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INSTITUT ZA BIOHEMIJU I MOLEKULARNU BIOLOGIJU,
PRIRODNO-MATEMATICKI FAKULTET, BEOGRAD

NEKE NOVIJE KONCEPCIJE SAVREMENE RADIOBIOLOGIJE

Kanazir D.

UDK: 577.3:539.12.04

Jonizujuéa zragenja predstavljaju fizicke agense koji mogu da deluju
na fundamentalne Zivotne procese, a bioloske posledice toga delovanja
mogu biti razlidite. Zivi svet je u toku evolucije bio izlozen stalnom delo-
vanju kosmic¢kog zradenja, pa se smatra, da su ta zrafenja bila znadajan
faktor u evoluciji Zivoga sveta. Covek je i danas izloZen delovanju zrade-
nja, kako iz prirodnih izvora, tako i delovanju zracenja koje se primenjuje
u dijagnosticke i terapeutske svrhe. Prema tome problem kako zracenja
deluju na zivi sistem predstavlja jedan od centralnih problema savremene
biologije. Dejstvo jonizujuceg zracenja se izucava vec¢ viSe od pola veka.
Sakupljeno je vrlo mnogo podataka o raznim aspektima delovanja zrace-
nja na prostija i sloZenija Ziva bic¢a. Efekat zradenja je izucavan na sub-
celularnom, celularnom nivou, kao i na nivou jednocelijskih i viSeéelijskih
organizama. No, i pored mnos$tva podataka fundamentalni mehanizmi
delovanja zradenja nisu jo$ uvek dovoljno objasnjeni. Rezultati iz ranijih
istrazivanja su najée$ée bili vrlo konfliktni i na osnovu njih bilo je vrlo
tesko stvoriti neku opstiju teoriju o mehanizmu delovanja zracenja. Jedan
takav pokusaj doveo je do formiranja teorije o »meti«, koja se zasnivala
na vrlo uproSéenim predpostavkama, da u svakom Zivom sistemu postoje
»mete« odnosno kriticki elementi na koje deluju zracenja. Kada dodje
do oste¢enja tih kritickih elemenata onda nastaju razne vrste funkcional-
nih i morfoloskih poremecaja u Zivom sistemu. Medjutim, ta uprostena
teorija nije mogla, da da odgovor na neka fundamentalna pitanja kao
na pr. za§to su neki sojevi bakterija koji pripadaju istoj vrsti vise ili
manje osetljivi na zracenje. Naime, nije dat odgovor od cCega zavisi oset-
ljivost na zracenje kada Zivi sistem pripada istoj vrsti Zivih bi¢a. Ta teo-
rija takodje nije bila u stanju da odgovori na neka pitanja vezana za
procese apsorpcije energije zracenja. Tako na pr. nije poznata priroda pe-
netracije, distribucije apsorbovane energije, intermolekularnih i intramo-
lekularnih zbivanja koja nastaju usled transfera apsorbovane energije
nije poznata sama priroda mehanizma transfera apsorbovane energije,
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zatim fiziko-hemijskih priroda organskih peroksida koji nastaju posle in-
tracelularnog apsorbovanja energije. Jednom rec¢ju nije jo§ uvek dovoljno
poznata fizi¢ko-hemijska priroda onih promena koje nastaju u zivoj éeliji
posle apsorbovanja energije zracenja niti je, pak, poznato mesto i priroda
primarnog radijacionog oS$teéenja, koje se odigrava u celiji posle apsorbo-
vanja energije zradenja. Novija istrazivanja dovela su tu teoriju o »meti«
u pitanje. Naime, noviji podaci narocito podaci intenzivnijeg eksperimen-
talnog rada u oblasti radijacione mikrobiologije omoguéili su nam, da
napravimo racionalniju »sliku« ili bolje reé¢i noviju radnu hipotezu o me-
hanizmu delovanja zracenja. Ono $to je vazno, to je, da je iz prvih istra-
Zivanja u oblasti mikrobijalne radiologije proizasla jedna neobitno zna-
Cajna opservacija, a to je, da kada se radi o jednocelijskim organizmima,
da uvek postoji direktna korelacija izmedju osetljivosti na zraéenje i ko-
liécine dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) tj. genetskog materijala. Ta
zapazanja su bila od naroditog znacaja za dalji razvoj radiobiologije, jer
su ukazivala da reSenje problema delovanja zracenja treba traziti na
nivou makromolekula i to specifiécnih molekula onih koji ¢ine hemijsku
gradju genoma, odnosno hemijsku gradju genetskog programa sadrZanog
u celiji. Znacaj tih prvih istrazivanja bio je ba$§ u tome, $to je usmerio
dalja istraZivanja na izuCavanje dejstva zraCenja na gradju i funkciju
genoma. Sumarni pregled rezultata tih istraZivanja pokazuje, da zracenja
bez obzira na njihovu prirodu izazivaju odredjena hemijska osteéenja u
strukturi makromolekula DNK svakog zZivog sistema bez obzira na nje-
govu morfolosku i genetsku slozenost, i da na taj nain usporavaju ili
potpuno inhibiraju deobu éelija. Strukturalne alteracije genoma mogu
znatno ostetiti procese metabolizma i izazvati smrt Zivog sistema. Otuda
je izucavanje dejstva zracenja na strukturu i funkciju DNK, kao i na njen
metabolizam, postalo centralni problem savremene radiobiologije. Radio-
biologija danas postaje sve viSe molekularna radiobiologija tj. medudi-
sciplina koja predstavlja sintezu molekularne biologije, fizicke i kvantne
hemije, fizike, genetike. Danas u radiobiologiji postoje pokus$aji, da se
napravi sintetski pristup izucavanju problema dejstva zradenja na Zzivi
sistem, odnosno na fundamentalne Zivotne procese. Noviji eksperimentalni
rezultati potvrduju ispravnost takvoga pristupa, jer pokazuju, da bez ob-
zira na prirodu zracdenja direktno ili indirektno izazivaju strukturalna
oste¢enja DNK odnosno genoma, i da bioloske posledice tih osteéenja
mogu biti: mutacije, smrt éelije, poremeéaji u metabolizmu i fizioloskim
funkcijama Zivog sistema. Nedavno je, takodje, utvrdjeno, da bioloske po-
sledice strukturalnog osteéenja DNK zavise kako od same primarne struk-
ture DNK (vrste i redosleda purina i pirimidina koji ulaze u sastav ma-
kromolekula DNK) odnosno od konstitucjie genoma Zivog sistema, tako
i od sposobnosti Zivog sistema, da »ispravi«, »koriguje« greske u strukturi
genoma. U svakom Zivom sistemu, smatra se danas, postoji multienzimski
sistem poznat pod imenom »repair sistem«. Ovaj sistem prepoznaje alte-
racije primarne i sekundarne strukture DNK koje izaziva zracenje,
direktnim ili indirektnim putem, i koriguje te greske na taj nadin §to
rekonstrui§e prvobitnu primarnu gradju DNK, odnosno integritet prvo-
bitnog genetskog programa. Prema tome finalni ishod dejstva zracenja, pa
i sama smrt izazvana zra¢enjem, ne zavisi samo od prirode i doze zracenja
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ili od mehanizma delovanja zraCenja, veé¢ i od efikasnosti »repair sistema«
da ta radijaciona oStecenja »ispravi« odnosno »koriguje« Iz toga jasno
proizlazi, da osetljivost na zra¢enje neke vrste Zivih biéa ili same celije
zavisi v prvem redu od efikasnosti funkcionisanja »repair sistema«. Ovaj
sistem ima univerzalan znacaj i izgleda da je operativan u svim Zzivim
¢elijama pocev od bakterija pa do celije ¢oveka. Osnovna funkcija ovog
sistema je, da oc¢uva strukturalni integritet genoma, odnosno integritet
genetskog programa, jer od ovog programa zavisi specifi¢nost i brzina bio-
hemijskih procesa koji ¢ine dinami¢nu osnovu morfolo§koj strukturi i
morfoloskoj varijabilnosti Zivog sveta. Prema tome, letalna bi bila samo
ona oSteéenja koja zracenja indukuju u strukturi nekog funkcionalnog
gena i koja »repair sistem« nije u stanju da ispravi. Ta neispravljena, stal-
na o$teéenja u strukturi DNK mogu prouzrokovati: ireverzibilnu inhibi-
ciju DNK — replikacije, (§to moze izazvati smut); alteracije u transkrip-
ciji i translaciji genetskog programa tj. u procesu prevodjenja genetskih
informacija u strukturu molekula proteina. Ovo mozZe dovesti do sinteze
»abnormalnih molekula proteina« ili do sinteze nedovrSenog peptidnog
lanca, odnosno nefunkcionalnog molekula proteina, a sve se ovo, onda
moze fenotipski eksperimirati bilo kao fizioloSka ili morfoloska alteracija
ili, pak, kao smrt Zivog sistema. Smatram, da je potrebno na ovom mestu,
da istaknem, da je za kliniCare koji rade na primeni zracenja u terapeut-
ske svrhe neobidno vazno, da imaju u vidu éinjenicu postojanja efikasnih
»repair sistema« u nekih céelija kancera i da je »radioresistentnost« nekih
tumora verovatno posledica funkcije »repair« mehanizma. Cilj ovoga rada
je da ukaZe na neke novije koncepcije savremene molekularne biologije,
jer one mogu biti od interesa za prakti¢nu medicinu, a narocito za klinicku
primenu zracenja u terapeutske i dijagnosticke svrhe i da istakne ¢inje-
nicu, koja je nazalost nasim medicinskim krugovima i na nasim medicin-
skim fakultetama jo§ uvek nedovoljno poznata i prihvacena, a to je da
osnovu savremenoj medicini ¢ini molekularna biologija ¢elije, jer ona po-
kuSava da najsavremenijim metodama objasni sustinu, odnosno fizi¢ko-
hemijsku osnovu i prirodu Zivota. Samo onda, kada budemo bolje pozna-
vali te fundamentalne Zivotne procese, kao i one mehanizme koji povezuju
i reguliSu brzinu tih procesa, biée nam moguée, da bolje razumemo i ob-
jasnimo patoloska stanja odnosno prirodu raznih obolenja. Savremena me-
dicina se, danas, mora razvijati na osnovama i principima molekularne
biologije. Medicina danas nije vi§e samo klini¢ka medicina, ona postaje
danas medudisciplina, ona predstavlja sintezu biologije, genetike, biohe-
mije, biofizike, kvantne hemije, naime, medicina danas postaje svakim
danom egzaktnija nauka.

A. OSNOVNI PRINCIPI MOLEKULARNE BIOLOGIJE CELIJE

Smatra se, danas, da je svako Zivo biée, pa i ¢ovek genetski programi-
rano. Genetski program je sadrzan u genomu svakog Zivog sistema, a he-
mijsku osnovu odnosno gradju genoma i nasledne supstance ¢ine molekuli
DNK, koji su u odredjenim odnosima vezani za molekule ribonukleinske
kiseline (RNK) i molekule proteina. Medjutim, danas se zna, da molekul
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DNK sadrzi genetski program i da hemijsku osnovu toga genetskog pro-
grama ¢ine purinske i pirimidinske baze, odnosno broj, vrsta i redosled
purina i primidina. Broj tih manjih molekula koji ulaze u gradju makro-
molekula DNK moze biti razli¢it i moze varirati od 1000 do 200.000. Nji-
hov redosled odredjuje specifi¢nost genetskog programa, odnosno odredjuje
specifitnost i brzinu biohemijskih procesa u nekom Zivom sistemu, a iz
ovih rezultiraju sva fiziolo§ka i morfoloska svojstva doti¢nog Zivog sistema.
Genom se sastoji iz veéeg ili manjeg broja funkcionalnih i strukturalnih
jedinica koje nazivamo genima. Sa aspekta hemije geni nisu nista drugo
nego kradi ili duzi fragmenti molekula DNK. Smatra se, da jedan gen apro-
ksimativno sadrzi oko 1000 nukleotida purina i pirimidina. Sam molekul
DNK ima neobi¢no slozno strukturu, ali i jedinstvenu. Ona je, jedinstvena
zbog toga §to je molekul DNK sastavljen iz dva komplementarna lanca (sli-
ka 1). Ta komplementarnost lanaca tj. determinisanost primarne gradje mo-
lekula DNK je uslovljena fizicko-hemijskim svojstvima purina i pirimidina
tj. subjedinica gradje makromolekula DNK. Dalje, ta stereohemijska asoci-
jativna komplementarnost lanaca u molekulu DNK ¢ini osnovu kontinui-
tetu hemijske gradje DNK Kkroz generacije, a ovoj hemijski kontinuitet
gradje DNK uslovljava bioloski kontinuitet Zivog sistema. Prema tome,
nasledje nije niSta drugo nego prenosSenje identi¢nih genetskih programa
kroz generacije, a ovi programi rezultiraju iz primarne gradje molekula
DNK. To dalje znadi, da hemijska gradja DNK ¢ini osnovu bioloSkom na-
sledju. Kako se odrzava hemijski kontinuitet gradje DNK, odnosno bio-
loski kontinuitet genetskog programa? Na to pitanje je dat odgovor zadnjih
godina. Naime, intenzivna istrazivanja su pokazala da jedino makromole-
kul DNK ima sposobnost autoreplikacije i da se ba§ na toj sposobnosti
zasnivaju genetska svojstva molekula DNK. U procesu autoreplikacije mo-
lekula DNK dolazi do formiranja dva nova molekula DNK koja imaju
identi¢nu hemijsku gradju kao molekul koji se autoreplicirao. Sam proces
autoreplikacije DNK sastoji se u tome da se komplementarni lanci DNK
odvoje jedan od drugog i da sada svaki od njih po naosob sluzi kao »mo-
del« odnosno »programs« za sintezu novog sebi komplementarnog lanca
DNK (slika 1). Prema tome kada se taj proces zavr§i, onda iz jednog mo-
lekula DNK nastanu dva koja imaju identiénu hemijsku gradju kao prvo-
bitni molekul koji se autoreplicirao. Ovo dalje znadi, da u procesu autore-
plikacije novonastali molekul DNK sadrzi uvek jedan lanac koji vodi po-
reklo iz prvobitnog molekula tj. jedan lanac se uvek »nasledjuje«, a drugi
se de novo sintetiSe. To je dakle mehanizam u kome dolazi do sinteze
novih molekula DNK, ali sa definisanom i determinisanom primarnom
gradjom, a ta primarna gradja predstavlja genetski program doti¢nog Zi-
vog sistema. Autoreplikacija makromolekula DNK je proces koji ¢ini he-
mijsku osnovu postojanosti genetskog materijala, odnosno invarijabilnosti
Zivog sveta. Savremena biologija je takcdje uspela, da utvrdi, da gen (jedi-
nica nasledja) nije nista drugo nego samo jedan deo, fragment molekula
DNK. Geni determiniSu specifiénost prirodu i brzinu biohemijskih pro-
cesa, povezuju te procese u harmoni¢nu dinami¢nu biohemijsku osnovu iz
koje rezultira zivo bice sa svim svojim karakteristiénim i specifi¢énim mor-
foloskim i fiziologkim svojstvima, a kada se radi o ¢oveku onda ta dina-
mic¢na biohemijska osnova ¢ini osnovu svim njegovim fizi¢kim, mental-
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Slika 1. Model za strukturu
makromolekula deoksiribo-
nukleinske kiseline (DNK).
Molekul DNK se sastoji iz
dva spiralno izuvijana kom-
plementarna polinukleotid-
na lanca, vezana izmedu se-
be hidrogenskim vezama.
Jedinicu grade ¢ini nukleo-
tid, koji se sastoji iz jedne
purinske baze (adenin, gua-
nin) ili pirimidinske baze
(citozin, timin), Deoksiribo-
ze i fosforne kiseline. Nuk-
leotidi su polinukleotidnom
lancu povezani fosfor-die-
starskom vezom. A-adenin,
G-guanin, C-citozin, T-ti-
min. — Na slici je prikazan
i mehanizam autoreplikacije

ANAC

nim i psihi¢kim svojstvima. Predpostavlja se da u ¢oveéijim celijama ima
negde oko 80.000 funkcionalnih gena, ali se takodje zna, da svi oni nisu
aktivni u svakoj ¢eliji u isto vreme, odnosno da je vedi ili manji broj gena
u pojedinim c¢elijama inaktiviran. Diferencijacija c¢elija, a i sam proces
diferenciranja se zasniva na aktivaciji i inaktivaciji odredjenih grupa gena.

Proces autoreplikacije, koji se, kao $to smo videli zasniva na principu
asocijativne stereospecifiénosti komplementarnih lanaca, katalizuje enzim
(ili grupa od vise enzima) poznat pod imenom DNK-polimeraza. Sam enzim
polimeraza ne precizira redosled nukleokida u procesu autoreplikacije, ali
je odgovoran za »vernost« kopiranja redosleda purina i pirimidina odnos-
no genetskog programa. Prilikom autoreplikacije, dakle, postoji vrlo visoki
stepen vernosti u reprodukciji komplementarnog lanca. Mogu se desiti,
istina vrlo retko, i greske prilikom »kopirannja« definisanog genetskog
programa — mutacije.
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Kako geni funkcionisu?

