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Rontgensugarzas hatdsa szérumfehérjékre

Il. Proteolitikus enzimhatas szerepe az in vitro besugarzott
szérumfehérjékben fellépd valtozasoknal.

irta- Vincze Andras t. mérnékémagy, Binder Gyula t. mérndkféhadnagy,
dr. Tanka Dezs§ t. orvosféhadnagy.

Mint el6z6 cikkinkben errél beszdmoltunk, a besugdarzott szérum réz ion
megkotoképessége a besugarzas utan intenziv valtozast mutat és ez a valtozas
a fehérje lancok szétnyilasaval, denaturacidval fligg ©ssze.

Kis dozisok esetén hig vizes fehérje oldatokban bedall6 valtozasok déntéen
csak a vizbél képz6dott oxidalo gydkok (OH és HO:), valamint gerjesztett viz-
molekuldk és a fehérje molekuldk kozotti reakciok eredményei. Ezek a reak-
cidk azonban 6nmagukban csak részben magyardzzak meg a fehérjékben ké-
s6bb fokozatosan bekdvetkezd nagyobb elvéltozasokat.

Egyéb helyen kozlendd vizsgalataink szerint — mint ahogy arr6l az
1956-0s feheérje-szerkezeti ankéton roviden beszamoltunk — az elnyelt sugér-
energidk kisebbek annal, hogy abbdl levezethessiik az altalunk 37° C-on inku-
balt besugarzott szérumoknal észlelt elvaltozasokat. Ezért az irodalomban leirt
és sajat in vivo kisérleteinkl kiértékelése jogossa latszottak tenni a szervezet-
ben fokozatosan kifejl6d6, sugarzds okozta elvaltozdsokkal kapcsolatban azt az
elképzelést, hogy a sugarzéds alatt a hidrogén hidaknal és egyéb helyeken be-
kovetkez8 oxidacié csak részben jelenti a globularis és fibrillaris fehérje
molekulak azonnali mélyrehaté megvaltozasat, nagyobb részt azonban csak azt
eredményezi, hogy a fehérje lancok kozotti kotések fellazulnak és ezért jobban
ki vannak téve hidrolitikus, illetve enzimatikus hatdsnak.

Hasonlé jelenségeket figyeltek meg a besugdarzott ribonukleinsavak sugar-
zas utani viszkozitas valtozasaval kapcsolatban is.2 A besugarzott ribonuklein-
savak lancainak nagyrésze ugyanis szintén nem szakad szét azonnal a besugér-
zas utdn. Az oxidativ gydkok behatasa azonban olyan oxidalt termékhez vezet,
mely fokozottabban van kitéve hidrolizisnek. Nukleinsavak esetén ezt a felté-
telezést aldtdmasztja az is, hogy a sugarzas utdn fokozatosan kifejlédd visz-
kozitds csOkkenés, illetve az ezzel parhuzamosan felszabadulé foszfat mennyi-
sége nagy dozisok esetén még 15-szordse is lehet a kozvetlen a sugarzas alatt
bekdvetkezé hasonld valtozasoknak.

Fehérjék esetén a hidrogén hidak szétszakadésa szikségképpen fokozza a
fehérje molekula enzim hasithatosagat is, mivel a fibrillumok kozotti kotések
szétnyilasa kovetkeztében az enzim molekuldk altal megtamadhatd csoportok
szama megn6. Az oxidalo agensek megkotddése, illetve a sugarzas megsziinése
utadn a peptid lanc a szénatomok koruli szabad lengés és a kilénféle csoportok
kozott fellépd vonzderék hatasara ujbol 6ssze is kapcsolddhat, de masképpen,
mint az eredeti allapotban volt. igy megvaltozik a fehérje molekula felulete,
ami az enzim hasithatésag megvaltozasat is maga utan vonja.

