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1. UVOD

1.1. Opsta razmatranja

Sva bi¢a na Zemlji neprekidno su izlozena zracenju. ZraCenje u fizickom smislu
predstavlja tokove Cestica ili kvanata energije, a svojstveni efekati svih tipova zracenja je
njihova interakcija sa sredinom kroz koju prolaze. Joniziraju¢a zraCenja su elektromagnetska
ili Cesti¢na zraCenja, Cije su energije vece od minimalne vrijednosti, koje dovode do jonizacije
atoma i molekula [1]. Kod ve¢ine atoma i molekula, najniza energija jonizacije je veca od
12.4 eV, odnosno, talasna duzina manja od 100 nm, ili frekvencija ve¢a od 3 - 10" Hz.
U jonizirajuca elektromagnetna (fotonska) zracenja, spadaju zraCenja viSih energija, a Cine ih
rendgenski (X) - zraci i y - zraci. Jonizirajuée Cestice mogu biti naelektrisane, kao Sto su:
elektroni, pozitroni, protoni, o - Cestice, teski joni, a 1 bez naelektrisanja, kao §to su neutroni.

Opsta populacija neizbjezno 1 svakodnevno je izloZena prirodnim izvorima joniziraju¢ih
zracenja, koja predstavljaju prirodni fon. U mnogobrojnim istrazivanjima, utvrdeno je da neki
radni i boravi$ni prostori u brojnim zemljama svijeta, imaju visoke nivoe prirodnih zracenja,
pri éemu se ti nivoi prvenstveno odnose na koncentracije radioaktivnog gasa radona. Sirom
svijeta izvrSene su epidemioioske studije velikih populacija, u cilju otkrivanja uzro¢no
posljedicne veze izmedu izlaganja radonu i njegovim poduktima raspada, i pojave plu¢nog
kancera. Udisanje produkata raspada radioaktivnhog gasa radona ¢ini oko 50% godiSnje
efektivne doze (oko 1.26 mSv), koju €ovjek prima od svih prirodnih izvora zracenja [2]. To
je jedan od najznacajnijih mehanizama izlaganja Covjeka prirodnom zrafenju. Radon je
identifikovan kao javno-zdravstveni problem.

Znacajnu ulogu u ukupnom ozrac¢ivanju stanovniStva ima sadrzaj radona u vodi za pice, ali
1 vodi koja se koristi 1 za druge svrhe. To se prvenstveno odnosi na vodu koja se koristi u
bazenima za kupanje, kao i kadama i kupatilima za inhalaciju rekreaciono-ljeciliSnih centara.
Doza ozracivanja organizma od radona unijetog vodom za pi¢e zavisi od njegove
koncentracije aktivnosti u vodi, njegovog metabolizma 1 kinetike u organizmu. Unijeti radon
se lako apsorbuje iz gastrointestinalnog trakta i distribuira medu tkivima, dijelom zbog
velikog koeficijenta emanacije, a djelimi¢no zbog njegove rastvorljivosti u krvi 1 tkivu.

Zbog same prirode atoma radona, pouzdano odredivanje nivoa koncentacije aktivnosti
radona u vodi, odreduje se tek zadnjih 20 godina. Ova ¢injenica imala je za posljedicu
nekontrolisano i rizi¢no izlaganje stanovniStva Sirom svijeta ovim radioaktivnom gasom. To
se prvenstveno odnosi na visoko radioaktivne radonske vode, koje se koriste u domenu
balneologije, zbog Cega su tretirane kao ljekovite vode. Nedostatak pouzdane informacije za
koncentraciju aktivnosti radona u vodi, bila je velika barijera za sagledavanje njegovih

bioloskih efekta, kada se s vodom radon transportuje kroz bioloske sisteme.



Problem zastite od zracenja, kao i1 od drugih genotoksi¢nih agenasa, multidisciplinarni je
problem, i zauzima veoma znacajno mjesto u bioloskim disciplinama. Jonizirajuce zracenje
direktno ili indirektno naruSava integritet biomakromolekula, $to za rezultat ima Siroku lepezu
strukturnih i funkcionalnih promjena. Joniziraju¢e zracenje je snazni mutagen, koji dovodi do
promjena na DNK molekulu, izaziva genomsku nestabilnost, povec¢ava ucestalost mutacija
iznad prisutnog normalnog nivoa mutacija u ¢eliji [3]. Ove promjene mogu biti kako na nivou
manjih molekula, tako i na nivou proteina, DNK i RNK, najvaznijih organskih molekula.

Za nastajanje bioloSkih promjena, od daleko najveceg znaCaja je obrazovanje jona i
nastanak slobodnih radikala. Slobodni radikali se ubrajaju u najreaktivnije hemijske
sisteme[4]. Brojna in vitro i in vivo ispitivanja pokazala su da joniziraju¢a zracenja u
organizmu generiSu povecanu koncentraciju visoko reaktivnih vrsta slobodnih radikala, kao
Sto su slobodni kiseoni¢ni radikali, superoksid anjon radikal 1 hidroksil radikal, kao 1 odredene
azotne reaktivne vrste. Generisani slobodni radikali reaguju s drugim molekulima koji su
prisutni u bioloskim sistemima, s osnovnim celijskim strukturama 1 biomolekulima u
organizmu, dovode¢i do velikog broja Stetnih efekata poput oksidativne degradacije lipida i
proteina, ili jednolancanih prekida DNK [5]. Stanje oksidativnog stresa je stanje u kome
dolazi do naruSavanja ravnoteze izmedu produkcije reaktivnih oblika kiseonika u organizmu u
toku metabolickih procesa i sposobnosti samog organizma da njthovu hiper produkciju
neutraliSe 1li eliminiSe.

Reakcija slobodnih radikala s drugim molekulima u bioloSkom sistemu zavisi od njihove
koncentracije, veli¢ine 1 reaktivnosti. Ove reakcije dovode do obrazovanja novih tipova
molekula, koji mogu na razli¢ite nacine da djeluju na bioloske sisteme. Radon i njegovi
produkti raspada odlikuju se Sirokom lepezom energija uzmaklog jezgra i energija emitujucih
radioaktivnih Cestica, koje mogu da uzrokuju razli¢ite reakcije, u kojima se generiSu slobodni
radikali 1 razli¢iti radijacioni bioloSki efekati. Na tim interakcijama zasnovana je ideja, da se u
aktuelnoj doktorskoj disertaciji istrazi uticaj raznih koncentracija aktivnosti radona u vodi, u
stvaranju potencijalnih bioloskih efekata na meristemske ¢elije crnog luka in vivo.

Procjena genetskih rizika povezanih s izlaganjem ¢ovjeka jonizirajuéem zracenju, suocena
s brojnim neizvjesnostima, dijelom zbog Cinjenice $to nije moguce direktno pratiti i potvrditi
mutacije uzrokovane zrac¢enjem na ljudskoj populaciji. S obzirom da mnoge mutacije dovode
do nastanka kancera, mutageni se obi¢no smatraju i kancerogenima. Radon je klasifikovan
kao klasa A kancerogena, i poslije duvana je drugi uzro¢nik raka pluca kod ljudi [6].
Genotoksi¢ni efekti predstavljaju sve promjene u strukturi i funkcionisanju genetickog
materijala koje izazivaju genotoksi¢ni faktori. Pod tim promjenama najceSce se
podrazumjevaju mutacije koje se odnose ne samo na promjene u genetickom materijalu, vec¢ 1
na sam proces koji dovodi do tih promjena. Prilikom djelovanja raznih mutagena,

citogeneticke studije na biljnim vrstama daju pouzdane dokaze odredenih promjena na



hromozomima. Mutageni faktori mogu biti detektovani citoloski, ¢elijskom inhibicijom,
zaustavljanjem metafaze, indukcijom numerickih ili strukturnih hromozomskih aberacija, od
fragmentacije hromozoma, pa sve do dezorganizacije mitotickih vlakana, a potom i svih
ostalih mitoti¢kih faza [7].

Da bi se dobile pouzdane citogeneticke procjene efekata ili oSte¢enja koje koncentracija
aktivnosti radona u vodi i njegovih potomaka raspada uzrokuju na bioloSkim vrstama,
neophodno je da uzorak bude u konstantnoj mitotickoj diobi da bi se identifikovali toksi¢ni
efekti 1 promjene tokom celijskog ciklusa. Iz tih razloga, u aktuelnoj doktorskoj disertaciji
koristio se biljni test. Bioindikaciju je moguce izvoditi na svim nivoima organizacije Zivih
sistema, po€evsi od molekularnog, preko biohemijsko-fizioloskog, celularnog, individualnog,
populacionog, biocenoloskog (ekosistemskog), zavr$no sa biosfernim.

U sagledavanju bioloskih efekata zracenja, bioloski indikatori igraju veoma vaznu ulogu.
Pomoc¢u bioloskih indikatora se retrospektivno procijenjuje izlozenost i veli¢ina akutnog
radijacionog oStecenja na bioloSkim sistemima, predvidanju se pojave njihovih kasnih
efekata. Dvije su glavne vrste bioloSkih indikatora, klinicki indikatori 1 indikatori
laboratorijskih testova. Klinicki bioloski indikatori akutnog radijacionog oStecenja, svrstani su
prema izlozenim organima/tkivima i simptomima u tri razli¢ite podgrupe: gastrointestinalne,
hematopoetske i neurovaskularne.

Indikatori laboratorijskih testova su citogeneti¢ki, hematoloski i biohemijski indikatori.
Citogeneticki indikatori, poznati kao citogeneticka dozimetrija ili bioloska dozimetrija, koji su
zasnovani na citogenetskim metodama, trenutno su najefikasniji bioloski dozimetri. Od cetiri
moguce citogenetske metode trenutno dostupne, najefikasnija metoda zasniva se na
znacajnom povecanju frekvencije hromozomskih aberacija. Citogeneticki indikatori postali su
nezaobilazna komponenta programa za zaStitu od joniziraju¢eg zracenja.

U aktuelnoj doktorskoj disertaciji, za citogeneticku analizu i za ispitivanje uticaja radona u
vodi na meristemske celije crnog luka in vivo, koriSteni su testovi citotoksi¢nosti i
genotoksicnosti: Allium cepa test i mikronukleus (MN) test. Na vrh ljestvice pouzdanosti
testova genotoksicnosti, je tzv. Allium cepa test. Allium cepa L. (crni luk), sadrzi veliki broj
razli¢itih klasa primarnih i sekundarnih biomolekula, od kojih su najvaznija organosumporna
jedinjenja. Pored sumpornih jedinjenja, za biolosku aktivnost crnog luka najznacajnija su
fenolna jedinjenja (flavonoidi, antocijani 1 fenolne kiseline) [8].

Veoma dobro razjaSnjene citogeneticke osobine crnog luka, te mali broj hromozoma u
diploidnoj hromozomskoj garnituri (2n=16), odli¢na korelacija izmedu biljnih 1 Zivotinjskih
sistema, su pouzdani parametri kada su u pitanju negativni rezultati pri testiranju mutagenosti.
Jednostavnost ¢uvanja i rukovanja uzoraka tokom eksperimenta, su dodatne prednosti Allium
cepa testa. U novije vrijeme ovaj test se sve cCeS¢e koristi kao standard za utvrdivanje

prisutnosti genotoksi¢nih zagadivaca u prirodi.



Bioloska dozimetrija se najve¢im dijelom bazira na citogenetickoj analizi dicentri¢nih
hromozoma. Svaka Ziva ¢elija koja ima sposobnost da se dijeli sadrzi jedro, koje se moze
iskoristiti za prouCavanje hromozoma. U aktuelnoj doktorskoj disertaciji, za analizu
hromozomskih oStecenja, koristila se analiza mikronukleusa (MN) primjenom mikronukleus
(MN) testa. MN testom hromozomske aberacije se detektuju indirektno preko hromatinskih
gubitaka nukleusa koji dovode do stvaranja mikronukleusa (MN) u citoplazmi ¢elije. MN se
definiSu kao mala, okrugla citoplazmatska tijela koja sadrze DNK i formiraju se za vrijeme
¢elijske diobe od ostataka acentricnih hromozomskih fragmenata ili cijelih hromozoma
zaostalih u anafazi ¢elijskog ciklusa. Posebna odlika ovog testa Sto je primjenljiv na veliki
broj celijskih tipova, 1 Sto je dobar biomarker u bioloSkoj dozimetriji, jer pouzdano
identifikuje hromozomske i genomske mutacije.

Obecavajuci citogenetski postupak, posebno pri dugoj izlozenosti, ili ako se izlozenost
joniziraju¢em zraCenju dogodila davno, je metoda fluorescentne in situ hibridizacije
(fluorescent in situ hybridization, FISH), koja se moze koristiti za dalje definisanje stabilnih
aberacija hromozoma i dobijanju potpune frekvencije genomske translokacije. Ova metoda
omogucava vecu efikasnost u otkrivanju aberacijskih razmjena i vec¢u pouzdanost u procjeni
manjih doza zraCenja, nego S§to je to moguée uz pomo¢ konvencionalnih citogenetskih

metoda.

1.2. Predmet i cilj istrazivanja

Imajuc¢i u vidu udio radona u izloZenosti covjeka 1 ostalih Zivih bi¢a prirodnoj radijaciji,
definisan je predmet istrazivanja aktuelne doktorske disertacije. Problem istraZivanja ove
doktorske disertacije, predstavlja utvrdivanje uticaja raznih koncentracija aktivnosti radona u
vodi, na vijabilnost ¢elija biljne kulture meristemskog tkiva luka (Allium cepa L.), kroz

ostvarivanje narednih ciljeva:

» Pouzdano odredivanje koncentracije aktivnosti radona u uzorcima vode.

Odredivanje nivoa koncentracije aktivnosti radona u vodi do prije 20 godina, bio je veliki
naucni problem, zato $to su sve hemijske analiticke metode i ve¢ina nuklearnih metoda, bile
nemoéne za pouzdano odredivanje njegove koncentracije u vodi. Pouzdano odredena
koncentracija aktivnosti radona u uzorcima vode, predstavlja temelj uspjeSnosti aktuelne
doktorske disertacije. Ova mjerenja vrSena su u Laboratoriji za detekciju, dozimetriju i zastitu
od zracenja (LDDZZ) na Prirodno-matematickom fakultetu Univerziteta u Tuzli, jedinoj

Radon laboratoriji u BiH, koja ima medunarodne reference.


http://www.bionet-skola.com/w/Jedro

» Za uspjesno sagledavanje uticaja koncentracije aktivnosti radona u vodi na meristemske

¢elije luka, nuzna je bila pouzdana detekcija produkata raspada radona u vodi.

Produkti raspada radona prate turbulentni prijenos radona kroz razne medije, pri kojem
moze do¢i do narusavanja radioaktivne ravnoteze medu nastalim radioizotopima. Ovo se
odnosi prvenstveno na kratkoZiveée izotope *'®Po, ?'“Bi, 2!*Po i 2!*Pb. Pouzdano odredena
koncentracija aktivnosti radona u vodi, kvalitetno odredena aktivnost produkata raspada
radona, kao i poznavanje ukupnih nivoa radioaktivnosti u vodi, primarni su ulazni parametri
za uspjesno sagledavanje citogenetickih efekata radona na vijabilnost celija biljne kulture
meristemskog tkiva luka. Kvalitativne i kvantitativne gamaspektrometrijske analize uzoraka
vode za potrebe ove doktorske disertacije, vrSene su na najsavremenijem visokorezolucionom,

niskofonskom gamaspektrometru, koji je dostupan na trzistu.

» lzvodenje Allium cepa testa i analize mikronukleusa (MN) u ¢elijama korijena luka,
izvrSene su na odredenim koncentracijama radona u vodi, u cilju sagledavanja mogucih
korelacija izmedu nivoa koncentracija aktivnosti radona u vodi, 1 odgovaraju¢ih bioloskih

efekata na tretiranim meristemskim ¢elijama luka.

U disertaciji je detaljno istrazena ucestalost i tipovi hromozomskih aberacija meristemskih
¢elija korijena luka, koje su bile izloze odredenim koncentracijama radona u vodi.
Hromozomske aberacije su prihvacene kao pouzdani parametri u evaluaciji oStec¢enja usljed
indukcije jonizirajueg zraCenja. Hromozomska nestabilnost se manifestuje kao povecana
frekvencija hromozomskih aberacija, a javlja se nakon izlaganja kako niskim tako i visokim
dozama zracenja. Defekti u hromozomskoj segregaciji, neblagovremen i defektan odgovor u
mehanizmu popravka DNA, dovode do nastanka strukturnih i numerickih hromozomskih
aberacija. BioloSka dozimetrija se najve¢im dijelom bazira na citogenetickoj analizi
acentricnih fragmenata, dicentricnih hromozoma i prstenastih hromozoma, koji su bili sfera
interesovanja u ovoj disertaciji.

Kod svakog uzorka izvrSeno je izraCunavanje mitotskog indeksa, radi praenja promjena u
mitozi, tretiranih 1 netretiranih (kontrolnih) meristemskih Celija korijena luka. IzvrSena analiza
hromozomskih promjena pomocu Alluim cepa testa, jedna je od rijetkih direktnih metoda za
sagledavanje oStecenja u sistemima izloZenim mogucim mutagenima ili karcinogenima. Da bi
se omogucila procjena ucinaka ili oStecenja koje uzrokuje jonizirajuce zraCenje generisano
radonom 1 njegovim produktima raspada, nuzno je bilo da uzorci budu u stalnoj mitotickoj
podjeli, kako bi se vjerodostojno verifikovale promjene nastale tokom celijskog ciklusa.

Allium cepa test, primijenjen u ovoj doktorskoj disertaciji, opravdao je svoju namjenu.



2. JONIZIRAJUCA ZRACENJA U ZIVOTNOJ SREDINI

Zivotna sredina je prostor, prirodno okruZenje, kojeg &ine zemljiste, vazduh i voda,
dinamicke zajednice zivog svijeta (biocenoze) i staniSta (biotopa) koji medusobno djeluju.
Moderna definicija ekosistema koju je uveo britanski biljni ekolog Transley jos 1935. godine,
ukljucuje ne samo zajednicu organizama u zivotnoj sredini, klimu, okruzenja koje je stvorio
covjek, nego i cijeli kompleks fizickih i hemijskih faktora, koji su direktno ili indirektno
povezani sa ¢ovjekonom aktivnoscéu.

Za stanje prirodnih resursa Zivotne sredine, vaZznu ulogu imaju radioaktivni materijali u
zivotnoj sredini, kao primarni, globalni izvori optere¢enja od jonizirajuceg zracenja. Prirodni
radionuklidi koji su prisutni u okoliSu, glavni su izvori izloZenosti zracenju za ljude i
predstavljaju osnovni nivo zracenja [9]. Pored radioaktivnih izotopa koji egzistiraju u prirodi
od samog njenog nastanka, razli¢itim nuklearnim reakcijama stvaraju se razli€iti vjeStacki
radioaktivni izotopi (radioizotopi). VjeStacka radioaktivnost u zivotnoj sredini, posljedica je
lokalne ili globalne radioaktivne kontaminacije. Potencijalna ugrozenost ljudi, materijalnih
dobara 1 teritorije od Stetnih dejstava velikih doza joniziraju¢ih zraenja na Sirem prostoru,
uslovljena je postojanjem opasnosti da u odredenim okolnostima 1 situacijama dode do
nuklearnih akcidenata. IzloZenost jonizirajuéem zracenju dolazi i zbog aplikacija u medicini,
redovnih aktivnosti na poslu kod radnika u industriji, istrazivanjima koji koriste jonizirajuca
zracenja ili radioaktivne materije. Na slici 1 prikazane su prosjecne godiSnje efektivne doze

koje primaju pojedinaci od raznih izvora jonizirajucih zracenja (svjetski prosjek).
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Slika 1. Zaokruzene procjene godiSnje efektivne doze pojedinaca (svjetski prosjek) [10]
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Sa slike 1 se vidi da godiSnja efektivna doza kao posljedica jonizirajuéeg zracenja
prirodnog porijekla iznosi 2.4 mSv. To je prosjecna vrijednost, pri ¢emu je procijenjeno da
65% svjetske populacije primi dozu od 1 do 3 mSv godisnje, oko 25% primi dozu manju od
1 mSv, a 10% primi dozu ve¢u od 3 mSyv.

Medicinska upotreba jonizirajué¢ih zracenja je najveéi i stalno rastuci vjestacki izvor
joniziraju¢ih zracenja kojima je Covjek u zadnje vrijeme izloZzen. Ukljucuje dijagnosticku
radiologiju, radioterapiju, nuklearnu medicinu i intervencionu radiologiju. Na taj nacin se
stanovnistvo pored prirodnog zracenja, dodatno i ubrzano izlaze vjeStackim izvorima
joniziraju¢ih zracenja.

Postoje znaCajne varijacije od zemlje do zemlje u mogucnostima i obimu koristenja
joniziraju¢eg zraenja. U medicinskoj dijagnostici se koriste relativno male doze u tretmanu
pacijenata (0.1-10 mSv), dok terapeutska upotreba joniziraju¢eg zracenja ukljucuje vrlo
visoke doze precizno usmjerene na tumore (20-60 Gy), slika 2.
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Slika 2. IzloZenost izvorima zracenja u SAD u 2006. godini [11]

Broj CT pregleda 1 postupaka nuklearne medicine koji su obavljeni u Sjedinjenim
Americkim Drzavama tokom 2006. godine, iznosili su 67 miliona, odnosno 18 miliona
respektivno [11]. Cilj organizovanog pracenja radioaktivnosti u Zivotnoj sredini je da se
traze rjeSenja za zaStitu zivih bi¢a na zemlji (posebno ljudi) od joniziraju¢ih zracenja, kao i
podizanje svijesti gradana o moguéim zdravstvenim rizicima povezanim s izvorima tih
zraCenja. Jonizirajuée zracCenje predstavlja jedan od najopasnijih zdravstvenih rizika u
zivotnoj sredini.



2.1. Prirodna radioaktivnost

Prirodna radioaktivnost je pojava raspadanja jezgara atoma koja postoje u prirodi, bez
spoljasnjih uticaja. Pod prirodnim izvorima zrac¢enja podrazumijevaju se radijacije iz Svemira
i radioaktivnih materijala koji se se nalaze u Zemljinoj kori. Iz ovih prirodnih izvora zrac¢enja
svjetsko stanovniStvo prima najveéi dio radijacije. Glavne komponente ovog zracenja su:
kosmicki zraci, zemaljski y-zraci, radionuklidi unijeti ingestijom i inhalacija radona.
Zemaljski izvori, u normalnim prilikama, odgovorni su za najve¢i dio ¢ovjekove izlozenosti
prirodnoj radijaciji [12]. Na ove izvore zracenja otpada viSe od pet Sestina godiSnje

ekvivalentne doze koju apsorbuju pojedinci i to, uglavnom, internom radijacijom.

2.1.1 Vrste radioaktivnih raspada

Vecina atomskih jezgara u prirodi su stabilna, ostaju nepromijenjena beskona¢no dugo
vremena. Medutim, odredena atomska jezgra se tokom vremena spontano transformiSu u
druga jezgra. Nestabilna atomska jezgra pri tome emituju: o Cestice (jezgra helijuma), S
Cestice (elektrone 1 pozitrone), y-zrake ili X-zrake (fotoni).

Alfa (a) raspad predstavlja radioaktivni raspad atomskog jezgra, pri kojem se smanjuje
broj nukleona u jezgru emisijom « Cestice. Alfa Cestica («) predstavlja jezgro atoma
helijuma, koje se sastoji od dva protona 1 dva neutrona. U opStem sluCaju a-raspad moze se

predstaviti na sljede¢i nacin:
A A-4 4
, X =Y+ a

gdje je sa X oznaceno jezgro prije raspada, odnosno emisije a-Cestice (tzv. jezgro roditelj, ili
predak, prethodnik), a sa Y novoobrazovano jezgro (jezgro potomak datog prethodnika).
Dakle, pri ovom tipu spontane nuklearne transformacije maseni broj A potomka se smanjuje
za 4, a atomski (redni) broj Z za 2.

Uzrok « nestabilnosti lezi u Cinjenici da teSka atomska jezgra sadrze u sebi veliki broj
nukleona, pa jake nuklearne sile, koje su kratkog dometa 1 djeluju samo na najbliZze susjede,
ne mogu ih drzati na okupu. Na to ukazuje Cinjenica da samo teSka jezgra (A >200 1 Z >82) su
alfa-radioaktivna. TesSka jezgra emisijom a-Cestica prelaze u stanja nize energije, zbog cega
se pri formiranju novog jezgra, oslobada energija. Energija koja se oslobada pri o — raspadu
preraspodjeljuje se na a-Cesticu i na uzmaklo jezgro-jezgro potomka. Brzine kojom o- Cestice
izlijeéu iz atomskog jezgra nalaze se u intervalu od 1,4-107-2-10" m/s, §to odgovara

energijama od 4 do 8,8 MeV.



Alfa Cestice koje se emituju iz jednog radioizotopa nemaju istu energiju, ve¢ u vecini
slu¢ajeva imaju razli¢ite vrijednosti energije. Energetski spektar emitovanih alfa Cestica je
diskretan. Na primjer, u spektru a-raspada radijuma *?°Ra, javljaju se dvije karakteristi¢ne
linije, jedna sa energijom od 4.88 MeV i odgovara transformaciji Ra— Rn u osnovno stanje,
a druga, sa energijom od 4,694 MeV i odgovara prelazu novonastalog jezrga Rn u pobudeno
stanje. Prelaz jezgra radona (Rn) iz pobudenog u osnovno stanje vrsi se uz emisiju y— kvanta
energije od 0.186 MeV.

Nestabilnost atomskih jezgara moZe biti uzrokovana 1 nepovoljnim odnosom broja protona
1 neutrona u njima. Stabilnost u jezgru ¢e se ostvariti pretvaranjem jednih nukleona u druge,
sve dok se ne uspostavi povoljan odnos medu njima. Nuklearna transformacija pri kojoj
dolazi do pretvaranja neutrona u protone ili protona u neutrone, uz emisiju lakih Cestica
elektrona i pozitrona naziva se beta (f) raspad. Poznati su sljede¢i oblici S raspada:
P~ raspad, f* raspad, elektronski zahvat (EZ) i dvostruki £ raspad.

Kada atomsko jezgro sadrZi viSak neutrona u odnosu na broj protona, da bi se ostvarila
stabilnost jezgra neutroni se transformiSu u protone. Ovakav tip transformacije atomskog

jezgra naziva se elektronski £~ raspad, koji se simbolicki predstavlja na sljede¢i nacin:
n—>p+e +v,

gdje v, oznacava elektronski antineutrino. Antineutrino (kao i neutrino) ¢ini se da ima nultu

masu mirovanja, nije naelektrisan i prakticno ne interaguje sa ostalim djelovima materije.
Stabilnost atomskog jezgra bi¢e naruSena i1 onda, kada je broj protona nepovoljan u odnosu

na proj neutrona, pa da bi se ostvarila stabilnost jezgra protoni se transformiSu u neutrone.
Ovakav tip transformacije atomskog jezgra naziva se pozitronski S* raspad, koji se

simbolicki predstavlja na sljedec¢i nacin:
N
p—o>n+e +v,

gdje v, oznacava elektronski neutrino. Pozitron je antiestica elektrona, koji ima istu masu 1

apsolutno naelektrisanje kao 1 elektron ali suprotnog znaka. U vakuumu pozitron je stabilan
isto kao i elektron. Ali susret elektrona i pozitrona zavrSava loSe za oba, anihiliraju
medusobno, odnosno nestaju, emitirajuci pri tom fotone (- kvante).

Elektromagnetsko zrafenje koje nastaje usljed energijskih promjena u jezgru atoma naziva
se gama () zraCenje [13]. Ono se ne javlja kao samostalni oblik zracenja, ve¢ prati « ili f
raspad, 1 to u onim slucajevima kada se novonastalo jezgro potomka nade u pobudenom
stanju. Takvo stanje traje veoma kratko (107'3-10%s), pri ¢emu pobudeno jezgro pri prelasku
na nizi energijski nivo ili u osnovno energijsko stanje, najceS¢e emituje y- fotone ili vrsi
prijenos energije na neki od atomskih elektrona. Dakle, radi se o deekscitacionom procesu

koji obi¢no nastaje odmah nakon pobude jezgra na neki od viSih energijskih nivoa.



Energija emitovanog y - fotona je strogo odredena razlikom energija stanja jezgra pri
takvom prelazu. Zato je energijski spektar y- zracenja linijski, odnosno govorimo o
diskretnom energijskom spektru emitovanog j-zracenja. Talasne duzine y- zraka prirodno
radioaktivnih izvora, obuhvataju oblast spektra elektromagnetne radijacije od 0.466 pm -
0.0428 nm, dok se energije y - fotona koji se emituju iz prirodno radioaktivnih izotopa, nalaze
u untervalu od 0.03 do 3.1 MeV [14]. Ovo zracenje daleko je prodorniji fizicki mutageni

agens u odnosu na « i f zracenje.

2.1.2 Vrste prirodnih radioaktivnih jezgara

Prirodni radioaktivni izotopi koji se susrecu u biosferi Zemlje dijele se u tri osnovne grupe:

a) Prirodni radioaktivni izotopi, koji su nastajali u svim fazama evolucije Zemlje i
¢ije nastajanje traje i danas. To su kosmogeni radionuklidi, koji nastaju u procesima direktne
ili indirektne interakcije kosmickog zraCenja sa gornjim i u neSto manjoj mjeri, donjim
slojevima atmosfere [15]. Kosmogeni radionuklidi su srednjeg ili malog atomskog broja,

emiteri £ y 1 X - zraka, €ije se vrijeme poluraspada nalazi u opsegu od nekoliko sekundi do
5 .7'103godina. Sa stanoviSta ukupnog sadrzaja i ozraCivanja zive materije, glavni

doprinos kosmogenih radionuklida dolazi od Cetiri nuklida: 14C, 3H, Be i 22Na, a najznacajniji
mehanizam izlaganja je ingestija. Najznacajniji od njih je ugljenik. GodiSnja efektivna doza
od Cje 12 uSv, 0.15 uSv od ?>Na, 0.01 uSv od *H, i 0.03 uSv od "Be [16].

b) Prirodni radioaktivni izotopi koji ne ulaze u radioaktivne porodice. Njihov
nastanak je vezan za nastanak Zemlje. SadrZaj im u biosferi opada sa brzinom njihovog

radioaktivnog raspada. Zajedni¢ka karakteristika ovih radionuklida je da se direktno

raspadaju na stabilne nuklide. Glavni predstavnici ove grupe radionuklida su “K i Rb. U
Zemljinoj kori kalijuma ima 2.1 %, $to je veoma visoko uceS¢e. Prirodni kalijum se sastoji od
tri izotopa i to dva stabilna i jednog radioaktivnog. Stabilni izotopi su ¥K (93.2581 %) i “'K
(6.7302 %), a radioaktivni *°K (0.0117%) sa periodom poluraspada 7i,=1.2810°godina, ¢&iji

je doprinos ukupnom radijacionom optere¢enju u normalnim uslovima znacajan. U biosferi je

prisutna visoka dinamika kruZenja 4OK, uz razli¢ite koncentracije u pojedinim elementima
biosfere, pri ¢emu se u organizam ¢ovjeka unosi ishranom i uzrokuje interno ozracivanje.

¢) Prirodni radioaktivni izotopi koji su ¢lanovi radioaktivnih porodica, odnosno tri
prirodna radioaktivna niza: Uran - radijumovog (mU), uran - aktinijjumovog (235U) 1
torijjumovog niza (232Th). Vremena poluZivota su im dovoljno duga u poredenju sa Zivotima
ovih kosmickih formacija, pa se zato i danas nalaze na Zemlji. Njihova koncentracija u
biosferi postepeno se smanjuje, analogno opadanju koli¢ine rodonacelnika niza. Prosjecne

efektivne doze Sirom svijeta za svaku od Cetiri komponente prirodnog uticaja, prikazane su u
tabeli 1.
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Tabela 1. Srednja godiSnja doza za odrasle od prirodnih izvora
jonizirajuéeg zracenja [16]

GodisSnja efektivna doza (mSv)

Ekspozicione komponente U oblastima U oblastima
normalnog fona povisenog fona
Kosmicko zracenje 0,38 2,0
Kosmogeni radionuklidi 0,01 0,01
Zemaljska radijacija: 0,46 4,3

Spoljna ekspozicija

Zemaljska radijacija:

unutrasnja ekspozicija 0,23 0,6
(isklju€ujuéi radon)

Zemaljska radijacija:

unutrasnja ekspozicija od

radona i njegovih produkata:

Inhalacija Rn -222 1,2 10
Inhalacija Rn -220 0,07 0,1
Inhalacija Rn -219 0,005 0,1
Ukupno 2,4

Najve¢i doprinos spoljasnjoj ozracenosti prirodnim izvorima joniziraju¢eg zraCenja
predstavlja izlaganje y - zraCenju unutar zatvorenog prostora, koje poti¢e od dezintegracije
radioaktivnih elemenata iz nizova 2*U i 2*?Th, kao i *°K, u gradevinskim materijalima. Ovi
radionuklidi sa svojim potomcima raspada, doprinose 1 unutrasnjem izlaganju kada putem
lanaca ishrane ingestijom ili inhalacijom dospijevaju u ljudski organizam i1 ozracavaju
razlicite organe alfa i beta Cesticama, kao 1 gama zraCenjem. Sirovine prirodnog porijekla, su
prirodno radioaktivni materijali (NORM - akronim od Naturally Occurring Radioactive
Materials) sa razliitim sadrzajem prirodnih radionuklida, koji su generisani razliitim
geoloskim procesima u formiranju minerala i stijena iz kojih se dobijaju gradevinski

materijali.
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2.1.3 Prirodni radioaktivni nizovi

Prirodni radionuklidi pojavljuju se kao sastavni djelovi gotovo svih prirodnih sistema. To

su prije svega radionuklidi koji su ¢lanovi tri prirodna radioaktivna niza: uran —

radijumovog (238U), uran - aktinijumovog (235U) 1 torjjumovog niza (232Th). Svi ¢lanovi ovih
nizova genetski su vezani 1 nastaju sukcesivnim raspadom prvog ¢lana niza. Uzastopnim
raspadom iz jednog elementa nastaje drugi, iz drugog treéi, itd., sve dok se ne dobije stabilan
izotop.

