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Ho of d s t u k I 

I N L E I D I N G 

Demogelijkheid omlevende organismentebeschermentegenioniserende 
straling werd voor het eerst bij muizen aangetoond door Patt et al. (1949) 
en Bacq et al. (1951). Er ontstond al spoedig grote belangstelling voor dit 
onderwerp en in tal van laboratoria werd met behulpvan zeer uiteenlopende 
proefopstellingen en met een grote verscheidenheid van stoffen getracht een 
inzicht te verkrijgen in de aarden de mogelijkhedenvan deze bescherming. 
Als een van de belangrijkste toepassingen van de chemische bescherming 
wordt gezien, het voorkomen van de dood van een bestraald individu ten ge­
volge van aplasie van het beennnerg of denudatie van het darmslijmvlies. 
Beide ziektebeelden worden veroorzaakt door het te kort schieten van de 
verschillende cellen in de noodzakelijke proliferatieprocessen. Als een an­
dere mogelijke toepassing kan voorts gedacht worden aan het gebruik van 
stralingsbeschermende verbindingen bij de radiotherapie van maligne ge­
zwellen. De stoffen moeten dan zodanig toegepast kunnen worden, dat de 
normale weefsels om het gezwel minder stralingsgevoelig worden gemaakt, 
terwijl het gezwel niet of althans in mindere mate beschermd wordt. 

Sinds 1950 is over de beïnvloeding van de stralingsgevoeligheid van de 
weefsels door toediening van chemische verbindingen een zeer groot aantal 
publikaties verschenen. Daar er een aantal uitstekende recente overzichts­
artikelen bestaan over dit onderwerp ( Pihl en Eldjarn, 1957, 1958; van 
Bekkum en Brocades Zaalberg, I960; Gray, I960; Doherty, I960; Bacq en 
Alexander, 1961; Koch et a l . , 1961; Shapiro, 1964; Bacq, 1965, enanderen) 
zal in dit proefschrift geen poging worden gedaan een volledig overzicht van 
de reeds verschenen publikaties te geven. Uit de literatuurgegevens blijkt, 
dat de verbindingen wat betreft de aard van de beschermende werking ver­
deeld kunnen worden in twee groepen: 

a. Een groep stoffen, die alleen in het intacte dier bescherming bieden. 
Hiertoe behoren o. a. de biologische amlnen, die door farnnacologische effec­
ten op de bloeddoorstroming van de weefsels een hypoxie veroorzakenvan 
de te beschermen cellen. 

b. Een groep verbindingen, die ookbescherming bieden onder omstandig­
heden, dat geen farmacologische effecten kunnen optreden en daardoor o. a. 
geïsoleerde cellen tegen stralingsschade kunnen bescherxnen. 

De bestudering van de tweede groep verbindingen vormde het onderwerp 
van het in dit proefschrift beschreven onderzoek, waarbij de keuze van de 
in aanmerking komende stoffen beperkt bleef tot een groep thiolverbindingen. 
Methetonderzoekwerd getracht eenbijdrage te leveren tot eenbeter inzicht 
in de aard van de cellulaire bescherming, o.a. door een verband te leggen 
tussen de chemische structuur van de thiolverbindingen en de mate van be­
scherming die werd geboden. 

Bij de keuze van een proefopstelling werden de volgende punten in over­
weging genomen: 

a. De stralings schade en de bescherming daartegenmoest tot uitdrukking 
komen in de beïnvloeding van het vermogen tot proliferatie van de cellen. 

b. Het systeem mocht niet beïnvloed worden door farmacologische effec­
ten van de thiolverbindingen op het extracellulaire milieu. 

c. De opstelling moest geschikt zijn omeengroot aantal verbindingen in 
sterk uiteenlopende concentraties te kunnen onderzoeken, zonder dat de 
toxiciteit van de stoffende reproduceerbaarheid vande resultatenbelangrijk 
zou beïnvloeden. 



d. Bij voorkeur zou de stralingsdosering, nodig voor het waarnemenvan 
een effect op het proliferatieve vermogen van de cellen, vergelijkbaar moeten 
zijn met de doses, nodig voor het veroorzaken van de dood bij zoogdieren. 

De gestelde eisenleidden tot de keus vande door Puck et al. (1955, 1957) 
ontwikkelde kweektechniek van geïsoleerde zoogdiercellen. Bij de toepassing 
van deze methode wordt in vitrohet proliferatieve vermogen van een cel, ge­
hecht aan een vaste onderlaag bepaald, waarbij als criterium wordt;gebruikt 
de vorming van een kolonie na enige dagen kweken door de cel en zijn nako­
melingen. De stralingsgevoeligheid van de cellen komt tot uitdrukking in een 
vermindering van het aantal cellen, dat na bestraling nog tot kolonievorming 
in staat is. Doordat de cellen hecht aan de onderlaag vastgegroeid zijn, kun­
nen verschillende oplossingen op de cellen gebracht worden en vervolgens 
worden uitgewassen. Hierdoor kan ookde incubatieduur nauwkeurig geregeld 
worden. 

In hoofdstuk II wordt aangegeven op welke wijze de boven beschreven 
techniek door ons werd toegepast en welke materialen bij het onderzoek 
werden gebruikt. In het daaropvolgende hoofdstuk wordt een beschrijving 
gegeven van de stralingsgevoeligheid van de cellijnen, waarmede de ver­
schillende experimenten werden uitgevoerd. Hoofdstuk IV geeft de resul­
taten weer van het onderzoek naar de stralingsgevoeligheid van de cellen 
onder anoxische omstandigheden. Dit onderzoek was nodig, omdat een mo­
gelijke verklaring van de werking van thiolverbindingen berust op de door 
oxydatie van deze stoffen veroorzaakte hypoxie van het extracellulaire nni-
lieu. Daar reeds geringe hoeveelheden zuurstof de stralingsgevoeligheid 
sterk beïnvloeden, was het nodig een techniek te gebruiken, die een zo vol­
ledig mogelijke anoxie van het milieu teweegbracht. In hoofdstuk V wordt 
het onderzoek beschreven naar de toxiciteit van de gebruikte thiolverbin­
dingen. Bij het bestuderen van de literatuurgegevens was namelijk reeds 
bekend geworden, dat de toxiteit van deze stoffen voor cellen in weefsel­
kweek nog groter was dan de toxiteit voor zoogdieren. In hoofdstuk VI wor­
den de resultaten vermeld van de bescherming van bestraalde cellen door 
de verschillende thiolverbindingen. Hierbij werd de invloed van variaties in 
concentratie en chemische structuur van de verbindingen, alsmede van de 
zuurgraad en de temperatuur van het medium op de mate van de stralings­
bescherming nagegaan. Bij dit onderzoek werd als werkhypothese gepostu­
leerd, dat niet de concentratie vande SH-groepen, doch die van dethiolaat-
groepen bepalend is voor de mate van stralingsbescherming. In het laatste 
hoofdstuk wordt naar aanleiding van de resultaten nader ingegaan op de juist­
heid van deze veronderstelling. Tevens vrorden de verschillende theoriën, 
die door andere onderzoekers werden opgesteld om de beschermende wer­
king van thiolverbindingen te verklaren, getoetst aan de hand van de eigen 
resultaten. 