Ugyanakkor azonban éppen az elnyelt sugarenergia kicsinysége és a fehér-
jékben beallé valtozdsok nagysaga kozotti ellentét megmagyarazasanal tekin-
tetbe kell venni azt a sugarzds kémiabol jol ismert tényt is, hogy kilénb6z6
vegylleteknek a vizbdl képz6dott oxidans gyodkokkel szembeni reakcié kész-
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sége nem azonos. Ha ezen sugarérzékenyebb molekuldk karosodasa enzimatikus
hatast vegyuletek felszabaduldasahoz vagy képzOdéséhez vezet, gy ez a tény
a fehérje oldatokban fellép6 sugarzas okozta valtozasok dnmagaban is magya-
razatul szolgalhat. L6wenthal és Edenstein3 le is irjak, hogy a besugarzas utan
az egész autolitikus ferment rendszer aktivitdsa megn6. Rév és Unger4 ugyan-
csak leirjak a foszfatdz, kiilondsen az alkalikus foszfatdz sugarzas utani aktivi-
tdsdnak megnodvekedését. N. N. Sziszokjan5 az éleszt§ fermentjeinek sugar-
érzékenységét vizsgalta és az 1955-0s genfi atomkonferencian beszamolt arrol,
hogy az invertaz és a foszfoglikomutdz kdzvetlenil a sugarzas utan igen nagy
mértékben aktivalodik.

A szérum proteolitikus aktivitdsanak megnodvekedését ezek alapjan példaul
ugy képzelhetjik el, hogy az alfa—2 frakcidban jelenlevd antifibrinolizin, vagy
az alfa—1 frakcidban jelenlevd antitripszin nagyon sugarérzékeny, ezért els6-
sorban ezek vagy valamelyik ezek kozll kéarosodik és inhibitalé hatdsuk meg-
szlinése vezet a proteolitikus aktivitds megndvekedéséhez. Ezt alatamasztja az
a tény, hogy Kocholaty és Jensen6 és velik egyidében magyar szerz6k, Kovacs,
Geszti és EI6d1 is észlelték az antifibrinolizin titer sugarzas okozta csokkenését.
Utébbiak in vivo besugarzott nyulakon méar 300—400 r hatasara is kifejezett
fibrinolizis ndvekedést észleltek és a jelenséget in vitro is reprodukalni tudtak.

Ehhez hozzatehetjik, hogy a fehérjebont6é enzimek viz, illetve puffer oldat-
ban besugarozva elég sugarrezisztenseknek mondhaték. igy a pepszin aktivi-
tasa Sziszokjan5 szerint 95%-r8l minddssze 63%-ra esik le 125.000 r hatasara,
és a tripszin is csak nagyobb r dozisok hatasara inaktivalodik. Dale8 szerint
a kristadlyos karboxipeptidaz hig vizes oldataban, ha a sugarzds az enzimet
szubsztratumahoz koétve éri, ugyancsak sugéarrezisztensnek bizonyult.

Annak bizonyitdsara, hogy a szérum fehérjék réz ion megkot6képessége
proteolitikus enzim hatisdra megnd, norméal és besugarzott emberi szérumhoz
0,5% tripszint (Merck) adtunk. A réz ion megkot6képesség, amint az az aldbbi
abran lathat6, mindkét esetben erdteljes kezdeti ingadozads utan nagymérték-
ben emelkedik.
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A szérumfehérjékben sugarzas hatdsara bekodvetkezd valtozasok oka fel-
tételezhetéen abban kereshet6, hogy:
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1. a besugarzott szérumfehérjékben a hidrogén hidaknal és egyéb helye-
ken tortén6 oxidaciok kovetkeztében a fehérje lancok kozotti kotések felsza-
kadnak;

2. a besugarzott szérumfehérjék az enzimatikus lebontdsnak vagy spontan
kémiai hidrolizisnek jobban ki vannak téve;

3. a szérum enzimatikus aktivitdsa sugarzas kovetkeztében feltehetden
fokozédik.

Jelen cikkinkben leirt vizsgéalatainkkal a besugarzott szérumfehérjék alta-
lunk mar kozolt valtozasainal fellépd folyamatok tisztazdsdhoz igyekeztink
kozelebb jutni.

Moédszer.

A roéntgen besugarzasnal és a biuret vizsgalatoknal elz6 cikkiinkben leirt
modszert alkalmaztuk.

Az elektronokkal valé besugarzast a KFKI Van de Graaf generatoraval
végeztik 700 Kv és 2000 rep/sec adagteljesitménnyel, 0,5 ml szérummal, 3 mm
folyadékréteg vastagsag mellett. A sugarddzis nagysdga kb. 6000 r volt.

Eredmények.