Uran-radijumov niz po¢inje izotopom ***U, a zavrsava se stabilnim izotopom olova 2*°Pb.
Primarni minerali urana su njegovi oksidi 1 sloZeni bezvodni oksidi koji sadrZe izomortfne
primijese titana, gvozda 1 torijuma (uranit, uranijumove smole). Sekundarni minerali
uranijuma su sulfati, karbonati, fosfati, arsenati, vanadati, molibdati, silikati uranila i

hidroksidi  uranijuma (karnotit, kofinit, autunit). Uranijuma u Zemljinoj kori ima oko

2.4-10%%[10]. Svaki prirodni uzorak urana sadrzi 99.285 % ‘U (T, =4.51-10°g),
oko 0.72 % U (T,,,=7.1-10°g) i ukoliko su prva &etiri ¢lana uranovog niza u
radiohemijskoj ravnotezi 0.0057 % 2y (T,,, =1.47-10° g ). U prirodi odnosi ovih izotopa su:

23U/280 = 0.00725, P4UABU = 5.5-107. Prosje¢na koncentracija urana u zemljistu Evrope
iznosi 2.03 mg kg! [12]. Antropogene aktivnosti kao §to su rudarstvo, nuklearna industrija i
tehnologija, sagorijevanje fosilnih goriva, fabrike fosfatnih dubriva 1 njegova upotreba u
poljoprvredi, pridonose povecanju koncentracije urana u tlima. Zbog visokog jonskog
potencijala u oksidativnim uslovima uran je mobilan.

Produkti raspada urana imaju razli¢ita hemijska svojstva i poluzivote dovoljno duge da

dozvoljavaju zna¢ajnu separaciju njegovih ¢lanova. Clanovi uranovog niza, izotop radijuma
26, . . . I . . .. o .
Ra i njegovi kratkozive¢i potomci, su od najvefeg znaCaja u procjeni zagadenja,
. 222 o ..
prvenstveno zbog pokretljivosti gasa radona ~ Rn. Zbog rastvorljivosti u vodi izotop

. 226 U s . L . .
radijuma ~~ Ra moZe biti izvor unutraSnje kontaminacije od pijace vode, posebno ako je voda
iz velikih dubina, koja sadrzi koncentracije U i1 Ra vece od prosje¢nih. U kiseloj sredini ili

vodama bogatim hloridima, radijum je veoma mobilan, dok u alkalnim ili sulfatnim vodama

mobilnost mu je znatno smanjena, zbog toga $to gradi sa anjonima CI, Br, J, NO; u vodi

. o - 2- 2- - . .
lako rastvorljive, a sa anjonima F, SO, , CO;", PO;" teSko rastvorljive soli.

U tabeli 2 prikazane su energije zracenja prirodnog uranovog niza.
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Tabela 2. Energije zracenja prirodnog uranovog niza [17].

. Glavne energije zracenja (MeV) i intenziteti*
. . Period
Radionuklid poluraspada a B /4
4.15 (23%
28 4.46810° g (25%) - -
4.19 (77%)
~0.103 (1 }
24 e ] (19%) 0.063 (3,5%)
0.191 (81%) 0.093 (4%)
2.2 )
24py . ] 9 (98%) 0.765 (0,30%)
1.001 (0,60%)
0.53 (66%) 0.10 (50%)
234py 6.7 h - 1.13 (13%) 0.70 (24%)
0.90 (70%)
472 (28% 0.053 (0,2%
B4y 2.4810° g (28%) ] (02%)
4.77 (72%)
20pn 75210%g 4.62 (24%) ] 0.068 (0,6%)
4.68 (76%) 0.142 (0,07%)
220R 1602 g 4.60 (5,5%) ] 0.186 (4%)
4.78 (94,5%)
22Rn 3.825d 5.49 (~100%) = 0.510 (0,07%)
8pg 3.05 m 6.11 (100%) 0.33 (100%) -
214py, 26.8 m - 1.03 (6%) 0.295 (19%)
0.352 (36%)
6.65 (6% 0.67 (94%
28, ¢ - (6%) (94%) )
6.70 (94%)
5.61 (100%) 3.26 (100%) 0.609 (47%)
214p; 19.7 m 1.120 (17%)
1.764 (17%)
ip, 164 ms 7.83 (100%) = 0.799 (0,014%)
2.3 (100%) 0.296 (80%)
210§ 1.32m = 0.795 (100%)
1.31 (21%)
20py, 2 3.7(1.810% %) | 0.017 (85%) 0.047 (4%)
0.064 (15%)
4.93 (60%) 1.155 (100%) -
210g; 5.02d 4.89 (34%)
4.59 (5%)
20p, 138.3d 5.30 (100%) - 0.803 (0.0011%)
206 419 m - 1.520 (100%) -
206pp, Stabilan - - -

" Intenziteti se odnose na procenat dezintegracije samog nuklida a ne roditelja ovog niza
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Torijumov niz pocinje prirodnim radioizotopom torijuma **Th sa periodom poluraspada
T,,,= (141 irO.Ol)'lO10 godina. Ostali ¢lanovi ovog niza su relativno kratkoZive¢i izotopi.
Ako ¢lanovi niza ne migriraju, radioaktivna ravnoteza se uspostavlja u periodu oko 60 godina,
Sto je vrlo kratak period u terminima geoloskih procesa. U mineralima i stenama niske
permeabilnosti, ocekuje se ravnoteza radionuklida torijumovog niza. Medutim, u thu prirodnoj
vodi, prirodnom gasu, nafti i atmosferi, razli¢iti hemijski i fizicki odnosi ¢lanova niza mogu
biti uzro¢nici neravnoteze. Izotop >*?Th jedini je izotop torijuma koji se nalazi u prirodi, tj.
njegova izotopska obilnost je 100%. U litosferi *Th je zastupljen sa 7.5-107* %, koji u

prirodi postoji u Cetvorovalentnom stanju, kao vrlo stabilan oksid ili u relativno inertnim
silikatnim mineralima. Po veli¢ini radijusa (» = 0.112 nm), hemijskom ponaSanju 1 drugim
parametrima, sliCan je ¢etvorovalentnom uranu. Njegovo geohemijsko ponasanje mnogo je
prostije od urana: sjedinujuci se sa drugim jonima Th*" daje samo jedan anjon (Th0)4'[17].
Osnovna osobenost jedinjenja *Th je njihova slaba rastvorljivost. *Th je manje pokretan
od niza radionuklida i mnogo je manji broj elemenata koji asociraju s njim nego s uranom,
zbog toga je znatno manja raznovrsnost lezista torijuma nego urana.

Clanovi ovog niza su inertni plemeniti gas 22°Rn (toron) i njegovi kratkoZive¢i produkti
.. . . 208 . . v . . .
raspada, koji se na kraju prelaze u stabilno =~ Pb. Iako je generalno manje zna¢ajan i manje

istrazen od emanacije -~ Rn, ~'Rn i njegovi produkti raspada 22Pb, 212Bi i 22 Po su nemalo
dozimetrijski znacajani na mnogim lokacijama. Ukoliko se inhaliraju u pluéa >'*Bi i 22 Po
vr§e sa svojim a-Cesticama znacajnu kontaminaciju, jer te a-Cestice imaju energije od
6.05 MeV i8.78 MeV.

Prvi ¢lan uran-aktinijumskog niz je izotop urana 235U, ¢ije je vrijeme poluraspada 7.110°
godina 1 krace je oko Sest puta od vremena poluraspada *®U. Sliéno uranovom nizu,
aktinijumov niz ukljucuje radionuklide, ¢ije je vrijeme poluraspada dosta dugo, sto dopusta
da niz bude razbijen u biosferi, gdje su geoloSki procesi relativno brzi. Neravnoteza od

gubitka pokretljivog gasa *“Rn (aktinon) vrlo je lokalna, jer njegovo kratko vrijeme

poluraspada (3,9 s), ograni€ava njegovo migraciono rastojanje. Sa stanovista radioaktivne
ekspozicije, aktinijumov niz nije znacajan. U toku geoloSkog vremena, odnos masa Purtu
se smanjuje na racun brZe raspadajuceg **U na vrijednost od 0.0073. Jedan gram prirodnog

urana sadrzi: 12 kBq 238U; 0.55 kBq Uil kBq 234U, prisutnog u raznim varijacijama [17].
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2.1.4. Radon

Radon je prirodni radioaktivni element, gas, bez boje, mirisa i ukusa. Otkrio ga je Friedrih
Ernst Dorn 1900 godine, kao emanaciju radijuma 2*Ra, kojeg je nazvao niton (od Latinske
rije¢i nitens - sjajan). Od strane Medunarodnog odbora za hemijske elemente 1923. godine,
ovaj element dobio je ime radon.

Radon je jedan od bioloski najznacajnijih radioizotopa u prirodi, jer zajedno sa svojim
produktima raspada, daje glavni doprinos ljudskoj izloZenosti prirodnim izvorima zracenja.
On je jedini prirodni radioaktivni inertni gas. Izotopi radona ?*’Rn, *°Rn i 2!°Rn, s vremenom
poluraspada od 3.825 dana, 55.6 s i 3.96 s respektivno, su srednji ¢lanovi svakog prirodnog
radioaktivnog niza. Zbog vrlo kratkog vremena poluraspada, a i zbog odnosa koncentracija
235U/%8U u prirodi, koji iznosi 0.00725, izotop >’Rn moZe se zanemariti, dok izotop **°Rn je
od manje vaznosti za izloZenost bioloskih vrsta zbog kratkog vremena poluraspada.

Zbog najduzeg vremena zivota 1 izotopske obilnosti, primarni doprinos izloZenosti
zraenju stanovnistva od prirodnih izotopa radona ima **’Rn, i pojam radon u ovoj disertaciji
odnosi¢e se na ovaj izotop. U svom lancu raspada, gasoviti radon 2?2Rn se preko
kratkoZive¢ih potomaka raspada, transformise u stabilno olovo 2°°Pb, emitujuéi 5 alfa &estica
energije do 7.7 MeV, beta zracenja energije do 2.8 MeV i fotona gama zracenja energije do
2.4 MeV.

Radon je jedini gas koji zraci alfa Cestice. Za fizicko-hemijsko ponaSanje radona i njegovih
produkata raspada, od posebne je vaznosti znati penetracionu snagu alfa Cestica emitovanih
raspadom, a takode i uzmak novonastalih jezgara. U tabeli 3 date su energije i dometi alfa
Cestica u vazduhu i vodi koje emituju izotopi ***Rn, ?*°Rn i njihovi alfa aktivni potomci.

Dometi ovih alfa Cestica u tipicnim plasticnim materijalima su sli¢ni onim u vodi.

Tabela 3. Energije i dometi o-Gestica izotopa 2**Rn, 2>°Rn i njihovih potomaka [18]

Energija o-Cestica Domet o-Cestica
Jezgro (MeV)
voda (um) vazduh (mm)

222Rn 5.49 39 4.08

218pg 6.00 44 4.67

*14po 7.69 66 6.91

220Rn 6.29 48 5.01

*16pg 6.78 41 5.67
212Po (64%) 8.78 83 8.53
212Bi (36%) 6.05 45 4.73
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Radon zbog stabilne elektronske konfiguracije daje mali broj jedinjenja. S fluorom i
fenolom moze pri odredenim uslovima (analognim kao kod ksenona) stvarati jedinjenja,
prvenstveno floride. Spoj RnF: je stabilan i nehlapljiv i stvara kompleksne soli. Takode, su

registrovani i neki hlorati radona.

Izotop radona **Rn je direktni potomak *Ra. Ukljucuje se usred njegovih kratkoziveéih
produkata raspada 218Po, 214Pb, T 214P0, ¢ija se vremena poluraspada nalaze u rasponu od
26.8 min do 164 ps, slika 3. Kao inertan gas ne ucestvuje u hemijskim reakcijama pri
normalnim uslovima s okolinim materijalima, i svaki atom 222Rn, koji je osloboden pri bilo

kojoj kombinaciji 226Ra, moze da difunduje kroz materijal u stepenu koji mu dozvoljava
njegovo vrijeme poluzivota od 3.82 dana.

a 3.82 dana
5.49 Me¥

210

o L
4 Polonijum

3.05 minuta 214 ] ® Q l;:‘,’m‘"‘" ) 20 Bi a l 531 MeV
alt.oo NaV B_ B i }' ot

Bizmut 206
N “pp]”” Pb
P b Olovo oo

Olove

STABILAN

Slika 3. Sema raspada radona >*’Rn.

Gama zraci ~'Bi i 'Pb su daleko najveca komponenta i najve¢i energetik uranovog
niza. Ova dva radioizotopa emituju skoro sve y -zrake u ovoj radioaktivnoj seriji, a doprinose
oko 1/4 od svih prirodnih zracenja koje dolaze od Zemlje [19].

DugoZive¢i produkti raspada radona: 210Pb, *%Bi i 210Po, ¢ine zadnji segment uranove
serije. Od ovih radioizotopa prisustvo 21y je najznaajnije u atmosferi, sa aspekta
izloZenosti ljudske populacije, zbog svoje radiotoksi¢nosti 1 duzine vremena poluraspada od

22.3 godine. Zbog toga se koncentracija 2!°Pb upotrebljava za datiranje recentnih aerosola.
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2.1.4.1. Radon u vazduhu

U otvoreni vazdus$ni prostor gas radon dolazi iz zemlje s gustinom fluksa koji zavisi od
njenog geoloSkog sastava, nadmorske visine zemlje, disperzije u atmosferi, Sto je sve
povezano i s meteoroloskim uslovima. Na nivoe koncentracije unutrasnjeg radona u zgradama
utiCe niz faktora, kao $to je sadrzaj radijuma u zemlji ispod zgrade, propustljivost zemlje,
karakteristike konstrukcionih gradevinskih materijala. U suterenu zgrade radon obilato ulazi
sa zemljinim vazduhom kroz pukotine i otvore u strukturi objekta, posebno podova. Radon
takode emanira iz konstrukcionih materijala zgrade, dopinose¢i povecanju nivoa izloZenosti u
stambenom i radnom prostoru [20]. Ekshaliraju¢i sa zemljine povrSine u slobodnu atmosferu,
radon se rasijava u njoj pod uticajem vertikalne konvekcije i turbulentnog mijeSanja, radi ¢ega
mu se koncentracija smanjuje sa visinom. Medutim, kada radon dospije u zatvoreni prostor,
mogu da se ostvare njegove velike koncentracije. Istrazivanja pokazuju da su osnovni izvori
radona u zgradama tlo ispod zgrada i gradevinski materijali. Zbog specifi¢nosti stambene
gradnje i geoloske podloge, u SAD (gdje je problem radona najtemeljnije istrazen) tlo se
ispod zgrada smatra osnovnim uzrokom povecanih koncentracija radona u zgradama.

U mnogobrojnim istrazivanjima, otkriveno je da neki radni i boraviSni prostori u brojnim
zemljama svijeta imaju visoke nivoe prirodnog zracenja, pri ¢emu se ti nivoi prvenstveno
odnose na koncentracije radioaktivhog gasa radona. Koncentracija aktivnosti radona u
zatvorenim prostorima moZe varirati od nekoliko Bg/m® do vise od 10° Bg/m®. Uobicajene
koncentracije radona u zatvorenom prostoru u vec¢ini evropskih drzava nalaze se izmedu 20 i
80 Bg/m’. U vazduhu u normalnim uslovima, koncentracija >Rn obi¢no se nalazi u rasponu
od 10 - 20 Bg/m?®, dok u nekim oblastima moZe iznositi i preko 100 Bq/m?. U zavisnosti od
vrste gradevinskih materijala, izlozenost radijaciji u zatvorenom radnom i boraviSnom
prostoru, moze biti i do hiljadu puta veca nego u otvorenom prostoru, prvenstveno zbog
ekshalacije radioaktivnog gasa radona iz gradevinskog materijala i slabe ventilacije. Za
zemlje Clanice EU, prema Direktivi Vije¢a 2013/59/Euratom od 5. decembra 2013 godine,
utvrdeno je da referentna prosje¢na godi$nja koncentracija aktivnosti radona u zatvorenim
prostorima (stambenim prostorima te prostorima zgrada javne namjene), ne smije biti veca od
300 Bq/m’[21].

Generisanje radona, njegov transport i prodiranje, su veoma kompleksni procesi. Radon do
atmosfere dospijeva difuzijom kroz sistem pora 1 Supljina u tlu. Za datu koncentraciju radona
u zemljiStu, koncentracija ovog gasa koja emanira u atmosferu zavisi od propustljivosti
zemljiSta, vlaznosti 1 meteoroloSkih parametara (temperature zemljiSta 1 vazduha,
atmosferskog pritiska, brzine vjetra 1 pravca duvanja). Zbog relativno dugog vremena
poluraspada (3.82 dana), radon moZe da boravi relativno dugo u atmosferi prije nego se
raspadne. Na taj nacin on ucestvuje u turbulentnom prenosu kroz atmosferu i moze da dospije
1 do njenih visih slojeva i da prede velika rastojanja. Iz tog razloga je pouzdanost detekcije

njegovog mjesta generisanja sloZzen nauc¢ni problem.
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Produkti raspada radona su u vecini sluCajeva pozitivno naelektrisani joni, do 85 %, i
hemijski su aktivni. Oni interaguju sa negativnim jonima prisutnim u atmosferi i u procesu
izmjene naelektrisanja dolazi do njihovog pripajanja prirodnim aerosolima [9]. Tako nastaju
prirodno radioaktivni aerosoli. Povisena relativna vlaznost vazduha stvara povoljne uslove za
pojacanu kondezaciju vodene pare i sorpciju radioaktivnih produkata raspada emanacije na
Cesticama vodene pare. Nastali aktivni aerosoli pod dejstvom gravitacionih sila taloze se na

povrsini zemlje, gdje se zadrzavaju na rastinju, i lagano prodiru u unutrasnjost tla.

2.1.4.2. Radon u zemlji

ZemljiSte predstavlja najpovrSniji sloj Zemljine kore u kome se neprekidno odvijaju
dinamicki procesi pod uticajem klimatskih, bioloSkih, fizicko-hemijskih faktora i ljudskih
aktivnosti. Sastav i1 struktura tla definiSu njegovu poroznost 1 mo¢ apsorpcije za razlicite
radioaktivne elemente [22]. Difizija radona unutar matrice tla znac¢ajno zavisi od ovih faktora.
Za odredeni hemijski sastav tla 1 i pri odredenoj konfiguraciji puteva unutar tla, radon moze
da difunduje prije nego $to se raspadne u metalni 2'%Po, koji ostaje skoro kompletno
nepokretan u tlu. Ako je zemlja propustljiva, poput pjescara, gas radon stvoren u stijenama,
lako se transportuje navise kroz zemlju.

Prisustvo podzemne vode, vlazna glina ili druga nepropustljiva zemlja, su sredine koje
manje ili viSe spreCavaju ekshalaciju radona iz tla. Glavni putevi izlaska radona s mjesta
generisanja, su zone pukotina i fraktura slojeva, preko kojih se gas radon efektivno
transportuje navise. Radon se sa zemljinim vazduhom uvla¢i u kucéu usljed postojanja
gradijenata temperature i pritiska. U velikom broju sistematskih istrazivanja migracije radona,
ustanovljeno je da je koncentracija radona u vazduhu uglavnom odredena brzinom priticanja
radona iz tla. IstraZivanja su pokazala povecanje nivoa koncentracije radona u prizemnom
unutrasnjim prostoru, u odnosu na nivoe u visespratnim stambenim zgradama. Razlog je

neposredan kontakt prizemnih prostora sa tlom.

2.1.4.3. Radon u vodi

Hemijski sastav voda formira se kao rezultat uzajamnog dejstva vode 1 materije u
Zemljinoj kori. U procesu nastanka, postojanja 1 obnavljanja vodenih tokova (posebno
podzemnih voda), veliku ulogu imaju porijeklo kompleksa stijena, njihova hidrogeoloska
struktura 1 mineroloSki sastav, kao i1 geohemijski i mikrobioloski uslovi. Prodiranjem kroz
odredene tipove stijena heterogenog sastava (magmatske, sedimentne, metamorfne) i
rastvorljivosti, ili kroz druge terene, voda ih rastvara i nosi sa sobom, i na taj nacin dobijaju
karakteristicne fizicko-hemijske osobine [22].

Prirodni radionuklidi nalaze se u vodi od njenog postanka. Njihova koncentracija u vodi

zavisi od izotopske oblinosti u materijalima s kojima voda ima direktan kontakt, kao 1 od
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njihovih fizi¢ko-hemijskih osobina, prvenstveno od topivosti u vodi. Primarni prirodni
radionuklidi: uran, radijum i radon su topivi u vodi, §to je od posebne vaznosti za izlozenost
stanovnistva zra¢enju. Topljivost gasa radona naglo se smanjuje s povecanjem temperature.
Radon otopljen u vodi, moze pod odredenim uslovima ekshalirati iz nje u slobodan vazduh, s
tendencijom koncentrisanja u zatvorenom prostoru.

Podzemne vode obi¢no sadrze vece koncentracije radona od povrSinskih voda. Podzemne
vode koje Cesto prolaze kroz stijene bogate prirodnim uranom i njegovim produktima raspada.
Pri radioaktivnom raspadu *?°Ra, uzmaklo jezgro radona se otpusta u vodu i zato podzemne
vode mogu sadrzati znacajne koncentracije radona. Iz tog razloga znaCajan doprinos
izloZenosti radonu i njegovim produktima raspada dolazi od ingestije vode za piCe iz
podzemnih izvora. Rastvorljivost radona u podzemnim vodama doprinosi transportu radona iz
tla na povrSinu zemlje, a samim tim ima znacajan udio na nivoe prirodnog fona. Procjena
porasta koncentracije radona u stanovima ili ku¢ama, kao posljedica koriStenja vode koja
sadrzi rastvoren radon je sloZzen problem. Razlog tome je rastvorljivost radona u vodi, ukupna
potro$nja vode u objektima, veliCina objekta 1 jaCina ventilacije, slika 4. Procijenjeno je da
koncentracija radona od 1000 Bg/L u vodi za pice koja se ispusta iz slavine ili pri tuSiranju, u

prosjeku povecéava koncentraciju radona za 100 Bg/m® u zatvorenom prostoru [23].
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Slika 4. Topivost plemenitih gasova u vodi na tjelesnoj temperaturi,
prikazana kao funkcija atomske mase [24].

Atomi radona koji su prisutni u vodi, s molekulima vode pod dejstvom Van der Walsovih
sila stvaraju metastabilne strukture, tzv. klatrati (Rn-6H20). U njima je atom radona

polarizovan zbog djelovanja velikog elektricnog dipolnog momenta molekula vode
(p=6.2-10"°Cm), koji stvaraju jaka elektri¢na polja na medumolekularnim rastojanjima

(r =0.1nm) . U mastima rastvorljivost radona je sto puta ve¢a nego u krvi, a rastvorljivost u
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krvi Cetiri puta veca nego u vodi. Ova osobina je od velikog uticaja na biolosko djelovanje
radona. Radon rastvoren u vodi pri kljucanju izlazi iz nje, a pri viSim pH - vrijednostima
pojacano se destabilizuju i razaraju klatrati, ¢ime se radon vraca u gasovitu fazu [24].

Atomi radona mogu da se kre¢u duz pora u zemljistu putem difuzije (znaci nije neophodno
da se i voda kre¢e u porama). S povecanjem poroznosti zemljista difuzija se povecava, a
drasti¢no opada sa povecanjem vlaznosti tla. Prosje¢na duzina koju radon prelazi difuzijom u
suvom zemljiStu iznosi 1.6 - 1.9 m, dok u zemlji§tu sa vodom u porama iznosi 0.01 m [25].
Koeficijent difuzije radona takode zavisi i od temperature, ima vrijednost oko 0.3 u
temperaturnom opsegu od 10°C do 30°C, a na 0°C ima maksimalnu vrijednost od 0.5, a

izracunava na osnovu sljedece relacije:

k =0.106+0.405 ¢ 0052 (1)

gdje je k - koeficijent difuzije radona, ¢ - temperatura vode. Zavisnost koeficijenta difuzije
radona od temperature prikazana je na slici 5.
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Slika 5. Zavisnost koeficijenta difuzije radona od temperature [26].

Nivoi radona u vodi odredeni su sadrZzajem radijuma u stijenama i1 hidrogeoloskim
uslovima kretanja vode. 1z tog razloga, sadrzaj radona u prirodnim vodama je razli¢it i varira
u Sirokim granicama. U obi¢nim pitkim i rje¢nim vodama, prosjecna koncentracija aktivnosti

radona iznosi 3.7-10°Bg/m’, a u morskoj vodi 1.1-10°Bg/m’, dok u podzenim vodama

nalazi se u intervalu od (3.7-370)-10° Bg/m®. Visoko radonske vode formiraju se u
naslagama travertina obogacenih radijumom, ili u raznim uransko-radijumskim kristalastim
stijenama. Koncentracije radona u vodi bogatoj radonom mogu biti razli¢ite i nalaze se u
opsegu od 185Bq/L (nisko koncentrovane radonske vode), do preko 3,000 Bg/L (visoko

koncentrovane radonske vode) [27].
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Posljednjih godina sve je viSe naucnih aktivnosti, koja se sprovode u cilju sagledavanja
nivoa ozracivanja ljudi radonom i njegovim potomcima raspada, sadrzanim u vodama
banjskih centara [27]. To se prvenstveno odnosi na vodu koja se koristi u bazenima za
kupanje, kao i kadama i kupatilima za inhalaciju. Doza ozraCivanja organizma od
radionuklida unijetih vodom za piée zavisi od njihove koli¢ine u vodi, metabolizma i kinetike
u organizmu. Kada se radi o vodi koja se koristi za kupanje i terapiju, najvec¢i doprinos dolazi
od inhalacije radona. Ispitivanja 1 istrazivanja sadrzaja radona u vodi, od zdravstvenog su
znacaja kako za posjetioce 1 pacijente banjskih centara, tako 1 za stru¢no osoblje

Referentni nivo koncentracija aktivnosti radona u vodi je 100 Bg/L, dok Akcioni nivo za
smanjenje koncentracije radona u vodi iznosi 1000 Bq/L [28]. Odlukom Evropske Komisije iz
2001. godine, godiSnja efektivna doza kojoj pojedinac moze biti izlozen od radona u vodi, ne

bi trebalo da prelazi iznos od 1 mSv.

2.1.5. Radioaktivna kontaminacija biljaka

Radioaktivna kontaminacija biljaka nastaje kada radionuklidi iz vazduha, zemlje ili vode
dospijevaju na povrSinu nadzemnih djelova biljaka (liS¢e, stablo, cvijet) i unose se u

organizam biljke. Put unosa radionuklida u biljke moze biti trojak:

» Preko lis¢a (folijarna kontaminacija)
» Preko korijena (radikularna kontaminacija)

» Preko cvijeta (floralna kontaminacija)

Bez obzira na porijeklo i1 nacine na koje su radioaktivne supstancije dospjele u Zivotnu
sredinu, one u vecoj ili manjoj mjeri ugrozavaju cjelokupni biljni svijet. Stepen radioaktivne
kontaminacije biljaka zavisi od viSe faktora, od kojih su najznacajniji: nivoi aktivnosti
prisutnih radionuklida, fizicko-hemijske osobine medija u kojima se biljke nalaze,
morfolosko-fizioloSke karakteristike biljaka 1 mineralni metabolizam pojedinih biljnih vrsta.

Nacin na koji se neki radionuklid rasporeduje na razliCite frakcije zemljista, odreduje i
koliko ¢e dugo taj radionuklid ostati na mjestu depozicije i koliko ¢e dugo biti na
raspolaganju biljkama. Svakako da postoji jo§ niz faktora koji u vecoj ili manjoj mjeri
odreduju vrijeme zadrZavanja radionuklida u onoj frakciji zemljiSta koja je bitna za odredenu
biljnu kulturu.

Za radionuklide prisutne u kopnenom ekosistemu, informacije o njithovoj migraciji u tlu su
od posebne vaznosti, obzirom da taj proces kontroliSe njihovo dugoro¢no ponaSanje u
zivotnoj sredini, njihovu usvajanje florom i1 faunom preko lanca hrane, ali i njihov potencijal
za oneciS¢enje podzemnih voda. Intenzitet migracije radionuklida u tlu uslovljen je raznim
procesima: transportom zbog infiltracije vode (konvektivni transport), prijenos koloidnih i
fino dispergovanih cCestica (proces difuzije), migracija duz korijenskog sistema biljaka [29].

Apsorpcija radionuklida preko korijena zavisi od velikog broja faktora, medu kojima su
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najznacajniji: njihova koncentracija u zemljistu i vodi, fizicko-hemijske osobine radionuklida,
karakteriskike tla i anatomsko-fiziolosko odlike biljaka.

Zbog inherentne slozenosti i prostorne varijabilnosti sistema tlo - biljka, tesko je
pouzdano procijeniti transfer radionuklida iz tla u vegetaciju. Parametar koji se obi¢no koristi
za procjenu uticaja prisustva radionuklida u zivotnoj sredini je transfer faktor (7F), koji
predstavlja odnos specifi¢nih aktivnosti radionuklida u tlu i biljkama [30]:

TF = ﬁ _ aktivnost ubijkama (Bq kg 'suhe mase) 2)
A, aktivnost u thu (Bq kg 'suhe mase)
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Slika 6. Pojednostavljeni dijagram prijenosa radionuklida na ¢ovjeka kroz lanac ishrane.

Faktor transfera (TF) daje iznos akumulacije radionuklida iz tla u biljke, 1 koristi se kao
mjera prijenosa radionuklida u lanac hrane. Cinioci koji mogu uticati na vrijednosti TF su:
karakteristike tla, klimatski uslovi, vrsta biljaka, fizi€¢ko-hemijski oblik radionuklida, kao i
prisustvo raznih hemijskih elemenata koji usporavaju transportne procese [31].

Vertikalna migracija radionuklida u tlu ima direktan uticaj na nivoe izloZenosti
spoljasnjem zracenju, pri ¢emu, koncentracija i raspodjela radioaktivnih elemenata u zoni
korijena biljaka, dominantno uti¢e na prijenos radioaktivnnih materija u prehrambeni lanac iz

tla do biljaka. Cinioci koji odreduju varijacije koncentacija radinklida s dubinom u profilu tla
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su: intenzitet kiSe, pH, sadrzaj organskih materija, sadrzaj vlage u tlu, struktura tla, brzina
infiltracije, sorpcijska svojstva odredenog radionuklida. Biodostupnost kontaminanata iz tla,
znacajno se razlikuje izmedu razlicitih biljnih vrsta i kao i godiSnjih doba [32, 33].

Unutrasnja raspodjela radionuklida u pojedinim djelovima biljaka, takode zavisi od puteva
unos$enja i stepena mobilnosti pojedinih radionuklida.

Bosna i Hercegovina mora se mnogo agilnije ukljuciti u evropske projekte i aktivnosti u
oblasti biomonitoringa radioaktivnosti Zivotne sredine, da bi se ova oblast uredila u skladu sa
medunarodnim preporukama posebno u domenu metodologije rada 1 obrade rezulatata, i ti

rezultati mogli biti dio jedinstvene evropske mreze monitoringa.

2.2. Veli¢ine i jedinice u dozimetriji zracenja

Dozimetrija jonizirajueg zra¢enja obuhvata skup instrumentalnih i teorijskih metoda za
mjerenje 1 proracun doze joniziraju¢eg zracenja. Sustina dozimetrije je procjena energije koju
joniziraju¢e zraCenje preda sredini, s obzirom da su efekti zracenja proporcionalni dijelu
energije zracenja, koji je apsorbovan u datom materijalu. Samo ona energija koju je zracenje
predalo materiji uzrokuje niz pojava u materiji i mijenja njena svojstva.

