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Bevezetés

El6z6 elsadasunkban ramutattunk arra, hogy ionizalé sugarzasoknak
sejtpusztulast nem okozé viszonylag kis doézisai szamos funkcionalis zavart
okozhatnak a sejt plazmamembranjaban (8). Jelen elsadasunkban sajat vizs-
galataink alapjan néhany olyan kisérleti eredményt ismertetiink, melyek a
plazmamembrin komplexebb egységeinek, a kiillonb6z6 receptoroknak sugarzas
okozta perturbalt allapotat jelzik. A vizsgalatok soran alkalmazott mdédszere-
ket és a kisérletek tobb eredményét az idézett kozleményekben részleteztiik.

Rontgen sugarzas hatasa a plazmamembran lektinkoté képességére

A sejtmembran sugarzas okozta funkcionalis valtozasait in vitro és in vivo
kisérletekben kiilonbozs sejtféleségeken vizsgaltuk. A vizsgalatok médszeréiil
lektinko6tddési technikat vezettiink be, s ez a sejtfeliilet valtozasainak nyomon
kovetésére érzékeny, megbizhaté és reprodukalhaté eljarasnak bizonyult.
Kisérleteinkben a Canavalia ensiformis-bol kivont lektin, a concanavalin A
tricialt (*H-ConA) formajat alkalmaztuk, mely a sejtfeliileten 1év6 cukorlancok
mannoéz és glukéz végesoportjaihoz kotddik. A *H-ConA-t olyan koncentracié-
ban adtuk a sejtekhez, mely lehetGvé tette a sejtekhez kotott radioaktivitas
mennyiség biztonsagos meghatarozasat, ugyanakkor még nem eredményezett
agglutinaciét. A kis koncentracioji lektinekkel végzett munka elénye az is,
hogy ilyen kériilmények kozott a nagyaffinitasi kotShelyek allapota, ill. annak
valtozasai tanulmanyozhatok. A plazmamembran *H-ConA kotésének sugar-
hatasra bekovetkezett viltozasait autoradiografias médszerrel, ill. folyadék-
szcintillaciés méréssel kovettiik. Legkorabbi megfigyeléseink emberi fibroblaszt
sejtvonalhoz kapcsolédnak (9). Ezen a sejtkultirin mutattuk ki ugyanis
el6szor, hogy ionizalé sugarzas koran megjelend és atmeneti jellegli membran
elvaltozasokat okoz, mely radioaktiv izotéppal jelzett lektinnel j6l kimutatha-
t6. A fibroblasztokon 0,9—9 Gy dézistartomanyban mar a posztirradiaciés
periédus elsé harom orajaban fokozédott a *H-ConA kotGdése. A jelenség az
alkalmazott dézistol fiiggott — a maximalis értéket, a kotGdés 609%,-o0s emelke-
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dését 2 Gy koriili dézis valtotta ki — és atmeneti jellegli volt, mivel a sugarzast
kovetd néhany o6ra milva a kotott radioaktivitas értékei nem kiilonboztek a
kontroll szinttél.

A tovabbiakban kénnyebben hozzaférhetd objektumokon, allati és emberi
vérsejteken is megvizsgaltuk a jelenséget (10, 12, 13,). Nem besugérzott, kontroll
egerek autoradiografias mdédszerrel vizsgalt vorosvérsejtjeinek mintegy 30—
409,-a volt jelzett. Ezzel szemben a kiillonb6z6 dézisi rontgenbesugarzas hata-

1. @bra. *H-ConA-t kotott egér fehérvérsejtek és trombocitdk fénymikroszképos autora-
diogrammja. Nagyitds: 1300— 1500 X

sara emelkedett a jelzett sejtek aranya,s 1 Gy dézis hatasara mintegy 609,-kal
meghaladta a kontroll értékét. Ezzel parhuzamosan novekedett az egy sejten
kotott lektin mennyisége, az autoradigrafias szemesék szama is. A limfocita
plazmamembranjan a sugarzas szintén fokozta a lektinkotést, a legnagyobb
stimulaciot 1 Gy dézis alkalmazasa utan regisztraltuk. Az autoradiogrammok
kiértékelésekor felfigyeltink a kenetben eléfordulé trombocitak intenziv jel-
zettségére (1. abra), mely a dézistél fiiggGen szintén érzékenyen valtozott.
Az autoradiografias megfigyelést millipore filteren gyujtott sejtek vizsgalataval
is megerdgsitettitk. 0,25—5 Gy dézisd rontgenbesugarzast kovet§en a tromboci-
tak fokozott lektinkotéssel reagaltak a sugarkezelés utani elsé két oraban
(2. abra). A legnagyobb *H-ConA koétédést 1, ill. 2 Gy kezelés utan mértiik.
Késdbb az értékek megkozelitették a kontroll szintet. A trombocita populacié-
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rél azonban ismeretes, hogy az heterogén osszetételi: a sejtek fiziko-kémiailag,
morfolégiailag és funkcionalisan is jelent8sen kiilonboznek egymastél (1, 2, 6),
amit t6bb szerzé a sejtek koraval hoz osszefiiggésbe (2, 5, 14). Igy a tromboci-
tak altalunk észlelt plazmamembran zavara az egész populicié atlagértékét
fejezte ki. Felvetddott ezért a kérdés, hogy vajon a ,.fiatal” és ,,id6s” sejtek
membranfunkciéja besugarzasra eltér6 médon valtozik-e. Ennek tisztdzasara

