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DJELOVANJE NEKIH FAKTORA
NA RADIOOSJETLJIVOST AMEBE
I REPARACIJU RADIOLEZIJA

YVETTE SKREB

Da bi se ocijenilo ofteéenje nakon ultravioletnog i gama zralenja.
proucavano je prezivljavanje Citave amebe, te fragmenata s jezgrom i
bez jezgre, kao i promjene u sintezi i koli¢ini ribonukleinske kiseline i
proteina. Na osnovu tih istra¥ivanja zakljuleno je: 1) da bi radioote-
¢enje bilo minimalno i da bi oba agensa — aktinomicin D i hladenje -
imala maksimum djelovanja, neophodna je prisutnost jezgre i &itave ci-
toplazme; 2) aktinomicin D upotrijebljen prije zralenja povetava radio-
osjetljivost i sprefava spontanu reparaciju, dok hladenje neposredno po
zrafenju pospjeduje reparaciju; 3) citoplazmatska dezoksiribonukleinska
kiselina ne sudjeluje u fenomenima reparacije.

Amebe (Amoeba proteus) godinama su bile vrlo pogodan eksperi-
mentalni materijal u studiju celularne biologije zbog svojih specifiénih
svojstava: jednostavno se uzgajaju, diobeni ciklus im je vrlo spor,
radiorezistencija im je visoka, a osim toga, mogudc ih jc rczati na dva
dijela, od kojih jedan posjeduje jezgru i citoplazmu, a drugi samo
citoplazmu. Medu brojnim istrazivaéima koji su radili s amebama na
podruéju celularne biologije, fotobiologije i radiobiologije spomenut
¢emo samo one &iji su rezultati predstavljali polaznu tatku nafeg rada:

Brachet (1) ie nizom biokemijskih analiza, izvedenih na fragmentima
amebe s jezgrom ili bez nje, pokazao da fragmenti bez jezgre ne samo
da mogu preZivjeti 2 tjedna nego da ¢ak posjeduju stanovitu metaboli-
¢ku aktivnost. Time je osporio vige hipoteza koje su govorile o central-
noj ulozi jezgre, a koje su zapostavljale ulogu i znalenje citoplazme.

Mazia i Hirshfield (2) zratili su &itave amebe i dijelove progresivnim
dozama UV zraka. Prateéi prefivljavanje, vidjeli su da ozrativane
Citave amebe dulje Zive nego 1i dijelovi, i da su fragmenti bez jezgre
znatno osjetljiviji.

Primjenjujuéi X-zralenje, Ord i Danielli (3) su dokazali visoku
radiorezistenciju amebe. Metodom prijenosa ozralivane jezgre u neo-
zralivanu citoplazmu i obrnuto, ukazali su na osjetljivost staniéne
jezgre i na specifi¢nu ulogu njezine ploidnosti.

Na osnovu tih kljuénih radova proutavali smo radiolezije ameba s
nekoliko aspekata.
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NUKLEOCITOPLAZMATSKI ODNOSI I RADIOOSJETLJIVOST AMEBE

Ponavljajuéi uvjete rada Maziae i Hirshfielda (2), a na osnovu pra-
¢enja prezivljavanja, zakljudili smo (4) da UV zrake vise pogadaju
fragmente bez jezgre nego c1Jele amebe ili fragmente s jezgrom. Tra-
janje gladovanja prije zratenja proporcijalno poveava radioosjetlji-
vost. Citokemijska promatranja (bojadisanje stanica po metodi Unna-
Brachet) pokazah su da zratenje dovodi do smanjenja bazoflhje u
CltOPlaZml 1 JCZgrl, tO J€ takoder propor ClJall’lO dOZl UV ZraCenJa Ve—
like doze UV zralenja brzo remete vitalne funkcije stanice, 1 zato smo
na$u paZnju skrenuli na dJelovanJe nizih doza, koje ne dovode do
vidljivih morfolo$kih promjena, ve¢ samo modificiraju biokemijske
procese u stanici.