Predana energija defnisana je kao razlika ulazne energije E, iizlazne energije E; zracenja
koje prolazi nekim tijelom

E,=E,~E, (3)

Doza jonizujuéeg zracenja oznacava predatu energiju jonizirajueg zracenja odredenoj
masi materije. Jonizirajuce zraenje prolaze¢i kroz materiju sudara se s atomima te materije i
predaje im svoju energiju, Sto za posljedicu ima jonizaciju ili ekscitaciju atoma, odnosno
molekula. Usljed interakcije s atomima materijala jonizirajuée zracenje gubi dio svoje
energije predajuci je materijalu stvarajuci radijacione efekte. Dejstvo jonizirajueg zraCenja
na odredenu sredinu zavisi od energije koja se apsorbuje u toma materijalu, vrste zracenja,

vrste apsorbenata, vremena izlaganja, itd.

2.2.1. Apsorbovana doza

Energija predata ozracenoj materiji je osnovni pokazatelj u€inka zraCenja, pa je polazna
dozimetrijska veli¢ina apsorbovana doza. Apsorbovana doza je osnovna fizicka kvantitativna
veli¢ina u radijacionoj dozimetriji, a predstavlja dio energije koji apsorbuje jedinica mase

ozracenog materijala od jonizujuceg zracenja kojem je izloZeno, tj.
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dE,
dm

D =

4

Apsorbovana doza je nestohasticka veli¢ina koja je primjenjiva kako za direktno, tako i
indirektno jonizirajuée zracenje, a manifestuje se u vidu jonizacija, ekscitacija, hemijskih
promjena i generisanju toplote u materijalima koji su izlozeni zracenju [34]. Kod indirektnog
jonizirajuéeg zracenja energija se predaje materiji u dva koraka. U prvom koraku zracenje
predaje energiju naelektrisanim sekundarnim Cesticama — elektronima, $to se opisuje kermom,
dok u drugom koraku naelektrisane Cestice predaju dio svoje kineticke energije izlozenoj
masi, Sto opisuje apsorbovana doza. Jedinica za apsorbovanu dozu u SI sistemu jedinica je

dzul po kilogramu (J/kg) 1 koja je dobila ime grej (Gy), po Louisu Haroldu Grayu:

J
1Gy=— 5
y kg )
Stara vansistemska jedinica za apsorbovanu dozu je 1rad=10 Gy, odnosno,
1Gy=100 rad (Radiation Absorbed Dose).
Integralna apsorbovana doza predstavlja ukupnu energiju zracenja predatu cjelokupnoj
ozracenoj materiji mase m:

D.=mD (6)

1

Jedinica za integralnu apsorbovanu dozu zracenja je 1J.

2.2.2. Brzina (ja¢ina) apsorbovane doze

Efekti joniziraju¢eg zracenja zavise ne samo od veli¢ine apsorbovane doze ve¢ i od
vremena izlaganja zra¢enju. Ova Cinjenica je od posebnog znacaja za bioloske sisteme.
Ukoliko dvije jedinke apsorbuju istu dozu zracenja, ali u razli¢itim vremenskim intervalima,
posljedice ¢e biti razlicite. [z tog razloga uvedena je brzina (ili ja¢ina) apsorbovane doze, koja
je brojno jednaka apsorbovanoj dozi u jedinici vremena:

p_dp
dr

(7

Apsorbovana doza se moZe myjeriti na viSe nacina, no u praksi se informacija o
apsorbovanoj dozi dobiva poznavanjem ili odredivanjem ekspozicije. Radi ilustracije, brzina
apsorbovane doze moze se uporediti sa intoksikacijom alkoholom. Vecu koli¢inu alkohola
koja se konzumira tokom dugog vremena (npr. 1 L zZestokog pica u toku jedne godine) zdrava
jetra ¢e bez vecih Stetnih efekata razgraditi, dok, ako se konzumira ista koli¢ina alkohola u

kratkom vremenu (npr. 1 L Zestokog pi¢a u toku 1h) Stetni efekat ¢e biti neuporedivo veci.
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Pojam jacina doze ili brzine doze ne treba mijesati sa pojmom jafine jonizujuéeg zraCenja.
JaCina doze predstavlja energiju zraCenja koja ostaje u ozracenoj materiji, dok jacina ili
intezitet zraCenja predstavlja energiju tog zracenja koje padne na jedinicu povrsine ozracenog
materijala u jedinici vremena. Jedinica za jaCinu apsorbovane doze je Grej u sekundi (Gy/s ),
ili vat po kilogramu (Gy/s = J kg''s'= W/kg).

2.2.3. Kerma

Ova dozimetrijska veli¢ina definiSe se kao suma pocetnih kinetickih energija naelektrisanih
Cestica koje su oslobodene prilikom djelovanja joniziraju¢eg zraenja nenaelektrisanih Cestica
(fotoni i neutroni) u masi dm odredenog materijala [35].

Kerma je skracenica engleskih rijeci Kinetic Energy Released in Medium (slovo a je tu zbog

fonetskih razloga). Po definiciji vrijedi:

dE,
dm

K= (8)

Energija fotona se na elektrone prenosi na dva nacina: preko kolizionih interakcija (meki i
tvrdi sudari) i preko radijativnih interakcija (bremsstrahlung i anihilacija elektron-pozitron),
Zato je se ukupna kerma sastoji od dvije komponente: jonizacione (kolizione) kerme (Kcor), 1
radijativne kerme(Kiaq). Jonizaciona kerma, Ko, je dio kerme odgovoran za proizvodnju
elektrona koji svoju energiju oslobadaju u materijalu u vidu jonizacije, Sto je rezultat
Coulombovih interakcija sa elektronima u omotacu atoma. Radijativna kerma, Krd, je dio
kerme odgovoran za proizvodnju sekundarnih fotona koji u najve¢em broju slucajeva nastaju
kada se elektroni usporavaju u materijalu (bremsstrahlung). Jedinica za kermu je dzul po

kilogramu (J/kg), odnosno grej (Gy).

2.2.4. Doza ekspozicije (ekspoziciona doza)

Primarni jonski parovi, elektroni 1 pozitivni joni, stvaraju se usljed interakcije
Jjonizirajuéeg zracenja s atomima ozra¢enog materijala. Sekundarni jonski parovi se generiSu
kada primarni jonski parovi oslobode svoju energiju, jonizirajuéi druge atome materijala.
Ukupan broj proizvedenih jonskih parova proporcionalan je s energijom koju zracenje predaje
materijalu. Koncept radijacione ekspozicije bazira se na pretpostavci da je apsorbent vazduh, 1
doza izlaganja (ili ekspoziciona doza) odnosi se samo na gama (y) ili rendgensko (X)-
zraCenje 1 ostalo fotonsko zracenje energije manje od 3 MeV, jer za energije fotona vece od
3 MeV teze je odrediti koliko se sekundarnih jonskih parova proizvelo van posmatrane

zapremine. Ako je dQ ukupano naelektrisanje, pozitivano i negativano, koje je oslobodeno
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tokom djelovanja X ili y-zraka na malu zapreminu vazduha mase dm, tada je ekspoziciona

doza X, u toj zapremini jednaka:

x =42 9)

dm

Jedinica za ekspozicionu dozu je C/kg. 1C/kg je ona koli¢ina X ili gama zracenja koja ¢e u
lkg materije (vazduhu) stvoriti jone ukupnog naelektrisanja od 1 kulona. Stara jedinica za
ekspozicionu dozu je rendgen, 1R =2.58 - 10* C/kg, ili, 1C/kg = 3876 R.

2.2.5. Brzina (snaga) doze ekspozicije (ili brzina ekspozicije)

Za dozimetriju joniziraju¢eg zracenja, veoma je vazno da se 1 ekspoziciona doza stavi u
odnos s vremenom ozrac¢ivanja (eksponiranja ili izlaganja). Brzina doze izlaganja ili brzina

ekspozicije, predstavlja ekspoziciju u jedinici vremena:

_ax
dt

X (10)

Jedinica za brzinu ekspozicije u SI sistemu jedinica je: (C/kg)/s = C/(kg s) = A/kg
2.2.6. Linearni transfer energije (LET)

Ako je zrafenje apsorbovano u bioloskoj materiji, jonizacije i eksitacije koje se pri tom
pojavljuju nisu distribuirane nasumic¢no, ve¢ su lokalizovane duz tragova pojedinacnih
naelektrisanih Cestica po modelu koji zavisi od tipa posmatranog dejstvujuc¢eg zracenja. U
zastiti od zracenja fizicka veliina koja je korisna za definisanje kvaliteta snopa jonizirajuceg
zracenja je linerni transfer energije (LET- Linear Energy Transfer). Linearni transfer energije
je energija koja se predaje po jedinici duzine traga. LET je kvantitativni izraz za gustinu
jonizacije, i predstavlja gubitak energije duz jedinice putanje posmatrane cestice.

Mozda je najosnovniji koncept u radijacijskoj dozimetriji distribucija doze s gubitkom
energije, zvana LET distribucija. Ovo se odnosi na koli¢inu energije prenesene na ozracenu
materiju po jedinici duzine duz Cestine staze. Eksperimenti su naime pokazali, da je koli¢ina
energije lokalno apsorbovana po jedinici duZine, od primarne vaznosti za bioloska oStecenja.
Stoga je predloZzeno da se raspodjela energije predane tkivu, duz traga Cestice, izrazi u
predanoj energiji po jedinici duZine, a ne u broju parova jona po jedinici duZine traga. To
stanoviSte je opravdano iz razloga $to je broj jona nastao prolazom naelektrisane Cestice kroz
¢vrste ili tekuée materije vrlo nesiguran i moze se znatno razlikovati od onog u gasovima.

Specijalna jedinica koja se obi¢no koristi za LET je kiloelektron volt po mikrometru
(keV/pum). Medunarodna komisija za radioloSke jedinice (Internacional Commission of

Radiological Units) je 1962. godine definisala ovu veli¢inu na sljede¢i nacin: Linearni transfer
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energije (L) naelektrisane Cestice u mediju je odnos dE/d/, gdje je dE srednja energija predana

mediju od naelektrisane Cestice specifi¢ne energije koja prelazi udaljenost d/.

Tipicne vrijednosti LET za zracenja koja se Cesto koriste date su u tabeli 4.

Tabela 4. Tipicne vrijednosti LET [36].

Vrste zradenja LET (keV/pm)

150 MeV protoni 0.3

%0Co gama-zraci 0.2

250 keV X-zraci 2

’H beta (0.6 keV) 5.5

32P beta (0.6 keV) 0.25

2.5 MeV neutron 20

10 MeV proton 4.7

210pg alfa (5.3 MeV) 190
Produkti fisije 4000-9000

Tipicne LET vrijednosti za y-zrake, X-zrake i a-Cestice u vodi su nekoliko desetina 1
nekoliko stotina keV/um, respektivno. Razlog zasto X-zrake imaju visi LET od y-zraka je taj

da oni proizvode sekundarne elektrone s nizom energijom koji imaju visi LET

2.2.7. Relativna bioloska efikasnost (RBE)

Jednake doze razli¢itih tipova zracenja ne proizvode jednake bioloske efekte. Jedan grej
neutrona proizvodi veci bioloski efekat nego jedan grej X- zraka. Klju¢ za razlikovanje lezi u
modelu deponovanja energije na mikroskopskom nivou. Za poredenje razliCitih zracenja
obi¢no se koriste X-zraci kao standard. Definicija relativne bioloSke efikasnosti je data u
sljede¢em obliku: RBE nekog testnog zracenja (R) uporedenog s X- zracima definisana je kao
odnos Daso/Dr gdje su Daso i Dr doze X- zraka i testnog zracenja, respektivno, koje proizvode
isti bioloski efekat.

Da bi izmjerili RBE nekih testnih zracenja prvo treba odabrati bioloski sistem u kojem se
efekt zracenja moZe zabiljeziti kvantitativno. Radi ilustracije jednog ovakvog procesa
posluzice sljedeci specifiCan primjer: mjerenje RBE brzih neutrona, koji se poredi sa 250 kV

X-zracima, posmatrajuci letalnost biljki koje su zasadene u testni sistem.

2.2.8. Ekvivalentna doza

Apsorbovana doza je osnovna veli¢ina fizicke dozimetrije ali nije u potpunosti dovoljna za
svrhe radijacione zastite, zato Sto efekat djelovanja na bioloSke sisteme nije isti od razli¢itih

tipova joniziraju¢ih zraCenja. Da bi se procijenio uc¢inak zracenja s obzirom na razne
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okolnosti, apsorbovana doza se koriguje tzv. faktorima modifikacije. U¢inak raznih vrsta i
energija zracenja usporeduje se s uc¢inkom nekog referentnog zracenja, onog za koje su ti
ucinci najbolje poznati. Obi¢no se bioloska djelotvornost nekog zracenja uporeduje prema
referentnom rendgenskom zracenju proizvedenom uz napon od 200 kV [37].

Faktor kvalitete zracenja ili tezinski faktor wg je jedan od faktora modikacije. Tako
izraCunata doza naziva se ekvivalentna doza zraenja Hrz, koja se dobija tako $to se prosjecna

apsorbovana doza (Drr) od zracenja R u tkivu ili organu 7, pomnozi sa faktorom we:

Hpg = Wg Drg (11)

Tako se dobija nova dozimetrijska veli€ina, ekvivalentna doza joniziraju¢eg zracenja, koja
najbolje pokazuje ucinak zracenja 1 za praksu je najvaZznija dozimetrijska veli¢ina [38].
Parametar wr je radijacioni teZinski faktor, odreden relativnom bioloSkom efektivnoSéu
zraCenja, koja je specificirana odnosom apsorbovanih doza jonizirajueg zraCenja R i
fotonskog zracenja odgovarajuce energije, koje proizvodi iste bioloSke efekte.

Kada je radijaciono polje komponovano od viSe vrsta zraCenja sa razli¢itim radijacionim

tezinskim faktorima wg, ekvivalentna doza je zbir ekvivalentnih doza pojedinih vrsta zracenja:
Hy =Y wp Dy (12)
R

Tabela 5. Radijacioni teZinski faktori zracenja R [39].

Vrsta 1 energetski opseg zracenja Radijacioni tezinski faktor wg
Fotoni, svih energija 1
Elektroni i mioni svih energija 1
Neutroni energija :
<10 keV 5
10 - 100 keV 10
100 keV- 2 MeV 20
2-20 MeV 10
> 20 MeV 5
Protoni > 2 MeV 5
Alfa Cestice, fisioni fragmenti, teSka jezgra 20

Jedinica za ekvivalentnu dozu u SI sistemu je dzul po kilogramu (J/kg) i1 dobila je ime
sivert (Sv). Treba naglasiti da su i grej 1 sivert samo posebni nazivi za dzul po kilogramu. Na
taj nacin se ve¢ iz naziva jedinica, grej ili sivert, jasno zna da li je to apsorbovana ili
preracunata ekvivalentna doza. Apsorbovana doza od 1 Gy od alfa cestica, dovest ¢e do
ekvivalentne doze od 20 Sv. Sivert se koristi da istakne ¢injenicu da ¢e, na primjer, 1Gy
apsorbovanih alfa Cestica, izazvati 20 puta veci bioloski efekat od 1Gy fotona X zracenja.
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2.2.9. Efektivna doza

Efekti oSte¢enja zbog ekvivalentne doze se razlikuju za razlicite organe ili tkiva. Zbog toga

se ekvivalentna doza za svaki organ i tkivo mnozi sa tkivnim tezinskim faktorom (wr):

Hpy=Y wpHp ili  Hp=> wg > wDpp (13)
T R T

Ovako uvedena dozimetrijska veli¢ina naziva se efektivna doza, koja je jednaka zbiru

proizvoda ekvivalentne doze u tkivu ili organu i odgovarajueg tkivnog tezinskog faktora

(wr). Ova sumacija se vrsi za sva tkiva i organe za koje se smatra da su osjetljivi na indukciju

stohastiCkih efekata zracenja. Vrijednosti wr predstavljaju udio individualnog organa ili tkiva

u ukupnoj Stetnosti stohastickih efekata (tabela 6).

Tabela 6. Tezinski faktori osjetljivosti za razliCita tkiva.

TKivni tezinski faktori

gant ICRP 26 ICRP 60 ICRP 103

1977[41] 1990 [40] 2007 [39]
Gonade 0.25 0.20 0.08
Kostana srz (crvena) 0.12 0.12 0.13
Debelo crijevo - 0.12 0.19
Pluca 0.12 0.12 0.16
Zeludac - 0.12 0.12
Dojke 0.15 0.05 0.12
Jednjak - 0.05 0.04
Jetra - 0.05 0.04
Stitnjaca 0.03 0.05 0,04
Povrsina kosti 0.03 0.01 0.01
Mozak - - 0.01
Koza - 0.01 0.01
Pljuvacna zlijezda - - 0.01
Ostali organi’ 0.30 0.05 0.12
Ukupno 1.00 1.00 1.00

Prema najnovijem Izvjestaju ICRP-a u ostale organe se ubrajaju: nadbubreZne Zlijezde,
7zucna kesa, srce, bubrezi, limfni ¢vorovi, misi¢i, sluznica, gusteraca, prostata (cf), tanko
crijevo, slezena, timus, materica/cerviks. Tezinski faktor (wr) uzima u obzir radiosenzitivnost
organa ili tkiva, odnosno opisuje dio Stetnosti od stohastickih efekata, koji rezultuju iz
izlaganja joniziraju¢em zracenju (indukovanje kancera ili genetskih defekata).

Iz gornje tabele 3 se vidi, da je u najnovijem IzvjeStaju ICRP umanjen znacaj gonada kao

radiosenzitivnog organa, gdje je teZinski faktor smanjen sa 0.20 na samo 0.08. Dojke su
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na 0.12. Implikacije ove promjene mogu znaciti i promjenu lokalnih pravila zastite pacijenata
na radioloskim institucijama. Bitnije je Stititi dojke (posebno kod djevojaka u razvoju) u toku
snimanja, nego gonade, $to je bila dosadasnja praksa. Isto tako, u najnovijem izvjestaju medu
radiologiji, kao i sagledavanju uticaja kratkozive¢ih produkata raspada radona, koji se
dezintegriSu u regionu usne Supljine.

Isto kao 1 za ekvivalentnu dozu, jedinica za efektivhu dozu u medunarodnom SI sistemu
jedinica je dzul po kilogramu (J/kg), koja se naziva sivert (Sv).
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3. BIOLOSKI EFEKTI JONIZIRAJUCIH ZRACENJA

Ubrzo nakon otkriéa X zracenja i prirodne radioaktivnosti, postalo je evidentno da
izlaganje radijaciji dovodi do indukcije negativnih efekta na ljudima. Medu prvima koji su
upozorili na $tetno dejstvo novootkrivenog zracenja, bili su Thomas Edison, William Morton i
Nikola Tesla, ukazujuéi na iritacije o¢iju, koje su se javljale pri eksperimentima s X-zracima i
fluorescentnim supstancama. Nikola Tesla ve¢ u junu 1896. godine preporucuje da se
“eksperimentatori ne bi trebali previse priblizavati rendgenskoj cijevi” [42]. U novembru
1896. godine, Elihu Thompson, americki fizicar, trazio je da se verifikuje postojanje veze
izmedu X zraka 1 ozljeda. IzloZio je svoj mali prst lijeve ruke snopu X zraka i opisao znakove
1 simptome ozljede: bol, oticanje, krutost, crvenilo i osipanje prsta, Sto je ocCigledno bilo
povezano s izlaganjem zraCenju. Henri Becquerel je 1898. godine, takode imao problema s
izvorom jonizirajuéeg zracCenja, radijumom, kojeg su mu dali Curievi. Ovaj radioaktivni
element kojeg je nosio u dzepu prsluka za vrijeme svojih putovanja 1 predavanja,
prouzrokovao mu je izrazenu koznu eritemu [43]. Pocetkom proslog vijeka, osoblje koji je
radilo uz rendgenske cijevi, kao i prvi njihovi pacijenti, masovno su umirali od karcinoma
kostiju 1 anemicne aplazije.

Siri efekati $tetnog dejstva jonizirajuéeg zra¢enja dosli su do velikog izrazaja poslije prve
eksplozije atomskih bombi 1945. godine, koje su bacene na HiroSimu i1 Nagasaki. Prva
atomska bomba od visoko obogacenog urana, "Little boy", bacena je na HiroSimu, i druga
plutonijumska bomba "Fat man" bacena na Nagasaki, koje su preko tkz. tri efekta: udarnog,
toplotnog 1 radijacionog, ubile preko 200,000 civila. Prve kvantitativne studije
eksperimentalne radiobiologije razvile su se tokom petdesetih godina proslog vijeka.
Epidemioloske studije prezivjelih stanovnika HiroSime 1 Nagasakija, koji su bili izlozeni
atomskom bombardovanju, kao 1 podaci dobijeni iz studija o pacijentima izlozenim
radioterapijskim tretmanima, obezbjedili su veliku koliCinu informacija o efektiima
jonizirajuceg zracenja na zdravlje ljudi.

U bioloSkim sistemima deponovanje energije zraenja ostvaruje se na atomima i
molekulima ¢elijskih struktura, pa su njeni glavni recipijenti makromolekule DNK 1 proteina,
intra i ekstra celularna tecnost kao i ostali sastojci ¢elija. Danas se zna da efekti jonizirajueg
zracenja zavise ne samo od veliine apsorbovane doze ve¢ 1 od vremena izlaganja zracenju.
Ova cinjenica je od posebnog znacaja za bioloSke sisteme. Ukoliko dvije jedinke apsorbuju
istu dozu zracenja, ali u razli¢itim vremenskim intervalima, posljedice ¢e biti razli¢ite. Treba
naglasiti, da pojam ja¢ina doze ili brzina doze, ne treba mijeSati sa pojmom jacina
jonizirajuéeg zracenja [44]. JaCina doze predstavlja energiju zracenja koja ostaje u ozracenoj
materiji, dok ja€ina ili intezitet zraCenja predstavlja energiju tog zraCenja koje padne na
jedinicu povrSine ozra¢enog materijala u jedinici vremena.

Tacna percepcija rizika vezanih za izlaganje jonizirajuéem zracenju, zahtijeva dobro

razumijevanje njegovih bioloskih efekata. U odnosu na zavisnost odgovora organizma na
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apsorbovanu dozu, Stetni efekti jonizirajuéeg zracenja mogu se svrstati u dvije kategorije:
deterministicke (izvjesne) i stohasticke (slucajne) efekte. Deterministicki efekti nastupaju u
relativno kratkom vremenu nakon ekspozicije, a nazivaju se deterministicki (nestohasticki),
jer se pojavljuju tek kada doza prede odredeni prag. Ispod praga nema ostecenja koje se moze
detektovati, jer postoje mehanizmi za oporavak sve dok doza i brzina doze ne predu neke

odredene vrijednosti. Stoga ozbiljnost deterministickog efekta zavisi od jacine doze.
Tabela 7. Opsezi doza jonizirajuéih zracenja kojima su izlozeni pojedinci [12].

Opseg apsorbovne doze
Nivoi doza za nisko-LET" zraenje Scenariji

visoka veci od 1 Gy Tipicna doza (za djelimicno ili cjelo tijelo)
koju primaju pojedinci nakon teskih zracenja
ili iz radioterapije.

umjerena od 100 mGy do oko 1 Gy Doze koju su primili oko 100.000 radnika
nakon nesrece u Cernobilu

niska od 10 do oko 100 mGy Doze koje primaju pojedinci od skeniranja
cijelog tijela kompjuterizovanom
tomografijom (CT).

veoma niska manje od 10 mGy Pojedinacne doze od standardne radiologije

(tj. bez CT ili fluoroskopije).

*Na osnovu osobina pojedinih tipova zraCenja, izveden je pojam Linearni transfer energije (LET),
koji predstavlja energiju zraenja koja se predaje po jedinici duzine traga (puta) jonizujuce Cestice
kroz sredinu koju prolazi (keV/um). To je fizicka velic¢ina koja se koristi za definisanje kvaliteta snopa
jonizirajuceg zracenja (tabela 1). Terminologija koja se Koristi za izrazavanje raspona doza nisko-LET
zracenja ispod 100 mGy kao "niska" u svrhu procjene rizika od raka, uvedena je od strane UNSCEAR
2006 [12].

Deterministicki efekti (katarakta, sterilnost, nemaligne promjene na kozi, mijelopatija,
akutni radijacioni sindrom) su u biti degenarativni. Potrebne su vec¢e doze zracenja da bi se
prouzrokovali ovi znaajni nestohasticki efekati. Dokazi o ovim efektima dolaze iz vise
izvora, a medu njima su najceS¢e radioterapijski pacijenti, neupuceni radiolozi s pocetka XX
vijeka, ozraceni gradani HiroSime i Nagasakija, kao i od osoba koje su ozracene u razli¢itim
akcidentalnim situacijama i mnogobrojnim nuklearnim nesre¢ama [45].

Postoje jasni dokazi da prag iznad kojeg dolazi do deterministickih efekata, zavisi od
brzine prijema doze. Na osnovu epidemioloskih studija definisana je grani¢na vrijednost niske
jacine doze od 0.1 mGy/min (Sto odgovara 6 mGy/h) [46]. U kojoj mjeri jacina doze, koja je
smatra niskom, igra ulogu u nastanku stohasti¢kih efekata, jo§ uvijek je aktuelno pitanje u
naucnoj zajednici.

Izlaganje jonizirajuéem zracenju moze prouzrokovati i zakasnele efekte. Primjer su
maligna oboljenja koja se pojavljuju nakon odredenog perioda latencije. Smatra se da se ovi
efekti mogu pojaviti na svim dozama - da ne postoji prag na kojima se oni pojavljuju.

Stohasticki efekti (engl. stochastic - proces koji se bazira na sluc¢ajnosti) kao Sto su mutacije,
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nasljedne promjene, tumori, vidljivi su tek nakon odredenog vremena latenacije. Njihova je
pojava neredovna, nasumic¢ne prirode i nema definisan prag doze. Ovi efekti mogu nastati u
somatskim ali i u polnim ¢elijama, te se promjene mogu prenijeti na potomstvo (nasljedne
promjene, leukemija, mentalna retardacija, malformacije, smrt ploda). Vjerovatno¢a nastanka
ovih efekta varira linearno s apsorbovanom dozom, dati efekti su nezavisni od jaCine doze, a

sve doze su kumulativne.

3.1 Direktno i indirektno djelovanje zracenja

Kada se ¢elije izloZe joniziraju¢em zracenju, prvo se pojavljuju standardni fizicki efekti
izmedu zracenja 1 atoma ili molekula celija, a kasnije uslijede moguca bioloska osStecenja.
Kada se energija joniziraju¢ih zracenja apsorbuje u celiji, oStecenja u celiji mogu nastati
usljed direktnog ili indirektnog djelovanja zracenja.

Ukoliko je bilo koji oblik zracenja, X ili gama zraci, naelektrisana ili nenaelektrisana
Cestica, apsorbovana u bioloskom materijalu, postoji odredena vjerovatnoca da ¢e ono
interagovati direktno s kriticnim metama u celijama. Zracenje unosi viSak energije u
energetski stabilan sistem c¢elija odnosno u organizam. Pri tome atomi ili molekuli Celija
mogu biti jonizovani ili eksitovani (dva primarna naina prijenosa energije zraCenja na
materiju), $to inicira niz dogadaja koji vode ka bioloskom oSte¢enju. Ovo su dominantani
procesi kada je u pitanju zraenje s visokim LET (linearni trasfer energije), kao §to su
neutroni ili alfa Cestice.

Dakle, molekuli u nekom biolosSkom sistemu mogu primiti energiju direktno od zracenja,
pri ¢emu bivaju jonizovani (ili eksitovani), ali mogu je primiti i indirektno, prijenosom sa
drugih molekula (pri ¢emu se ne iskljuCuje istovremena pojava oba dejstva).

Zivi organizam sastavljen je od neogranske komponente - molekula vode i minerala, kao i
od organskih molekula - proteina, lipida, ugljenih hidrata, nukleinskih kiselina i
meduproizvoda u metabolizmu. Kako u sastavu ¢elija voda ucestvuje sa najveéim procentom
(najcesc¢e od 60 do 80 %), pri interakciji s fotonima X ili gama zraka, ili naelektrisanim

Cesticama, kao $to su protoni ili elektroni, molekuli vode mogu se jonizovati na sljede¢i nacin:
H,0 >H,0" +e”

Molekul H,O"je jonski radikal. Molekularni fragment s nesparenim elektronom zove se

slobodni radikal. Slobodni radikal sadrZi nespareni elektron u spoljasnjoj ljusci, tako da je

visoko reaktivan.
Radikal H,O"je i naelektrisan a ima i nesparen elektron, zbog toga je i jon a takode i

slobodni radikal. Bitna karakteristika jonskih radikala je §to imaju veoma kratko vrijeme

poluzivota, reda 10" sekundi. Oni raspadom formiraju slobodne radikale, koji nisu
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naelektrisani ali jo§ uvijek imaju nespareni elektron. U slucaju vode, jonski radikali reaguju sa

drugim molekulama vode i formiraju visoko reaktivne hidroksilne radikale (OH):

H,0"+H,0 - H,0"+ OH

Hidroksilni radikal posjeduje devet elektrona, takode, jedan od njih je nesparen. To je
veoma reaktivan slobodni radikal i moze difuzno pre¢i odredenu udaljenost i dosti¢i kriticnu
metu u ¢eliji. Na primjer, izraCunato je da oko dvije trecine oSte¢enja DNA uzrokovanih X-
zracima u ¢elijama sisara potice od hidroksilnih radikala. Elektron koji se oslobodio u procesu
ozraCivanja molekule vode, kre¢e se medu molekulama vode 1 kad izgubi dio kineticke
energije, u¢i ¢e u jednu od tih molekula 1 u njoj se zaustaviti. VeZuci se za molekulu vode,

elektron je ¢ini nestabilnom, zbog ¢ega se molekula vode raspada:

H,0+e¢ — H,O0
H,O0O - OH +H

U ovom dijelu reakcije takode ¢e nastati jedan OH™ jon koji ¢e se vezati u metabolickim
reakcijama. Osim njega nastao je slobodni radikal, vodonikov atom sa slobodnom valencom,
koji ima veliku hemijsku aktivnost poput hidroksilnog radikala iz prvog dijela reakcije
radiolize. Slobodni radikali ne mogu opstati samostalni u ¢elijskom miljeu, jer se u nekoliko
mikrosekundi vezu za okolne molekule. Kao rezultat radiolitickog raspadanja vode
jonizacijom i ekscitacijom, vodonik i hidroksilni radikali mogu se kombinovati i formirati
reaktivna jedinjenja kao Sto je vodonik peroksid (H20>). Radikali H, OH, HO> i H20O3, reaguju
s drugim molekulima koji su prisutni u bioloSkom sistemu. Radikal H je vrlo snazan
redukujuci agens, a radikali OH i HO, snazni oksidati, kao $to je 1 vodonik peroksid. Ove
reakcije dovode do obrazovanja novih tipova molekula u bioloskim sistemima.

Reakcija slobodnih radikala s drugim molekulima u bioloskom sistemu zavisi od
koncentracije ovih molekula i od njihove veli¢ine, brojnosti i reaktivnosti. Neorganski
molekuli (npr. minerali), koji se u organizmu nalaze u obliku anjona i katjona, bivaju
redukovani u reakciji sa H, a oksidovani u reakciji sa OH 1 HO> kao i sa molekulima H>Ox.
Medutim, u prisustvu molekularnog kiseonika, radikali H prelaze u radikale HO», koji ¢e
vrsiti oksidaciju, tako da je ukupni efekat zracenja na neorganske molekule u tom slucaju
njihova oksidacija. Na slici 7 ilustrovani su efekti direktnog djelovanja energije radijacije,
uzrokujuéi jonizaciju bioloSkih molekula, i1 indirektnog djelovanja preko slobodnih radikala,

generisanih u procesu jonizacije molekula vode koji okruZzuju ¢eliju.
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Slika 7. Fizicki, biohemijski 1 bioloski mehanizmi odgovora [47].

Slobodni radikali, koji su nastali u vodenom rastvoru, ukoliko nisu u potpunosti
inaktivisani od strane popravljackih mehanizama u c¢eliji, reaguju sa molekulima celije, s
organskim molekulima, tako Sto odvajaju iz njih atome H ili djelove makromolekula
(preostali dio molekula naziva se organski radikal), odnosno kidaju molekulske veze [48].

Za bioloske efekate zraCenja od posebnog znacaja su organski radikali, koji obi¢no stupaju
u reakciju s drugim radikalima ili s molekularnim kiseonikom, usljed ¢ega nastaju novi
molekuli. U procesu jonizacije, proteini mogu izgubiti funkcionalnost svojih amino grupa,
ugljeni hidrati se razlazu na sastavne djelove, lipidi ¢e trpjeti peroksidaciju, enzimi
dozivljavaju deaktivaciju ili modifikuju svoje ponaSanje [49]. Medutim, joniziraju¢e zracenje
pravi najve¢i udar na najosjetljivije strukture celije, hromozome, u kojima ima najvise
molekula DNK, koje imaju informacije o funkcionisanju i reprodukeiji ¢elija, koje su kljucne
za prezivljavanje celija.