29

centrifugalassal bekoncentrilt teljes trombocita populaciébhél Ficoll-Uromiro

. N\
NN
H

x 103dpm/ 105 sejt

- NW PSP @

IR

172 1 2 5 12 24

orak a besugdrzds utan

2. dbra. Rontgenbesugarzott egerek teljes trombocita populdciéjénak *H-ConA kitése (ordi-
nita: dpm/10° sejt) a besugarzasi dézis (Z-tengely: 0,25—5 Gy) és a posztirradidciés ido
(abszcissza: 1/2—48 6raig) fiiggvényében

gradiensen ultracentrifugalassal 4 szubfrakciot szeparaltunk (5, 13). A kiilonbé-
z6 fajsilyd rétegek kozott irodalmi adatok szerint a gradiens fels§ savjaban
féleg az idds sejtek helyezkednek el, a legnehezeb)h fazis hataran pedig a tobb-
nyire fiatal trombocitakbél all6 szubpopulacié talalhaté (2, 5, 14). A kozbeesé
két savot atmeneti kord sejtek képezik. Az egyes szubfrakciékat *H-ConA-val
jeleztiik. Amint a 3. abran lathaté, azt talaltuk, hogy réntgenbesugarzas hata-
sara legérzékenyebben a fiatal vérlemezkék reagaltak: mar 0,5 Gy és 1 Gy dézi-
sok a kontroll szinthez viszonyitva kozel 2-, ill. 4-szeresen fokoztdk a lektin-
kot8dést. IdGsebb sejtek plazmamembranjaban csak nagyobb dézisok okoztak
fokozott 3H-ConA koté st.

Allatkisérleti eredményeink alapjan eddigi megallapitasainkat a kovet-
kez8kben lehet osszefoglalni (13): 1) rontgensugéarzas hatasara a plazmamemb-
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ran perturbalédik, mely jelenség akar autoradiografias, akar radioaktivitas
mérési modszerrel jelzett lektinkot6dési technikaval jol kimutathaté, 2) a su-
garzas okozta perturbacié tobb fajta sejtben, in vive és in vitro besugarzast
kovet8en is kimutathaté volt, azaz altalanos érvényt jelenség, 3) a kiillonbozd
sejtek reakcioképességében, st egyfajta sejtpopulacion beliil is a sejtek kora-
tol, fiziologiai allapotatél fiiggden azonban jelentds eltérések vannak, 4) a plaz-
mamembran perturbaciéja a besugarzias utani néhany éraban mutathato ki,
atmeneti jellegti, s mértéke a dozistél fiiggGen valtozik.
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3. dbra. Fajsily gradiensen elvalasztott kiilénb6z6 trombocita szubpopulaciék 3H-ConA kotése
0,5—5 Gy dézistartomanyban tértént rontgenbesugarzas utan