Geni ne kontroliSu direktno specifi¢nosti i prirodu intracelularnih bio-
hemijskih procesa tj. procesa metabolizma, veé preko molekula specifiénih
proteina. Neki od molekula proteina su specifi¢ni katalizatori biohemijskih
procesa u zivim c¢elijama.Te biokatalizatore nazivamo enzimima. Struktura
enzima je »kolinearna« strukturi gena. To znad¢i da se redosled purina i
pirimidina tj. primarna struktura gena i genetski program sadrZzan u toj
primarnoj strukturi, »prevodi« u primarnu gradju molekula proteina od-
nosno enzima. Primarna struktura molekula proteina, tj. broj vrsta i redo-
sled aminckiselina sadrZzanih u tom molekulu proteina,.odredjuje konforma-
ciju toga molekula, odnosno tridimenzionalnu arhitekturu molekula prote-
ina, a iz ove rezultira specifiénost funkcije dotiénog molekula odnosno
zavisi da li ée molekul biti enzim i kakav enzim. Jednom reéju, primarna
gradja molekula prateina-enzima odredjuje prirodu i specifitnost funkcije
molekula enzima. Mehanizam prevodjenja, translacije, genetskog programa
u strukturu molekula proteina itj. provodjenje redosleda nukleotida u re-
dosledu aminokiselina je neobi¢no slozen, i sastoji se iz viSe sukcesivnih
etapa ¢ija je priroda danas odgonetnuta. Osnovni princip mehanizma trans-
lacije sastoji se u sledeéem: genetski program sadrZzan u genu determini-
san je brojem prirodom i redosledom purina i pirimidina. Taj redosled se
u procesu translacije prevodi u odgovarajuéi kolinearni redosled amino-
kiselina u molekulu proteina i to tako §to mesto svake aminokiseline u pro-
teinskom lancu odredjuje »kodon« koji nije niSta drugo nego mali frag-
ment DNK sastavljen iz tri nukleotida (triplet). Ti »kodoni« ¢ine jedinicu
gradje genetskog programa i odredjuju mesto aminokiseline u proteinskom
lancu. Medjutim u mehanizmu prevodjenja ne postoji direktan steric¢ki od-
nos izmedju »kodona« DNK i odgovarajuée aminokiseline, veé¢ se genetski
program prvo u sloZzenom mehanizmu prepisivanja — transkribovanja —
prenosi u specificnu strukturu ribonukleinske kiseline poznate kao infor-
maociona RNK (m RNK), koja figurativno refeno predstavlja »sliku« struk-
ture gena. Ona se transportuje iz jedra u citoplazmu céelije i tamo sluzi
kao genetski program za sintezu specifi¢nih molekula proteina. Tih infor-
macionih RNK ima onoliko vnsta koliko ima aktivnih gena. Prema tome,
direkini produkt funkcije gena nije molekul proteina veé¢ molekul ribonu-
kleinske kiseline koji sadrZi ceo program neophodan za sintezu specifiénog
molekula proteina. Ti specifi¢ni molekuli proteina katalizuju Zivotne pro-
cese, a iz tih zZivotnih procesa rezultiraju odgovarajucéa specifiéna svojstva
svakog zZivog sistema.

Ovo $to je reteno moze se sumarno predstaviti jednom Semom, koja
predstavljaju upro$éenu »sliku« protoka genetskih informacija odnosno
Semu ekspresije genetskog programa.

Ovo bi bila uproséena Sema fundamentalnih bioloskih procesa auto-
replikacije i ekspresije funkcije gena. Taj mehanizam protoka genetske in-
formacije je prili¢no stabilan, postojan i zatvoren tj. opire se svim spolj-
nim »signalima« i omogucéuje prenos genetskih informacija samo u jed-
nom pravcu tj. od gena do molekula proteina, a sama primarna struktura
molekula proteina »instruira« doti¢ni molekul kakva treba da mu bude
funkcija. Medjutim, i pored te postojanosti, svaki sistem, pa i ovaj trpi;
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kako nas fizika udi, stalne promene, a nagomilavanjem ovih promena u
sistemu, tj. u zZivom bic¢u dolazi postepeno, al neizbezno do funkcionalnih
poremedaja u doti¢nom zivom biéu. Smatra se, da su starenje, kanceriza-
cija i smrt visecelijskih organizama posledica nagomilavanja greSaka u me-
hanizmu autoreplikacije genetskog programa i mehanizmu prevodjenja, tj.
u procesima biosinteze ili pak u strukturi nekih komponenata odgovornih
za vernost autoreplikacije i prevodjenja. Te »greske« koje nastaju auto-
replikacijom genetskog programa sadrzanog u primarnoj hemijskoj struk-
turi makromolekula DNK predstavljaju ustvari vise ili manje diskretne
modifikacije u redosledu purina i pirimidina tj. u hemiskoj strukturi ge-
netskog programa. Kada se te promene jednom autoredupliciraju postaju
definitivne i prenose se sa generacije na generaciju. One se mogu fenotip-
ski eksperimirati kao alteriran biohemijski proces ili neka fizioloska funk-
cija, a kadkad mogu biti i letalne. Ono $to je vazno, da se istakne, to je,
da se svaka promena koja se jednom fiksira u strukturi DNK uvek se
prevodi u gradju molekula proteina, ali ona ne mora biti uvek fenotipski
uocdljiva.

+ transkripcija translacija .
DNK---———————>m RNK ————————= Protein
. » & prepisivanje prevodzanje |
Autoreplikacija Genetski Lo
program Fenotipska —— Metabolizam
ekspresija —— .]L
genoma —- Morfoloska i fizioloska

svojstva organizma

Ove promene u strukturi DNK mogu nastajati i spontano ili, pak, mogu
biti indukovane bilo nekim fizickim ili pak hemijskim agensom, a danas
se zna, da i virusi mogu modifikovati, kada se inkorporiraju u genom celije,

» genetski program. Te »greske« bilo spontane bilo indukovane u strukturi
DNK mogu se sastojati u supstituciji jednog para purina ili pirimidina, a
ta supstitucija dovodi, takodjer, do odredjene greske u strukturi molekula
proteina. »Greska« u strukturi molekula proteina se moze fenotipski eks-
primirati bilo kao neka »missense«, »nonssense« ili »frameshift« — mu-
tacije. Moze dodi, takodje, i do delecije ili adicije jednog para nukleotida u
neki strukturalni gen. Takva alteracija dovodi uvek do pogresnog citanja
programa odnosno do sinteze nepotpunog ili afunkcionalnog molekula pro-
teina. Delecija viSe parova nukleotida je skoro uvek letalna mutacija. Pro-
mene u strukturi DNK koje se odigravaju spontano uvek su sluéajne i
mogu se odigrati na bilo kom mestu u strukturi DNK tj. na bilo kom me-
stu u strukturi nekog gena. Te promene predstavljaju, takodje, i jedan od
mehanizama nastajanja novog genetskog programa, a one su nepredvidive
i slucajne, a u isto vreme ¢ine osnovu bioloskoj evoluciji i varijabilnosti
Zivog sveta. Iz toga izlazi da je bioloska varijabilnost i evolucija Zivog
sveta produkt »puke slucajnosti« odnosno, da tok bioloske evolucije nije
bio unapred »smisljen« i »predodredjen« niti je bio usmeren ka pojavi ¢o-
veka. Moglo se desiti, da u toj evoluciji ¢ovek uopste ne nastane, niti je,
pak, covek zavrsni produkt bioloske evolucije. Ovakav postulat moleku-
larne biologije rusi osnove svakom »antropocentrizmu«, koji ¢ini osnovu



18 D. Kanazir

mnogih filozofskih i religioznih teorija. Otuda je ovaj postulat sa filozof-
skog aspekta te$ko prihvatljiv, jer je ¢ovek sklon, da u svemu onom §to,
se zbiva u prirodi, zeli da vidi »svrsishodnost«. Ta neizvesnost mutabil-
nosti je ugradjena u kvantnu strukturu materije. Mutacija je dakle »kvant-
ni« dogadjaj na koji se moze primeniti princip nepredvidljivosti, neizves-
nosti i slu¢ajnosti. Prema tome, savremena biologija smatra da se sva svoj-
stva Zivih bica zasnivaju na fundamentalnom mehanizmu konzervacije
strukture molekula DNK, a evolucija bi prema tim koncepcijama bila ne
svojstvo Zivih bica, ve¢ posledica inperfektnosti funkcije »repair sistema«
tj. sistema za konzervaciju strukture DNK.

Mutacije

Postoje eksperimentalni podaci koji pokazuju, da se u mikroorganiz-
mima, pa i u sluéaju celija ¢oveka, strukturalne alteracije nekog gena di-
rektno prevode u strukturu molekula proteina i to ba§ onako kako to pred-
postavlja osnovni postulat savremene molekularne biologije. Prvi primeri
takvih prevodjenja genetskih oSte¢enja u strukturu molekula proteina za-
pazeni su u humanoj medicini. Poznato je, da u humanoj medicini postoje
razne vrste naslednih anemija. Uzrok tim anemijama su najée$ée mutacije.
Strukturalna osteéenja gena se prevode u molekul hemoglobina, a struk-
turalne promene u molekul hemoglobina dovode do gubitka funkecije toga
molekula $to se fenotipski eksprimira kao anemija. Molekul hemoglobina
je »multimer«, sastavljen od Cetiri peptidna lanca (dva alfa i dva beta lan-
ca). Svaki od njih sadrzi oko 150 aminokiselina, pa prema tome ceo molekul
hemoglobina sadrzi negde oko 600 aminokiselina. Danas je moguce utvrditi
redosled aminokiselina u svakom od tih lanaca. Tako se na primer zna, da
beta lanac otpocdinje sa aminokiselinom valinom. Posto se zna redosled
aminokiselina i posto se zna, da mesto svake aminokiseline u tom lancu od-
redjuju specifiéni »kodoni«, a posto je odgonetnuta priroda »kodona«, to
je danas na osnovu redosleda aminokiselina moguce indirektno utvrditi
redosled purina i pirimidina odnosno hemijsku osnovu genetskog progra-
ma neophodnog za sintezu beta i alfa lanca. To §to je receno ilustrova¢emo
jadnom Semom, na kojoj ¢e biti predstavljen redosled aminokiselina u beta
lancu pocev od valina, bi¢e dat samo redosled za osam aminokiselina i nje-
mu odgovarajuci genetski program

?—Iel;ilanac val—his—leu—tre—pro—glut—glut—liz . . .

Informaciona
RNK — kodoni GUU CAU CUC ACU CCC CAA CAA AAA

Strukturalni
gen — DNK CAA GTA GAG TGA GGG CTT CTT TTT
kodoni
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Postoji jedna nasledna vrsta anemije poznata pod imenom anemija
»srpastih ¢elija« (sickle cell anemia), koja je u homozigotnom stanju letal-
na. Do te anemije dolazi zbog supstitucije glutaminske kiseline na Sestom
mestu u beta lancu jednom neutralnom aminokiselinom — valinom, zbog
te supstitucije se menja konformacija molekula hemoglobina, a ovo dovodi
do gubitka funkecije tj. takav molekul gubi sposobnost da transportuje
kiseonik iz pluéa do celija i tkiva. Znaéi doslo je do greSke u redosledu
samo jedne aminokiseline, a ta greska je dovela do gubitka funkcije. Sma-
tra se, da je do supstitucije u pepidnom lancu doslo zbog mutacije u struk-
turalnom genu beta lanca i to u onom »kodonu« koji odredjuje mesto glu-
taminske kiseline. U tom »kodonu« je pirimidinska baza — timin zame-
njena adeninom tj. purinom, pa prema tome je bila izmenjena hemijska
gradja »kodona«. Posle mutacije nastao je »kodon« sa redosledom CAT
umesto CTT, dakle bila je dovoljna samo ta mala supstitucija jednog piri-
midina sa purinom, pa da se »greSka ugradi u strukturu molekula pro-
teina hemoglobina. Takvih primera ima vrlo mnogo u mikrobialnoj gene-
tici, medjutim, mi se na njima u ovom radu neéemo zadrzavati.

B. UTICAJ NOVIH DOSTIGNUCA OSTVARENIH U MOLEKULARNOJ
BIOLOGIJI NA ISTRAZIVANJA U OBLASTI RADIOBIOLOGIJE

Noviji koncepti molekularne biologije stimuliraju dalja istrazivanja u
oblasti biologije zrafenja. Osnovna postavka na kojoj se zasnivaju savre-
mena istrazivanja u radiobiologiji predpostavlja, da svako oStecenje u
strukturi DNK — genom — izazvano, bilo direktnim ili indirektnim delo-
vanjem zralenja, moze: a) — ili inhibirati autoreplikaciju DNK; b) — ili
ta strukturalna alteracija mozZe u procesu autoreplikacije biti reproduko-
vana kroz generacije kao definitivna greSka u strukturi DNK (mutacija).
To znadi da zracenje, pa i drugi hemijski agensi (mutageni i kancerogeni).
mogu izazvati trajne promene u genetskoj konstituciji zivog sistema tj. u
hemijskoj strukturi njegove DNK. Ako se te promene odigraju u strukturi
funkcionalnih (operativnih) gena, onda ée se one prepisati u gradju infor-
macione RNK, pa ¢e se u procesu translacije prevesti kao male »greske« u
strukturu molekula proteina. Ovo se mozZe, ali ne mora uvek, odraziti na
specifiéne procese metabolizma. NajéeSée takvi molekuli proteina gube
parcijalno ili potpuno svoju funkciju. Ako dodje do formiranja »nonssen-
se«-nog »kodona«; UAA, UAG i UGA, u strukturi nekog funkcionalnog
strukturalnog gena, onda dolazi do prematurirane terminacije translacije
tj. do sinteze nepotpunog peptidnog lanca, odnosno nefunkcionalnog mo-
lekula proteina. Nedostatak nekih molekula proteina — enzima — naro-
¢ito onih ukljucenih u fundamentalne Zivotne procese moZe biti letalan.

val = valin pro == prolin
his = histidin glut = glutaminska kislina
leu = leucin liz = lizin

tre = treonin
G = guanin A = adenin C = citozin T = timin U == uracil

on
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Slika 2. Na slici je prikazan
fragment strukture moleku-
la DNK. Lanci su komple-
mentarni, adenin se vezuje
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Fizicko-hemijske promene indukovane zraéenjem u strukturi DNK

Posle absorbovanja energije zracenja u ¢elijama moze doé¢i zbog di-
rektnog ili indirektnog delovanja zracenja, do depolimerizacije DNK tj.
do smanjenja njene molekulske tezine; do prekida u lancima makromo-
lekula i to do prekida ili u jednom ili u oba lanca (slika 4). Ti prekidi
nastaju usled cepanja veza izmedju baza i pentoza; ili pentoze i fosfata u
lancima DNK, jer te veze drze povezane baze u polunukleidne lance (slika
11 2). MozZe dodi, takode, i do strukturalncg osteéenja same baze; dezami-
nacija, demetilacija, oksidacija itd. Sve te pomenute promene mogu biti
izazvane bilo direktnim dejstvom zracenja bilo, pak, indirektnim tj. dej-
stvom organskih peroksida i slobodnih radikala koji nastaju dejstvom zra-
C¢enja na organska jedinjenja i molekule vode. Na pitanje kakav je bioloski
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znacaj ovih fizicko-hemijskih osteéenja u strukturi DNK jos$ je uvek tesSko
dati potpun i precizan odgovor. Pretpostavlja se da sve gore pomenute
strukturalne alteracije DNK mogu, ukoliko ih »repair sistem« ne kori-
guje, uticati na dve bitne funkcije genoma: na procese autoreplikacije i
transkripcije genoma. Smrt izazvana zrafenjem je najceSée posledica de-
finitivne imhibicije procesa autoreplikacije i transkripcije genetskih infor-
macija, a uzrok smrti su neispravljene, »definitivne« greske u strukturi
DNK. Ukoliko su doze zracenja vece i intenzivnije utoliko su veée Sanse
da bude osteéen i multienzimski »repair« mehanizam.

DNA
X~ rays
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-
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Slika 4. Sematski prikaz 3 razli¢ita tipa oSteéenja strukture DNK koja se mogu
indukovati direktnim i indirektnim dejstvom zracenja.
D. S. — dupli prekid u lancima DNK, letalan; S. S.-prekid u jednom lancu DNK,
nije letalan. Strukturalno oStecenje baze, moze, ako ne bude ispravljeno, biti
letalno

Dejstvo zracenja na procese autoreplikacije

Noviji eksperimentalni podaci pokazuju da zracenje inhibira privre-
meno ili definitivno procese autoreplikacije DNK, iako mehanizam delo-
vanja zraCenja nije potpuno objasnjen. Dejstvo zracenja na replikaciju
DNK je najbolje izu¢eno u virusa, bakterija i sisarskih celija u kulturi. U
virusa je moguce napraviti direktnu korelaciju izmedju o3te¢enja u struk-
turi DNK i bioloskih svojstava virusa: proliferacije i sazrevanja virusa.
Tako je utvrdjeno da je dvostruki prekid tj. istovremeni naspramni pre-
kidi u oba lanca DNK i oSte¢enje baze — timina (pirimidin) letalno. Posle
tth osteéenja DNK virus gubi mo¢ multiplikacije. Prekidi u jednom lancu
nisu letalni jer ih »repair« sistem ispravlja i rekonstruiSe primarnu gradju
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DNK. U virusa su, dakle, »defekti« u strukturi DNK, ukoliko nisu kori-
govani, uzroc¢nici gubitka proliferativne modi t. j. smrti virusa. U bakte-
rija bioloske posledice radiacionog osteéenja strukture DNK zavise od efi-
kasnosti »repair« sistema, ali i u ovom Zivom sistemu: smrt bakterija
(letalne mutacije) i mutacije koje se eksprimiraju fenotipski kao »aukso-
trofija« su posledice strukturalnog oste¢enja DNK.

Podaci koji se odnose na sisarske ¢éelije (u kulturi) pokazuju, da je
smrt indukovana zracenjem najverovatnije posledica bilo strukturalnog
oSteéenja DNK, ili DNK-proteinskog kompleksa hromozoma, bilo, pak, po-
sledica inaktivacije »repair« sistema. Ako zradenje inaktivira »repair« si-
stem, onda se strukturalna oS$te¢enja DNK »prepisuju« i »provode« u
strukturu enzima (specifiénih proteina), a posledice tih promena mogu biti
funkcionalni poremeéaj u metabolizmu kao na pr.: produzenje interfaze,
interfazna smrt tj. smrt éelije pre nego Sto éelija udje u deobu, i smrt
éelije posle manjega broja deoba (reproduktivna smrt).

