
A  M TA . K ö z p o n ti  F iz ik a i  K u ta tó  I n té z e té n e k  é s  a z  U z so k i U tc a i  K ó rh á z  
P r o s e c tu r á já n a k  k ö z le m é n y e .

Röntgensugárzás hatása szérumfehérjékre

T. In vitro besugárzott szérumfehérjék változása.
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dr. Tanka Dezső t. orvosfőhadnagy.

A különböző fehérjék ionizáló sugárzásra bekövetkező változásaival régen 
foglalkoznak. Már 1930 körül több szerző megfigyelte a besugárzott fehérjék 
denaturálódását, abszorpciós spektrum uk és szedimentációs konstansuk meg
változását, viszkozitásuk csökkenését és koagulumok képződését.1 2 3

A besugárzott fehérjék megváltozásának hatásmechanizmusa szempont
jából két szélső esetet lehet megkülönböztetni: a kis dózissal besugárzott híg 
fehérjeoldatok és a nagy dózissal besugárzott, illetve nagyobb koncentrációjú 
fehérjeoldatok esetét.

Barron4 szerint h íg  vizes oldatokban és kis dózisok esetén a sugárzás hatása 
indirekt, azaz a fő hatást a vízből képződött oxidativ ágensek fejtik  ki, melyek 
az SH- és OH- (és talán az NH 2 -) csoportok polimerizációval egybekötött oxi
dációját eredményezik.

Nagy dózisoknál vagy koncentráltabb fehérjeoldatoknál az indirekt hatás 
mellett az ionizáló részecskék és a fehérjem olekulák közötti d irekt hatások 
lépnek előtérbe, melyek Barron szerint a hidrogénkötések és oldalláncok szét
szakadását, denaturálódását és a molekula szétlazulását idézik elő, melyek a 
fehérje kicsapódásával járnak együtt.

Jelen cikkünk a kis dózissal besugárzott natív szérumok, azaz az első 
csoporthoz tartozó mechanizmus szerinti változás típussal foglalkozik, de rész
ben a teljesség kedvéért, részben mivel — ha elhanyagolható kis m értékben is 
— a direkt sugárhatás a kis dózissal besugárzott híg oldatokban is fellép, a 
nagyobb dózisok hatására, illetve nagyobb koncentrációjú oldatokban fellépő 
változásokról is rövid irodalmi áttekintést adunk.

Nagy dózisok hatására nagy koncentrációjú fehérjeoldatokban bekövetkező 
változások szélső esetei a gyapjú- és selyemszálon végzett kísérletek. A stbury  
és Woods5 azt találták, hogy sugárzás hatására a gyapjúszálak fizikai tulajdon
ságai megváltoznak, a szuperkontrakciók száma megnő. Az elváltozás Alexander 
és Hudson6 szerint vagy a peptidkötések, vagy a diszulfidkötések elszakadásá
val magyarázható. Általában elfogadott, hogy a sugárzással szemben a diszulfid
kötések igen rezisztensek, s így valószínű, hogy a szakadás a peptidkötések 
között jön létre. Ezt látszanak bizonyítani Alexander és Charlesby7 selyem
szálon végzett kísérletei is. A selyemszálak nem tartalm aznak diszulfid-kötése- 
ket, azonban a sugárzásra bekövetkező fizika-kémiai változások sokkal kifeje
zettebbek, m int a gyapjúszálon. Ez a kísérlet bizonyíték arra  nézve, hogy a 
sugárzás hatására bizonyos körülmények között a peptidkötések szakadnak szét.

Svedberg és Brohiilt8 9 alfa részecskékkel oldatban besugárzott hemocianin 
molekulák tördelődését észlelte. Ez a tördelődés nagyjában ugyanúgy folyt le, 
m intha az anyagot hidrogén kötést szakító reagenssel (karbamiddal) kezelték 
volna, ti. az anyag molekulái először kettő, majd végül nyolc részre szakadtak. 
A különbség az, hogy míg a karbamiddal kezelt molekulák teljesen restituálódni
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tudtak, addig a besugárzott molekulák úgylátszik kémiailag is módosultak, 
m ert restituálódásra képtelenek voltak. Ezt az elváltozást a szerzők a sugárzás 
direkt hatásának tulajdonítják, mivel ez + 20  C°-on és —180 C°-on egyfor
mán bekövetkezett. Megállapították, hogy egy alfa részecske egy molekulát 
károsít és a további reakció molekulán belüli energia átvitellel megy végbe.

