A MTA. Kozponti Fizikai Kutaté Intézetének és az Uzsoki Utcai Koérhéz
Prosecturdjanak kozleménye.

Rontgensugarzas hatasa szérumfehérjékre

T. In vitro besugarzott szérumfehérjék valtozasa.

Irta: Vincze Andras t. mérn6kémagy, Binder Gyula t. mérngkféhadnagy,
dr. Tanka Dezs6 t. orvosféhadnagy.

A kiulénboz6 fehérjék ionizald sugarzésra bekdvetkezd véltozasaival régen
foglalkoznak. Mar 1930 koril tobb szerz6 megfigyelte a besugéarzott fehérjék
denaturalddasat, abszorpciés spektrumuk és szedimentaciéos konstansuk meg-
valtozasat, viszkozitasuk csokkenését és koagulumok képz6dését.123

A besugéarzott fehérjék megvaltozdsanak hatdsmechanizmusa szempont-
jabol két széls6 esetet lehet megkulonboztetni: a kis ddzissal besugérzott hig

fehérjeoldatok esetét.

Barron4 szerinthig vizes oldatokban és kis d6zisok esetén a sugarzas hatasa
indirekt, azaz a f6 hatast a vizb6l képz6dott oxidativ agensek fejtik ki, melyek
az SH- és OH- (és talan az NH:-) csoportok polimerizacioval egybekdtott oxi-

Nagy doézisokndl vagy koncentréltabb fehérjeoldatokndl az indirekt hatés
mellett az ionizalé részecskék és a fehérjemolekuldk kozotti direkt hatdsok
lépnek el6térbe, melyek Barron szerint a hidrogénkotések és oldallancok szét-
szakadasat, denaturalédasat és a molekula szétlazulasat idézik el6, melyek a
fehérje kicsapddasaval jarnak egydtt.

Jelen cikkink a kis doézissal besugdarzott nativ szérumok, azaz az els6
csoporthoz tartoz6 mechanizmus szerinti valtozas tipussal foglalkozik, de rész-
ben a teljesség kedvéért, részben mivel — ha elhanyagolhaté kis mértékben is
— a direkt sugérhatds a kis dozissal besugarzott hig oldatokban is fellép, a

valtozasok szélsé esetei a gyapju- és selyemszalon végzett kisérletek. Astbury
és Woods5 azt talaltdk, hogy sugarzas hatdsara a gyapjuszalak fizikai tulajdon-
sagai megvaltoznak, a szuperkontrakciok szdma megné. Az elvaltozas Alexander
és Hudson6 szerint vagy a peptidkotések, vagy a diszulfidkdtések elszakadésa-
val magyarazhat6. Altalaban elfogadott, hogy a sugarzassal szemben a diszulfid-
kotések igen rezisztensek, s igy valészinl, hogy a szakadads a peptidkotések
kozott jon létre. Ezt latszanak bizonyitani Alexander és Charlesby7 selyem-
szalon végzett kisérletei is. A selyemszalak nem tartalmaznak diszulfid-kétése-
ket, azonban a sugarzasra bekodvetkezd fizika-kémiai valtozasok sokkal kifeje-
zettebbek, mint a gyapjuszdlon. Ez a kisérlet bizonyiték arra nézve, hogy a
sugarzas hatasara bizonyos koériilmények kozott a peptidkdtések szakadnak szét.

Svedberg és Brohiilt8 9 alfa részecskékkel oldatban besugdarzott hemocianin
molekulak tordelédését észlelte. Ez a tordel6dés nagyjaban ugyanigy folyt le,
mintha az anyagot hidrogén kotést szakitdé reagenssel (karbamiddal) kezelték
volna, ti. az anyag molekulai elészor kettd, majd végil nyolc részre szakadtak.
A kiilonbség az, hogy mig a karbamiddal kezelt molekuldk teljesen restitualodni
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tudtak, addig a besugdrzott molekuldk uagylatszik kémiailag is maédosultak,
mert restitudlédasra képtelenek voltak. Ezt az elvaltozast a szerz6k a sugérzas
direkt hatdsanak tulajdonitjak, mivel ez +20 C°-on és —180 C°-on egyfor-
man bekovetkezett. Megallapitottdk, hogy egy alfa részecske egy molekulat
karosit és a tovabbi reakcié molekuldn belili energia atvitellel megy végbe.