1. A besugdarzott natur szérumok a besugarzds utdn 24 Oran &t szobahd-
fokon, illetve 37° C-on tartva az aldbbi atlaggdrbét adtéak:

Mint az a 2/a abrabdl lathatdé, a sugdarzott és a nem sugarzott szérum réz
ion megkot6képessége szobah6fokon a sugdarzott szérum kozvetlen sugarzas
uténi réz ion megkdtéképesség novekedésétsl eltekintve kdzel azonos. 37° C-on
(2/b abra), mindkét gorbe fokozottabb réz ion megkotéképességet mutat.

2. Mivel a sugdrzas utani (az abrakon SU-vai jelzett pontok) méréseket
altalaban a sugarzas megkezdése utan kb. 1 6raval végeztik, (6000 r-t réntgen-
készulékiink 18 perc 45 mp alatt adott le, a biuret reagenst kb. a 30. percben
adtuk a szérumhoz), feltehetd volt, hogy ez alatt az id6 alatt enzimatikus hata-
sok is felléptek. Annak felderitésére, hogy a véaltozds mennyiben lehetett, illetve
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mennyiben nem lehetett enzimatikus, nagy adagteljesitményi{ (2000 rep/sec)
Van de Graaf generatorral sugaroztuk be a szérumot. A besugarzds ebben az
esetben mind6ssze 3 mp-ig tartott és a 10. mp-ben mar hozzaadtuk a szérum-
hoz a biuret reagenst. Ily mdédon a 3. sz. gérbét kaptuk.

Mint lathatjuk, a sugarzds utan bekdvetkezd réz ion megkot6képesség
novekedés nagyrésze mar a sugarzas pillanatdban bekodvetkezik, tehat ez semmi
esetre sem enzimatikus folyamat.

3. A sugérzés hatdséara 37° C-on bekovetkezd inkubaciés valtozédsok enzi-
matikus jellegének tisztazdsara a szérumhoz 0,5% ciszteint adtunk. A 4/a éabra
a cisztein nélkuli, a 4/b dbra a ciszteint is tartalmaz6 szérumok réz ion megkot6-
képességét mutatjak.

Miutan kivancsiak voltunk arra, hogy nem emeli-e meg a cisztein hozza-
addsa sugérzés nélkil is a szérum réz ion megkot6képességét, a sugérzatlan
szérumhoz is 0,5% ciszteint adtunk. Mint a 4/b'abran lathatd, a cisztein sugar-
zas nélkul is megndveli a szérumfehérjék réz ion megkotéképességét.

4. A feltételezett enzimhatds gatlasara a szérumokhoz 3.10-4 M kon-
centracidéban natriumfluoridot, illetve monojodecetsavat adtunk. Ezen kisérlet
eredményeit az 5/a és 5/b abrak szemléltetik.

5/b. sz. aura.

Lathatjuk, hogy a natrium fluorid nagymértékben, a monojddecetsav pe-
dig gyakorlatilag teljesen kivédte a sugarzds hatdsat, kivéve a sugarzas utan
kdzvetlenul bekovetkez6 valtozasok egy részét, melyekr6l a 2. pontban meg-
allapitottuk, hogy nagyobbrészt nem is lehetnek enzimatikus valtozasok. Az,
hogy a natrium-fluorid és a monojéd-ecetsav a kdzvetlen sugarzads utani valto-
zasokat nem tudja kivédeni, ezt a megallapitasunkat csak alatamasztja.

5 A kozvetlen sugdarzas utani valtozasokat kozelebbrdl vizsgalva azt lat-
juk, hogy a cisztein szobah6fokon is megemeli a szérum sugarzas utdni réz ion
megkot6képességét (6/a abra). Mint a 6/b abra mutatja, a risztéin ezen hatasa
a sugarzatlan szérumnal is megvan.

6. A risztéin 6/a és 6/b abran lathaté hatdsa nem enzim aktivaciés alapon
térténik, ugyanis akkor is bekdvetkezik, ha a ciszteint is tartalmazé szérumhoz
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enzim inhibitalé natriumfluoridot vagy monojodecetsavat adunk. Ezeket a ki-
sérleteket a 7/a és 7/b dbran lathatjuk.