Rezultati koji se odnose na dejstvo zracenja na viSe organizme poka-
zuju da smrt sisara nastaje najcesSée zbog toga Sto zracenja indukuju smrt
éelija intestinalnoga trakta i hematopoetskoga tkiva. Smrt tih céelija nije
jo§ uvek dovoljno egzaktno objasnjena s obzirom na ¢injenicu, da se
posle letalnih i subletalnih doza zracenja u ¢elijama ozracdenih organizama
odigravaju mnogostruke biohemijske promene. Problem je utoliko sloZe-
niji $to u tim organizmima posle zracenja moze doéi do repopulacije or-
gana i tkiva. Do te repopulacije dolazi bilo zbog efikasnog »repair« si-
stema, bilo, pak, zbog brzZe deobe prezivelih ¢éelija, ili zbog migracije éelija.
Razume se, da posle totalnog ozracdivanja neke zivotinje ili ¢oveka nije
oSte¢en samo jedan molekul ili jedan tip molekula u ¢éelijama, svi molekuli
mogu biti oSteceni, jer ne postoji nikakvo selektivno delovanje jonizujuéih
zracenja na pojedine vrste makromolekula, ali ovde treba odmah istadi,
da bioloske posledice ne moraju biti iste. Iz onoga Sto je dosada receno
jasno se vidi, da svako osteéenje strukture DNK moZe biti kriti¢no za
funkciju éelije, dok na primer osteéenje molekula polisaharida, fosfolipida
ne more biti kriti¢no. Sve dotle dok genom nije oStecen postoji efikasan
sistem koji je u stanju da obnovi hemijski sadrzaj ¢éelije. To znadi, ako je
funkcija gena neo$tecena, onda ¢e i hemijski sastav ozracene celije biti
vrlo brzo obnovljen. Prema tome, za prezivljavanje nekog ozratenog si-
stema nije bitan broj i vrsta oste¢enih molekula veé specifi¢nost funkcije
oste¢enih molekula. Ono §to ovde treba istaéi, to je, da medju mnogobroj-
nim poremecéajima koja zracenja izazivaju u Zivoj c¢eliji inhibicija sinteze
DNK u brzo proliferirajué¢im c¢elijama (creva, kostane srze) i ¢elijama dru-
gih organa je fenomen koji se posle zrafenja najranije zapaZza. Izgleda,
da to oSte¢enje DNK predstavlja univerzalni fenomen odnosno posledicu
delovanja raznih vrsta zracenja, i da se zapaZa u svim zivim sistemima
bez obzira na kompleksnost ozradenog organizma. Takvo zapaZanje na-
mece tri pitanja: ta je to §to prouzrokuje inhibiciju sinteze DNK? Kakva
je DNK S$to se sintetiSe u éelijama ozracenog organizma? Da 1li je oste-
éenje izazvano zraCenjem u strukturi DNK »reparabilno« ili ne?

Inhibicija sinteze DNK zapaza se, veé¢ nekoliko sati posle ozracivanja
letalnim i subletalnim dozama. Ona se ne moZe pripisati aktivnosti nu-
kleaza (enzima koji katalizuju hidrolizu DNK) jer se aktivnost tih enzima
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u vremenskim intervalima kada se zapaZa inhibicija sinteze DNK ne me-
nja, niti se ta inhibicija moZe pripisati nekrozi éelija, ili promenama u
populaciji ¢elija u organima ozracenih Zivotinja. Sve su ovo promene koje
se daleko kasnije zapaZaju nego Sto se uocava inhibicija sinteze DNK. To
anaci, da su verovatno drugi faktori odgovorni za ovaj fenomen. Tako bi
na primer promene u koli¢ini prekurzora — manjih molekula — neop-
hodnih za sintezu DNK, ili smanjena fosforilativna oksidacija mogle da
uspore ili blokiraju sintezu DNK. Medutim, isto tako uzrok toj inhibiciji
sinteze DNK mogla bi da budu i strukturalna osteéenja samog molekula
DNK ili pak osteéenja u strukturi enzima — polimeraza. Eksperimentalni
rezultati govore u prilog pretpostavke da je uzrok sporijoj ili potpuno
inhibiranoj replikaciji DNK u ¢elijama ozralenih Zivotinja najverovatnije
promena elektronske konfiguracije duz samog makromolekula DNK, §to
sekundarno dovodi do prekida u lancu DNK, ili nekog trajnog osStecenja
purinske ili pirimidinske baze, a sve ove promene mogu inhibirati aktiv-
nost DNK — polimeraze tj. procese autoreplikacije DNK. Imajuéi u vidu
te novije podatke nije danas potrebno, kao $to se to nekada ranije ¢inilo,
pretpostavljati, da u raznim organima i organizmima postoje specifiéni i
razli¢iti mehanizmi delovanja zracenja, veé¢ se moze pretpostaviti, da se
verovatno radi o jednom jedinstvenom i univerzalnom mehanizmu bez
obzira na genetsku i morfolosku sloZenost i komplikovanost Zivih biéa.
Naime, s pravom se moze pretpostaviti, da je to univerzalno osteéenje u
stvari oStecenje primarne gradje molekula DNK, odnosno strukture ge-
noma, a da bioloske posledice mogu biti razli¢ite. Razume se, da bi se ta
strukturalna oSte¢enja genoma fenotipski eksprimirala potrebno je, da se
prepisu i prevedu u strukturu molekula specifiénih proteina. Kada se di-
skutuje ovaj problem mora se stalno imati u vidu i ¢injenica, da su mole-
kuli DNK u sisarskoj ¢eliji i ¢éeliji ¢oveka vezani za molekule baznih pro-
teina (histona) i molekule kiselih proteina tj. da hromozomi nisu nista
drugo nego slozeni kompleksi nukleoproteina i da proteini u takvoj kom-
pleksnoj strukturi mogu imati »protektivanu« ulogu, tj. mogu zastititi mo-
lekul DNK od direktnog i indirektnog dejstva zracenja. Medjutim, ono
Sto ovde treba istaé¢i to je da oSteéenja izazvana zralenjem u strukturi
proteina koji ¢ine nukleoproteinski kompleks, (a ta osSteéenja mogu biti
na primer oksidacija tiol-grupa histonske F-3 frakcije ili inhibicija fosfo-
rilacije histona bogatih lizinom), mogu prouzrokovati promene u konfor-
maciji DNK sadrZane u hromozomima, a ove mogu spreciti procese auto-
replikacije i transkripcije tj. mogu spre¢iti normalne funkcije genoma.

Dejstvo zraéenja na transkripciju

Novija istraZivanja u oblasti molekularne biologije pokazuju da joni-
zujuéa kao i ultravioletno zracenje inhibiraju sintezu »de novo« proteina,
odnosno inducibilnih enzima. Ovo se objasnjavalo usporenom ili inhibi-
ranom transkripcijom i translacijom. Zna se, da je RNK direktni produkt
transkripcije gena. Poznato je, takodje, da postoji viSe klasa ribonuklein-
skih Kkiselina: informaciona RNK (m RNK), ribozomalna RNK (r RNK) i
transfer RNK (t RNK). Sve ove klase ucestvuju u procesima »prevodjenjas«
genetskog programa u gradju molekula proteina tj. u procesima biosinteze
proteina.
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Slika 3. Sematski prikaz translacije-biosinteze proteina. Sve razli¢ite klase ribo-
nukleinskih kiselina se sintetiSu putem transkripcije. m-RNK je informaciona
RNK, sadrzi program za sintezu proteina. Ribozomi se vezuju za m-RNK (poli-
zomi) i omoguc¢uju polimerizaciju aminokiselina u specifiéne polipeptidne lance.
Kodoni sadrzani u m-RNK odreduju mesto svake amino kiseline. t-RNK-trans-
fer RNK, za svaku aminokiselinu postoji odgovarajuéa specifi¢na t-RNK-. Ami-
nokiselina se vezuje za odgovarajuéu t-RNK i preko nje prepoznaje odgovara-
juci kodon. Ribozomi se pomeraju duz m-RNK od kodona do kodona, a na sva-
kom novom kodonu jedna odredena aminokiselina se vezuje za nascentni pep-
tidni lanac

Za svaku vrstu ribonukleinske Kkiseline postoje odgovarajuéi geni.
Prema tome struktura ribonukleinske kiseline nije nista drugo nego »oti-
sak«, »slika« gradje odgovarajuceg strukturalnog gena. Program gena tj.
redosled purina i pirimidina se transkribuje u procesu koji je slican auto-
replikaciji DNK i prepisuje u specifican redosled purinskih i pirimidinskih
baza odredjene RNK ¢iju sintezu kontroliSe doti¢ni gen. Prema tome treba
ocekivati, da ¢e se svaka greska u strukturi DNK prepisati u gradju neke
vrste ribonukleinske kiseline, a to onda moze dovesti do greSaka u samaoj
sintezi proteina, jer smo veé ranije pomenuli, da u tom procesu ucestvuju
sve klase ribonukleinskih kiselina (slika 3).

Postoje eksperimentalni podaci koji pokazuju, da je sinteza informa-
cionih i ribosomalnih RNK usporena u bakterija posle ozradivanja, a u
virusu je utvrdjeno, da se posle zradenja sintetiSu »abnormalne« informa-
cione RNK. Sli¢no je, zapazeno i u sisarskim c¢elijama u kulturi.
Izgleda, dakle, da je transkripcija usporena i da su informacione RNK
(m RNK), koje se sintetiSu posle zradenja, nestabilnije (kracéeg veka). Ova
nestabilnost se moze pripisati »greSkama« u strukturi RNK.

Izuéavano je takodje i dejstvo zracenja na transkripciju u organima
vi§ih organizama. Model sistem je: jetra odraslog pacova (jetra u miro-
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vanju); jetra u proliferaciji posle hepatektomije; i jetra u toku embrio-
nalnog i fetalnog razvica. Ta istrazivanja su pokazala da subletalne doze
zradenja usporavaju procese transkripcije tj. procese sinteze svih vrsta
RNK i da je stepen inhibicije proporcionalan dozi zracenja. Izgleda, da
je izmenjena i struktura RNK molekula sintetizovanih posle zracenja, a
to znadi, da je modifikovan i genetski program sadrzan u takvim RNK-
molekulima. Ispitivanja strukture informacionih RNK sintetizovanih u
jetri embriona pacova posle zracenja pokazuju, da je sastav tih RNK
znatno izmenjen. Sli¢ne promene su zapazene i ¢elijama hepatoma. Svi
ovi podaci jasno pokazuju, da jonizujucéa zracenja modifikuju procese
transkripcija, i da se strukturalna oStec¢enja izazvana zrafenjem u genomu
¢elije prepisuju u gradju RNK.

Ekspresija funkcije gena odvija se i u celijama visih Zivih bi¢a putem
transkripcije i translacije. Medjutim, pored spoljnih faktora ovu ekspresiju
kontroliSsu i endogeni faktori tj. u viSih organizama postoji i neurohor-
monalna kontrola genetske ekspresije. Hormoni mogu da aktiviraju gene
tj. mogu da ukljuce u funkciju neke inaktivirane gene ili pak da iskljuce
iz funkcije neke aktivne gene. Hormoni uti¢u na gensku ekspresiju preko
procesa transkripcije i translacije. Prema tome, izucavanje mehanizama
dejstva zrafenja u celijama vidih bica, je daleko kompleksnije nego u
jednocelijskih organizama.

Sumirajuc¢i dosada pcmenute podatke moglo bi se ukratko zakljuditi,
da se oStecenja u strukturi DNK preko procesa transkripcije i translacije
prevode u strukturu molekula enzima i drugih specifiénih regulatornih
proteina. Ovo mozZe da prouzrokuje poremecaje u metabolizmu koji se
mogu manifestovati kao brze starenje, kancerogeneza ili kao nesposobnost
organizma, da se fizioloSki, a ¢ovek i psihi¢ki prilagodi sredini, tj. kod
¢oveka se te alteracije u metabolizmu mogu eksprimirati i kao psihoze.

C. UKLANJANJE RADIACIONOG OSTECENJA IZ STRUKTURE DNK
I REKONSTRUKCIJA ORIGINALNOG GENETSKOG PROGRAMA.
ULOGA I FUNKCIJA »REPAIR« MEHANIZMA

Novija istrazivanja pokazuju da verovatno u svakoj Zivoj ¢eliji postoji
multienzimski sistem koji uklanja strukturalne greske i rekonstruise prvo-
bitnu strukturu DNK. U tom mehanizmu ucestvuje viSe razli¢itih enzima:
jedna grupa enzima prepoznaje greSsku u strukturi DNK i iseca taj frag-
ment DNK, a drugi enzimi posle isecanja izvrSe parcijalnu sintezu tog
iseenog dela jednog lanca DNK, kao program za resintezu sluzi odgova-
rajuc¢i deo u komplementarnom lancu. Prema tome, »repair«, mehanizam,
posle parcijalne degradacije cnog dela lanca koji sadrzi gresku, izvrsi par-
cijalnu resintezu — rekonstrukciju — prvobitnog genetskog programa
(Cut-and-patch-mechanism) (slika 4). Posto je to multienzimski sistem, to
znadci, da postoje geni u svakoj c¢eliji koji kontroliSu intaktnost, invarija-
bilnog genetskog programa. Ovaj mehanizam stalno smanjuje koli¢inu
strukturalnih ostec¢enja DNK, t. j. frekvencu mutabilnosti pa prema tome
smanjuje i moguénost fenotipske ekspresije primarnog radiacionog oste-
¢enja. Ako je zraCenje tako intenzivno da inaktivira »repair« mehanizam,
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Slika 5. Sematski prikaz aktivnosti multienzimskog repair-mehanizma.
Ostecenje u strukturi DNK, dimer timina, prepoznaje repair-mehanizam, eksci-
zioni enzimi isecaju taj deo jednog lanca DNK, a prekid u lancu koji nastaje
zbog isecanja se ispunjava postepeno putem parcijalne resinteze doti¢nog frag-
menta, kao program za tu sintezu sluzi odgovarajué¢i fragment komplementarnog
lanca. Tu sintezu katalizuje enzim repair-replikaza, a kada se sinteza zavrsi
krajeve novonastalog fragmenta sa krajevima lanca povezuju enzimi ligaze, tako
se u viSe etapa zavr§i rekonstrukeija primarne gra#e gena, odnosno genetskog

programa

onda su posledice strukturalnog oStec¢enja DNK letalne tj. ¢elija odnosno
organizam su osudjeni na smrt. U prilog ove predpostavke govore i po-
daci koji se odnose na jednu bolest ¢ovedije koZe poznate pod imenom
xeroderma pigmentosum. To je nasledno oboljenje, a do njega dolazi zbog
toga §to je u celijama tih bolesnika »repair« mehanizam inaktivan. Te
Celije nisu u stanju, da uklone »gresSke« iz strukture DNK izazvane UV-
ili X-zradenjem, a bioloska posledica tih oStedenja je rak éelija koZe. Za-
paZeno je, takodje, da ti bolesnici prematurno stare. Ovo je vrlo lep pri-
mer iz humane medicine koji govori u prilog radne hipoteze, da su bioloske
i patoloske manifestacije zapaZene posle zradenja posledica strukturalnih
oStecenja DNK i inefikasnosti »repair« sistema.
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Slika 6. Sematski prikaz posledica koje mogu da rezultiraju iz strukturalnih
alteracija DNK

O ovoj ¢injenici treba voditi racuna kada se radi i o primeni zracenja
u terapeutske svrhe. Neke celije kancera mogu imati vrlo efikasan »re-
pair« mehanizam, pa ako su terapeutske doze takve da ne inaktiviraju
»repair« mehanizam onda Zeljeni terapeutski efekat zradenja moZe izostati.
U takvim slucajevima se moZe desiti, da zracenja ¢ak ubrzaju proliferaciju
¢elija raka. Najracionalnije bi bilo, da se pre svakog zracenja ispita efi-
kasnost »repair« sistema, a zato danas postoje pogodne metode. Ovakav
pristup radijacionoj terapiji kancera namece potrebu intenzivnijih istra-
Zivanja na klinikama u oblasti molekularne radiobiologije.

D. NOVA RADNA HIPOTEZA

Mnostvo postoje¢ih eksperimentalnih podataka bi se moglo povezati
u jedinstvenu hipotezu, $ireg znacaja, o mehanizmu dejstva zracdenja na
Ziva bica. Hipoteza se zasniva na centralnom postulatu savremene mole-
kularne biologije, a ona bi se mogla ukratko ovako sumirati (slika 6).

Makromolekuli DNK u svim Zivim bi¢ima predstavljaju najbitnija
mesta delovanja zracenja. Fizicko-hemijske promene koje se odigraju u
makromolekulu DNK posle absorpcije energije zracenja, dovode do inci-
jalnih strukturalnih promena u DNK. Trajanje tih fizicko-hemijskih zbi-
vanja je vrio kratko, te se promene odigraju u nekoliko hiljaditih delova
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sekunde. Te primarne fizicko-hemijske promene dovode do stabilnih i traj-
nih strukturalnih hemijskih promena u gradnji DNK, kao §to su na pr.
prekid u lancu, cksidacija pentoze, desaminacija i dehidroksilacija baza,
nastajanje organskih percksida itd. Te preomene mogu biti indukovane bilo
direktnim ili indirektnim dejstvom zragenja. Prisustvo tih strukturalnih
»defekata« moze da aktivira »repair« sistem. Ona oste¢enja koja »repair«
mehanizam ne ispravi mogu inhibirati transkripciju ili ako do ove dodje
onda nastaje »defektan« genetski program koji dovodi do sinteze nefunk-
cionalnih molekula specifi¢nih proteina — enzima. Na te rane biohemijske
procese koji se odigravaju neposredno posle zra¢znja mogu uticati eksc-
geni i endogeni faktori (na pr. hormoni). Ako je »repair« mehanizam efi-
kasan, onda moze doéi do potpune »reparacije« radiacionog ostecenja i
rekonstrukcije prvobitnog genetskog programa, a to znaci da ée zivi si-
stem proziveti. Ako je pak »repair« sistem inefikasan (spor) ili je ostecen
zraCenjem onda ¢e zivi sistem biti osudjen na brzu ili speriju smrt Sto
zavisi od doze zracenja. Posledica tih osteéenja u strukturi DNK moze biti
i mutacija i to najceScée Stetna mutacija, Sto znac¢i da se organizam moZe
odrzati u Zivotu samo ako se spolja zadovolje neke njegove Zivotne
potrebe.

Na kraju treba istaéi, da jo§ uvek ne postoje direktni dokazi za po-
tvrdu ove hipoteze, ali postoje eksperimentalni podaci koji direktno po-
tvrdjuju osnovne principe ove hipoteze. Razume se, da predlozena hipo-
teza iziskuje dalju eksperimentalnu proveru. Iako jo§ uvek nepotpuna
predlozena radna hipoteza ima za cilj, da postakne dalja osnovna istra-
zivanja u oblasti radicbiologije i da ukaze na znacaj veé postignutih re-
zultata koji bi trebalo da posluze kao nauc¢na osnova za dalju primenu
zracenja u terapiji.
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Cathepsins are known as an important factor in intracellular degrada-
tion of proteins in irradiated organisms (1—6). In irradiated leucocytes is
released catheptic activity (7, 8). With the same dose this effect is much
more pronounced in lymphocytes than with polymorphonuclears (9—11).

The survival of lethally irradiated animals following treatment with
bone marrow has been adequately described as well (12, 13).

Several authors (14—17) have studied survival of irradiated animals
treated with autologous, homologous and isologous leucocytes, homoge-
nates of normal spleens and subcellular fractionations of normal spleen
cells. ‘

In this paper we would like to show the changes in catheptic activity
of peripheral leucocytes of whole-body irradiated rabbits compared with
animals irradiated with the same dose and then infused with fresh homo-
logous leucocytes.