Nagyobb doézissal besugarzott, de higabb fehérjeoldatok esetén a direkt
hatds mellett az indirekt hatdsok is szdmottev6k. 50—60 000 r dézis hatasara
M. N. Meisell0 a besugéarzott élesztdsejtek protoplaszt fehérjéinél a szabad
amino- és SH-csoportok szamanak tetemes megndvekedését észlelte.

William és munkatarsaill 20 000—1500 000 r-el besugarzott Kkristalyos
bovin-szérum albuminjének prolimerizalédéaséat és bifenil-tipust kotések kiala-
kuldsat észlelték. Kepp és Mitchell2 100000 r-rel besugéarzott 1,5—2%-0s
szérum protein-oldatban a béta-globulin cs6kkenését és az alfa-globulin relativ
emelkedését figyelték meg. Ugyancsak a két utdbbi szerz6 a besugarzott glo-
bulin-oldatoknal a negativ toltésl csoportok csokkenését észlelte.

Barron3 vizsgalatai szerint a sugdrzas hatasara fellép6 valtozasok igen
h&érzékenyek. 71 000 r-rel 10 C°-on besugarzott fehérjeoldatok mar megzavaro-
sodtak, mig ugyanezt a jelenséget 3 C°-on nem észlelte. Ha azonban ezt a
tiszta oldatot 27 C°-ra vitte, ebben is kicsap6das lépett fel.

M. Sz. Volkova és A. G. Paszlnszkij13 kisérletei szerint a sugarzds hata-
sara a fehérje-molekuldban nem 1—2 kotésre korlatozdd6 kémiai valtozasok
jonnek létre, hanem a denaturacid altalanos mechanizmusdnak megfeleléen a
gyenge intramolekularis kotések szakadnak szét és csoportosulnak at. Kisér-
leteik szerint az alfa-sugarral besugarzott 2%-os emberi szérum albumin oldat-
ban legfeljebb 3—4 peptid kotés szakadhat szét, mivel az aminonitrogén értéke
ezen dozisig a kisérleti hibadkon belll valtozatlan. Ha figyelembe vesszik a
fehérjék globularis struktarajat, akkor ennek a par peptid kotésnek az elsza-
kadadsa még nem okozhat komoly strukturalis valtozast a molekuldban.

Kis do6zisok hatisara a fehérjékben csak az indirekt hatdsok dominélnak
és csak finom modszerekkel kimutathatdé igen kis valtozasok kovetkeznek be.
Barron3 mar 100 r hatasara is elvaltozast talalt a fehérje oldatok UV spektru-
méaban. Ez a valtozds savanylu oldatban csokkent és teljesen eltlint, ha az ol-
datokat oxigénmentes kézegben sugaroztdk be.

Pavlovszkaja, Volkova és Paszlinszkij a besugarzott szérum albumin
S35-tel jelzett metionin megkoté képességének megvaltozasat figyelték meg.
Ez a megvaltozds mar néhany 100 r-es dozis hatiséara is bekdvetkezett, kilono-
sen higabb (2%-0s) fehérjeoldatok esetén. Az észlelt jelenséget a szerz6k azzal
magyarazzak, hogy a besugdarzott fehérjék denaturalédasa folytan a fehérjék
abszorpcids képessége fokozodik. Az abszorpciés képesség fokozodasat azzal
magyarazzak, hogy a besugarzott fehérjékben aj, aktiv kémiai csoportok szaba-
dulnak fel.1415

Sajat, mar kozolt vizsgalataink16 azt mutatjak, hogy bizonyos szérumok
réz-ion-megkotéképessége viszonylag kis dozissal valé besugarzds esetén koz-
vetlenll a sugarzds utin szignifikdnsan megnd.