A natriumfluoridot és a monojddecetsavat itt is 3.10-4 M mennyiségben
adtuk a 0,5% ciszteint tartalmazo6 szérumokhoz. A 7/b abrat 4/b abraval 6ssze-
hasonlitva lathatjuk, a monojodecetsav practice kivédte a cisztein inkubaci6

0.iG0 SIODAUGTOK!
! ¢
is
oJuo /
N
C U
- a.seo
siomom W 30 6
6la. sz. abra. 6/b. sz. abra.
0,i20\
SU 200 S86
7/b. sz. abra.

alatt bekdvetkez6 enzim aktivald hatdsat. Ez a kisérlet egyben valaszt ad a
cisztein és a natriumfluorid, illetve a monojodecetsav kdzo6tt az inkubacids sza-
kaszban fennalld viszonyra is. Ugylatszik, a cisztein a proteolizal6 enzim ugyan m
azon csoportjat aktivalja, mint amelyet a monojédecetsav inhibital. Kilén Ki
kell emelni, hogy a monojédecetsav ezt az erélyes inhibitalé6 hatasat a 0,5%-ban,
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azaz 4.10-2 M koncentracioban jelenlevé ciszteinnel szemben minddssze 3.10-4
M koncentracioban fejti ki. Ezzel szemben a natriumfluorid gyakorlatilag nem
tudja a cisztein enzim aktivalé hatasat befolyasolni, (4/b és 7/a abra) jollehet

cisztein tavollétében eredményesen csOkkentette a sugarhatasra bekdvetkezé
réz ion megkotéképesség novekedést.

Megvitatas.

l. A sugarzas utan kozvetlenil mért valtozasok nem enzimatikus valtoza-
sok, mivel:

1. 10 mp-en belul teljesen lejatszédnak;

2. enzim inhibitorokkal nem szintethet6k meg.

Ezek a valtozasok a fehérje lancok kozotti hidak szétoxidalodasanak és a
lancok ezt kovetd szétnyilasanak eredményei. A lancok ezen szétnyilasat a
cisztein azzal segiti el6, hogy a kezd6d6 lanc szétnyilas folytdn a molekula fel-
szinére keruld aktiv SH csoportokba velik S—S kotést képezve bekot. Ezzel
szétfeszitett allapotban rdgziti a szétnyilé lancot, és annak Gjra 6sszezarddéaséat
megakadalyozza, s6t ez a szétfeszitett llapot tovabbi lanc szétlazuldsok forrésa
lehet.

A cisztein ezen hatasa szorosan 0sszefligg a Paszlnszkij9 altal észlelt jelen-
séggel. Pasziinszkij S35-tel jelzett metionint adott a sugarzas el6tt a szérumhoz
és azt észlelte, hogy a sugarzds utan mar 400 r dozis esetén is észrevehetden
tobb metionin kotédott meg a fehérjékhez, mint sugarzas nélkial. A metionin
ezen sugarzas utani fokozottabb megkot6dése cisztein jelenlétében csokken,
mivel ebben az esetben a cisztein kot6dik meg a fehérjék sugdrzas hatasara
felszabadul6 aktiv csoportjain.

1. A sugdarzas utan csak 37° C-on bekdvetkezd inkubacidés valtozasok enzi-
matikus jellegl proteolitikus valtozasok, mivel:

1. szobah6fokon nem kdvetkeznek be;

2. cisztein hozzaadasaval novelhetbk;

3. enzim inhibitorokkal csdkkenthet6k.

Az észlelt elvéltozdsokkal kapcsolatban figyelemremélténak tartjuk, hogy
az altalunk vizsgéalt 0,5% cisztein (4.10-2 M) minden esetben nem hogy csok-
kentette volna, hanem megemelte a sugarzas réz ion megkodtéképességet emel6
hatdsat. Ezzel kapcsolatban kisérleteket végeztink és azt talaltuk, hogy a
cisztein csak bizonyos koncentracié (kb. 5.10-3 M) alatt fejt ki véd6hatast,
novelve a koncentraciét 10-2 M f6lé, nemhogy csokkentené, hanem emeli a
sugarzas hatdsat. Ezen eredményeinkrél kilon cikkben szdmolunk be. Hasonlo
adatokat kozol a ciszteinre K. Flemmingl10 is, rontgenhemolizis vizsgalataival
kapcsolatban.

Hogy az |—II. alatt leirt valtozasok a fehérjék egyes frakcioin milyen mér-
tékben jatszodnak le, valamint, hogy az enzimatikus hatdsokért felel6s enzim
vagy enzimek melyik fehérje frakciéhoz tartoznak, tovabbi kutatads targyat
képezik.