Material and methods

Chinchilla rabbits about one year old were used for the experiments.
All animals were irradiated with 800r — gamma irradiation. Co®
(600 r/min) was used as the source of irradiation.

One group of rabbits was treated with 5 — 8 X 107 leucocytes of non
irradiated donors by intravenous infusion, exactly 30 min after irradiation.

For the determination of total number of leucocytes we used Blirker-
Tirk counting chamber and the cells were stained with Tirk’s solution.
Differential blood picture was determined according to technique of
Giemsa-Romanowsky.
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Preparation of leucocyte suspension

For each determination of enzyme activity 30 ml of blood were taken.
Peripheral leucocytes were isolated with dextran flotation by the method
of Skoog and Beck (18). The leucocytes were then concentrated by centri-
fugation and resuspended in Hank’s buffer (pH 7.4) and homogenized with
teflon pestle homogenizer. The homogenate was centrifuged at 10 000 g for
30 min at 0°C in a Sorvall refrigerated centrifuge.

Determination of catheptic activity

Catheptic activity was measured by the modified Anson method,
using Folin Ciocalteau reagent (BDH). Optical density was measured at
750 mi.. 0.4 ml of enzyme and 2 ml of 2 Y%, substrate were incubated 4 hrs
at 37% Controls were always incubated in parallel. The following substra-
tes were used: hemoglobin at pH 3.5 and 7.0 (prepared in laboratory), bo-
vine serum albumin at pH 7.0 (Sigma). 0.1 M acetate buffer were used for
pH 3.5 and 0.15 M phosphate buffer for pH 7.0. Results are given as opti-
cal density at 750 mit for pH 7.0 and as enzyme units per mg of nitrogen
and per 107 cells at pH 3.5.

Nitrogen was determined by a modified Kjeldahl method (19).

Determination of catheptic activity

In Table I. are given control (irradiated rabbits) values of catheptic
activities, and compared later with catheptic activity of treated animals
(irradiated and infused). In the 24 hr the catheptic activity per mg of
nitrogen only slightly increased but a pronounced increase can be ob-
served in the 48 hr after irradiation. On the 12th day is the catheptic acti-
vity down in the range of non irradiated values.

When catheptic activity is expressed per 107 cells we noted a decrease
in the 24th hr which is below of non irradiated value. In the 48th hr a
pronounced increase was observed especially in the case when animal
survived.

In the Table II. are given the results of animals infused with leuco-
cytes. In this case is the catheptic activity per mg of nitrogen only slightly
increased in the 24th hr and rather strongly in the 48th hr. The catheptic
activity per 107 cells strongly increased in the 48th hr only in the cases
that survived. It is interesting to compare also the neutral activity
measured on Hb and bovine serum albumin substrates. We can see that
neutral proteinase is markedly increased.

The results of hematological analysis are given in Fig. 1. The total
number of leucocytes is decreasing in both cases. In the 24th hr there is
a relative increase of segmented cells and rapid decrease of lymphocytes,
on the 12th day are both kinds of cells lowered.

In above mentioned cases infused normal leucocytes in a quantity of
5 —8 X 107 cells did not influence the survival of irradiated rabbits.

The most interesting fact is that when catheptic activity per cell unit
was strongly increased in the 48th hr, rabbits survived and when this
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activity was more or less unchanged, they died within 15 days after irra-
diation. Similar phenomenon was observed in the behaviour of the cathep-
tic activity per cell with cancer patients irradiated with therapeutical local
doses (4). Also in these cases patients with unchanged catheptic activity
of leucocytes died within the period of clinical observation.

Recent investigations (6) in the field of cancer therapy pointed out
the importance of activation of lysosomal system, according to hydrolytic
enzymes degrading cytoplasmatic structures and leading to the cell death.
The mechanism of activation or inactivation of lysosomal hydrolases is
not known yet.

Very important are also investigations of low molecular weight
neutral proteinases from leucocytes (20). They are known to inhibit the
growth of Yoshida sarcoma cells and therefore increase the survival of
tested subjects.

Summary

1. Peripheral leucocytes of control (irradiated) and treated (irradiated and
infused) rabbits were isolated by the method of Skoog and Beck.

2. Proteolytic activity of leucocytes and hematological picture of control
and treated animals was followed. The effect of 800 r gamma irradiation on the
release of cathepsins was studied just before irradiation and 24, 48 hr and 12
day. A pronounced increase of catheptic activity per cell unit (107 cells) was
observed especially in subjects that survived.

3. The infused dose of cells 5— 8 )X 107 have no effect on survival of irra-
diated animals. By our opinion it was to low.

Zakljucki

1. Levkociti periferne krvi kontrol (cbsevanih) in poskusne serije (ob-
sevanih in infundiranih) zajcev so bili izolirani po metodi Skooga in Becka.

2. Opazovali so proteolizno aktivnost levkocitov in hematolosko
sliko kontrol in zivali v poskusu. Uéinek obsevanja z 800 r/na sprostitev
katepsinov so dolccali tik pred obsevanjem in 24,48 uro ter dvanajsti dan.
Zaznaven porast katepsinske aktivnosti (na 107 celic) je bil opazen posebno
pri primerih, ki so preziveli.

3. Perfundirana doza celic 5 — 8 X 107 celic ni pokazala efekta na pre-
zivetje obsevanih Zivali. Izgleda, da je bila doza prenizka.
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Introduction

Many attempts have been concentrated on the problem of suppressing
the secondary disease in lethally irradiated animals treated with foreign
haematopoietic cells. One possible approach is the suppression of the immu-
nological activity of donor cells by irradiation. Cudkowicz (9) reported that
preirradiation of donor mice with a single sublethal dose decreased the
incidence of secondary disease among allogeneic recipients of their bone
marrow, The same author reported later (10) that a similar effect could be
obtained by in vitro irradiation of allogeneic bone marrow and spleen
cells. Cole and Davis (7) found that late mortality was much reduced in
lethally irradiated mice injected with bone marrow cells from allogeneic
donors which had been exposed to a single sublethal dose of radiation 12
to 16 days earlier. In a somewhat different system Argyris (3) found that
preirradiation of spleen cell donors can reduce the incidence of runt
disease without reducing substantially the capacity of these cells to induce
tolerance. Other authors were unable to confirm the beneficial effect of
the preirradiation of bone marrow donors (1, 13).

It is well know that continuous irradiation at a sufficiently high dose-
rate causes a marked depression of antibody formation. This was reported
by Stoner and Hale (23, 24) for antitoxin formation in mice and by Draper
(11, 12) for haemolysin formation in rabbits. Similarly, daily irradiation
with 50 R produced a marked depression of the haemolysin-forming ca-
pacity in rats (20).

On the other hand, some data indicate that the haematopoietic activity
is not severily affected in animals irradiated for a long time with similar
doses. Lamerton et al. (16, 17) reported that the peripheral blood counts
are maintained for a long time at nearly normal levels in rats exposed

3*
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continuously to 50 rad/day. More damage was caused, however, by 50 rad
given daily as divided doses: after three weeks the level of polymorpho-
nuclear leucocytes in the blood was normal, but the mononuclear cell count
was substantially reduced (19).

On the basis of the above information it seemed worth investigating
whether daily irradiation of prospective donor animals would reducz the
activity of immunologically competent cells in the bone marrow without
substantially affecting the haematopoietic activity and whether such treat-
ment would result in a better late survival of lethally irradiated recipients.

Materials and methods

Animals. — Male CBA/H mice, aged 4—4 '/, months were used as re-
cipients. Female albino rats and male C57BL mice aged 3 and 3 '/, months
respectively at the beginning of the experiment were used as bone marrow
donors.

Design of the experiments. — Each of the four groups of lethally irra-
diated CBA mice was reconstituted with bone marrow cells from one of
the following sources: a) unirradiated rats, b) irradiated rats, c) unirradiat-
ed, and d) irradiated C57BL mice. Recipient mice were observed for mor-
tality and changes in body weight, and after death the relevant tissues
were examined histologically. Each of the four groups of prospective donor
animals was divided into three subgroups at the end of the period of daily
irradiations: one subgroup was used as bone marrow donors, while the
other two were used to assess the state of their humoral (response to rabbit
erythrocytes — RBC) and cellular (rejection of CBA skin grafts) immunity.

Radiation Procedure. — A Siemens radiotherapy-type X-ray machine
was used as a source of radiation and was operated at 250 kV, 14 mA, with
0.25 mm Cu filter, h. v. 1. 1.2 mm Cu, target distance 60 cm and a dose-rate
ob about 72.5 rad/min. Mice were irradiated from below to the whole body,
five at a time in their living aluminium cages. Rats were irradiated two at
a time in similar cages and under same conditions.

Recipient mice were irradiated with a single 1000 rad dose. Prospective
bone marrow donors were irradiated in 24 exposured with a total dose of
1200 rad (50 rad per exposure). The exposure schedule was as follows: Mon-
day to Thursday 50 rad daily, Friday two exposured of 50 rad each (in the
morning and in the evening), Saturday and Sunday no exposures. The
irradiation was started on a Thursday and was finished on a Wednesday,
the overall irradiation period being 28 days.

Bone marrow injection. — Bone marrow cell suspensions from irra-
diated rats and C57BL mice were prepared in Tyrode solution 24 hours
after the last exposure and were injected intravenously into two groups of
lethally irradiated CBA mice within 4 hours of their exposure. Another
two groups of recipients were injected with bone marrow cells from cor-
responding unirradiated donors. The number of nucleated cells injected
per mcuse was 10 X 106

Restaurative capacity of irradiated bone marrow
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Skin grafting. — Both normal and irradiated rats and C57BL mice
(5 animals in each of the 4 groups) were grafted with CBA skin using
pinch fitted grafts (6). Irradiated animals were grafted two days after the
last exposure to 50 rad. Dressings were removed 12 days later and grafts
examined.

Serclogy. — Irradiated rats were immunized with an intravenous in-
jection of 1 ml of 19, RBC suspension two days after the last exposure.
Serum samples were obtained by cardiac puncture under ether anaesthesia
on days 3, 6, 11, and 19. Irradiated C57BL mice were immunized with an
intraperitoneal injection of 1 ml of 19, RBC suspension two days after
the last exposure and were bled six days later. Contrcl unirradiated rats
and mice were immunized and bled in the same way.

Sera were kept at —20 C until titration. They were inactivated for
30 min at 56 C and serial twofold dilutions of sera were made in saline
containing 0.3 %, bovine serum albumin, starting from the initial '/, dilu-
tion. To each test tube containing 0.2 ml of serum dilution one drop of 1 %
RBC suspension was added. The tubes were left overnight at room tempe-
rature and the pattern of haemagglutination on the bottom of the tubes
was determined (22). The highes serum dilution giving positive haemag-
glutination was used as the end-point and the titres were expressed as
logs of the reciprocal of the dilution. The negative reaction in the first
tube was recorded as titre 1.

Grafted mice, both normal and preirradiated, were bled 19 days after
grafting and their sera tested for isohaemagglutinins using the dextran-
human serum technique of Gorer and Mikulska (14). Serial twofold dilu-
tions (in 2 9/, Dextran in physiological saline) were made from an initial
1/, dilution. To each tube containing 2 drops of serum dilution one drop of
2 9y suspension of CBA-strain erythrocytes in human serum - saline (1 : 1)
was added. The test tubes were incubated for 1 '/, hour at 37° C and agglu-
tination was read macroscopically and microscopicallé. The titre was defin-
ed as the logy reciprocal titre.

Results

Observations on donor animals irradiated with 24 X 50 rad. — During
and after the period of repeated irradiations observations were made con-
cerning the pathological and funct10na1 status of rats and mice used as
bone marrow donors.

1. General. — Rats and mice were weighed twice a week during the
irradiation period. The average body weights changed little during that
period (Fig. 1). In mice the body weight decreased very slightly, while in
rats it generally increased. The fluctuation of the average body weight was
more marked in rats and was depandent on the irradiation schedule, declin-
ing during the five-day periods of irradiation and increasing during the
weekends.

Results of the white blood cell counts in bone marrow donors are
given in Table 1. The figures indicate that the dose of 1200 rad distributed

Restaurative capacity of irradiated bone marrow



38 V. S. Sljivié

Fig. 1. — Changes of average body
weights of rats (12 animals) and
C57BL mice (20 animals) during re-
pated exposures to 50 rad of X-rays
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over a period of 28 days produced a profound decrease in the number of
white cells in the peripheral blood.

Histological examination of various tissues of repeatedly irradiated
donor animals revealed major changes in lymphoid tissues and the bone
marrow. In rats the thymus, Peyer’s patches, subcutaneous and mesenteric
lymph nodes contained few lymphocytes. In the spleen the lymphoid
follicles were much reduced in size and contained only small numbers of
lymphocytes. The sinuses were dilated and much haemosiderin was seen
in the red pulp. There were no visible signs of extramedullary haemato-
poiesis. The sternal marrow was depleted and congested. Although no at-
tempts were made to do the differential counts, is was noticed that the
relative number of granulopoietic elements versus erythropoietic ones was
smaller in irradiated rats than in controls.

Changes in the lymph nodes and thymus of irradiated C57BL mice
were similar to those in rats. The spleen was congested with few small
lymphoid follicles containing small numbers of lymphocytes. Foci of active
haematopoiesis were numerous. Sternal marrow was partially depleted
and congested.

Table 1. — White blood cell count/mm?® in donor animals.*

Unirradiated donors Irradiated (24 X 50 rad) donors
Rats Mice Rats Mice
14,000 27,400 1,860 2,660
13,600 21,400 5,000 3,000

21,000 3,260 2,460
17,800 3,660 2,400

Means:
13,800 21,900 3,445 2,630

* Counts made on tail blood 24 hours after the last exposure to 50 rad.

Restaurative capacity of irradiated bone marrow
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Fig. 2. — Cumulative mortality of Fig. 3. — Changes in body weights

CBA mice lethally irradiated and in-
jected i. v. with bone marrow cells
from: I normal rats, II preirradiated
rats, III normal C57BL mice, and IV
preirradiated C57BL mice. The num-
ber of mice in each group is given

among CBA mice lethally irradiated
and injected i. v. with bone marrow
cells from normal or preirradiated
rats and C57BL mice. Numbers in
parenthesis refer to numbers of
CBA mice in each group while num-

in Fig. 3 bers below points indicate the num-
ber of survivors
2. Immunological responsiveness. — The haemagglutinin response to

RBC in both rats and mice exposed repeatedly to 50 rad of X-rays was
found to be markedly depressed (Table 2). In both irradiated rats and mice
grafted with CBA-strain skin the shedding-times were not different from
those in corresponding controls. Titration of isohaemagglutinins did not
reveal any significant difference between irradiated and unirradiated
C57BL mice. The mean logy titre of five animals was 6.4 for the former
and 6.0 for the latter.

Observations on recipient animals. — Cumulative mortality of lethally
irradiated CBA mice injected with bone marrow cells from normal or
preirradiated rats or C57BL mice is shown in Fig. 2, and changes in their
body weights in Fig. 3. Mice injected with normal rat bone marrow cells

Table 2. — Effect of repeated X-irradiation (24 X 50 rad) on haemagglutinin
formation in donor animals.*

Days after immunization

Animals Treatment
3 6 11 19
Rat Irradiated 1.0+00 1000 125+ 025 1.25z% 0.25
ats Control 440 + 025 9.75 + 0.78 5.33 = 0.33 4.00 = 0.58
Mice Irradiated ot 4.00 £ 0.75 — —
5 Control — 7.60 = 0.25 — —

* All values are means

+ standard errors of haemagglutinin log, titres
for five animals. All differences between values for irradiated and control ani-
mals are statistically highly significant (P<0.01).
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were completely protected from acute radiation death and their body
weight increased in the second week after treatment. In the third week
they started to lose in weight and first deaths occured during the fifth
week postirradiation. Between 30 and 90 days 60 %y of these animals died
and the others survived more than 160 days. When the same number of
bone marrow cells from rats which had been irradiated with 24 X 50 rad
was injected into lethally irradiated mice they all died within 19 days.

Lethally irradiated CBA mice injected with bone marrow cells from
unirradiated C57BL mice all died within 34 days postirradiation. When bone
marrow cells from preirradiated C57BL donors had been used lethally
irradiated recipients died at a slower rate. Less than 40 9, died before the
30th day and all other died before the 60th day (Fig. 2).

Post mortem histological examination of the sternal bone marrow,
spleen and mesenteric lymph nodes from recipient CBA mice treated with
bone marrow cells from preirradiated rats showed severe aplasia of both
haematopoietic and lympoid tissues. On the other hand in recipients of
bone marrow cells from preirradiated C57BL mice, as well af from unirra-
diated rats and C57BL mice, active haematopoiesis was found in the bone
marrow and the spleen. Lymphoid aplasia in the spleen and mesenteric
lymph nodes was accompanied by a large number of plasma cells in the
latter.

Discussion

The tests performed on preirradiated donor animals have shown some
substantial changes in their pathological and functional status at the time
when their haematopoietic cells were injected into lethally irradiated re-
cipients. With repeated exposures to 50 rad their bone marrow became
depleted which was also reflected by the drop in nucleated cell counts in
the peripheral blood. The lymphoid tissue was severely damaged and ap-
peared to be more so in rats than in C57BL mice. This lymphoid tissue da-
mage is the most likely reason for the poor haemagglutinin response in ani-
mals challenged with rabbit erythrocytes. The suppression of haemaggluti-
nin formation in rats in the present experiment is very comparable to the
suppression of haemolysin formation in similarly irradiated rats (20). The
difference in radiosensitivity of haemagglutinin formation between rats and
mice could be due to species difference or route of antigen injection. The
better antibody response in mice could also be the result of smaller damage
to the lymphoid tissues seen in these animals.

The irradiation schedule in the present experiments, which significant-
ly inhibited humoral antibody responses, did not seem to interfere with
transplantation immunity. No difference in the shedding times of skin
grafts was observed between repeatedly irradiated and control animals.
Even if such a slight difference had existed between the two groups it
would have been difficult to notice it because the dressings were removed
only 12 days after grafting. The fact that titres of isohaemagglutinins in
grafted C57BL mice were not lower in irradiated than in unirradiated ani-
mals supports the idea that the rejection of skin grafts was but slightly if
at all prolonged, since it has been demonstrated (18) that the formation of
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circulating isohaemagglutinins is more easily suppressed by radiation than
the reaction of graft rejection. The question arises why in irradiated mice
there was a clear cut suppression of haemagglutinin formation following
the injection of rabbit erythrocytes, while the formation of isohaemagglu-
tinins following skin-grafting was not diminished. The most likely expla-
nation is that the grafted skin, as a source of antigen, started to stimulate
the immune mechanism of recipients later and lasted for a longer time
than injected erythrocytes, thus allowing the immune mechanism to reco-
ver from the damage produced by irradiation. The above data indicate that
the immunological competence of irradiated donor animals was partially
suppressed.

