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PRISPEVEK K ENERGETICKEMU METABOLISMU V OZARENEM ORGANISMU

Blahoslav ZICHA, Veterinarni vyzkumné st¥edisko, Praha

V prib&hu nemoci z ozéreni je pozorovano
zvySeni a sniZeni aktivity u celé fady enzyma-
tickych systémi. Jak znamo, je latkovy a ener-
geticky metabolismus Fizen regula¢nim mecha-
nismem. V biologii si pfedstavujeme pod timto
pojmem regulaci nervovou a humoralni. P¥i mole-
kuldrnim pisobeni pronikavého zatfeni jsou v3ak
pravdépodobnéji poSkozeny regulaé¢ni mechanis-
my na trovni buiiky a na urovni submikrosko-
pické struktury buiiky. Pod regula¢nim mecha-
nismem na turovni buiiky rozumime mechanis-
mus (HOLZER, 1959), ktery pomoci enzymové
katalyzovanych reakci urCuje rychlost a smér
latkové pfemeény p¥imo v buiice. Tento regulani
mechanismus se u vy$Sich organism@ zdsadné
li&1 od neurohumorédlni regulace, ackoli i ona
ve svém kone¢ném projevu spoCivd v regulaci
aktivity enzymové katalyzované reakce. Ridi-
cimi prostfedky regulacniho mechanismu na
drovni buriky jsou aktivace a inhibice enzymu
a zvySeni a sniZeni enzymové Kkoncentrace.
OvSem neméné& dileZité jsou ty regulacni po-
chody, které vyvolavaji zménu v rychlosti enzy-
mové katalyzované reakce, aniZ se pfitom akti-
vita enzymu zménilg. Uplatni se zde faktory:
1. nedostatek substratu, 2.soutéZivost nékolika
enzymi o t§Z substrat nebo koenzym a 3. struk-
turdlni oddélenost enzymi, substratii a koenzy-
mid. ReSeni tohoto problému by vyZadovalo
v prvé Fadé znat Gcéinnou koncentraci metabo-
litu v buiice. To je ovSem velmi obtiZné, protoZe
nezndme metodu, kterou bychom zméfili veli-
kost udinného pracovniho prostoru v burice.
Primé metody nevedou k cili, protoZe rozdéleni
neni rovhomérné. I kdyZ tedy nezname aktuélni
koncentraci metabolitu v buiice, 1ze udinit urci-
té zavéry stanovenim celkové koncentrace
metabolitu. PFitom se uplatni pfedevSim ty enzy-
mové Kkatalyzované reakce, jejichZ rychlost je
limitovdna. Takovym limitujicim faktorem mo-
hou byt jednak enzymy, jednak také koncentrace
metabolitu a koenzymu. Tak koncentrace anor-
ganického fosfatu a ADP je limitujicim faktorem
pro intenzitu glykolyzy, podobné& reoxydace
TPNH je limitujicim faktorem pro tvorbu pentéz.

BACQ a ALEXANDER (1954) se zmiiiuji o moz-
nostech poruchy strukturdlni vdzanosti enzymi
a jejich substratii v ozédfené buiice. Poruchou
prostorového uspofdddni enzymi, substriti a
koenzymi v buiice po ozéfeni (tato porucha by
mohla byt vyvoldna jiZ malou zménou koloidné
osmotické rovnovdhy submikroskopickych bu-

nécnych partikuli) by se dala vysvétlit pozoro-
vanid zvySeni a sniZeni enzymatické aktivity
v ozafFeném organismu. Z tohoto hlediska neni
proto pravdépodobné poSkozeni jednoho klico-
vého enzymu, jehoZ blokddou by se pak daly
vysvétlit ostatni metabolické poruchy v ozéafe-
ném organismu.

