 6 h (ANIr360, n=4/4) nakon zraCenja, prezivljavanje bilo 100%. Na slici 17.
prikazan je radioprotektivni potencijal GL2011 i anizomicina primenjenih u razli¢itim vremenskim
tackama pre ili posle ozradivanja Zivotinja. Log-rank test je pokazao da su se krive prezivljavanja
znacajno razlikovale izmedju ozracene (Irr) i kontrolne, intaktne (CTRL) eksperimentalne grupe
zivotinja (Slika 17A i B, P < 0.05), kao i ozracenih Zivotinja i grupa sa primenjenim radiprotektorima
GL2011 i anizomicinom bez zracenja (Slika 17 A i B; P < 0.05). Takodje, znacajna razlika postoji i
izmedju ozracene grupe zivotinja i eksperimentalnih grupa Zivotinja sa anizomicinom primenjenim
3 hi6hposle zratenja (Slika 17B, P < 0.05).
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Slika 17. Procentualni prikaz prezivljavanja pacova usled zrafenja i radioprotekcije sa lekom
GL2011 ili anizomicinom tokom 30 dana od tretmana. A) Kaplan-Meier krive prezivljavanja za grupe
CTRL, Irr, GL, GLIr-30, GLIr180 i GLIr360. B) Kaplan-Meier krive prezivljavanja za grupe CTRL,
Irr, AN, ANIr-30, ANIr180 i ANIr360. Log-rank test je pokazao znacajnu razliku za prezivljavanje
izmedju Irr i CTRL eksperimentalne grupe (P < 0.05), kao i izmedju Irr eksperimentalne grupe i
grupa koje su primile samo GL2011 ili anizomicin (P < 0.05), i Irr i eksperimentalnih grupa sa
anizomicinom primenjenim posle zracenja ANIr180 i ANIr360 (P < 0.05).
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4.2. RAMANSKI SPEKTRI MOZDANIH TKIVNIH PRESEKA OZRACENIH WISTAR PACOVA | PACOVA
SA PRIMENJENIM RADIOPROTEKTOROM GL2011 | ANIZOMICINOM

Ramanski spektar predstavlja molekularni otisak uzorka i pruza kvalitativne i kvantitativne
informacije o biohemijskom sastavu tkiva. U ovoj studiji, Ramanska mikrospektroskopija je
primenjena kako bi se detektovale biohemijske promene na molekularnom nivou usled zracenja i
primene radioprotektora GL2011 i anizomicina, odn. da bi se procenio njihov radioprotektivni
potencijal u razli¢itim vremenskim tackama pre i posle zracenja.

4.2.1. RADIOPROTEKCIJA SA GL2011

Na slici 18. prikazan je usrednjen i normalizovan Ramanski spektar produzene mozdine
kontrolne grupe, sa oznacenim osnovnim spektralnim trakama koje su detektovane u eksperimentima
sa radioprotektorom GL2011.
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Slika 18. Usrednjen Ramanski spektar produzene mozdine kontrolne grupe (n=6) sa najistaknutijim
spektralnim trakama i talasnim brojevima na kojima se javljaju: Holesterol (702 cm™), Trp — triptofan
(759 cmt, 1619 cm™), DNK/RNK (dezoksiribonukleinska/ribonukleinska kiselina) - simetri¢ni fosfat
PO4> (959 cmY), Fenilalanin (1003 cm™), C-C istezuéa veza lipida (1064 cm™), kombinovana traka
sa C-N istezu¢om vezom proteina i C-C vezom u lipidima (1128 cm™), kombinovana traka proteina
sa amidom I11 i fosfolipidnom C=C grupom (1270 cm™*), CH. deformaciona traka lipida (1304 cm-
1), C-H deformaciona traka lipida i proteina (1344 cm™), T, A, G — timin, adenin, guanin (1377 cm
1), CH: deformaciona traka lipida (1437 cm™), kombinovana traka proteina sa amidom | i C=C
grupom lipida (1657 cm™).
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Asignacija Ramanskih spektralnih traka uradjena je prema revijalnom radu (Movasaghi et al.2008).
Dominantne trake u Ramanskim spektrima kontrolnog tkiva produzene mozdine poticu od lipida
(1064, 1304, 1437 cm™) i od kombinovanog udela lipida i proteina (1128, 1270, 1344 i 1657 cm™).
Manji doprinos se moZe pripisati holesterolu (702 cm™), fenilalaninu (1003 cm), triptofanu (759 i
1616 cm™), i nukleinskim kiselinama (959 i 1373 cm™).

Diferencijalni spektri su ukazali na blagi porast intenziteta fenilalanina (1003 cm™), kao i na
smanjnje intenziteta deformacionih traka proteina i lipida (1344, 1657 cm™), triptofana (759 cm™) i
nukleinskih kiselina (959 cm™) kod ozra¢enih Zivotinja (Slika 19A). Primena samog GL2011 nije
dovela do znac¢ajnih promena u poredjenju sa CTRL grupom.

Diferencijalni spektar kontrolne grupe zivotinja i grupe sa apliciranim GL2011 30 minuta
pre zracenja (Slika 19B), pokazao je smanjenje intenziteta spektralne trake holesterola i triptofana,
dok su spektralne trake fenilalanina, lipida i nukleinskih kiselina pokazale relativno poveéanje
intenziteta usled dejstva zraCenja i radioprotektora. Slicne promene u intenzitetu spektralnih traka
kao u GLIr-30, uocene su i u spektrima za GLIr180 i GLIr360, sto je prikazano na slici 19C i D.

U poredjenju sa CTRL, intenzitet spektralne trake fenilalanina (1003 cm™) poveéan je u
svim eksperimentalnim grupama sa GL2011 primenjenim pre ili posle zracenja. Na diferencijalnim
spektrima uoceno je blago smanjenje intenziteta spektralne trake amino kiseline triptofana (759 cm-
1Y u grupi GLIr-30 (Slika 19B), dok je u grupama sa primenom leka posle zradenja, narogito u grupi
gde je GL2011 apliciran 6 h nakon zracenja uoceno povecanje intenziteta ove spektralne trake (Slika
19C i D). Na isti na¢in ponasala se i spektralna traka sa kombinovanim udelom proteina (amid | veza)
i lipida (1657 cm™), sto je ukazalo na moguéu povezanost sa koncentracijom triptofana. Intenzitet
spektralne trake nukleinskih kiselina (959 cm™) bio je smanjen u Irr grupi, dok je u svim grupama sa
GL2011 uoceno njeno povecanje.

Na slici 20. prikazani su histogrami intenziteta spektralnih traka koje su pokazale efekat
tretmana radioprotektorom GL2011, odn. statisti¢ki znacajnu razliku pri aplikaciji leka u razli¢itim
vremenskim taCkama pre i polse zraenja u poredjenju sa CTRL 1 Irr. U poredjenju sa Irr, spektralna
traka triptofana (759 cm™) pokazala je statisti¢ki znacajno poveéanje pri aplikaciji radioprotektora
GL2011 na 3 h i1 6 h nakon zracenja (Slika 20A). Povecan intenzitet triptofanske trake u grupi sa
lekom apliciranim na 6 h uocen je i u poredjenju sa CTRL (Slika 20A). U poredjenju sa Irr, pokazana
je i statisti¢ki zna¢ajna razlika za simetri¢ni fosfat (PO4>) nukleinskih kiselina (959 cm™) u svim
grupama sa radioprotektorom GL2011 primenjenim pre ili posle zracenja (Slika 20B). Takodje, za
ovu traku je uocena znacajna razlika 1 izmedju CTRL 1 grupa sa GL2011 primenjenim 30 minuta pre
zradenja i 6 h posle zracenja. U poredjenju sa Irr, spektralna traka fenilalanina (1003 cm™) je takodje
pokazala statisti¢ki znacajno povecanje pri radioprotekciji 30 minuta pre zracenja i 6 h nakon zracenja
(Slika 20C), dok je u poredjenju sa CTRL, povecanje ove trake bilo statisticki znacajno za sve grupe
sa GL2011 radioprotekcijom (GLIr-30, GLIr180 i GLIr360; Slika 20C).
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Slika 19. Diferencijalni spektar kontrolne grupe i A) ozracenog tkiva produzene mozdine pacova, B)
ozracenog tkiva sa primenjenim radioprotektorom GL2011 30 minuta pre zracenja, C) ozracenog
tkiva sa radioprotektorom primenjenim 3 h nakon zrac¢enja, D) ozracenog tkiva sa radioprotektorom
primenjenim 6h nakon zraGenja. Trp - Triptofan (759 cm™), DNK/RNK - simetri¢ni fosfat PO4> (959
cm™), Fenilalanin (1003 cm™), Holesterol (702 cm™), kombinovana traka proteina saamidom I i C=C
grupom lipida (1657 cm®). Isprekidana horizontalna linija oznagava nultu vrednost; smer traka na
gore predstavlja nize vrednosti nego u kontrolnoj grupi, dok smer na dole predstavlja vise vrednosti
u poredjenju sa kontrolnom grupom zivotinja.
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Slika 20. Srednja vredn

ost normalizovanog intenziteta spektralnih traka. A) Triptofan 759 cm™, B)

nukleinske kiseline (959 cm™) i fenilalanin (1003 cm™). Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost
+ standardna greska. Statisticka analiza je uradjena koriS¢enjem neparametarskog testa (Kruskal-

Wallis ANOVA na rang

ovima) sa Dunn-ovim post hoc testom poredjenja grupa; * P <0.05.
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4.2.2. RADIOPROTEKCIJA SA ANIZOMICINOM

Za procenu radioprotektivnog potencijala anizomicina snimani su Ramanski spektri na
produzenoj mozdini, beloj masi (corpus callosumu) i somatosenzornom korteksu. Na slici 21A
prikazan je usrednjen i normalizovan spektar bele mase kontrolne grupe, dok su na slici 21B prikazani
normalizovani spektri produzene mozdine kontrolne i ozracene grupe, kao i grupe koja je primila
anizomicin 30 min pre zracenja (spektri somatosenzornog korteksa se nisu znacajno razlikovali od
spektara bele mase, tako da nisu prikazani).
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Slika 21. Usrednjeni i normalizovani Ramanski spektri: A) Zuljevito telo (bela masa; engl. corpus
callosum) — CTRL, B) produzena mozdina (engl. brainstem) — CTRL, Irr i ANIr-30. Holesterol (702
cm™), Trp - Triptofan (758, 1360, 1616 cm™t), Tir —Tirosin (823, 850 cm™), Ugljeni hidrati (877 cm’
Y, Pro—Prolin (925 cm™), DNK/RNK: T, G — Timin, Guanin (667 cm™), U- Uracil (780 cm™), PO4*
(959 cm™), A — Adenin (1373 cm™), Citozin (1515 cm™ ); Fenilalanin (1003 cm™), skeletno C-C
istezanje lipida (1066 cm™), CH. deformaciona traka lipida (1304, 1442 cm™), lipidi i nukleinske
kiseline; C-C acilna okosnica lipida i fosfodiesterskih veza u nukleinskim kiselinama (1089 cm™),
lipidi i proteini; C-N istezuéa veza proteina & C-C acilna okosnica lipida (1128 cm™), amid 111 traka
proteina (C-N istezanje a-helix) & C=C grupe u nezasi¢enim masnim kiselinama i fosfolipidima
(1270 cm™), amid I traka proteina i C=C grupa lipida (1657 cm™).
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Statisticki znacajne razlike izmedju CTRL i grupe kod koje je primenjen anizomicin uocene su jedino
na produZenoj mozdini; detektovane spektralne trake su prikazane u tabeli 2.

Tabela 2. Detektovane vibracione trake Ramanskih spektara produzene mozdine u delu spektra od
600-1800 cm™. Asignacija spektralnih traka je uradjena prema revijalnom radu Movasaghi et al.

(2008).

Ramanski
pomeraj cm

Spektraine trake

667

702

758

786

823

850

877

925

959

1003

1066

1088

1128

1270

1304

1360

1373

1442

1515

1616

1657

Timin, Guanin
Holesterol/sfingomijelin
Triptofan

Uracil

Tirozin

Tirozin

Ugljeni hidrati

Prolin

PO*

Fenilalanin

Lipidi, C-C istezuca veza lipida

C-C skeletna veza lipida i fosfodiesterska veza
nukleinskih kiselina

C-N istezuca veza proteina i C-C acilna okosnica lipida

Amid lll veza proteina i C=C grupa
u nezasi¢enim masnim kiselinama i fosfolipidima

CH, deformaciona traka lipida
Triptofan

Adenin, Guanin, Timin

CH, deformaciona traka lipida
Citozin

Triptofan

Amid | veza proteina i C=C grupa lipida
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Pracene su promene u spektralnim trakama amino kiselina triptofana (758, 13601 1616 cm™), tirozina
(823, 850 cm™), fenilalanina (1003 cm™) i prolina (925 cm™). Takodje, pracene su i spektralne trake
nukleinskih kiselina DNA/RNA (667, 780, 959, 1373 i 1515 cm™), ali i holesterola (702 cm™),
ugljenih hidrata (877 cm™), lipida (1066, 1304, 1442 cm™), kao i kombinovane trake lipida i proteina
(1128, 1270, 1657 cm™), lipida i nukleinskih kiselina (1089 cm™). Uogeno je da su intenziteti
spektralnih traka lipida kao i trake sa kombinovanim udelom lipida i proteina intenzivnije u beloj
masi u poredjenju sa produzenom mozdinom (Slika 21A i B), Sto se moze objasniti razli¢itom
strukturom bele i sive mase mozga pacova.