The survival of lethally irradiated CBA mice was very dependent upon
whether bone marrow from irradiated or from normal C57BL mice or rats
was used. When bone marrow from normal rats had been injected CBA
mice were completly protected from the acute radiation death but a large
percentage died thereafter of secondary disease. When, however, CBA
mice had been injected with the same number of bone marrow cells from
preirradiated rats they all died within 20 days. This indicates that the in-
jected cells had no capacity to restore even temporarily the lethally irra-
diated recipients. The inefficiency of bone marrow cells from irradiated
rats can be most readily atributed to the radiation damage of restorative
haematopoietic stem-cells. These cells had presumably accumulated enough
radiation damage to prevent them from functioning and/or multiplying in
a normal way.

Lethally irradiated CBA mice which, in the present experiments, had
been injected with bone marrow cells from normal C57BL donors all died
during the third, fourth and fifth week postirradiation. Since there is a
strong H-2 histocompatibility difference between these two strains of mice
one might suppose that the mortality of recipients was due to an early
graft-versus-host reaction. This is supported by the histological examinati-
on of these animals which showed good repopulation of their bone marrow.
A similar graft-versus-host activity which resulted in an early secondary
syndrome and mortality has been observed by a number of authors. Lethal-
ly irradiated primates treated with allogeneic bone marrow succomb to the
secondary disease usually within the first month (8, 25). Amiel et al. (2)
found that the early mortality of lethally irradiated mice increased with
the dose of allogeneic bone marrow cells. A similar observation
was made by Barnes (4) who found that the 30-day mortality of CBA mice
increased as the number of injected C57BL bone marrow cells had been
increased from 10° to 107 and to 108. Having all that in mind, the decreas-
ed rate of death of recipients of bone marrow from preirradiated C57BL
mice can be interpreted as a result of a lowered number of functionally
capable immunologically competent cells. ’

The finding that recipients of bone marrow cells from preirradiated
C57BL mice survived much longer than recipients of cells from preirradiat-
ed rats can be best explained by the well established fact that the minimal
number of xenogeneic cells which can restore lethally irradiated mice is
several times greater than the corresponding minimal number of allogeneic
cells (5). Preirradiation of rats in the present experiments must have reduc-

Restaurative capacity of irradiated bone marrow
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ed the number of haematopoietic stem-cells below the minimum required
for restoration of recipients. The same number of bone marrow cells from
preirradiated C57BL mice was however sufficient to afford a much gre-
ater protection during the acute postirradiation period, although the num-
ber of functionally intact stem-cells was presumably equally reduced.

The onset and severity of the secondary disease in mice treated with
bone marrow from unirradiated C57BL mice differed markedly from those
in mice treated with the same number of bone marrow cells from unirra-
diated rats. This finding is compatible with Jerne’s concept of allo-aggres-
sion (15) which is based on a number of observations showing that the ca-
pacity to respond to histocompatibility allo-antigens is greater than to
xeno-antigens.

In conclusion, the results of the present experiments support neither
the idea of greater radiosensitivity of immunologically competent cells as
opposed to haematopoietic stem-cells, nor the possibility of their selective
inactivation and/or elimination in the bone marrow by preirradiation of
donor animals. Although no allowance is being made for a possible diffe-
rential effect of fractionated irradiation with respect to the renewal capa-
city of the two cell lines, this conclusion is supported by the similar radio-
sensitivity of haematopoietic stem-cells and immunologically competent
cells after single exposures (21).

Summary

Rats and C57BL mice were irradiated six times a week with 50 rad up to
the total dose of 1200 rad. At the end of the irradiation period they were either
tested for their immunological capacity or used as bone marrow donors to re-
store lethally irradiated CBA mice.

While the haemagglutinin formation to rabbit erythrocytes in both rats and
mice was significantly suppressed, the shedding-times for grafted CBA skin
were not affected. Ischaemagglutinin formation in irradiated C57BL mice graft-
et with CBA skin was not suppressed either.

The survival of lethally irradiated CBA mice injected with bone marrow
cells from preirradiated rats or C57BL mice does not support the concept of se-
lective inactivation and/or elimination of immunologically competent cells in the
bone marrow by preirradiation of donor animals in order to reduce the severity
of secondary disease.

Rezime

Pacovi i C57BL miSevi ozra¢ivani su Sest puta nedeljno sa 50 rad do
ukupne doze od 1200 rad. Nakon zavr$enog ozrac¢ivanja ispitana je imunoloSka
sposobnost ovih Zivotinja, a istovremeno su sliéno ozraéene zivotinje upotreb-
ljene kao davaoci kostane srzi za zastitu letalno ozrac¢enih CBA miSeva.

I pored toga $to je stvaranje hemaglutinina protiv eritrocita kuniéa bilo
znatno umanjeno kako u miseva tako i u pacova, vreme potrebno za odbacivanje
kalema koze CBA soja nije bilo produzeno. Stvaranje isohemaglutinina nije
bilo smanjeno u ozracenih C57BL miSeva kojima je stavljen kalem koze CBA
soja.

Prezivljavanje letalno ozra¢enih CBA miSeva kojima su ubrizgane celije
kostane srzi od predhodno ozracenih pacova i C57BL miSeva nije potvrdilo
ranije tvrdnje da se ozraé¢ivanjem davalaca moze da postigne selektivno elimi-
nisanje ili inaktivisanje imunoloski reaktivnih déelija u koStanoj srzi u cilju
smanjivanja ucestanosti sekundarne bolesti.

Restaurative capacity of irradiated bone marrow
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O NEKATERIH FAKTORJIH, KI VPLIVAJO NA POVECANJE
PEPSINOGENA V ZELODCNI SLUZNICI BELE PODGANE

Klemenc-Sebek S.,! P. Schauer?

UDK: 618.15-089.844:611.819.5

V nasih prej$njih poskusih na obsevanih podganah z dozo 750 r, smo
ugotovili znatno povetanje mnozine pepsinogena v Zelod¢ni sluznici.

PoveCanje nastopa v vseh Casih opazovanja, tj. od 1. do 72. ure po
obsevanju. Povecanje je najvi§je po 24. urah (1).

Pepsinogen v Zelod¢ni sluznici so dolcc¢ali razni avtorji pri normal-
nih (2—b5), hipofizektomiranih (6—7), adrenalektomiranih zivalih (2, 7, 8)
ter zivalih z insuficienco suprarenalk (9, 10).

Pomembno vlogo pri vzdrzevanju strukturne in funkcionalne integri-
tete Zelodéne sluznice igrata hipofiza (6, 7) in korteks suprarenalk (2, 6, 7,
9). Adrenalna insuficienca ima pri belih podganah za posledico involucijo
glavnih celic zelodéne sluznice (6, 8, 10), Se mocneje pa je ta vpliv izrazen
pri adrenalektomiranih zivalih (7). Glavna vloga adrenalnega kortgksa pri
sintezi pepsinogena v glavnih celicah je trofi¢na (11, 12), po drugih avtor-
jih pa je stimulativna (13).

Prav tako pa vpliva na sintezo pepsinogena v Zelod¢ni sluznici vagus.

Zeleli smo ugotoviti vpliv sevanja na zelodéno sluznico v primerih, ko
so vagus in humoralni faktorji izkljuéeni. V ta namen smo obsevali ekstir-
piran Zelodec in pa homogenate zZelod¢éne sluznice. Ugotovili smo, da ob-
sevanje pod temi pogoji nima nikakega vpliva na mnozino pepsinogena
v sluznici. Zato smo v naslednjih poskusih Studirali vpliv vagusa in hu-
moralnih faktorjev.

Material in metode

Za poskuse smo uporabili samce podgan Wistar rase, tezke do 250 g.
Zivali smo obsevali totalno s 750 r (13,3 r/min) iz kobaltovega izvora (Co%,
300 C, bazenski tip).

1 Onkoloski institut, Ljubljana.
2 In§titut za mikrobiologijo Medicinske fakultete, Ljubljana.
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Priprava homogenata Zelodéne sluznice. Sluznico smo postrgali ter ho-
mogenizirali v 2 ml destilirane vode s teflonskim homogenizerjem. Homo-
genat smo zatem Stirikrat zapored zmrzovali v tekocem dusiku in talili.

Vagotomija Zelodca. Po anesteziji z evipan-natrijem (140 mg/kg te-
lesne teze) smo naredili na trebusni steni kratek rez in na ezofagusu pre-
parirali in zatem prerezali vagus. Deset dni po tem posegu smo zival upo-
rabili za poskus.

Parabioza. Anestezirani Zivali smo odprli trebusno steno in preparirali
del aorte nad mestom, kjer se odceplja arterija femoralis. Na enak nadin
smo pripravili obsevano Zival. Nato smo pri prvi Zivali kanulirali proksi-
malni del aorte ter ga takoj zvezali z distalnim delom aorte druge zivali.
Neposredno zatem smo ponovili isto e na drugi Zivali. Cevi za povezavo
so bile gumijaste s kanilama na obeh koncih. V ceveh se je nahajal 0,1 %,
heparin v fizioloski raztopini po Krebs-Henseleitu (14). Zivali smo pustili
v parabiozi dve uri. V teku poskusa smo jih segrevali z infrardec¢o Zarnico
in jih navlazevali s fiziolosko raztopino.

V homogenatu sluznice vagotomiranih zivali in Zivali v parabiozi smo
dolocali pepsinsko aktivnost po Ansonovi metodi (15) ter dusik po mikro-
Kjeldahl metodi (16).

Rezultati in diskusija

Poskusi z vagotomijo so pokazali, da imajo vagotomirane neobsevane
zivali manj$o koli¢ino pepsinogena v Zelod¢ni sluznici kakor nevagotomi-
rane neobsevane zivali. Iz tabel I in II se vidi, da vagotomija zmanjsSa
vpliv sevanja na Zelodéno sluznico, vendar ga ne prepreci. Potek narasca-
nja pepsinske aktivnosti po obsevanju je enak kot pri nevagotomiranih
zivalih, z razliko, da je v prvi uri celotna aktivnost v mejah normal. Iz
teh poskusov vidimo, da vagus igra neko vlogo pri poviSanju mnoZine pep-
sinogena po obsevanju (slika 1).

Tabela 1. — Specifi¢na in totalna aktivnost pepsina pri vagotomiranih podganah
po totalnem obsevanju s 750 r (poprec¢ne vrednosti 8 poskusov)

Cas po Spec. aktivnost 9, odstop. Total. aktivnost 9, odstop.
obsevanju (A.Ex10—¢/mgN) odnormal (A.E.x10—4/Zel) od normal
Normale 69 —_ 461 —_
1 ura 76 +10 589 —8
24 ur 148 +114 1034 +61
Tabela II. — Dus$ik in teza Zelodéne sluznice vagotomiranih zivali po totalnem

obsevanju s 750 r (pepreéna vrednost 8 poskusov)

Cas po Mikrogr. N/ml 9, odstop. Teza 9, odstop.
obsevanju homogenata od normal sluznice (g) od normail

Normale 3873 — 0,316 —

1 ura 3362 —14. 0,266 —16

24 ur 3061 —21 0.246 —21
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Poskusi, pri katerih smo napravili parabiozo med obsevano in neob-
sevano zivaljo kazejo, da se nahajajo v krvi nekateri faktorji, ki povzro-
¢ajo v neobsevani Zivali porast pepsinogena v Zelod¢ni sluznici.

Tabela III. — Vpliv humoralnih faktorjev iz totalno obsevanih Zivali (750 r) na
koli¢ino pepsinogena v neobsevanih zivalih, ki so bile v parabiozi z obsevanimi.
(Ansonove enote x10—4, popre¢ne vrednosti 6 poskusov)

o Neobsevane Zzivali Obsevane zivali

osz eF\)/O Spec. 9Y,od- Total. 9% od- Spec. 9,od- Total. 9, od-
: akt. stop. akt. stop. akt. stop. akt. stop.

Normala 86 — 685 —_ _— —_ — —_—

1 ura 64 —26 579 —15 107 +24 749 +9

24 ur 102 +19 866 +27 181 +110 1534 124

Tabela IV. — Teza in mnozina dusika v Zelod¢éni sluznici Zivali v parabiozi

(poprec¢je 6 poskusov)

. Neobsevane zivali Obsevane Zzivali

g%ie?\? homogenata 9,o0d- teZa 9,od- mikrogr.N/ml 9%,o0d~ teza 9, od-
: mikrogr. N/'ml stop. sluz.g. stop. homogenata stop. sluz.g. stop.

Normale 3360 — 0,269 — — — — —

1 ura 3580 +7 0349 429 3033 —10 0,306 +3

24 ur 4099 +22 0,345 +30 3556 +6 0,307 +4

V prvi uri nismo mogli opaziti nikakega vpliva na neobsevano Zival
v parabiozi. (Tabeli III in IV). Zato domnevamo, da mora dose¢i njihova
koncentracija v neobsevani Zivali neko dolo¢eno stopnjo, da lahko udin-
kujejo. V prvi uri po obsevanju je njihova koncentracija tako nizka, da
nismo mogli ugotoviti v tem ¢asu nobenega vpliva na pepsinogen v sluz-
nici. Paé¢ pa je ta uéinek dobro viden v 24. uri po obsevanju, kjer smo v
relativno kratkem c¢asu (2 uri parabioze) opazili mocéno poviSanje speci-
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ficne in totalne aktivnosti, ¢eprav se njihova koncentracija zaradi para-
bioze zmanjsa na polovico.

Za kontrolo smo predhodno opravili poskuse, kjer smo dolodali pepsi-
nogen v sluznici obsevanih ekstirpiranih Zelodcev. S tem smo izkljucili
indirektne vplive in ugotovili, da se koli¢ina pepsinogena znatno ne
spremeni.

Rezultati nasih raziskav so pokazali, da imajo pri poviSanju koli¢ine
pepsinogena v Zeloddéni sluznici obsevane podgane dolo¢eno vlogo hu-
moralni faktorji, ki se po obsevanju sprostijo v krvni obtok, prav tako
pa tudi parasimpati¢ni del avtonomnega zZivcevja (vagus).

Povzetek

V prejsnjih poskusih smo ugotovili, da se po obsevanju s 750 r poveca
sekrecija pepsinogena in njegova koli¢ina v Zelodé¢ni sluznici belih podgan.

V tukaj obravnavanih poskusih pa smo ugotovili, da imata pomembno
vlogo pri spremembah koli¢ine pepsinogena v Zelod¢ni sluznici parasim-
paticni Ziveéni sistem in neki humoralni faktor;ji.

Summary

In earlier experiments we established increased secretion and the amount
of the pepsinogen in the gastric mucosa after whole-body irradiation of white
rats with 750 r.

In following observations we ascertained the important role of the para-
sympathic nervous system (vagus) and some humoral factors in the changes
of the amount of pepsinogen in gastric mucosa.
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EKSPERIMENTALNA I KLINICKA STUDIJA SA LIOFILIZIRANOM
DUROM KAO PRODUZETAK SUPTOTALNO RESECIRANE VAGINE
NAKON WERTHEIMOVIH OPERACIJA — Preliminarno saopéenje

Havliéek, S.,t V. Siméig,2 S. Plesni¢ar,® I. Lenart,’ L. Kos®
UDK: 612.323.2.084

Kod prosirenih Wertheimovih operacija zbog raka na grlicu materice
sa izvesnim raSirenjem prema forniksima vagine treba da se u izvesnim
prilikama operativno otstrani i do dve tre¢ine vagine. Mladim Zenama
kojima mnogo znaci normalan seksualni Zivot, a od kojega zavisi i njihova
bra¢na harmonija i bra¢no postojanje, vagina se zamenila sa reseciranim
debelim ili tankim crevom. Produzivanje vagine sa vlastitim cevastim or-
ganima daje ortotopno zadovoljavajuce rezultate sa ve¢om ili manjom ste-
nozom u vagini na mestu §ivenja dvaju razlic¢itih organa. Nedostatak kod
takvih operacija je produzivanje operativnog zahvata i riziko postopera-
tivne deniscencije.

Zadatak naSe eksperimentalne studije je bio da na eksperimentalnim
zivotinjama isec¢emo prednju vaginalnu stenku i da je zamenimo sa koma-
di¢em liofilizirane ¢oveéje dure mater.*

Eksperimentalne radove obavili smo kod dve grupe eksperimentalnih
zivotinja (nemacki pas ovcar):

grupa I (3 psa — supstitucija vagine sa LCDM bez zraéenja),

grupa II (5 pasa sa supstitucijom LCDM i postoperativnim zradenjem).

Tezina eksperimentalnih Zivotinja kretala se izmedu 8 i 28 kg, a pro-
secna starost bila je 3 godine. Sve Zivotinje su bile operisane posle pri-
preme i uvodenja i. v. narkotika Kemithal u endotrahealnoj narkozi.

I Dr. Stojan Havli¢ek, Onkolo$ki institut, Ljubljana.

% Doec. dr. sc. vet. Vekoslav Sim¢éi¢, Veterinarska bolniSnica, Ljubljana.

$ Prof. dr. sc. dr. med. Stojan Plesnic¢ar, Onkoloski institut, Ljubljana.

4 Prof. dr. sc. dr. med. Ivan Lenart, Institut za patolo§ko morfologijo,
Ljubljana. .

5 As. dr. med. Leon Kos, Klinika za zenske bolezni in porodni§tvo,
Ljubljana.

* LCDM = liofilizirana ¢ovedja dura mater (Firma B. Braun, Melsungen,
SR Nemacka).
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Slika br. 1. Shematski prikaz ugivene LCDM (liofilizirana ¢oveéja dura mater)
na prednji zid vagine iznad stvorenog defekta sa klipom za markaciju ispod
grli¢a materice.
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Slika br. 2. Rentgenski stranski snimak psa sa usadenim klipom za markaciju.
Na kozu je stavljen metalni koluti¢ za centrirano zrac¢enje vagine

Kod operativnih zahvata svih eksperimentalnih Ziveotinja ekscidirali
smo prednju vaginalnu stenku ispod visine vaginalnog dela grli¢a materice
u ovalnom obliku veli¢ine priblizno 3 X 2 cm (slika br. 1).