PoloZme si otdzku, ktery biochemicky dgj
v organismu je in toto nejzdkladnéjsi. Takovym
déjem mohou byt mechanismy poskytujici ener-
gii. Jsou jednak zdrojem bezprostifedni energie,
jednak nepostradatelné pro vSechny endoergické
reakce v organismu. Poruchou pfikonu energie
si lze vysvétlit fadu zmén pozorovanych po
ozareni, jako je porucha syntézy nukleovych
kyselin, bilkovin a ostatnich biopolymérd. Navic
tato porucha neni specifickd, nemusi se tykat
ostfe vymezeného jednoho enzymatického sys-
tému, neni vadz4dna na jeden orgdn a odpovida
celkovému diftdznimu Géinku pronikavého zéare-
ni na organismus. Je proto velmi pravdépodobné,
Ze prim4rni ucinek ionizujiciho zaFeni ovlivni
regulacni mechanismy na turovni buiiky. ProtoZe
ucelem exoergickych reakci v organismu je zis-
kéani energie, byly by zmény v makroergickych
slou€enindch po ozéfeni vyrazem celkové meta-
bolické poruchy, at jiZ se primérni poSkozeni
tykalo né&jakého ,rate limiting“ systému nebo
strukturdlni uspofddanosti enzymi, metaboliti
a koenzymi v bufice. Otdzka zachyceni primaér-
ni chemické reakce v zasaZeném organismu je
tim sloZitéjSi, Ze organismus pracuje pomoci
zpétné vazby, kterd okamZité kompenzuje vznik-
1é zmény. Sledovani energetického metabolismu
po ozafeni by naopak podchycovalo zpétnou
vazbou a pocitalo s ni a bylo by objektivhim
kritériem poruchy po ozéafeni.

Organismus jak zndmo vyuZiva energii pomoci
makroergickych fosfatovych vazeb. Tato energie
se ziskdvad primirné jednak substrdtovou fosfo-
rylaci, jednak oxydacni fosforylaci. Stanovenim
poméru P/0 nebo ekvivalentniho pomé&éru P/DPNH
lze stanovit intenzitu oxydac¢ni fosforylace. Ten-
to pomér ¢ini 3 a poukazuje, Ze oxydaci molekuly
DPNH cestou flavincytochromového systému
vznikaji 3 makroergické fosfatové vazby.

V prédci jsme se pokusili sledovat vliv celo-
télového ozédfeni na hodnoty ATP, ADP a AMP
v ozédfeném organismu. Umysln& jsme zvolili t¥i
druhy tkéani liSicich se metabolickou aktivitou
a krev, sval a jéatra.
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Material a metodika

Pokus byl proveden na bilych krysdch kmene
Wistar z vlastniho chovu. Krysy byly krmeny
Larsenovou dietou.

Technické podminky ozéareni: zdroj Rtg Meta,
180 kV, 10 mA, filtr 3 Al, pfiliv 15 r/min. Krysy
byly ozé&feny davkou 800 r v rotujici kleci s od-
délenymi boxy pro kaZdou Kkrysu. (OzaFovani
bylo umoZnéno laskavosti doc. dr. Z. Dienstbiera
z Biofyzikdlniho tstavu léka¥ské fakulty KU).

ATP, ADP a AMP bylo stanoveno spfaZenymi
enzymatickymi testy podle stechiometrické oxy-
dace DPNH. Bylo pouZito testovacich souprav
fy Biochimica Boehringer TC-J a TC-K. Spektro-
fotometr VSU 1 Zeiss, 366 mu, kyveta 10 mm.

Vysledek a vyhodnoceni

Pokus byl proveden na skupindch krys ozé-
fenych davkou 800 r. Hodnoty ATP, ADP a AMP
byly stanoveny jednak na skupiné krys kon-
trolnich, jednak na skupinich 24 hodin po o0zé-
Feni, 5. den a 12. den po ozéfeni.

Vliv ionizujiciho zé&feni na hladinu ATP, ADP
a AMP v krvi je uveden na tabulce &islo 1.