Jedan od pionira u zaititi od jonizirajuéeg zratenja, Svedski radiolog Rolf Sievert, koji je
1926. godine na Karolinskom institutu u Stockholmu nadzirao terapiju zracenjem, istakao je
na medunarodnom sastanku 1950. god. da "nema poznatih nivoa tolerancije za zracenje" [14].
Nivo tolerancije je nivo ispod kojeg ne postoji oStecenje (Cesto se oznacava kao prag). Nivo

sigurnosti obi¢no iznosi deseti dio od nivoa tolerancije [14].

3.2. Citogeneticki efekti zracenja

Genotoksi¢ni efekti predstavljaju sve promjene u strukturi i funkcionisanju genetickog
materijala koje izazivaju genotoksi¢ni faktori. Pod tim promjenama najceS¢e se

podrazumjevaju mutacije koje se odnose ne samo na promjene u genetickom materijalu, vec i

35



na sam proces koji dovodi do tih promjena. Generalno, mutacije su kvalitativne ili
kvantitativne promjene u nasljednom materijalu koje imaju za posljedicu mijenjanje
odredenih fenotipskih osobina [50].

Proces nastajanja mutacija (mutageneza), bilo da je nastao indukcijom ili spontano,
izazvan je razliitim fizickim, hemijskim i bioloskim faktorima spoljas$nje ili unutrasnje
sredine s postoje¢im genetiCkim materijalom, i mogu¢ je na razliCitim nivoima organizacije
genetickog materijala. Za razliku od spontanih mutacija, koje nastaju slu¢ajno u organizmu
bez uocljivog djelovanja nekog mutagenog faktora, indukovane (izazvane) mutacije su
posljedica dejstva poznatih ili nepoznatih fizickih, hemijskih ili bioloskih agenasa na
eksponirani geneticki materijal.

Klasifikaciju mutacija moguce je izvrSiti na osnovu veceg broja kriterijjuma. U zavisnosti
da li mutacije zahvataju tjelesne ili polne ¢elije, dijele se na somatske (tjelesne) i germinativne
mutacije. Polne mutacije se sukcesivno prenose na potomstvo, dok se somatske mutacije
mogu fenotipski ispoljiti, ali se ne prenose u naredne generacije. Prema jacini dejstva
genotoksicnih agenasa na fenotip, mutacije mogu biti: tihe, neutralne, Stetne 1 letalne.
Tihe mutacije se fenotipski ne ispoljavaju i ve€ina mutacija je takva. Neutralne mutacije ne
izazivaju nikakav Stetan efekat ve¢ dovode do obrazovanja razli¢itih dominantnih i recesivnih
alela koji daju razlike u npr. boji oéiju ili kose. Stetne mutacije dovode do razvoja nasljednih
bolesti, dok letalne izazivaju smrt u embrionalnom i fetalnom razvi¢u ili u razliitim
periodima poslije rodenja [51].

Na osnovu koli¢ine zahvacenog genetickog materijala, mutacije mogu uzrokovati
promjene redoslijeda i sastava nukleotida u molekuli DNA koje zahvataju samo pojedine gene
(genske mutacije), mogu zahvatiti hromozome i izazvati strukturne ili numericke promjene
(hromozomske aberacije), ali i cijele genome - genomske mutacije. Osim ovih mutacija
postoje i plazmatske mutacije (plazmamutacije, ekstranuklearne mutacije), kao posebna
kategorija mutacija, koje se dogadaju u citoplazmatskim nosiocima genetiCkog materijala

(npr. u mitohondrijalnoj 1 plastidnoj DNK) [52].

3.2.1. Genske mutacije

Genske mutacije zahvataju pojedinacne gene, a nastaju promjenom u hemijskoj strukturi
funkcionalne sekvence DNK, koja zauzima odredeni genski lokus i kontroliSe odgovarajuce
funkcije, odnosno osobine organizma. Genske mutacije nastaju supstitucijom, insercijom ili
delecijom nukleotida. U istom organizmu, u nekim genima su mutacije ¢eS¢e 1 ti geni s
visokim stopama mutacija nazivaju se nestabilnim ili mutabilnim (stopa mutacija odrZava
ukupnu proporciju odredenih gena u populaciji koji mutiraju po jednoj generaciji). Iako nisu
dovoljno poznati mehanizmi nastanka mnogih mutacija, tri mehanizma se navode kao

presudno znacajna: preciznost replikativne masSinerije, efikasnost brojnih mehanizama
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reparacije oste¢ene DNA molekule i stepen izloZenosti mutagenim agensima [51]. Promjene
na molekulu DNK mogu biti:

» Supstitucije (tackaste mutacije) su zamjene jednog nukleotida i njegovog para u
komplementarnom lancu DNA molekule. Dijele se na tranzicije i transverzije. Tranzicije
predstavljaju supstitucije pri kojima se jedan pirimidinski nukleotid zamjenjuje drugim
pirimidinskim nukleotidom (C u T ili T u C) ili jedan purinski drugim purinskim nukleotidom
(AuGiliGu A), dok se kod transverzija pirimidinski nukleotid zamjenjuje purinskim (A>C,
G>C, A>T ili G>T) ili obrnuto. Posljedice tackastih mutacija unutar strukturnih gena mogu
izazvati razli¢ite promjene u aminokiselinskim sekvencama proteina, 1 prema tim efektima
razlikuju se:

a) Tihe (eng. silent) ili sinonimne mutacije — koje ne dovode do promjena u znacenju
kodona (degenerativnost genetickog koda),
b) Nesinonimne ili mutacije pogreSnog smisla (eng. missense) — uzrokuju promjenu
kodona koji kodira drugaciju aminokiselinu 1
c) Besmislene (eng. nonsense) mutacije — mijenjanju odredeni kodon u neki od stop
kodona Sto izaziva prijevremeni zavrSetak translacije pa se obrazuje previSe
kratak najéeS¢e nefunkcionalan protein [53].
» Insercije predstavljaju umetanje jednog ili vise nukleotida, a delecije gubitak jednog
ili viSe nukleotida u molekuli DNA. Nukleotidi koji se gube ili insertuju za posljedicu imaju
promjenu otvorenog okvira ¢itanja (eng. ORF-open reading frame) genetickog koda od mjesta
nastanka mutacije (eng. frameshift mutation). Na taj na¢in nastaje protein ¢iji je redosljed

aminokiselina nepovezan i izmjenjen [54].

3.2.2. Hromozomske aberacije

Hromozomske aberacije (mutacije) su promjene u koli¢ini i rasporedu nasljednog
materijala, koje su po pravilu primjetne pri odgovaraju¢em mikroskopskom posmatranju i
predstavljaju odstupanja od normalne strukture ili broja hromozoma [50]. Hromozomske
aberacije mogu nastati spontano ili pod uticajem razli¢itih genotoksi¢nih agenasa (jonizirajuca
zracenja, hemijski agensi, virusi, itd.), a otkrivaju se klasicnim citogenetickim analizama
hromozoma u mitozi 1 mejozi. S citogenetiCkog stanoviSta, posebno su interesantni
hromozomski mutageni efekti posto se mogu citoloski posmatrati [55]. Hromozomske
aberacije predstavljaju pouzdane biomarkere ekspozicije, efekta i osjetljivosti primljenih
doza jonizirajuc¢ih zracenja.

Svaka hromozomska aberacija najcesce ispoljava negativan efekt na funkcionalnu
aktivnost Celije, rast i razvoj organizma, te ima vaznu ulogu u humanoj patologiji. Nepovoljni
uc¢inak hromozomske aberacije zavisi od vrste aberacije, veli¢ini i specificnoj funkciji
aberacijom pogodenog hromozoma. Istrazivanja hromozomskih aberacija 1 savremena

saznanja iz oblasti citogenetike, nasla su veliku primjenu u biomedicinskim eksperimentalnim

37



naukama [53]. U citogenetickim istrazivanjima, u zavisnosti od toga da li predstavljaju
promjene u gradi ili broju hromozoma, hromozomske aberacije klasifikovane su u dva

osnovna tipa: strukturne i numeri¢ke hromozomske aberacije.

3.2.2.1. Strukturne hromozomske aberacije

Strukturne hromozomske aberacije su anomalije hromozoma gdje postoji rearanzman u
genetskom materijalu unutar hromozoma. Strukturne aberacije hromozoma nastaju zbog
manjka, viska ili prestruktuiranja odredenih dijelova hromozoma primarno uzrokovanim
popreénim lomom (prekidom), 1 Cesto su pracene promjenom morfoloskog izgleda
hromozoma. Mutageni koji indukuju strukturne aberacije hromozoma oznafeni su kao
klastogeni ili izohromatidni lomovi, odnosno aberacije hromozomskog tipa (chr) jer se
odraZavaju na obje sestrinske hromatide. U sluc¢aju da se lom dogodi nakon replikacije DNA
molekule u S ili G, fazi ¢elijskog ciklusa, nastaju aberacije hromatidnog tipa (cht) [56].

Najjednostavnije osSteCenje hromozomske strukture je gap, koji se manifestuje kao
ahromati¢na lezija jedne hromatide ili zahvata jednake lokuse na obje hromatide istog
hromozoma. Gapove obi¢no uzrokuju promjene u suptilnoj strukturi DNA, koje uti¢u na
sposobnost kondenzacije DNA i formiranje metafaznih hromozoma. Za razliku od gapa,
hromatidni (chtb) i hromozomski lom (chrb) predstavljaju jasan prekid kontinuiteta
hromatide, odnosno hromozoma. Lomovi su najucestalije strukturne aberacije hromozoma.
Hromozomski lom rezultira acentri¢nim fragmentom (ace) i abnormalnom monocentri¢nim
hromozomom. Minuta fragment (min) je acentri¢ni fragment manji od Sirine jedne hromatide
1 mozZe biti hromatidni ili hromozomski [56].

Razlikuju se nekoliko tipova intrahromozomskih strukturnih aberacija: delecije (del),
inverzije (inv), duplikacije (dup), izohromozomske i intrahromozomske translokacije (t).

» Delecije nastaju kao posljedica loma, pri ¢emu se acentri¢ni fragment od hromozoma

odvaja 1 gubi. Posljedice delecije zavise od veliCine izgubljenog fragmenta, kao i broja i

funkcije na njemu lociranih gena [56]. Ako su delecije lokalizovane u terminalnim regijama

hromozoma, onda se nazivaju terminalnim delecijama. Terminalna delecija oba kraka moze

rezultirati stvaranjem prstenastog ili ring (r) hromozoma koji posjeduje centromeru, a

deletirani terminalni acentri¢ni dijelovi se kasnijim diobama izgube. Intersticijalna delecija

je gubitak dijela hromozoma izmedu dva loma u srediSnjem dijelu [57]. Najces¢e dovodi, uz
dvostruki lom 1 njegovu reparciju, obicno do spoja mjesta hromozomskog loma, ali i do
gubitka acentricne hromozomske regije zahvacene lomovima.

» Inverzije predstavljaju dvostruki lom uz okret od 180° fragmenta hromozoma koji su
zahvaceni lomom. Ako se lom desi na oba kraka, jedan ispod, a jedan iznad centromere, pa
intervalni dio obuhvata i centromeru, inverzija je pericentricna (per inv). U slucaju kada su
oba loma na istom hromozomskom kraku, pa invertirani dio nije zahvatio centromeru,

inverzija je paracentri¢na (para inv) [58].
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» Duplikacija je hromozomska mutacija u kojoj je dio hromozoma prisutan u duplikatu,
te funkcionalno predstavlja trisomi¢no stanje za duplicirane genetske lokuse. Ako su
duplicirani segmenti jedan uz drugi, onda se to oznacava kao tandem duplikacija.

» Izohromozom (i) je tip nebalansirane strukture aberacije koja nastaje popre¢nom
diobom centromere. Kraci p i g tada obrazuju telocentricne hromozome. U sljedecoj
replikaciji od telocentricnih nastaju metacentriéni hromozomi (izohromozomi) s identi¢nim
genetickim materijalom u oba kraka.

» Intrahromozomska translokacija-pomak nastaje usljed tri loma na jednom hromozomu,
kada se dio hromozoma, segment izmedu dva loma, premjesta iz svog normalnog poloZzaja 1
ponovo ukljucuje u isti hromozom na mjestu treCeg loma (transpozicija. Interhromozomske
aberacije nastaju premjesStanjem (translokacijom) ili razmjenom segmenata izmedu dva ili
viSe hromozoma, zavisno od broja lomova i1 zahvacenih hromozoma [56]. Razlikuje se
nekoliko tipova interhromozomskih aberacija: translokacije (t), dicentri¢éni hromozomi (dic),
marker hromozomi (mar), insercije (ins).

» Translokacija je najces¢i primjer interhromozomske promjene. Ona moze biti posljedica
premjeStanja nasljednog materijala jednog homolognog hromozoma na drugi [57].
Translokacije su reciprocne ili simetricne kada ne dolazi do gubitka genetickog materijala.
U morfoloSkom smislu translokacije mogu biti simetricne, kada su translocirani segmenti
jednake veli¢ine. Kod asimetri¢nih translokacija translocirani segmenti su nejednake duZzine,
pa je morfoloska promjena hromozoma evidentna.

» Translokacije-insercije nastaju kao posljedica tri loma, dva na jednom hromozomu
izmedu kojih se odvaja fragment i insertuje se na mjestu loma drugog hromozoma. Nastaje
hromozom sa delecijom i derivat hromozom (der) sa insertovanim dijelom drugog
nehomolognog hromozoma. Recipro¢ne translokacije nastaju kao posljedica medusobne
razmjene hromozomskih segmenata izmedu nehomolognih hromozoma [59]. U zavisnosti od
mjestima ugradnje fragmenata jednog u drugi hromozom mogu biti terminalne i intersticijske.
Rezultat razmjene su dva monocentricna derivat hromozoma. Robertsonova translokacija ili
centricna fuzija je najc¢e$¢i oblik interhromozomskih rearanzmana u humanoj populaciji.
Prilikom ove translokacije naj¢es¢e dolazi do istovremenog prekida na jednom hromozomu
iznad, a na drugom ispod centromere. Spajanjem dugih krakova ovih hromozoma nastaje
jedan ve¢i metacentricni ili submetacentri€éni hromozom, a ako se spoje kratki kraci, nastaje
jedan mali minutni hromozom koji je nestabilan i najéeS¢e se dezintegriSe, a gubitak kratkih
krakova ne ostavlja posljedice na fenotip.

» Dicentri¢ni hromozom nastaje kao posljedica lomova i spajanja dva hromozoma od
kojih svaki sadrzi centromeru. Dicentrik mogu formirati dva razli¢ita hromozoma ili moze
nastati spajanjem homolognih hromatida, pri ¢emu nastaje izohromozom. Marker hromozom
je abnormalan, strukturno rearanziran hromozom drugaciji od drugih hromozoma genoma koji

se analizira. MoZe nastati nakon lomova s gubitkom acentri¢nog fragmenta. Markeri mogu
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biti i izohromozomi ili normalni hromozomi s heteromorfnim varijantama [56]. Dicentri¢ni

hromozom je glavna aberacija koja se koristi u biodozimetriji.

3.2.2.2. Numericke aberacije hromozoma

Varijacije u broju hromozoma krec¢u se od gubitka jednog ili vise hromozoma u kariotipu,
do umnozavanja kompletnih garnitura hromozoma. Stanja hromozomskog komplementa s
viSkom ili manjkom jednog ili viSe hromozoma oznacena su kao aneuploidije. Aneuploidije
su rezultat nerazdvajanja hromozoma u mitozi ili mejozi. Nerazdvajanje moZe biti primarno,
ako je zametna celija euploidna, ili sekundarno, ako je zametna celija ve¢ heteroploidna,
odnosno aneuploidna. Nastanak aneuploidije relativno rano u embriogenezi vodi ka stvaranju
viSe Celijskih linija sa razli¢itom konstitucijom hromozoma porijeklom od istog zigota u istom
organizmu i ova pojava se nazima mozaicizam [60].

Nedostatak jednog hromozoma u diploidnom genomu naziva se monosomija (2n-1), a
uvecanje broja hromozoma za jedan predstavlja trisomiju (2n+1). Dalja terminologija se
bazira na eventualnim promjenama broja hromozoma u svakom paru homologa (nulsomija
2n-2, tetrasomija 2n+2, pentasomija 2n+3, itd.). Stanje kariotipa u kojem je prisutan jedan ili
ve¢i broj kompletnih setova hromozoma, karakteristiCan za odredenu vrstu, naziva se
euploidija [51].

Endoreduplikacija (end) je poseban tip nuklearne poliploidizacije koji se manifestuje
multiplim, uniformnim kopijama hromozoma. Ovaj fenomen je zajednicki za animalne i
biljne ¢elije, mada je rjedi u animalnim ¢elijama, a posebno je prisutan u tkivima sa visoko
izrazenom metaboliCkom aktivnoscéu [61]. Ciklus endoreduplikacije ukljucuje dva sukcesivna
sintetska perioda DNA (ES; i ES;) bez mitotskog procesa, te rezultira formiranjem
diplohromozoma u sljedeCoj metafazi mitoze. Diplohromozomi su vidljive mitoticke
manifestacije ovog fenomena i sastoje se od Cetiri hromatide, umjesto dvije, jer nakon dva

ciklusa replikacije DNA nije doslo do njihovog odvajanja [62].

3.2.3. Genomske mutacije

Genomske mutacije imaju za posljedicu izmjenu normalnog euploidnog broja hromozoma
za n tj. za jedan ili viSe haploidnih setova hromozoma. Prema porijeklu dodatnih
hromozomskih  garnitura, poliploidija moze biti autopoliploidija (dupliranje ili
udvostru¢avanje sopstvenog genoma) ili alopoliploidija (heteroploidija, amfipoliploidija:
dodavanje stranith genoma putem hibridizacije) [63]. U humanom genomu su opisane
triploidija, 3n = 69 hromozoma 1 tetraploidija, 4n = 92 hromozoma. Mehanizmi nastanka
triploidije su najce$¢e poremecaj mitoze u gonijama (pri ¢emu nastanu neredukovani,
diploidni gameti), i dispermija (oplodnja haploidne oocite s dva haploidna spermatozoida).

Tetraploidija nastaje uglavhom u postzigotnom stadiju supresijom diobe zigota poslije
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udvostru¢avanja hromozoma i razdvajanja hromatida, nakon ¢ega izostane citokineza, pa u
istoj ¢eliji ostanu svi (2 x 2n) hromozomi, ili pak fuzijom dva diploidna zigota. Tetraploidne

¢elije u kulturi su obi¢no artefakti procesa kultiviranja.

3.2.4 Apoptoza i nekroza kao parametri citotoksi¢nosti

Svaka ¢elija posjeduje znatne moguénosti adaptacije na uticaj sredine mijenjajuci svoju
strukturu 1 funkciju. Ukoliko je uticaj spoljasnje sredine i suviSe jak 1 prelazi granice
fizioloske adaptacije, ¢elija se ne¢e moci adaptirati i umire. Adaptira se uvecanjem ili
smanjenjem svoje aktivnosti, a u ekstremnim uslovima ¢ak 1 promjenom grade diferenciranih
¢elija. Smanjenje celijske aktivnosti ogleda se u smanjenju njene veliine 1 broja. Tako
smanjenje broja ¢elija dovodi do atrofije tkiva ili organa, a posljedica je smanjenje Celijskih
metabolic¢kih funkcija.

Nekroza nastaje kao posljedica spoljasnje povrede celularnih organela ili bolesti koje se
mogu morfoloski uociti, 1 dovodi do niza neregulisanih, regresivnih morfoloskih promjena,
koje variraju od lize do koagulacije celularnih proteina. Nekroticne ¢elije mijenjaju tkivni
ambijent, oslobadajuci citokine 1 otpocCinjuci procese upale i zarastanja. U procesu nekroze
najprije dolazi do ranih promjena na plazma membrani. Ove promjene rezultuju gubljenjem
ravnoteze izmedu natrijuma i kalcijuma. Proces se dalje razvija tako Sto dolazi do gubljenja
oksidativne fosforilacije i pada ATP produkcije, Sto se zatim ogleda u zaustavljanju svih
sintetskih procesa u celiji.

Apoptoza (grc. apoptosis - opadanje) je programirana Celijska smrt i smatra se da je pod
genetskom kontrolom, javlja se u fizioloskim i patoloSkim procesima u organizmu. Otpocinje
djelovanjem specificnih regulatornih signala, i napreduje preko preciznih i kontrolisanih
promjena organela. U ozlijedenom tkivu ovi procesi se Cesto odvijaju zajedno; apoptoza
nastaje kasnije, radi uklanjanja tesko oStec¢enih cCelija, koje bi mogle dovesti do bioloskih
poremecaja [64]. Uprkos razlikama izmedu nekroze i apoptoze, ti procesi dijele nekoliko
zajednickih metabolickih i morfoloskih promjena — procesa koji su reverzibilni ali, ako nisu
kontrolisani, brzo dovode do ¢elijske smrti. Te rane promjene u ¢eliji, koje su zajednicke za
oba puta, nekrozu i apoptozu, ukljucuju: nestanak ATP (energetske rezerve), acidofikaciju
(pad pH) citoplazme, porast koncentracije Ca** u citoplazmi i aktivaciju liti¢kih enzima.

Pouzdana procjena genetskog rizika povezanog s izloZeno$¢u covjeka jonizirajuéem
zracenju, suocava se sa brojnim nesigurnostima, dijelom zbog Cinjenice §to nije moguce
direktno potvrditi mutacije u ljudskoj populaciji izazvane radijacijama. Procjene se stoga u
osnovi zasnivaju na opStem znanju iz podrucja ljudske genetike, i na ekstrapolacijama
rezultata dobivenih iz eksperimenata na Zivotinjama. Na slici 8 prikazane su dvije moguce

putanje na kojima jonizirajuce zrac¢enje utice na cijelo tijelo.
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Slika 8. Uticaj zracenja na cijelo tijelo [47].

Pored odbrambenog mehanizma reparacije postoje eksperimentalni dokazi i za stimulativni
proces adaptacije pokrenut slabim prethodnim kondicioniranim dozama zraenja, koji su
otkriveni u humanim limfocitima i nekim ¢elijama kod miseva. Ovakvi ¢elijski odbrambeni
odgovori su prolazni i podlozni individualnim varijacijama. PoSto je ustanovljeno da
efikasnost reparacije DNK nije apsolutna, drugi odbrambeni proces celijske adaptacije se
vjerovatno odvija uporedo s procesima mutacije DNK i predstavlja naknadni efekat. Odnos

izmedu stimulisanog ¢elijskog oporavka i rezidualnog oStecenja joS uvijek nije sasvim jasan.

3.3. Bioloski efekti radona

Visoka smrtnost rudara centralne Evrope bila je zapaZena joS u 16 vijeku, ali se doslo do
zakljucka tek krajem 19 vijeka da je rak pluc¢a uzrok ove pojave. Mjerenja koncentracije
aktivnosti radona u rudnicima Schneeberg 1 rudnicima Jachymov (iznosi su bili u intervalu od
70 - 120 kBg/m?), tridesetih i &etrdesetih godina 20 vijeka, ukazala su da je kancer pluca
rudara u tim rudnicima, uzrokovan visokim nivoima radioaktivnog gasa radona. Time je
konac¢no, poslije skoro 500 godina, odgonetnut uzrok misteriozne smrti u ovim rudnicima,
nazvane “Bergsucht” ili “Mountain Sickness”. Uslijedila su mjerenja koncentracije aktivnosti

radona u rudnicima vodec¢ih industrijskih zemalja svijeta. Ova mjerenja su potvrdivala
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Stetnost radona na ljudsko zdravlje, svijest o riziku od raka plu¢a kod rudara polako ali uprono
je sazrijevala. To je kona¢no potaklo motivaciju za profesionalni odnos prema radioaktivhom
gasu radonu, dalo nove i efikasnije smjernice zaStite u podzemnim rudnicima, posebno
rudnicima urana [20].

Na temelju znacajnog iskustva steCenog kroz mnogobrojna istrazivanja zdravstvenog
uticaja radona u rudnicima urana, kao i u ostalim rudnicima, radon i radioaktivni radonovi
potomci su identifikovani kao uzro¢nici pluénog karcinoma [9, 65, 66, 67]. Epidemioloske
studije o nivoima aktivnosti radona u podzemnim rudnicima, postale su glavna osnova za
procjenu kvantitativnih rizika od raka pluca, povezanih s izloZenosti radonu i radonovim
produktima raspada. Zacudujuce je da prostor gdje covjek boravi i do 70% vremena u toku
svog zivota, stambeni prostor, nije bio prioritet u pocetnim fazama istrazivanja koncentracija
radona. Mjerenja koncentracije aktivnosti radona u vazduhu u zatvorenom stambenom
prostoru, izvrSena su prvi put u 225 kuéa u Svedskoj, ¢iji rezultati su zvani¢no objavljeni
1956. godine. Inicijativu za ova istrazivanja dao je Rolf Sivert, a pokazala se kao opravdana,
jer je u odredeni broj kuca koje su bile izgradene od poroznog betona s povecanim sadrzajem
226Ra, koncentracija radona bila upadljivo veéa od ostalih kuéa. Ova istrazivanja nisu
pobudila paznju medunarodne stru¢ne javnosti, jer se smatralo da imaju lokalni znacaj, pa su
pala u zaborav [20].

Povratak interesovanja za ovaj radioaktivni gas bio je tek 20 godina kasnije, opet u
Svedskoj, povodom $tednje energije zbog nafine krize. Komisija Svedske Vlade tom prilikom
ukazuje da je problem radona opsti problem, i da on postoji i van Svedske. UNSCEAR
(United Nations Scientific Committee on the Effects of Atomic Radiation), ubrzo reaguje time
Sto u Izvjestaju iz 1982. godine [9], po prvi put uzima u obzir i doprinos radona prosjecnom
izlaganju zraCenju u prirodnim uslovima. Isto tako, 1983. godine ICRP (International
Commission on Radiological Protection), u svojoj publikaciji ICRP-39, Principles for
Limiting Exposure of the Public to Natural Sources of Radiation, daje prve preporuke za ovaj
prirodni specifi¢ni radionuklid [68].

Istrazivanja u Svedskoj dala su motiv za sistematska mjerenja koncentracije radona u
stambenim i1 radnim prostorima Sirom svijeta. Koncentracije unutras$njeg radona u zgradama,
S$kolama i uredima, na lokacijama u svijetu, variraju u rasponu od 10 - 10,000 Bg/m® [69].
Dok nisu izvrSena sistematska mjerenja, rizici izlozenosti radonu u domovima su prvobitno
procjenjeni ekstrapolacijama iz rudarskih studija. Sada postoje viSe od 20 studija, Evropskih,
Sjevernoamerickih i Kineskih, koje daju jasan dokaz, da povecana ucestalost raka pluca je
znacajno povezana s koncentracijom aktivnosti radona.

Primarni put izlaganja covjeka radonu je inhalacija preko respiratornog trakta. Disajni
putevi Covjeka Cine kompleksan labirint cijevi, koje se granaju od traheje u stotine hiljada
manjih uzastopnih cjevcica (bronhiola). Bronhiole se dalje granaju u milione si¢usnih puteva,
Ciji se krajevi zavrSavaju si¢uSnim vreéicama ili alveolama. Radioaktivni aerosoli vecih

polupre¢nika u udahnutom vazduhu ne dospijevaju daleko, mnogi se filtriraju dladicama u

43



nosnoj duplji, manje Cestice se odlazu kako prolaze kroz trakt, neke se u sudarnim procesima
zaustavljaju. Frakcija Cestica koje su odredenog poluprecnika, sti¢i ¢e u alveolarni prostor.

Ranije se pretpostavljalo da su produkti dezintegracije radona zaostaju na mjestu raspada i
da je se emitovana energija apsorbuje u rizi¢itim tkivima. Kasnije je uzeta u obzir apsorpcija
jedne koli¢ine alfa energije u mukusu disajnih puteva i odstranjivanje ¢estica kroz transport u
mukusu nazad do usta, odakle se gutaju ili izbacuju van. Neki produkti raspada radona mogu
biti apsorbovani od strane makrofaga (pokretnih ¢elija) i preneseni dalje obi¢no do limfnih
¢vorica, a neki produkti mogu ostati na istom mjestu dezintegracije za dug vremenski period.

Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) je identifikovala hroni¢nu izloZenost
stanovni$tva radonu i njegovim produktima raspada, kao drugi uzrok raka pluc¢a kod puSaca
duvana, i naj¢es¢i uzrok raka pluc¢a kod nepuSaca. Procjenjena prosjecna godiSnja efektivna
doza od inhalacije >*’Rn i njegovih potomaka iznosi 70 pSv, a usljed inhalacije **’Rn i
njegovih potomaka je oko 1.2 mSv [9, 70]. 1zloZenost radonu pri inhalaciji u zatvorenim
prostorijama uzrok je oko 10% svih smrtnih slu¢ajeva uslovljenih kancerom pluca [71]. 1z tog
razloga se problem nivoa radona u zivotnoj sredini tretira sa posebnom paznjom.

Referentni nivo Svjetske zdravstvene organizacije za unutarasnju koncentraciju radona
iznosi 100 Bq/m>. Ako se taj nivo ne moZe postié¢i zbog realnih specifi¢nih uslova, preporuka
WHO je da taj nivo ne smije biti veéi od 300 Bg/m?, §to odgovara godisnjoj efektivnoj dozi
od 10 mSv. Ova je preporuka u skladu s osnovnim Medunarodnim sigurnosnim standardima 1i
najnovijim preporukama krovne svjetske organizacije za zastitu od zracenja, ICRP-a [72].

Opservirani karcinom plu¢a kod odredenog pojedinca, ne moze nedvosmisleno biti pripisat
iskljuc¢ivo izlozenosti radonu. Do sada ne postoji jasan nacin razlikovanja indukovanog raka
plu¢a od radona, i onoga koji se javlja od drugih uzroka, naroCito od pusenja. Medutim,
postoje dokazi o sinergistickoj interakciji izmedu pusenja i radona, slika 8. Drugim rije¢ima,
broj karcinoma izazvanih radonom kod svih pusaca, veci je od ocCekivanih aditivnih u¢inaka
samog pusenja i samog radona. Prema procjenama US EPA, radon je uzrok broj jedan raka

plu¢a medu nepusacima, a drugi vodeci uzrok raka pluca poslije puSenja [6].

Tabela 8. Polazni i procjenjeni Zivotni rizik od raka plu¢a od izloZenosti radonu: date su
vrijednosti zasebno za muskarce 1 Zene, u zavisnosti od toga da li puse ili ne [73].

**Rn Zaklju¢no o Zivotnom riziku od karcinoma pluca (%)
koncentracija | Povecanrizik | Mugkarci | Muskarci Zene koje Zene koje
(Bg/m’) koji puse | koji ne puse puse ne puse
Nulti nivo 0% 12 0.9 6.8 0.6
100 16% 14 1.0 7.9 0.7
150 24% 15 1.1 8.4 0.7
300 48% 18 1.3 10 0.9
400 64% 20 1.5 11 1.0
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Znacajnu ulogu u ukupnom ozracivanju stanovnistva ima sadrzaj radona u vodi za piée, ali
1 vodi koja se koristi i za druge svrhe. To se prvenstveno odnosi na vodu koja se koristi u
bazenima za kupanje, kao i kadama i kupatilima za inhalaciju rekreaciono-lijecilisnih centara.
Najopseznija istrazivanja vezana za rizik od radona u vodi, data su u Izvjestaju nauc¢nog
odbora SAD za procjenu rizika od radona u vodi za pi¢e [74]. Podzemne vode se Cesto kre¢u
kroz stijene koja sadrze radijum, koji u procesu dezintegracije otpusta radon u vodu.
Doza ozraCivanja organizma od radona unijetog vodom za pice, zavisi od njegove
koncentracije aktivnosti u vodi, metabolizma 1 kinetike radona u organizmu. GodiSnja

efektivna doza koju primi stanovnistvo usljed ingestije radona, racuna se po formuli [75]:
H,=KVCt (14)

gdje je Hp godiinja efektivna doza usljed ingestije 2*Rn (Sv), K je ingestioni dozni
konverzioni faktor, koji za ?>’Rn iznosi 8.4 - 108 Sv/Bq, V je dnevna zapremina vode koja se
popije po stanovniku (1 L/dan), C je koncentracija ?>’Rn (Bq/L), t je vrijeme trajanja
konzumacije vode (365 dana).