Na defekat vagine stavili smo nekoliko veéi dio liofilizirane LCDM
tako da je sa peritonealne strane pokrivao vaginu.

Liofiliziranu CDM $ili smo sa 2,0 hromkatgutom. Eksperimentalne
zivotinje nakon takvih operativnih zahvata brzo su se oporavile. Postopes-
rativnih temperatura nije bilo. U narednih dva meseca nakon opisanih
operativnih zahvata nismo primetili bilo kakav iscedak ili fetor iz vagine.

Drugoj grupi eksperimentalnih zivotinja stavili smo iznad operativnog
zahvata na vagini sa peritonealne strane jedan srebrni klip kao markaciju
za postoperativno zracenje (slika br. 2).

Drugu grupu operisanih Zivotinja podvrgli smo postoperativnom zra-
¢enju na Teratronu CO-% nakon dva meseca posle operativnih zahvata.
Veli¢ina zrafenog polja iznosila je 7 X 7 cm. Ukupna organska doza zra-
Cenja iznosila je 4500 rada u 18 dana time, §to se zracilo po 1500 rada
svakih 6 dana. Zracenje je bilo obavljeno u i. v. narkozi. Mesec dana
nakon zradenja polagano je pocela deepilacija koZe na zraenim mestima.
Kod zivotinja manjih teZina posle zrac¢enja nastupila je inapetencija i ano-
reksija. Zivotinje vecih tezina bile su bez tih simptoma.

4%
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Sve zivotinje podvrgnute su bile ponovnom operativnom zahvatu na-
kon pet meseci posle prve operacije. Kod druge operacije otstranili smo
svu vaginu i dio grliéa materice.

Kod postoperativno nezracenih zivotinja nije bilo iznad plasti¢nog pre-
krivnaja vaginalnog defekta sa LCDM nikakvih adhezivnih primena, dok
je ked svih postoperativno zracenih zivotinja doslo do adhezija izmedu
LCDM plastike i zadnjeg zida besike. Adhezije su se mogle lepo razresiti
u sloju.

Na unutrasnjem zidu vagine nezraCenih Zivotinja makroskopsko nije
bilo videti nikakvih promena. Povr§ina unutrasnjeg zida novo stvorene
vagine bila je jedino nekoliko gladkija i svetlija od ostalog zida vagine.
Debljina vagine nije bila- promenjena. Unutrasnja stenka vagine kod post-
operativno zracenih zivotinja bila je nekoliko smezuranija, a u dva slucaja
video se i vrlo mali ulkus ispod srebrnog klipa. Debljina vaginalne stenke
postoperativno zracdenih zivotinja bila je nekoliko deblja u poredenju sa
nezraCenim Zivotinjama.

Svi dobiveni preparati bili su mikroskopski analizirani (slika br. 3, 4).

Na histomorfolo3koj slici lioduralni implantat kod zracenih Zivotinja
pokazuje umerene znake periferne resorpcije sa urasé¢ivanjem granulacij-
skog tkiva, ustrojenog od kapilarnih izdanaka, limfocita i plazmatki. Jaca
reakcija sa tvorbom granuloma kaZe se okolo katgut Savova. Metalne
kopée — Kklipi stvorili su koji puta i ulceraciju vaginalne sluzokoze. U
svim sludéajevima vidi se tvorba novog vaginalnog veziva izmedu vagine
i liodure. Novostvoreno vezivo prekriva ortotopni epitelj iz okoline.

U nasSoj eksperimentalnoj studiji dosli smo do zakljucka da nam lio-
filizirana CDM sluzi ako aloplastiéan materijal sa svrhom prekrivanja ve-
Stac¢ki stvorenih defekata na stenci vagine bez suzavanja unutrasnjeg zida
vagine. Liodura se ponasa kao inertan uloZzak kojeg postupno upije gra-
nulacijsko tkivo eksperimentalnih Zivotinja. Is¢ezavanje liodure postepeno
prelazi, jer se mogu naéi znaci resorpcije na periferiji jos pet meseci na-
kon transplantacije. Mozemo reéi da liodura sluzi kao vodilo regenerator-
nim procesima i da za vreme dugotrajne resorpcije daje i materijal za
prehranu. Polagano usisavanje sprefava brzo smanjivanje okolne vagi-
nalne stenke, njezino suZavanje i stvaranje neadekvatne stenoze vagine.

Eksperimentalna studija dala nama je potsticaj za uvodenje nasSe me-
tode u klinic¢ki rad. Posle resekcije dve tre¢ine vagine potrebno je bilo da
se kao zamena napravi iz LCDM vaginalnim prilikama podeSen model.
Tako je saSiven model u obliku pokrivaca mekano kuvanog jaja. Za nas
prvi rad izabrali smo mladu pacijentkinju (S. D., 2275/71, 32 god.), prim-
ljenu na leCenje zbog ca colli uteri I. b. Radikalnu operaciju po Wertheim-
Meigs-Novak metodi sa otstranjivanjem viSe od dve treéine vagine, izvr-
§ili smo 19. 7. 1971. Nakon operacije usili smo sterilan liofilizirani model
vagine na 1 cm preostataka vagine. Abdominalni deo operacije izvrsili smo
brizljivim peritoniziranjem tako da je liofilizirani model vagine ostao
ekstraperitonealno. U stvorenu vaginalnu duplju stavili smo endovagi-
nalnu protezu koju smo u postoperativnom dobu svakodnevno zamenji-
vali. Prema bakterioloskom nalazu ascendentnu infekciju u vaginalnoj
duplji premazivali smo sa odgovarajuéim antibiotikom u obliku masti za-
jedno s estrogenskom maséu. U toku mesec dana bila je zapaZzena obimna
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Slika br. 3. Na novo stvorena stenka vagine psa, 5 meseci nakon operacije i zra-

¢enja. Novo stvoreni epitel vagine, ispod njega novo stvoreno vezivo i ostaci

implantata LCDM. Na krvnim sudovima znaci hroniékog produktivnog endangi-
tisa. (PTAH. 240 X)

sekrecija. Nakon Sest nedelja iza operacije stvorila se potpuno neovagina
iz preostalog ortotopnog ostatka vagine. SaSiveni delovi liodure stvarali
su obimnu granulocitarnu reakciju. Pet meseci nakon transplantacije lio-
dure, stvorila se 8 cm dugacka neovagina normalne Sirine, bez stenoze na
mestu uSivenja transplantata. Makroskopski izgledala je neovagina na po-
vrsini sijajna, glatka i neSto svetlija od ostatka vagine. Citohormonalni
bris kazao je normalnu sliku acidobazofilnih éelija vagine. Palpatorni gi-
nekoloski nalaz odgovara stanju nakon jedne normalne histerektomije.
Parakolpium je mekan, a na vrsku neovagine i u ostacima parametrijuma
nema patologkih promena. Pacijentkinja sada ima normalan snosaj uz psi-
hoseksualno zadovoljstvo oba partnera.

Zakljucak

Autori iznose preliminarno saopcéenje eksperimentalnog i klinickog
rada sa liofiliziranom ¢oveljom durom mater kao prelazeéi materijal za
transplantaciju nastalog vaginalnog defekta. Svoje radove izvode na ne-
zraCenim i zraCenim eksperimentalnim zivotinjama, kod kojih su vestacki
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stvorene vaginalne defekte prekrivali sa liofiliziranom durom. Vaginalna
stenka eksperimentalnih Zivotinja polagano resorbuje liofilizirani inplan-
tat sa stvaranjem neovagine iz ortotopnog veziva i epitelijuma.

Na eksperimentalnu fazu nau¢énog rada nadovezali su klini¢ki rad na
jednome primeru uz odli¢an zavr3ni rezultat novostvorene vagine nakon
suptotalne resekcije vagine kod Wertheimove operacije. Klini¢ki primer
autorima daje ohrabrujuce nade za dalji eksperimentalni i klini¢ki nauéni
rad.

Zusammenfassung

Die Autoren berichten préliminar iiber die experimentelle und Klinische
Arbeit mit lyophilisierender menschlicher Dura mater, die sie als Ubergangs-
material flir Transplantation zur Verldngerung der Vagina und Vaginaldefekte
genommen haben. Die Versuche wurden an Schéferhiindinnen in Narkose aus-
gefiihrt. Die Vaginalvorderwand wurde ungefahr 3 X 2 cm ausgeschnitten und
der kiinstliche Vaginaldefekt mit Lyodura gedeckt. Einige Tiere wurden vier
Wochen nach der Operation mit Theratron Co® bestrahlt. Organdosis betrug in
18 Tage 4500 rad, wobei Experimenttiere alle 6 Tage mit 1500 rad bestrahlt
wurden. Hautdeepilation tritt erst 4—6 Wochen nach der Bestrahlung an. Nach
5 Monate wurde Vagina total extirpiert. Makroskopisch ist die Vaginalwand
bei nicht bestrahlten Tiere weich und glatt, bei Nachbestrahlten aber etwas
hérter und verschrumpft. Mikroskopisch sieht man verlangsame Resorption der
Lyodura durch Neubildung der Vaginalwand aus eigenem zuriick gelassenen
ortotopischen Bindgewebe und Epithelium. Beim klinischen Versuch wurde bis
jetzt nur eine junge Patientin mit Kollumkarzinom I-b nach Wertheim-Meigs-
Novak operiert, wobei ?/; Vaginalwand reseziert wurde. In dem entstehenden
Vaginaldefekt haben Lyodura in der Form eines weichgekochtes Eihui einge-
ndht. Nach 8 Wochen wurde die neugebildete Vagina voéllig epithelisiert. Die
Autoren fiihren die Versuche weiter und hoffen, dass sie die Verldngerung der
Vagina mit Lyodura ohne Schrumpfung an der Nahtstelle, bessere Ergebnisse
als mit dem Dickdarmverlidngerung erzielen kdonnen.
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ONKOLOSKI INSTITUT V LJUBLJANI

STUDIJ POST-IRADIACIJSKIH SPREMEMB NA MALIGNIH CELICAH
KARCINOMA VRATU MATERNICE

Fras, P., Marija Us-KraSovec
UDK: 577.3:539.12.04:612.112.084
Uvod

Eden izmed osnovnih problemov radioterapije je razli¢na obcutljivost
tumorjev na iradiacijo, ki jo na dana$nji stopnji poznavanja biologije tu-
morjev ne moremo in ne znamo ugotoviti ne klini¢éno, ne cito- oziroma
histomorfolo§sko pred obsevanjem ali neposredno po prvih obsevanjih.
Tako kljub napredku radiobiologije sloni dandanes radioterapija e vedno
pretezno na empiriénih izkusnjah.

Z namenom, da bi na$li test za ugotavljanje radiosenzibilnosti, je ve¢
raziskovalcev proucevalo post-iradiacijske spremembe na malignih celicah
preiskavi razmeroma lahko dostopnega karcinoma vratu maternice. Izér-
pen pregled o teh raziskavah je podal v svoji knjigi Rubin (2). Raziskave
so §le kot navaja Rubin v tri smeri: §tudij histoloskih, citoloskih in cito-
kemicnih sprememb ter studij sprememb normalnih celic vaginalnega epi-
telija po obsevanju. V literaturi zasledimo kasneje poskuse najti tak test
v citogenetskih raziskavah (1), v studiju okvare metabolizma DNA s tri-
tiranim timidinom (4) ter v opazovanju sprememb fluorescentnih lastnosti
malignih celic (3). Vendar za sedaj niti ena izmed teh §tudij ni dala dovolj
zanesljivega in za rutinsko uporabo primernega testa.

Ker je ocena radiosenzibilnosti tumorjev velikega pomena in $e vedno
odprt problem, so upravi¢ena vsa nadaljnja preutevanja v tej smeri.

Namen dela

Pred nadrtovanjem prospektivne Studije smo Zeleli ugotoviti kaksne
spremembe kaZejo maligne celice karcinoma vratu maternice po enkratni
terapevtski dozi 3000 r na tocko A, dani na ta predel z aplikacijo radija
po manchesterski metodi. Predvsem nas je zanimala kakovost morfoloskih
sprememb, ali kazejo celice vedno enake spremembe in ali je intenziteta
sprememb vedno enaka. Zeleli smo tudi ugotoviti kateri naéin odvzemanja
oziroma priprave materiala je za ta opazovanja najbolj primeren.
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Material in metode dela

Morfoloske spremembe na malignih celicah vratu maternice po obse-
vanju smo opazovali v razmazih, ki smo jih naredili iz koscka tkiva, od-
vzetega za histoloSko preiskavo ter z brisom povrsine tumonja z Ayreovim
loparc¢kom. Material za citoloSko preiskavo smo odvzeli neposredno pred
prvo in nato neposredno pred drugo aplikacijo radija. Razmaze smo susili
na zraku in barvali po metodi May-Griinwald-Giemsa ter fiksirali v alko-
holetru aa in barvali po metodi Papanicolaou.

Izmed 220 bolnic s karcinomom na vratu maternice, karcinomom te-
lesa maternice, karcinomom vulve in vagine, pri katerih smo izbirali ma-
terial za proucéevanje sprememb po terapiji, smo za podrobnejso analizo
izlo¢ili 21 primerov, ker so le-ti predstavljali razmeroma homogeno sku-
pino glede na naslednje pogoje:

1. da je bil karcinom na vratu maternice;

2. da je bil karcinom histolosko verificiran;

3. da pred brahiradioterapijo niso bili zdravljeni s kaksno drugo spe-
cificno onkolosko terapijo;

4. da je bil odvzet material za preiskavo 9—16 dni po prvi aplikaciji
radija.

V tej skupini bolnic je klini¢no §lo v 4 primerih za stadij I, v 14 pri-
merih za stadij II in v 3 primerih za stadij III. Pri 15 bolnicah je histo-
loska preiskava ugotovila epidermoidni karcinom s poroZenevanjem, pri
4 epidermoidni karcinom brez poroZevanja in pri dveh anepidermoidni
karcinom. Poleg obicajne histolske klasifikacije smo vse primere opredelili
glede na velikost celic v tri skupine: velikoceli¢ni epidermoidni karcinom
(3 primeri), maloceli¢ni epidermoidni karcinom (8 primerov) in epider-
moidni karcinom z mesano celi¢no populacijo (11 primerov).

Vsem bolnicam je bil apliciran radij po manchesterski metodi in sicer
po shemi III—VII s TD 3000 r na to¢ko A v 48 do 72 urah.

Rezultati

Po obsevanju smo ugotovili na malignih celicah naslednje spremembe,
ki jih nastevamo po pogostnosti:

— povecanje celice;

— povecanje jedra samega, tako da je Se bolj poruSeno razmerje:
jedro — citoplazma v korist jedru;

— okvara jedrne membrane — najpogosteje smo opazovali primere,
kjer se je pretrgala jedrna membrana na enem mestu, tako da je prislo
do protruzije jedrnega kromatina v citoplazmo;

— gubanje jedrne membrane;

— spremembe v razporeditvi kromatina, ki je navadno zgrudan v
razli¢no velike, brezstrukturne gmote;

— bledo obarvanje in propad nukleola ali pojav celic z velikimi in
intenzivno obarvanimi nukleoli;

— pojav vakuol v citoplazmi, ki so solitarne, perinuklearno orienti-
rane, ali Stevilne, razlicno velike in razporejene po citoplazmi, ter pojav
vakuol v jedru.
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Poleg nastetih, smo v nekaterih primerih opazili v celicah $e naslednje
spremembe: polilobulacijo jeder, binuklearne czlice, fagocitozo, izgubo
barvnih kvalitet jedra, kariolizo, kariorekso.

Pogostnost pojavljanja nastetih sprememb v posameznih primerih smo
ocenili s Steviléno vrednostjo od 1 do 4. Prisotnost nespremenjenih celic
smo prav tako ocenili s §teviléno vrednostjo 1—4, vendar z negativnim
predznakom. Ce smo spremembo opazili le v nekaterih vidnih poljih, smo
to ocenili z 1, ¢e se je pojavljala v vsakem vidnem polju na posameznih
celicah z 2, na vec¢ celicah s 3, in Ce je bila sprememba vidna na vseh celi-
cah v vseh vidnih poljih pa s 4. Enako smo ocenili pojav nespremenjenih
celic, npr. v posameznih vidnih poljih so le posamezne nespremenjene ce-
lice, z 1, v vseh vidnih peljih posamezne nespremenjene celice z 2, in tako
naprej. Tako smo za vsako bolnico po pregledu razmazov po prvi aplikaciji
radija ocenili pogostnost morfoloskih sprememb, ki so se pojavile na ma-
lignih celicah kot posledica obsevanja.

Ugotovili smo, da je bila v opazovanih primerih najnizja Steviléna
vrednost vsote morfolo§kih sprememb 6, najvis§ja pa 16. Razpon teh vred-
nosti smo poskus$ali primerjati s citolofkim tipom z ozirom na velikost
celic, pokazalo pa se je, da bistvenih razlik ni (tabela I1.). Tudi, ¢e smo po-
skufali primerajti dobljene vrednosti z ozirom na dan odvzema materiala,
nismo ugotovili bistvenih razlik.

Ceprav namen §tudije ni bila opredelitev testa za oceno radiosenzibil-
nosti oziroma testa za oceno uspesnosti radioterapije, smo za grobo orien-
tacijo ugotovljene vrednosti celiénih sprememb primerjali z enoletnim
prezivetjem bolnic. Pokazalo se je, da je bil razpon pogostnosti morfolo-
$§kih sprememb celic pri bolnicah, ki so umrle pred 1 letom, 8—16, pri
bolnicah, ki so zivele ve¢ kot 1 leto pa 6—15. Razlika je zanemarljiva, si-
cer pa je glede na tako majhno-Stevilo primerov kakr$enkoli sklep glede
tega nedopusten.