Diferencijalni spektar CTRL i Irr grupe (Slika 22A) pokazao je blagi porast intenziteta trake koja
potice od fenilalanina (1003 cm™) usled zraéenja, kao i trend smanjenja intenziteta traka triptofana
(1616 cm™), nukleinskih kiselina (780, 959 i 1089 cm™) kao i trake sa kombinovanim udelom
proteina i lipida (1658 cm™).

U poredjenju sa grupom ozraenih zivotinja (diferencijalni spektri, Slika 22 B-D),
eksperimentalne grupe Zivotinja sa anizomicinom kao radioprotektorom pokazale su povecanje
intenziteta traka od nukleinskih kiselina. Naime, intenzitet trake RNK za uracil (780 cm™) bio je
znacajno poveéan u grupi sa anizomicinom apliciranim pre ili posle zratenja (Slika 22E).
Dvofaktorska ANOVA, sa tretmanom kao jednim faktorom i zivotinjom (n=3 po grupi) kao drugim
faktorom, pokazala je generalno znacajnu razliku izmedju tretmana (Srednji kvadrat = 6.173, F =
59.182, i P < 0.001). Post hoc Bonferroni test poredjenja grupa dao je znacajne razlike za tretman sa
anizomicinom 30 minuta pre zracenja (P < 0.001), kao i za tretman sa anizomicinom 3 h (P < 0.001)
I 6 h posle zracenja (P < 0.05), ali pokazana je takodje i znacajna medjusobna interakciju faktora
tretmana i zivotinja unutar grupa (srednji kvadrat = 0.568, F = 5.449, i P < 0.001). S druge strane,
intenzitet trake simetri¢nog fosfata (PO+*) u nukleinskim kiselinama (959 cm™) bio je znacajno
povecan u svim grupama sa radioprotekcijom. Dvofaktorska ANOVA (tretman vs. Zivotinja)
pokazala je generalno znacajan efekat tretmana (srednji kvadrat = 0.118, F = 42.767, P < 0.001), a
post hoc Bonferroni test poredjenja grupa sa Irr grupom je dao znacajne razlike za ANIr-30, ANIr180
i ANIr360 (P < 0.001, Slika 22F). Intenzitet trake C-C sa kombinovanim udelom lipida i nukleinskih
kiselina (1089 cm™) bio je takodje znacajno povedéan u sve tri grupe sa anizomicinom kao
radioprotektorom (Slika 22G). Dvofaktorska ANOVA (tretman vs. zivotinja) je pokazala generalno
znacajan efekat tretmana (srednji kvadrat = 0.035, F = 37. 397, P <0.001), a post hoc Bonferroni test
poredjenja grupa sa Irr grupom je dao znacajne razlike za ANIr-30 (P < 0.001), ANIr180 (P < 0.05),
i za ANIr360 (P < 0.001). Ramanski spektri pokazali su i promene u intenzitetu traka amino kiselina
triptofana, tirozina, prolina i fenilalanina. Naime, u poredjenju sa ozracenom grupom Zzivotinja, Ove
spektralne trake su bile intenzivnije pri aplikaciji anizomicina posle zracenja (ANIr180 i ANIr360).
Statisti¢ki znadajno povecanje je detektovano za intenzitet spektralne trake tirozina (850 cm™) za sve
grupe sa anizomicinom kao radioprotektorom. Dvofaktorska ANOVA (tretman vs. zivotinja) je
pokazala generalno znac¢ajan efekat tretmana (srednji kvadrat = 0.778, F =35.813, P < 0.001), dok je
post hoc Bonferroni test poredjenja grupa sa Irr grupom pokazao znacajnu razliku za grupe sa
anizomicinom apliciranim posle zracenja (ANIr-30 P = 0.85, ANIr180 P < 0.001, ANIr360 P <0.001;
Slika 22H).
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Slika 22. Diferencijalni spektri produzene mozdine pacova za grupe: A) kontrolna i ozracena grupa,
B) ozracenog tkiva i grupe zivotinja koja je primila anizomicin 30 minuta pre zracenja, C) ozra¢enog
tkiva i grupe Zivotinja koja je primila anizomicin 3 h posle zra¢enja, D) ozrafenog tkiva i grupe
zivotinja koja je primila anizomicin 6 h posle zracenja. Trp—Triptofan (758, 1616 cm™), DNK/RNK:

Uracil (780 cm™) & PO.* (959 cm™); C-C veza lipida i fosfodiesterska veza nukleinskih kiselina
(1089 cm™), Fenilalanin (1003 cm™), Tirozin (850 cm™), Pro — Prolin (925 cm™). Orijentacija
spektralne trake na gore pokazuje da je intenzitet te trake veci u prvoj navedenoj grupi, dok
orijentacija spektralne trake na dole ukazuje na veci intenzitet odredjene trake u drugoj grupi. E-H)
grafici prikazuju srednju vrednost normalizovanog intenziteta traka + standardnu gresku za E) RNK
(780 cm™), F) DNK/RNK (959 cm™), G) C-C veza lipida i fosfodiesterska veza DNK/RNK (1089
cm™), i H) Tirozin (850 cm™). Radjena je dvofaktorska ANOVA sa post hoc Bonferroni testom
poredjenja. * P < 0.05, *** P < 0.001.
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4.3. SINHROTRONSKI FTIR SPEKTRI MOZDANIH TKIVNIH PRESEKA OZRACENIH WISTAR
PACOVA | PACOVA SA PRIMENJENIM RADIOPROTEKTORIMA GL2011 1 ANIZOMICINOM

Da bi se dobila kompletnija slika o molekularnim mehanizmima delovanja radioprotektora
GL2011 i anizomicina, kao komplementarna tehnika Ramanskoj mikrospektroskopiji, upotrebljena
je sinhrotronska infracrvena mikrospektroskopija sa Furijeovom transformacijom. U ovom
eksperimentu, merenja su radjena na uzorcima produzene mozdine Wistar pacova (dve zivotinje po
grupi), a analiza spektara je radjena multivarijantnom analizom glavnih komponenata (PC analiza).

Na slici 23. prikazan je SR-FTIR spektar kontrolne grupe Zivotinja, sa delom spektra od
1000 do 1800 cm™. Determinacija spektralnih traka je radjena prema studijama na mozgu sa FTIR
mikrospektroskopijom (Kneipp et al. 2000; Krafft et al. 2004).
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Slika 23. Sinhrotronski FTIR spektar produzene mozdine pacova sa osnovnim detektovanim
spektralnim trakama (1000-1800 cm'Y).
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Osnovni kriterijumi u PC analizi su podrazumevali:
e da je rezultat podudaran kod obe kontrolne zivotinje
e da je zracenje dovelo do znacajne promene odredjene spektralne trake u odnosu na
neozracenu grupu Zivotinja.

Dominantne detektovane apsorpcione trake u FTIR spektrima produzene mozdine poti¢u od lipida
(asimetri¢nih i simetri¢nih C-H istezuéih vibracija metilnih grupa CHz i CH3 0d 2800 do 3050 cm™ i
CH vibracione trake na 1464 cm™), proteina i estara (ukljucuju¢i N-H i C-N istezuce vibracije amida
11 u oblasti od 1490 do 1570 cm™, C=0 isteZuée trake amida I u oblasti od 1600 do 1700 cm™ i C=0
spektralne istezude trake estra karbonila na 1738 cm™), i fosfata (simetriénog fosfata od 980 do 1160
cm i asimetri¢nog istezanja fosfodiesterskih grupa u nukleinskim kiselinama u oblasti od 1160 do
1360 cm™).

Analiza proteina i estara (1480-1800 cm™) pokazala je znaCajan efekat za oba
radioprotektora, narocito za primenu nakon zracenja (Slika 24). Prema “krivama opterecenja” (engl.
loading curves) za oba seta zivotinja, kako grupa sa aminotiolnim radioprotektorom GL2011 (Slika
24 A1 B), tako i grupa sa anizomicinom (Slika 24 E i F), uo¢eno je da su najveée promene u oblasti
amida 1l (sa pikom na 1545 cm™), amida | (sa pikom na 1655 cm™) i estara (1700-1760 cm™). U
poredjenju sa CTRL grupom, PC analiza (engl. principal component analysis), PC1 (prva osnovna
komponenta) sa 81.6 % (prvi set zivotinja) i PC2 (druga osnovna komponenta) sa 7.9% (drugi set
zivotinja) spektralnog udela varijanse (Slika 24C i D), pokazala je znacajnu razliku od ozracene grupe
i grupe koja je primila samo lek GL2011 (P < 0.001), dok su u poredjenju sa Irr grupom, grupe gde
je GL2011 primenjen 3 h i 6 h posle zracenja u oba seta zivotinja imale drasticnu razliku (P < 0.001).
PC1 u prvom setu zivotinja ukazala je na razliku Irr od grupe sa GL2011 apliciranim 30 minuta pre
zraCenja, ali je ta razlika bila neSto manja nego u grupama gde je lek primenjen kasnije (P < 0.05).
Kod upotrebe anizomicina kao radioprotektora, uoceno je da PC2 sa 9.4% spektralnog udela varijanse
u prvom setu (Slika 24G) i 8.7% u drugom setu (Slika 24H) dovodi do razlike CTRL od ozracene
grupe, kao i CTRL od grupe koja je primila samo anizomicin (P < 0.001). Takodje, znacajna razlika
je uocena i izmedju ozracene grupe 1 svih grupa sa anizomicinom kao radioprotektorom primenjenim
pre ili posle zracenja (Slika 24G i H, P < 0.001).

Za razliku od Ramanske mikrospektroskopije, najznacajnije su promene detektovane u
amidima Il (1480-1580 cm™), koje nije moguce detektovati na Ramanskim spektrima, kao i
asimetri¢ne istezuce vibracije nukleinskih kiselina (1215-1265 cm™). Amid II i asimetri¢ni fosfat
(PO3") su ujedno zadovoljili i osnovne kriterijume u PC analizi da je rezultat podudaran kod obe
kontrolne zivotinje i da je zraCenje dovelo do znacajne promene odredjene spektralne trake u odnosu
na neozracenu grupu zivotinja. Takodje, ove kriterijume je zadovoljila i C=0 isteZuca veza u estrima
(1700-1760 cm™).
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Slika 24. Proteini i estri. Krive opterec¢enja i grafikoni koji prikazuju vrednosti za glavne komponente
PC analize za obe zivotinje u svim eksperimentalnim grupama. A) Krive optereCenja za prvi set
zivotinja, B) Krive optereéenja za drugi set zivotinja, C) prvi set zivotinja - graficki prikaz PC1
komponente sa 81.6% spektralnog udela varijanse, D) drugi set Zivotinja - graficki prikaz PC2
komponente sa 7.9% spektralnog udela varijanse. CTRL, Irr, AN - grupa zivotinja koja je primila
samo anizomicin, ANIR-30 - anizomicin apliciran 30 min pre zracenja, ANIr180 - anizomicin
apliciran 3 h posle zracenja i ANIr360 - anizomicin apliciran 6 h posle zracenja: E) Krive optere¢enja
za prvi set zivotinja, F) Krive opterecenja za drugi set Zivotinja, G) prvi set zivotinja - graficki prikaz
PC2 komponente sa 9.4% spektralnog udela varijanse, H) drugi set Zivotinja - graficki prikaz PC2
komponente sa 8.7% spektralnog udela varijanse. Statisticki znacajne razlike su prikazane u odnosu
na CTRL (*) i Irr (#). Radjena je Kruskal-Wallis ANOVA na rangovima sa Dunn-ovim post-hoc
testom poredjenja. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.
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Na slici 25. prikazan je deo spektra od 1490 do 1570 cm™ sa doprinosom N-H i C-N istezuée vibracije
amida Il nakon ozracivanja i/ili tretmana radioprotektorima. Takodje, prikazane su i odgovarajuce
krive opterecenja i grafikoni. U okviru amida II, radioprotektivni efekat je najvise izrazen u delu
spektra na 1520 cm™, delu koji se najvise odnosi na istezuéu C=C vezu prstena amino Kiseline tirozin
(Tyrosine), kao i na deo spektra od 1540 do 1580 cm™. U poredjenju sa CTRL grupom, uo&eno je
smanjenje intenziteta spektralne trake Amida Il kod obe ozra¢ene Zivotinje (Slika 25A i B; P<0.001).
S druge strane, sve zivotinje sa radioprotektorom GL2011 apliciranim pre ili posle zrac¢enja imale su
povecanje intenziteta ove spektralne trake u poredjenju sa ozracenim Zzivotinjama (Slika 25A i B).
Naime, u prvom setu zivotinja (Slika 25A), PC1 sa 75% spektralnog udela varijanse pokazala je
statisti¢ki znacajno povecanje za grupe zivotinja sa radioprotektorom apliciranim 3 h i 6 h posle
zraCenja (Slika 25A; P < 0.001), dok je u drugom setu zivotinja, PC3 sa 6.5% spektralnog udela
varijanse pokazala za sve zivotinje sa radioprotektorom apliciranim pre ili posle zra¢enja statisti¢ki
znacajno povecanje U poredjenju sa ozracenom grupom (Slika 25B; P < 0.001).