SloZenost sagledavanja dozimetrijskog uticaja radona na bioticke sisteme ogleda se i
¢injenici, Sto su radon i1 njegovi kratko 1 dugo Zive¢i produkti raspada alfa, beta i gama
emiteri. Ovi razni oblici joniziraju¢ih zraCenja, s raznim energijama i fizicko-hemijskim
tendencijama, daju Citave lepeze bioloskih efekata na putu transporta radona kroz tkiva
organizama. PosSto se radon rastvara u vodi, tijelu i1 krvi, zracenje koje emituje radon i njegovi
produkti radioaktivog raspada, atakuje na osjetljive ¢elije u Zelucu i1 drugim organima, nakon
Sto se apsorbuje u krvotok. Lako se apsorbuje iz gastrointestinalnog trakta i distribuira medu
tkivima, dijelom zbog velikog koeficijenta emanacije, kao i zbog njegove relativne
rastvorljivosti u krvi i tkivma. Ovaj proces dezintegracije radona mora se ozbiljno uzeti u
obzir kod procjene bioloSkih efekata radona, jer brzo dovodi do visokotoksicnih « aktivnih
izotopa 2'8Po, 2'*Po, 2!%Po i dugoziveéeg izotopa olova 2!°Pb (T1,=22.3 g), koji je jedan od

najdominantnijih radiotoksi¢nih beta-aktivnih prirodnih radionuklida, slika 9.
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Slika 9. Relativni rizik od raka pluc¢a u zavisnosi od viSegodiSnje prosjecne
koncentracije unutras$njeg radona, prema podacima Evropske udruzne studije [76].

Americka agencija za zastitu okoline (Environmental Protection Agency) predlozila je
referentnu vrijednost za radon u vodi, pod nazivom "Maksimalnu nivo kontaminacije"
(MCL), koji u vodi za pi¢e iznosi 300 pCi/L (11.1 Bg/L). Zbog realnih okolnosti, ova
vrijednost je ubrzo revidirana, uvodenjem "Alternativnog maksimalnog nivoa kontaminacije"
koji iznosi 146 Bg/L [77]. Evropska unija 2001. godine predlozila je da referentni nivo
koncentracije aktivnosti radona u vodi bude 100 Bg/L, iznad kojeg se preporucuje pojacani
nadzor nad izvorima vode, dok se iznos od 1000 Bq/L je akcioni nivo, koji se uzima za
granicu, kada je nuZzno uspostaviti mjere za zaStitu javnog zdravlja [78]. Koncentracija
aktivnosti radona u zatvorenom prostoru od 200 Bg/m?, i koncentracija aktivnosti radona u
vodi od 1000 Bg/L, daju ekvivalentni doprinos godiSnjoj efektivnoj dozi.

Bez obzira §to je radon jedan od najopseznije istraZenih ljudskih karcinogena, koji je
najuvjerljivije dokazan u epidemioloskim istraZivanjima kancera plu¢a kod podzemnih
rudara, efekat malih doza jo§ nije dovoljno razrijeSen. Razvojem novih dozimetrijskih modela
1 novih mjernih sistema, koji su prilagodeni realnim mjernim uslovima, upotpunjavace se

saznanja o bioloskim efektima radona i njegovih produktima raspada [20].
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3.4. Radijacioni hormezis

U mnogim istrazivanjima uticaja zracenja na $iru populaciju, ili na populaciju radnika koji
se bave ozraCivanjem, politika razlicitih svjetskih regulatornih agencija je bila da se usvoji
LNT model (linearni, bez praga), zasnovan na visokoj doznoj ekspoziciji, koji je prihvacen za
primjenu na radijacionu sigurnost i efekte doze. Izlozenost jonizirajuéem zracenju je
sveprisutna, i pouzdano je utvrdeno da umjerene i visoke doze uzrokuju lose zdravlje i mogu
biti smrtonosne. Ekstremno stanoviste LNT hipoteze je da nulta doza ne postoji, pa 1 ne
postoji nulta vjerovatnoca nastanka radijacionih efekata.

U podrucju istrazivanja uticaja jonizirajuc¢eg zracenja na bioloske sisteme, postoji veci broj
eksperimentalnih 1 epidemioloskih dokaza koji ne podrzavaju upotrebu modela LNT za
procjenu rizika pri izlaganju malim dozama zracenja. Prvenstveno treba imati u vidu
¢injenicu, da bioloski procesi zavise od viSe faktora, da traju dugo, da se ne mogu iskljuciti
efekti prilagodavanja Celija 1 hormesis efekti, Sto je suprotno LNT - tvrdnji. Ove Cinjenice
predstavljaju polazne tacke za kritiku LNT modela. U januaru 2015. godine, u SAD je
prihvac¢eno pokretanje postupka mogucée zamjene trenutno vaze¢eg LNT modela u zastiti od
zracenja, Hormesis modelom [79].

Hormesis se definiSe kao proces u kojem male doze hemijskog agensa ili sredinskog
faktora, koje imaju oStecujuce efekte pri velikim dozama, ostvaruju stimuliSu¢i efekat na
organizam, integriSu¢i fundamentalne koncepte adaptacije i klimatizacije [80]. Radijaciona
hormeza je teorija, koncept, da bioloski sistemi mogu pozitivno reagovati na izlaganje malim
dozama jonizirajuéeg zracenja, koje je toksi¢no u velikim iznosima [81]. Na slici 10, dat je
kvalitativni prikaz zavisnosti veli¢ine radijacionog rizika od doze zraCenja u polju malih doza

na osnovu tri modela.
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Slika 10. Kvalitativni prikaz zavisnosti veli¢ine radijacionog rizika
od doze zracenja u polju malih doza na osnovu tri modela.
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Razlika izmedu ovih modela je u tome, Sto prema prvom, svaka dodatna izlozenost
zracenju bez obzira na nivo, je opasna, dok prema drugom je suprotno - ne samo da nije
opasna, ve¢ moze biti i korisna, ako je dovoljno niska. Sa slike 10 se vidi, da model hormesis
daje U-zavisnost, u kojoj je radijacioni rizik negativan ili da efekat zraCenja na tom nivou
izlozenosti ne samo da nije Stetan, ve¢ je koristan za organizam. Samo kada doza izloZenosti
postane veca od odredenog nivoa, radijacioni rizik ponovo raste. Za razliku od modela LNT,
Hormezis model pretpostavlja da postoje adaptivni/zastitni mehanizmi stimulisani niskim
dozama zracenja, koji mogu sprijeciti negativne efekate po zdravlje [82, 83]. Velike i male
radijacione doze izazivaju suprotne reakcije na organizme. Radijaciona doza koja izaziva
odgovor koji odvaja pozitivne od negativnih efekata je grani¢na doza, tzv. "nula ekvivalentna
tacka" (engl. zero equivalent point, ZEP). Niska doza je svaka doza ispod ZEP-a [83]. Veci
broj nauc¢nih radova je pokazao da male doze i iznosi doze niskog (LET) zraCenja, aktivira
sistem zaStitnih procesa u organizmu, koji su odgovorni za stimulaciju intracelularnih i
meducelijskih signalnih puteva, koji dovode do aktiviranja prirodne zaStite protiv genomskih
nestabilnosti.

Kljuéne komponente zracenja izazvanog hormetskim odgovorom su eliminacija
preneoplastiénih 1 drugih nenormalnih celija apoptoze, indukuju puteve popravke DNA,
aktiviraju imunoloske funkcije organizma, neutraniliziraju slobodne radikale, aktiviraju
membranske receptore. Niske doze zracenja (gama ili X-zraCenja) su oznacene da aktiviraju
zaStitnu epigeneticku signalizaciju medu normalnim c¢elijama, koja olakSava upravljanje
opasnos¢u za gene koja moze uslijediti u buduc¢nosti [83, 84, ... ] Na taj nacin, niske doze
zracenja mogu stimulisati imunitet i protiv raka [85, 86,...]. Postojanje zastitnog adaptivnog
odgovora (definisan je kao privremena modulacija odbrandbenih mehanizama aktiviranih
malim dozama), prvenstveno je u funkciji odgovora na naknadne visoke doze izlaganja [87].

Najdugotrajna i najobimna istrazivanja vezana za efekte radijacije, vrSena su na populaciji
prezivjelih u Hiro$imi 1 Nagasakiju, u razdoblju od 1950. do 1982. godine, a obuhvatala su
91,231 prezivjela stanovnika ovih gradova, potvrdila su efekte radijacione hormeze. U ovoj
studiji utvrdeno je da se kod stanovnika koji su bili ozra¢eni dozama veé¢im od 50 mSv,
registrovane su povecane ucestalosti raka, dok se u stanovnstvu, koji je bilo ozra¢eno dozama
od 5 mSv do 50 mSv (ove doze uzimaju se za male doze), uoc¢eno je smanjenje ucestalosti
raka [88].

Kada se radi o izloZenosti stanovnistva radioaktivnom gasu radonu, pozitivno sagledavanje
radijacione hormeze dobija viSe na znaCaju. Poznata je Cinjenica da lijeCenje radonom je
jedna od najstarijih terapija kojom su se ljudi koristili i kojom se i danas koriste. Inhalacija se
zasniva na udisanju kontrolisanih koncentracija aktivnosti gasa radona ili rasprSenih Cestica
potomaka radona u vazduhu [89]. Poznate su radonske banje u Njemackoj, Austriji,
Francuskoj, Ceskoj, Italiji, Srbiji (Niska Banja), Japanu, itd. Terapija radonom u ovim
banjama se koristi pri lijeCenju mnogih bolesti, primjenjuje se kod akutnog i hroni¢nog

reumatizma, povoljno djeluje na neke kozne, endokrine, respiratorne i alergijske bolesti.
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Kroz epidemioloske studije svakim danom se sve viSe potencira znacaj primjene
radijacione hormeze kod biljaka, bakterija, gljiva i sisara. Mnogobrojna istrazivanja Sirom
svijeta su pokazala, da se niskim dozama jonizirajueg zraenja moze povecati prinos
poljoprivrednih usjeva, smanjiti vrijeme klijanja, ubrzati rast sadnica i generisati nove sorte
pojedinih biljnih vrsta. I iz drugih mnogobrojnih razloga koji su nedosmisleno dokazani,
Nuklearna regulatorna Komisija SAD prihvatila je prijedlog XLNT grupe za pokretanje
postupaka zamjene LNT-a sa Hormesis modelom, i predlozila je sljede¢a ogranienja za

primjenu u praksi rada s izvorima zracenja 1 u poljima zracenja:

1) 50 mSv/g, granica doze za profesionalce sa dopustenjem do 100 mSv/g efektivne

doze ako je izloZenost hroni¢na;

2) ALARA potpuno odbaciti, jer nema smisla smanjivati dozu zraCenja, koje ne

samo da su bezopasne, ve¢ mogu biti 1 hormeti¢ne (korisne);
3) Doze za stanovniStvo izjednaciti sa dozama za profesionalce. Ako su male doze
hormeti¢ne, zasto liSiti stanovniStvo ove vrste pogodnosti;

4) Ne uvoditi posebne grani¢ne doze za trudnice, embrione i fetuse, kao 1 za djecu
mladu od 18 godina.

Niske doze u rasponu mGy izazivaju dvostruki u¢inak na ¢elijsku DNK. Jedan efekat se
odnosi na relativno malu vjerovatno¢u oste¢enja DNK po jednom dogadaju deponovanja
energije, sa mogucim prolaznim efektima. Drugi efekat donosi lako opazljivu adaptivnu
zaStitu od oSte¢enja DNK iz bilo kojih, uglavnom endogenih izvora, u zavisnosti od tipa
¢elije, vrste 1 metabolizma. Adaptivna zastita funkcioniSe u smislu prevencije i popravljanja
oStecenja DNK, aktivira imunoloske stimulacije, a razvija se sa zakasnjenjem od nekoliko
sati, a moze trajati i mjesecima, ali obi¢no nestaje u dozama iznad 100 do 200 mGy [90].

U savremenoj dozimetriji koristi se Rizik kao osnova za zaStitu od zracenja. Oc¢ito je da
poteskoce u smanjenju nesigurnosti i smanjenju intervala pouzdanosti procjene rizika i danas
postoje, i1 drasti¢no rastu u rezimu niskih doza. To se prije svega odnosi na sagledavanju
pragova niskih doza, razumijevanje bioloSkih odgovora na niske doze izloZzenosti zracenju,
odnosu zracenja 1 endogene oksidacione Stete. Savremena radijaciona biologija nam pokazuje
da je bioloski odgovor na zrac¢enje veoma sloZen proces, kao Sto su popravka DNK, apoptoza
¢elije, nadzor imunoloskog sistema. Isto tako, ova nau¢na disciplina danas uspjeS$no dolazi do
kvalitativno razli¢itih odgovora na molekularnom nivou, niskih doza zracenja u odnosu na
izlaganja visokim dozama zracenja, pri ¢emu se misli na ¢injenice da neki bioloski procesi

izazvani niskim dozama zracenja imaju zastitnu i korisnu ulogu.
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4. BIOINDIKATORI JONIZIRAJUCIH ZRACENJA

Biomonitoring je dio ekoloskog monitoringa - pracenja stanja zZivotne sredine na osnovu
fizickih, hemijskih i bioloskih pokazatelja. Bioindikatori su biljni ili Zivotinjski organizmi
koji akumuliraju hemijske elemente ili jedinjenja iz zivotne sredine i ukazuju na izloZenost i
kvalitet biote. Bioindikacija je ocjena bioloskih efekata na osnovu reakcije organizama usljed
raznih izlozenosti u zivotnoj sredini, kako od toksi¢nih jedinjenja tako i od drugih stresora.
Bioindikaciju je moguce izvoditi na svim nivoima organizacije Zivih sistema, pocevsi od
molekularnog nivoa, preko biohemijsko-fizioloskog, celularnog nivoa, individualnog,
populacionog, biocenoloskog (ekosistemskog), zavr$no sa biosfernim.

Zivi svijet suo¢ava se sa naglim promjenama i sa sve veéim brojem zagadujuéih materija,
koje mogu ugroziti gotovo sve ekosisteme. Zato su nuzni intenzivniji napori da se obezbijede
integrisane informacije o stanju i razvoju kvaliteta Zivotne sredine. Biomonitoringom se
omogucava otkrivanje ranih bioloskih promjena koje mogu dovesti do dugoro¢nih fizioloskih
poremecaja. Za razliku od hemijskog monitoringa, kojim se za procjenu prisustva zagadujucih
materija u c¢elijama i tkivima koriste hemijske analize, biomonitoringom se procjenjuje ne
samo prisustvo, nego i ono §to je znacajnije, odgovor organizama na polutanate, kao i
procjena uticaja efekata polutanata na molekule, celije, tkiva/organe i organizam. Danas
postoje razliCite nuklearne metode pracenja koncentracija radiopolutanata u Zivotnoj sredini.
U razvijenim zemljama EU, razradena je 1 bioloSka metoda pracenja kvaliteta zivotne sredine
- biomonitoring.

Za procjenu dugoro¢nog uticaja jonizirajucih zraCenja na zivotnu sredinu, potreban je
ogroman broj podataka o: koli¢ini rasutog radioaktivnog materijala, hemijskom obliku -
jedinjenju, fizickom vremenu poluraspada i1 bioloSkom vremenu polueliminacije, aktivnosti,
odnosno procijenjenoj dozi, nacinima ekspozicije, putevima kontaminacije, kretanju izotopa u
prirodi. Bez obzira §to se metoda bioindikatorskih organizama, razvila i primjenjuje od kasnih
Sezdesetih godina proSlog vijeka u detekciji zracenja, jo§ uvijek ne postoji visoki stepen
standardizacije u nacionalnim i medunarodnim strategijama upravljanja kvalitetom Zivotnom
sredinom. To se smatra najvaznijom preprekom ugradnji biomonitoringa u obavezujuce
zakonske propise, a time i glavnim ograni¢avaju¢im faktorom njegovog intenzivnijeg
koriStenja u detekciji zraCenja, koji bi otvorili nove inovativne pristupe za napredak u toj
oblasti. Naravno, razli¢ite metode bioindikacije nikako ne isklju€uju standardne nuklearne
analiticke instrumentalne metode, nisu njima konkurentne ve¢ komplementarne metode u
cjelovitom pracenju stanja i trendova radioloskog opterecenja zivotne sredine.

Na organizame, populacije, biocenoze i na kraju cjelokupne ekosisteme prirodno uti¢u
brojni bioticki i abiotiCki faktori stresa, medu kojima jonizirajuéa i nejonizirajuca zracenja
imaju posebnu ulogu. Pri normalnim varijacijama kvaliteta i kvantiteta zracenja, bioloSke

vrste sa razli¢itim uspjehom izlaze nekako u kraj tim neizbjeznim promjenljivim uslovima u
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zivotnoj sredini. Medutim, nivoi tolerancije organizama pri ekstremnim varijacijama
joniziraju¢ih zracenja naglo opadaju (deterministicki efekti), u zavisnosti od vrste
organizama. Informacije o radiosenzitivnosti bioindikatora i specifi¢nosti njihovih reakcija na
jonizirajuéa zracenja, daju dragocjenu osnovu za procjenu bioloskih efekata jonizirajucih
zracenja na Covjeka (usljed izlozenosti zra¢enju iz prirodnih izvora, akcidentalnih dogadaja,
medicinskih aplikacija, itd.).

Laboratorijski rad na bioindikatorima u velikoj mjeri zavisi od instrumentalne mjerne
opreme, kako bi se dobile pouzdane informacije od bioindikatora. Kada se postavlja pitanje
"bioindikacija ili direktno instrumentalno mjerenje" parametara u zivotnoj sredini, ¢ini se da
ovaj odnos nije u potpunosti razumio. Prakti¢ni laboratorijski problemi koji se susrecu u
biomonitoringu, ¢esto su isti kao 1 u instrumentalnim analizama. S obzirom na najceSce
nespecificne stresne reakcije organizama, primarni zadatak bioindikatora je opSte odredivanje
fizioloskih efekata, a ne direktno mjerenje koncentracije stresora u zivotnoj sredini [91].

Razlog zasSto su bioindikatori 1 biomonitori pouzdani i prikladni za dobijanje klju¢nih
informacija o kvalitetu zivotne sredine jeste taj, Sto organizmi nastanjuju okoli§ 1 odrazavaju
promjene u okoliSu kao cjelini, na vrlo integriranom nivou. Jedna od prednosti bioindikacije
lezi u niskim troSkovima, jer oprema u vecini sluajeva ne sadrzi sofisticirane elemente
visoke tehnologije [92]. Za razliku od tih pozitivnih aspekata koriStenja bioindikata, bitna
nepovoljnost njihove primjene lezi u Cinjenici, Sto dobijene informacije mogu biti uzrokovane
mnostvom prisutnih stresora, §to dovodi do poteskoc¢a u uporedivanju podataka specificnih
doprinosa.

Bioindikatori se danas sa velikim uspjehom koriste kao indikatori radioaktivne
kontaminacije zivotne sredine. Upotrebom bioindikatora moze se verifikovati pojava
povisenja koncentracija radionuklida u raznim ambijentalnim sredinama, odrediti njhova
prostorna i vremenska distribucija, pratiti lokalne, regionalne i supraregionalne nivoe
zagadenja, detektirati ,,hot spots* zagadenja. Zbog svih ovih prednosti, o¢ekuje se da ¢e u
skoroj budu¢nosti ova bioloSka metoda postati obavezna kao dopuna radiomonitoringu koji se
provodi pomoc¢u nuklearnih mjernih metoda.

Za realizaciju ove doktorske disertacije, kao testni organizam - bioindikator, koristio se

Allium cepa L. koji ima niz prednosti u odnosu na druge kratkoroc¢ne test sisteme.

51



4.1. Allium cepa L. kao test organizam

Zbog opste vaznosti za procjenu rizika, otkrivanje genotoksi¢nih supstanci i sagledavanje
njihovih efekata na organizme u zivotnoj sredini je prioritetan zadatak. Genotoksi¢ni stresori
se mogu citoloski otkriti celularnom inhibicijom, poremecajem u metafazi, indukcijom
hromozomskih aberacija, numerickih i strukturnih, u rasponu od hromozomske fragmentacije
do dezorganizacije mitotskog vretena, a samim tim i svih sljede¢ih zavisnih mitoznih faza [7].
Vise biljke prepoznate su kao izvrsni genetiCki modeli za otkrivanje mutagena u Zivotnoj
sredini, 1 Cesto se koriste za pracenje radioaktivnog optereCenja. Te funkcije sa velikom
pouzdanoscu 1 efikasnoS¢u vrsi bioindikatorski sistem, vaskularna biljka Allium cepa L.

Bioindikator Allium cepa usvojen je od strane Medunarodnog programa za bioloSka
istrazivanja bilja (IPPB), za pracenje ili testiranje zagadivaca Zivotne sredine [93, 94]. Allium
cepa je jedna od najpogodnijih biljaka za otkrivanje razli¢itih vrsta ksenobiotika, i danas je
referentan genetski model za procjenu zagadujuc¢ih materija u okolini. Ovaj bioindikator
zadovoljava vecinu bitnih zahtjeva koji su potrebni u biomonitoringu [94], medu kojima su
najvazniji:

a) dinamika rasta korijena je veoma osjetljiva na zagadivace;

b) postojanja jasnog i brzog odgovora na genotoksi¢ne stresore;
¢) postojanja jasnih mitotskih faza;

d) postojanja stabilanog broja hromozoma i stabilanog kariotipa;
e) postojanja raznolikosti u morfologiji hromozoma;

f) rijetkog javljanja spontanih hromozomskih oStecenja.

Bioindikator Allium cepa omogucava procjenu Siroke lepeze citogenetickih efekata, kao
Sto su hromozomske aberacije 1 poremecaji u mitotickom ciklusu, ¢ime se mogu predvidjeti
oSte¢enja DNK 1 u humanim hromozomima kada su izlozeni slicnim agensima. Analiza
hromozomskih promjena sluzi kao test mutagenosti i jedna je od rijetkih direktnih metoda za
mjerenje oStecenja u sistemima izloZenim mogué¢im mutagenima ili karcinogenima. Ove
analize daju osnovu za brze i osjetljive metode biomonitoringa zagadenja i procjene efekata
toksi¢nih 1 mutagenih supstanci u prirodnom okruzenju [95, 96]. Za pouzdanu procjenu
ucinaka ili oSte¢enja koje uzrokuju mutageni agensi, nuzno je da uzorak bude u stalnoj
mitotickoj podjeli tokom ¢celijskog ciklusa. Za tu svrhu se sa velikim uspjehom koristi
bioindikator Allium cepa [97]. Isto tako, mitoti¢ki indeks 1 indeks replikacije koriste se kao
indikatori adekvatne proliferacije ¢elija, a koji se pouzdano mjere pomocu biljnog Allium test
sistema.
Veoma su sli¢ne informacije i o citotoksi¢nosti, koje su dobijene ispitivanjem pomocu
biljnog sistema Allium cepa, in vivo, §to je potvrdeno od velikog broja istrazivaca [98, 99].
Izuzetna senzitivnost i dobre korelacije bioindikatorskog sistema Allium cepa L. i testova na

sisarima, od suStinskog znacaja su za pouzdanu procjenu rizika po Zivotnu sredinu [100].
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Tako se rezultati mogu ekstrapolirati i na Covjeka. Analizama genotoksi¢nosti i mutagenosti u
meristematiCkim 1 Fi ¢elijama Allium cepa, danas se uspjeSno prati efikasnost procesa
biorazgradnje Stetnih jedinjenja, u cilju njihovog prevodenja u netoksi¢ne metabolite u
¢elijama.

Koriste¢i citostatik kolhicin moguce je modifikovati osnovne namjene Allium testa u tri
nivoa: (a) Allium test opste toksi¢nosti-ispitivanje izduzenja ili inhibicije 1 malformacije
korijena lukovica; (b) Allium anafaze-telofaze test koji ukljucuje aberacije u ¢elijskoj podjeli;
i (c) Allium metafazni test koji se koristi za ispitivanje specificne morfologije (strukture)
metafaznih hromatida i ostecenja hromozoma. Meristemske ¢elije Allium korijena tretirane sa

citostatickim kolhicinom pokazuju mnogo jasniju sliku metafaznih hromozoma.

4.2. Karakteristike crnog luka (Allium cepa L.)

Smatra se da se rod Allium sastoji od oko 780 vrsta, §to ga ¢ini jednim od najvecih rodova
monokotiledonih biljaka [101]. Biljke ovog roda, gajene ili samonikle, odvijek su imale vaznu
ulogu u ljudskoj ishrani, ali i u oficijelnoj, a narocito u tradicionalnoj medicini [102].
Najpoznatije vrste ovog roda su bijeli luk (Allium sativum L.) i crni luk (Allium cepa L.).

Vrsta Allium cepa L., slika 11, je viSegodi$nja biljka visine 60-120 cm, spljosteno ovalne
ili ovalno duguljaste lukovice, Cija veli¢ina 1 oblik variraju u zavisnosti od sorte. Lukovica je
obavijena crnomrkom tunikom, sa ili bez bo¢nih lukovica. Stablo i lis¢e joj je sivoplavicasto,
stablo je ispod polovine obi¢no proSireno, trbusasto neduveno, Suplje. Vrlo krupna cvast, sa ili
bez rasplodnih lukovica. Cvjetne drske su do 3 cm dugacke, mnogo duze (do 8 puta) od

cvjetova.

Slika 11. Izgled cvasti Allium cepa L.

(Preuzeto sa: http://jcautran.free.fr/archives familiales/loisirs/)
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Listi¢i perigona su duguljasti, tupi, zelenkastobeli. Prasnici skoro duplo duzi od listi¢a
perigona, medusobno pri osnovi i sa listi¢ima perigona srasli pri osnovi, dok su unutrasnji pri
osnovi izrazito proSireni, sa strane sa po dva uocljiva zupca, rjede bez njih ili sa slabo
razvijenim zupcima. Stubi¢ neznatno viri iznad listi¢a perigona [103]. Plod je skoro loptast,
Sirok. Seme je crno, naborano, po povrsini sa tri rebra [103]. Vrh korijena luka ¢ini korijenova
kapa, koja §titi osjetljivo meristemsko tkivo, tzv. zonu diobe. Zatim slijede zona izduzivanja,
zona usvajanja ili zona apsorpcije i zona provodenja.

Pretpostavlja se da Allium cepa L. vodi porijeklo iz regiona koji se nalazi izmedu rijeka
Eufrata 1 Tigra, danas nije poznata u divljem stanju, ali se gaji u Citavom svijetu. Crni luk
sadrzi u velikim koli¢inama razlicite klase primarnih i sekundarnih biomolekula, medu kojima
su najvaznija organosumporna i fenolna jedinjenja, koja su odgovorna za vecinu njegovih
bioloskih aktivnosti i osobina [104, 105, 106]. Prvenstveno zbog sadrZaja tih jedinjenja, crni
luk ima visoku antioksidantnu, antidijabetsku, antiinflamatornu, antimikrobnu, hipotenzivnu,
antikancerogenu, bronhodilatatornu, diuretsku, kao i antitrombotsku aktivnost, kako su i

pokazala mnogobrojna istraZivanja zadnjih desetak godina [107, 108, 109, 110, ...].
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5. METODE ISTRAZIVANJA I INSTRUMENTALIZACIJA

Za detekciju jonizirajuceg zracenja, u akutnom ozracivanju visokim dozama i u hroni¢noj
ekspoziciji niskim dozama, danas postoje razliCite savremene metode i tehnike mjerenja. Za
pracenje efekata niskih doza joniziraju¢eg zraCenja na organizme, potrebni su osjetljivi,
viSeparametarski mjerni sistemi. Za realizaciju ove doktorske disertacije koristile su se
najsavremenije istrazivaCke metode i najsavremeniji sistemi za detekciju i dozimetriju
joniziraju¢eg zracenja.

Pouzdano odredena koncentracija aktivnosti radona u uzorcima vode, predstavljala je
neophodan uslov uspjesnosti aktuelne doktorske disertacije. Odredivanje nivoa koncentracije
aktivnosti radona u vodi do prije 20 godina, bio je veliki nau¢ni problem, iz razloga Sto su
hemijske analiticke metode 1 vecina nuklearnih metoda bile veoma nepouzdane [20].
Za potrebe ove doktorske disertacije koristio se vodeci svjetski radon multiparametarski
monitoring sistem, Ciji se rad zasniva na principu jonizacije. Jonizacione komore i
proporcionalni brojaci su danas najSire koriStene tehnike mjerenja zraCenja, kojima se
odreduje koncentracija radona u vodi.

Posto su kratko Ziveéi potomci radona (2*Bi, 2'*Po i 2!“Pb) i dugoZiveéi potomak radona
(*'%Pb) glavni izvori gama zradenja, koji dolazi od dominantog radioaktivnog niza **%U u
prirodi, u aktuelnoj doktorskoj disertaciji uporedo sa mjerenjem koncentracije aktivnosti
radona, vrSena su i mjerenja jaCine doze gama zracenja tokom svake serije mjerenja.

Da bi se izvrSila pouzdana procjena uticaja koncentracije aktivnosti radona na tretirane
meristemske ¢elije luka, nuzno je bilo istraziti sadrzaj radionuklida u u niskoradonskoj vodi.
Za kvalitativnu 1 kvantitativnhu analizu radionuklida (izuzev radona) koji su prisutni u
uzorcima vode, koriste se razne analiticke metode. Koja ¢e metoda biti primijenjena zavisi od
niza faktora, a odlucujuci su njena osjetljivost, pouzdanost, tacnost i efikasnost. Ove zahtjeve
sa promjenljivim uspjehom danas ispunjavaju viSe analitickih metoda: atomska
spektrometrija, masena spektrometrija, fluorimetrija, rentgeno-radiometrijska analiza,
neutronska aktivaciona analiza i zadnjih trideset godina gama spektrometrija. Za potrebe ove
doktorske disertacije koristila se niskofonska visokorezoluciona gama spektrometrija.

Za citogeneticku analizu 1 za ispitivanje uticaja radona u vodi na meristemske celije luka
in vivo, koristili su se testovi citotoksicnosti 1 genotoksinosti: Allium cepa test i
mikronukleus (MN) test. Ove metode koriste mnogi istraziva¢i u vodefim naucnim
institucijama, 1 to uglavnom kao bioindikatore oneciS¢enja Zivotne sredine. Osjetljivost,
efikasnost i ekonomi¢nost ovih testova u pracenju citotoksi¢nosti i genotoksic¢nosti, bili su

glavni razlozi za njihovu primjenu u ovoj doktorskoj disertaciji.
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5.1 Metode i instrumentalizacija za detekciju radona u vodi i ja¢ine
doze gama zracenja

Za potrebe eksperimentalnog istrazivanja ove doktorske disertacije, za detekciju nivoa
aktivnosti radona koristio se AlphaGUARD PQ 2000 PRO, vodeéi sistem u svijetu za
detekciju radioaktivnog gasa radona u svim ambijentalnim sredinama. Osim ovog sistema za
detekciju radona u vazduhu istrazivacke laboratorije koristio se i uredaj AlphaE, najnoviji
profesionalni sofistificirani mjerni sistem za radon, proizveden 2017. godine.

Za mjerenje jacine doze gama zraCenja koristili su se sistemi Gamma Tracer i
MiniTRACEy, koji y - radijacione doze kontinualno registruju u izabranim vremenskim
intervalima. Ovi mjerni sistemi su najnoviji proizvodi renomiranog Francusko-Njemackog

koncerna za nuklearnu tehnologiju, Genitron instruments-Saphymo-Betrin.

5.1.1 Osnovne karakteristike sistema AlphaGUARD PQ 2000 PRO
i procedura mjerenja koncentracije aktivnosti radona u vodi

Alpha GUARD radon profesionalni mjerni sistem Bertin Instruments korporacije (razvijen
u Genitron Instruments-Frankfurt), dizajniran je za trenutno ili kontinuirano mjerenje
koncentracije aktivnosti radona u vazduhu, vodi, zemljistu ili materijalima. Isto tako, Alpha
GUARD uziva medunarodnu reputaciju kao standardni uredaj za kalibraciju aktivnih i
pasivnih detektora radona. To je impulsna jonizaciona komora, aktivne zapremine 0,56 dm?,
namijenjena za alfa spekrtometriju sa digitalnim procesiranjem signala [111]. Veliki filter od
staklenih vlakana dozvoljava da u komoru difuzijom ude gas radon, dok produkti raspada i
aerosoli bivaju zadrzani na filteru.

Alfa Cestice nastale raspadom radioaktivnog gasa radona jonizuju zrak u jonizacionoj
komori. Katoda privlaci pozitivno naelektrisane Cestice, a anoda negativno naelektrisane.
Tada kroz cijelo strujno kolo proti¢e jonizacijona struja koja je proporcionalna koli¢ini
raspadnutih atoma radona. Mjerni opseg ovog sistema je od 2 - 2 - 10° Bg/m’, dok je
temperatrni opseg od —10 do 50°C. Kalibraciona greska sistema za **’Rn je *+3 %. Pomoéu
integriranih senzora ovaj sistem pored radona, silmutano mjeri temperaturu vazduha,
atmosferski pritisak i relativnu vlaznost vazduha, dakle, one meteoroloske parametere koji su
u dubokoj korelaciji sa distribucijom radona. Pomoéu ovog mjernog sistema, poteSkoce
vezane za detekciju radona u vodi su minimizirane. Za potrebe eksperimentalnog rada ove
doktorske disertacije, u cilju pouzdanosti mjerenja, blagovremeno je izvrSena kalibracija ovog

sistema.
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Slika 13. AlphaGUARD 2000 PRO za mjerenje koncentracije aktivnosti radona u vodi.