Ezekutan indokoltnak latszott hasonlé osszefiiggések vizsgalata emberi
vérsejtek plazmamembranjaiban. A jelenségek sugarbiolégiai érdekességén
kiviil azok gyakorlati alkalmazhatésagat is meg kivantuk vizsgélni, nevezetesen
azt, hogy a membranok sugarzas okozta valtozasai felhasznalhaték-e a sugar-
hatas korai biol6giai indikatoraul (12). Ezért a vérsejtek in vitro besugarzasaval
kezdtiink kisérleteket. Megallapitottuk, hogy a plazmamembran perturbaltsaga
ilyen kériilmények kozott is igen kordn — a besugdrzas utan az elsg 3 éran beliil
— megjelent dézisfiiggd mértékben és atmeneti jelleggel. Az egyes sejtféleségek
membranjaihoz kotott radioaktivitds mennyisége nem besugarzott sejtekben is
kiilonbozott, besugarzas hatasara pedig egymastél szintén eltérd mértékben
reagaltak. Igy arra kovetkeztettiink, hogy kizarélag egyes sejttipusok alapjan
nem becsiilheté meg egyértelmiien a szervezetben abszorbealt dézis. Ezért
B6yum médszerét (3, 4) némileg médositva egy vérmintabél, egyszeri centri-
fugalassal egyidejiileg izolaltuk a trombocitikat, limfocitakat és vorosvérsejte-
ket, s azonos feltételek mellett allitottuk be a lektinko6tési probat. Az igy kapott
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eredmények osszehasonlitdsa alapjan a 4. abran kénnyen felismerheté 3 dézis-
tartomany: a 0,1—0,5 Gy kozotti, amikor mar a legérzékenyebben reagalé
trombocitak kotik fokozott mértékben a *H-ConA-t, 0,5—2 Gy kozott a trom-
bocitakkal parhuzamosan a limfocitak plazmamembranjaiban is kimutathaté a
sugéarzas okozta funkcionalis zavar, tovabba 2 Gy és nagyobb dézisoknal a
vorosvérsejtek lektinkotése is emelkedett. Ez a modell tehat megkézeliti a célt,
egy membran sugarbiolégiai jelenségre alapozott, elvileg djszeri indikator ki-
dolgozasat. Tovabbi feladat azonban annak vizsgalata, hogy az in vitro besugar-
zassal kivaltott membran vélaszokhoz minGségben és mennyiségben hasonléak
jelennek-e¢ meg in vivo korilmények kozott is.
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4. @bra. In vitro rontgenbesugérzott emberi vérbgl szeparalt trombocitdk, limfocitdk és voros-
vérsejtek *H-ConA kitése 0,1—5 Gy dézistartomanyban

Béta sugarzas hatasa a plazmamembran lektinkitd képességére

A plazmamembran rontgensugarzassal szembeni érzékeny reakciéja fel-
vetette azt a kérdést, hogy ez a jelenség mennyiben fiigg a sugarkvalitastol.
Ez iranyi munkank azon elsé eredményeirgl szamolunk be, melyeket tricialt
vizzel kezelt sejtkultirakon kaptunk. A kisérleteket kiilonféle sejttenyészeteken
végeztiikk (PVMV, PEFB), kiilonboz6 ideig (1 perctél 48 oraig) tarté, kis kon-
centracioji, 37 kBq - ml=1 (1uCi - ml—1) tricialt viz (HTO) expozicié utan, s
azonos tendenciat mutaté eredményeket kaptunk. Kimutattuk, hogy a HTO
egyéb ismert sejtbiologiai hatasok mellett jelentés mértékben befolyasolja a
sejtek lektinkot6 képességét (5. abra). A membran perturbaltsagara utal, hogy
a legkorabbi idépontokban észlelt fokozott *H-ConA kotddést kés6bb, az 1.
oratol kezdve a kotott radioaktivitds mennyiségének csokkenése kovette.
A HTO tartalmu tapfolyadék eltavolitasaval az eredeti membranviszonyok 24
6ran belil helyrealltak. Megallapitottuk tehat, hogy a lagy béta sugarzé
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tricium hataséara is létrejott a sejtmembranok atmeneti funkcionalis zavara.
A valtozasok iranya azonban eltérd, ugyanis ellentétben a rontgensugarzas
hatasaval, a béta részecskékkel valé tartés expoziciénal a kotott lektin mennyi-
ségében nem fokozdédas, hanem csokkenés volt mérhets. Mindenesetre mind a
rontgen, mind a béta sugarzas indukalta valtozasok arra utalnak, hogy a plaz-
mamembranban olyan étrendez8dés torténik, amelynek kovetkeztében meg-
valtozik a hozzaférhetd lektinkoté helyek szama.
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5. d@bra. Tricialt viz (37 kBq - ml—') kiilonb6z§ ideig tarté (1 perctél 48 6rdig) hatdsa primer
vervet majomvese (PVMV), primer emberi fibroblaszt (PEFB) sejtek 3H-ConA kotésére

Béta sugarzas hatasa a sejt virusreceptorainak funkciéjara

A ConA kotddése a sejt feliiletén a nagy szamban talalhaté és diszperz
eloszlasi mannéz, ill. glukéz csoportokhoz — bizonyos biolégiai hatasok elle-
nére (agglutinicié, mitézis indukcié) — aspecifikusnak tekinthetd. A membran
perturbacié silyossaganak és kovetkezményeinek jellemzéséhez azonban vizs-
galatokat kezdtiink annak tanulményozéasara, hogy osszetettebb, specifikus
receptorok (7, 15) funkciéja perturbalhaté-e. Ezért primer vervet majomvese
(PVMYV) sejteket 48 6ran at 37 kBq - ml—* HTO-t tartalmazé tapfolyadékban
tartottunk, majd 2. tipusu él8 poliovakcinaval fertéztiik.* Azt talaltuk, hogy
100 TCID;, virusmennyiség alkalmazisa esetén a HTO-kezelt sejteknél a
citopatogén hatas (CPE) kifejlddése jelentdsen, 1 nappal késébb kezd8dott és