Moze se uoditi da je povecanje intenziteta spektralne trake amida Il bilo narocito izrazeno
ako je GL2011 apliciran 3 h'i 6 h posle zracenja, kao i da je grupa sa GL2011 apliciranim 30 minuta
pre zraenja imala manje izrazenu razliku u odnosu na ozra¢enu grupu, $to je ukazalo na to da je
radioprotektor efikasniji ako se primeni posle zracenja.

Sli¢an obrazac ponaSanja je uocen i pri aplikaciji anizomicina kao radioprotektora (Slika
25C i D). U prvom setu zivotinja, primena anizomicina pre ili posle zracenja je dovela do porasta
amida Il u odnosu na ozrac¢enu grupu (Slika 25C; P < 0.001), sto je pokazala PC2 sa 14% spektralnog
udela varijanse, dok je u drugom setu Zivotinja PC2 sa 13% spektralnog udela varijanse pokazala
povecanje intenziteta pri aplikaciji posle zracenja (Slika 25D; P < 0.001). Interesantno je da aplikacija
samog leka GL2011 ili anizomicina bez zracenja u nekim delovima spektra ima sli¢an efekat kao i
samo zracenje, Sto se takodje pokazalo 1 kod amida II sa znacajnom statistickom razlikom u odnosu
na CTRL (u prvom setu zivotinja GL, P < 0.001; u drugom setu zivotinja GL, P < 0.05; u prvom i
drugom setu zivotinja AN, P < 0.001). Kod jedne zivotinje sa anizomicinom bez zra¢enja uocen je
pomeraj vrha u spektru sa 1540 na 1550 cm™.

U delu spektra sa fosfatima (980-1350 cm™), radioprotektivni efekat je uo¢en u delu spektra
sa asimetri¢nim istezué¢im vibracijama fosfata nukleinskih kiselina (1220-1260 cm™) sa pikom na
1232 cm™ koji potice od DNK (1238 cm™) i delom spektra izmedju 1240 do 1260 cm™ sa moguéim
udelom CO istezuce veze karboksilnih kiselina i amida III (1260-1350 cm™). Analiza glavnih
komponenata, PC1 sa oko 86% spektralnog udela varijanse kod oba seta Zivotinja za poredjenje sa
radioprotektorom GL2011, ukazala je na razliku dela spektra za asimetri¢ni fosfat ozracenih Zivotinja
od CTRL zivotinja, ali i ozra¢enih Zivotinja od onih koje su bile zasticene sa GL2011 pre ili posle
zracenja (Slika 26 A 1 B). U poredjenju sa CTRL grupom, uoceno je povecanje intenziteta spektralne
trake na 1238 cm™ kod ozracenih Zivotinja (prvi set Zivotinja P < 0.001, drugi set Zivotinja P < 0.01),
kao 1 u grupi Zivotinja sa primenjenim radioprotektorom bez zracenja (P < 0.001 za obe Zivotinje),
Sto je ukazalo na to da je primena samog leka imala slican efekat kao i radijacija. Medjutim,
eksperimentalne grupe koje su bile izloZene radijaciji 1 radioprotekeiji sa GL2011 odrzale su sli¢an
intenzitet spektralnih traka kao i CTRL grupa, §to je ukazalo na ocuvanost genetickog materijala. U
poredjenju sa ozraCenom grupom zivotinja, u prvom setu Zivotinja, aplikacija leka 30 minuta pre
zraCenja i 3h posle zracenja je dala vecu znacajnost od aplikaciji leka 6h nakon zracenja (Slika 26A,
P <0.001, P <0.001, P <0.05), dok je udrugom setu zivotinja pokazan statisticki znacajan efekat
za aplikaciju leka 30 minuta pre zracenja i 6h posle zrac¢enja (P < 0.001).
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Slika 25. Deo usrednjenog i normalizovanog sinhrotronskog FTIR spektra iz oblasti amida Il (1490-
1570 cm) nakon ozradivanja i/ili tretmana sa GL2011 ili anizomicinom. Uz spektre su prikazane i
odgovarajuce krive opterecenja i grafikoni dobijeni analizom osnovnih komponenata (PC1, PC2 ili
PC3). CTRL, Irr, GL, GLIr-30, GLIr180 i GLIr360: A) prvi set zivotinja; B) drugi set zivotinja.
CTRL, Irr, AN, ANIr-30, ANIr180 i ANIr360: C) prvi set zivotinja; D) drugi set Zivotinja. Statisti¢ki
znacajne razlike su prikazane u odnosu na CTRL (*) i Irr (#). Radjena je Kruskal-Wallis ANOVA na
rangovima sa Dunn-ovim post-hoc testom poredjenja. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.
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Slika 26. Deo usrednjenog i normalizovanog sinhrotronskog FTIR spektra iz oblasti asimetri¢ne
istezuée vibracije fosfata (1220-1260 cm™) nakon ozra¢ivanja i/ili tretmana sa GL2011 ili
anizomicinom. Uz spektre su prikazani i odgovarajuce krive opterecenja i grafikoni dobijeni analizom
osnovnih komponenata (PC1 ili PC2). CTRL, Irr, GL, GLIr-30, GLIr180 i GLIr360: A) prvi set
zivotinja; B) drugi set zivotinja. CTRL, Irr, AN, ANIr-30, ANIr180 i ANIr360: C) prvi set zZivotinja;
D) drugi set zivotinja. Statisticki znacajne razlike su prikazane u odnosu na CTRL (*) i Irr (#).
Radjena je Kruskal-Wallis ANOVA na rangovima sa Dunn-ovim post-hoc testom poredjenja. * P <

0.05, ** P <0.01, *** P < 0.001.
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Kod primene anizomicina kao radioprotektora, u prvom i drugom setu zivotinja (Slika 26C
i D), PC1 sa 86.6% i PC2 sa 14% spektralnog udela varijanse pokazale su znacajnu razliku za sva
vremena aplikacije anizomicina u poredjenju sa ozracenim zivotinjama (P < 0.001). Takodje,
zivotinja koja je primila samo anizomicin u prvom setu nije pokazala znacajnu razliku od kontrolne
grupe (Slika 26C), dok je druga zivotinja imala slican trend kao ozraena grupa sa statisticki
zna¢ajnom razlikom u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 26D, P < 0.001).

Analiza osnovnih komponenata pokazala je znacajan efekat i za vibracionu traku estara
(1700-1760 cm™?) kod primene oba radioprotektora (Slika 27). Ta¢nije, krive optereéenja su pokazale
da se radioprotektivni efekat odnosi na deo spektra sa CO vezom u lipidima i fosfolipidima (1730-
1740 cm™), kao i na deo sa CO vezom u bazama nukleinskih kiselina (1690-1705 cm™). Naime, u
prvom setu zivotinja sa GL2011 (Slika 27A), PC1 sa 86.9% spektralnog udela varijanse razlikovala
je sve grupe sa radioprotektorom pimenjenim pre ili posle zracenja (P < 0.001), dok je u drugom setu
zivotinja PC2 (12.2%) pokazala efekat samo za grupu gde je GL2011 primenjen 3 h nakon zracenja
(P < 0.01; Slika 27B). Kod primene anizomicina, efekat radioprotekcije je uocljiv u svim grupama
za oba seta zivotinja (P < 0.001; Slika 27C 1 D). Takodje, sama radijacija je imala znacajan efekat u
poredjenju sa kontrolnom grupom (P < 0.001), dok je primena GL2011 imala sli¢an efekat kao i
radijacija u prvom setu zivotinja (P < 0.001; Slika 27A). Primena samog anizomicina je ponovo imala
slican efekat kao izlaganje jonizujuéem zracenju, $to je bilo uocljivo u oba seta Zivotinja i znac¢ajno
se razlikovalo od vrednosti za kontrolnu grupu zivotinja (P < 0.001; Slika 27C i D).
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Slika 27. Deo usrednjenog i normalizovanog sinhrotronskog FTIR spektra iz oblasti estara (1700-
1760 cm™) nakon ozra¢ivanja i/ili tretmana sa GL2011 ili anizomicinom. Uz spektre su prikazani i
odgovarajuce krive opterecenja i grafikoni dobijeni analizom osnovnih komponenata (PC1 ili PC2).
CTRL, Irr, GL, GLIr-30, GLIr180 i GLIr360: A) prvi set zivotinja; B) drugi set zivotinja. CTRL, Irr,
AN, ANIr-30, ANIr180 i ANIr360: C) prvi set zivotinja; D) drugi set zivotinja. Statisticki znacajne
razlike su prikazane u odnosu na CTRL (*) i Irr (#). Radjena je Kruskal-Wallis ANOVA na

rangovima sa Dunn-ovim post-hoc testom poredjenja. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.
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4.4. PROCENA RADIOPROTEKTIVNOG POTENCIJALA RADIOPROTEKTORA GL2011 ANALIZOM
PROMENA NA GLIJALNIM CELIJAMA

Da bi se utvrdio stepen aktivacije glijalnih ¢elija, odn. da bi se procenio radioprotektivni
potencijal GL2011, tkivni mozdani preseci produzene mozdine pacova su imunohistohemijski
obojeni na markere glijalnih ¢elija, Iba-1 i GFAP, a potom su snimani na konfokalnom mikroskopu.

4.4.1. MIKROGLIJALNE CELLJE

U grupi ozracenih zivotinja (Irr, Slika 28B), uoceno je povlacenje ¢elijskih produzetaka, $to
je karakteristi¢no za proces inflamacije, kao i blago, ali ne i statisti¢ki znacajno povecanje procenta
pozitivnih piksela za Iba-1 u poredjenju sa kontrolnom grupom (CTRL, Slika 28A). U zavisnosti od
vremena primene leka, odn. od toga da li je lek GL2011 apliciran 30 minuta pre zracenja, 3 hili 6 h
posle zracenja, uocene su razli¢ite promene u morfologiji mikroglije. Naime, zivotinje koje su primile
lek 30 minuta pre zracenja (GLIr-30) pokazale su znakove inflamacije u vidu povla¢enja celijskih
produzetaka (Slika 28D). Eksperimentalna grupa zivotinja sa primenom leka 3 h nakon zracenja
(GLIr180) pokazala je trend ka povecanju volumena cCelijskog tela nekih mikroglijalnih ¢elija (Slika
28E), dok je grupa sa primenjenim lekom 6 h posle zracenja (GLIr360) dovela do pojave relativno
manjih volumena ¢elijskog tela (Slika 28F). Takodje, jedino je grupa sa radioprotektorom GL2011
apliciranim 6 h posle zra¢enja pokazala statisticki znacajno smanjenje procenta pozitivnih piksela za
Iba-1 (P < 0.01) u poredjenju sa ozratenom grupom zivotinja (Slika 28G). Primena samog
radioprotektora GL2011 nije pokazala promene u morfologiji mikroglije (Slika 28C), ukazujuéi na
to da lek nema nezeljena dejstva. U grupi sa radioprotektorom apliciranim bez zracenja (GL),
detektovano je smanjenje procenta pozitivnih piksela za Iba-1, ali ono nije bilo statisticki znacajno u
poredjnju sa kontrolnom grupom (Slika 28G).

4.4.2. ASTROCITI

Astrociti su najrasprostranjenije glijalne ¢éelije u mozgu, i imaju vaznu strukturnu i potpornu
ulogu u centralnom nervnom sistemu (CNS), kao i bitnu ulogu u odrzavanju homeostaze i sekreciji
razli¢itih citokina (Montgomery 1994). lako kvantitativna analiza imunohistohemijskog bojenja za
marker astrocita GFAP (Slika 28H) nije pokazala statisti¢ki znacajnu razliku izmedju grupa, uocene
su promene u morfologiji astrocita usled zracenja. Naime, primecena je fragmentacija nastavaka
astrocita kod Zivotinja koje su bile izloZene samo radijaciji (Slika 28B). Takodje, sli€éne promene
fragmentacije u nastavcima astrocita uocene su i u grupi zivotinja sa apliciranim radioprotektorom
30 minuta pre zracenja (Slika 28D i I). Kada se uporedi morfologija astrocita u Irr i GLIr-30 grupama
sa morfologijom astrocita u grupama gde je radioprotektor apliciran 3h i 6h posle zracenja, evidentno
je da radioprotektor primenjen posle zraenja odrzava kompaktniju strukturu astrocita ozracenih
zivotinja (Slika 28 E, F 1 1), Sto je ukazalo na to da radioprotektor ima znacajnu ulogu u zastiti astrocita
od zracenja ukoliko se primeni posle zracenja. Primena samog leka nije pokazala dejstvo na
astrocitima, Sto potvrdjuje da lek nema neZeljena dejstva na glijalnim ¢elijama.
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Slika 28. Slike dobijene konfokalnim mikroskopom imunohistohemijski obojenih tkivnih preseka
produzene mozdine u jedru Gigantocellular reticular nucleus (GRN) na Iba-1 kao marker mikroglije
(zelen signal), GFAP kao marker astrocita (crven signal) i Topro — marker jedara (plavi signal). A)
kontrolna grupa (CTRL). B) grupa ozracenih zivotinja (lrr). C) grupa sa samim radioprotektorom
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(GL). D) grupa Zivotinja sa radioprotektorom GL2011 apliciranim 30 min pre zrac¢enja (GLIr-30). E)
grupa zivotinja sa radioprotektorom apliciranim 180 min posle zraenja (GLIr180). F) Grupa
zivotinja sa radioprotektorom apliciranim 360 min posle zracenja (GLIr360). Skala za slike 28 A-F
iznosi 40 um; grafici pokazuju kvantitativno poredjenje imunohistohemijskog bojenja produzene
mozdine eksperimentalnih grupa — CTRL, Irr, GL, GLIr-30, GLIr180 i GLIr360; G) procenat
pozitivnih piksela za Iba-1 i H) za GFAP. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna
greska. 1) reprezentativne konfokalne slike imunohistohemijskog bojenja Irr, GLIr-30, GLIr180,
GLIr360, skala za sliku 28 | je 20um (strelica ukazuje na distrofi¢ne astrocite u Irr i GLIr-30, i
oporavljene astrocite u GLIr180 i GLIr360). Jednofaktorska analiza varijanse sa ponovljenim
merenjima, sa LSD post hoc testom poredjenja grupa. ** P <0.01.