H o o f d s t u k I I 

M A T E R I A A L E N M E T H O D E N 

I I . 1 . H e r k o m s t e n k w e e k n n e t h o d e v a n de g e b r u i k t e c e l l i j n e n . 

V o o r h e t in d i t p r o e f s c h r i f t b e s c h r e v e n o n d e r z o e k w e r d e e n c e l l i j n g e ­
b r u i k t , d i e d o o r v a n d e r V e e n e t a l . (1958) u i t e e n m e n s e l i j k e n i e r w e r d 
g e ï s o l e e r d . D e z e h e t e r o p l o i d e c e l l i j n , T - c e l l i j n g e n a a m d , b l e e k d e v o o r 
ons d o e l g e s c h i k t e e i g e n s c h a p p e n t e b e z i t t e n en w o r d t s i n d s 1958 op h e t 
M e d i s c h B i o l o g i s c h L a b o r a t o r i u m v a n d e R i j k s v e r d e d i g i n g s o r g a n i s a t i e 
T N O g e k w e e k t . D e T - c e l l e n h e c h t e n z i c h g o e d a a n e e n o n d e r l a a g v a n g l a s 
of M e l i n e x * e n v o r m e n o n d e r b e p a a l d e o m s t a n d i g h e d e n comipac te k o l o ­
n i e s . G e d u r e n d e h e t o n d e r z o e k w e r d e n e n i g e m a l e n k o l o n i e s , e l k g e ­
v o r m d d o o r de n a k o m e l i n g e n v a n é é n c e l , g e ï s o l e e r d op de d o o r M a r c u s 
e t a l . (1956) b e s c h r e v e n w i j z e . D e c e l l e n , b e h o r e n d e to t d e z e s u b l i j n e n 
v a n de T - c e l l i j n , b l e k e n m e e r g e l i j k v o r m i g e k o l o n i e s t e v o r m e n d a n de 
o o r s p r o n k e l i j k e l i j n . Na e e n p e r i o d e v a n v o o r t g e z e t t e k w e e k w e r d e e n 
g e d e e l t e v a n d e s u b l i j n e n i n g e v r o r e n e n b e w a a r d b i j - 1 9 6 ° C (z i e B o o t s m a , 
1965) . . 

De c e l l e n w e r d e n g e k w e e k t in e e n m e d i u m , b e s t a a n d e u i t d e f y s i o ­
l o g i s c h e z o u t o p l o s s i n g v o l g e n s H a n k s , w a a r i n é % g e ï n a c t i v e e r d k a l v e r -
s e r u n r i e n O, 5 % l a c t a l b u m i n e - h y d r o l y s a a t ** a a n w e z i g w a r e n . P e r l i t e r 
m e d i u m w e r d e n t e v e n s 100 000 I . E . n a t r i u m - p e n i c ü H n e G e n 100 inigr 
s t r e p t o n n y c i n e - b a s e t o e g e v o e g d . D e s a m e n s t e l l e n d e b e s t a n d d e l e n w e r d e n 
g e s t e r i l i s e e r d d o o r p a s s a g e v a n e e n g l a s f i l t e r * * * . H e t v o l l e d i g e k w e e k -
m e d i u m w e r d b i j 4 ° C g e d u r e n d e m a x i m a a l e e n w e e k b e w a a r d en e e r s t 
k o r t v o o r h e t g e b r u i k o p g e w a r m d t o t k a m e r t e m p e r a t u u r . 

De c e l l e n w e r d e n op g l a s g e k w e e k t in f l e s s e n , a f g e s l o t e n m e t e e n 
s t o p v a n s i l i c o n r u b b e r , to t d e b o d e m v r i j w e l g e h e e l v o l g e g r o e i d w a s . 
In d i t s t a d i u m v a n d e k w e e k w e r d e n d e c e l l e n d o o r b e h a n d e l i n g g e d u r e n d e 
8 to t 10 m i n u t e n b i j 3 7 ° C m e t e e n 0 , 05% t r y p s i n e - o p l o s s i n g **** v a n h e t 
g l a s v e r w i j d e r d . De l o s g e m a a k t e c e l l e n w e r d e n in e e n m o n o c e l l u l a i r e 
s u s p e n s i e g e b r a c h t d o o r d e v l o e i s t o f o n g e v e e r 10 m a a l in e e n p i p e t op 
t e z u i g e n en d e z e v e r v o l g e n s k r a c h t i g t e g e n d e b o d e n n v a n d e f l e s u i t t e 
b l a z e n . He t a a n t a l c e l l e n in de s u s p e n s i e w e r d b e p a a l d in e e n t e l k a m e r 
v o l g e n s B t t r k e r . H i e r b i j w e r d t e v e n s h e t a a n t a l c e l l e n g e c o n t r o l e e r d d a t 
k l o m p j e s v a n t w e e of m e e r c e l l e n v o r m d e . 
O n d e r nornr ia le o m s t a n d i g h e d e n b l e e k m i n d e r d a n 2% v a n d e c e l l e n in 
k lonnpjes t e l i g g e n , w a a r v a n e e n g e d e e l t e b e s t o n d u i t z i c h d e l e n d e c e l ­
l e n . A a n v a n k e l i j k w e r d ook h e t p e r c e n t a g e d o d e c e l l e n b e p a a l d , w a a r b i j 
a l s c r i t e r i u m w e r d g e b r u i k t d e d o o r S c h r e k (1943) b e s c h r e v e n k l e u r -
b a a r h e i d v a n de ce l in e e n O, I % e o s i n e - o p l o s s i n g . I n d i e n de c u l t u r e n 
o m d e 3 to t 4 d a g e n w e r d e n o v e r g e ë n t , b e v o n d e n d e c e l l e n z i c h b i j o v e r -
e n t i n g nog in d e l o g a r i t m i s c h e g r o e i f a s e e n b l e e k h e t p e r c e n t a g e d o d e 
c e l l e n v e r w a a r l o o s b a a r t e z i j n . I n d e l a t e r v e r r i c h t e e x p e r i m e n t e n w e r d 
d i t p e r c e n t a g e d a a r o m nog s l e c h t s i n c i d e n t e e l b e p a a l d . T e n e i n d e b i j h e t 
o v e r e n t e n e e n v o l d o e n d e c e l o p b r e n g s t t e v e r k r i j g e n , w e r d e n d e f l e s s e n 
e l k m e t o n g e v e e r 1 m i l j o e n c e l l e n g e ë n t , w a a r n a 10 m l k w e e k m e d i u m 
p e r f l e s v a n 200 m l w e r d i n g e b r a c h t . De f l e s s e n w e r d e n n a e n t i n g b i j 
37 ° C g e l h c u b e e r d . D e c e l l e n h e c h t t e n z i c h b i n n e n e n i g e u r e n a a n d e b o d e n n . 

* Melinex- synoniem Mylar-, polyethyleen terephthalaat, I.C.I., Bigeland. 
•• Nutr.Bloch.Corp., Ü.S.A. 

*•* Saale-Glas G.M.B.H., 0-Dultsland, type M, fictieve poriën wijdte volgens Bechhold 1,7 - 1,0 ;i 
•••• Nutr. Bioch. Corp., U.S.A. 
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H e t b l e e k n i e t nod ig t u s s e n t i j d s h e t m e d i u m t e v e r v e r s e n e n d e g e s l o t e n 
f l e s s e n b e v a t t e n v o l d o e n d e z u u r s t o f e n k o o l z u u r o m e e n g o e d e o x y g e n a t i e 
en z u u r g r a a d v a n h e t m e d i u m t e w a a r b o r g e n . 