0sszefoglalas:

Megéllapitottuk, hogy a kis dézissal (max. 10.000 r) besugérzott szérumok-
ban kozvetlenlil a sugarzas utan fellépd réz ion megkotéképesség ndvekedés
annak kovetkezménye, hogy a sugarzas hatasdra a vizbdl képz6dott oxidans
gyokok a fehérje lancok kozotti 6sszetartd erbket csdkkentik és lehetévé teszik,
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hogy 0j aktiv csoportok keriilhessenek a fehérje molekula feliiletére. A sugar-
z&snak ez a hatésa ciszteinnel ndvelhetd.

Megallapitottuk tovabba, hogy a besugéarzott szérumokban 37° C-on tor-
ténd inkubalas hatasdra bekodvetkezd valtozasok feltehet6en enzimatikus jelle-
glek, mivel ciszteinnel aktivalhatok, natriumfluoriddal és monojdédecetsavval
inhibitalhatok.

_Koszonetinket fejezzik ki Straub F. Bruno akadémikusnak a munkankban
nyujtott értékes tamogatasaért.
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HwxceHep-Maiiop A. Bunife, uwiceHep-CTapmu(jieiTeHaHT r. Eundep,
CTapuiutAeireHaHT Med. cai/mém d-p JX Tuhka :

BJIHHHHE PEHTFEHOBCKHX JiyHEH HA BEJ1IKH CbIBOPOTKH

2

Pojlb  npOTeQIIHTHVECKHX 3H3HMOBHX 3(jj)eKTOB npH H3VeHeHHH CejlKOB ChlBOPOTKH
nocjie ax 0OjiyaeHHH in vitro

ARTopaMH ycTaHaBjiHBaeTCH, hto yBejumemie CBS3biBaeMOCTH Cu-hohob b chiBopoTKax
nocjie ofijiyaeHHs MgajibiMH a03aMH (mskc. 10.000 r), rtBliseTeH cjieACTBHeMToro, mo okhcjih-
TejibHbie pagHKajiH, ocBo6ox<Aaiom,necH H3 boam noA bahhhhcm oRjiygeHHH yMeHbinaioT
CBS3bIBaiOUIHe CHIIbl Me>KAy CGeJIKOBOIVH lienaMH H O0eCnegHBaiOT BO3MO}KHOCTL  CBS3blBaHHK)
HOBbix akKTHBHOIX rpynn Ha noRepxHOCTH 06ejikKOBbix MoneKyn. Haeroamee BliHirane oRjiyaeHHH
yRejiHHHBaeTCH uhctchhom.

ycTaHaBjiHBajioch Aajiee, hto n3MeHeHHS b 00OnygeHHbix cbiBopoTKax noA BJiHHHueM hx
XpaHeHHii npH 37° C-OB HBJIHKITCH 3H3HMaTHHeCKHMH, OHH aKTHBH3HpyiOTCH UHCTeBHOM H
HHrHOHTHpYiOTCH (jWIIOOpHAOM H3TpHH H MOHOHOAOBOH yKCyCHofi KHCAOTOH.

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

DIE WIRKUNG DER RONTGENBESTRAHLUNG AUF DAS SERUMEIWEISSBILD

Il. Uber den Einfluss der proteolytischen Enzyme auf die Veranderungen der
in vitro bestrahlten Serumproteine

Verff. stellten fest, dass in den mit kleinen Dosen (maximal 10000 r) bestrahlten
Seren unmittelbar nach der Einwirkung zu beobachtende Steigerung der Kupfer-
bindungsfahigkeit dadurch zu erklaren ist, dass die infolge der Bestrahlung aus
dem Wasser entstehenden oxydierenden Radikale auf die zusammenhaltendem Kréafte
in den Eiweissketten lahmend wirken und ermdglichen, dass neuere aktive Gruppen
auf die Oberflaiche des Eiweissmolekiils gelangen. Diese Strahlenwirkung kann
durch Cystein gesteigert werden.

Sie stellten weiter fest, dass die in den bestrahlten Seren nach einer Inkubation
bei 37° C auftretenden Verdnderungen enzymartigen Charakter tragen und durch
IE:ystein aktiviert, bzw. durch Natriumfluorid und Monojodessigsaure inhibiert werden

onnen.
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