4.5. PROCENA RADIOPROTEKTIVNOG POTENCIJALA ANIZOMICINA ANALIZOM PROMENA NA
GLIJALNIM CELIJAMA

Kako bi se ispitao radioprotektivni potencijal anizomicina na mozgu pacova, prac¢ene Su
promene u mikrogliji i astrocitima na razli¢itim mozdanim regijama, ukljucujué¢i somatosenzorni
korteks, corpus callosum i produzenu mozdinu. Koronalni tkivni mozdani preseci su
imunohistohemijski obeleZzeni na markere mikroglije i astrocita (Iba-1 i GFAP), nakon Cega su
snimani na konfokalnom mikroskopu.

Imunohistohemija je pokazala znac¢ajno smanjenje bojenja na Ibu-1 u sve tri ispitivane
mozdane regije, za sva tri tretmana sa anizomicinom kao radioprotektorom, ANIr-30, ANIr180 i
ANIr360 (Slika 29, redovi B, D i F) u poredjenju sa ozracenom grupom zivotinja - Irr (Slike 29,
redovi A, C i E; jednofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima i Dunnettov “post hoc” test
poredjenja grupa; srednji kvadrat = 4.916, F = 5.344 i P = 0.026). Drugim rec¢ima, anizomicin je
znaajno smanjio ekspresiju mikroglijalnog markera Iba - 1 nezavisno od moZdane regije i vremena
aplikacije sa zra¢enjem (Slika 29 G, I i K). Promene u morfologiji mikroglije izmedju grupa uocene
su jedino u somatosenzornom korteksu (Slika 29, redovi A i B). Naime, kod ozracenih Zivotinja bez
anizomicina (Slika 29, Irr panel u redu A), mikroglijalne Celije su imale veci volumen ¢elijskog tela
u poredjenju sa kontrolnom netretiranom grupom (Slika 29, CTRL panel u redu A), dok su u grupama
koje su primile anizomicin kao radioprotektor (ANIr-30, ANIr180 i ANIr360), mikroglijalne celije
bile manje veli¢ine i ¢esto sa neprimetnim ¢elijskim nastavcima (Slika 29, paneli u redu B). S druge
strane, osim blago povec¢anog trenda bojenja na GFAP kod ozracenih Zivotinja u poredjenju sa CTRL
grupom (Slika 29 H, J i L), izrazita glioza nije uocena ni u jednoj od prac¢enih mozdanih regija.
Takodje, u poredjenju sa ozraCenom grupom zivotinja, nijedan tretman anizomicinom i zra¢enjem
nije indukovao znacajne promene u bojenju na GFAP.
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Slika 29. Reprezentativne slike sa konfokalnog mikroskopa imunohistohemijski obojenih tkivnih
preseka razli¢itih mozdanih struktura na Iba-1 kao marker mikroglije (zeleno), GFAP kao marker
astrocita (crveno) i Topro kao marker nukleusa (plavo). Somatosenzorni korteks - redovi A i B,
corpus callosum — redovi C i D, produzena mozdina (brainstem) — redovi E i F. CTRL - kontrolna
(netretirana) grupa, lIrr - grupa ozracenih zivotinja, AN - grupa zivotinja sa primenjenim
anizomicinom bez zracenja, ANIr-30 - grupa Zivotinja sa primenjenim anizomicinom 30 min pre

57



REZULTATI D. Kocovi¢

zracenja, ANIrl80 - grupa zivotinja sa anizomicinom primenjenim 3 h posle zrac¢enja, ANIr360 -
grupa zivotinja sa anizomicinom primenjenim 6 h posle zracenja. Skala za slike 29 A-F iznosi 40 um.
Grafici pokazuju kvantitativno poredjenje imunohistohemijskog bojenja eksperimentalnih grupa
(CTRL, Irr, AN, ANIr-30, ANIr180 i ANIr360) za mikrogliju, tj. procenat pozitivnih piksela za Iba-
1 (zelene precke: G — somatosenzorni korteks, | — corpus callosum i K — produzena mozdina), i za
astrocite, tj. za procenat pozitivnih piksela na GFAP (crvene precke: H — somatosenzorni korteks, J
— corpus callosum i L — produzena mozdina). Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost +
standardna greska sa pojedina¢nim merenjima. Finalno su upotrebljene 3 zivotinje po grupi (ukupno
n=18), 48 merenja po grupi za somatosenzorni korteks, i 24 merenja po grupi za corpus callosum i
produzenu mozdinu. * P < 0.05 (jednofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima, Dunnettov post
hoc test poredjenja grupa).

4.6. PROCENA RADIOPROTEKTIVNOG POTENCIJALA GL2011 ANALIZOM NIVOA CITOKINA U
PLAZMI

Kako bi se dodatno ispitalo dejstvo primene radioprotektora GL2011, zivotinjama je od
pocetka do kraja eksperimenta uzimana Krv iz repne vene (24 h, 7. i 28. dana od tretmana). 1z krvi je
izolovana plazma u kojoj je odredjivano prisustvo dva pro-inflamatorna (IL-6 i TNF-a) i jednog anti-
inflamatornog citokina (IL-10). Pracenje nivoa citokina u perifernoj cirkulaciji dalo je dodatne
informacije o ukupnom efektu radioprotektora na neuroinflamaciju i oporavak centralnog nervnog
sistema nakon zracenja.

U grupi Zivotinja koje su bile ozrac¢ene a kod kojih nije primenjen radioprotektor GL2011
(Irr grupa), uoceno je povecanje nivoa IL-6 prvog i 7. dana nakon zraéenja, a statisticki znacajno
povecanje bilo je detektovano samo 7. dana (Slika 30B). U poredjenju sa grupom ozracenih zivotinja
bez tretmana, primena radioprotektora GL2011 30 minuta pre zracenja pokazala je povecanje nivoa
IL-6, koje je bilo statisti¢ki znacajno 1. i 28. dana od tretmana (Slika 30A i C). Takodje, povecan
nivo IL-6 primecen je i U grupi ozracenih zivotinja kod kojih je radioprotektor primenjen 3 h nakon
zraCenja, mada je statisticki znacajno povecanje bilo detektovano samo u kasnijim vremenskim
tackama, 7. i 28. dana (Slika 30B i C). Sli¢no tome, u poredjenju sa Irr grupom, radioprotekcija 6 h
nakon zracenja je izazvala znacajno povecanje novoa IL-6 prvog i 7. dana (Slika 30. A i B), dok je
28. dana uoceno statisticki zna¢ajno smanjenje nivoa IL-6 u plazmi u poredjenju sa CTRL grupom
(Slika 30C). Radioprotektor GL2011 primenjen kod Zivotinja koje nisu ozracene je indukovao
povecanje novoa IL-6, ali je u poredjenju sa CTRL grupom to povecanje bilo statisti¢ki znacajno
samo 7. dana (Slika 30B).

U poredjenju sa CTRL grupom, radijacija nije izazvala znacajne promene u koncentraciji
TNF-a ni u jednom od pracéenih termina. Medjutim, u poredjenju sa grupom ozracenih zivotinja, 1. i
7. dana od tretamana zabelezen je znacajan porast nivoa TNF- o U Svim grupama ozracenih zivotinja
kod kojih je primenjen radioprotektor GL2011 (Slika 30D i E). Poslednjeg, 28. dana od tretmana,
ovo poveéanje je bilo znacajno u GLIr-30 i GLIr180 grupi (Slika 30F). Primena samog
radioprotektora GL2011 bez zracenja takodje je indukovala povecanje nivoa TNF-o u svim pracenim
vremenskim taCkama, sa statisticki znac¢ajnim povecanjem u odnosu na CTRL grupu 1. i 28. dana
(Slika 30D i F).

Koncentracija anti-inflamatornog citokina IL-10 se nije bitno menjala neposredno nakon
tretmana (24 h nakon tretmana) ni u jednoj od tretiranih grupa sa zracenjem i/ili radioprotektorom
(Slika 30G). Statisticki znacajno povecéanje u poredjenju sa Irr grupom uoceno je tek 7. dana za sve
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grupe zivotinja koje su bile zasti¢ene radioprotektorom GL2011 pre ili posle zra¢enja (GLIr-30,
GLIr180i GLIr360), dok je poslednjeg 28. dana, koncentracija IL-10 i dalje ostala zna¢ajno povecana
u grupi GLIr-30 i GLIr180 (Slika 301).
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Slika 30. Efekat zracenja i radioprotektora GL2011 na nivo citokina u plazmi. Podaci su prikazani
kao srednja vrednost + standardna greska (SEM). IL-6 = interleukin 6; TNF-a = faktor nekroze
tumora a; IL-10 = interleukin 10. A) nivo IL-6 24 h nakon tretmana, B) nivo IL-6 7. dana od tretmana,
C) nivo IL-6 28. dana od tretmana, D) nivo TNF-a 24 h nakon tretmana, E) nivo TNF-a 7. dana
nakon tretmana, F) nivo TNF-a 28. dana nakon tretmana, G) nivo IL-10 24 h nakon tretmana, H)
nivo IL-10 7. dana nakon tretmana, 1) nivo IL-10 28. dana nakon tretmana. CTRL - kontrolna grupa
zivotinja; Irr - ozracena grupa zivotinja; GL- zivotinje koje su primile samo radioprotektor GL2011;
GLIr-30 = zivotinje tretirane radioprotektorom 30 minuta pre zra¢enja; GLIr180 = zivotinje tretirane
radioprotektorom 180 minuta posle zracenja; GLIr360 = Zivotinje tretirane radioprotektorom 360
minuta posle zracenja. Uradjena je jednofaktorska ANOVA sa Holm-Sidak post hoc testom
poredjenja grupa. * P <0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 (crvena zvezdica oznacava poredjenje sa Irr
grupom, a crna sa CTRL grupom zivotinja).

4.7. PROCENA RADIOPROTEKTIVNOG POTENCIJALA ANIZOMICINA ANALIZOM NIVOA CITOKINA
U PLAZMI

Za dodatno ispitivanje radioprotektivnog potencijala anizomicina, eksperimentalnim
zivotinjama (grupe CTRL, Irr, AN, ANIr-30, ANIr180 i ANIr360) je vadjena krv iz repne vene 24 h,
7.128. dana od tretmana, a potom je izolovana plazma u kojoj je ELISA testom detektovano prisustvo
dva pro-inflamatorna (IL-6 i TNF-a) i jednog anti-inflamatornog citokina (IL-10). U tabeli 3.
prikazane su srednje vrednosti sa standardnim greSkama za svaki citokin po grupi, kao i statisticki
znacajne razlike u poredjenju sa kontrolnom i grupom samo ozra¢enih Zivotinja.
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Radijacija je ve¢ prvog dana izazvala poveéanje nivoa IL-6, ali je povecanje bilo statisticki
znacajno tek 7. dana, $to je bilo u skladu sa prethodnim rezultatima sa radioprotektorom GL2011
(Kocovic et al. 2021). Takodje, u poredjenju sa CTRL grupom, nije bilo statisticki znac¢ajnih promena
u koncentraciji TNF-a i IL-10. Primecen je samo blagi porast nivoa TNF-a 7. i 28. dana, kao i nivoa
IL-10 prvog i 28. dana od tretmana.

U poredjenju sa CTRL grupom, primena samog anizomicina (AN) izazvala je povecanje sva
tri citokina u svim pra¢enim vremenskim tackama. Statisticki znac¢ajno povecanje uoceno je za TNF-
a prvog i 28. dana, dok je IL-6 bio zna¢ajno povecan 7. i 28. dana. Poslednjeg 28. dana, detektovano
je i statisti¢ki znacajno povecanje novoa IL-10.

lako je pokazano da anizomicin u veéini protokola povecava nivo IL-6, u grupi zivotinja
gde je anizomicin primenjen kao radioprotektor 30 minuta pre zracenja nije uocena znacajna promena
ovog citokina. Koncentracija IL-6 je bila slicna kao i u CTRL grupi, sa blagim smanjenjem
koncentracije u poredjenju sa ozracenim zivotinjama. Medjutim, poslednjeg 28. dana, uocen je trend
povecanja nivoa IL-6 u poredjenju sa grupom ozracenih Zivotinja. Ovaj tretman nije doveo ni do
znacajnih promena u ostala dva pracéena citokina.