Tabulka 1

Koncentrace ATP, ADP a AMP v krvi krys ozadfenych
déavkou 800 r

nifikantné zvySilo na 2490 gamma a 2656 gam-
ma/g tka&né. Primérnd hodnota ADP v krysim
svalu ¢ini 986 gamma/g a zvySuje se signifikant-
né po ozareni na 1452 gamma, 5. den na 1440 a
12. den na 1465 gamma. Toto zvySeni je signi-
fikantni. Primérnd hodnota AMP ¢ini 270 gam-
ma/g a klesd po ozéafeni na 6 gamma a zistava
trvale sniZend 5. a 12. den po ozéfeni.

Tabulka 2

Koncentrace ATP, ADP a AMP v svalstvu krys
ozarenych davkou 800 r

ATP ADP AMP

v gamma/ | v gamma/ | v gamma/

1 g tkané 1 g tkdné | 1 g tkéné
kontrola 2292 (9)X 986 (4) 270 (4)
24 h. po
ozéfeni 1980 (5)** |1452 (4)** 6 (4)*
5. den po
ozéfeni 2450 (4) 1440 (4)** 77 (4)
12. den po
ozéfeni 2656 (4)* 1465 (5)** 10 (5)*

ATP ADP AMP

v gamma/ | v gamma/ | v gamma/

1ml krve 1ml kive 1ml krve
kontrola 202 (19)x 57 (8) 14 (8)
24 h. po
ozéreni 170 (9) 50 (14) 12 (14;
5. den po
ozéareni 149 (9)** 52 (7) 15 (7)
12. den po
ozéateni 117 (9)** 52 (8) 13 (8)

X = ¢&islo v zavorce je podet zvirat ve skupiné
* = statistickd v§yznamnost P = 0,05
** = statistickd v§znamnost P = 0,01

Charakteristicky je ndlez v jaterni tkani. Pri-
mérnd hodnota ATP u kontrolnich krys kles§ 24
hodin po ozéfeni z 408 gamma/g na 98 gamma/g.
Pokles je statisticky vyznamny. Pokles ATP pie-
trvava 5. den po ozéfeni (95 gamma) a zvySuje
se aZ v intervalu 12. den po expozici na 291 gam-
ma/g. V hodnotdch ADP na rozdil od svalu je
24 hodin po ozéafeni pozorovén pokles z prameér-
né hodnoty kontrol 425 gamma/g na 124 gam-
ma/g. Hladina AMP se sniZuje signifikantng

x = C¢islo v zdvorce je pocet zvifat ve skupiné
** = statistickd vyznamnost P = 0,01

V krvi klesd primérnd hodnota ATP z 202 gam-
ma jiZ 24 hodin po ozafeni na 170 gamma
ATP/ml krve. Pokles se v ¢asovém priibéhu ne-
moci z ozafeni prohlubuje a je statisticky vy-
znamny 5. a 12. den po ozéfeni. Zmény v ADP
a AMP nejsou statisticky vyznamné.

Na dalSi skupiné krys jsme sledovali tytéz
hodnoty ve svalové tkdni. Krysy byly usmrceny
dekapitaci a stanoveny hodnoty ADP, ATP a
AMP. Vysledky jsou v tabulce €. 2. Primérné
hodnota ATP v krysim normdlnim svalu ¢&ini
2292 gammay/g Cerstvé tkané&. 24 hodin po ozéare-
ni se mnoZstvi ATP signifikantné sniZuje na 1980

gamma/g tkéné, 5. a 12. den po expozici se sig-

z hodnoty 623 gamma/g na 169 gamma/g. Vy-
sledky jsou uvedeny v tabulce Cislo 3.