Prema tome, na$ je inferes bio upravljen na promjene u metabolizmu
ribonukleinske kiseline (RNK) i proteina nakon zratenja od 1200 do
4800 erga/mm?. U tu smo svrhu biokemijskim mikrometodama odredili
koli¢ine tih komponenata u cijelim amebama, fragmentima s jezgrom i
bez nje u razli¢itim intervalima nakon zralenja. Bez obzira da li smo
upotrebljavali UV zralenje (5) ili gama zratenje (6), nakon zralenja
dolazi do pada u kolitini RNK, koji se s vremenom povecava. Taj je
pad redovito slabiji u cijelih ameba, i naken 2-3 dana nastupa stanoviti
oporavak.

Pod istim el\spcrlmcntalmm uvjetima (7) pokazalo se da se potroSnja
kisika stanice snizuje samo u dijelu bez jezgre, dok u dijelu s jezgrom
ili u cijeloj amebi ostaje na istom nivou kao u nezralenoj kontroli.

Specifi¢ni protein kao Sto je kisela fosfataza ponafa se nesto druk-
tije (8). Aktivnost enzima nakon zracenja pokazuje razliCite stupnjeve
inhibicije, koji imaju isti red velitine i za fragmente s jezgrom 1 za
fragmente bez nje.

Inkorporacija specifiénih prekursora kao $to su MC adenin 1 "C
fenilalanin, pralena autoradiografskom metodom nakon UV (9) ili
gz’ama zratenja (10), potvrdila je ranije dobivene kvantitativne podatke
5. 6)

Prema tim rezultatima mogli smo zakljuditi da je neophodno prisus-
tvo jezgre i integritet citoplazme za postizanje minimalnih o$teéenja
odredenom dozom zralenja. Ve¢ iz tih se podataka moze ukazati na
vaznu ulogu jezgre koja — iako ozradena — aktivno sudjeluje u repara-
ciji stanice nakon zralenja.

POVECAN]JE RADIOOSJETLJIVOSTI AMEBE POD DJELOVAN]JEM
AKTINOMICINA D

Poslije ocjene vaznosti metabolizma ribonukleinske kiseline 1 proteina
u nukleocitoplazmatskim odnosima u ozrafivanim amebama, pojavio
se novi problem moZe li se prekidom lanca reakcije DNK-RNK-prote-
mi, primjenom specificnog agensa kao $to je aktinomicin D koji se u
stanici vezuje na deoksiribonukleinsku kiselinu (DNK) i vr$i inhibiciju
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sinteze »messenger-RNK«, povecati radioosjetljivost stanice? Stoga su
cijele amebe, fragmenti s jezgrom i bez nje podvrgnuti djelovanju akti-
nomicina D (50 wg/ml) kroz 2 sata, ili gama zrafenju (100 Kr), ili su
oba faktora primjenjena jedan nakon drugoga, ali je aktinomicin D
prije izlaganja ameba gama zralenju ispran.

U cijelih ameba koje su bile samo 2 sata u aktinomicinu D inhibi-
rana je dioba kroz 5 dana, a poslije toga se amebe normalno dijele.
Nakon gama zralenja zastoj u diobama traje devet dana. Ukoliko se
primijene oba agensa u istom pokusu, stani¢ne diobe su ireverzibilno
inhibirane (11). U preZivljavanju fragmenata razlike su u istom smislu
kao u prethodnom sluaju: fragmenti bez jezgre tretirani s oba agensa
najvide su oSteteni i brzo ugibaju.