Takodje, u poredjenju sa ozraCenim zivotinjama, aplikacija anizomicina 3 h nakon zracenja
nije dovela do znacajnih promena u koncentraciji pro-inflamatornih citokina (IL-6 i TNF-a). Tek 7.
i 28. dana uocen je trend povecanja nivoa IL-6, ukazujuci na to da se efekat anizomicina ispoljava
kasnije nakon tretmana. IL-10 je takodje bio povecan kasnije nakon tretmana, a statisticki znac¢ajno
povecanje u poredjenju sa ozratenom grupom zivotinja bilo je uoceno samo 28. dana.

Tretman anizomicinom 6 h nakon zracenja indukovao je najvece povecanje koncentracije
citokina. Medjutim, u poredjenju sa grupom ozracenih Zivotinja, statistiCki znacajno povecanje
uoceno je samo 7. dana za IL-10.

Tabela 3. Efekat radijacije i tretmana sa anizomicinom na citokine u plazmi.

IL-6 (pg/ml) TNF-a (pg/ml) IL-10 (pg/ml)
Dani posle tretmana Dani posle tretmana Dani posle tretmana
Grupe 1 7 28 1 7 28 1 7 28
CTRL 294177 286+57 399129 107+23 162+63 94129 224+26 17125 214135
Irr 390 +56 527 + 66« 307 +63 165+37 178429 181+39 169+24 130+23 183+34
AN 729125 757 £211* 9101 61* 230 £ 13* 319+62 326+ 35« 183171 31265 375%31*

ANIr-30 200+ 156 285+61 4692101 242+89 1451+39 23365 155+36 197210 268zx30

ANIr180 375+52 662+144 493+120 181+£30 27549 197+59 19111 264 +63 305=x13#

ANIr360 578496 479+90 6352132 317239» 245+06 337+36« 230+£61 256+6# 355270

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna greska. IL-6 - interleukin 6; TNF-a — faktor nekroze
tumora a; IL-10 - interleukin 10. CTRL - kontrolna grupa Zivotinja, Irr - grupa ozracenih zivotinja, AN -
zivotinje koje su primile samo anizomicin, ANIr-30 - Zivotinje tretirane anizomicinom 30 minuta pre zracenja,
ANIr180 - zivotinje tretirane anizomicinom 3 h posle zrac¢enja, ANIr360 - zivotinje tretirane anizomicinom 6
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h posle zratenja. Uradjena je jednofaktorska ANOVA sa Holm-Sidak post hoc testom poredjenja.
Statisticki znacajne vrednosti su prikazane u poredjenju sa CTRL (*) ili sa Irr (#) grupom, * P < 0.05.
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5. DISKUSIJA

U ovoj studiji testiran je radioprotektivni potencijal dva leka, prirodnog aminotiolnog
jedinjenja GL2011 i anizomicina izolovanog iz bakterije Streptomyces griseolus. Muzjaci albino
Wistar pacova starosti 2 meseca ozra¢ivani su LDso dozom (6.7 Gy) gama zradenjem iz izvora ®Co.
Pored 30-dnevnog prezivljavanja ozraCenih Zivotinja i zivotinja koje su primile radioprotektor
GL2011 ili anizomicin 30 minuta pre zracenja, odnosno 3 h ili 6 h posle zracenja, pracene su
molekularne i ¢elijske promene na mozgu prezivelih pacova, kao i markeri inflamacije iz krvi.
Upotrebom Ramanske mikrospektroskopije i sinhrotronske FTIR mikrospektroskopije detektovane
su promene u nukleinskim kiselinama (DNK/RNK), amino kiselinama (triptofan, fenilalanin i
tirozin), proteinima i lipidima. Efekti GL2011 na mozdano tkivo - praéena je i na imunofluorescentno
obelezenim presecima produzene mozdine preko promena u glijalnim ¢elijama (mikrogliji i
astrocitima), dok je za procenu efikasnosti anizomicina kao radioprotektora, pracenje glijalnih
markera radjeno na produzenoj mozdini, kao i u oblasti somatosenzornog korteksa i corpus callosum-
a. Promene na nivou celog organizma praéene su detektovanjem dva pro-inflamatorna citokina (1L-6
i TNF-a), kao i jednog anti-inflamatornog citokina (IL-10) u plazmi izolovanoj iz repne vene
eksperimentalnih zivotinja 24h, kao i 7. 1 28. dana od tretmana.

5.1. MOLEKULARNE PROMENE U PRODUZENOJ MOZDINI PACOVA OZRACENIH I TRETIRANIH SA
LEKOM GL2011 IL1 ANIZOMICINOM KAO RADIOPROTEKTOROM

Izlaganje zracenju moze direktno ili indirektno dovesti do oSteenja mozga kroz nastanak
slobodno radikalskih vrsta i oksidativno ostecenje. Na taj nacin nastaju oStecenja biomolekula, kao i
mutacije u nukleinskim kiselinama koje mogu dovesti do karcinogeneze i/ili ¢elijske smrti (Hall and
Giaccia 2012). U ovoj studiji ispitivan je zaStitni efekat novog prirodnog aminotiolnog
radioprotektora GL2011 na Wistar pacovima. Pracene su molekularne i celijske promene na
produZenoj mozdini nakon ozracivanja i/ili primene radioprotektora. U prethodnoj studiji pokazano
je da primena GL2011 u tri identi¢ne doze i U tri vremenske tacke povecéava prezivljavanje ozracenih
pacova (Ganesan et al. 2014). U ovoj studiji je pokazano povecano prezivljavanje ozracenih pacova
¢ak i sa jednom dozom leka GL2011. Interesantno je da nije bilo razlike u prezivljavanju onih jedinki
koje su dobile lek u razli¢itim vremenskim tackama, $to je ukazalo na to da lek GL2011 aktivira
radioprotektine mehanizme u mozgu bilo da se primeni pre ili posle zracenja.

Ramanska mikrospektroskopija je pokazala znaCajne promene u biomakromolekulima
produzene mozdine eksperimentalnih zivotinja koje su bile pod radioprotekcijom (Kocovié et al.
2021; Kocovi¢ et al. 2021). Najizrazajnije promene su uocene U intenzitetu spektralnih traka amino
kiselina, triptofana i fenilalanina, kao i nukleinskih kiselina, proteina, i kombinovanih traka proteina
i lipida.

Spektar mozdanog tkiva ozracenih Zivotinja je pokazao blage promene u poredjenju sa
kontrolnom grupom, §to je bilo u skladu sa rezultatima studije gde su pra¢ene promene u ozratenom
mozgu misa upotrebom Ramanske spektroskopije (Verma 1986). U toj studiji je takodje pokazano
blago povecanje spektralne trake fenilalanina na 1004 cm™ usled zra¢enja. Sa druge strane, Lakshmi
et al. (2002) su pokazali izrazajnije promene pojedinih spektralnih traka usled ozrac¢ivanja miseva,
Sto moze biti posledica primenjene ve¢e doze gama zraCenja (10 Gy), kao i vremena pracenja
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promena u mozgu misa. Za ispitivanje radioprotektora u ovoj studiji, upotrebljena je niza doza od 6.7
Gy, kako bi se produzilo vreme Zivota nakon ozracivanja i da bi se omogucilo pracenje molekularnih
promena u mozgu prezivelih ozracenih 1 zasti¢enih zivotinja nakon 30 dana.

Lipidi imaju klju¢nu ulogu u strukturnoj i funkcionalnoj organizaciji nervnog sistema, kao i
najvecu zastupljenost u mozgu sisara, naro€ito u beloj masi (Krafft et al. 2005, O’Brien and Sampson
1965). Pored proteina, lipidi su osnovne gradivne komponente celijskih membrana, a izlaganje
jonizuju¢em zrac¢enju dovodi do stvaranja slobodnih radikala, koji mogu da ostete molekule lipida,
uzrokujuci njihovu peroksidaciju i narusavanje strukture ¢elijskih membrana. Proucavajuci efekte
jonizujuceg zracenja na modelu membrana upotrebom Ramanske spektroskopije, Verma (1986) je
primetio da zraCenje dovodi do smanjenja intenziteta spektralnih istezuc¢ih traka lipida, ukljucujuci
CH (2800-3000 cm™), C-C (1000-1150 cm™), C=C (1600-1680 cm™), ali ne i deformacionih traka
lipida. Osim smanjenja intenziteta spektralne trake sa udelom lipida na 1657 cm™ u ozracenoj grupi,
odn. povecanja u grupama sa aplikacijom radioprotektora GL2011 posle zracenja (GLIr180 i
GLIr360), druge promene na lipidima produZene mozdine nisu uo¢ene upotrebom Ramanske
mikrospektroskopije. Ovaj rezultat ukazao je ujedno i na smanjenje proteinske trake (Amid I) u
ozrafenoj grupi, §to je u skladu sa tim da jonizujuée zraenje putem slobodnih radikala dovodi do
fragmentacije i inaktivacije proteina, a samim tim i do njihovog smanjenja (Symons and Taiwo 1992;
Reisz et al. 2014). Takodje, nedavna studija na Wistar pacovima koji su bili izloZeni dozi od 5 Gy
jonizujuceg zracenja (°°Co), pokazala je smanjenje intenziteta proteinskih traka (Lima and Campos
2016). Ovakve promene uocene su i u grupi sa primenom radioprotektora GL2011 30 minuta pre
zraCenja, kako sa Ramanskom mikrospektroskopijom (Kocovic et al. 2021) tako i sa FTIR
mikrospektroskopijom na sinhrotronu, ukazujuéi na to da se efekat zracenja na proteine nije u
potpunosti smanjio sa primenom leka pre zracenja. S druge strane, primena radioprotektora 3 h ili 6
h posle zracenja dovela je do povecanja proteinskih traka, Sto je detektovano sa obe spektroskopske
tehnike. Porast intenziteta spektralne proteinske trake u Ramanskom spektru Ramana detektovane na
1657 cm™ (amide 1) mogao bi se delimi¢no objasniti aktivacijom transkripcionih faktora izazvanih
zraCenjem, koji kontroliSu ekspresiju gena pro-inflamatornih citokina, kao §to su TNF-a, IL-1, IL-6,
i anti-inflamatornih faktora poput IL-4, IL-10, IL-13 i TGF-B (Di Maggio et al. 2015; Lumniczky
2017) koji takodje mogu biti pojacano eksprimirani i usled dejstva radioprotektora (Mun et al. 2018).
Ovo se slaze sa nalazom povecane ekspresije dva pro-inflamatorna citokina (IL-6 i TNF-alfa), kao i
jednog anti-inflamatornog citokina (IL-10) usled radioprotekcije ozratenih pacova sa GL2011
(Kocovi¢ et al. 2021), sto takodje ukazuje na pretpostavku o njihovom moguéem uticaju na povecanje
intenziteta proteinskih traka.

Ramanska mikrospektroskopija je pokazala i blago smanjenje spektralne trake simetri¢nog
fosfata PO4> (959 cm™), 3to je ukazalo na promenu u sadrzaju nukleinskih kiselina usled izlaganja
jonizujuéem zracenju (Scholes et al. 1960). S druge strane, povecanje intenziteta spektralne trake
simetricnog fosfata u grupama sa GL2011 radioprotekcijom, ukazalo je na povecanu Sintezu
nukleinskih kiselina i mogucu stabilizaciju genetickog materijala. S obzirom da se u grupama sa
radioprotekcijom mogu uoc€iti 1 pretezno povecani intenziteti proteinskih traka, naroCito posle
zraCenja, povecanje u oblasti nukleinskih kiselina bi moglo biti povezano sa povecanom sintezom
RNK.

Kod radioprotekcije sa anizomicinom, uoceno je povecanje intenziteta spektralne trake
simetri¢nog fosfata POs% kao i drugih spektralnih traka povezanih sa nukleinskim kiselinama, $to je
ukazalo na to da primena anizomicina deluje na poveéanu sintezu nukleinski kiselina i/ili stabilizaciju
genetickog materijala i poveéanu sintezu nukleinskih kiselina. Koshiba et al. (1995) je pokazao da
anizomicin indukuje transkripcionu aktivaciju i stabilizaciju iIRNK, $to je u skladu sa rezultatima ove
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studije (Kocovi¢ et al. 2021). Prema tome, stabilizacija RNK, bi mogla biti mehanizam kojim
anizomicin vrsi svoju radioprotektivnu aktivnost u mozgu.

Poveéan nivo fenilalanina u ozracenoj grupi kao i u grupama sa radioprotekcijom, mogao bi
biti posledica metabolizma amino Kiselina. Pokazano je da neki od pro-inflamatornih citokina,
narocito IL-6 (koji je i u ovoj studiji bio poveéan) smanjuju dostupnost enzima koji dovode do
konverzije fenilalanina u tirozin u metabolizmu sinteze dopamina (Felger and Miller 2012), i da na
taj nacin dolazi do povec¢anja nivoa fenilalanina i u mozgu.