A fehérjék sugar-reakcidja szempontjabol nemcsak a szérum-, vagy tojas-
fehérjéket vizsgaltak, hanem az enzim-fehérjéket is. Ezek a .vizsgalatok abbdl
a szempontbdl is érdekesek, hogy igy nemcsak a fehérjék kémiai strukturalis
valtozasardl kapunk képet, hanem ezen valtozasok kovetkeztében fellép6
funkcionalis valtozasokrél is, melyeket mint az enzimtevékenység valtozasat
jol lehet regisztralni. Az ilyen irdnyla kisérletek szama igen nagy. Nem célunk
ebben a kézleménylnkben az irodalom ezen részével is részleteiben foglalkozni.



Csak annyit kivanunk megjegyezni, hogy sugarzas hatasara féleg az SH-enzi-
mek inaktivalddnak és ez az inaktivalodas a doézistél figgben reverzibilis vagy
irreverzibilis lehet.

Mi a szérumot vélasztottuk ki kisérleteink targyéaul. Els6sorban azért, mivel
a kapcsolatos in vivo-valtozasok az irodalombdl és sajat el6z6 kisérleteinkb6l
mar ismeretesek voltak szamunkra, ami megfelel6 6sszehasonlité alapot adott
az in vitro elvégzendd kisérletek széamara.

Minthogy a szervezet fehérjéiben in vivo lejatsz6d6 valtozasok igen jellem-
z8ek a sugarbetegségre, Ugy véltik, hogy az in vitro elvégzett vizsgdlatok még
kozelebb segitenek a szérumfehérjékben lejatsz6d6 in vivo sugarkémiai valto-
z4sok hatdsmechanizmusanak felderitéséhez.

Vizsgalni kivantuk a normalszérum réz-ion-megkotéképességének valtoza-
sat besugdarzas és az ezt koveté inkubalas hatasara.

Médszer.

Vizsgalatainkhoz minden esetben nativ emberi szérumot (hasznaltunk. A széru-
mokat 6000 r-el és ennél kisebb do6zisokkal Stabilivolt melyterapias rontgen-
késziilékkel sugaroztuk be. (180 kV 15 mA, 0.5 Cu, fokusz 19,5 cm, légdozis 320 r/perc.)
A besugarzasokat minden esetiben azonos edényben végeztik. Az edény atmérdje
3 cm, a folyadékréteg vastagsaga 0,5 cm volt. A dbzis meghatarozasat azonos edény-
ben, azonos folyadékmennyiséggel, ferroamonszulfatos doziméterrel végeztik, (g =
= 155

A )biuret-meghatérozésokat a Gleiss és Hinsberg'l altal leirt és Weichselbaum
altal moédositott modszerrel végeztik. Az igy kivitelezett médositott biuret-reakcio
pontossagat A. G. Gornal és tarsaild vizsgaltdak. Azt taldltak, hogy azonos szérian
0sszehasonlitva, a maédositott biuret-reakcidval nyert 6sszfehévje-érték és a Kjehl-
dahl-nitrogén alapon szdmitott &sszfehérje-érték kozotti kulonbségek 01 mg %
fehérjén belul vannak. Ennek alapjan a modszert vizsgalatainkhoz megfelel6 pontos-
saglnak talaltuk.

A biuret-meghatarozasdkat a besugarzas el6tt és utadn végeztik el. Ezutan a
besugarzott szérumot, valamint a be nem sugarzott kontrolit 37 C°-0 termosztatban
steril korilmények kozott inikulbaltuk és a szérumok biuret-értékét 24, illetve 48 ora
mulva ismét meghataroztuk.

Vizsgéalati eredmények:

A besugarzott és kontroll szérumok extinkcio-értékeit az 1. sz. tdblazat,
a valtozdsok szézalékos dsszehasonlitd grafikonjat az 1. sz. dbra szemlélteti.

1. sz. tablazat.