I I . 2 . B e p a l i n g v a n h e t k o l o n i e v o r m e n d e v e r n n o g e n . 

A l s c r i t e r i u m v o o r de o v e r l e v i n g v a n de c e l l e n n a b e s t r a l i n g w e r d 
g e b r u i k g e m a a k t v a n h e t v e r m o g e n v a n ge I s o l e e r d e c e l l e n to t o n b e p e r k t e 
p r o l i f e r a t i e . P u c k e t a l . (1957) t o o n d e n a a n , d a t h e t m o g e l i j k i s g e ï s o ­
l e e r d e c e l l e n op e e n o n d e r l a a g t e l a t e n g r o e i e n z o d a n i g , da t n a e e n v o l ­
d o e n d l a n g e k w e e k p e r i o d e h e t a a n t a l nakonne l i ngen v a n e l k e c e l z o g r o o t 
i s g e w o r d e n , d a t d e g e v o r m d e k o l o n i e s m a c r o s c o p i s c h z i c h t b a a r z i j n . 
D e k o l o n i e v o r m i n g d o o r g e ï s o l e e r d e T - c e l l e n t r e e d t s l e c h t s in g e r i n g e 
m a t e op , t e n z i j d e s e r u m c o n c e n t r a t i e in h e t m e d i u m w o r d t v e r h o o g d t o t 
o n g e v e e r 30 %, of g e b r u i k w o r d t g e m a a k t v a n e e n v o l d o e n d e a a n t a l 
v o e d s t e r c e l l e n . Di t z i j n c e l l e n , d i e n a b l o o t s t e l l i n g a a n e e n h o g e s t r a ­
l i n g s d o s i s n i e t m e e r t o t c e l d e l i n g in s t a a t z i j n , d o c h z i c h nog w e l a a n 
e e n o n d e r l a a g k u n n e n h e c h t e n . Z i j c o n d i t i o n e r e n h e t m e d i u m z o d a n i g , 
d a t d e g e ï s o l e e r d e e n w e l to t d e l i n g in s t a a t z i j n d e c e l l e n nu v o l d o e n d e 
s t e u n o n t v a n g e n , o m d e e e r s t e m o e i l i j k e p e r i o d e n a d e e n t i n g t e k u n n e n 
d o o r s t a a n . De t w e e d e m e t h o d e o m h e t p e r c e n t a g e k o l o n i e v o r m e n d e c e l l e n 
t e v e r g r o t e n w e r d d o o r ons v e r k o z e n . H e t w a s g e w e n s t d e s e r u m c o n c e n ­
t r a t i e in h e t m e d i u m z o l a a g m o g e l i j k t e h o u d e n , d a a r de t e o n d e r z o e k e n 
t h i o l v e r b i n d i n g e n m e t d e s e r u m e i w i t t e n k u n n e n r e a g e r e n . 

H e t k o l o n i e v o r m e n d e v e r m o g e n v a n de T - c e l l e n w e r d o n d e r z o c h t 
d o o r e n t i n g in g e m o d i f i c e e r d e P e t r i - s c h a a l t j e s . D e z e s c h a a l t j e s w e r d e n 
o n t w o r p e n d o o r B a r e n d s e n e n B e u s k e r ( I 9 6 0 ) e n b e s t o n d e n u i t e e n 2 c m 
h o g e g l a z e n r i n g m e t e e n d i a n n e t e r v a n o n g e v e e r 4 , 5 c m , w a a r v a n d e 
o n d e r z i j d e a f g e s l o t e n w a s m e t e e n 25 m i c r o n d i k v l i e s v a n M e l i n e x , 
d a t d a a r a a n m e t w a r m h a r d e n d e A r a l d i t e * b e v e s t i g d w e r d . D e s c h a a l t j e s 
w a r e n a f g e d e k t m e t g l a z e n d e k s e l t j e s . He t g e b r u i k v a n M e l i n e x a l s o n ­
d e r l a a g b o o d e n i g e v o o r d e l e n b o v e n g l a s . M e l i n e x geef t in t e g e n s t e l l i n g 
t o t g l a s b i j b e s t r a l i n g e e n s e c u n d a i r e e l e k t r o n e n s t r a l i n g g e l i j k a a n d i e 
v a n h e t m e d i u m , w a a r d o o r e e n n a u w k e u r i g e r d o s i m e t r i c m o g e l i j k i s 
( M o r k o v i n en F e l d m a n , 1959) . De b o d e m v a n M e l i n e x i s v o o r t s v l a k k e r d a n 
d e b o d e m v a n de g e b r u i k e l i j k e g l a z e n P e t r i - s c h a a l t j e s . H i e r d o o r k o n e e n 
m e e r h o m o g e n e v e r d e l i n g v a n d e o p g e b r a c h t e c e l s u s p e n s i e w o r d e n v e r ­
k r e g e n . In d e z e s c h a a l t j e s w e r d e n d e c e l l e n g e k w e e k t m e t 4 m l k w e e k ­
m e d i u m e n 150000 v o e d s t e r c e l l e n p e r s c h a a l t j e . De s u s p e n s i e v a n d e 
v o e d s t e r c e l l e n w e r d -vóór de e n t i n g m e t 4000 r a d b e s t r a a l d . 

V o o r h e t o n d e r z o e k n a a r h e t k o l o n i e v o r m e n d e v e r m o g e n v a n d e T -
c e l l e n n a b e s t r a l i n g o n d e r a n o x i s c h e o m s t a n d i g h e d e n w e r d e n g r o t e r e 
s c h a l e n g e b r u i k t . D e z e b e s t o n d e n u i t e e n 3 , 5 c m h o g e g l a z e n r i n g m e t 
e e n d i a m e t e r v a n r u i m 8, 5 c m , d i e v o o r z i e n w a s v a n 2 o n g e v e e r 3 cnn 
l a n g e g l a z e n i n - e n u i t l a a t b u i s j e s , a f g e s l o t e n nnet e e n g e s t e r i l i s e e r d e 
w a t t e p r o p . De b o v e n - e n o n d e r z i j d e v a n d e r i n g w a r e n a f g e s l o t e n m e t 
e e n v l i e s v a n M e l i n e x . H e t i n l a a t b u i s j e w a s o n d e r e e n z o d a n i g e h o e k 
a a n g e b r a c h t , d a t e e n i n s t r o n n e n d g a s m e n g s e l in d e s c h a l e n g ing w e r ­
v e l e n . H e t u i t l a a t b u i s j e w e r d b e h a l v e v o o r a f v o e r v a n h e t g a s m e n g s e l , 
t e v e n s g e b r u i k t o m d e c e l s u s p e n s i e e n a n d e r e v l o e i s t o f f e n in t e b r e n g e n 
e n af t e z u i g e n . D a a r h e t b o d e m o p p e r v l a k v a n d e z e s c h a l e n o n g e v e e r 
4 m a a l g r o t e r i s d a n da t v a n d e i n d e v o r i g e a l i n e a b e s c h r e v e n s c h a a l t j e s , 
w e r d e n 600000 v o e d s t e r c e l l e n in 16 m l m e d i u m p e r s c h a a l opgeb l a c h t 
o m e e n v e r g e l i j k b a a r a a n t a l c e l l e n p e r e e n h e i d v a n b o d e m o p p e r v l a k t e t e 
v e r k r i j g e n . 