Tabulka 3

Koncentrace ATP, ADP a AMP v jatrech krys
ozafenych davkou 800 r

ATP ADP AMP
v gamma/ | v gamma/ | v gamma/
1 g tkdn&é | 1 g tkédn& | 1 g tkdné
kontrola 408 (9)X 425 (3) 623 (5)
24 h. po
ozéfeni 98 (5)** 124 (5)** |169 (5)**
5. den po '
ozéfeni 95 (5)** 361 (5) 304 (5)*
12. den po
ozéreni 291 (5)* 388 (5) 386 (4)*
x = C(islo v zdvorce je pocet zvifat ve skupiné
* = statistickd v§znamnost P = 0,05

** = statistickd vyznamnost P = 0,01
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Obsah makroergickych slou€enin v buiice je
obecné méfitkem jeji vitality a sniZeni té&chto
latek po ozéareni poukazuje na sniZenou Zivot-
nost ozarenych tkéani. Relativni pokles makroer-
gickych fosfath se liSi ve svém pribéhu u krvin-
ky, svalu a jater a poukazuje tak nepfimo na
riiznou radiosenzitivitu zasaZenych tkani. Tento
odlisny pokles by se dal vysvétlit riznou inten-
zitou energetického metabolismu a rtznym zpi-
sobem zisk4ni energie sledovanych orgédnil. Savci
krvinka je vhodny model pro sledovdni metabo-
lismu hlavné pro nékterd morfologickd a bio-
chemicka zjednoduSeni, kterd ji odliSuji od ja-
dernych bunék. Kromé enukleace a ztraty sub-
stanciae granulofilamemtosae se 1li§i zraly
erytrocyt od jaderné buiiky hluboce sniZenou
spotfebou kysliku, ztrdtou schopnosti vytvéaret
globin a nukleové kyseliny. Krvinky nemaji mi-
tochondrie a nedisponuji proto systémem oxy-
dujicim kyselinu pyrohroznovou. Proto jsou také
energetické poZadavky krvinky malé. Krvinka
ziskdva potiebnou energii cestou anaerobni gly-
kolyzy a hexosomonofosfdtového Suntu. Hlavnim
ukolem Kkrvinky je kryt energetickou potfebu
pro udrZeni osmotické rovnovdhy a udrZeni
v dostatecné koncentraci v redukovaném stavu
neustdle se tvorici methaemoglobin. Tato redukce
probihd enzymaticky katalytickym u&inkem
methaemoglobin reduktdzy, DPN a TPN zavislé,
pres flavinovy systém (ALTMAN, 1954). Glyko-
lytickym Stépenim jedné molekuly glukozy ziska
krvinka 2 makroergické vazby (4 —2 = 2; 2 vaz-
by se spotfebuji pri substratové fosforylaci).
Aerobni oxydace je nepravdépodobnd, protoZe
kyselina pyrohroznova opousti volné difazi kr-
vinku, a tvoFici se DPNH je intenzivné vyuZivan
k redukci methaemoglobinu. Krvinka tedy ziska-
va energii glykolyzou do stupné kyseliny pyro-
hroznové. Energie je pak soustfedéna do vazeb
typu ATP a podle vy3siho obsahu 1,3-difosfogly-
cerové kyseliny v krvince nelze vyloucit i tento
intermediat glykolyzy jako zasobni zdroj ma-
kroergickych vazeb v krvince.

Pronikavé zareni v uvedené ddvce a technic-
kém uspofddéani pokusu ovlivnilo hodnoty mak-
roergickych fostath v krvince. Nejvy$si pokles
je v hodnotach ATP. Oz4rend krvinka pravdépo-
dobné stacdi jeSté udrzet svou funkci, uvdzime-li,
Ze k udrZeni osmotického gradientu je zapot¥ebi
7 az 10 % celkové energie ziskané glykolyzou
(VOKAC, 1960). Také stupeii methaemoglobi-
némie pozorovany po ozafeni neni Kriticky
(DOWBEN, WALKER, 1955). Dalsi pokles v hod-
notdch ATP pozorovany 5. a 12. den po ozéfeni
poukazuje na blok&ddu reparabilnich pochodil
v ozéafFené krvince. Hodnoty ADP a AMP se nesni-
Zuji signifikantné&. Staciondrni koncentrace ATP,
ADP a AMP je ovSem vyrazem dynamické rovno-
védhy vSech endoergickych a exoergickych re-
akci v buiice. Buiika reaguje na spotfebu ATP
tim, Ze zvySend koncentrace ADP a anorganické-
ho fosfatu stimuluje glykolyticky stroj. SniZi-1i
se rozsah endoergickych reakci vyZadujicich
ATP, sniZi se automaticky mnoZstvi ADP a gly-