Tabela I. — Primerjava pojavljanja sprememb z ozirom na delitev malignih
celic po velikosti

Citoloski tip  yayipoceliéni CA  Malocelicni ca  CA S celicami

(po velikosti) meSanega tipa
Stevilo primerov 3 8 11
Vsota sprememb §—13 6—16 9—16

Razprava in sklepi

Orientacijska $tudija morfoloskih sprememb celic karcinoma na vratu
maternice po obsevanju z radijem je pokazala, da so razmazi, narejeni iz
biopti¢nega materiala, zelo primerni za opazovanje postiradiacijskih spre-
memb na teh celicah. Ti razmazi imajo namre¢ v primerjavi s standard-
nimi brisi to prednost, da je v njih manj spremljajo¢ih celi¢nih elementov
kot so npr. celice vaginalne sluznice in krvni elementi. Tako pripravljeni
preparati vsebujejo pretezno maligne celice, ki ne kaZejo mehani¢nih po-
S§kodb. Da smo lahko pripravili primerne preparate z direktnim odvzemom
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materiala oziroma brisom porcije, smo morali postopek ponavljati, po-
trebna pa je bila izredno skrbna tehni¢na obdelava, da so bili razmazi z
ozirom na zadostno S§tevilo malignih celic uporabni (primerni za opazo-
vanje).

Da ne bi bolnice preve¢ obremenjevali s preiskavami in da bi se iz-
cgnili prepogostim mehanskim posegom v tumor, smo material za pre-
iskavo odvzeli neposredno pred drugo aplikacijo radija. Nasa opazovanja
so pokazala, da je material, odvzet v intervalu 9—16 dni po prvi aplika-
ciji radija, primeren za $tudij postiradiacijskih sprememb.

V nasih primerih so bile spremembe na malignih celicah raka na
vratu maternice po obsevanju z radijem razli¢ne, tako glede na njihovo
kvaliteto kot glede na njihovo intenzivnost. Prognosti¢ne vrednosti teh
sprememb 3e ni moZno oceniti. Ni izkljuéeno, da se bo pokazalo, da so v
nasprotju z dandanasnjimi pogledi, dobro izraZene post-iradiacijske spre-
membe prognosti¢no slab znak.

Summary

The purpose of this preliminary work was to study the morphological changes
of malignant cells of the cervical cancer after the first intracavitary application
of Radium (3000 r — point A — applied by Manchester method).

Morphological changes were studied on smears taken 9—16 days after the
first application of radium. It was found that morphological changes were
present but differed in intensity and quality. Smears made out of bioptic ma-
terial were feasible for such examinations because of the abundance of malig-
nant cells.
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INSTITUT RADIOLOGIQUE DE LA FACULTE MEDECINE DE BELGRADE

EFFETS SURLETHALS DE LA RADIOTHERAPIE DU CANCER DU COL
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Au cours des onze derniéres années, de 1953 a 1963, 4914 malades du
cancer du col utérin ont été traitées a 1'Institut Radiologique. Sur ce nom-
bre, nous avons éliminé 525 malades, a savoir:

— 267 dont l’analyse histologique a été négative ou le prélevament
n’a pas été effectué;

— 135 dont le traitement a été commencé mais n’a pas été terminé
par suite d’un épuisement général dit & I’hémorragie ou & de mauvaises
conditions techniques;

— 123 qui ne se sont plus présentées a ’Institut.

Le traitement des malades a été effectué de facon intracavitaire et
transcutanée, c’est-a-dire par la curithérapie intracavitaire et par la radio-
thérapie transcutanée et, 4 partir de 1961, au moyen de la télécobaltthé-
rapie. En ce qui concerne la thérapie intracavitaire, la dose a été de 3400
4 3600 mgh dans les applications vaginales, et de 3600 a 4000 mgh dans les
applications utérines. La thérapie transcutanée a été effectuée au moyen
de l'appareil Roentgen de 200 4 250 kV, ou au moyen du cobalt, le gama-
tron, de 3000-curies.

En ce qui concerne la thérapie Roentgen, l'irradiation a été effectuée
avec quatre champe; chez les malades corpulentes, avec six champs, au
moyen de la tumeur-dose de 3000 rads par paramétrie. La thérapie-télé-
cobalt a été appliquée soit au moyen d’un filtre en pointe, avec deux
champs 5000 rads tumeur dose soit avec 4 champs et une tumeur dose de
4000 a 4500 rads par paramétrie.

I1 ressort du tableau I 50 que les cas de maladie traités ont été diffé-
rents, de sorte que nous avons des malades des quatre stades, notamment:

— 1ler stade de la maladie . . . . . . . . . 79 de malades
— 2éme stade de la maladie . . . . . . . . 409, de malades
— 3éme stade de la maladie . . . . . . . . 529, de malades

— 4éme stade de la maladie . . . . . . . . 29, de malades
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Les cas du 4éme stade de la maladie ont été traités, en regle générale,
seulement par la thérapie transcutanée; chez certaines malades, nous
avons ajouté, avec beaucoup de precaution, la thérapie intracavitaire
quand les conditions techniques étaient satisfaisantes.

Il est compréhensible que sur un nombre si important de malades
traitées, nous rencontrions, lors des irradiations, des réactions désagréables
qui se manifestaient sous forme de réctite ou de cystite, quelques jours
aprés l'application de la.curiethérapie. Ces difficultés se manifestaient chez
240/, des malades traitées. Nous les éliminions lors des irradiations par
voie médicamentale et par des scins, de sorte que le traitement par irra-
diation pouvait étre achevé et les malades libérées en bon état de santé.
Mais dans 5 9, des cas traités, les réactions manifestées sur les parties ir-
radiées (rectum, vagin, vessie et quelquefois colon sigmoidien), ont été
bien plus vives et suivies de vraies réctites, cystites et parfois de recto-
sygmoidites qui duraient plusieurs semaines. Plus tard, lors des controles
effectués sur ces malades, nous avons pu constater, dans le vagin ou au
rectum, des rétrécissements généralament stables et, de cette fagon, ces
malades vivaient 5, 10 et 15 ans sans sérieuses difficultés ou intervention
chirurgicale.

Chez 69 malades, nous avons constaté, malheureusement, des fistules
soit recto-vaginales 45 soit vésico-vaginales 9, ou bien les deux genres de
fistules a la fois 4. Sur ce nombre, nous avons elimine 11 malades avec
fistules, leur stade de maladie ayant été le 4éme ou le 3éme b, qui mou-
rient généralement 1 ou 2 ans apres la radiothérapie appliquée.

Dans ce rapport, nous allons donc analyser 58 malades 1,329/, avec
fistules, qui appartenaient aux ler, IIéeme et II1léme stades de maladies. Ces
fistules se manifestaient au bout de quelques mois jusqu’a 3 ou 4 ans aprés
la radiothérapie effectuée. Elles ont été constatées lors des visites de con-
trole exigées par les malades a cause de difficultés dans la défécation et
la miction. Notre expérience au cours de ces longues années nous ameéne a
conclure que la manifestation d’un effet suriéthal doit étre considerée tout
de suite serieusement, la malade hospitalisée sans délai et, plus tard, des
contrdles réguliers effectués afin de diminuer les difficultés par des soins
et empéchar la manifestation de la fistule recto ou vésico-vaginale; si la
fistule se manifeste, réduire sa dimension afin d’'éviter la nécessité éven-
tualle de l'ouverture d'un anus artificiel, ce que les malades refusent
d’acceptar, la majorite d’entre alles étant originaire des campagnes.

En analysant les résultats obtenus, nous avons pu constater avec sa-
tisfaction que sur 58 cas traitées, 35 ont survecu 5 ans (60,3 %) mais
étaient atteintes d’une fistule récto-vaginale. Les malades atteintes d'une
fistule vésico-vaginale ou d’une fistule combinée récto et vésico-vaginale
mouraient lors des premieres années.

En ce qui concerne les sygmoidites, elles se manifestaient, en reégle
générale lords de l’application de grands champs (10 X 15 em); elles sont
de caractére passager, durent de 1 a 2 ans, leur perniciosité allant en fonc-
tion de la maniere non conforme de nourriture.

Comme il a été exposé ci-dessus, le traitement par les appareils Roent-
gen avec irridiation de trois champs, provoquait des lésions du systéeme
osseux. Nous avons eu 10 malades de se genre. Les lésions se manifestaient
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généralement par des douleurs imprécises dans les hanches et par de legérs
troubles fonctionnels qui n’ont pu étre détectés dés le début par la radio-
graphie. Mais, malheureusement, plus tard, nous avons pu constater soit
des fractures: du col fémoral, de l'os iliaque, des fissures et fractures de
l’os pubien et de 1'cs iliaque. Les malades en question souffraient pendant
la consolidation du procés et, plus tard, elles ne sentaient que des troubles
fonctionnels,

Apres l'application de la thérapie Ronetgen, nous avons constaté, chez .
certaines malades, sur la peau des parties irradiées, des durcissements de
cette peau et des tissus sous-cutanes avec des téléangiectasies, change-
ments qui provoquaient des troubles fonctionnels. Dans 12 cas de maladie
traités, des radio necroses tardives, trés pernicieuses ont été constatées;
nous avons reussi a les soigner mais elles se sont manifestées de nouveau.

Les malades chez lesquelles la Cobalt-thérapie transcutanée avec filtre
en pointe a été appliquée, ont été atteintes, dans certains cas, d'un durcis-
sement infraombilical de la peau et des tissus sous-cutanés de la grandeur
de la pauiue d’un enfant jusqu’a celle d’'un poing de femme.

Conclusion

1. A TInstitut Radiologique de Belgrade, il a été traité, su cours des
onze années 1953—1963, 4.389 malades du cancer du col utérin faisant
partie des quatre stades de maladie.

Le nombre de malades traitées ayant surveca 5 ans est de 2.153 (49 %).
Les 35 malades traitées, atteintes apreés l'irridiation de fistules vésico ou
récto-vaginale sont comprises dans le nombre ci-dessus mentionne.

2. Sur 58 malades atteintes d’une fistule vésico ou récto-vaginale, 35
(soit 60,3 %) ont survecu 15 ans. A notre avis, toutes les malades atteintes
de fistules doivent étre hospitalisées et soumises a un régime d’hygiéne et
de diéte ainsi qu-a un traitament médicamentaire.

3. L’ouverture d’'un anus artificiel a été refusée par la majorite des
malades traitées. Sur les 24 vivantes actuellement, 9 seulement ont un
anus artificiel.

4. Les fistules vésico-vaginales ont eu, pour la plupart, au bout de a
3 ans, une fin fatale. Une intervention chirurgicale n’a pas été tantee.

5. Toutes les autres lésions: peau, rétrécissement du rectum, rétrécis-
sement du vagin, sygmoidites, cystites, ne presentent pas de graves pro-
blemes ni par leur nombre ni par les troubles fonctionnels causés.

Nous sommes d’avis qu’il est nécessaire d’attacher plus d’attention aux
lésions osseuses qui pourraient étre évitées par l'application de la thérapie
de super-tansion pour les irradiations transcutanées.

6. En analysant les cas de maladie traités, dans lesquels des fistules
se sont manifestées, nous avons remarqué qu’elles ont été causées, le plus
souvant, par la thérapie intracavitaire et tout particulierement dans le cas
de doses vaginales supérieures a 3.600 mgh; dans certains cas traités, les
fistules ont été ccnstatées méme dans l'application de doses inférieures a
3.000 mgh.
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Resume

Le: auteurs ont exposé complications causées par la thérapie intracavitaire
et la thérapie Roentgen et gamatron transcutanée, constatées dans les cas de
maladie traités a I'Institut Radiologique de Belgrade, de 1953 a4 1963 inclus.

Au cours de la période considérée, il a été traité au total 4.389 malades du
cancer du col utérin dont 2.153 (49 %)) ont survecu 5 ans et 99 malades (soit
26,3 %) ont survecu 15 ans.

Les auteurs ont analysé les complications causées d’irradiation que la peau,
au rectum, a la vessie, sur les os ainsi que dans le vagin et au col de l'utérus.
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OSVRTI

POROCILO O 8. REDNEM LETNEM SESTANKU EVROPSKEGA
ZDRUZENJA ZA RADIOBIOLOGIJO, KI SE JE VRSIL
V BASKEM POLJU OD 20.—23. 9. 1971

Sestanek se je vrsil v rekreacijskem centru v Baskem polju blizu Ma-
karske. Pokrovitelji sestanka so bili: Zvezna komisija za znanstveno raz-
iskovanje, ZdruZenje za znanstveno aktivnost republike Srbije, Razisko-
valna skupnost republike Hrvaske, Internacionalna atomska komisija in
Tovarna zdravil Pliva. Vsi nasteti so nudili organizatorjem tudi izdatno
finanéno pomodc.

Na sveCani otvoritvi je najprej navzocCe pozdravil Zupan mesta Ma-
karske, nato pa prof. Z. Dienstbier, predsednik evropskega zdruZenja za
radiobiologijo. V imenu organizacijskega odbora sestanka pa je navzoce
pozdravil njegov predsednik prof. D. Kanazir.

Sestanka se je udelezilo preko 200 raaiskovalcev iz evropskih in tudi
neevropskih drzav.

Zahodna Nemcija 35, Jugoslavija 32, Belgija 19, Sovjetska zveza 17,
Ceskoslovaska 15, Madzarska 15, Velika Britanija 14, Italija 14, Nizozem-
ska 12, Romunija 12, Francija 9, Poljska 4, Norveika 4, ZdruZene drzave
Amerike 3, Spanija 3, Bolgarija 3, Danska 2, Svedska 2, Svica 2, Skotska
1, Awvstrija 1, Indija 1, Kanada 1, Turéija 1, Gréija 1 in Vzhodna Nemcdija 1.

Program sestanka so predstavljali plenarni sestanki kjer so imeli
daljSe referate priznani raziskovalci posameznih podrocij, razgovori za
okroglo mizo in krajsi referati po posameznih skupinah, istocasno v treh
dvoranah in so obsegali ni¢ manj kot 13 podrodij:

Podrodje St. referatov
Imunologija in transplatacija. . . . . . . 23
Sinteza DNA in proteinov. . . . . . . . 25
Radiokemija . . . . . . ... . . . . . 7
Poliferacija — rast in razvoj .

Rastlinska radiobiologija . . . . . . . . 9
Obnova in mutageneza . . .32

FRiziologija, farmakologija in endokrlonlogua .23



Podrodje St. referatov

Udinki nevtronov in RBE $§tudije . . . . . 12
Modifikacije radiosensitivnosti . . . . . . 12
Pozniefekti . . . . . . . . . . . . . 19
Hematologija . . . . . . . . . . . . 13
Obnova in zas¢ita . . . . . . . . . . . 22
Notranji sevalei . . . . . . . . . . . . 10
Skupaj . . . . . . . . . . . . . . . 215

S tem sem Vam Zelel samo okwvirno prikazati obSirnost in modéno raz-
vejanost programa, zato bi se omejil pri svojem porocilu le na vsebino
plenarmih sestankov, ki imajo bolj vsestranski pomen. Povzetki referatov
pa so na voljo v redakciji Radiologice Tugoslavice.

V prvem sestanku plenarne sekcije prvega dne je R. Latarjet (Fonda-
tion Curie, Institut du Radium, 26, rue d’Ulm, Paris 5 e; France) predaval
o intrakeciji sevalne energije z nukleinskimi kislinami. V predavanju je
podal pregled do sedaj znanih sprememb, ki nastajajo pod vplivom seva-
nja na nukleinske kisline in njenih sestavnih delih, bodisi direktnega ali
indirektnega znacaja. Prikazal je tudi novejSe pristope za Studij teh spre-
memb in posledic v smislu mutacij, kakor tudi v procesu translacije in
transkripcije.

V drugem sestanku pa je D. V. Van Bekkum (Radiobiological Institute
TNO, Rijswijk, ZH, The Natherlands) porocal o napredkih na podrocju
transplantacije kostnega mozga. Znano je, da so bili prvi poskusi zdravlje-
nja levkemij in anaplastiénih anemij brezuspesni zaradi fatalne akutne
reakcije gosta proti gostitelju. Ugotavljanje histokompatibilnosti v novej-
Sem Casu pa je zopet vzbudilo zanimanje v klini¢ni praksi. Prav tako so se
spremenile metode za pripravo pacienta in to namesto obsevanja celega
telesa se uporablja kemoterapija ali predhodno tretiranje z antilimfocitnim
serumom. Tako pripravljeni bolniki imajo boljSe rezultate transplantacij
in prakti¢no ne pride do reakcij gosta in gostitelja. Obsevanje celega telesa
se uporablja Se vedno pri modelnih poskusih na eksperimentalnih Zivalih.
Razvoj metodologije, ki so zagotovila izolacijo ¢istih hematopoetskih blast-
nih celic z uporabo antilimfocitnega seruma pa bo prav gotovo prepredila
omenjene reakcije. Prve klini¢éne informacije bo mozno dobiti po mnenju
avtonja pri zdravljenju imunskih obolenj, ki se bodo pazneje lahko upora-
bile pri zdravljenju levkemij.

Prvi sestanek v plenarni sekciji popoldne je vodil H. Kaplan (Depart-
ment of Radiology, Stanford University School of Medicine, Stanford, Ca-
lifornia 94305, U.S.A.). Predaval je o ponovnem zdruzevanju enostran-
skih prelomov na verigi DNA in zmoZnostih sesalnih celic za obnovo
po potencialni letalnj poskodbi. Poskusi na hrékovih celicah so pokazali,
da zahteva enostranski prelom verige DNA 75 eV v aerobnih pogojih, obse-
vanih z Zarki X pri 0°C in 155 eV pri 25" C. Rezultati njihovih raziskav so
pokazali, da obstaja direkten odnos med sposobnostjo celic za obnowo pri
potencialno letalni poskodbi in njeno zmoznostjo za rekonstrukcijo prelo-
mov enojne verige DNA.



Na zadnjem plenarnem sestanku privega dne je govoril M. A. Kuzin
(Institute of Biophysics, Radiobiology Department, Academy of Sciences of
U.S.S.R. Pushkino U.S.S.R.) o sevalnih uéinkih na encimsko aktivnost. En-
oimi so lahko pod uéinkom sevanja zavrti Ze na stopnji sinteze na pod-
ro¢ju gena, pozneje pa lahko opazujemo stimulacijski ucinek oziroma po-
rast njihove aktivnosti. Podrobneje je avtor porocal o DNA ligazi, ki lahko
katalizira obnovo enoveriznega preloma DNA skupaj v endonukleazo I. Ta
encim tvori del nehistonskega proteina kromatina., Obsevanje DNA v raz-
topini s 500 r z dodatkom ligaze ekstrahirane iz kromatina kuncevih celic
kostnega mozga pa obnovi 85 % prelomov.

Drugi dan je v prvem plenarnem sestanku govoril U. Hagen (Institut
fiir Strahlenbiologie, Kernforschungszentrum, D 75 Karlsruhe, Federal
Republic of Germany). Avtor je poudaril v svojem predavanju izredno
radiosensitivnost translacijskega procesa, posebno pa funkcijo infcrmativne
RNA in ribosomov. Poudanil je, da se ti procesi uspesno raziskujejo v po-
gojih in vitro vendar z uporabo zelo zahtevnih laboratorijskih tehnik.