* Araldite-epoxyhars, Ciba, Zwitserland. 



Het gebruikte t i jdschema werd in alle exper imenten zo cons t an tmo-
gelijk gehouden en wordt schemat isch weergegeven in figuur 1. De ce l ­
suspensies werden gemaakt opde wijze als beschreven in II. 1 . , waarna 
verdunningen werden gemaakt, die per ml zoveel cellen bevatten, dat 
na toevoeging van 1 ml pe r schaaltje na 1 3 dagen kweken bij 37°C een 

Entinsi voedster-
cellen 22«C 

FIGUUR 1 

Enting geïsoleerde Behandeling en 
cellen 22»C bestraling 22'C 
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Schema, aangevende de tijdstippen, waarop de cellen werden geënt, behandeling en bestraling 
plaats vonden en het loedlum werd ververst. Tevens is aangegeven bij welke temperatuur werd 
gewerkt. Oe temperatuur van 37 C Is nauwkeurig op O,1° C, de temperatuur van 22° C Is nauw­
keurig op 20 c. 

o p b r e n g s t v a n o n g e v e e r 100 k o l o n i e s p e r s c h a a l t j e v e r w a c h t k o n w o r d e n . 
I nd i en d e g e b r u i k t e s t r a l i n g s d o s i s h e t nod ig m a a k t e h i e r t o e 50000 of 
m e e r c e l l e n p e r s c h a a l t j e t e e n t e n , w e r d he t a a n t a l v o e d s t e r c e l l e n m e t 
e e n g e l i j k a a n t a l v e r m i n d e r d . D e T - c e l l e n h e c h t t e n z i c h b i j 3 7 ° C b i n n e n 
4 u r e n z o v a s t a a n de o n d e r l a a g , da t z i j n i e t m e e r d o o r v e r w i s s e l i n g 
v a n h e t m e d i u m v e r w i j d e r d w e r d e n . In h e t g r o t e r e t y p e s c h a l e n w e r d 
4 m l s u s p e n s i e p e r s c h a a l o p g e b r a c h t . B i j g e b r u i k v a n de k l e i n e schac i l -
t j e s w e r d e n g e d u r e n d e h e t g e h e l e e x p e r i m e n t s t e e d s e e n v i e r t a l t e g e l i j k 
en op d e z e l f d e wi j ze b e h a n d e l d . 

D a a r d e k w e e k s c h a a l t j e s n i e t g a s d i c h t a f g e s l o t e n w a r e n , w a s h e t 
nod ig de k w e e k k a s t e n r e g e l m a t i g m e t C 0 2 t e d o o r s t r o m e n , o m e e n s t i j ­
g ing v a n d e P H v a n he t m e d i u m d o o r e e n v e r l i e s a a n C 0 2 t e v o o r k o m e n . 
De k a s t e n k o n d e n z o d a n i g a f g e s l o t e n w o r d e n , d a t e e n d o o r s t r o m i n g é é n 
to t t w e e m a a l d a a g s g e d u r e n d e 10 nninuten m e t e e n m e n g s e l v a n o n g e v e e r 
2 % C 0 2 in m e t w a t e r d a m p v e r z a d i g d e l u c h t , v o l d o e n d e w a s o m d e pH 
v a n h e t m e d i u m op 7 , 3 + 0 , 2 t e h o u d e n . B i j e e n v e r b l i j f v a n d e s c h a a l t j e s 
b u i t e n d e k w e e k k a s t l i e p d e pH b i n n e n e e n p a a r u u r l a n g z a a n n op v a n o n ­
g e v e e r 7, 3 to t o n g e v e e r 8, 0 . In d e l o o p v a n he t o n d e r z o e k b l e e k , da t 
d e z e s t i j g i n g inv loed h a d op d e b e s c h e r m i n g d o o r t h i o l v e r b i n d i n g e n . In 
d e p e r i o d e k o r t v d é r e n t i j d e n s d e b e s t r a l i n g w e r d e n de c e l l e n d a a r o m 
g e t ï i c u b e e r d in e e n m e d i u m , w a a r i n d e z o u t o p l o s s i n g v o l g e n s H a n k s w a s 
v e r v a n g e n d o o r d e m e t fo s f aa t g e b u f f e r d e z o u t o p l o s s i n g , o n t w i k k e l d d o o r . 
D u l b e c c o e n Vogh t en b e s c h r e v e n d o o r P a r k e r (1961) . De p H v a n d i t 
m e d i u m b l e e f c o n s t a n t e n kon d o o r w i j z i g i n g in d e v e r h o u d i n g v a n d e v e r ­
s c h i l l e n d e f o s f a t e n , i n g e s t e l d w o r d e n op w a a r d e n t u s s e n 6 , 9 e n 7 , 7 . 
In e e n a a n t a l e x p e r i m e n t e n w e r d d e inv loed v a n e e n pH v a n 6 , 3 of 8, 3 
n a g e g a a n . De g e w e n s t e pH w e r d b e r e i k t d o o r t o e v o e g i n g v a n H C l of 
NaOH a a n h e t m e t fo s f aa t g e b u f f e r d e med iunn m e t e e n pH v a n r e s p e c ­
t i e v e l i j k 6 , 9 e n 7 , 7 . S inds 1965 w e r d g e d u r e n d e d e g e h e l e k w e e k p e r i o d e 
h e t m e t fo s f aa t g e b u f f e r d e m e d i u m , i n g e s t e l d op p H 7, 4 g e b r u i k t , d a a r 
i n m i d d e l s w a s g e b l e k e n da t d e c e l o v e r l e v i n g n i e t b e ï n v l o e d w e r d , i n d i e n 
de m e t b i c a r b o n a a t g e b u f f e r d e z o u t o p l o s s i n g t i j d e n s d e g e h e l e k w e e k d u u r 
d o o r d e z e o p l o s s i n g w e r d v e r v a n g e n . He t p e r i o d i e k e d o o r s t r o m e n v a n d e 
k w e e k k a s t e n m e t CO2 w a s n i e t m e e r n o d i g e n d e z u u r g r a a d v a n h e t m e ­
d i u m b l e e f goed c o n s t a n t (pH 7, 3 t o t 7, 4 ) . 



II. 3.Bescherming van de cellen tijdens de bestraling. 
Drie mogelijkheden om de cellen minder stralingsgevoelig te maken 

werden onderzocht: 
a. Anoxisch maken van het medium. 
b. Incubatie met verschillende thiolverbindingen. 
c. Incubatie met verschillende thiolverbindingen onder anoxische 

omstandigheden. 
De beschermende behandeling werd als regel aangevangen 10 minuten 

voor het begin vande bestraling en steeds voortgezet tijdens de bestra­
ling. Zoals in II. 2. werd vermeld, werd tijdens deze behandeling steeds 
het met fosfaat gebufferde medium gebruikt. Na de bestraling werd het 
medium afgezogen en vervangen door een gelijke hoeveelheid normaal 
medium. Deze wasprocedure werd tweemaal herhaald. 