Nagyobb dózissal besugárzott, de hígabb fehérjeoldatok esetén a direkt 
hatás mellett az indirekt hatások is számottevők. 50—60 000 r  dózis hatására
M. N. M eisel10 a besugárzott élesztősejtek protoplaszt fehérjéinél a szabad 
amino- és SH-csoportok számának tetemes megnövekedését észlelte.

William  és m unkatársai11 20 000—1 500 000 r-el besugárzott kristályos 
bovin-szérum album injének prolimerizálódását és bifenil-típusú kötések kiala
kulását észlelték. Kepp és MitcheI12 100 000 r-rel besugárzott 1,5—2%-ós
szérum protein-oldatban a béta-globulin csökkenését és az alfa-globulin relatív 
emelkedését figyelték meg. Ugyancsak a két utóbbi szerző a besugárzott glo- 
bulin-oldatoknál a negatív töltésű csoportok csökkenését észlelte.

Barron3 vizsgálatai szerint a sugárzás hatására fellépő változások igen 
hőérzékenyek. 71 000 r-rel 10 C°-on besugárzott fehérjeoldatok m ár megzavaro- 
sodtak, míg ugyanezt a jelenséget 3 C°-on nem észlelte. Ha azonban ezt a 
tiszta oldatot 27 C°-ra vitte, ebben is kicsapódás lépett fel.

M. Sz. Volkova és A. G. Paszünszkij13 kísérletei szerint a sugárzás hatá
sára a fehérje-molekulában nem 1—2 kötésre korlátozódó kémiai változások 
jönnek létre, hanem a denaturáció általános mechanizmusának megfelelően a 
gyenge intram olekuláris kötések szakadnak szét és csoportosulnak át. Kísér
leteik szerint az alfa-sugárral besugárzott 2%-os emberi szérum albumin oldat
ban legfeljebb 3—4 peptid kötés szakadhat szét, mivel az am inonitrogén értéke 
ezen dózisig a kísérleti hibákon belül változatlan. Ha figyelembe vesszük a 
fehérjék globuláris struktúráját, akkor ennek a pár peptid kötésnek az elsza
kadása még nem okozhat komoly strukturális változást a molekulában.

Kis dózisok hatására a fehérjékben csak az indirekt hatások dominálnak 
és csak finom módszerekkel kim utatható igen kis változások következnek be. 
Barron3 m ár 100 r  hatására is elváltozást talált a fehérje oldatok UV spektru
mában. Ez a változás savanyú oldatban csökkent és teljesen eltűnt, ha az ol
datokat oxigénmentes közegben sugározták be.

Pavlovszkája, Volkova  és Paszünszkij a besugárzott szérum albumin 
S35-tel jelzett metionin megkötő képességének megváltozását figyelték meg. 
Ez a megváltozás m ár néhány 100 r-es dózis hatására is bekövetkezett, különö
sen hígabb (2%-os) fehérjeoldatok esetén. Az észlelt jelenséget a szerzők azzal 
magyarázzák, hogy a besugárzott fehérjék denaturálódása folytán a fehérjék 
abszorpciós képessége fokozódik. Az abszorpciós képesség fokozódását azzal 
magyarázzák, hogy a besugárzott fehérjékben új, aktív kémiai csoportok szaba
dulnak fel.1415

Saját, m ár közölt vizsgálataink16 azt m utatják, hogy bizonyos szérumok 
réz-ion-megkötőképessége viszonylag kis dózissal való besugárzás esetén köz
vetlenül a sugárzás u tán  szignifikánsan megnő.