kolyza se zastavi ve stupni fosforylovanych pro-
duktid. OCekdvali bychom proto pii sniZzené kon-
centraci ATP zvy3eni ADP pfi neposkozené fos-
forylaci. Nastadvd tedy =zPetelnd, i kdyZ ne
kritickd porucha fosforylace nejspiSe zménou
regula¢niho mechanismu na trovni buiiky.

U jaterni a svalové tkédné, sloZené z jadernych
buné&k, jsou energetické pochody ve srovnéani
s krvinkou rfddové intenzivnéj$i. Jaderné buiiky
disponuji enzymatickym oxydacnim systémem
lokalizovanym v mitochondriich. Probihd zde na
rozdil od krvinek aerobni glykolyza, kterd po-
skytuje do stupné kyseliny pyrohroznové 8 mak-
roergickych vazeb a dalSich 15 vazeb oxydaci
kyseliny pyrohroznové v cyklu trikarbonovych
kyselin. Svalova tkéai se 1isi od jaterni po ener-
getické strdnce navic tim, Ze obsahuje velkou
zdsobu makroergickych fosfatii v kreatinfosfé-
tu. Inicidlni pokles ATP 24 hodin po ozéafeni je
doprovézen soucasnym zvySenim ADP. Pocatecni
pokles ATP by se dal vysvétlit zvySenim endoer-
gickych reakci v ozdfeném svalu, coZ odpovida
ndlezim DOSEHO a spol. (1960), ktefi pozoro-
vali ve svalu ozadfeném in vitro v prvé fazi zvy-
Seni intenzity dychéni. PoSkozenou glykolyzou
se nevyuZije ADP, které se proto hromadi. To-
talni pokles AMP lze také vysvétlit tak, Ze orga-
nismus se snaZi vytvofit priznivéjSi podminky
pro fosforylaci a katalytickym tGcinkem myoki-
nazy vytvari se tak vice ADP, aby stimuloval
glykolyzu. Je ovSem i jiné vysvétleni, kdy regu-
ladni mechanismus na trovni buiiky defosfory-
luje AMP, aby vznikly anorganicky fosfat stimu-
loval glykolyzu. V této souvislosti je velmi zaji-
mavy ndlez DOSEHO a DOSEOVE (1959), ktefi
zjistili restituci glykolyzy Ehrlichovych ascito-
tvornich nédorovych buné&k ozafenych davkou
10 kr po pridani fosfatd. Souhrnné lze fici, Ze
rovnovazny stav ATP, ADP a AMP v ozéafeném
svalu je poruSen 24 hodin po ozafeni. 5. den po
expozici pozorujeme intenzivni reparabilni &in-
nost, kdy hodnoty ATP a ADP jsou trvale zvy-
Sené, koncentrace AMP vSak zlistdvd sniZena.
SAHASRABUDHE a spol. (1959) nepozorovali
v ozé&fFeném svalu krys zménu v aktivité ATP-
kreatin transfosforyldzy, proto by tato obecné&
zvratnd reakce mohla vyuZit zdsobu makroer-
gickych fosfatii v kreatinfosfdtu a podnitit tak
dalsi zvySenou tvorbu ATP pozorovanou 5. 12.
den po ozéfeni. Je to pravdépodobné tim spiSe,
Ze jatra, ktera maji fddové niZ8i obsah kreatin-
fosfatu, maji po ozéreni trvale sniZené hodnoty
ATP jeSté 12. den po ozéreni.

