Mikrokalorymetryczne profile denaturacji surowicy krwi ludzkiej

poddanej dzialaniu promieniowania jonizujgcego

Za pomocg skaningowej kalorymetrii roznicowej (DSC) monitorowano efekty bezposrednie
1 dlugofalowe wpltywu promieniowania jonizujgcego na roztwory surowicy krwi ludzkiej. Celem
pracy byla obserwacja efektow widocznych na profilach DSC badanych roztworéw po ekspozycji in
vitro na promieniowanie neutronowe lub rentgenowskie. Wykorzystano zakres dawek
promieniowania rentgenowskiego od 10 Gy do 120 Gy oraz neutronowego od 5 Gy do 13 Gy.

Probki surowicy uzyskano z krwi zdrowych ochotnikéw i rozcienczono 20-krotnie
w odgazowanej wodzie redestylowanej lub buforze PBS. Pomiary wykonano za pomocg
mikrokalorymetru VP-DSC (MicroCal). Kazda probke skanowano dwukrotnie w zakresie temperatur
20 — 100 °C z szybkos$cia ogrzewania 1 °C na min. Wszystkie probki surowicy mierzono co tydzien
(do 3 tygodni) po ekspozycji, aby obserwowaé proces starzenia roztworow przechowywanych w
warunkach chtodniczych. Ekspozycje in vitro przeprowadzono przy uzyciu dwoch rodzajow
promieniowania jonizujagcego — neutrondw i promieni rentgenowskich. Jako zrédlo neutronow
zastosowano radioizotop Californ-252, ktorego aktywno$¢é w czasie eksperymentu wynosita okoto 65
do 58 MBq ($rednia energia neutronéw 2,35 MeV). Promieniowanie rentgenowskie zostalo
dostarczone przez akcelerator liniowy wigzka o nominalnym potencjale przyspieszajacym 6 MV i
$redniej energii wigzki 1.5 MeV, moc wiazki wynosita 450 JM/min. Grupa kontrolna probek zawsze
pozostawata w takich samych warunkach jak grupa napromieniana (z wyjatkiem procesu
napromieniania). Procedura ta pozwolita na poréwnanie réznic pomi¢dzy procesem starzenia probki
kontrolnej i napromieniowane;.

Bezposredni wptyw promieniowania jonizujgcego na roztwory surowicy zaobserwowano na
profilach DSC probek poddanych dziataniu promieniowania neutronowego o dawce 5 Gy, natomiast
w przypadku promieni rentgenowskich dopiero przy dawkach promieniowania powyzej 30 Gy.
Wydaje si¢, ze obserwowane biochemiczne efekty dzialania promieniowania jonizujacego wykazuja
duze podobienstwo do procesoOw starzeniowych. Podczas badan czasowych, zaobserwowano
wyrazng tendencj¢ do szybszego starzenia roztwordw surowicy krwi ludzkiej w wyniku ich
ekspozycji in vitro na promieniowanie jonizujgce. Charakterystyczng cechg profili DSC zmienionych
starzeniowo jest pojawienie si¢, przed przejsciem endotermicznym, niskotemperaturowego przejscia
egzotermicznego. Szybsze starzenie roztworOw surowicy nastgpuje niezaleznie od rodzaju
zastosowanego promieniowania jonizujacego, czy zastosowanego rozpuszczalnika. Uzycie wyzszych
dawek promieniowania, ZarOwno neutronowego jak
1 rentgenowskiego, wzmaga wielko$¢ efektéw obserwowanych za pomoca techniki
kalorymetrycznej, a takze spektrofotometrii UV-VIS.

Przeprowadzone badania pozwalaja domniemywaé, Zze promieniowanie jonizujagce wptywa
bezposrednio 1 posrednio na konformacje¢ bialek zawartych w roztworach. Napromienienie
roztworOw surowicy wzmaga procesy, wskutek ktorych przebiegaja modyfikacje struktury biatek
zawartych w roztworach, np. zmiany oksydacyjne, glikacyjne, czy ogélnie — wigzania ligandow.
Niemozliwe jest jednak jednoznaczne zinterpretowanie wielko$ci bezposredniego wptywu
promieniowania neutronowego na surowice, poniewaz nie byto mozliwosci odseparowania efektow
zwigzanych z dtugim przebywaniem probek w temperaturze pokojowej podczas ekspozycji.



Uzyskane wyniki mogg si¢ przyczyni¢ do wyjasniania mechanizméw stojacych za
skuteczno$cig radioterapii, co w perspektywie rozwoju radioterapii personalizowanej moze okazac
si¢ szczegoOlnie wazne, nie tylko pod wzgledem wyboru dawki frakcyjnej ale rodwniez typu
zastosowanego promieniowania jonizujacego.
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DSC denaturation profiles of human blood serum exposed in vitro to ionising radiation.

The direct and long-term effects of ionizing radiation on human serum solutions were
monitored by Differential Scanning Calorimetry (DSC). The aim of the study was to observe the
effects visible on the DSC profiles of the serum solutions after in vitro exposure
to neutron or X-ray radiation. The dose range of X-ray radiation from 10 Gy to 120 Gy and neutron
radiation from 5 Gy to 13 Gy was used.

Serum samples were obtained from healthy volunteers and diluted 20-fold in degassed
redistilled water or PBS buffer. Measurements were conducted by using a VP-DSC microcalorimeter
(MicroCal). Each sample was scanned twice over a temperature range of
20 - 100 ° C with a heating rate of 1 °© C per min. All serum samples were measured every week
(till 3 weeks) after exposition to observe aging process of solutions stored under refrigeration. The in
vitro exposure process was carried out using two types of ionizing radiation - neutrons and
X-rays. The radioisotope Californ-252 was used as the source of neutrons, and at the time of
experiment the source activity was approximately 65 to 58 MBq (mean energy of neutrons
2.35 MeV). The X — rays were produced by linear accelerator working at the nominal potential
accelerating of 6 MV and an average beam energy of 1.5 MeV, the dose rate was 450 JM / min. The
control group of samples always remained under the same conditions as the irradiated group
(except for the irradiation process). This procedure allowed the comparison of the differences between
the control and irradiated sample aging process.

Direct influence of ionizing radiation on serum solutions was observed on DSC profiles of
samples exposed to neutron radiation at a dose of 5 Gy, while in the case of X-rays only
at radiation doses above 30 Gy. It seems that, the observed biochemical effects of ionizing radiation
are very similar to aging processes of protein solutions. A clear tendency of faster aging of human
serum solutions was observed as a result of their in vitro exposure to ionizing radiation.
A characteristic feature of the aging-altered DSC profiles was the presence of
a low-temperature exothermic transition prior to the endothermic transition. The use of higher doses
of radiation, both neutrons and X-rays, increases the magnitude of the effects observed with the
calorimetric technique as well as with UV VIS spectrophotometry.

The conducted research allows to suppose that ionizing radiation influences directly and
indirectly the conformation of proteins contained in solutions. Irradiation of serum solutions enhances



the processes which lead to the modification of the structure of proteins contained in the solutions,
e.g. oxidative and glycation changes, or in general - ligand binding. However, it is impossible to
unequivocally interpret the scale of the direct effect of neutron radiation on the sera. There was no a
possibility to separate the effects related to the long stay of samples at room temperature during
exposure.

The obtained results may contribute to explaining the mechanisms of radiotherapy
effectiveness, which in the perspective of the development of personalized radiotherapy may became
particularly important, not only in terms of the selection of the fractional dose,
but also the type of ionizing radiation used.

Keywords: Differential Scanning Calorimetry (DSC), human blood serum, protein
denaturation, X-rays, neutron radiation.