Radi detaljnijeg pratenja djelovanja tih agensa na sintezu RNK,
Horvat (12) je upotrebila prekursor 3H-citidin. Inhibicija sinteze RNK
se u stanicama tretiranim aktinomicinom D jasno vidi u smanjenom
broju beta tragova na autoradiogramu: u citoplazmi ostaje 65-70%0 ra-
dioaktivnosti u odnosu na kontrolu, dok u jezgri ostaje nelto manje.
Kod ozralivanih ameba ostaje u citoplazmi 50-60% radioaktivnosti,
dok u jezgri ostaje neSto vile. U stanicama tretiranih s oba agensa
ostaje samo 10-30° *H-citidina u citoplazmi cijelih ameba i fragmena-
ta s jezgrom, a u jezgri ne ostaje gotovo nista. Fragmenti bez jezgre ne
pokazuju nikakve tragove inkorporacije tricijuma. Cini se da aktino-
micin D jale osteCuje jezgru, dok zralenje jate oltetuje citoplazmu.

Za pratenje sinteze proteina upotrebljen je 4C-fenilalanin. Rezul-
tati brojenja beta tragova na autoradiogramu su jale rasprieni, ali
pazljivim promatranjem oni pokazuju da su efekti ipak istovrsni i istog
reda velidine, i da je inhibicija sintcze ak izrazitija. U spomenutim
reakcijama amebe reagiraju vife kao mikroorganizam nego kao ani-
malne stanice (13).

Cini se da aktinomicin D ima dvostruko djelovanje na radioosjet-
ljivost amebe: prvo, povelava radioosjetljivost — zbog tega su neka
oftetenja na biokemijskom nivou ja¢a (RNK i proteini), a drugo spre-
¢ava spontanu restauraciju odnosno reparaciju koja se normalno javlja
nakon gama zratenja. Ti zakljulci slazu se s podacima Elkinda (14) do-
bivenim na stanicama sisavaca.

REPARACIJE RADIOOSTECENJA AMEBA HLADEN]JEM

Buduéi da smo upoznali jedan od nalina poveéavanja radioo$teéenja,
htjeli smo pokusati i obrnuto: pospjeSiti ve¢ spomenutu spontanu restau-
raciju. U na$im ranijim radovima (15) ustanovili smo da kod amebe
postoji moguénost fotorestauracije vidljivim svjetlom, koja je pradena
znatnim povi$enjem koli¢ine RNK i proteina u cijelim amebama i frag-
mentima.
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Prema rezultatima dobiverim od drugih autora koji su proudavali
djelovanje razli¢itih vanjskih agensa na restauraciju radiolezija dru-
gih vrsta stanica, o¢ekivali smo da bi i niska temperatura mogla pred-
stavljati pogodan agens za restauraciju radiolezije amebe. Poznato je
da hladenje moZe privremeno usporiti metabolizam stanice, a u nekim
slu¢ajevima i sprijeciti razvoj radiooStecenja (16, 17, 18). Pretpostavili
smo da bi se spontana reparacija, koju smo veé ranije primijetili kod
ameba mogla ubrzati i pospjesiti u uvjetima primjene niske tempera-
ture neposredno po zratenju. To je i potvrdeno nasim preliminarnim
cksperimentima (19). U nastavku rada Eger (20) je radila na cijelim
amebama, fragmentima s jezgrom i bez nje paralelno na 4 grupe: kon-
trole koje su bile na sobnoj temperaturi, stanice koje su bile hladene na
6°C u toku 2 sata i vratene na sobnu temperaturu, UV zracene stanice
na sobnoj temperaturi, i stanice koje su neposredno po zracenju hladene
2 sata na 6°C i nakon toga vracene na sobnu temperaturu.

Hladene stanice se na pocletku sporo dijele, a poslije 3 dana ritam
diobe se normalizira. Ozraivane amebe se ne dijele u toku prvih 18
dana. Za razliku od ovih, amebe koje su zrafene i hladene dijele se
ve¢ nakon 3 dana.