A fehérjék sugár-reakciója szempontjából nemcsak a szérum-, vagy tojás- 
fehérjéket vizsgálták, hanem  az enzim -fehérjéket is. Ezek a .vizsgálatok abból 
a szempontból is érdekesek, hogy így nemcsak a fehérjék kémiai strukturális 
változásáról kapunk képet, hanem ezen változások következtében fellépő 
funkcionális változásokról is, m elyeket m int az enzimtevékenység változását 
jól lehet regisztrálni. Az ilyen irányú kísérletek száma igen nagy. Nem célunk 
ebben a közleményünkben az irodalom ezen részével is részleteiben foglalkozni.



Csak annyit kívánunk megjegyezni, hogy sugárzás hatására főleg az SH-enzi- 
mek inaktiválódnak és ez az inaktiválódás a dózistól függően reverzibilis vagy 
irreverzibilis lehet.

Mi a szérumot választottuk ki kísérleteink tárgyául. Elsősorban azért, mivel 
a kapcsolatos in vivo-változások az irodalomból és saját előző kísérleteinkből 
m ár ismeretesek voltak számunkra, ami megfelelő összehasonlító alapot adott 
az in vitro elvégzendő kísérletek számára.

Minthogy a szervezet fehérjéiben in vivo lejátszódó változások igen jellem
zőek a sugárbetegségre, úgy véltük, hogy az in vitro elvégzett vizsgálatok még 
közelebb segítenek a szérumfehérjékben lejátszódó in vivo sugárkémiai válto
zások hatásmechanizmusának felderítéséhez.

Vizsgálni kívántuk a normálszérum réz-ion-megkötőképességének változá
sát besugárzás és az ezt követő inkubálás hatására.

Módszer.
Vizsgálatainkhoz m inden esetben nativ  em beri szérum ot (használtunk. A széru

m okat 6000 r-e l és ennél kisebb dózisokkal S tabilivolt m elyterápiás röntgen- 
készülékkel sugároztuk be. (180 kV 15 mA, 0.5 Cu, fókusz 19,5 cm, légdózis 320 r/perc.) 
A besugárzásokat m inden esetiben azonos edényben végeztük. Az edény átm érője 
3 cm, a folyadékréteg vastagsága 0,5 cm volt. A dózis m eghatározását azonos edény
ben, azonos folyadékmennyiséggel, ferroam onszulfátos dozim éterrel végeztük, (g =  
== 15,5)

A b iu ret-m eghatározásokat a Gleiss és H insberg'1 á ltal le írt és W eichselbaum  
á ltal m ódosított m ódszerrel végeztük. Az így kivitelezett m ódosított b iuret-reakció 
pontosságát A. G. Górnál és tá rsa i18 vizsgálták. A zt ta lá lták , hogy azonos szérián 
összehasonlítva, a módosított b iuret-reakcióval nyert összfehévje-érték és a K jehl- 
dahl-nitrogén alapon szám ított összfehérje-érték közötti különbségek 0,1 mg % 
fehérjén  belül vannak. Ennek alap ján  a  m ódszert vizsgálatainkhoz megfelelő pontos
ságúnak találtuk.

A biuret-m eghatározásökat a  besugárzás elő tt és u tán  végeztük el. Ezután a 
besugárzott szérumot, valam int a be nem  sugárzott kontrolit 37 C°-ú term osztátban 
steril körülm ények között inikulbáltuk és a  szérum ok b iu ret-é rtékét 24, illetve 48 óra 
m úlva ism ét m eghatároztuk.

Vizsgálati eredmények:
A  besugárzott és kontroll szérumok extinkció-értékeit az 1. sz. táblázat, 

a változások százalékos összehasonlító grafikonját az 1. sz. ábra szemlélteti.

1. sz. táblázat.