Prema Ramanskim spektrima povecanje nivoa nukleinskih kiselina i proteina u grupama sa
radioprotekcijom je praéeno povecanjem spektralne trake triptofana, naroCito u grupi sa
radioprotektorom GL2011 apliciranim 6 h posle zracenja. Blago smanjenje nivoa triptofana koje se
moze uociti kod ozracenih zivotinja i ¢injenica da je povecan nivo pro-inflamatornih citokina poput
IL-6 (koji je znacajno povecan u grupi ozracenih Zivotinja 7. dana nakon tretmana) ukazuje da dolazi
do degradacije triptofana. Postoje studije koje ukazuju na postojanje veze izmedju pro-inflamatornih
citokina, poput IL-6 i metabolizma triptofana (Grohmann et al. 2001; Hol et al. 2014).

Neke studije su pokazale da anizomicin indukuje povecanje koncentracije aminokiselina, kao
Sto su triptofan, tirozin, fenilalanin i prolin u mozgu misa (Rainbow et al. 1980; Schweri and Carr
1982), sto je i ovde potvrdjeno u Ramanskim spektrima produzene mozdine pacova sa anizomicinom
apliciranim posle zracenja.

Sinhrotronski FTIR spektri mozdanih tkivnih preseka pokazali su efekat zraCenja i
radioprotekcije na proteinima i estrima, kao i na asimetri¢nom fosfatu. Zna¢ajan marker za oba
radioprotektora bila je amid Il traka, a radioprotektivni efekat je bio naro¢ito izrazen sa upotrebom
leka nakon =zracenja, Sto je u saglasnosti sa prethodnim ispitivanjima na Ramanskom
mikrospektrometru (Kocovi¢ et al. 2021; Kocovi¢ et al. 2021). Skup podataka za amid I nije prosao
postavljene kriterijume, odn. da kontrolna merenja u Zivotinjskim parovima budu podudarna i/ili da
postoji znacajna razlika izmedju kontrolne netretirane i ozraCene Zzivotinje u oba ispitivana seta
Zivotinja.

Neke promene u spektrima nisu se odnosile na intenzitet posmatranih traka, ve¢ na ,,sedlaste
tacke” izmedju njih, $to ukazuje na pomeranje vrha i/ili promene $irine vrha. Na primer, takav je
slu¢aj sa upotrebom samog radioprotektora GL2011 i anizomicina bez zracenja, gde je uo¢en pomeraj
maksimuma spektra povezanog sa savijaju¢om N-H vezom i istezu¢om C-N vezom amida Il na 1550
cm (Balan et al. 2019). Takodje, oba radioprotektora su indukovala pojavu ulegnuéa odn. ,,sedlaste
tacke” na delu spektra oko 1580 cm™ (mesto gde se grani¢e amid 11 amid Il izmedju 1580 i 1625 cm"
1), §to se moze povezati sa C-C istezuéom vezom ostataka tirozina, fenilalanina i nukleotida, kao i
C=C istezu¢om vezom kinoidnog prstena (Malek et al. 2014; Talari et al. 2017; Balan et al. 2019).
Smatra se da nije bilo promena u sekundarnoj strukturi proteina, kao $to je a-helix, jer nije bilo
znacajnih promena u intenzitetu tih spektralnih traka.

Sinhrotronski FTIR spektri su pokazali da efekat primene radioprotektora postoji u delu spektra
sa asimetri¢nim istezuc¢im vibracijama veza POgz", C-C, C-O i P-O okosnice fosfodiestera nukleinskih
kiselina i fosfolipida (1080-1235 cm™), naroéito za GL2011. Ovo je u skladu sa rezultatima
Ramanske mikrospektroskopije i moze se objasniti porastom nivoa RNK, §to je u vezi sa pojatanom
ekspresijom proteina, pro-inflamatornih i anti-inflamatornih citokina (Koc¢ovic¢ et al. 2021).

Jonizujuce zraCenje prouzrokuje peroksidaciju i degradaciju lipida, posebno u mozdanom tkivu
sa veCim sadrzajem lipida, kao S§to su mijelinski omota¢ i bela masa (Cakmak et al. 2012).
Sinhrotronski FTIR spektri su pokazali efekat za GL2011 i anizomicin i u lipidnom i fosfolipidnom
delu spektra. Naime, razlike su bile uocljive za C=0 traku lipida i fosfolipida (estri), kao i za C=0
traku u bazama nukleinskih kiselina (Malek et al. 2014; Talari et al. 2017; Balan et al. 2019). Uoceno
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je i daprimenasamog anizomicinai GL2011 ¢esto ima sli¢an efekat kao i samo izlaganje jonizujuéem
zracenju, ali 1 da se taj efekat gubi kada se lek primeni pre ili posle zracenja.

5.2. PROMENE U GLIJALNIM CELIJAMA MOZGA OZRACENIH PACOVA | TRETIRANIH
RADIOPROTEKTOROM GL2011 ILI ANIZOMICINOM

Da bi se pratio celijski odgovor na zraCenje i radioprotekciju, tkivni preseci mozga su
imunohistohemijski obojeni na markere mikroglije i astrocita. Mikroglijalne ¢elije su imunske celije
mozga neophodne za njegovo funkcionisanje. To su glavne celijske komponente ukljucene u
urodjenu imunolo$ku odbranu centralnog nervnog sistema (Bachiller et al. 2018). Usled dejstva
odredjenih stimulusa, kao $to su zracenje, bakterije ili oksidativni stres, mikroglijalne ¢elije postaju
aktivirane i dolazi do oslobadjanja pro-inflamatornih citokina i slobodno radikalskih vrsta (Babior
2000; Lull and Block 2010). Morfoloske odlike aktivirane mikroglije u mnogim patoloskim stanjima
su ameboidni oblik tela i povlacenje ¢elijskih nastavaka (Lull and Block 2010). Medjutim, protokol
zraCenja koriSéen u ovoj studiji pokazao je da su 30 dana nakon zra¢enja mikroglijalne celije u
produzenoj mozdini pretrpele skromne promene u morfologiji. Uoceno je povlacenje celijskih
produzetaka, ali bez znacajne promene u procentu povrsine pod mikroglijalnim markerom Iba-1.
Pokazano je i da sam radioprotektor GL2011 moze smanjiti ekspresiju mikroglijalnog markera Iba-
1, §to je takodje uoceno prilikom primene GL2011 6 h nakon zracenja, ukazujuci na inhibitoran efekat
radioprotektora na proliferaciju mikroglije. S druge strane, primena samog GL2011 nije imala efekat
na morfologiju mikroglijalnih ¢elija, ukazujuéi na to da radioprotektor nema toksi¢no dejstvo na
mikrogliju. Mali volumen ¢elijskog tela mikroglije bez Celijskih produzetaka u grupi zivotinja sa
primenom radioprotektora 6 h nakon zraCenja moze ukazati na sinergistiCko delovanje
radioprotektora i zracenja.

Kvantitativna analiza imunohistohemijski oslikanih tkivnih preseka je pokazala da aplikacija
anizomicina pre ili posle zracenja dovodi do smanjenja procenta Iba-1 pozitivnih piksela za
mikrogliju u sve tri praene mozdane regije (somatosenzornom korteksu, Corpus callosumu i
produzenoj mozdini), §to ukazuje na pozitivan inhibitorni efekat anizomicina na celijsku
neuroinflamaciju. U skladu sa ovim rezultatom, Croons et al. (2009) je pokazao da anizomicin
smanjuje sadrzaj makrofaga u ateroskleroticnim plakovima zeceva aktivacijom p38 MAP kinaze.
Strukturne promene bile su uocljive jedino u somatosenzornom korteksu, ali ne i u produzenoj
mozdini i u beloj masi. Razli¢it obrazac ponasanja mikroglije bi mogao biti posledica primenjene
doze zracenje, ali i razlike u fenotipu mikroglije u razli¢itim mozdanim regijama (Xuan et al. 2019),
Sto dovodi do specificnog odgovora ovih ¢elija na zraCenje. Pored toga, neke studije su pokazale da
zraenje aktivira mikrogliju pri dozama veé¢im od 10 Gy (Tofilon and Fike 2000; Greene-Schloesser
etal. 2012), dok manje doze zrac¢enja mogu dovesti do akutnih (kratkotrajnih), ili ozbiljnih strukturnih
promena pracenih demijelinizacijom, vaskularnim poremeéajima, gliozom, nekrozom bele mase i
kognitivnim oste¢enjima tek u kasnijem vremenskom periodu nekoliko meseci do godinu dana od
tretmana zra¢enjem (Ramanan et al. 2008). Takodje, odredjeni faktori kao §to je starost Zivotinje
mogu uticati na to kakav ¢e efekat imati zra¢enje. Alya et al. (2015) je ukazao na to da su Wistar
pacovi razli¢ite zivotne dobi razli¢ito osetljivi na jonizujuce zracenje. Naime, mladji pacovi (8-10
nedelja stari) su bili otporniji od starijih (12-14 nedelja stari) na zra¢enje dozom od 9 Gy. Za
ispitivanje radioprotektivnog potencijala anizomicina upotrebljena je doza od 6 Gy kako bi se Zivotni
vek eksperimentalnih zivotinja produzio radi vec¢e dostupnosti uzoraka za analizu.
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Astrociti su najbrojnije glijalne ¢elije u centralnom nervnom sistemu, i imaju vaznu ulogu u
regulaciji homeostaze, izlu¢ivanju hranljivih materija, metabolizmu neurotransmitera i aminokiselina
(Allaman et al. 2011; Schousboe et al. 2014). Zahvaljujuc¢i visokom sadrzaju antioksidanata, astrociti
imaju znacajnu ulogu u zastiti neurona od oksidativnog stresa (Wilson 1997; Bylicky et al. 2018).
Produkcijom jedinjenja poput prostaglandina i transformisuceg faktora rasta beta (TGF-f), astrociti
inhibiraju aktivaciju mikroglije i na taj nacin Stite mozak od inflamacije (Park et al. 2012; Vincent
and Tilders). Takodje, poznato je da astrociti stvaraju jedinjenja koja indukuju ekspresiju
antioksidativnih enzima kao $to je hem-oksigenaza 1 koja na taj nacin inhibira aktivaciju mikroglije
(Min 2006).

U ovoj studiji pokazano je da zracenje indukuje povecanje GFAP pozitivnih piksela u svim
ispitivanim regijama mozga (somatosenzorni korteks, corpus callosum i produzena mozdina), §to
medjutim nije bilo statisticki zn¢ajno. Takodje, rezultati imunohistohemije nisu pokazali znacajan
efekat za grupe koje su tretirane zracenjem i radioprotektorima. Neke studije ukazuju da doze iznad
10 Gy indukuju povecanje broja GFAP pozitivnih astrocita, dok nize doze (narocito ispod 8 Gy) ne
izazivaju promene u koncentraciji GFAP-a ¢ak ni 30 dana nakon zracenja (Mildenberger et al. 1990;
Chiang et al. 1993), sto je u skladu sa kvantitativnom analizom imunohistohemijskih snimaka
(Kocovi¢ et al. 2021; Kocovi¢ et al. 2021). U slu¢aju da zZivotinja prezivi zracenje, glioza se najsce
javlja nekoliko meseci ili godinu dana od ozracivanja i kao takva spada u kasne efekte zracenja
(Tofilon and Fike 2000; Greene-Schloesser et al. 2012). Primenjeni protokol zracenja celog tela a ne
samo predela glave je takodje mogao biti jedan od razloga za ne tako izrazite promene u koncentraciji
GFAP-a. Medjutim, u pogledu morfoloskih promena astrocita, U 0zracenoj grupi i U grupi Zivotinja
sa radioprotektorom GL2011 apliciranim 30 minuta pre zracenja, uocena je fragmentacija $to ukazuje
da je ipak doslo do osteéenja astrocita i astroglioze kao uobi¢ajenog odgovora na povredu centralnog
nervnog sistema (Li et al. 2019). Nasuprot tome, primena GL2011 radioprotektora 3 h i 6 h posle
zraCenja nije dovela do takvih promena na astrocitima, §to je ukazalo na to da je radioprotektor
efikasniji u zastiti astrocita ako se primeni posle zracenja.

Takodje, nijedan tretaman anizomicinom kao radioprotektorom nije zna¢ajno uticao na marker
astrocita - GFAP, mada je primecen mali trend smanjenja procenta pozitivnih piksela za GFAP kod
eksperimentalne grupe Zivotinja koja je primila samo anizomicin.

S obzirom da sami radioprotektori GL2011 i anizomicin nisu uzrokovali znacajne promene
mikroglije i astrocita, kao ni u bojenju na glijalne markere, moze se zakljuciti da ovi radioprotektori
nemaju negativno dejstvo na glijalne ¢elije mozga pacova i da deluju na njihovo o€uvanje kod
ozracenih Zivotinja.