Drugi dan je v drugem sestanku porocéal M. Errera (Laboratoire de
Biophysique et Radiobiologie, Université libre de Bruxelles, Belgium) o
obnovitvenem procesu na molekularnem nivoju. Pri enocelicarjih Ze po-
znamo tri nacine obnovitvenega procesa DNA in sicer: fotoreaktivacija,
ponovna vgraditev, ki je navadno pravilna in rekombinacija, ki navadno
vodi v mutacijo. Obstojajo Ze ekperimentalni podatki, da prav taki pro-
cesi veljajo tudi za sesalno celico.

Popoldne je imel predavanje M. Quintilaini (Instituto Superiore di
Sanita, Rome, Italy) o modifikaociji radiosensibilnosti. Obsevalna sensitiv-
nost v ‘bistvu pomeni relativno obsevalno dozo, ki ima za posledico dolo¢en
opazovalni efekt. Glede na precej empiri¢no interpretacijo lahko faktorje,
ki vplivajo na sensitivnost bioloskih sistemov Kklasificiramo na razli¢ne na-
¢ine: lahko delujejo na nivoju transporta sevalne energije na kriti¢ne bio-
loske strukture — kdaj je ta struktura bolj podvrzena poskodbi — veriZzni
procesi od primarnih po3kodb, ki jih opazujemo. Torej ti faktorji delujejo
na radiokemiénem, biokemiénem in fizioloSkem nivaju. Ti procesi vseka-
kor prekrivajo drug drugega, bistveni kritenij pa je dogajanje v posamez-
nih ¢asovnih razdobjih, ki Sele pravilno opredelijo doloéen spreminjevalni
faktor. Le rezultati na molekularnem nivoju in v sistemu ene same celice
(zelo enostaven sistem) bodo prinesli upcrabne rezultate po mnenju pre-
davatelja.

Zadnji dan je o odnosu med dozo sevanja in indukcijo karcinoma pre-
daval R. H. Mole (Medical Research Coucil, Radiobiology Unit, Harwell,
Berks., United Kingdom). Predpostavka za namene zas¢ite pred sevanjem
je osnovana na linearnem odnosu med dozo sevanja, pa c¢eprav Se tako
majhna lahko povzroé¢i kloni¢no sterilizacijo, zato celice, ki niso sposobne
nadaljnjih delitev ne morejo inducirati karcinoma. Ce izhajamo iz te pred-
postavke, potem ne moremo opazovati linearnega odnosa med dozo sevanja
in indukcijo karcinoma. Uporabili so §tevilne eksperimentalne podatke in
z uporabo statistitnih metod skusali predstaviti, da odnos ni linearen, kar
je potrebno Se s poskusom preventi. Vsekakor pa predstavlja tak nacin
interpretacije kancerogenze pod vplivom inonizirajo¢ih Zzarkov v povsem
novi ludi.
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V zakljuénem govoru je Z. M. Basqgo (Laboratories of Radiobiology,
Liege, Belgium) govoril o perspektivah radiobiologije. Poudaril je, da ni
mesta za malodusja v razvoju na podroc¢ju radiobiologije. Vsak dan se od-
pirajo nova podroc¢ja (radioimunologija, molekularna radiobiologija) s ¢i-
mer neopazno raste tudi Stevilo radiobiologov, zahvaljujo¢ vsemu tistemu,
kar je preskrbela Ze klasi¢na radiobiologija za raziskovanje osnovnih bio-
loskih procesov. Do sedaj je ostalo skoraj Se povsem neobdelano podrocje
enodokrinologije in sprememb na vaskularnem sistemu pod vplivom seva-
nja, kar pa bo predmet razprav na naslednjem sestanku evropskega zdru-
Zzenja za radiobiologijo v Rimu.

Zaradi tega radiobiolog v sedanjosti deluje pod razliénimi podroénimi
zastavami, kar potrjuje Siroko razvejanost in vsestransko uporabnost tako
v baziénih raziskavah, kakor tudi v aplikativne namene.

Mgr. J. Skrk
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SUPERIX 1150

U SUPERIXU 1150 sve je usmereno ka jednom cilju: sigurno, bezbedno i jednostavno
rukovanje uz dobijanje §to je mogude kradeg vremena snimanja. Trofazni generator
sa Sestoventilnim ispravljanjem, oblikom usmerenog napona, dozvoljava znatno vede
optereéenje rendgenske cevi, kao i bolje rendgensko zralenje u odnosu na mono-
fazne generatore. Napon u rendgenskoj cevi dostiZe vrednost do 150 kV. Automatika
aparata omoguduje kontinualno pradenje dozvoljenog opteredenja cevi §to garantuje
najkrace vreme snimanja bez opasnosti od preoptereéenja. Duhovito zamisljena
automatika aparata SUPERIX 1150 ¢&ini da se sa njim prosto i jednostavno radi.

Sve je na plod¢i komandnog stola pregledno, a dugmad za regulaciju i prekidadi
rasporedeni logi¢nim redom.

Podesavanje vrednosti za snimanje je veoma jednostavno. Treba izabrati samo kV
i mAs, a automatski ¢e se podesiti tok cevne struje i najpovoljnije vreme snimanja,
koje ¢e odgovarati karakteristici opterecenja cevi.

Za tomografska i druga sli¢na snimanja usvojen je rad sa konstantnom strujom,
koja se bira pritiskom na odgovarajuéi prekidaé tastature.

Na raspoloZenju stoje sledeée vrednosti cevnih struja: 10, 15, 25, 50, 75 i 150 mA.
Jasnost i preglednost u konstrukciji ploge komandnog stola, razmestaj najvaznijih
komandi su u skladu sa njihovom funkcijom pa se rad sa ovim aparatom odvija
logi¢nim redom zahvaljujudi usvojenom rasporedu ispravljaca i instrumenata.

Snaga aparata:

1000 mA pri 100 kV
600 mA pri 125 kV
300 mA pri 150 kV

Opseg napona:

Snimanje — kontinualna regulacija od 35 do 150 kV
Prosvetljavanje — kontinualna regulacija od 40 do 110 kV

ELEKTRONSKA INDUSTRIJA

Grupacija medicinskih uredaja

i aparata — Sektor prodaje — Ni$
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SUPERIX 800

Sestoventilni dijagnosti¢ki rendgen aparat sa trofaznim napajanjem, slobodnim iz-
borom tehnike snimanja i automatikom za snimanje sa programskim komando-

vanjem, odgovara zahtevima savremene rendgen dijagnostike.

Rendgenolog ne moze resavati probleme rendgen dijagnostike opreduljujudi se za
jednu tehniku podesavanja, zato mu SUPERIX 800 pruza mogudénosti za:

podesavanje sa tri dugmeta,

podesavanije sa dva dugmeta,

podesavanje jednim dugmetom sa automatikom za snimanje pomodu programiranog
komandovanja.

Savremena konstrukcija koja omogudava jednostavno rukovanje, veliku pogonsku
sigurnost zbog upotreba Siemensovih selenskih ispravljada, karakteri$u estetski obli-
kovan komandni sto Superix-a 800.

Ugraden vremenski prekida¢ ukljuéuje do osam snimaka u sekundi. Zbog toga
postoji moguénost za prikljucivanje uredaja za brzo serijsko snimanje. Na zahtev
se moze ugraditi i komandni sto bira¢ broja slika koji sluzi zato da se pri serijskom

snimanju ne prekoradi dozvoljeno opteredenje cevi.

Automatska stabilizacija napona struje otklanja smetnje i kod vedeg kolebanja
napona. SUPERIX 800 je tako napravljen da kasnije mogu biti prikljuéeni bez
teSkoda dodatni uredaji $to osigurava njegovu buduénost.

Snaga aparata:

800 mA pri 60 kV
600 mA pri 100 kV
400 mA pri 125 kV
50 kW pri 100 kv
po DIN 6822

ELEKTRONSKA INDUSTRIJA

Grupacija medicinskih uredaja
i aparata — Sektor prodaje — Nis
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PLAFOSTAT

Konstrukcijom PLAFOSTATA resen je problem opsluzivanja vise radnih mesta jednim
rendgen zraénikom. Osim toga njegova primena omogucava neprekidan tok rada,
vedu slobodu pomeranja aparata pri koriséenju prostorija i slobodan pod.

PLAFOSTAT se isporuuje i sklapa po principu ugradnih jedinica, zato je uvek mo-
gude optimalno uklapanje.

Rendgen zraénik nosi ¢etvorodelni teleskop koji omogudava vertikalan hod od 1,5 m
ili1,2m.

Jednostavno izvladenje teleskopske cevi osigurava kretanje bez potresa. Pokretljivost
i zaokretljivost rendgen zraénika na ovakvom stativu omogudava svaki potreban
pravac snimanja.

Svi elementi za rukovanje i prekida¢ pogodno su rasporedeni i mogu se upotrebiti
i U najvisem poloZaju rendgen zraénika. PodeSavanje zra¢nika na objekt snimanja
i centriranje na katapult buki-blendu je brzo i jednostavno. Svetlosni vizir dubinske
blende osvetljava puno polje snimanja i jednim krstom oznacava sredinu snopa
zralenja. Plafonski stativ se moze koristiti za angiografiju, u kombinaciji sa buki
stolom za slojno i zonografsko snimanje, u kombinaciji sa buki statom kao 3to je
prikazano na nasoj fotografiji itd.

Maksimalan opseg koriéenja, sigurnost, jednostavno rukovanje i elegantan izgled
odlike su novog aparata PLAFOSTAT koji proizvodi Elektronska industrija.

ELEKTRONSKA INDUSTRIJA

Grupacija medicinskih uredaja

i aparata — Sektor prodaje — Ni$




SNIMAJTE KOLOROM | KORISTITE GA ZA RAZONODU
I STRUCNU DOKUMENTACNU!

FK

COLOR FILM NM 19
NEGATIV MASK

ZA SLIKE U BOJI

smotani film 6 X 9
35 mm film (20 ekspozicija)

Razvijanje filma i dostava ukljuéeni u cijenu filma.

FOTOGRAFIJE U BOJI NA COLOR
FOTO-PAPIRU VELICINE

9 X 9i9X 12 cm (samo sa FK color negativa)

FK

COLOR FILM RD 17 REVERSAL

ZA DIAPOZITIVE

35 mm (36 ekspozicija)

U cijenu filma uklju¢eno je razvijanje, uramljivanje i dostava u prakti¢noj
kutiji.

6 X 9cm

U cijenu filma ukljuéeno je razvijanje i dostava.

FOTOKEMIKA — ZAGREB
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\truodno kontrastno | - intravenozna urografija
sredstvo za parente- pulmonalna angiografija
‘ralnu i lokalnu cerebralna angiografija
periferna arteriografija

kavografija

artrografija

[}

[}

RRiA KRKA - tovarna zdravil- Novo mesto




krRemMa DIANABOL

DJELUJE ANTISEPTICKI, ANABOLICKI I NA TAJ NACIN
UBRZAVA ZACJELJIVANJE RANA

kreMa DIANABOL

UBRZAVA ZARASTANJE POVRSINSKIH OZLJEDA
I TVRDOKORNIH RANA

rane koje tesko zarastaju

opekotine II i IIT stupnja

smrzotine II i ITI stupnja

rane nakon traumatiziranja (ogrebotine, laceracije...)
inficirani uglovi usta

ulkus kruris i dekubitus

oSteéenja koze nastala nakon radioaktivna zracdenja

OZILJAK JE NAKON LIJECENJA DIANABOL KREMOM
DOBRO ADAPTIRAN, KOZMETICKI I ESTETSKI OBILI-
KOVAN.

TAJ USPJEH OSIGURAVAJU SPECIJALNO PRIPREMLJE-
NA PODLOGA I DJELOTVORNI SASTOJCI KREME

Najbolje je, da se Dianabol krema nanosi na ranu dva puta u
toku dana: ujutro i navece. Obi¢no je dovoljan sloj od pri-
blizno 2 mm debeljine.

Proizvodi:

TOVARNA
FARMACEVTSKIH
IN KEMICNIH
IZDELKOV

LEK

LJUBLJANA

v suradnji s CIBA-Geigy, Basel




NOVO NOVO

PREPARAT IZ VLASTITE PROIZVODNJE
TETRACIKLINSKIH ANTIBIOTIKA

METACIKLIN

(METACIKLIN HIDROKLORID) KAPSULE

Siroki antibakterijski spektar

produZeno djelovanje

kod infekecija respiratornih organa, ,urogenitalnih organa, koze

i mekih tkiva, probavnih organa

Oprema:

16 i 100 kapsula po 150 mg
81 100 kapsula po 300 mg

PLIVA




ELEKTROMEDICINA

LJUBLJANA, KOMENSKEGA 12

JUGOSLAVIJA

Tel.: hi§na centrala 321 395, teh. sektor 310 762,
direktor 322 223

Telegram: Elektromedicina Ljubljana
Postni predal 245

Podjetje za izdelavo ter popravila domadih in tujih
elektromedicinskih aparatov in instrumentov —-
Zastopanje inozemskih firm - Opravljanje
zastopniskih storitev

Proizvaja:

rentgen aparate s priborom in zasito
aparate za fizioterapijo
aparate za laboratorije
aparate za dezinfekcijo in sterilizacijo

Vrsi servis, remont in montaze:

rentgen aparatur in vseh drugih medicinskih aparatov

Zastopamo na podroc¢ju SFRI:

francosko firmo Thomson Medical Telco
92 — St Cloud (Paris)

5 “’%»
THOMSON | vieoical

s

ki proizvaja najmodernesje elektronske aparature
za zdravstvo:

— naprave za merjenje raznih parametrov pri
kontroli pacientov med operacijo pri
kateterizaciji srca in v drugih kritiénih trenutkih

- aparate sistema VIGIL za intenzivno nego
bolnika (tako imenovana elektronska medicinska
sestra)

— aparate sistema »CARDIOTOP« (sestav:
Kardioscop, Defibrilator in elektronski
kardiostimulator) za oZivljanje pacientov na
mestu prometne nesree, pozara ipd.

Na Zeljo vam posiljamo prospekte in cenike,
dajemo navodila ter svetujemo pri nabavah
medicinskih aparatov

NASI STROKOVNJAKI| SO VEDNO
PRIPRAVLJENI SODELOVATI Z VAMI




Podjetje za promet s farmacevtskim materialom

LKemofarmacija“

Uvoz - izvoz

LJUBLJANA, Metelkova 7,

Postni predal 143

Telefon: 312 333

Brzojav: Kemofarmacija, Ljubljana
Telex: Kemfar 31-334

Tekodi raun pri NB 501-1-221

Trguje na debelo z zdravili, obvezilnim materialom,

veterinarskimi pripomocki in kozmetiko

lzvruje vse uvozne in izvozne posle: opremo za bolnisnice,

lekarne in laboratorije




KONTRASTNA SREDSTVA OD SCHERINGA

POJAM U CITAVOM SVETU

BILOPTIN
UROVISON

NOVO:

ANGIOGRAFIN
GASTROGRAFIN
ENDOGRAFIN

i ve¢ poznati preparati

BILIGRAFIN 1
UROGRAFIN

za oralnu holecistangiografiju

ampule i gotov pribor za infuziju
za intravenoznu urografiju

za sve vrste angiografija:

niska viskoznost

kod visokog sadrzaja joda

gista metilglukaminska so diatrizoata
za bolju podnosljivost kod angiografija

za prikaz gastro-intestinalnog trakta
oralnim putem ili pomodéu klizme

za histerosalpingografiju,
fistulografiju i za prikaz Supljina

Za pojedinosti kao $to su sastav preparata, tehnika pregleda, kontra-

indikacije i doziranje stoje na raspoloZenju nasi prospekti.

SCHERING AG BERLIN-BERGKAMEN




RADIOLOGIA IUGOSLAVICA

Casopis za rendgendiagnostiku, radioterapiju, nuklearnu medicinu,
radiobiologiju, radiofiziku i zastitu od ionizantnog zracéenja
Glasilo UdruZenja za radiologiju i nuklearnu medicinu SFRJ
Izlazi Cetiri puta godiSnje

Pretplata za ustanove 100 din, za ostale 30 din

Izdavadcd

Uprava udruzenja za radiologiju i nuklearnu medicinu SFRJ
Adresa redakecije: Onkoloski institut, Ljubljana, Vrazov trg br. 4
Broj ¢ekovnog ra¢una: 501-8-249/1

SDK — sluzba druzbenega knjigovodstva — Ljubljana

Odgovorni urednik: prof. dr. Dimitar Tevcev,
Institut za radiologiju i onkologiju Klini¢ka bolnica Skopje

Tiskarna Uc¢nih delavnic Zavoda za slusno in govorno prizadete
v Ljubljani



120 RENDGEN FILMOVA RAZVITI, FIKSIRATI, ISPRATI
I OSUSITI U ROKU OD JEDNOG SATA

To mozete lako postiéi rendgen apara-
razvijanje PENTACON EAR.
Ovaj automat, koji zahtijeva tek nesto

tom za

vi¥e od 1/2 m? prostora stoji u osvet-

lijenoj prostoriji, a svi elementi za
rukovanje smije$teni su na prednjoj
plo¢i. Samo straznji dio, za ulaganje,
mora biti u tamnom prostoru. Redo-
slijed ulaganja je po Zelji tj. nije ovi-
san o veli¢ini filma. Prednosti potpuno
automatske obrade vi$e su nego oite:
veliki u&inak po satu, rukovanje od

strane jedne osobe, uvijek ujednaéeno

dobri
stora.

rezultati, potrebno malo pro-
Rendgen automat za razvijanje PENTA-
CON EAR za potpuno automatsku ob-
radu mehaniéki &vrstih rendgen filmo-
va u listovima — maksimalna $irina
filma 432, minimalna duZina 100 mm
— automatsko zagrijevanje i regeneri-
ranje kupki — dovod vode putem ci-
jevnog prikljuéka na kuéni vod — elek-
triéni prikljuéak 3 X 380 V/50 HZ.
Nagradeno zlatnom medaljom na Leip-
ziskom proljetnom sajmu 1969 g.

PENTACON EAR

PENTACON

Kombinat VEB PENTACON DRESDEN

HAMALRA DEMOKRAYSKA RUVBLIKA

Zastupnik za SFRJ: Universal, Beograd, Majke Jevrosime 51
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