De invloed van een anoxisch milieu op de overleving na rOntgenbe-
straling werd onderzocht door gezuiverde N2 te leiden over cellen, die 
geënt waren in het grote type kweekschaal. Het gas werd van de laatste 
sporen O2 gezuiverddoor passage van een kolom, gevuldmetde B .T .S .* 
katalysator. Door een glazen systeem, waarin opgenomen een met water 
gevulde wasfles, werd de gas stroom door het inlaatbuisje in de kweek­
schaal geleid. Het gebruik van rubber werd zoveel mogelijk beperkt, 
daar dit materiaal vrij sterk doorlaatbaar is voor O2. Tenzij anders 
vermeld, werd 400 ml N2 per minuut door de schalen geleid. Het 02-
gehalte van het uitstromende gasmengsel is afhankelijk vande nog niet 
verdrongen lucht in de gesloten kweekschaal en de O2 die nog in het 
medium opgelost is . Indien het medium tot een rest van miinder dan 
O, 5 ml werd afgezogen, werd bereikt dat na 10 minuten doorstroming 
de O2-concentratie van het uitstromende gasmengsel, gemetenmet een 
"Hersch cell" (Hers ch, I960)**, minder dan drie delen O2 per miljoen 
bedroeg. Bij eentweede serie metingen *** met de "Hersch cell" onder 
dezelfde omstandigheden, werdende in tabel 1 vermelde O2 concentraties 
gevonden. Bij eenderde reeks nnetingen *** met de "Hersch cell" werd 
4 ml medium in de schalen gelaten tijdens de N2-overleiding. Zoals te 
verwachten was duurde het nu langer, voordat de O2 uit het medium 
verdreven was. Na 10 minuten werden in het uitstromende gasmengsel 
nog 30 delen O2 per miljoen gemeten. Volgens de beschikbare literatuur­
gegevens (o. a. Howard-Flanders enAlper, 1957; Dewey, 1963) zoudeze 
02-concentratie laag genoeg zijn om dezelfde stralingsgevoeligheid als 
onder anoxie te veroorzaken. 

Tabel 1. De zuurstofconcentratie in het gasmengsel, komende uit een kweekschaal gevuld 
met 0,5 ml medium en doostroomd met 400 ml stikstof per minuut, gemeten met een 
"Hersch cell" op verschillende tijden na aanvang van de doorstroming. 

Doorstromingstijd Gemeten stroom in "Hersch cell" Zuurstofconcentratie 
(min) (/( A) (delen per miljoen) 

3 25 100 
5 9 10 
7 4 5 

10 1 < 1 
15 1 <1 

* B.T.S, katalysator. Bad.Anil.u.Soda Ges., Duitsland. 
** Deze "Hersch cell" meting werd In 1961 verricht door Dr.A.A. van Soestbergen. 
*** Deze netingen werden uitgevoerd door de Heer A.L.M. Roos. 
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De thiolverbindingen, die in ons onderzoek gebruikt werden, zijn 
vermeld in tabel 2. Bij bepalingen van het biologische effect van cystea­
mine, cysteine enS-2-aminoethylisothiuronium(AET)konden geen waar­
neembare verschillen aangetoond worden tussen monsters van een be­
paalde verbinding, afkomstig van verschillende bronnen. Alle oplos­
singen werden kort voor het gebruik gemaakt en zonodig met steriele 
NaOH- enHCl -oplos singen op de gewenste pH ingesteld. De verbindingen 
werdenaseptisch afgewogen of afgemeten en in de met fosfaat gebufferde 
kweekvloeistof opgelost, zonder de oplossing hierna te steriliseren. 
Moeilijk controleerbare Verliesen bij fUtratie door een bacteriefilter 
of verhitting werden hierdoor voorkomen. De gewenste cysteamine-
concentraties werden bereid door verdunning van de steriele 10 %-op-
lossingen, die in de handel verkrijgbaar zijn. DepK-waardenvande 
thiolgroepen van de thiolverbindingen werden bepaald met de door Al­
bert en Sergeant (1962) beschreven methode*. De extinctie van de 
thiolaatgroepen werd spectrofotometrisch gemeten bij 236 nyi. De 
basisoplossing bestond uit 0.1 M KCL, O, 001 M NaCN. Door toevoe­
ging van NaCN werd oxydatie van de thiolverbindingen voorkomen. De 
pK werd vervolgens berekend met de formule: 

^ b - ^t . 0.505\^ 
p K . p H + log £ , £ ^ UÏTóTT' -^"^ ' ^ 

F •> T 
C^ * extinctie van de volledig gedissocieerde thiolgroep (£ ). 

£^ = extinctie van de ongedissocieerde thiolgroep (£ . ). 

£j s extintie bij verschillende pH-waarden. 

1+1 b\/T * O» '06 (Ia ionensterkte). 

De opde^e wijze bepaalde pK-waarden zijn vermeld in de tabellen 12,15 
en 17 en stemmen redelijk overeen met de door Irving et al. (1964) 
vermelde pK-waarden van cysteamine, thioglycol en thioglycolzuur. 

Het effect van een behandeling meteen thiolverbinding onder anoxi­
sche omstandigheden werd onderzocht met behulpvandezelfde opstelling, 
als beschreven in deze paragraaf. Na het verwijderen van de kweek­
vloeistof werd deze dan echter vervangen door 4 ml van de oplos s ing van 
de thiolverbinding. Direct hierna ving de N2-overleiding aan. 

II. 4. Variaties van de temperatuur. 
Zoals blijkt uit het in figuur 1 weergegeven schema werden de be­

schermende behandelingen en de bestraling van de cellen bij kamer­
temperatuur (22 + 2**C) uitgevoerd. In enkele experimenten echter werd 
de werking van cysteamine onderzocht bij 20C of 370C. In het eerste 
geval werden de cysteamine-oplossingen eerst afgekoeld tot 0°C en de 
schaaltjes direct na het opbrengen van decysteamine-oplossing op smel­
tend ijs geplaatst. Na 10 minuten incubatie werden de schaaltjes op het 
tevoren gekoelde hard-board van de bestralingsopstelling geplaatst, doch 
tijdens de ongeveer 5 minuten durende bestraling niet op andere wijze 
gekoeld. Tijdens de bestraling steeg de temperatuur van het medium tot 
ongeveer 7°C. Naafloop werd de gebruikelijke wasprocedure bij kamer­
temperatuur uitgevoerd. De incubatie met cysteamine bij 37''C werd als 
volgt uitgevoerd: De cysteamine-oplossing werd in een waterbad tot 37°C 

* Deze metingen werden verricht door Dr.A.W. Kaandorp, Cbemisch Laboratorium RVO-mo. 



verwarmd en de schaaltjes werden v6ór en na het opbrengen van de 
cysteamine-oplossing inde kweekkast gehouden bij 37''C tot direct vdtfr 
de aanvang van de bestraling. Tijdens de bestraling daalde de tempera­
tuur van hèt medium met ongeveer 10°C. De daaropvolgende waspro­
cedure werd bij kanaertennperatuur uitgevoerd. 