5.3. PROMENE U PRO-INFLAMATORNIM | ANTI-INFLAMATORNIM CITOKINIMA PLAZME WISTAR
PACOVA NAKON IZLAGANJA GAMA ZRACENJU I RADIOPROTEKCIJI SA GL2011 LI
ANIZOMICINOM

Citokini predstavljaju grupu proteina male molekulske mase 6-70 kDa. Oni nastaju kao produkt
razli¢itih imunskih ¢elija (leukocita, monocita, makrofaga, fibroblasta) i neophodni su za normalno
funkcionisanje imunskog odgovora. To su vazni signalni molekuli koji deluju preko receptora u celiji
ili na ¢elijskoj membrani. Transportuju se kroz ¢itav organizam uti¢uci na funkciju drugih ¢elija i
organa. Oni posreduju u interakciji izmedju mezenhimskih, epitelnih i imunskih ¢elija, Sto je od
znacaja za radijaciona ispitivanja (Schaue et al. 2012), a samim tim i za ispitivanje dejstva
radioprotektivnih supstanci. Mozak i imunski sistem su u dvosmernoj interakciji, §to je neophodno
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za odrzavanje homeostaze (Dantzer 2018). Mozak vrs$i modulaciju imunskog sistema putem
autonomnih i neuroendokrinih puteva (Kenney and Ganta 2014). Neurotransmiteri i hormoni
oslobodjeni ovim nervnim putevima stupaju u interakciju sa imunskim ¢elijama menjajuéi globalno
imunsku funkciju, ukljucujuéi proizvodnju citokina (Thyaga and Priyanka 2012).

Pro-inflamatorni citokini se brzo oslobadjaju nakon zracenja i dovode do nastanka slobodnih
radikala kiseonika i azota. Ova pro-inflamatorna faza se odrzava dugo nakon izlaganja zracenju.
Nakon toga dolazi do aktivacije produkcije i anti-inflamatornih citokina koji potom blokiraju funkciju
maktofaga i dendritskih Celija, kao i proliferaciju T-limfocita, menjaju¢i homeostatsku ravnotezu
izmedju prezivljavanja i Celijske smrti (Di Maggio et al. 2015). Balansiranje izmedju pro i anti-
inflamatornog odgovora moze dugo oscilirati nakon zra¢enja i smatra se kriticnim u odredjivanju
pozitivnog ili negativnog ishoda (Sun et al. 2013). Povecan nivo TNF-a uoc¢eno je nakon zracenja
razliCitih ¢elija sisra 1 Coveka, ukljucujuci alveolarne makrofage kao i celije tumora, dok je
prekomerna proizvodnja IL-6 i IL-8 opisana u keratinocitima, fibroblastima i ¢elijama glioma nakon
izlaganja X i UV zracima (Mduller and Meineke 2007).

Rezultati ove studije pokazali su kontinuirani porast pro-inflamatornih citokina (IL-6 i TNF-c)
u skoro svim grupama koje su bile ozracene i koje su tretirane radioprotektorom GL2011 u razli¢itim
rezimima pre ili posle zra¢enja. Vazno je ista¢i da je i primena samog radioprotektora GL2011
indukovala porast IL-6 i TNF-o u skoro svim pra¢enim vremenskim tackama. lako je radioprotektor
GL2011 aminotiolno jedinjenje koje primarno deluje kao ‘hvata¢’ slobodnih radikala, stimulatorno
dejstvo radioprotektora GL2011 na pro-inflamatorne citokine se moze uporediti sa jednom drugom
vrstom radioprotektora tzv. imunomodulatorima, medju kojima je AS101 (amonijum-trihloro
dioksietilen O-O’) koji indukuju oslobadjanje pro-inflamatornih citokina IL-6, TNF-a i IL-1 i na taj
nac¢in deluje radioprotektivno (Kalechman et al. 1990). Dakle, pored prethodno objavljenih
aminotiolnih mehanizama radijacione zastite (Oki¢-Djordjevi¢ et al. 2014; Ganesan et al. 2014), u
ovoj studiji smo pokazali jo§ jedan mehanizam delovanja GL2011 radioprotektora, pa mozemo
zakljuciti da aminotioli takodje mogu delovati i kao modulatori signalnih puteva citokina.

Interleukin 6 (IL-6) je multifunkcionalan citokin sa brojnim funkcijama. On reguli$e imunski
odgovor, inflamatorne reakcije i hematopoezu (Hirano 1998). Takodje, poznato je da su neki pro-
inflamatorni citokini, a medju njima IL-6 i TNF-a, visoko zastupljeni u kondicioniranom medijumu
ozracene celijske linije glioblastoma (Desai et al. 2013).

Primena same radijacije indukovala je povecanje pro-inflamatornog citokina IL-6 prvog i
sedmog dana, ali je statisticki znacajno povecanje bilo detektovano samo 7. dana, $to je u skladu sa
studijom koja je pratila efekte razli¢itih doza zracenja u kulturi ¢elija tokom 7 dana (Meeren et al.
1997). U toj studiji pokazano je da povecanje IL-6 postaje izraZenije sa pove¢anjem doze zracenja,
ali 1 da se maksimum povecanja primecuje tek kasnije nakon zrac¢enja. Naime, sa dozom od 2 Gy
plato je dostignut 24 h nakon tretmana, sa dozom od 5 Gy nakon 4 dana, dok je sa 10 Gy maksimum
povecanja dostignut 6. dana.

Blago povecanje TNF-a u plazmi ozracenih zivotinja je detektovano sto je u skladu sa tim da
zracenje indukuje porast ovog citokina (Cachaco et al. 2010), dok je anti-inflamatorni citokin I1L-10
imao trend smanjenja u poredjenju sa kontrolnom CTRL grupom, Sto bi se moglo uporediti sa
studijom na celijskoj liniji pneumocita gde je uoceno da radijacija smanjuje koncentraciju 1L-10
(Haase et al. 2007).

U poredjenju sa ozraCenom grupom Zzivotinja, znacajan porast nivoa IL-6 1 TNF-a istovremeno
sa IL-10 zabelezen je u grupi sa radioprotektorom GL2011 primenjenim 3 h nakon zracenja, kao i u
grupi gde je GL2011 apliciran 30 minuta pre zracenja ali sa ne$to manje izrazenim kontinuitetom
povecanja ekspresije. Za razliku od prva dva tretmana sa GL2011, radioprotekcija 6 h nakon zracenja
pokazala je neSto drugaliji obrazac ponasanja citokina. Naime, IL-6 i TNF-a su bili znacajno
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povecani prvog i 7. dana u poredjenju sa ozracenom grupom, dok je 28. dana uocen pad IL-6 u
poredjenju sa kontrolnom grupom. Porast pro-inflamatornih citokina prvog dana u svim ozra¢enim
grupama kod kojih je primenjen radioprotektor GL2011, kao i prateci porast anti-inflamatornog
citokina IL-10 sedmog dana, moze ukazati na uspostavljanje balansa izmedju pro-inflamatornog i
anti-inflamatornog odgovora, $to ukazuje na lekovit efekat GL2011 u svakom vremenu primene
nakon zracenja. Vredno je napomenuti da IL-6 moze delovati sa IL-10 na translacionom nivou,
inhibirajuéi ekspresiju TNF-a od strane astrocita (Benveniste et al.1995), sto ukazuje da ovi
humoralni faktori deluju kao vazni regulatori drugih citokina Cije delovanje moze biti Stetno za
mozak. Medjutim, porast nivoa citokina u uslovima bolesti ili posle zra¢enja ne mora nuzno ukazivati
1 na medjusobnu inetrakciju citokina, kao i da 1i je neki citokin ukljuCen u zapaljensko oStecenje
nekog tkiva (Schaue et al. 2012).

Pro-inflamatorni citokini IL-6 i TNF-a i anti-inflamatorni citokin IL-10 su takodje praceni u
plazmi pacova tretiranih anizomicinom pre ili posle zracenja. Anizomicin je inhibitor sinteze proteina
u eukariotskim organizmima, i deluje tako §to vezuje i inhibira aktivnost peptidil transferaze 60S
ribozomske podjedinice. Zanimljivo je da anizomicin u ¢elijama sisara aktivira mitogen-aktivirane
proteinske kinaze (MAPK), ukljuc¢ujuc¢i JINK, p38 i ERK1/2, a takodje moze da modulira i druge
signalne puteve (Cano et al. 1994; Hazzalin et al. 1998). Regulacija ekspresije gena je joS jedan
intrigantan efekat anizomicina s obzirom na to da je u stanju da indukuje degradaciju nekih proteina.
Takodje, uti¢e i na pro- i anti-apoptoticke mehanizme. Cinjenica da anizomicin aktivira p38 kinazu
koja kontrolise produkciju TNF-a, moZe objasniti povec¢anje koncentracije ovog pro-inflamatornog
citokina u eksperimentalnoj grupi zivotinja koja je primila samo anizomicin bez zracenja. MAP
kinaze su vazni unutarcelijski posrednici prenosa signala koji reaguju na Sirok spektar stimulusa kao
Sto su hipokasija, osmotski stres, oksidacija, antibiotici i zracenje (Cargnello and Roux 2011). U
jednoj studiji na muzjacima pacova pokazano je da anestetik izofluran deluje neuroprotektivno ako
se primeni pre ishemije mozga, ali i da nema neuroprotekcije ako se primeni inhibitor p38 kinaza
(Zheng and Zuo 2004), sto nam moze ukazati na to da anizomicin koji aktivira MAP kinaze deluje
neuroprotektivno u uslovima stresa i inflamacije putem MAP kinaza. Poznato je i da TNF-a dovodi
do pojacane ekspresije IL-6 (Cesaris et al.), pa se tako moze objasniti znac¢ajno povecéanje IL-6 u
kasnijim pra¢enim vremenskim periodima (7. i 28. dana). Pored povecanog nivoa TNF-a i IL-6, IL-
10 je takodje bio znacajno povecan poslednjeg 28. dana, $to je ukazalo na to da se razvio i anti-
inflamatorni odgovor kako bi se uspostavio balans sa pro-inflamatornim odgovorom. Tandem IL-6 i
IL-10 deluje sinergistcki u inhibiciji TNF-a (Benveniste et al. 1995), ali je medjutim TNF-a jos uvek
bio povecan 28. dana.

Multifunkcionalne karakteristike anizomicina su razlog za veliki broj biohemijskih istrazivanja
koja se bave ispitivanjem anizomicina. Poznata je i potencijalna terapijska uloga anizomicina, jer on
moze indukovati apoptozu indukujuéi povecanu osetljivost malignih Celija (Slipicevic et al. 2013).
Anizomicin je primenjen i1 u proucavanju pamcenja kod Zzivotinja i1 pokazalo se da inhibira
konsolidaciju novih se¢anja i izaziva amneziju (Qi and Gold 2009). U ovoj studiji, efekat anizomicina
kao potencijalnog radioprotektora postao je oCigledan tek sa primenom posle zracenja, narocito u
grupi sa radioprotekcijom 6 h nakon zracenja, gde je detektovano povecanje TNF-a koje je bilo
znacajno prvog i poslednjeg dana pracenja. Sli¢no kao i u grupi sa primenom samog anizomicina,
uoceno je povecanje IL-6 i IL-10, $to govori o prisustvu anti-inflamatornog odgovora. Isti princip
delovanja se moze primetiti i kod grupe sa anizomicinom apliciranim 3 h nakon zracenja, ali sa nesto
manjim povecanjem pro-inflamatornih citokina 1 statisticki znafajnim povecanjem anti-
inflamatornog citokina IL-10 poslednjeg dana. S obzirom da je prezivljavanje u grupama sa
anizomicinom primenjenim posle zracenja bilo 100%, moze se zakljuciti da anizomicin kao
pretpostavljeni aktivator MAP kinaza nije nuzno Stetan za mozak. Interesantno je, medjutim, da je
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prezivljavanje u grupi zivotinja kojima je anizomicin apliciran 30 minuta pre zracenja bilo 75 %, a
da nije doslo do znacajnih promena u nivou citokina. Ovo ukazuje na mogucu interakciju zracenja i
primenjenog anizomicina, ali da bi se ova hipoteza potvrdila potrebne su dodatne studije na veéem
broju zivotinja.

Aminotioli su jedinjenja koja mehanizmom eliminacije slobodnih radikala redukuju Stetne
efekate zracenja. Aminotiolno jedinjenje - amifostin (WR2721) predstavlja jedini lek odobren od
Uprave za hranu i lekove (FDA) za primenu u radioterapiji. Medjutim, ovo jedinjenje jo$ uvek nije
postiglo $iroku klini¢ku upotrebu (King et al. 2020), a jedan od razloga za to je da se maksimalna
zaStita amifostinom postize ako se lek primeni u obliku 15-minutne infuzije pre zracenja (Bukowski
1996). Usled polu-zivota raspodele leka od 0.88 minuta, oko 90 % leka se vrlo brzo eliminise iz
plazme. Studije na miSevima ukazale su da je maksimalna koncentracija aktivnog metabolita
amifostina (WR1065) u tkivima 10 do 30 minuta nakon intraperitonealne injekcije, Sto zajedno sa
brzom eliminacijom iz organizma, ukazuje da se amifostin mora davati neposredno pre zracenja
(Pamujula et al. 2005; Singh and Seed 2019). Pored toga, amifostin je efikasan ako se aplicira u ve¢im
koncentracijama, 300-500 mg/kg (Pamujula et al. 2005; Trajkovi¢ et al. 2007), ali poznato je i da
zbog toga izaziva izvesne nezeljene efekte kao Sto su hipotenzija, mucnina i alergijske reakcije
(Vardy et al. 2002). U poredjenju sa amifostinom, pokazano je da intraperitonealna aplikacija jedne
doze aminotiolnog jedinjenja GL2011 (100mg/kg) ima efekat radioprotekcije ne samo u primeni pre
zraenja, ve¢ i u primeni na 3 h i 6 h nakon zracenja (Kocovic et al. 2021), $to ga Cini potencijalno
dobrim kandidatom za radioterapiju, ali i za primenu u radijacionim nesre¢ama. Takodje, pokazano
je da aminotiol GL2011 nema toksi¢no dejstvo na pacovima ¢ak i ako se primeni u tri doze od 100
mg/kg (Oki¢-Djordjevié et al. 2014; Ganesan et al. 2014).