Ovaj sistem je efikasno prevaziSao probleme pasivnih detektora sa jednim ocitavanjem
koncentracije radona, i sada se koristi u mnogim modernim svjetskim laboratorijama za
detekciju radona 1 njegovih potomaka u svim ambijentalnim sredinama. Ovaj sistem je
podrzan profesionalnim Alpha EXPERT softverskim paketom za multiparametarsku analizu
kao 1 graficku vizuelizaciju dobijenih podataka i njihovo arhiviranje.

Pouzdana detekcija radona u vodi, zahtijeva sloZenu i osjetljivu eksperimentalnu procedu,
koja se zbog migrativnih osobina gasa radona mora odvijati po strogim pravilima. U sastav
aparature pored mjernog sistema AlphaGUARD PQ 2000 PRO, nalaze se AquaKIT 1
AlphaPUMP. AquaKIT je specijalni set staklenih sudova za degazirane radona iz vode i
sigurnosnog suda za opimizaciju rada aparature[112]. Staklene posude aparature AquaKIT,
obezbjeduju hermeticki ograden prostor izbacenog radona iz uzorka vode, kao i brzu izmjenu

uzoraka, §to sprijecava nekorektna mjerenja kao posljedicu curenja radona iz opreme.
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U zatvorenoj gasnoj cirkulaciji staklenih sudova AquaKIT, radon je izbafen iz uzorka
vode pomocu sistema AlphaPUMP [113]. Ova pumpa sadrzi elektronsko podeSavanje brzine
pumpe (0.03 L/min, 0.05 L/min, 1 L/min), a takode posjeduje i unutrasnji aqua-stop filter
koji sprijecava nastanak Stete prilikom prodiranja vode u mjerni sistem. Spojne cijevi trasiraju
put gasu radonu izmedu degasnog suda, sigurnosnog suda, AlphaPUMP, kutije aktivnog
ugljenog filtera, do centralnog sistema AlphaGUARD. Ove cijevi su napravljene od materijala
koji ima visoku izdrzljivost na difuziju radona, nasuprot ranije koriStenim materijalima za
cijevi na bazi silikona. Kutija aktivnog ugljenog filtera je sluzila za separaciju ekshaliranog
radona iz ispitivanih uzoraka vode.

Osnovni uslov za korektnost i egzaktnost mjerenja koncentracije aktivnosti radona u vodi
je proces uzorkovanja vode. U ovoj doktorskoj disertaciji gubitak radona u procesu
uzorkovanja vode 1 pocetka mjerenja je minimiziran, zahvaljuju¢i inoviranom postupku u
radu sistema AquaKIT. Isto tako, uzimanje potrebnog uzorka vode iz osnovnog suda moralo
se odmah vr$iti nakon skidanja poklopca, radi minimiziranja gubitka radona u okolni vazduh.

Ocitane vrijednosti koncentracije aktivnosti radona na displeju AlphaGUARD-a nisu
koncentracije radona u mjernim uzorcima, iz razloga zato Sto je ekshalirani radon razblaZen u
vazduhu u mjernoj opremi, a odredeni mali dio radona ostaje razblazen u te¢noj fazi. Zato se
za kvantifikaciju efekta razblazenja zahtijeva tacno odredenje unutrasnje zapremine mjerne
opreme (Viiseema). Koli€ina zaostalog radona u uzorku odredena je uvodenjem distributivnog
koeficijenta k. U ovoj doktorskoj disrtaciji, jednaCina koja je koriStena za odredivanje
koncentracije aktivnosti radona u uzorcima vode, ukljucuje pomenute parametre:

Ve.. =V
Sistema Uzorka
CVazduha. ( + k - CO

Uzorka

CVode = (15)

1000

gdje je Cuue je koncentracija aktivnosti radona u uzorku vode [Bg/m®], Ciuauna je
koncentracija radona izrazena u Bg/m’ poslije istiskivanja radona iz uzorka, Co je
koncentracija radona u mjernoj opremi prije stavljanja uzorka vode u mjerni sistem[Bq/m?],
Viistema j€ unutraS$nja zapremina mjerne opreme (ml), Vizorka je zapremina uzorka vode (ml),
k je koeficijent distribucije radona kako je ranije naglaseno.

UnutraSnja zapremina opreme rezultat je sume unutrasnjih zapremina komponenata
integrisanih u mjernoj opremi. U tabeli 9 date su unutraSnje zapremine pojedinih

komponeneta mjernog sistema.
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Tabela 9. Zapremine AquaKIT komponenati.

Komponente sistema Zapremina (ml)

Jonizaciona komora AlphaGUARD uredaja 680
AlphaPUMP 18
Degazirani sud (iznad 100 ml uzorka vode) 201
Sigurnosni sud 202
Spojne cijevi (1.8 m) 21
Ukupna zapremina 1122

Uticaj radonovog difuznog koeficijenta k je mali na temperaturnom opsegu od 10°C do
30°C. Difuzni koeficijent iznosio je priblizno k£ = 0.26 na sobnoj temperaturi od 20°C, na
kojoj su vrSena eksperimentalna mjerenja. Pri ovim iznosima difuzionog koeficijenta, dolazi
do mjerne nesigurnosti od < 2%. Poslije svakog pojedinacnog mjerenja koncentracije radona
u uzorcima vode, vrSeno je ispiranje radona i njegovih produkata raspada iz opreme, sve dok
se koncentracija radona u njoj ne smanji do sobne koncentracije radona. Nakon toga sljedeca
mjerna procedura mogla je poceti.

U toku cjelokupnog eksperimentalnog istrazivanja, kontinuirano su praceni i nivoi radona
u vazduhu u istrazivackoj laboratoriji. Mjerenja su vrSena uporedo pomocu dva sistema:
AlphaGUARD-a i AlphaE sistema (slika 14).

Slika 14. AlphaE uredaj za mjerenje koncentracije aktivnosti radona u vazduhu [114].

AlphaE je najnoviji profesionalni mjerni sistem za detekciju aktivnosti radona u vazduhu,
licnu izloZenost 1 doze zraCenja. To je ultra mali kontinuirani radonski monitor, koji zbog
male tezine (165 g) i malih dimenzija (108x68x30mm) moZe se savrSeno koristiti za mjerenje
licne izloZenosti radonu i za upravljanje licnim dozama. Radi na principu difuzione komore sa
silikonskom diodom, mjernog opsega oq 20 Bg/m? do 10 MBg/m?. Stoga se pomocu njega i
radni nivoi radona ispod 100 Bg/m® mogu myjeriti, kao $to je navedeno u najnovijim

preporukama WHO.
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Zbog uticaja varijacije prirodnog fona na eksperimentalna istrazivanja, gdje radon daje
primaran doprinos, za mjerenje koncentracije radona u vazduhu primijenjena je i integralna
metoda nuklearnih trag detektora (SS-NTD). Ova metoda zasniva se na registraciji tragova o
Cestica iz raspada radona u dielektricnom detektoru [115]. Detekcija naelektrisanih « Cestica
pomocu ovih detektora izvodi se preko tragova koji nastaju njihovim prodorom kroz detektor.
To su zapravo osteéenja koja « Cestice izazivaju u strukturi detektora duz pravca kretanja.
Teske naelektrisane Cestice (od protona navise) ostavljaju tragove u dielektricnom medijumu,
Sto nije slucaj sa f Cesticama 1 y kvantima.

Ovom pasivhom metodom mjerila se koncentracija aktivnosti radona iskljuc¢ivo u vazduhu
istrazivaCke laboratorije i sluzila je kao komparativna metoda. Na slici 15 prikazan je
RadoMeter 2000, sistem za dozimetriju 1 detekciju radona pomocu nuklearnih trag detektora.

Slika 15. RadoMeter 2000 za detekciju radona pomocu nuklearnih trag detektora [116].

5.1.2 Priprema uzoraka vode sa razli¢itim koncentracijama aktivnosti radona

Temeljni preduslov uspjesne realizacije postavljenih zadataka u aktuelnoj doktorskoj
disertaciji, direktno je zavisio od pripreme uzoraka vode sa pouzdano odredenim
koncentracijama aktivnosti radona. Do uzoraka vode sa razli¢itim koncentracijama aktivnosti

radona moglo se do¢i na tri na¢ina:

1) Odrediti koncentraciju aktivnosti radona raznih izvorskih radonskih voda, prema potrebi
miksovati njihove koncentracije aktivnosti u cilju dobijanja odredenih koncentracija
aktivnosti radona.

2) Koristiti uzorak jedne izvorske nisko radioaktivne vode i standardni izvor radona dovoljne
aktivnosti, za pravljenje uzorka vode sa potrebnim koncentracijama aktivnosti radona.

3) Koristiti uzorak destilovane vode 1 standardni izvor radona dovoljne aktivnosti, za

pravljenje uzorka vode sa potrebnim koncentracijama aktivnosti radona.
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Gore pomenuta prva opcija za pravljenje uzoraka vode sa raznim koncentracijama radona,
iako desetostruko jeftinija, nije dolazila u obzir, prvenstveno zbog izotopskih sastava razli¢itih
izvorskih voda. Za potrebe eksperimentalnih istrazivanja u ovoj dokorskoj disertaciji, potrebni
su bili uzorci vode u kojima je koncentracija aktivnosti radona jedina varijabla. Kada se uzmu
u vidu oblici generisanja i distribucije radona, njegove fizicko-hemijske osobine, prvenstveno
migrativne sposobnosti, onda se jo$ odlu¢nije odustalo od ovog nacina pripreme uzorka vode.

Iz pomenutih razloga, za pripremu uzorka vode odabranih koncentracija aktivnosti radona,
koristeni su gore pomenuti drugi 1 tre¢i drugi nacin. Koristili su se uzorci jedne izvorske nisko
radioaktivne vode, istih zapremina, u kojima su dodavani odredeni iznosi standarda **Ra kao
direktnog izvora izotopa radona *?’Rn. Ista procedura vriena je i za pripremu uzorcima sa
destilovanom vodom. Ideja je bila da se uoce bioloski efekti radona i1 njegovih produkata
raspada, kada su moguce njithove interakcije sa jonima 1 atomima elemenata u realnoj
izvorskoj vodi, 1 kada nisu moguce u destilovanoj vodi.

Tako pripremljeni uzorci vode, smjeSteni su u originalno dizajniranoj staklenoj ambalazi,
hermeticki zatvoreni u eksikatorima identi¢nih zapremina. Ovaj originalni postupak imao je
za cilj da opimizuje uticaj date koncentracije aktivnosti radona na tretirane lukovice. Da bi se
uspostavila radioaktivna ravnoteza izmedu izotopa **°Ra i njegovih kratkoZiveéih potomaka
(slika 16), uzorci vode su odlezali 30 dana u dobro hermitizovanim eksikatorima. Nakon tog
perioda, u toku 48 h, pristupilo se izlaganju setova lukovica koncentracijama aktivnosti
radona. Eksikatori su savljeni na stabilno postolje, da ne bi doSlo do uzburkivanja vode i
iznudene ekshalacije radona iz vode, koja bi dovela do narusavanja radioaktivne ravnoteze. 1z
istih razloga, lukovice su maksimalno oprezno stavljane u dodir sa povrSinama uzoraka vode

razli¢itih koncentracija.

Agn-Ars(1-e™)

0.0 Fr—r—rrrrrrrrrrrr -t
] 5 10 15 20 25 30

Vrijeme (dani)

Slika 17. Brzina emanacije **’Rn izraZena preko aktivnosti *°Ra.

Spravljeno je 10 uzoraka izvorske i destilovane vode, sa Sirokim opsegom koncentracija
aktivnosti radona, od 100.62 — 1,006.25 Bqg/L (100.62; 201.25; 301.87; 402.50; 503.12;
603.75; 704.37; 805.00; 905.62 1 1,006.25 Bqg/L). Ovaj opseg koncentracija aktivnosti radona
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u vodi je realan u prirodi, i njima potencijalno mogu biti izloZeni bioloski sistemi. Kako su svi
ostali fizi€¢ko-hemijski parametri u pripremljenim uzorcima vode bili identicni, koncentracija
aktivnosti radona bila je jedina varijabla. Zbog aktuelnog nau¢nog problema-dileme, vezanog
za sagledavanje efekta niskih doza zraenja na bioloSke sisteme, uzorci lukovica
Allium cepa L., ciljano su tretirani ovako S$irokim vrijednostima koncentracija aktivnosti
radona u vodi. Na taj nadin optimizovane su pretpostavke za detekciju potencijalno moguceg
hormetickog odgovora Allium cepa celija. U dostupnoj naucnoj literaturi, nisu zapaZena
istrazivanja koja su sli¢na istrazivanjima u ovoj doktorskoj disertaciji, a koja se odnose na

efekte koncentracije aktivnosti radona u vodi, na bioindikatorske organizme.

5.1.3. Mjerenje jacine doze gama zracenja

Kako je ranije naglaseno, potomci radona **’Rn su glavni izvori doze gama zraéenja, koja
dolazi od dominantog prirodnog radioaktivnog uranovog 2**U niza. Iz tog razloga uporedo sa
mjerenjem koncentracije aktivnosti radona, kontinuirano su vrSena 1 mjerenja jacine doza
gama zracenja tokom trajanja cjelokupnog eksperimentalnog istraZzivanja. Mjerenja su
obavljena na Gamma Trecer sistemu 1 MiniTrace y. Gamma Tracer ¢ine dvije spregnute
Geiger-Muller-a cijevi mjernog opsega od 10 nSv/h - 10 mSv/h [117]. Kompletna elektronika
1 napon napajanja, smjesteni su u hermetickom kucistu (slika 17).
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Slika 17. Gamma Tracer i Data EXPERT profesionalni softver.

Nivoi gama zracenja mjereni su i pomoc¢u MiniTrace y uredaja, koji je kalibrisan na jacinu

efektivne doze u uSv/h.

Slika 18. MiniTRACE v uredaj [118].
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Gama Data EXPERT profesionalni softverski program za upotrebnu komunikaciju, kao i
softver za analiziranje, kojima su podrzana oba sistema, omogucili su jednostavan, brz i

siguran pristup akumuliranim podacima kao i njihovoj vizuelizaciji.

5.2 Gama spektrometrijska metoda

Za identifikaciju radionuklida u uzorcima vode koristila se gama spektrometrijska metoda.
Danas gama spektrometrija predstavlja najrasprostranjeniju nuklernu analiti¢ku tehniku u
raznim oblastima istraZivanja: radioekologiji, monitoringu nuklearnih postrojenja, geologiji,
medicinskoj fizici, nuklearnoj medicini, biofizici, poljoprivredi, itd. Razlozi su u njenoj
jednostavnosti, velikoj osjetljivosti i tanosti. U ovoj metodi se struktura i prirodni sastav
uzorka ne dovode u pitanje, nije potrebno hemijsko ili neko drugo agresivno tretiranje uzorka.
Dok se kod drugih analitickih metoda koriste miligramske ili ¢ak mikrogramske koli¢ine
uzorka, u gamaspektrometriji se mogu koristiti 1 kilogramski uzorci, da bi se ocekivani
element nasao iznad granice osjetljivosti metode.

Osnova kvalitativne gama spektrometrijske analize sastoji se u sljede¢em: linija totalne
apsorpcije se indentifikuje, odnosno korespondira sa karakteristi¢nim y - prijelazom nekog
radionuklida, odredivanjem njenog polozaja u spektru. Polozaj linije odreduje se direktnim
oCitavanjem rednog broja kanala nad kojim je njen centroid. Svakom kanalu pridruzena je
odgovarajuca energija posredstvom energijske kalibracije. Na taj nacin vrsi se indentifikacija
pojedinih radionuklida u uzorku.

Cilj kvantitativne gama spektrometrijske analize je odredivanje specifi¢ne aktivnosti, mase
i koncentracije radionuklida u ispitivanom uzorku. Za kvantitativno odredivanje elementa na
osnovu snimljenog vy - spektra, pretezno se koriste linije Sto veceg inteziteta, izdvojene i
Ciste (bez superponiranja i bez interferentnih linija) i koje se nalaze na $to je mogucée niZem,

po mogucnosti linearnom fonu. Specificna aktivnost radioizotopa, preko linije na energiji Ey ,

izrazava se pomocu formule:

A= —I (E,) (16)
mt P E,
gdje je

A - specifi¢na aktivnost datog elementa,

m - masa mjerenog uzorka,

t - vrijeme snimanja ( mjerenja ) radijacionog spektra uzorka,

P, - apsolutni intezitet y - prijelaza date energije, tj. broj emitovanih fotona te
energije na 100 raspada (u procentima), odnosno predstavlja vjerovatnocu tog energetskog
prijelaza u Semi raspada datog radionuklida,

Eq - predstavlja efikasnost detektora za datu energiju zracenja,

I (E,) - intezitet linije u spektru (korigovan na fon).
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U laboratorijskim eksperimentima s radionuklidima, poznavanje mase radioaktivnih
materija je vrlo vazno. Znajuéi specificnu aktivnost radionuklida, odnosno koncentraciju
aktivnosti u ispitivanom uzorku, masa radioaktivnih atoma moze se izraCunati iz njihovog

broja N injihove aktivnosti A koriStenjem poznatih relacija:
A=A1N (17)

O NM_AM __AM
Na Na A Ny -2

Tis (18)

gdje je: A - aktivmost radionuklida,
N - broj neraspadnutih jezgara datog radionuklida,
N, - Avogardov broj, M - atomska masa,

A - konstanta radioaktivnog raspada,
T2 -vrijeme poluraspada radionuklida.

Gama spektronetrijska mjerenja uzoraka vode za potrebe ove doktorske disertacije, vrSena
su na niskofonskom, visokorezolucionom, germanijumskom koaksijalnom detektorskom
sistemu HPGe, u Laboratoriji za dozimetriju, detekciju i zaStitu od zracenja, Univerziteta u
Tuzli, slika 19. Ovaj detektor je detekor sa obrnutim elektrodama n-tipa, energetskog opsega:
3 keV-10 MeV, relativne efikasnosti na 1.33 MeV: 70 %, energetske rezolucije na 5.9 keV:
1100 eV FWHM, energetske rezolucije na 1.33 MeV %°Co: 2.30 keV FWHM.

Slika 19. Gama spetrometrijski sistem u LDDZZ (Laboratorija za dozimetriju,
detekciju i zaStitu od zraCenja) Univerziteta u Tuzli.
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Za kvalitativnu i kvantitativnu analizu vy - spektra uzoraka vode, potrebno je bilo izvrSiti
dvije vrste kalibracije y - spektrometra: energetsku kalibraciju spektrometra i kalibraciju na
efikasnost. Cilj energetske kalibracije je da se dobije veza izmedu polozaja vrhova totalne
apsorpcije u spektru i odgovarajuéih energija y-zraka. Kalibracija detektora na efikasnost ima
za cilj da predstavi vjerovatnoc¢u detekcije y - kvanata u funkciji njihove energije. Poznavanje
efikasnosti detektora E; za datu geometriju mjerenja, pored poznavanja tacnih vrijednosti
apsolutnih inteziteta P, , najvazniji su zahtjevi za uspjeSnu gama spektrometrijsku analizu
uzoraka.

Za kvalitativnu i kvantitativhu 7y - spektrometrijsku analizu uzoraka vode, od posebne
vaznosti je bio izbor najpogodnijih spektralnih linija y - zraCenja, Sto veCeg inteziteta 1
spektralne Cisto¢e. Upotrebom o programskog paketa, Genie 2000 Gamma Analysis Software
(Canberra Industries), izvrSena je cjelokupna kontrola rada spektrometrijskog sistema, analiza
dobivenih spektra i odredivanje sadrzaja radionuklida u ispitivanim uzorcima.

Specifiéna aktivnost 22°Ra odredena je preko fotopikova plova ~ 'Pb na 295.09 keV
(P, =19.2 %) i 351.87 keV (P, =37.1 %), kao i linija *'“Bi na 609 keV (P,=46.1 %) i
1120 keV (P, = 15.0%). Specifi¢na aktivnost radionuklida **Th odredena je na osnovu linija
u spektru ®Ac na 911.07 keV(P, = 29 %) i na 338.42 keV (P, = 12.4 %). Specifi¢na

aktivnost 235U odredena je na energiji 143.79 keV(P, = 10.5 %) i pomocu sloZene linije na
185.74 keV (P, = 53%). Mijerenje koncentracije ***U vreno je preko potomka Th-234 na
linijama 63.28 keV, 1001.03 keV. Aktivnost “°K odredena je preko njegovog jedinog gama
prijelaza na energiji od 1460,85 keV. Aktivnost 2'°Pb odredena je na osnovu njegove gama
linije na 46.539 keV. Vrijeme brojanja iznosilo je 86,000 sekundi. Nesigurnost mjerenja

izrazena je kao kombinovana standardna nesigurnost prema Eurachem/Citac Guide 2000.

5.2.1 Softver za spektralnu analizu gama spektara

Spektrometrijski softver za gama spektrometrijsku analizu ukljucuje niz osnovnih analiza
algoritama za obradu gama spektra. U LDDZZ Univerziteta u Tuzli, gdje su vrSena gama
spektrometrijska mjerenja za potrebe ove doktorske disertacije, koriSten je Softverski paket
Genie 2000. Ovaj program koristio se za prikupljanje i analizu spektra sa viSekanalnog
analizatora gama spektrometara. Pomo¢u ovog programa moZe se vrsiti manipulacija spektra,
dobiti pregladan prikaz i osnovni parametri spektara. U okviru ovog programa moguce je
izvrsiti kompletnu kalibraciju efikasnosti spektrometra, pod uslovom da se izvr$i snimanje

spektra standarda.
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5.3 Allium cepa test

Primjena fizickih 1 bioloSkih metoda kao komplementarnih dozimetrijskih metoda, imala je
za cilj poboljSanje percepcije bioloskih efekata koncentracije aktivnosti radona, koji je
dominantan prirodni izvor joniziraju¢eg zracenja u Zzivotnoj sredini. Fizicka dozimetrija se
obi¢no izvodi pomocu instrumenta koji su osjetljivi na fizicke efekte jonizirajuceg zraenja,
dok bioloska procjena doze u biodozimetriji zasnovana je na analizi biomarkera koji
odrazavaju oSte¢enje uzrokovano joniziraju¢im zracenjem. ViSe biljke prepoznate su kao
izvrsni geneticki modeli za otkrivanje mutagena u Zivotnoj sredini i danas su nezaobilazni
bioindikatori u pracenju studija citogeneti¢nosti [119]. Jedna od primarnih prednosti
citogeneticke biodozimetrije je ta, Sto se njene metode mogu koristiti za retrospektivno
procjenjivanje doze zraCenja, pod uslovom da se dobijeni rezultati pazljivo analiziraju.

Upotreba Allium cepa kao test sistema za otkrivanje mutagena, datira jo§ iz Cetrdesetih
godina proslog vijeka. Za pracenje ili ispitivanje zagadivaca Zivotne sredine Allium test je
usvojen od strane Medunarodnog programa za bioloske procese biljaka [120, 121]. Luk je
pogodan za genotoksi¢ne studije iz sljede¢ih razloga: (a) dinamika rasta korijena je veoma
osjetljiva na Siroku lepezu agenasa; (b) postoji jasan i brz odgovor na genotoksi¢ne agense (c)
mitotske faze u luku su vrlo jasno izrazene; (d) postoji dovoljna raznolikost u morfologiji
hromozoma; (e) spontana hromozomska oStecenja se rijetko javljaju, $to je posebno vazno za
pouzdanost mjerenja.

Allium cepa L. ima 16 monocentricnih hromozoma (2n = 16) sa osnovnim brojem x = 8.
Njegov kariotip sadrzi Sest metacentricnih (m), osam submetacentricnih (sm) 1 dva
subtelocentricna (st) hromozoma. Hromozomi ¢elija luka su relativno veliki hromozomi, Sto
omogucava lako otkrivanje mogucih oSteCenja hromozoma. Veoma dobro razjasnjene
citogenetiCke osobine crnog luka, te mali broj hromozoma u diploidnoj hromozomskoj
garnituri, su prednosti Allium cepa metafaznog testa, koji se pokazao kao pouzdan modelni
sistem za mjerenje uticaja citogenetskog potencijala zagadivaca u ambijentalnoj sredini [122].

Allium cepa test karakteriSe se niskom cijenom i jednostavnom realizacijom. Ima prednosti
nad drugim kratkotrajnim testovima jer ne zahtijeva prethodne pripreme testiranih uzoraka,
kao 1 dodavanje egzogenog metabolickog sistema. Danas se pouzdano zna da se mutageni
mogu citoloski manifestvovati ¢elijskom inhibicijom, poremecajem u metafazi, indukcijom
hromozomskih aberacija, numerickih i strukturnih. Testovi za ljudsko zdravlje se izvode
pomocu razli¢itih testnih sistema, a medu njima i testa Allium cepa. Posebna odlika ovog testa
Sto je primjenljiv na veliki broj ¢elijskih tipova. Metafazne hromozomske anomalije, koje se
detektuju u postupku testa Allium cepa, nisu isklju¢ene da se ne javljaju 1 u humanim
hromozomima kada su izloZeni slicnim agensima. Postoji veliki broj izvjeStaja o izvrsnoj
korelaciji ovog biljnog sistema sa sistemom sisara [123]. Djelovanjem jonizirajueg zracenja,
sve vrste molekula unutar ¢elije mogu biti oSte¢ene, a za Celiju su najvaznija oStecenja

molekule DNK. Dvostruki lomovi lanaca DNK pojavljuju se kao primarne lezije u formiranju
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hromozomskih aberacija koje su lako vidljive na metafaznim hromozomima bioindikatora
[124, 125]. Brojni eksperimenti su pokazali da je broj mutacija koji je uzrokovan zracenjem,
proporcionalan upotrebljenoj dozi, pa i najmanje doze zra¢enja mogu izazvati mutacije [55].

Kod Allium cepa testa, koristi se mitoti¢ki indeks i odredene nuklearne abnormalnosti za
procjenu citotoksi¢nosti i analizu mikronukleusa, kako bi se provjerila mutagenost razli¢itih
agenasa. Analiza hromozomskih promjena sluzi kao test mutagenosti, i jedna je od rijetkih
direktnih metoda za mjerenje oSteCenja u sistemima izlozenim mogué¢im mutagenima ili
karcinogenima. Mitoti¢ki indeks i indeks replikacije koriste se kao indikatori adekvatne
proliferacije ¢elija [126], koji se moze mjeriti pomocu biljnog testnog sistema Allium cepa.
Definisan je kao odnos broja ¢elija u mitozi 1 ukupnog broja analiziranih ¢elija [127]. Vec
dugo je smatran za veoma bitan kriterijum rasta i multiplikacije tkiva. Pod pretpostavkom da
se mitoza deSava u nasumi¢nim intervalima, mitotski indeks i izmjereno trajanje mitoze, su
koriSteni za izraCunavanje duzine interfaze. Ova vrijednost pokazuje kako je odredena
supstanca uticala na ¢elijsku diobu, bilo proliferativno ili inhibitorno.

U razli¢itim fazama mitoze promatrane su hromozomske abnormalnosti, izracunat

mitoticki indeksi, fazni indeksi i indeksi hromozomskih aberacija, pomocu sljede¢ih izraza:

TDC x100
MI (%) = — 19
(%) TC (19)
TC x100
Pl (%) = —— 20
(%) TDC (20)
CAI (%) = TC ppy 100 1)
TDC

gdje je:

MI — mitotski indeks;

PI — fazni indeks;

CAI — aberacijski indeks;

TDC — ukupan broj diferenciranih ¢elija;

TC — ukupano broj diferenciranih i ne diferenciranih ¢elija.

Za sagledavanje efekta trajanja tretmana na vrijednosti mitotskog indeksa ¢elija korijena

Allium cepa L., podaci su podvrgnuti statistickoj analizi koriste¢i Friedmanov test
(13) =2 3 (R)? ~3N(k +1) @)
XR NK e j

N- broj redova (koncentracija);
K- broj kolona (uslovi, trajanja tretmana);

Rj- zbir redova u j-toj koloni.
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Tumacenje rezultata mitotskog indeksa vrSeno je u odnosu na mitotski indeks kontrolnih
¢elija Allium cepa. Treba posebno naglasiti vrijednosti znanja iz biljnih citogenetskih tehnika,
koje omogucavaju dalji razvoj Allium cepa testa. Studije senzitivnosti i korelacije sistema
Allium cepa testa 1 drugih testnih sistema, su od sustinskog znacaja za pouzdanu procjenu
rizika, kao i ekstrapolaciju podataka na drugim organizmima, prvenstveno na covjeka.

Analizama genotoksi¢nosti i mutagenosti u meristematickim i Fy éelijama Allium cepa,
danas se uspjesno prati i efikasnost procesa biorazgradnje Stetnih jedinjenja, koji se vrSe
raznim hemijskim sredstvima, posebno bakterijama, u cilju njihovog prevodenja u netoksi¢ne

metabolite u ¢elijama.

5.3.1 Metodologija Allium cepa testa

Za potrebe eksperimentalnih istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji, izabrane su mlade,
zdrave lukovice (Allium cepa L.), oslobodene labavih spoljasnjih ljuspica, uniformne veli¢ine
i mase od 4 do 5.99 g, za pripremu uzorka sa izvorskom 1 sa destilovanomm vodom. Lukovice
su nabavljene od proizvodaca organske hrane, koji u njihovom uzgajanju nije primjenjivao
herbicide ili fungicide.

Izlaganje odabranih setova lukovica odredenim koncentracijama radona u vodi, vrSeno je u
dvije serije. U prvoj seriji mjerenja, lukovice su fiksirane u originalnoj dizajniranoj staklenoj
ambalazi sa odabranim koncentracija radona u vodi, 1 smjesStene u eksikatorima uniformne

zapremine na proklijavanje, slika 20.

Slika 20. Eksponiranje lukovica na odabranim koncentracijama radona u vodi.

Eksikatori su bili dovoljne zapremine da se ne bi narusili uslovi za klijanje lukovica, a
hermeticki su zatvoreni u cilju sprjeCavanja migracije odnosno ekshalacije radona iz posuda.

U eksitatorima tretirane su po 10 skupina odabranih lukovica Allium cepa L., na razli¢itim
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koncentracijama aktivnosti radona u realnoj izvorskoj i desilovanoj vodi, pri ¢emu je po jedna
negativna kontrola tretirana u uzorku nisko radioaktivne vode. Izlaganje lukovica na
apliciranim koncentracijama aktivnosti radona, u svim uzorcima izvorske i destilovane vode,
trajalo je 48 sati.

Na jednoj polovini lukovica tretiranih na odabranim koncentracijama radona u vodi,
pristupilo se makroskopskom i mikroskopskom istrazivanju morfologije tkiva korijencica
luka. Druga polovina odabranih proklijalih lukovica, koje su tretirane na odabranim
koncentracijama radona u vodi, nakon mjerenja duzine korijen¢ia, prenijete su na
pororastanje u druge posude sa izvorskom vodom, kao i posude sa destilovanom vodom, koje

su koris¢ene za komparativna mjerenja, u cilju sagledavanja bioloskih efekata (slika 21).

Slika 21. Morfoloska analiza lukovica prije 1 nakon eksponiranja na razli¢itim
koncentracijama aktivnosti radona u vodi.

Da bi se uocili citogeneticki efekti zraCenja na niskim dozama, nuzno jer bilo sagledati i
svaku promjenu na uzorcima. Iz tog razloga mjeren je broj korjenfi¢a 1 duzina svih
korijenci¢a lukovica, koje su tretirane na razli¢itim koncentracijama radona u vodi. Zbir
duzina svih korijenci¢a se onda dijelio sa ukupnim brojem korijenc¢i¢a za odredenu
koncentraciju, da bi se dobila srednja vrijednost duZine korjenc¢i¢a lukovice na datoj
koncentraciji. Nakon izvr§enih tretmana, korijenci¢i su odrezani i stavljeni u epruvete sa
fiksativom. Fiksativ se sastojao iz tri dijela etanola i jednog dijela glacijalne siréetne kiseline.

Zatim su korijencic¢i sa fiksativom ostavljeni na temperaturi od 4 °C u toku 24 h.

Slika 22. Priprema za pravljenje privremenih citogenetickih preparata.
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Sljede¢i korak bio je hidroliziranje u IN (normalnom) HCl-u pet minuta na 60 °C. Rastvor
HCI hidrolizira ¢elijski zid i korijenci¢i postaju meksi Sto olakSava pripremu preparata. Nakon
toga se korijenci¢i stavljaju u destilovanu vodu, spremni za pripremu privremenih
citogenetickih preparata.