Kontroll

A lap
érték 1 óra 24 óra 48 óra Alap-

érték SU (1 ó;1 24 ó 48 ó

0,349 0,349 0,349 0,362 Sugárzott 0,349 0,350 0,363 0,372
0,331 0,331 0,332 0,344 0,331 0,331 0,336 0,366
0,352 0,352 0,331 0,325 0,352 0,351 0,424 0,368
0,272 0,272 0,336 0,336 0,272 0,338 0,333 0,310
0,316 0,316 0,319 0,325 0,316 0,316 0,336 0,352
0,324 0.324 0,334 0,344 0,324 0,324 0,359 0,374
0,312 0,312 0,327 0,338 0,312 0,323 0,358 0,350
0,314 0,314 0.324 0,339 0,314 0,312 0,358 0,298
0,314 0,314 0,324 0,339 0,314 0,305 0,362 0,361
0.286 0,286 0,329 0,339 0,286 0,288 0,364 0,404

Az ábrából jó látható, hogy a besugárzott szérum réz-ion-megkötőképessége 
a besugárzás után intenzív változást m utat.

A görbe két részre osztható:
1. a közvetlenül a sugárzás u tán bekövetkező változásra;
2. az inkubáció alatt bekövetkező változásra.
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Ha az egyes szérumok viselkedését vizsgáljuk, azt találjuk, hogy a széru
mok egy részének réz-megkötőképessége a sugárzás u tán  közvetlenül semmi
féle, másik része igen tetemes változást m utat.

1. ábra.

Az utóbbi emelkedés, m int ahogy arról a Katonaorvosi Szemlében- 
beszám oltunk16 a neoplazmás megbetegedésben szenvedő betegekre igen erősen 
szignifikáns, egészséges egyéneknél azonban ritkábban fordul elő. Minthogy 
ezen kezdeti, közvetlen a sugárzás hatására beálló biuret szint változás az álta
lunk megvizsgált 9 db gyermekvér közül 7 esetben ugyancsak fellépett, lehet
séges, hogy ez a jelenség az osztódásban lévő szövetekkel bíró egyénekre általá
nosan jellemző.

A közvetlen sugárzás után bekövetkező változások sugárérzékenységének 
meghatározása céljából kísérleteket folyta t tu n k ' a változás szempontjából jel
lemző rákos szérumokkal. A dózis és az extinkció változások közötti összefüg
gést a 2. sz. táblázat szemléltet]

2. isz. táblázat

Szám SE 500 r 1000 r 3000 r 6000 r

1 . 0,324 0,324 0,333 0,352
2. 0.345 0,347 0,356 0,363
3. 0,357 0,356 0,355 0,362
4. 0,342 0,345 0.345 0,364
5. 0,326 0,352 0,352
6. 0,349 0,349 0,349
7. 0,302 0,317 0,318
8 . 0,342 0,357 0,357

Amint a táblázatból látható az alsó dózishatár, melynél a kapott extinkció 
változások kísérletünk szempontjából még értékelhető eredm ényt adnak, 3000 r 
vagy 3000 és 1000 r közé esik.

146



A közvetlenül a sugárzás után bekövetkező változások pontosabb felderí
tése céljából még egy kísérletsorozatot indítottunk el rákos szérumokkal.

Ennek keretében a rákos szérumokat a besugárzás u tán 37 C°-on inkubál- 
tuk  és azt tapasztaltuk, hogy azok a szérumok, amelyek közvetlenül a besugár
zás után nagy változást m utatnak, a további inkubáció alatt m ár alig változnak.

Vizsgáltuk, hogy a szérum kezelés nélkül, szobahőfokon állva m utat-e vál
tozást. Értékelhető változást még 5 órai állás után sem tapasztaltunk.

A norm ál szérumokon az inkubálás alatt bekövetkező elváltozásokat vizs
gálva azt látjuk, hogy a szérum réz megkötőképessége sugárzás u tán  átlagosan
1—2 napig emelkedést, ezután pedig csökkenést m utat. Különbséget észleltünk, 
az egyes és kevert szérumok viselkedésében. A kevert szérumokban a bekövet
kező változás nagyobb, m int az egyes szérumoknál, azonban a görbe m ár 24 óra 
u tán csökkenést m utat, szemben az egyes szérumokkal, ahol ezt a csökkenést 
még 48 óra után sem tapasztaltuk. A 3—4, sőt egyes esetekben m ár a második 
napon koagulumok is jelennek meg az oldatban pelyhes csapadék formájában.