Radi komparacije sa aminotiolima, u ovoj studiji pracen je i radioprotektivan efekat antibiotika
anizomicina. Poslednjih godina potvrdjeno je da antibiotici takodje mogu redukovati Stetne efekte
zracenja (Alok and Chaudhury 2016; Obrador et al. 2020), pa tako tetraciklini i fluorokinoloni
eliminiSu slobodne radikale i smanjuju dvostruke prekide DNK, povecavajuci prezivljavanje
ozracenih miseva za 87.5 % sa primenom pre zracenja i za 35% sa primenom posle zracenja (Kim et
al. 2009). Za razliku od aminotiola i tetraciklina, anizomicin je poznat kao inhibitor sinteze proteina,
koji blokira sintezu novih transkripcionih faktora, ali medjutim ne blokira ranu transkripciju i RNK
sintezu (Fenteany and Morse 1993). U ovoj studiji je pokazano da anizomicin primenjen u jednoj
dozi (150 mg/kg) ima slic¢ano dejstvo na prezivljavanje ozracenih Zivotinja kao 1 aminotiol GL2011
(Kocovi¢ et al. 2021; Kocovi¢ et al. 2021). S druge strane, drastiéne promene u molekularnim
markerima nakon primene samog anizomicina, kao i sa njegovom primenom posle zracenja, ukazale
su na to da neZeljeni efekti za potencijalno radioprotektivne doze mogu predstavljati ograni¢avajuci
faktor za njegovu efikasnost.
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6. ZAKLJUCCI

Analizom rezulatata prikazanih u ovoj studiji mogu se izvesti slede¢i najvazniji zakljucci:

1. U pogledu prezivljavanja Zivotinja, aminotiolni radioprotektor GL2011 je imao isti efekat kada se
primeni pre ili posle zracenja, za razliku od anizomicina koji se pokazao efikasniji u primeni posle
zracenja.

2. Ramanska mikrospektroskopija primenjena na tkivnim presecima produzene mozdine pacova
pokazala je na molekularnom nivou, da oba radioprotektora deluju tako Sto povecavaju sintezu
nukleinskih kiselina nezavisno od vremena aplikacije, $to je ukazalo na to da bi mehanizam kojim
vr$e svoju radioprotektivnu aktivnost mogao biti stabilizacija genetickog materijala. Takodje,
radioprotektori GL2011 i anizomicin su indukovala porast intenziteta spektralnih traka amino kiselina
I proteina narocito sa primenom posle zracenja.

3. Analiza FTIR spektara, dobijenih sa sinhrotronskog izvora infracrvenog zracenja, tkivnih preseka
produzene mozdine pacova je pokazala znacajan efekat za oba radioprotektora u oblasti proteina i
estara, amida II i asimetri¢nog fosfata. Primena anizomicina u oba ispitivana seta zivotinja dovela je
do promena u intenzitetima traka za sve naznacene spektralne opsege i sva tri vremena primene, dok
je primena GL2011 najvedéi efekat na trake pokazala pri primeni 3 h nakon zracenja, mada intenzitet
trake znacajno varira i sa primenom ovog jedinjenja i pre znacenja.

4. Pokazano je da radioprotektori GL2011 i anizomicin ne ispoljavaju negativno dejstvo na glijalne
¢elije mozga pacova i deluju na njihovo ocuvanje kod ozracenih zivotinja. GL2011 je uticao na
smanjenu infiltraciju mikroglijalnih ¢elija produzene mozdine naroito ako je primenjen posle
zraCenja, dok je anizomicin indukovao smanjenje bojenja na mikroglijalni marker Iba-1 u svim
ispitivanim mozdanim regijama (produZena mozdina, somatosenzorni korteks i corpus callosum)
nezavisno od veremena primene sa zra¢enjem.

5. Pokazano je da radioprotektor GL2011 deluje 1 kao modulator signalnih puteva citokina, Sto je
verovatno i jedan od mehanizama kojim ostvaruje svoju radioprotektivhu ulogu. Balans pro-
inflamatornog i anti-inflamatornog odgovora ukazuje na pozitivan efekat radioprotektora GL2011
primenjenog bilo pre ili posle zracenja.

6. Analiza citokina je pokazala da anizomicin ispoljava svoje radioprotektivno dejstvo tek u kasnijim
vremenima primene povecanjem nivoa citokina (3 h i 6 h nakon zrac¢enja). U grupi zivotinja kod kojih
je anizomicin primenjen pre zracenja nije doslo do znacajnih promena u nivou citokina u plazmi sto
je ukazalo na mogucu desenzibilizaciju indukovanu primenom anizomicina pre zracenja.

7. Primena samog anizomicina indukuje slozene promene u pro-inflamatornim citokinima, §to
zahteva dalja ispitivanja dejstva samog leka na vecoj grupi Zivotinja.
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Mpwunor 1.

N3jaBa 0 ayTOpPCTBY

MoTnucaHmn-a [Oywwuua M. KouoBuh

6poj nHaekca bB3030/2013

MN3jaBmpyjem
[a je AOKTOpCKa AucepTtauuja noa Hac/10BOM

“Ynorpeda Pamancke cnekTpockonuje 3a npaheme AejcTBa THOJTHUX PAJMONPOTEKTOPA HA
MOJIEKYJIapHe IIPOMeHe Y MO3Try NalnoBa U3JIaraHor rama 3pademy”.

e pe3ynTaT COMCTBEHOr UCTPaXKMBayKor paja,

e Ja npeanoxeHa guceptaumja y LeIUHM HWU Yy AenoBUMa Huje buna npeanoxeHa
3a pobujarme 6uno Koje aunaoMe npeMa CTyAMjCKMM rMporpammMma Apyrux
BUCOKOLLKOJICKMX YCTaHOBA,

e A Cy pe3ynTaTu KOPEKTHO HaBeAeHW U

e [l HMCaM KpLMO/na ayTopcKa npaBa U KOPUCTNO MHTENEKTYanHy CBOjUHY APYruX
nmua.

MoTnuc gokTtopaHaa

Y beorpagy,




Mpwunor 2.

U3jaBa 0 UICTOBETHOCTHU LUTaMMNaHe N eNIEKTPOHCKe Bep3unje
AOKTOpPCKOr paaa

Mme n npeanme aytopa Qywunua M. KouoBuh
Bpoj nHpekca 63030/2013
Ctyanjcku nporpam bnonoruja — Heypodunanonorunja og henumje o noHawamwa

Hacnos paga “Ynorpeda Pamancke cnekTpockonuje 3a npaheme aejcrea THOJIHUX
PAAMONPOTEKTOPA HA MOJIEKYJIapHe IPOMeHe Y MO3I'y IAall0Ba M3JIAaraHor ramMa 3pavuemy”.

MeHnTtop Mpod. ap. Naene P. AHRyc
Motnncanu/a OQywwuua M. KoyoBuh

M3jaBrbyjeM ga je wtamnaHa Bepavja Mor JOKTOPCKOr pafa UCTOBETHA ENEKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy
caMm npegao/na 3a objaBrbMBare Ha nopTany OurutanHor penosvtopujyma YHuBep3uTteTa y
Beorpapy.

[osBosbaBam ga ce objaBe Moju NMYHKM Nogaum Be3aHu 3a Jobujarbe akageMCcKor 3Baba g
OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe 1 Npe3ume, rogMHa U MecTto pohera 1 gatym ogbpaHe paaa.

OBM nnMyHKM nogaum Mmory ce 06jaBUTUM Ha MpPEXHMM CTpaHuuama gurutanHe 6ubnuoteke, y
eeKTPOHCKOM KaTanory n 'y nybnukauvjama YHmsepsuteta y beorpaay.

MoTnuc aokropaHaa

Y Bbeorpagy,




Mpwunor 3.
N3jaBa 0 kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBep3uTeTcky 6ubnmnoteky ,Csetosap Mapkosuh™ ga y AurntanHu
peno3ntopujyM YHuBep3uTteTa y beorpaay yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTtauujy nog
HaCNOBOM:

“¥Ynorpeda Pamancke ciekTpockonuje 3a npaheme 1ejcTBa THOJHMX PAHONIPOTEKTOPA HA
MOJIEKYJIapHe IPOMeHe Y MO3Iy MaloBa U3JIaraHor rama 3pademy”.

KOja je Moje ayTopCKo Aeso.
OncepTaumjy ca cBMM npunosmma npegao/na caM y enekTpoHCKOM ¢opMaTy NorogHom
3a TpajHO apxuBupame.

Mojy LOKTOPCKY AucepTaunjy noxparweHy y AnrntasaHn peno3mtopujym YHnBepsnTeTa y
Beorpagy Mory ga kopucte CBM Koju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHoM Tuny
nmueHue KpeaTtmnsHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4uo/na.

1. AyTopcTBO

2. AYyTOpPCTBO - HeKoMepumnjanHo

@AYTODCTBO - HekoMepuujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpPCTBO — HEKOMepuMjanHo — AenuTu nog UCTUM ycnoBmma
5. AytopctBo - 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — AENUTU noA UCTUM yCIOBUMA

(MonnMo aa 3a0KpyXuTe camMo jeaHy o4 WeCcT NOHyhHeHuxX nuueHuu, Kpatak onuc
AVUEHUN AaT je Ha nonehuHn nucra).

MoTnnc aookTopaHAaa

Y beorpagy,




1. AyTopcTBO - [lo3BO/baBaTe YMHOXaBare, AUCTpMOYLMjY M jaBHO caomnluTaBarbe Aena,
M Npepaje, ako Ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH o4 CTpaHe ayTopa wau
[laBaolla SMUEHUe, Yak M y KoMmepuujanHe cBpxe. OBO je HajcnobogHuja on CBUX
NIMLEHUM.

2. AyTopCcTBO — HekoMmepumjanHo. [lo3BosbaBaTe yMHOXaBarbe, AUCTpubyumnjy u jaBHO
caonwTaBawe Aena, U npepaje, ako ce HaBeje MMe ayTopa Ha HadumH oapeheH on
CTpaHe ayTtopa wnaum gaBaoua numueHue. OBa NMUeHUA He [A03BO/baBa KoMepuujasHy
ynotpeby aena.

3. AyTOpCTBO - HeKoMepuujanHo - 6e3 npepage. [o3Bo/baBaTe YMHOXaBakbe,
anctpubyumnjy m jaBHO caonwTaBare fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBakwa wm
ynoTpebe gena y CBOM Aeny, ako Ce HaBede MMe ayTopa Ha HayunH oapeheH oA CcTpaHe
ayTopa wan gasaoua numueHue. OBa nMueHUa He A03BO/baBa KOMepuWjanHy ynoTpeby
Aena. Y ogHOCYy Ha CBe ocCTasie 1MueHLe, OBOM JIMLEHLOM ce orpaHnyaBa Hajsehu ob6umm
npasa kKopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HeKOMepuujanHO - AefnuTW no4 WCTUM YycnoBuMma. [lo3BosbaBaTe
YMHOXaBame, AucTpubyuunjy v jaBHO caonwTaBawe Aena, U npepaje, ako ce HaBege
MMe ayTopa Ha HauduH oapeheH o4 CTpaHe ayTopa MAM AaBaoua JMLUEHUEe M ako ce
npepaga auctpmbympa nog MCTOM UAN CAMYHOM NuueHuoM. OBa nuueHua He 403B0/baBa
KoMmepuujanHy ynotpeby aena v npepaja.

5. AytopctBo - 6e3 npepage. [o3Bos/baBaTe yMHOXaBawe, AUCTpUbyuMjy M jaBHO
caonwTaBamwe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBamwa wnan ynotpebe gena y csoMm ageny,
aKo ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauumH ogpeheH o CcTpaHe ayTopa wian AaBaoua NuMueHLue.
OBa nuueHua A03BO/baBa KoOMepuunjanHy ynotpeby agena.

6. AyTOpPCTBO - A€NUTK NOA UCTUM ycnoBMMa. [103BO/baBaTe YMHOXaBake, ANCTPUBYLNjY
M jaBHO caonwTaBake Aena, U npepaje, ako ce HaBeje UMe ayTopa Ha HauyuH oapeheH
o4 CTpaHe ayTopa WM gaBaoua JIMLEHLE M ako ce npepaja AUCTpubyupa nog UCTom
WA CAMYHOM NuueHuoMm. OBa SiMUeHUa A03BO/baBa KoOMepuMjanHy ynoTpeby aena u
npepaaa. CnnyHa je codhTBEPCKUM SMLEeHLaMa, 04HOCHO SiMLeHLaMa OTBOPEHOr KoAa.