Alap" 16ra 24 6ra 48 6ra Alap- suet 246 480
Kontroll 0349 0349 0349 0362 Sugarzott 0,349 0350 0363 0372
0331 0331 0332 0344 0331 0331 0336 0366
0352 0352 0331 032 0352 0351 0424 0368
0272 0272 0336 0336 0272 0338 0333 0310
0316 0316 0319 032 0316 0316 0336 0352
0324 0324 0334 0344 0324 0324 035 0374
0312 0312 0327 0338 0312 0323 0358 0350
0314 0314 0324 0339 0314 0312 0358 0298
0314 0314 0324 0339 0314 0305 0362 0361
0286 0286 0329 0339 0286 0288 0364 0404

Az abrabdl jo lathatd, hogy a besugarzott szérum réz-ion-megkotéképessége
a besugarzas utan intenziv valtozast mutat.

A goOrbe két részre oszthatd:

1. a kozvetlenul a sugarzas utadn bekovetkezd valtozasra;

2. az inkubécio alatt bekdvetkez6 valtozasra.
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Ha az egyes szérumok viselkedését vizsgaljuk, azt talaljuk, hogy a széru-
mok egy részének réz-megkot6képessége a sugarzas utdn kodzvetlenial semmi-
féle, masik része igen tetemes valtozast mutat.

1. abra.

Az utébbi emelkedés, mint ahogy arrél a Katonaorvosi Szemlében-
beszdmoltunk16 a neoplazmés megbetegedésben szenved6 betegekre igen erfsen
szignifikans, egészséges egyéneknél azonban ritkdbban fordul el6. Minthogy
ezen kezdeti, kézvetlen a sugarzas hatasara beall6 biuret szint valtozas az alta-
lunk megvizsgalt 9 db gyermekvér kozil 7 esetben ugyancsak fellépett, lehet-
séges, hogy ez a jelenség az osztdédasban 1évd szdvetekkel birdé egyénekre altala-
nosan jellemzé.

A kozvetlen sugarzas utdn bekdvetkezd valtozdsok sugarérzékenységének
meghatarozasa céljabdl kisérleteket folytattunk'a valtozds szempontjabél jel-
lemz6 rakos szérumokkal. A doézis és az extinkcié valtozdsok kozotti 6sszefig-
gést a 2. sz. tablazat szemléltet]

2. isz. tablazat

Szam 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 tadblazatbol lathaté az als6 dézishatar, melynél a kapott extinkcié
valtozasok kisérletink szempontjab6l még értékelhet6 eredményt adnak, 3000 r
vagy 3000 és 1000 r kozé esik.
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A kozvetlentl a sugarzas utan bekévetkezd valtozasok pontosabb felderi-
tése céljabdl még egy kisérletsorozatot inditottunk el rdkos szérumokkal.

Ennek keretében a radkos szérumokat a besugarzas utan 37 C°-on inkubal-
tuk és azt tapasztaltuk, hogy azok a szérumok, amelyek kézvetlenil a besugar-
zas utan nagy valtozast mutatnak, a tovabbi inkubacié alatt méar alig valtoznak.

Vizsgaltuk, hogy a szérum kezelés nélkil, szobah6fokon allva mutat-e val-
tozéast. Ertékelhetd valtozast még 5 drai allas utdn sem tapasztaltunk.

A normdl szérumokon az inkubalds alatt bekovetkez6 elvaltozasokat vizs-
gélva azt latjuk, hogy a szérum réz megkdt6képessége sugarzds utdn atlagosan
1—2 napig emelkedést, ezutan pedig csdkkenést mutat. Kilénbséget észleltiink,
az egyes és kevert szérumok viselkedésében. A kevert szérumokban a bekdvet-
kez6 valtozas nagyobb, mint az egyes szérumoknél, azonban a gérbe mar 24 6ra
utan csdkkenést mutat, szemben az egyes szérumokkal, ahol ezt a csdkkenést
még 48 Ora utdn sem tapasztaltuk. A 3—4, s6t egyes esetekben mar a mésodik
napon koagulumok is jelennek meg az oldatban pelyhes csapadék forméajaban.