II. 5. Bestraling. 

De röntgenbestraling werd uitgevoerd met een Philips therapie-appa­
raat, type 11645. De rBntgenbuis werd bedreven met 250 kV constante 
spanning. De stroomstérkte was 15 mA. De afstand tussen het focus van 
de buis en de bodem van het schaaltje bedroeg 27 cm. Een filter van 
ongeveer 1, 5 mm Cu werd gebruikt, dat in het midden dikker was dan 
aan de randen, waardoor de doseringssnelheid in een vlak loodrecht op 
de stralenbundel homogeen was: De schaaltjes werden geplaatst op een 
onderlaag van 13 cm dik hard-board en van boven bestraald. De dose­
ringssnelheid ter plaatse van de bodem vande schaaltjes werd gemeten 
met een Baldwin lonex dosismeter en bedroeg 200 r per minuut. De 
dosis werd uitgedrukt in rad, waarbij een gemeten dosis van 1 r equi­
valent was met een dosis van 0,96 rad, geabsorbeerd in de cellen (Hi-
ne en Brownell 1956). 

II. 6. Bepaling van de overleving. 
Op de I 3e dag na enting werden de culturen gefixeerd nnet Bouin's 

vloeistof en gekleurd met hematoxiline volgens Mayer. Hoewel de cel­
kolonies dan eenvoudig macroscopisch te tellen waren, werd toch ge­
bruik gemaakt van een stereo-microscoop met l6-malige vergroting. 
Hiermede was een directe controle van het aantal en het uiterlijk van de 
cellen per kolonie mogelijk. Dit was voornamelijk nodig na het geven 
vaneen hoge stralingsdosis, daar de weinige cellen die dan nog tot ko­
lonievorming in staat zijn, vaak kolonies van een afwijkende structuur 
vormden. In tegenstelling tot de compacte bouw vande kolonies gevormd 
door niet of weinig bestraalde cellen, zijn deze vaak meer diffuus uit­
gegroeid en bevatten soms 1 of 2 reuscellen. Bij een oppervlakkige ma­
croscopische beoordeling zouden deze kolonies meegeteld kunnen wor­
den, terwijl het feitelijke aantal cellen minder dan 50 bedroeg, welk 
aantal als de ondergrens van een geslaagde kolonievorming werd aan­
genomen. 

II. 7. Berekening van de overlevingspercentages en de dosisreductiefactoren. 
Het gemiddelde aantal kolonies in de schaaltjes werdbettavloeddoor 

de tel- en verdunningsfouten, gennaakt bij het bereiden van de verdun­
ningen van de, in het betreffende experiment gebruikte, celsuspensie. 
Bij de berekening vande overlevingspercentages werd daarom uitgegaan 
van het percentage cellen, dat tot kolonievorming instaat was in de on­
behandelde schaaltjes, die in elk experiment aanwezig waren. De toxi­
citeit vande thiolverbindingen en anoxie of van eencombinatie van beide 
werd in ieder experiment, waar in het beschermende effectvandiebe­
handeling werd onderzocht, bepaald. In de praktijk bleek deze meestal 
gering te zijn . Indiende toxiciteit vaneen bepaalde behandeling de over­
leving reduceerde tot minder dan 50% van de controles, werd de be­
handeling ongeschikt geacht om in onze opstelling gebruikt te worden. 
De overleving na bestraling werd berekend als een percentage van de 
overleving van de onbestraalde culturen, die overigens aan dezelfde 
behandeling onderworpen waren geweest. 



De mate van bescherming, waargenomen na bestraling van de be­
handelde cellen, werd uitgedrukt inde dos is reductiefactor (DRF). Deze 
DRF is het getal, dat bij eenzelfde overlevingspercentage, de relatie 
aangeeft tussen de stralingsdoses vande behandelde ende onbehandelde 
cellen. Bij de berekening van de DRF werd gebruik gemaakt van de 
dosismortaliteitscurve, die het verband aangeeft tassen een bepaalde 
dosis röntgenstraling, uitgedrukt in rad en het daarbij behorende per­
centage cellen, dat nog tot kolonievorming in staat is. 
Zoals in hoofdstuk III wordt aangegeven, heeft deze curve op half-loga­
ritmische schaal uitgezet, een gebogen vorm in het gebied tussen 100 % 
en 10 % overleving en verloopt zij verder min of meer recht. De vorm 
van de curve is bij overlevingen lager dan O, 1 % minder nauwkeurig 
bekend, door de grote statistische spreiding in dat gebied. 

Indien de DRF werd berekend op verschillende overlevingsniveaus, 
bleek deze niet geheel constant te zijn. In hoofdstuk III zal getracht 
worden hiervoor een verklaring te geven. De dosisreductiefactoren, 
vermeld in de re s uitaten van de inde hoofdstukken IV en VI beschreven 
experimenten, werden steeds berekend als het gemiddelde van de dosis­
reductiefactoren van de verschillende experimenteel bepaalde punten 
in het gebied tussen 20 en O, 1 % overleving. 
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H o o f d s t u k I I I 

DE STRALINGSGEVOELIGHEID VAN VERSCHILLENDE CELLIJNEN 

III. 1. Inleiding 

Onn de beschermende werking van chemische verbindingen enanoxie 
te kunnen onderzoeken, was het noodzakelijk ee r s t gegevens te v e r ­
zamelen over de stral ingsgevoeligheid van de cellen onder normale 
omstandigheden. Hiertoe werd de morta l i te i t na bes t ra l ing bepaald op 
een aantal punten in het overlevingsgebied tussen 100 en 0,01 %. Met 
behulp van deze punten werd de dos i smor ta l i t e i t scurve gecons t rueerd . 
Omdat in de loop van het onderzoek gebruikgemaakt werd van een aan­
tal sublijnen vande oorspronkeli jke T-ce l s tam, en deze sublijnen ten 
dele in stral ingsgevoeligheid van elkaar bleken te verschUlen, werd 
het vermogen tot kolonievorming van de onbestraalde en bes t r aa lde 
cellen van iedere sublijn afzonderlijk bepaald. Tijdens een reeks van 
experimenten werd regelnnatig nagegaan of de stral ingsgevoeligheid 
niet ve randerde . De resul ta ten betreffende de bescherming tegen b e ­
s t ra l ing werden steeds berekend op de met dezelfde sublijn ve rk regen 
controlewaarden (II. 7. ) . 

Het is bekend dat de stral ingsgevoeligheid van cellen s t e rk afhan­
kelijk is van de omstandigheden waaronder wordt gewerkt . Zo werd 
doorStapleton(1960)aangetoond, dat de over leving van E . coli i n g r o t e 
mate beïnvloed kon worden door de kweekomstandigheden zowel vtftfr, 
als tijdens en na de bes t ra l ing . Ook bij zoogdiercel len werd een in­
vloed van de kweekomstandigheden op de overleving waargenomen. 
B e r r y (1964) beschreef verschUlen in de vorm van de over levings-
curve van Hela-S3 cellen, wanneer het kweekmedium 6 dagen na b e ­
stral ing al of niet weard vervangen. Ludovici et a l . (1961) toonden in 
dit verband een belangrijke invloed aan van het stadium vande g roe i ­
fase, waar in de cellen ve rkee rden tijdens de bes t ra l ing . Han et a l . 
(1964) konden deze waarnemingen bevest igen bij een cellijn, afkomstig 
van een cultuur van muizebindweefsel . 