Nejsilnéji se projevuje vliv ionizujiciho z&feni
na makroergické fosfaty v jatrech. SniZeni je
vyraznéjsi neZ u svalové tkdné a nedochézi také
k prfechodnému zvySeni hodnot ADP jako u sva-
lu. 5. den po ozé&feni nepozorujeme reparabilni
pochody, naopak hodnoty ATP zistavaji trvale
sniZzené a 12. den po ozéareni jeSté nedosahuji
normélnich hodnot. Jatra jsou ovSem nejdileZi-
téjSim orgdnem pro syntézu v organismu. Inten-
zita metabolismu krvinky, jater a svalu lépe
vysvitne srovnanim spotfeby kysliku a obsahu
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Tabulka 4
Obsah makroergickych slou¢enin v uMol. a spotfeba kysliku krvinky, svalu a jater normdlni krysy
. Zstvi
; kys. 1,3-di-* mno :
5 kreatin- 4 . celkem - makroergic-
ATP ADE AMP fostat fosf:og‘:gce (bez ALIP) Qo, kych vazeb
na jednotku
krvinka 40 15 4 700 753 --0,65 15.600
sval 450 232 78 1690 140 2422 —2 az —3 870 —1211
jatra 80 100 180 90 119 470 —6az —11 42—78

*) Podle F. G. Fischera a H. Dorfla: Nucleoside, Nukleotide, Nukleinsduren und Nucleoproteide v Hoppe-Seyler/Thier-
felder: Handbuch der physiologisch- und pathologisch-chemischen Analyse. IV/2, Springer Verlag 196.
**) Podle tidaji W. S. Spectora v Handbook of Biological Data, W. B. Saunders Com., Philadelphia 1956.

makroergickych fosfatdi, jak je uvedeno na ta-
bulce ¢. 4. Z tabulky je zFejmé, Ze maximalni
spotiebu kysliku maji jatra; u nich také po oza-
feni pozorujeme nejvétsi pokles makroergickych
fosfatli. Spotfeba kysliku u svalu je cca 3X men-
8i pri pribliZzn& 8X vétSim obsahu makroergic-
kych fosfatd. Z toho vyplyva vySSi reparabilni
schopnost svalu vzhledem k jatrim a souhlasi
s pozorovanymi zménami po ozafeni. Vyjadii-
me-li navic mnoZstvi makroergickych fosfatli na
jednotkovou spotfebu kysliku, €ini tento pomér
pro krvinku 15 000, pro sval cca 1000 a pro jatra
cca 70 makroergickych vazeb. Z toho 1ze usuzo-
vat, Ze intenzita dychéni je radiosenzitivnim
faktorem, mnoZstvi makroergickych vazeb pak
radioprotektivnim faktorem pfri hodnoceni bio-
logického tuc€inku ionizujictho zafeni na orga-
nismus. U svalu vysoky obsah kreatinfosfatu
zvysi prikon ATP a prispéje tak k reparabilnim
pochodiim, dfive neZ se upravi zéfenim posko-
zend glykolyza. U jaterni tkané&, kterd ma vySsi
spotfebu kysliku a niZ8i obsah makroergickych
vazeb, je biologicky uc¢inek pronikavého zéfeni
vyraznéjsi a reparabilni pochody jsou proto ob-
tiZnéjsi.
Zaveér

Byl ucinén pokus srovnat vliv pronikavého
zaFeni na staciondrni koncentraci makroergic-

kych fosfatd u t¥i druhd tkani liSicich se inten-
zitou metabolismu, a to na krvince, svalu a
jatrech. Podle vysledkd lze usuzovat, Ze vyssi
koncentrace makroergickych fosfatd pfispiva
k radiorezistenci sledované tkané.

Vysvétlivky ke zkratkdm v textu:

ADP = kyselina adenosin-5'-difosfore¢nd, AMP = Kkyseli-
na adenosin-5-monofosforeénd, ATP = Kkyseliny adenosin-
5’-trifosforeénd, DPN = difosfopyridin nukleotid, DPNH =
difosfopyridin nukleotid redukovany, P/DPNH = pomér
spotifeby fosforu a DPHN, P/O = pomér fosforu a kysliku,
TPN = trifosfopyridin nukleotid, TPNH = trifosfopyridin
nukleotid redukovany.
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