Az inkubdciés id6szakban bekdvetkez6 valtozasok alsd sugarérzékenységi
hatarat 600 r-nek talaltuk. Ezen kisérletsorozatunk eredményét az aldbbi tabla-
zat és diagramm szemlélteti. A diagramm az éxtinkcios valtozasok széazalékos
kulénbségét mutatja.

Alap- 1 24 48 Alap- SU 24 48

érték 6ra Ora ora érték (1d6ra) ora Ora
Kontroll 0,339 0,339 0,333 0,352 Sugéarzott 0,339 0,340 0,342 0,358
0,308 0,308 0,307 0,309 0.308 0,307 0,307 0,329
0,320 0,320 0,325 0,340 0.320 0,320 0,341 0,357
0311 0,311 0,353 0,319 0311 0,312 0,314 0.322
0,305 0,305 0,308 0,332 0,305 0,309 0,310 0,333
0,317 0,317 0,318 0,318 0,317 0317 0319 0,337
0,323 0,323 0,324 0,332 0,323 0.324 0,324 0,339
0,290 0,290 0,294 0,302 0,290 0,290 0,296 0,306
0,301 0311 0,302 0,312 0301 0,301 0,322 0.332
0,288 0,288 0,312 0,318 0,288 0,288 0,341 0,356
0,311 0,311 0,320 0,332 0311 0312. 0,325 0337
10,296 029% 0,304 0,317 0,296 0.297 0,309 0,330
0,334 0,334 0,355 0,355 0,334 0,337 0363 0372

2. abra.

Az eredmények megbeszélése.

A fenti eredményekbdl lattuk, hogy a besugérzott szérumok réz ion meg-
kot6képessége a besugarzds utan intenziv valtozdst mutat. Minthogy a biuret
reagenssel meghatarozott értékek a fehérje feliiletén 1év6 CO—NH csoportok
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szamdaval ardnyosak, ezeket a véltozasokat a biuret reagens szdméra hozzafér-
het6 peptid kotések szamanak megvaltozasaval kell magyarazni. Ujabb reakcio-
képes peptid-csoportok viszont csakis a globularis fehérjemolekuldk szétnyi-
lasa folytdn kerilhetnek a molekula feliletére. Adott kezdeti fehérje-mennyi-
séget tartalmazd rendszer biuret-szintjének ndvekedése tehat a fehérjelancok
szétnyilasaval egyértelm.

Vitatott kérdés az irodalomban, hogy vajon a sugarzds okozta fehérje-
véltozdsok denaturdcionak mindsithet6k-e. Neurathl9 szerint a denaturdcio
inkdbb fizikai, vagy intramolekularis Ujraelrendez6dés, mint a nativ fehérje
strukturalis kémiai megvaltozasa. A denaturacié a specifikus térbeli struktira
elvaltozasahoz vezet, az els6dleges kovalens kotések hidrolizise nélkil. A dena-
turdcié a fehérje szerkezetének nem enzimatikus mdédosuldsa. Azzal a megko-
téssel, hogy a denaturdcio nem enzimatikus hidrolizis folytan kovetkezik be, a
szerz§ azt fejezi ki, hogy ki van zarva a peptid-kdtések hidrolizise.

A denaturdcié kritériumai Neurath szerint a kdvetkezdk:

1. Oldhatésag csokkenése. ,
2. Biologiai aktivitas megvaltozasa. '

3. A csoportok reaktivitasanak megndvekedése.

4. A molekula nagysdganak vagy alakjanak a megvaltozésa
5 A molekula enzim hasithatésdganak a megnovekedése

6. Az abszorpcios spektrum megvaltozasa.

7. Az elektroforetikus mobilitds megvaltozasa

8. Az izoelektromos pont megvaltozasa.

A kristalyosoddképesség elmaradasa.

Az irodalomban felsorolt elvaltozasok, valamint a fentiekben leirt sajat
kisérleteink alapjan tehat a fehérjék sugarzas hatasara bekovetkezd valtozasait
denaturdcionak kell mindsitenunk. E témaval kapcsolatos tovabbi vizsgélataink-
rél kovetkezé kozleménylinkben szamolunk be.