Het verband tussen stral ingsgevoeligheid en tempera tuur werd 
onderzocht door Bell i en Bonte (1963). Deze auteurs namen bij Hela-
cellen een duidelijke toename van de stral ingsgevoeligheid waar , in­
dien de cellen bij hogere t empera tu ren werden bes t r aa ld . Barendsen 
en V^alter (1964) vonden daarentegen, bij bes t ra l ing van T-cel len af­
komstig van dezelfde ce l s tam als door ons werd gebruikt .een v e r m i n ­
dering vande stral ingsgevoeligheid indiende cel lenbi j 37 C in plaats 
van bij kamer tempera tuur werdenbes t r aa ld . Voorts vonden zij ook een 
duidelijk invloed van de tijd, ve r lopen tussen en t ingenbes t ra l ing van 
de cellen, op de overleving. 

Om de invloed van deze var iabelen op de over lev ings- resu l ta ten 
zoveel mogelijk te beperken, werd steeds onder de ges tandaard iseerde 
condities gewerkt, die in hoofdstuk II werden beschreven. 

Aangezien de beschermende werking van enige thiolverbindingen 
ook onderzocht werd bij verschi l lende pH's en t empera tu ren van het 
nnedium, werd de invloed van deze var iabelen ook op de s t ra l ingsge­
voeligheid van de overigens onbehandelde cellen bes tudeerd . 

In dit hoofdstuk zullen nu achtereenvolgens worden besproken: 
a. Het vermogen tot kolonievorming van bes t raa lde enonbes t raa lde 

cellen afkomstig van verschi l lende sublijnen (III. 2. ). 
b . De invloed van var ia t i es in pH en tempera tuur van he tmed ium 

kort voor en tijdens de bes t ra l ings op de stral ingsgevoeligheid 
(Hl. 3 . ) . 



m . 2. Bepaling van de stral ingsgevoeligheid. 

Het percentage cellen van de verschi l lende sublijnen, dat tot ko ­
lonievorming in s taat was , is weergegeven in tabel 3. Hieruit blijkt, 
dat in alle cellijnen onder onze proef omstandigheden, een groot p e r ­
centage van de cellen kolonies vo rmde . Het is aannemelijk te achten, 
dat een belangrijk gedeelte van de aangegeven standaardafwijkingen 
veroorzaakt werd door t e l - en verdunningsfouten, gemaakt bij het 
bere iden van de ce l suspens ies . 

Tabel 3. Het vermogen tot kolonievorming van onbestraalde cellen van de verschillende 
cellijnen. 

U l j n 

Tcj 
TC2 
Tjv 
TjVa 
TjVb 
Tjvc 

Periode van de experimenten 

7/7/ '61 - 9/4/ '62 
13/4/' 62 - 12/2/' 63 
26/2/ ' 63 - 3/9/ ' 63 
28/8/ '63 - 29/V'64 
16/6/' 64 - 28/8/" 64 
19/2/'65 - 11/4/ '65 

Aantal bepalingen 

61 
23 
24 
32 

6 
15 

Gemiddeld aantal 
kolonies per 100 
geënte cellen(*s.d.) 
98,9 + 8,3 
97,7 ± 8 , 0 
89.2 ± 6,5 
99, 5 ± 9, 0 

106,0 ± 6 , 5 
97.5 t 7,6 

In 20 experimenten werd onderzocht of de wasprocedure , waaraan 
de cellen werden onderworpen, een aantoonbaar ve r l i e s aan cellen 
ten gevolge had. De gemiddelde overleving zonder wassen bleek 
102,8 % ( s .d . * 8,9) te bedragen, na wassen bedroeg deze 98,9 % 
( s .d . 8, 3), zodat geconcludeerd mag worden, dat het wassende over­
leving niet belangrijk betlivloedde. 

De stralingsgevoeligheid van de oorspronkelijke T-ce l s t am welke 
werd gebruikt, voordat de in dit proefschrif t beschreven onderzoe­
kingen werden ve r r i ch t , werd reeds vermeld door Barendsen et a l . 
(i960) en Vos et a l . (1962). Uit deze - zeer polymorfe - s tam werd 
een sublijn geïsoleerd volgens de methode van Marcus et a l . (1956). 
De cellen van deze sublijn bleken meer gelijkvormig te zijn, wat tot 
uiting kwam inhet uniforme uiterl i jk van de door deze cellen gevormde 
kolonies. De stralingsgevoeligheid van deze Tc] - l i jn bleek niet aan­
toonbaar ^f te wijken van de voordien gebruikte T- l i jnen wordt weer ­
gegeven door curve a vanfiguur 2. Daar de overleving van de T c j - c e l ­
len door de uniforme kolonies eenvoudiger te beoordelen was, werden 
zij vanaf begin 1961 voor de experimenten gebruikt. 

Gedurende m a a r t 1962 b l e k e n d e T c i - c e l l e n duidelijk s t r a l ings -
gevoeliger te zijn geworden. Deze veranderde cellijn werdTco ge ­
noemd. De stral ingsgevoeligheid van deze cellen wordt weergegeven 
door curve b van figuur 2. In de loop van 1962 bleek voor t s , dat de 
kweken besmet waren nnet P P L O (P leuropneumonia Like Organ i sms , 
ondergebracht in de orde Mycoplasmatales) . Hoewel P P L O vaak in 
weefselkweken worden waargenomen en niet met zekerheid bekend is 
of dit van invloed is op de gevoeligheid voor bes t ra l ing , werdhe t toch 
vrenselijk geacht de experimenten voort te zetten met een PPLO-vr i j e 
s tam. Hiertoe werden begin 1963 een uit de Tc -ü jn geïsoleerde 
sublijn ( Tjv) met kanamycine bevr ijd van de PPLO-infect ie (zie ook 
Bootsma, 196äHiernawerd eengro te hoeveelheid van deze cellen diep­
gevroren enbewaard (Vos enKaalen,1962), met uitzondering v a n e e n g e ­
deelte waarmede de stral ingsgevoeligheid vande T iv - l i jn werd bepaald. 

* s.d. standaarddeviatie (s.d. 114 -•'^•^^ 
2 (S» i ) ' 

n - 1 

12 



Deze wordt weergegeven door curve c van figuur 2 en bleek duidelijk 
toegenomen te zijn, in vergelijking met die van de Tc j - en de Tc2-
cellen. Na enige tijd bleek de Tiv-lijn wederommet PPLO besmet te 
zijn en begin 1964 werd daarom een gedeelte van de Tj v-lijn ontdooid 
(Tjva) en gebruikt tot juni 1964. Vervolgens werdentwee andere sublij­
nen ontdooid en gebruikt (van juni tot september 1964 de Tjvb-lijn en 
na februari 1965, de Tjvc-lijn). Hoewel de drie laatstgenoemde lijnen 
ingevroren zijn geweest in tegenstelling tot de Tjv-lijn, verschillen 
de stralingsgevoeligheden van deze cellen onderling niet significant, 
zoals blijkt uit de gegevens weergegeven in figuur 2. 

100 r̂ ^ 

OOI 

curve a: x x T en Tci 
curve b: • • Tc2 

curve o: + + Tjv 
- A Tjva 
a T.vb 
o Tjvo 

0001-1-

FIGUUS 2 
-¥-
soo 

noo Hf 
1S00 

Dosismortaliteltscurven van de onbehandelde controles, behorende tot verschillende sublijnen 
van de T-celliJn. 

rontgendosis (rad) 

tot verschillenc 

Het aantal experimenten, waarop de standaardafwijking werd berekend. Is tussen ( ) aangegeven. 