Az inkubációs időszakban bekövetkező változások alsó sugárérzékenységi 
határát 600 r-nek találtuk. Ezen kísérletsorozatunk eredm ényét az alábbi táblá
zat és diagramm szemlélteti. A diagramm az éxtinkciós változások százalékos 
különbségét m utatja.

A lap- 1 
érték  óra

K ontroll 0,339 0,339
0,308 0,308 
0,320 0,320 
0,311 0,311
0,305 0,305 
0,317 0,317 
0,323 0,323 
0,290 0,290 
0,301 0.3(11
0,288 0,288 
0,311 0,311

: 0,296 0,2.96 
0,334 0,334

24 48
óra óra

0,333 0,352 Sugárzott
0,307 0,309
0,325 0,340
0,353 0,319
0,308 0,332
0,318 0,318
0,324 0,332
0,294 0,302
0,302 0,312
0,312 0,318
0,320 0,332
0,304 0,317
0,355 0,355

A lap SU 24 48
érték (1 óra) óra óra

0,339 0,340 0,342 0,358
0.308 0,307 0,307 0,329
0.320 0,320 0,341 0,357
0,311 0,312 0,314 0.322
0,305 0,309 0,310 0,333
0,317 0,317 0,319 0,337
0,323 0.324 0,324 0,339
0,290 0,290 0,296 0,306
0,301 0,301 0,322 0.332
0,288 0,288 0,341 0,356
0,311 0,312. 0,325 0 337
0,296 0.297 0,309 0,330
0,334 0,337 0,363 0,372

2. ábra.

A z eredmények megbeszélése.

A  fenti eredményekből láttuk, hogy a besugárzott szérumok réz ion meg
kötőképessége a besugárzás u tán  intenzív változást m utat. Minthogy a biuret 
reagenssel m eghatározott értékek a fehérje felületén lévő CO—NH csoportok
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számával arányosak, ezeket a változásokat a biuret reagens számára hozzáfér
hető peptid kötések számának megváltozásával kell magyarázni. Űjabb reakció
képes peptid-csoportok viszont csakis a globuláris fehérjem olekulák szétnyí
lása folytán kerülhetnek a molekula felületére. Adott kezdeti fehérje-m ennyi
séget tartalm azó rendszer biuret-szintjének növekedése tehát a fehérjeláncok 
szétnyílásával egyértelmű.

Vitatott kérdés az irodalomban, hogy vajon a sugárzás okozta fehérje
változások denaturációnak minősíthetők-e. N eurath19 szerint a denaturáció 
inkább fizikai, vagy intram olekuláris újraelrendeződés, m int a nativ fehérje 
strukturális kémiai megváltozása. A denaturáció a specifikus térbeli struk túra 
elváltozásához vezet, az elsődleges kovalens kötések hidrolízise nélkül. A dena
turáció a fehérje szerkezetének nem enzimatikus módosulása. Azzal a megkö
téssel, hogy a denaturáció nem enzimatikus hidrolízis folytán következik be, a 
szerző azt fejezi ki, hogy ki van zárva a peptid-kötések hidrolízise.

A denaturáció kritérium ai Neurath  szerint a következők:
1. Oldhatóság csökkenése. ,
2. Biológiai aktivitás megváltozása. '
3. A csoportok reaktivitásának megnövekedése.
4. A molekula nagyságának vagy alakjának a megváltozása
5. A molekula enzim hasíthatóságának a megnövekedése
6. Az abszorpciós spektrum  megváltozása.
7. Az elektroforetikus mobilitás megváltozása
8. Az izoelektromos pont megváltozása.
9. A kristályosodóképesség elmaradása.
Az irodalomban felsorolt elváltozások, valam int a fentiekben leírt saját 

kísérleteink alapján tehát a fehérjék sugárzás hatására bekövetkező változásait 
denaturációnak kell minősítenünk. E témával kapcsolatos további vizsgálataink
ról következő közleményünkben számolunk be.