Priprema preparata odvijala se sljede¢im redom: na predmetno staklo stavljaju se 2-3
korijen¢i¢a 1 odreze im se otprilike 2-3 mm vrSnog dijela (meristemske ¢elije). Na njih se
stavlja kapljica boje (laktopropionski orsein) i maceriraju se metalnim Stapi¢em. Preko
izmaceriranih vrhova korijenc¢i¢a se stavlja pokrovno stakalce 1 pritiska filter papirom da bi
upio viSak boje. Poslije toga se preparati parafiniraju. Time je zavrSena priprema privremenih
preparata, koji su ostavljeni 24 h na susenje na sobnoj temperaturi.

Privremeni preparati inace traju dva do tri dana, zato je bilo potrebno napraviti trajne
preparate. Trajni preparati se prave odvajanjem pokrovnog stakalca od predmetnog stakla
privremenih preparata. To se radi tretiranjem 45% sir¢etnom kiselinom da bi se odvojio
vosak. Nakon Cega preparat odstoji na zraku 30 minuta. Zavr$ni korak je dodavanje kanada
balsama na preparat predmetnog stakala, koji se preklapa pokrovnim staklom. Nakon toga
preparati su bili spremni za posmatranje.

U sljedecoj fazi eksperimentalnog rada, pristupilo se analizi pripremljenih slajdova. Na
svakoj od 10 odabranih koncentracija aktivnosti radona, u uzorcima izvorske i destilovane
vode, analizirane su hromozomske aberacije na 500 diobnih ¢elija, sa 10 najuspjesnijih
preparata. Hromozomi su posmatrani pod savremenim bioloSkim mikroskopima BS-2063T i
KERN OBE 104C825, i slikani pomocu visoko-rezolucionih kamera (BUC2D-500C,
resolution SMP, proizvodac: Sony Japan, i kamera ODC 832, resolution 5.1MP, proizvodac:
KERN Optics Germany).

Slika 23. Mikroskopska analiza meristemskih ¢elija Allium cepa L.,
analizirana na savremenom bioloSkom mikroskopu BestScope.
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5.4 Mikronukleus (MN) test

Sezdesetih i sedamdesetih godina proslog vijeka, razvijeni su brojni biljni testovi
genotoksi¢nosti, koji su koriSteni za otkrivanje individualnih genotoksina u zZivotnoj sredini.
Da bi se procijenilo individualno zraenje kao mutageni agens, brze i pouzdane procjene
apsorbovane doze su klju¢ne za sagledavanje rizika. U individualnoj procjeni, biodozimetrija
u velikom broju slu¢ajeva, moze doprinijeti viSe od komplementarne fizicke dozimetrije.  Ni
jedan aplicirani test ne moZe otkriti sve genotoksi¢ne agense, s razli¢itim na¢inima djelovanja,
koji su prisutni u zivotnoj sredini. Danas najrasireniji biljni bioloski test za otkrivanje
genotoksina u Zivotnoj sredini je mikronukleus (MN) test, koje se izvodi pomocu mitotickih
¢elija korijencica luka Allium cepa [128]. Meristematske mitotske celije korijena biljaka su
adekvatni 1 efikasni citogenetski materijali za otkrivanje klastogenosti zagaduju¢ih materija.
MN test kao i druge bioloSke analize zasnovane na biljkama, su veoma osjetljive prema
efektima teSkih metala i radionuklida.

Najefikasniji 1 najjednostavniji indikator citogenetskih oSteCenja je formiranje
mikronukleusa. Za procjenu mitotiCke abnormalnosti 1 indukcije mikronukleusa u
medufaznim ¢elijama, naj¢eSce se koristi in vivo ispitivanje mikronukleusa, koji se pokazao
kao najpouzdaniji test, ne samo za identifikaciju opasnosti ve¢ i na procjenu rizika. Svrha MN
testa je identifikacija agenasa koje uzrokuju citogenetsku Stetu, koja rezultira stvaranjem
mikronukleusa, koji sadrze fragmente 1ili cijele hromozome. Analiza prisutnosti
mikronukleusa, vr$i se bilo vizualizacijom pomoc¢u mikroskopa, analizom slike, proto¢nom
citometrijom ili laserskom skeniraju¢om citometrijom. U ovoj doktorskoj disertaciji, analiza
prisutnosti mikronukleusa u tretiranim ¢elijama vrsena je vizualizacijom pomoc¢u mikroskopa.

Nauc¢ni napredak u molekularnoj biologiji, kao i1 razvoj novih mjernih tehnika u
radijacionoj fizici, otvorili su moguénost korelacije intracelularnih promjena sa individualnom
apsorbovanom dozom jonizirajueg zracenja. Jonizirajue zracenje moze izazvati stvaranje
fragmenta acentri¢nog hromozoma i malsegregaciju cijelih hromozoma. Acentri¢ni fragmenti
hromozoma i cijeli hromozomi koji nisu u moguénosti da komuniciraju sa vretenom (zbog
oStecenja mitotskog vretena) zaostaju u anafazi, i kao rezultat toga nisu ukljuceni u glavna
jezgra kéerke. Zaostali hromozomski fragment ili cjelokupni hromozom, formira se u malo
odvojeno jezgro, koji je nazvan mikronukleus. Zbog toga se obi¢no vide kao izrazito odvojeni
objekti unutar citoplazme Celije kéerke.

Mikronukleusi su hromatini citoplazme, koji nastaju iz centri¢nih ili acentricnih oSte¢enih
kromosoma, neki nestabilni nusprodukti hromozomskih aberacija [129]. Za odredivanje
nestabilnth  hromozomskih aberacija, koristila se druga citogenetska metoda:
Mikronukleus(MN) test in vivo ispitivanja mikronukleusa. Sto se ti¢e nestabilnih
hromozomskih aberacija, da bi se interpretirala ocjena MN u smislu efekata doze zracenja,
dobijeni nakon in vitro zracenja, potrebna bi bila kalibracijska kriva (frekvencija MN prema

dozi) za procjenu efekata in vivo zracenja [130]. Pre¢nik mikroinukleusa obi¢no varira izmedu
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1/16 1 1/3 srednjeg precnika glavnih jezgara. MN obi¢no nisu povezani sa glavnim jezgrima,
mogu ga dodirivati ali ne i preklopiti. MN su nerefraktilni, obi¢no imaju isti intenzitet bojenja
kao i glavno jezgro, ali povremeno njihovo bojenje moze biti intenzivno.

Mikronukleus (MN) test ima potencijal da otkrije aktivnosti klastogenih (hromosomski
prelom) i aneugenih (gubitak hromozoma) genotoksi¢nih agensa. Prisutnost mikronukleusa u

¢eliji pokazatelj je postojanja aberacija u genetickom materijalu celije.

5.5 Statisticka obrada podataka

Analiza varijance (ANOVA) koriStena je za ispitivanje znacajnih razlika svih procijenjenih
parametara u korijenima Allium cepa L. izlozenih odgovaraju¢im koncentracijama aktivnosti
radona. Jednosmjerna ANOVA i multivarijantna analiza podataka izvedena je pomocu
programa GraphPad Prism 9. Rezultati koji su se razlikovali na razini p<0.05 smatrani su
statisticki znacajnim. Takode, izracunat je Pearsonov koeficijent korelacije za promatrane
parametre. Istrazivanje je provedeno u Laboratoriji za detekciju, dozimetriju 1 zastitu od

zracenja 1 Laboratoriji za genetiku Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta u Tuzli.
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6. REZULTATI ISTRAZIVANJA I DISKUSIJA

6.1. Rezultati gama spektrometrijske analize

Gama spektrometrijska analiza vrSena je na uzorcima niskoradonske prirodne izvorske
vode, koji su koristeni za pripremu uzoraka razli¢itih koncentracija radona. Voda je uparavana
radi redukcije zapremine u cilju koncentrovanja potencijalno prisutnih radionuklida. Da bi se
dobila veca pouzdanost podataka za nivoe osnovne aktivnosti, analiza je vrSena na
niskofonskom visokorezolucionom gama spektrometrskom sistemu. Rezultati ovih gama

spektrometrijskih analiza prikazani su u tabeli 10.

Tabela 10. Koncentracije aktivnosti radionuklida u uzorku izvorske vode (mBg/L).

Koncentracije aktivnosti radionuklida u uzorku izvorske vode
(mBg/L)

226Ra 232Th 40K 238U 235U ]37CS 7]_3,e
1.8 +£0.2 <1 18.0+4.2 119.0+£52.1 09+0.3 - -

Iz gornje tabela 7 se uocCava, da specificne aktivnosti radionuklida u analiziranim uzorcima
vode, imaju niske vrijednosti. U uzorcima izvorske vode nije detektovan izotop '*’Cs,
antropogeni radionuklid, koji je dospio u atmosferu kao rezultat testiranja termonuklearnih
bombi, i havarije nuklearne elektrane u Cernobilju aprila 1986. godine. Takode nije
detektovan prirodni kosmogeni¢ki radionuklid berilijum ’Be, prvenstveno zbog kratkog

vremena poluraspada (53.3 dana).

6.2. Rezultati mjerenja jacine apsorbovane doze gama zra¢enja u vazduhu

Ukupnoj apsobovanoj dozi gama zracenja u istrazivackoj laboratoriji, pored fluksa
kosmickog i kosmogenog y zraéenja, daju doprinos i potomci radona *??Rn. Kako su kratko
7iveéi potomci radona 2**Rn (*'*Bi, 2*Po i 2!*Pb) i dugoZive¢i potomak radona (*!'°Pb ) glavni
izvori gama zraCenja, uporedo sa mjerenjem koncentracije aktivnosti radona, vrSena su i
mjerenja jacine doze gama zracenja tokom svake serije mjerenja. Iz tog razloga nuzno je bilo
sagledati te doprinose izloZenosti uzoraka Allium cepa L. Za mjerenje jafine doze gama
zraCenja u vazduhu, koristeni su sistemi ADL Gamma Tracer i MiniTRACEy. Mjerni sistemi
postavljeni su bili na 1m iznad patosa laboratorije, 1 1 m od njenih zidova.

Na slici 24, prikazane su kontinuirane 10-to minutne vrijednosti ja¢ine doza gama zrac¢enja
u vazduhu [nSv/h] radne laboratorije, koje su registrovane u toku cjelokupnog vremena

izlaganja lukovica Allium cepa koncentracijama aktivnosti radona.
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Slika 24. Spektar jac¢ine apsorbovane doze gama zracenja u vazduhu istrazivacke laboratorije.

Iz prikazanog spektra na slici 24, vidi se da su vrijednosti ja¢ine doze gama zraCenja u
radnoj laboratoriji, za vrijeme istrazivanja bile u opsegu varijacije osnovnog fona. Srednje

vrijednosti doze gama zrac¢enja u vazduhu do 100 nSv/h, smatraju se normalnim nivoima.

6.3. Rezultati mjerenja koncentracije aktivnosti radona u vazduhu laboratorije

Pomoc¢u modernog sistema AlphaGuard pro, mjerenja koncentracije aktivnosti radona u
vazduhu istrzivacke laboratorije, vrSena su kontinuirano tokom trajanja ukupne procedure
izlaganja Allium cepa L. koncentracijama aktivnosti radona. Na slici 25 prikazane su 10-to
minutne vrijednosti koncentracije aktivnosti radona u vazduhu laboratorije [Bq/m?].

Sa slike 25 vidi se da nivoi koncentracije radona u vazduhu radne laboratorije nemaju
velike oscilacije, 1 nalaze se u granicama varijacije prirodnog fona. Ovi nivoi su u saglasnosti
sa ranijim podacima koji su dobijeni u ovoj laboratoriji, u kojoj se koncentracija radona u
vazduhu prati kontinuirano. To znaci da se sa pripremanjem uzoraka vode sa razli¢itim
koncentracijama radona pazljivo radilo, da su hermetizirani eksikatori dobro obavili svoju
namjenu, u ovom originalno koncipiranom eksperimentu.
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Slika 25. Koncentracija aktivnosti radona u vazduhu istrazivacke laboratorije
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Na slici 26, prikazani su uporedno spektri jacine doze gama zracCenja i koncentracije
aktivnosti radona u vazduhu radne laboratorije. Ta moguénost uporedivanja ovih fizickih
dozimetrijskih veli¢ina, od velikog je znaCaja za detekciju zracenja, i pouzdanost procjene
uticaja jonizirajuCih zraCenja na covjeka, jer istrazivacima daje jedinstvenu priliku da
neposredno i1 na ocigledan nacin, sagledavaju nivoe korelacije jacine doze gama zraenja i

koncentracije aktivnosti gasa radona u ambijentalnim sredinama.

sRAsRsANRASd

Slika 26. Uporedni prikaz spektara ja¢ine doze gama zracenja i koncentracije aktivnosti
radona u vazduhu istrzivacke laboratorije

Kao $to se vidi na slici 26, izmjerene vrijednosti jacine doza gama zracenja, tokom cijelog
vremena snimanja spektara, nalaze se u dobroj korelaciji sa izmjerenim nivoima koncentracije
aktivnosti radona. Ovo je ne od malog znaCaja za pouzdanost mjerenja jaine doze gama
zradenja u vazduhu, obzirom na dominantan udio gama kvanta koji poti¢u od izotopa 2'*Bi i

214Pb, koji su produkti raspada atoma izotopa radona 22*Rn.

6.4. Rezultati mjerenja koncentracije aktivnosti radona
u uzorcima izvorske vode

Da bi se pouzdano sagledao uticaj koncentracije aktivnosti radona na celije tkiva luka u
realno mogucim uslovima, koriStena je prirodna izvorska voda. Koristili su se uzorci izvorske
nisko radioaktivne vode, istih zapremina (0.4 L). Za eksperimentalna istraZivanja u ovoj
disertaciji, koriStena je izvorska voda ¢iji radioloSki 1 hemijski sastav je pra¢en dugi niz
godina, i pouzdano je odreden savremenim nuklearnim i hemijskim metodama. Sve te analize
pokazale su da ova voda ima stabilan izoptopski sastav, niske aktivnosti radionuklida koji si
prisutni u tragovima, §to je posebno vazno za kvalitet i kontinuitet istrazivanja. Na slici 27
prikazan je spektar koncentracije aktivnosti radona u uzorku koriStene vode, izmjeren pomocu
AlphaGUARD sistema.
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Slika 27. Koncentracija aktivnosti radona u koriStenoj izvorskoj vodi.

Uspjeh ostvarivanja postavljenih cijeljeva u ovoj doktorskoj disertaciji, direktno je zavisio
od pouzdanog odredivanja koncentracije aktivnosti radona u izvorskoj vodi. Iz tih razloga,
nakon deponovanja standarda izotopa ?*°Ra kao izvora radona *?’Rn, povremeno je praéen
proces uspostavljanja sekularne radioaktivne ravnoteze ovih izotopa, koja se mogla narusiti u
toku izvodenja eksperimenta. Na slici 28 prikazana je koncentracije aktivnosti radona u

jednom trenutku vremena, na putu ka uspostavljanju sekularne radioaktivne ravnoteze.
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Slika 28. Koncentracija aktivnosti radona u uzorku izvorske vode, ¢ija je vrijednost
na putu uspostavljanja sekularne radioaktivne ravnoteze dostigla 100 kBg/m®.

Postupak odredivanja koncentracije aktivnosti radona u vodi, zahtjevao je strogu
definisanu proceduru za uzorke u kojima je uspostavljena radioaktivna ravnoteZa. U cilju
dobijanja pouzdanih rezultata, u AlphaGuad sistemu, sniman je kontinuirani spektar 10-to
minutnih vrijednosti koncentracija aktivnosti radona u normalnom rezimu rada. U zatvorenoj
gasnoj cirkulaciji staklenih sudova sistema AquaKIT, negdje na sredini mjernog intervala od
24 sata, radon je izbacen iz uzorka vode pomocu sistema AlphaPUMP [121], sa brzinom
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protoka vazduha od 0.05 L/min, u toku 20 min. Nakon tog prinudnog istiskivanja radona iz
vode, pumpa je iskljucena, a sa mjerenjem koncentracije aktivnosti radona u vodi, nastavljeno
je do okoncanja vremenskog intervala od 24 sata. Na taj nain mogao se jasno sagledati
efekat, na kojem se zasniva ova dominantna metoda za detekciju radona u vodi. Pik u spektru
na slici 28, koji je nastao u datom mjernom trenutku, pokazao je maksimalnu vrijednost

generisane koncentracije aktivnosti radona od 23.46 kBg/m®.

6.5. Rezultati makroskopskog i mikroskopskog istrazivanja morfologije
tkiva luka (A/llium cepa L.)

Kako je ranije naglaSeno, temeljni preduslov uspjesne realizacije postavljenih zadataka u
aktuelnoj doktorskoj disertaciji, direktno je zavisio od pripreme uzoraka vode sa pouzdano
odredenim koncentracijama aktivnosti radona. Za eksponiranje meristemskih ¢elija korijena
Allium cepa L., u prvom dijelu eksperimentalnih istrazivanja, koriSteni su uzorci destilovane
vode sa odredenim koncentracijama aktivnosti radona. U toku istrazivanja, sagledavajuci neke
preliminarne rezultate efekata zracenja, odluceno je da se koriste i uzorci jedne izvorske nisko
radioaktivne vode, dozirani izvorom radona potrebne aktivnosti. Ideja je bila da se
identifikuju potencijalni bioloski efekti radona i njegovih produkata raspada, u uslovima kada
kada su moguce njihove interakcije sa jonima i1 atomima elemenata koji su prisutni u
izvorskoj vodi. U nedostatku sli¢nih istrazivanja u dostupnoj naucnoj literaturi, naucna
znatizelja za S§to pouzdanije sagledavanje efekta zraCenja koje uzrokuje radon u vodi na

bioloskie sisteme, zahtijevala je dodatne napore u realizaciji aktuelne doktorske disertacije.

6.5.1 Makroskopski i mikroskopski parametri izlaganja koncentracijama aktivnosti
radona u destilovanoj vodi

Prvi makroskopski parametri opservacije u ovoj disertaciji, bili su duzina korijena i broj
korijen¢i¢a Allium cepa L., koji su mjereni nakon izlaganja na raznim koncentracijama
aktivnosti radona u toku 48 h. U tabeli 11 1 slici 29, prikazan je rast i broj korijena u svakoj
grupi lukovica, izrazen kao srednja vrijednost izmjerenih duZina prorastanja pojedinac¢nih
korijencica, koji su bili izloZeni koncentracijama aktivnosti radona u destilovanoj vodi.

Dobijeni rezultati mjerenja duZine prirasta korijencia, pokazuju inhibiciju rasta
korijenci¢a na svim apliciranim koncentracijama aktivnosti radona u vodi. Sa povecanjem
koncentracija aktivnosti radona u vodi, inhibicija rasta korijena se povecavala. Iz tabele 11 se
vidi, da je zabiljezen maksimalan rast korijena na kontrolnoj skupini lukovica, 7.54 mm, a
najmanji, 1.01 mm, na lukovicama koje su tretirane na najvecoj koncentraciji aktivnosti
radona od 1,006.25 Bqg/L. Manja prosjecna duzina korijenci¢a na tretiranim lukovicama u
odnosu na kontrolnu seriju lukovica, nesumnjivo je odraz toksicnog djelovanja koncentracije

aktivnosti radona, kao dominante varijable u ovom eksperimentu.
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Tabela 11. Srednja duzina korijena Allium cepa 1 citoloski efekti indukovani na razli¢itim
koncentracijama aktivnosti radona u destilovanoj vodi.

Koncentracija Srednja vrijednost ~ Ukupan broj % rasta korijena
aktivnosti radona duzine korijena korijen¢ic¢a u odnosu na
(Bqg/L) (mm) luka kontrolu
100.62 4.49 168 59.55
201.25 4.44 141 58.90
301.87 4.41 161 58.49
402.50 4.37 149 58.00
503.12 3.80 136 50.40
603.75 3.77 137 50.00
704.37 3.64 135 48.28
805.00 2.68 136 35.54
905.62 1.54 133 20.42
1,006.25 1.01 140 13.40
0 (NK) 7.54 208 100

Duiina korijenéi¢a (mm)
S = MW B DO = @mOo O
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Koncentracija aktivnosti radona (Bg/L)

Slika 29. Duzina korijenc¢i¢a u zavignosti od koncentracija aktivnosti radona
u destilovanoj vodi.

Smanjeni mitotski indeks, u odnosu na negativnu kontrolu, upucuje na promjene nastale
hemijskim djelovanjem tokom rasta i razvoja korijenc¢i¢a luka [22], §to uzrokuje zaostajanje
éelija u pojedinim fazama éelijskog ciklusa. Potomci raspada radona 2*’Rn, su kratkoZive¢i
izotopi 2!8Po, 218As, 214Pb, 2!“Bi, *'*Po i ?!°Tl, koji imaju vrijeme poluraspada 3.05 min,
1.5 s, 26.8 min, 19.7 min, 164 ms 1 1.32 min, respektivno. Ovi izotopi koji su alfa (a), beta
(B) i gama (y) emiteri, direktno efektom mete, ili indirektno mehanizmom formiranih
slobodnih radikala, interaguju sa molekulima meristemskih ¢elija Allium cepa L. Razumljivo
je onda da sa povecanjem koncentracije aktivnosti ovih izotopa u vodi, povecava se intezitet

njihovog uticaja na bioloSke efekte.
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U kontroli vrijednost mitotskog indeksa (MI) iznosila je 13.78 %. Sa povecanjem
koncentracija aktivnosti radona u vodi, konstantovano je smanjenje mitotskog indeksa, u
rasponu od 11.77 do 9.84 %, na koncentracijama aktivnosti radona u voidi od 100.62 do
1,006.25 Bg/L, respektivno. Efekti koncentracija aktivnosti radona u destilovanoj vodi, na
mitotski indeks (MT) i frekvenciju mitotskih faza dati su u tabeli 12.

Tabela 12. Prikaz razli¢itih mitotskih i faznih indeksa meristemskih ¢éelija Allium cepa L.,
eksponiranih na razli¢itim koncentracijama aktivnosti radona u destilovanoj vodi.

Koncentracija Broj Diobne Aberantne  Deformisane PI (%)
aktivnosti radona  celija  Celije celije nediobne ¢elije MI (%)
(Bg/L) (%) (%) Pro Meta Ana Telo
100.62 4,885 560 17.86 6.16 11.46£0.69" 3895 26.32 13.68 21.05
201.25 4,860 535 30.84 7.82 11.014£0.98™ 36.26 26.37 16.48 20.89
301.87 4,825 525 40.00 9.00 10.88+0.71"° 38.64 21.59 18.18 21.59
402.50 4,730 499 46.70 11.21 10.55+0.73"  30.09 29.13 17.48 23.30
503.12 4,835 501 57.88 15.00 10.36+0.53"" 33.23 2426 20.41 22.10
603.75 4,770 490 71.02 18.10 10.27+0.45™"  36.63 20.13 12.12 31.12
704.37 4,925 491 79.43 18.58 9.9740.62™"  34.67 23.44 1442 26.18
805.00 4,855 446 84.10 20.80 9.19+0.43"" 3943 2022 1524 25.11
905.62 4,875 372 87.36 23.90 7.63+0.50""" 2875 2233 18.99 29.93
1,006.25 4,675 319 92.48 27.00 6.8240.45""" 2726 19.85 22.31 30.58
0 (NC) 4,970 685 8.03 1.21 13.78+0.53  31.39 28.47 16.79 23.35

MI: mitotski indeks; PI: fazni indeks; Pro: profaza; Meta: metafaza; Ana: anafaza; Telo: telofaza; NC: negativna

kontrola. Statisticka znac¢ajnost u odnosu na kontrolnu grupu, “p<0.05; “p<0.01; **p<0.001; “**p<0.0001;
Analizirano 5,000 Celija za svaki tretman 1 negativnu kontrolu.

Na osnovu vrijednosti faznog indeksa iz tabele 9, moze se zakljuciti da je najveci broj
¢elija zastupljen u profazi, S§to je dokaz dobre proliferativne aktivnosti. S druge strane,
postojanje svih faza mitoze, ukazuje da celije uspjeSno zavrSavaju diobu, te se otklanja
mogucnost ekstremnog profaznog indeksa, koji bi bio posljedica abnormalne celijske
proliferacije.

Smanjenje mitotskog indeksa moglo bi biti posljedica inhibicije sinteze DNA [23], [24] ili
blokiranja u G fazi Celijskog ciklusa, spre¢avajuc¢i ¢eliju da ude u mitozu [25]. Mitotski
indeks je prihvatljiva mjera citotoksi¢nosti u zivim organizmima [26], Sto je potvrdeno i u
ovoj disertaciji. Najnizi postotak (8.03 %) aberantnih Celija primijeen je u negativnoj
kontroli, a najve¢i u uzorcima Celija Allium cepa (93.10 %) koje su eksponirane na
koncentraciji aktivnosti radona od 1,006.25 Bq/L. Interesantno je naglasiti da je postotak
aberantnih ¢elija po¢eo naglo rasti sa pove¢anjem koncentracije aktivnosti radona, od uzorka
koji je tertiran na koncentraciji aktivnosti radna od 402.50 Bq/L, kada je iznosio 49.10 %. 1z
tabele 9 se vidi, da je profaza najCesce biljeZzena faza celijskog ciklusa meristemskih celija

Allium cepa, tj. profazni indeks dominantan na svim koncentracijama aktivnosti radona.
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Vrijednosti profaznog indeksa nalazile su se u rasponu od 27.26 do 39.43 %, metafaznog
indeksa od 19.85 do 29.13 %, anafaznog indeksa od 12.12 do 22.31 % i telofaznog od 20.89
do 31.12 %.

U cilju sagledavanja citotoksi¢nosti koncentracije aktivnosti radona u vodi, rast korijena
luka i mitotski indeks, korelisani su s koncentracijama aktivnosti radona u destilovanoj vodi,
pomocu linearnih Pearsonovih koeficijenta korelacije. U prvom slucaju, slika 30, dobijena je
jaka negativna korelacija (r = - 0.78) rasta korjena i nivoa koncentracija aktivnosti radona u
vodi. Takode 1 u drugom sluc¢aju, dobijena je jaka negativna korelacija (r = - 0.80) mitotskog

indeksa 1 razli¢itih koncentracija aktivnosti radona u vodi.
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Slika 30. Komporativni prikaz zavisnosti duzine korijena luka i mitotskog indeksa,
od nivoa koncentracije aktivnosti radona u destilovanoj vodi.

Odnos normalnih i aberantnih ¢elija mijenjao se sa povecanjem koncentracije aktivnosti

radona u destilovanoj vodi. Broj normalnih ¢elija se skoro linearno smanjivao, dok se broj
aberantnih cCelija linearno povecavao sa povecanjem koncentracije aktivnosti radona u
uzorcima destilovane vode. Udio aberantnih ¢elija u ukupnom broju diobnih ¢elija, dostigao
je 92.48% na najvecoj, dok je taj udio bio 17.86 % na najmanjoj primijenjenoj koncentraciji

aktivnosti radona. Na slici 31. prikazan je odnos normalnih i aberantnih meristemskih celija,

koje su tretirane koncentracijama aktivnosti radona u uzorcima destilovane vode.
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Slika 31. Uporedni prikaz broja normalnih i aberantnih diobnih ¢elija, eksponirane na
koncentracijama aktivnosti radona u uzorcima destilovane vode.
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Udio aberantnih ¢elija u ukupnom broju diobnih ¢elija negativne kontrole iznosio je
8.03%, sto je drasticno manje u odnosu na procenat normalnih diobnih ¢elija koje su
eksponirane na koncentracijama aktivnosti radona u uzorcima destilovane vode. Procenat
deformisanih nepodijeljenih ¢éelija, takode se povecavao sa porastom koncentracije aktivnosti
radona u destilovanoj vodi. Udio deformisanih nepodijeljenih ¢elija u ukupnom broju
posmatranih ¢éelija, dostigao je 27.00 % na najvecoj, dok je taj udio bio 6.16 % na najmanjoj
primijenjenoj koncentraciji aktivnosti radona. Procenat deformisanih nepodijeljenih ¢elija u
ukupnom broju posmatranih ¢elija negativne kontrole iznosio je 1.21 %, $to je pet puta manje
u odnosu na procenat deformisanih nepodijeljenih ¢elija, koje su eksponirane na najmanjoj
primijenjenoj koncentraciji aktivnosti radona od 100.62 Bq/L.

6.5.2 Makroskopski i mikroskopski parametri izlaganja koncentracijama aktivnosti
radona u izvorskoj vodi

U tabeli 13, prikazan je rast i broj korijena u svakoj grupi tretiranih lukovica, izrazen kao
srednja vrijednost izmjerenih duzina prorastanja pojedinacnih korijencica, koji su bili izloZeni
odabranim koncentracijama aktivnosti radona u izvorskoj vodi.

Tabela 13. Srednja duZina korijena Allium cepa 1 citoloski efekti indukovani na razli¢itim
koncentracijama aktivnosti radona u izvorskoj vodi.

Koncentracija Srednja vrijednost Ukupan broj % rasta korijena
aktivnosti radona duzine korijena  korijenc¢ica luka u odnosu na
(Bg/L) (mm) kontrolu
100.77 15.42 177 90.54
201.40 14.58 154 85.61
302.01 13.47 132 79.09
402.65 14.21 151 83.44
503.27 11.38 155 66.82
603.90 10.94 133 64.23
704.51 10.41 126 61.13
805.15 11.02 110 64.70
905.77 7.30 85 42.86
1,006.40 6.45 63 37.87
0.146 (NCO) 17.03 181 100

Iz tabele 13 se vidi, da je 1 u izvorskoj vodi na svim primijenjenim koncentracijama
aktivnosti radona, doSlo do inhibicije rasta korijenc¢ica Allium cepa L. u odnosu na negativnu
kontrolu. Medutim, kod izvorske vode za razliku od destilovane vode taj rast je bio
neujednaen sa porastom aktivnosti radona u vodi. Ali generalno, sa povecanjem
koncentracija aktivnosti radona u vodi, inhibicija rasta korijena se povecavala i u slucaju
izvorske vode. Iz tabele 10 se vidi, da je zabiljeZzen maksimalan rast korijena na kontrolnoj
skupini lukovica, 17.03 mm, a najmanji, 6.45 mm, na lukovicama koje su tretirane na

najve¢oj koncentraciji aktivnosti radona od 1,006.40 Bg/L. Manja prosje¢na duZina
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korijen¢i¢a na tretiranim lukovicama u odnosu na kontrolnu seriju lukovica, nesumnjivo je
dokaz toksicnog djelovanja koncentracije aktivnosti radona u vodi. Efekti koncentracija
aktivnosti radona u izvorskoj vodi, na mitotski indeks (MI) i frekvenciju mitotskih faza dati su
u tabeli 14.

Tabela 14. Prikaz mitotskih i faznih indeksa meristemskih ¢elija Allium cepa, eksponiranih

na razli¢itim koncentracijama aktivnosti radona u izvorskoj vodi.

Koncentracija Broj Diobne Aberantne  Deformisane PI (%)
aktivnosti radona cCelija  Celije celije nediobne ¢elije MI (%)

(Bg/L) (%) (%) Pro Meta Ana Telo
100.77 956 174 43.10 26.46 18.20+0.00° 32.18 25.86 25.29 16.67
201.40 974 161 48.22 34.98 16.53+0.00 36.02 24.84 19.87 19.25
302.01 966 155 54.01 39.21 16.04+0.00 35.48 25.16 18.06 21.29
402.65 987 147 55.23 42.55 14.89+0.00 40.82 25.85 17.01 16.33
503.27 991 121 62.22 48.34 12.21+0.00"  42.15 29.75 14.88 13.22
603.90 956 118 71.94 55.35 12.34+0.00" 37.29 27.12 20.34 15.25
704.51 947 110 82.11 64.46 11.61+0.00" 52.73 24.54 19.09 12.73
805.15 988 117 89.88 72.61 11.8440.00" 5299 17.09 15.38 14.53
905.77 983 86 95.65 88.13 8.75+0.00”  43.02 20.93 22.09 13.95
1,006.40 975 69 97.21 94.22 7.0840.00"  46.38 27.54 14.49 11.59
0.146 (NC) 993 193 6.22 2.19 19.64+0.00" 35.75 17.10 21.76 25.39

MI: mitotski indeks; PI: fazni indeks; Pro: profaza; Meta: metafaza; Ana: anafaza; Telo: telofaza; NC: negativna
kontrola. Statisticka znac¢ajnost u odnosu na kontrolnu grupu, “p < 0.05; “p < 0.01; “*p < 0.001; ***p < 0.0001;

Analizirano 1,000 ¢elija za svaki tretman 1 negativnu kontrolu.