* A viruskisérleteket az OKI Virus Oltéanyag Ellen6rzé Osztalyaval, dr. Horvath Lidia
kandid4atussal egyiittmiikodésben folytattuk.
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mértéke a folyamat soran elmaradt a kontroll szintjétél, még akkor is, amikor a
kontroll sejtekben a CPE mair teljesen kialakult. Még feltlin6bb volt a kiilonb-
ség a HTO-kezelt és kezeletlen sejtkultirdk k6zott, amikor megfelel§ virus-
specifikus immunsavé hozzaadéasaval szabalyoztuk a virus adszorbciés idejét a
sejtmembréanon (6. abra). A sejtdestrukciés folyamat a HTO-kezelt kultirakban
ez esetben is lassiibb iitemben zajlott le, s a HTO-hatas uténi 5 perces virus—sejt
kontaktus egyiltaldn nem vezetett fertzéshez, ill. sejtpusztulashoz (11).
Tricialt viz tehat olyan kis koncentraciéban, mely nem vezetett a sejtek pusztu-
lasahoz, vagy azok olyan mértékii kirositasdhoz, mely a virusszintézist meg-
akadalyozta volna, gy viltoztatta meg a sejtfeliiletet, hogy a virus partikuldk
nem, vagy csak késleltetve tudtak a sejtbe penetralni.
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6. dbra. Citopatogén hatds megjelenése primer vervet majomvese sejtekben 2. tipusi attenualt
él6 polio vakcindval valé fertézés utdn a virus adszorbciés idtartam fiiggvényében

Sugarzas okozta mikromorfolégiai valtozasok a sejt feliiletén

A tovabbiakban azt elemeztiik, hogy a membran perturbaltsagatél eredd
finom funkcionélis zavarok hatterében kimutathaté-e a sejtfeliillet valtozasa
mikromorfolégiailag is. Vizsgéalatainkat human embrié fibroblasztokon, s azzal
arontgensugardézissal — 2,5 Gy — végeztiik, mellyel korabbi munkank soran a
lektinkotésben a legnagyobb valaszt kaptuk. Scanning elektronmikroszképia-
val megallapitottuk (16), hogy mar a besugérzast kovetd 1 6ran beliil a szovet-
tenyészet sejtjein jelent8s alakbeli és felszini valtozasok észlelheték (7. abra).
A sejt—sejt kozotti kapesolatok, a sejtek aljzathoz tapadasa meglazult, a sejtek
megnyiltak, elvékonyodtak, jelentds teriiletd pseudopodiumok és hosszan
elnyiilé filopodiumok alakultak ki. A folyamat reverzibilitdsat mutatja, hogy
mintegy 1 6raval a besugéarzas utan vékony plazmahidak segitségével mar meg-
kezd8dott az aljzatrdl felszakadt sejtszélek visszatapadasa, mely folyamat, a
kontroll kultirahoz hasonlé konfluens monolayer visszaalakuldsa a 24. érara
teljessé valt.
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Osszefoglalas

Kimutattuk, hogy rontgenbesugarzott egerek vérsejtjein, ill. in vitro
sugarkezelt emberi trombocitdkon, limfocitakon és vorosvérsejteken a sejt-
felitlet perturbalédik, melynek mértéke lektinkotés alapjan mérhetd. A plazma-
membran sugarzas okozta perturbaciéja koran megjelend, a sugardézistol fiiggs
és atmeneti jelenség. A kiilonb6z6 tipusi, funkciéjd és kori eml@ssejtek plazma-
membranja ionizal6 sugarzasokkal szemben egymastél eltéré mértékben reagal.
Rontgensugarzason kiviil tricialt viz jelenléte is membran atrendez&dést okoz.
Utébbival a lektinkétésen kiviil virus adszorbeiés kisérletekben is bizonyitottuk
a membranreceptorok funkciéjanak zavarat. A siilyos sejtkarositast nem okozé,
viszonylag kis dézist sugarzas kivaltotta funkcionalis eltérésekkel parhuzamo-
san scanning elektronmikroszképiaval a sejtfelillet mikromorfolégiai valtoza-

sai is megfigyelheték.
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