összefoglalás:

A  szérum fehérjek réz-megkötőképessége viszonylag kis röntgendózisok 
hatására jól értékelhető növekedést m utat. Minthogy a réz-megkötőképesség, 
azaz a biuret-reagenssel m eghatározott érték a fehérje felületén lévő CO—NH 
csoportok számával arányos, ezeket a változásokat a réz-ionok számára hozzá
férhető peptid-kötések számának megváltozásával kell magyarázni. Űjabb 
reakcióképes peptidcsoportok viszont csakis a globuláris fehérjemolekulák 
szétnyitása folytán kerülhetnek a molekula felületére. Adott kezdeti fehérje
mennyiséget tartalm azó rendszer réz-megkötőképességének növekedése tehát 
a fehérjeláncok szétnyílásával, azaz denaturációval egyértelmű.

Köszönetünket fejezzük ki Straub F. Brúnó akadémikusnak a munkánkban 
nyújtott értékes támogatásért.
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HHOKenep-Maüop A. Bunu,e, UHOKeHep-crapiuuüjieüTeHaHT J\. Bundep,
CTapiuuűJieüTeHQHT Med. CAyotcöbí d-p H. Tanna:

B JIH 51H H E  P E H T r E H O B C K H U , J iy H E H  H A  E E J IK H  C b lB O P O T K H

1.
H3MeHeHHH in vitro oöJiyqeHHbix öejiKOB chbopotkh.
CBH3bIBaeMOCTb Cll-HOHOB ÖeJIKaMH CblBOpOTK yBejIHMHBaiOTCH npH OÖjiyneHHH CpaBHH- 

TejIbHO MajIbIMH peHTreHOBCKHMH fl03aMH. BBH iiy T oro, 4T0 CBSJ3bIBaeMOCTb Cu-HOHOB, T. e. 
noKa3aTejiH ycTaHOBJieHHbie peareHTOM „ÖHypeT“ nponopuH OHajieH bhcjiom r p y n n  C O N H  —  
Ha nOBepXHOCTH ÖejIKOB, STK H3MeHeHHH OÖ’hCHÍUOTCH H3MeHeHHeM HHCJia nenTHÄHBIX CBH3eft 
CBH3biBaioiHHx c eö jt  C u - hohob. H oB bie peaKTHBHbie nenTHÄHbie r p y n n w  OÄHOBpeMeHHO n o-  
n a^ a ioT  tojibko Ha noBepxHOCTb MOJienyji npH p a c n a a e  rjioöyjinpH b ix  öejiKOBbix MOJieKyji. 
TaKHH oöpa30M  yB ejw n eH k e CBH3bmaeMOCTH C u - hohob npH onpe^ejieHHOM HaqajibHOM kojih- 
qecTBe őeJiKOB b oahoh  c n c ie M e  o ö ’HCHaeTCH TOJibKo c  OTKpbiraeM, t . e . geH aTypupoBaH neM  
öejiKOBbix u en efi.

Dr. A. Vincze, Ing. M ajor in Rés. — Gy. Binder, Ing. Oberleutn. in  Rés.
Dr. D. Tanka, Oberleutn. d. San. in  Rés.

DIE W IRKUNG DER RÖNTGENBESTRAHLUNG AUF DAS SERUMEIW EISSBILD

I. Die Veränderungen der im, vitro bestrahlten Serumproteine
Zusam m enfassung: Die K upferb indungskraft der Serum proteine w eist nach  der 

E inw irkung verhältnism ässig kleiner Strahletndosen eine deutliche Steigerung auf. 
Da die K upferbindungskraft, d ie durch den B iuret-Reagens defin ierbar ist, von der 
Zahl der an der Oberfläche des Eiweissm oleküls haftenden  CO-NH-Gruppen 
abhängig ist, k ann  ih re  Ä nderung durch die Schw ankungen der fü r  die K upferionen 
zugänglichen Zahl der Peptidbindungen e rk lä rt werden. Neue, reaktionsfähige 
Peptidgruppen können an  die Oberfläche des M oleküls n u r durch die Öffnung der 
globularen Eiweissmoleküle gelangen. Die Steigerung der K upferbindungskraft von 
Systemen, die bestim m te anfängliche Eiweissm engen enthalten , ist dem gemäss m it 
der Öffnung der E iweissketten, d. h. m it der D enaturierung gleichbedeutend.
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