Iznosi mitotskog indeksa i indeksa replikacije koji se koriste kao pokazatelji adekvatne
proliferacije ¢elija [126], pokazali su da je na maksimalnim koncentracijama aktivnosti radona
u istrazivanju, od 905.77 i 1,006.40 Bq/L, doSlo skoro do potpune inhibicije rasta korijena
Allium cepa 1 drastitnog smanjenja broja mitotickih faza. Isto kao i1 kod uzoraka destlovane
vode, i u uzorcima izvorske vode, najveci broj ¢elija zastupljen je bio u profazi, s tim da je u
slu¢aju uzoraka izvorske vode, razlika izmedu broja zastupljenosti ostalih faza bila znatno
manja u odnosu na uzorke destilovane vode.

Najnizi postotak (6.12 %) aberantnih ¢elija primijecen je u negativnoj kontroli, a najvecéi u
uzorcima meristemskih ¢elija korijena Allium cepa L. (97.21 %) koje su eksponirane na
koncentraciji aktivnosti radona od 1,006.40 Bg/L. Interesantno je naglasiti da je u uzorcima
izvorske vode, rast korijena ekponiranih lukovica bio drasti¢no izraZeniji.

Iz tabele 14 se vidi, da je profaza najceSce biljeZena faza Celijskog ciklusa meristemskih
¢elija Allium cepa, tj. profazni indeks dominantan na svim koncentracijama aktivnosti radona,
kao 1 kod uzoraka destiovane vode. Vrijednosti profaznog indeksa nalazile su se u rasponu od
32.18 do 52.99 %, metafaznog od 17.09 do 29.75 %, anafaznog od 14.49 do 25.29 % i
telofaznog indeksa od 11.59 do 21.29 %.
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U ovoj disertaciji istrazene su razli¢ite hromozomske aberacije i razna hromatidna
oste¢enja u meristemskim celijama korijena Allium cepa, koja predstavljaju pouzdane
biomarkere Allium test organizma. Analizirano po 5,000 meristemskih ¢elija korijena Allium
cepa L., iz svakog od 10 uzoraka, koji su bili eksponirani razli¢itim koncentracijama
aktivnosti radona u destilovanoj vodi, u rasponu od 100.62 do 1,006.25 Bg/L. Isto tako
analizirano po 1,000 meristemskih ¢elija korijena Allium cepa L., iz svakog od 10 tretiranih
uzoraka, koji su bili eksponirani koncentracijama aktivnosti radona u izvorskoj vodi, u
rasponu od od 100.77 do 1,006.40 Bg/L. Na svakoj od 10 odabranih koncentracija aktivnosti
radona u destilovanoj vodi, analizirane su hromozomske aberacije na priblizno 500 diobnih
¢elija, sa 10 najuspjeSnijih preparata. Iz uzoraka izvorske vode sa koncentracijama aktivnosti
radona, analizirane su hromozomske aberacije na 100 diobnih celija, sa 5 najuspjesnijih
preparata.

Sve aplicirane koncentracije aktivnosti radona od 100.62 do 1,006.25 Bg/L u destilovanoj
vodi, prouzrokovale su inhibiciju rasta i promjene u mitotskom indeksu ¢elija korijena Allium
cepa L. Sa povecanjem koncentracije aktivnosti radona u destilovanoj vodi, konstantovano je
smanjenje mitotskog indeksa, u rasponu od 11.77 do 9.84 %, na koncentracijama aktivnosti
radona od 100.62 do 1,006.25 Bq/L, respektivno. Do znafajnog smanjenja rasta korijena 1
mitotskog indeksa meristemskih ¢elija Allium cepa, doslo je u lukovicama koje su tretirane
iznosima koncentracija aktivnosti radona ve¢im od 805.00 Bg/L, §to je u blizu vrijednosti
1000 Bg/L koju Evropska unija uzima za granicu, kada je nuzno uspostaviti mjere za zastitu
javnog zdravlja. Sa povecanjem koncentracija aktivnosti radona u destilovanoj vodi,
progresivno se povecavao aberacijski indeks (CAI), u rasponu od 8.21 do 33.30 %, na
koncentracijama aktivnosti radona od 100.62 do 1,006.25 Bg/L, respektivno.

Detektovane aberacije su klasificirane prema Medunarodnom sistemu citogeneticke
nomenklature (ISCN) [131], a identifikacija mikronukleusa je vrSena na osnovu karakteristika
koje su definisali Fenech i saradnici [132]. U tabeli 15, prikazani su hromozomski aberacijski
indeksi i1 fazni indeksi meristemskih ¢elija Allium cepa, eksponiranih na razliCitim

koncentracijama aktivnosti radona u destilovanoj vodi.
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Tabela 15. Hromozomski aberacijski indeksi i fazni indeksi meristemskih ¢elija Allium cepa,
eksponiranih na razli¢itim koncentracijama aktivnosti radona u destilovanoj vodi.

Koncentracija Broj Diobne Aberantne  Deformisane PI (%)
aktivnostiradona  ¢elija  Celije ¢elije nediobne ¢elije CAI (%)
(Bg/L) (%) (%) ro Meta Ana  Telo
100.62 4,885 560 17.86 6.16 8.21+0.70° 15.00 65.00 20.00 0.00
201.25 4,860 535 30.84 7.82 11.21+£0.98" 12.12 60.61 2121 6.06
301.87 4,825 525 40.00 9.00 13.3540.40° 11.90 47.62 3334 7.14
402.50 4,730 499 46.70 11.21 16.13+0.54" 1429 4286 30.61 12.24
503.12 4,835 501 57.88 15.00 21.00£1.80° 12.07 43.10 31.03 13.80
603.75 4,770 490 71.02 18.10 25.40+£1.20° 13.00 33.24 32.08 21.68
704.37 4,925 491 79.43 18.58 26.50£0.90° 14.10 32.05 33.34 20.51
805.00 4,855 446 84.10 20.80 28.53£1.05° 13.33 32.00 33.34 21.33
905.62 4,875 372 87.36 23.90 30.56+1.40° 12.31 33.85 30.76 23.08
1,006.25 4,675 319 92.48 27.00 33.30+0.76" 11.86 33.90 3220 22.04
0 (NO) 4,970 685 8.03 1.21 2.31+0.49  18.18 63.64 18.18 0.00

CAI: hromozomski aberacijski indeks; PI: fazni indeks; Pro: profaza; Meta: metafaza; Ana
NC: negativna kontrola. “Statistitka znacajnost u odnosu na kontrolnu grupu, p<0.05; Analizirano 5,000 éelija za
svaki tretman i negativnu kontrolu.

: anafaza; Telo: telofaza;

Radijacioni genotoksi¢ni efekti na hromozome, ozbiljne su posljedice izloZenosti
bioloskih vrsta joniziraju¢em zracenju, koje dolazi od radona 1 njegovih produkata raspada.
Budu¢i da je koncentracija aktivnosti radona u vodi dominantna varijabla u ovim
eksperimentalnim istrazivanjima, uoceni genotoksi¢ni efekti na meristemske ¢elije korijena
Allium cepa, su rezultat sinergijskog djelovanja ovih izotopa, koji se serijom nuklearnih
raspada transformisu u stabilno olovo 2°°Pb, emitirajuéi 5 alfa Gestica energije do 7.7 MeV,
energija beta zraCenja do 2.8 MeV 1 energija gama zracenja fotona do 2.4 MeV. Iz tabele 44
se vidi, da se vrijednosti hromozomskog aberacijskog indeksa izloZenih ¢elija u uzorcima
destilovane vode, nalaze u opsegu od 8.21% , na koncentraciji od 100.62 Bg/L, do 33.30 %
za Celije koje su zracene na koncentraciji radona od 1,006.25 Bqg/L. Indeks hromozomskih
aberacija najviSe je izrazen u metafazi sa frekvencijom pojavljivanja od 32.00 do 65.00 %,
zatim, u anafazi od 20.00 do 33.34 %, telofazi od 0.00 do 23.08 % 1 profazi od 11.86 do
15.00 %. Indeks hromozomskih aberacija meristemskih celija korijena Allium cepa L. u
negativnoj kontroli iznosio je 2.31 %, sa frekvencijom pojavlivanja u profazi 18.18 %,
metafazi 63.64 %, anafazi 18.18 % i telofazi 0.00 %.

U tabeli 16, prikazani su hromozomski aberacijski indeksi 1 fazni indeksi meristemskih
¢elija Allium cepa L, eksponiranih na razli¢itim koncentracijama aktivnosti radona u
izvorskoj vodi. Vrijednosti aberacijskog indeksa eksponiranih ¢elija, bile su u opsegu od
17.26 %, na koncentraciji od 100.77 Bq/L do 44.00 % za ¢elije koje su tretirane na
koncentraciji aktivnosti radona od 1,006.25 Bq/L.
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Tabela 16. Hromozomski aberacijski indeksi i fazni indeksi meristemskih ¢elija Allium cepa,

eksponiranih na razli¢itim koncentracijama aktivnosti radona u izvorskoj vodi.

Koncentracija Broj Diobne Aberantn = Deformisane PI (%)
aktivnostiradona celija  éelije e ¢elije  nediobne celije CAI (%)
(Bq/L) (%) (%) Pro Meta Ana Telo
100.77 956 174 43.10 9.46 17.26£0.00" 14.60 60.03 23.14 2.23
201.40 974 161 48.22 10.98 18.99+0.00 12.02 58.64 24.22 5.12
302.01 966 155 54.01 13.21 21.94+0.00" 1234 51.18 30.32 6.16
402.65 987 147 55.23 13.55 21.78+0.00" 13.15 45.37 29.95 11.53
503.27 991 121 62.22 14.34 21.90£0.00" 14.85 39.17 30.88 15.10
603.90 956 118 71.94 16.35 25.10£0.00" 11.98 37.25 31.15 19.62
704.51 947 110 82.11 19.46 28.93+0.00” 10.89 38.11 32.19 18.81
805.15 988 117 89.88 22.61 33.20+0.00" 11.27 35.19 3242 21.12
905.77 983 86 95.65 29.13 37.84+0.00" 12.23 3255 31.99 23.23
1,006.40 975 69 97.21 36.90 44.00£0.00 10.81 31.81 33.86 23.52
0.146 (NC) 993 193 6.22 2.19 3.42+0.007  19.04 59.61 20.10 1.25

CAI: hromozomski aberacijski indeks; PI: fazni indeks; Pro: profaza; Meta: metafaza; Ana: anafaza; Telo: telofaza;
NC: negativna kontrola. “Statisti¢ka zna¢ajnost u odnosu na kontrolnu grupu, p < 0.05; Analizirano 1,000 éelija za
svaki tretman i negativnu kontrolu.

Kao 1 u sluc¢aju eksponiranja uzoraka u destilovanoj vodi, u izvorskoj vodi indeks
hromozomskih aberacija najviSe je izraZen u metafazi sa frekvencijom pojavljivanja od 31.81
do 60.03 %, zatim u anafazi od 23.14 do 33.86 %, telofazi od 2.23 do 23.52 % i profazi od
10.81 do 14.85 %. Indeks hromozomskih aberacija meristemskih ¢elija korijena Allium cepa
L. u negativnoj kontroli iznosio je 3.42%, sa frekvencijom pojavljivanja u profazi 19.04 %,
metafazi 59.61 %, anafazi 20.10 % 1 telofazi 1.25 %.

Iz tabela 15 i 16 se vidi, da su koncentracije aktivnosti radona od 805.0 Bg/L, 900.62 Bq/L
i 1,005.25 Bg/L u destilovanoj vodi, pokazale su najjaci genotoksi¢ni efekat u meristemskim
¢elijama korijena Allium cepa, jer se na ovim koncentracijama uocene najvece frekvencije
pojavljivanja aberantnih ¢elija, 84.10 %, 87.36 % 1 92.48 % , respektivno. Nesto izraZeniji
hazard na posmatrane celije Allium cepa L., imale su koncentracije aktivnosti radona od
805.15 Bqg/L, 900.77 Bqg/L 1 1,006.40 Bqg/L u izvorskoj vodi, na kojima su frekvencije
pojavljivanja aberantnih ¢elija iznosile 84.10 %, 87.36 % 192.48 % , respektivno.

Udio deformisanih nediobnih ¢elija u ukupnom broju posmatranih ¢elija u izorcima
destilovane vode, takode se uvetavao sa povecanjem koncentracija aktivnosti radona. Na
koncentraciji aktivnosti radona od 100.62 Bg/L, taj procenat nepravilnih ¢elija iznosio je
6.16 %, dok je na koncentraciji aktivnosti radona od 1,006.40 Bq/L, frekvencija pojavljivanja
deformisanih nediobnih ¢elija iznosila 36.90 %. U izvorskoj vodi ta tendencija je bila jo§
izrazenija, na koncentraciji aktivnosti radona od 100.77 Bq/L, frekvencija deformisanih i
nediobnih ¢elija iznosila je 9.46 %, a na koncentraciji od 1,006.40 Bq/L njihova frekvencije je
bila 36.90 %. U tabeli 17, prikazane su hromozomske aberacije i nuklearne anomalije, koje su

indentifikovane u uzorcima destilovane vode.
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Table 17. Hromozomske aberacije i nuklearne anomalije (srednja vrijednost + SD) uocene kod meristemskih ¢elija Allium cepa L.
eksponirane na razli¢itim koncentracijama aktivnosti radona u destilovanoj vodi.

o~ . ~ S Y
Koncentracija 3 oz E s 3.3 S = 3 2 N £
divostiradona 5 2§ SF OES Y f 7 Fg F Y Sa Sa Sa g
(Bq/L) S $f £¢ §§ ¥ X2 ¢ ¥ §OE ¥R OE¥ in £
5 IS 5§ 38 §Fp = S = O 3 £ i S =
S S = =2 2 § % L Q = E
100.62 1 12 4 0 1 0 1 15 1 44 1 0 0 80
+0.71 +2.24 +£1.23 +0.00 #1.73 0.00 =+1.23 +£1.60 +1.00 +3.00 +0.71 +0.00 +0.00 +£2.90
201.25 2 17 6 1 2 1 1 13 1 63 2 0 0 109
+0.71 +1.60 +£1.23 £1.00 +0.71 +0.71 1.73 +£1.60 =*1.23 +5.00 +0.71 +0.00 +0.00 +£3.10
301.87 2 20 7 1 4 1 1 18 2 71 2 0 1 130
+1.00 +2.74 +1.23 +0.71 0.71 £1.00 *1.23 +4.30 =*1.41 +£3.40 +0.71 +0.00 +0.71 +7.40
402.50 3 20 5 1 3 3 2 16 5 95 2 0 0 155
+1.60 +3.61 +0.71 #£1.00 #1.23 +1.00 +0.71 +£2.12 *1.41 +9.70 +1.60 +0.00 +0.00 +6.04
503.12 5 22 4 1 4 3 5 17 10 125 4 1 2 203
+1.23 +3.32 +£1.60 #£1.73 #1.60 +2.60 +0.71 +£3.40 190 +8.03 +1.23 +£1.00 =*1.90 +9.57
603.75 5 23 6 2 4 4 5 22 9 156 3 0 0 239
+1.90 +4.00 +£1.60 £1.60 +1.00 +1.23 +1.60 +£3.00 *1.90 +6.70 +1.41 +0.00 +0.00 +£7.62
704.37 6 26 7 2 7 6 4 20 8 181 5 1 1 274
+1.60 +3.54 +1.60 +1.00 +1.23 +1.60 +1.41 +2.60 +2.35 +£8.75 +£1.60 +£1.73 +0.71 +4.30
805.00 7 27 6 2 5 5 7 25 10 199 4 1 0 298
+1.23 +5.24 +1.60 141 190 =£1.60 =+1.23 +2.60 +2.24 +7.50 +£1.00 £1.00 +0.00 +8.50
905.62 7 33 9 3 6 5 8 27 11 222 6 0 1 338
+1.90 +292 +£2.12 +0.71 *1.60 *1.90 =123 +£2.74 +1.60 +3.54 +1.60 +0.00 =+1.00 +5.80
1,006.25 9 36 9 2 7 4 7 33 11 240 6 2 0 366
+3.16 +543 +1.23 +1.87 +0.71 #1.00 *1.60 +6.04 =+1.60 +8.16 +1.41 +0.71 +0.00 =+8.16
Negativna 0 6 0 0 2 1 0 1 0 12 0 0 0 22
kontrola +0.00 +1.23 +0.00 +0.00 +1.23 +1.00 +0.00 +0.71 +0.00 +2.12 +0.00 +0.00 +0.00 +2.35
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IzvrSena istrazivanja u ovoj dokotorskoj disertaciji, pokazala su da je s porastom
koncentracije aktivnosti radona u vodi, rastao je i procenat hromozomskih aberacija i
nuklearnih anomalija, na svim posmatranim meristemskim ¢elijama korijena Allium cepa L.
Rezultati u tabeli 17, koji su temeljeni na kvantificiranju hromozomskih i nuklearnih
aberacija, ukazali su na znacajne citotoksi¢ne i genotoksi¢ne uc¢inke, povezane s prisustvom
poliploidija, hromosomskih adherencija, hromozomskih mostova i1 prekida, C-mitoza,
mikronukleusa i drugih nuklearnih anomalija.

Na svim primijenjenim koncentracijama aktivnosti radona, najfrekventnija hromozomska
aberacija je bila poliploidija (slika 32), ¢ija je srednja vrijednost frekvencije na tretiranim
¢elijama bila 63.6 %. Njen udio u ukupnom broju hromozomskih aberacija, povecavao sa
povecanjem koncentracije aktivnosti radona. Na viSim koncentracijama aktivnosti radona u

vodi, uocen je veliki broj divovskih ¢elija, slika 33.

Slika 32. Poremecena anafaza u poliploidnoj Slika 33. Dzinovske ¢elije uocene
¢eliji na koncentraciji od 1,006.25 Bq/L. na koncentraciji od 905.62 Bg/L.

Poliploidija se odnosi na numericku promjenu u cijelom skupu hromozoma [22].
Gigantske 1ili divovske ¢elije su obi¢no poliploidne i1 nastaju kao posljedica endomitoze ili
endoreplikacije [23]. O¢ito je da su reaktivni kratkoZiveéi produkti raspada radona, i zracenja
koje emituju, djelovali direktno ili indirektno na geneticki materijal, i naruSili strukturu
diobenog vretena 1 uzrokovali njegovu disfunkciju. Svakako da su posljedice tog djelovanja 1
genomske mutacije, koje su dovele do pojave aneuploidije ili poliploidije. Poliploidne celije
nastaju multipliciranjem citavog genoma. U endoreplikaciji, ¢elije sa repliciranim genomom
zaobilaze mitozu, a zatim ponovo repliciraju svoju DNK, §to rezultira poliploidijom. Sa
povecanjem koncentracije aktivnosti radona u vodi, povecavao se potencijal induciranja

poliploidija.
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Druga najucestalija hromozomska aberacija u eksperimentu, na svim ispitivanim
koncentracijama aktivnosti radona u vodi, bila je ljepljivost hromozoma (slike 34 i 35), ¢ija je
srednja vrijednost frekvencije na tretiranim celijama u destilovanoj iznosila 11 %, a u

izvorskoj vodi 13 %.

Slika 34. Ljepljiva metafaza uo€ena Slika 35. Ljepljiva metafaza uo€ena
na koncentraciji od 704.37 Bq/L. na koncentraciji od 805.15 Bq/L.

I udio ljepljivih hromozoma u ukupnom broju hromozomskih aberacija, povecavao sa
povecanjem koncentracije aktivnosti radona u vodi. Ljepljivi hromosomi se odnose na
tendenciju hromosomskih nosaca ili cijelih hromosoma da se drze zajedno, povecavajuci
Sansu za preuredenje dogadaja. U ovom istrazivanju, prisutnost ljepljivih hromozoma bila je
velika na svim tretiranim uzorcima u destilovanoj i izvorskoj vodi, a naroCito pri viSim
koncentracijama aktivnosti radona, S§to ukazuje na toksi¢ni ucinak radionuklida. Udio
ljepljivih hromozoma u ukupnom broju aberantnih ¢elija iznosio je 11 % u destilovanoj vodi
i 14 % u izvorskoj vodi. Sljepljivanje hromosoma se javlja kao posljedica toksicnosti i
uzrokuje smrt Celije [24].

Radionuklidi kao genotoksicne materije, u ¢elijama izazivaju aberaciju nazvanu C-mitoza,

koja je posljedica oSte¢enog mitotskog mehanizma diobenog vretena (slike 36 i 37).

' 4

Slika 36. C-mitoza zapaZena na Slika 37. Ljepljiva zvjezdana metafaza
koncentraciji od 805.15 Bq/L. na koncentraciji od 704.37 Bq/L.
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Pri stvaranju vjestatke C-mitoze, dolazi do slobodne raspodjele metafaznih hromozoma u
¢eliji. Srednja vrijednost frekvencije C-mitoze na tretiranim ¢elijama u destilovanoj vodi
iznosila je 3.1 %, a u izvorskoj vodi 3.9 %, i imala je tendenciju progresivnog povecavanja u
zavisnosti od koncentracije aktivnosti radona u vodi. Za vrijeme C-mitoze hromozomi su vise
kontrahirani $to pospjeSuje Sirenje njihove zapremine. Ukoliko se vjeStacka mitoza dalje
nastavi, dolazi do udvostru¢avanja hromozoma. Ovakav razvoj dogadaja uzrokovat ce
nastanak celija sa viSe jezgara ako se blagovremeno ne formira zastitni ¢elijski zid. Pri tome
moze do¢i do stvaranja aneuploidnih ¢elija, €iji broj hromozoma odstupa od normalnog broja
hromozoma u ¢eliji.

Hromozomski mostovi se javljaju u mitozi, kada su telomere sestrinskih hromatida spojene
zajedno 1 ne odvajaju se potpuno u njihovim kéerkama celijama, slike 38 i1 39. Njhova
zastupljenost na svim ispitivanim koncentracijama iznosila je 2.8 % kod uzoraka destilovane
vode, 1 3.2 % kod uzoraka izvorske vode. Anafazni mostovi mogu uzrokovati strukturne
mutacije hromozoma. Najve¢i broj hromozomskih mostova je zapaZen na koncentracijama
aktivnosti radona od 905.62 i 1,006.25 Bg/L destilovane vode, i na koncentracijama od
905.77 1 1,006.40 Bg/L uzoraka izvorske vode.

Slika 38. Anafazni most uoc¢en Slika 39. Slomljen telofazni most uoc¢en
na koncentraciji od 704.37 Bq/L. na koncentraciji od 704.37 Bq/L.

Hromozomske aberacije usko su povezane sa oSteCenjem DNK, dok je indukcija
mikronukleusa u meristemskom tkivu korijena Allium cepa L., manifestacija oSteéenja
hromozoma 1 poremecaja u procesu mitoze. Mikronukleus nastaje novom membranom koja se
razvija oko hromatinske materije koja se nije uspjela pomaknuti ni na jedan pol tokom
anafaze, slika 40. Takva materija hromatina nastaje ili anomalnom disjunkcijom hromozoma
uslijed abnormalnosti mikrotubula diobenog vretena ili lomljenjem hromozoma, slika 41, Sto
rezultira stvaranjem acentriCnih fragmenata, dicentricnih hromozoma 1 hromozomskih

mostova.
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Slika 40. Telofazni mikronukleus uocen Slika 41. Slomljeni hromozom uoc¢en
na koncentraciji od 603.75 Bq/L. na koncentraciji od 503.27 Bq/L.

Mikronukleusnim testom potvrdena su o¢ekivanja, da frekvencija mikronukleusa pokazuje
jasnu zavisnost od povecanja koncentracije aktivnosti radona u vodi. Ukupna ucestalost
mikronukleusa bila je 2.1 % u uzorcima destilovane vode, a 2.9 % kod uzoraka izvorske vode.
Minimalan broj mikronukleusa u ovom istrazivanju je pronaden na najmanjoj koncentraciji
aktivnosti radona od 100.62 Bg/L u uzorku destilovane vode i na koncentraciji od 100.77
Bg/L izvorske vode. Najve¢i broj mikronukleusa uocen je na najveéim koncentracijima
aktivnosti radona: 1,006.25 Bg/L u destilovanoj vodi i na 1,006.40 Bg/L u izvorskoj vodi.
Indukcija mikronukleusa sugerira da su koncentracije radona u vodi bile inhibitori vretena ili
klastogeni.

U istrazivanju identifikovani su multipolarni hromozomi, slika 42, ¢ija je frekvencija
pojavljivanja iznosila 1.5 % kod uzoraka destilovane vode, 2.1 % kod uzoraka izvorske vode.
Frekvencija lutaju¢ih hromozoma u uzorcima destilovane vode, slika 43, iznosila je 0.7 %,

dok je kod uzoraka izvorske vode iznosila 1.1 %.

Slika 42. Multipolarna anafaza uocena Slika 43. Lutaju¢i hromozomi uoc¢eni
na koncentraciji od 402.65 Bq/L. na koncentraciji od 301.87 Bg/L.
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Apoptoza, slika 44, najizraZeniji je i najbolje proucavan oblik programirane ¢elijske smrti i
igra vaznu ulogu u normalnom razvoju organizma, homeostazi tkiva i patogenezi [23]. Celije
nakon zracenja takoder mogu dozivjeti smrt uslijed mitoticke katastrofe, starenja ili nekroze
[24, 25]. Celije koje umiru apoptozom imaju specifina morfologka svojstva, po kojima se
znacajno razlikuju od ¢elija koje umiru nekrozom. Radon je inducirao programiranu ¢elijsku
smrt , koja je zabiljezena u malom iznosu od 1.9 % u destilovanoj vodi, i 1.3 % u izvorskoj
vodi, od ukupnog broja promatranih ¢elija. Udio nekroti¢nih ¢éelija, slika 45, iznosio je 9.3 %
u destilovanoj vodi, a 7.9 % kod uzoraka u izvorskoj vodi, Sto dokazuje citogeneticke efekte

radioaktivnog gasa radona na meristemske ¢elije korijena Allium cepa L.

Slika 44. Apoptoza uocena na Slika 45. Lutaju¢i hromozomi uoceni
koncentraciji od 402.65 Bg/L. na koncentraciji od 301.87 Bq/L.

Posmatranjem citogenetskih preparata kod svih tretiranih uzoraka, sporadi¢no su
pronadene binuklearne (1.6 %), slika 46, trinuklearne (0.2 %) i tetranuklearne celije (0.2 %),
slika 47, kod uzoraka destilovane vode. U ispitivanim uzorcima izvorske vode, takode su
pronadene binuklearne, trinuklearne, i tetranuklearne celije, sa frekvencijom pojavljivanja

1.9 %, 0.7 %, 0.3 %, respektivno.

Slika 46. Binuklearna ¢elija uocena u profazi ~ Slika 47. Tetranuklearna ¢elija uoc¢ena
na koncentraciji od 402.65 Bq/L. na koncentraciji od 301.87 Bg/L.
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Binuklearnih i trinuklearnih ¢elija je najviSe detektovano na najvecoj koncentraciji od
1,006.25 Bg/L dok su na ovoj koncentraciji izostali tetranukleusi. Tetranuklearne celije sa
nuklearnim pupom, slika 48, prvi put u toku eksperimenta, uocene su na koncentraciji od
301.88 Bg/L $to nam govori o Stetnosti vrijednosti ovih koncentracija na genom meristemskih
¢elija korijena Allium cepa L. Najve¢i broj ovih nuklearnih anomalija, zabiljezen je na
koncentraciji od 503.12 Bg/L. Uocene su i ¢éelije bez nukleusa, slika 49, poznate kao "duh

¢elije", koje se javljaju kao specifi¢ne pojave karakteristicne za mnoge vrste tumorskog tkiva.

Slika 48. Nuklearni pup u tetranuklearnoj ¢eliji Slika 49. Duh ¢elija bez nukleusa uoceni
na koncentraciji od 503.12 Bq/L. na koncentraciji od 503.27 Bq/L.

Mikroskopskom analizom izloZenih ¢elija pri razli¢itim koncentracijama aktivnosti radona,
otkrivene su citoloske abnormalnosti, poput hiperhromazije celijskog nukleusa, slika 50.
Normalne ¢elije ¢esto postaju hiperhromati¢ne kada su oStecene. Neke vrste kancera nastaju
gotovo u potpunosti od hiperhromati¢nih reaktivnih Celija, zato se ove celije koriste kao

markeri za dijagnozu.

Slika 50. Hiperhromazija nukleusa uo¢ena
na koncentraciji od 301.87 Bg/L.

Prisustvo ovih anomalija, zajedno hromosomskim aberacijama, koje su identifikovane u
uzorcima destilovane i izvorske vode, dovede do =zakljucka o negativnhom uticaju

primijenjenih koncentracija aktivnosti radona, na testirane bioticke sisteme.
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Slika 51. Rad na pripremi standarda i postavljanje uzoraka u Laboratoriji za detekciju,
dozimetriju 1 zastitu od zracenje Univerziteta u Tuzli.
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu prikazanih rezultata istrazivanja radiobioloskih efekata raznih koncentracija

aktivnosti radona u vodi, na meristemske ¢elije korijena Allium cepa L., moze se zakljuciti:

Sve aplicirane koncentracije aktivnosti radona od 100.62 do 1,006.25 Bg/L, u uzorcima
destilovane vode, prouzrokovale su inhibiciju rasta i promjene u mitotskom indeksu celija
korijena Allium cepa L. Takode, 1 u uzorcima izvorske vode, sve aplicirane koncentracije
aktivnosti radona od 100.77 do 1,006.40 Bg/L, prouzrokovale su inhibiciju rasta i promjene u
mitotskom indeksu celija korijena Allium cepa L. Medutim, u uzorcima izvorske vode,
inhibicija rasta korijena bila je manja, a vrijednosti mitotskog indeksu bile su vece, u odnosu

na uzorke destilovane vode.

Do znaCajnog smanjenja rasta korijena i mitotskog indeksa meristemskih ¢elija Allium
cepa, doslo je u lukovicama koje su tretirane iznosima koncentracija aktivnosti radona ve¢im
od 100 Bg/L, §to potvrduje opravdanost preporuke Evropske unije iz 2001. godine, za

referentni nivo koncentracije aktivnosti radona u vodi od 100 Bq/L.

Opravdanost preporuke Evropske unije iz 2001. godine, za referentni nivo koncentracije
aktivnosti radona u vodi od 100 Bg/L, potvrdena je i sluaju hromozomskih aberacija i
nuklearnih anomalija, ¢iji se broj prepoznatljivo uveavao sa porastom koncentracije

aktivnosti radona u vodi.

Najve¢e smanjenje rasta korijena i mitotskog indeksa, i najve¢i broj hromozomskih
aberacija i nuklearnih anomalija, zabiljeZen je na primijenjenim koncentracijama aktivnosti
radona u vodi ve¢im od 500 Bq/L, $to je pola vrijednosti se iznosa od 1000 Bg/L, koji je
akcioni nivo, koji se uzima za granicu, kada je nuzno uspostaviti mjere za zaStitu javnog

zdravlja.

Rezultati u disertaciji, temeljeni na kvantificiranju hromozomskih 1 nuklearnih aberacija,
ukazali su na znaCajne citotoksicne 1 genotoksi¢ne efekte. Na svim primijenjenim
koncentracijama aktivnosti radona, najfrekventnija hromozomska aberacija je bila
poliploidija. Druga najucestalija hromozomska aberacija na svim ispitivanim koncentracijama
aktivnosti radona u vodi, bila je ljepljivost hromozoma. Radionuklidi kao genotoksi¢ne
materije, indukovali su u ¢elijama 1 veliki broj C-mitoza, hromozomskih mostova,
mikronukleusa, i drugih nuklearnih anomalija. Jedan od ciljeva u ovoj doktorskoj disertaciji,
bio je definisanje korelacije izmedu citogenetickih efekata i nivoa koncentracije aktivnosti

radona u vodi, koji je ostvaren u ovom detaljnom istrazivanju.
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Dobijeni rezultati u ovoj disertaciji, predstavljaju dobru osnovu za pouzdano proucavanje
uticaja jonizirajuéeg zracenja koje dolazi od radona i njegovih produkata raspada u vodi, na
bioloske sisteme, koji je uzrokovan koncentracijom aktivnosti radona. Detektovana inhbicija
rasta korijena, smanjeni mitotski indeks, i znacajno povecanje broja aberantnih ¢elija, koji su
prikazani u rezultatima ovog istrazivanja, pokazatelj su toksi¢nih uc¢inaka svih primijenjenih

koncentracija aktivnosti radona.

Na temelju rezultata dobijenim u ovom istrazivanju, zakljucuje se da je koriSteni biljni
Allium test, osjetljiv 1 pouzdan bioloSki test, za utvrdivanje uticaja radioizotopa kao opasnih

kontaminatora u Zivotnoj sredini.

Na osnovu uvida u dostupnu nauc¢nu literaturu, ovo istrazivanje predstavlja prvu detaljnu
analizu uticaja koncentracije aktivnosti radona u vodi, dobijena in vivo pomocu biljnog test
organizma. Ova inicijalna istraZivanja vezana za Stetno dejstvo radona u vodi, direktno su
primjenljiva u radijacionoj citogenetici, koja otvaraju nove mogucénosti biljnih test

organizama, u sagledavanju radijacionih efekata na bioticke sisteme.
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