Krivulje prezivljavanja za fragmente s jezgrom za sve 4 eksperimen-
talne grupe padaju paralelno. Najbrzi pad opaZen je u fragmentima
koji su zraleni, a znatno sporiji u fragmentima koji su zraleni i hla-
deni. Prezivljavanje dvostruko tretiranih fragmenata ne razlikuje se od
krivulje preZivljavanja kontrolnih odnosno samo hladenih fragmenata.
Fragmenti bez jezgre pokazuju istu sliku, s tom razlikom $to je ugibanje
znatno brze.

Kvantitativnim odredivanjem RNK u svim stanicama koje su ozra-
¢ivane pokazalo se da RNK ve¢ 2 sata po zralenju pada, i na kraju 24
sata ostaje svega 60%o kiseline. Nakon toga dolazi do postepenog povi-
Senja koli¢ine RNK u cijelim amebama, dok u fragmentima ona i dalje
pada. Kod cijelih ameba i fragmenata s jezgrom koji su nakon zralenja
hladeni, koli¢ina RNK ostaje gotovo nepromijenjena. U zralenim frag-
mentima bez jezgre, nakon hladenja RNK pada stalno, ¢ak vise nego
u netretiranim fragmentima.

Promjene u koliéini proteina su veoma sli¢ne promjenama u koli¢ini
RNK. Cijele stanice 1 fracmenti s jezgrom jednako reagiraju. U zrade-
nim stanicama pad je izrazit, te nakon 2 sata ostaje samo 70% proteina,
a nakon 48 sati svega 50%o proteina. U dvostruko tretiranih stanica
postotak preostalih proteina iznosi 80-90%6 u odnosu na normalne sta-
nice. Fragmenti bez jezgre pokazuju znatan pad proteina, a hladenje
znatno povefava pad u ozralenim fragmentima.

Te rezultate moZemo usporediti s podacima koje su dobili drugi
autori. Kovaleva (16) je ustanovila sli¢no djelovanje temperature u
ozralenim paramecijima. Do istog zakljuc¢ka doSao je Giese (17) s cilia-
tom Blepharisma. Schrek i Elrod (18) pokazali su da niska temperatura
djeluje na ozralene limfocite §takora na taj nalin da inhibira razvoj
radioo$tecenja.
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Podaci koji su dobiveni ukazuju da niska temperatura djelomi¢no
1 privremeno inhibira cijeli metabolizam stanice, a time i procese koji
prate razvoj radiooSteenja. U tim uvjetima spontana restauracija se
moZe hrze odvijati, ali da bi se to postiglo, neophodno je da stanica
ima jezgru i cijelu citoplazmu.

ULOGA JEZGRINE I CITOPLAZMATSKE DEOKSIRIBONUKLEINSKE
KISELINE U RAZVOJU RADIOOSTEGEN]JA

[ako smo bili u moguénosti da damo izvjesna objasnjenja o metabo-
lizmu RNK i proteina nakon zrafenja i nakon djelovanja drugih agensa,
0o DNK u Amebi proteus nismo imali podataka. Zbog toga smo prisli
kvantitativnom odredivanju DNK amebe usporedujuéi koli¢ine u frag-
mentima s _jezgrom i bez nje. Benzinger (21) je nadla da jezgra sadrzi
vrlo malo DNK, a da je citopiazma relativno bogata sa DNK.

PokuSali smo da poveiemo kvantitativne podatke za jezgrinu i cito-
plazmatsku DNK u amebi i promjene RNK i proteina u procesima
nakon zralenja i u reparatornim procesima. Do§li smo do zakljutka da
u svim spomenutim fenomenima citoplazmatska DNK ne utestvuje, dok
je tok svih tih procesa ovisan samo o DNK jezgre (2).

U ovim radovima sudjelovali su suradnici Laboratorija za celularnu hiologiju: prof.
J. Brachet, Laboratorij za animalnu morfologiju, i prof. M. Errera, Biofizika i radio-
biologija Université libre de Bruxelles, Rhode-S. T.~Genése, Belgija, prufali su nam
cfikasnu pomoé svojim savjetima i podr$kom u toku rada.
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