©

Osszefoglalas:

A szérumfehérjek réz-megkot6képessége viszonylag kis réntgendézisok
hatdsara jol értékelhetd novekedést mutat. Minthogy a réz-megkotéképesség,
azaz a biuret-reagenssel meghatarozott érték a fehérje feliiletén 1év6 CO—NH
csoportok szamaval ardnyos, ezeket a valtozdsokat a réz-ionok szaméara hozzéa-
férheté peptid-kétések szaméanak megvaltozasaval kell magyarazni. Ujabb
reakcioképes peptidcsoportok viszont csakis a globularis fehérjemolekulak
szétnyitdsa folytdn kerilhetnek a molekula feliiletére. Adott kezdeti fehérje-
mennyiséget tartalmazo rendszer réz-megkotéképességének novekedése tehat
a fehérjelancok szétnyildsdval, azaz denaturacidval egyértelm.

Koszonetiinket fejezzik ki Straub F. Briné akadémikusnak a munkéankban
nyudjtott értékes tamogatasért.
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HHOKenep-Maiiop A. Bunu,e, UHOKeHep-crapiuuljieiTeHaHT J\. Bundep,
CTapiuuliJieliTeHQHT Med. CAyotctbi d-p H. Tanna:

BJIH51IHHE PEHTrEHOBCKHU, JiyHEH HA EEJIKH CbIBOPOTKH
1

H3MeHeHHH in vitro 08JiygeHHbix 6ejiKOB chbopotkh.

CBH3bIBaeMOCTb CIlI-HOHOB OeJIKaMH CbIBOpOTK yBejlHMHBaiOTCH npH OOjiyneHHH CpaBHH-
TejlbHO MajlbIMH peHTreHOBCKHMH fl03aMH. BBHiiy Toro, 4T0 CBSJ3blBaeMOCTb Cu-HOHOB, T. €.
noKa3aTejiH ycTaHOBJieHHbie peareHTOM , OHypeT*“ nponopuHOHajieH bhcjiom rpynn CONH —
Ha nOBepXHOCTH OgjIKOB, STK H3MeHeHHH OO’hCHIUOTCH H3MeHeHHeM HHCJia nenTHAHBIX CBH3eft
CBH3biBaioiHHx cedjt Cu-hohob. HoBbie peaKTHBHbie nenTHAHbie rpynnw OAHOBpeMeHHO no-
na”aioT tojibko Ha noBepxHOCTb MOJienyji npH pacnaae rjiodyjinpHbix 06ejiKOBbix MOJieKyji.
TaKHH 06pa30M yBejwneHke CBH3bmaeMOCTH Cu-hohob npH onpe”ejieHHOM HaqgajibHOM kojih-
gecTBe 6eJiKOB b oahoh cncieMe 06’HCHaeTCH TOJibKo ¢ OTKpbiraeM, t. e. geHaTypupoBaHneM
0ejiKOBbix uenefi.

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

DIE WIRKUNG DER RONTGENBESTRAHLUNG AUF DAS SERUMEIWEISSBILD
I. Die Verénderungen der im vitro bestrahlten Serumproteine

Zusammenfassung: Die Kupferbindungskraft der Serumproteine weist nach der
Einwirkung verhéltnisméassig kleiner Strahletndosen eine deutliche Steigerung auf.
Da die Kupferbindungskraft, die durch den Biuret-Reagens definierbar ist, von der
Zahl der an der Oberfliche des Eiweissmolekills haftenden CO-NH-Gruppen
abhangig ist, kann ihre Anderung durch die Schwankungen der fir die Kupferionen
zugénglichen Zahl der Peptidbindungen erklart werden. Neue, reaktionsfahige
Peptidgruppen kénnen an die Oberflache des Molekiils nur durch die Offnung der
globularen Eiweissmolekiile gelangen. Die Steigerung der Kupferbindungskraft von
Systemen, die bestimmte anfdngliche Eiweissmengen enthalten, ist demgemadss mit
der Offnung der Eiweissketten, d. h. mit der Denaturierung gleichbedeutend.

149