Waaraande toeneming vande stralingsgevoeligheid sinds 1962 is toe 
te schrijven, is niet duidelijk geworden. Daar in onze experimenten 
de dosisreductiefactor (DRF) steeds berekend werd op de indezelfde 
periode bestraalde controlegroepen en onafhankelijk bleekte zijn van 
de absolute stralingsgevoeligheid vande cellen, werd niet nader op dit 
probleem ingegaan. Bij een verdere bestudering van figuur 2 blijken 
voorts de op deze wijze geconstrueerde overlevingscurven in goede 
overeenstemming te zijn, met wat algemeen gevonden wordt na bloot­
stelling van zoogdiercellen in vitro en in vivo aan röntgenstraling 
(Packet a l . , 19 57; Hewitt en Wilson, 1959; Elkind en Sutton, I960; 
Dewey, I960 e .a . ) . Deze curven worden gekarakteriseerd door een 
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betrekkel i jk vlak ver loop bij lage doseringen, waarna zij duidelijk 
st-eiler gaan verlopen bij hogere doser ingen. Hierdoor ver tonen de 
curven in het begin een typische schouder, waarna zTj veela l een rech t ­
lijnig verloop kri jgen. De helling van het rechte gedeelte vande curve 
wordt geka rak te r i see rd door de DQ de dos i s , die nodig is om de 
overleving van de cellen in dit gebied tot 37 % ( l / e ) te reduceren . 
De DQ ligt voor de mees t e zoogdiercel len tussen 100 en 160 rad . 
Het is gebruikelijk de overlevingscurven v e r d e r te k a r a k t e r i s e r e n 
door het rechte gedeelte te ext rapoleren naar de ordinaat , waar het 
gevonden veelvoud van de 100 % overleving als extrapolat iegetal n 
wordt aangeduid. De waarde van n ligt gewoonlijk tussen 1, 5 en 10. 
Door Puck et a l . (1957) en anderen werd aangenomen dat n bepaald 
wordt door het aantal t reffers dat een cel moet ontvangen, voordat de 
overleving wordt beïnvloed. Daar curve a van figuur 2 geen duidelijk 
rechtli jnig gedeelte bezi t , is de DQ slechts bij benadering te berekenen 
op ongeveer 170 rad . De DQ van curve b bedraagt ongeveer 160 rad 
en van curve c ongeveer 90 rad . Voorde curven a en b vanfiguur 2 
is n, wegens het ontbreken van e e n r e c h t gedeelte niet te bepalen, voor 
curve c bedraagt n ongeveer 1 2. 

Barendsen (1964) bepaalde exper imenteel de overlevingscurven 
van T-ce l len bij verschi l lende soorten ioniserende s t ra l ing . Hij kwam 
op grond van deze waarnemingen tot de conclusie , dat een gedeelte van 
de schade, aangericht door 250 kV-röntgenstra l ing of andere ionise­
rende s t ral ingen met een lage gemiddelde LET *, veroorzaakt wordt 
door passage van s t ra l ingen met een LET tussen 20 en 100 k e V / ^ 
weefsel . De effectiviteit van deze deeltjes in het veroorzaken van 
biologische schade is groot e n r e s u l t e e r t in eenover levingscurve met 
n naderend tot 1. Het aandeel van deze dicht ioniserende deeltjes i n d e 
totale s t ra l ingsschade , veroorzaakt door 250 kV-röntgenst ra l ing, is 
niet nauwkeurig bekend, doch volgens Barendsen voldoende groot om 
voornameli jk verantwoordeli jk gesteld te mogen worden voor de he l ­
ling van het e e r s t e gedeelte van dos i smor t a l i t e i t s cu rve . Het grootste 
gedeelte van de ioniserende deeltjes van ha rde röntgenstral ing heeft 
e c h t e r e e n L E T v a n m i n d e r dan 20 keV//i weefsel . De schade aangericht 
door deze deel t jes , blijkt he rs te ld te kunnen worden, indien binnen de 
daarvoor benodigde per iode niet nog meer deeltjes hun energie in het 
beschadigde gebied afgeven. Bij l age re LET-waarden kan het aantal 
p r i m a i r e deel t jes , nodig voor een voldoende cumulatieve beschadiging, 
oplopen tot 10 of nneer. Bij hogere s t ra l ingsdoser ingen gaat dit type 
beschadiging domineren en geeft aanleiding tot het tweede, s tei l v e r ­
lopende gedeelte van de over levingscurve . Door fractionering van de 
s t ra l ingsdos is kan deze schade be langr i jkverminderd worden en vormt 
als zodanig een in te ressant p rob leem voor de radiotherapie (Fowler 
en Stern, 1963). Ook voor ch romosoom-abe r ra t i e s werden waarne-
nemingen gedaan, die grotendeels para l le l l iepen met het bovenstaande 
(Evans, 1962). E r bes taan trouwens m e e r d e r e argumenten voor de 
veronders te l l ing , dat het mees t s tral ingsgevoelige gedeelte van de 
cel inhet chromosomale ma te r i aa l gezocht moet worden. Fowler (1964) 
toonde aan, dat curven van het type van curve a van figuur 2 ma the ­
mat isch beschreven kunnen wordendoor aan t e nennen, dat nafhanke-
lijk is van de LET-waa rde . In de baan van één deeltje loopt de LET 
s t e rk uiteen en voor dergeli jke curven zou het extrapolat iegetal 5 het 
mees t voorkomen, doch v e r d e r van 1 tot 10 v a r i ë r e n . Ook Oliver en 
Shepstone (1964), Bacq en Alexander (1961) en anderen menen, dat 
aan het exper imenteel gevonden extrapolat iegetal n geen exacte be te ­
kenis mag worden toegekend, gezien de grote var iabi l i te i t van dit getal . 

* LET, linear energy transfer, de energie (keV) afgegeven per baaneenheid ( p weefsel) 
door passage van een ioniserend deeltje. 



Bovenstaande overwegingen vormen mogelijk een verklaring voor 
het feit, dat zoals in de volgende hoofdstukken zal blijken, de waar­
den van de berekende dosisreductiefactoren afhankelijk bleken te zijn 
van het overlevingspercentage, waarbij deze berekend werden. Alper 
(1963), Barendsen (1964) en anderen toonden immers aan dat de be-
schernning van cellen door anoxie of cysteamine tegen straling met 
een hoge LET (alpha deeltjes enneutronen) veel minderwas dan tegen 
250 kV-röntgenstraling. Berekening van de DRF bij hoge overlevings­
percentages, waar de bijdrage aan de schade door elektronenmet een 
lage LET mogelijk slechts gering is, zou om deze redenlagere waar­
den kunnen opleveren, dan berekening van de DRF bij een lage over­
leving, waarde schade wél voornamelijkdoor deze wordtveroorzaakt. 

m . 3. Invloed van de pH en tennperatuur op de stralingsgevoeligheid. 
In een grote reeks van proeven bleek geen significant verschil te 

bestaan in de overleving na incubatie van de cellen gedurende 20 tot 
30 minuten in met fosfaat gebufferde media met pH's variërend van 
6,3 tot 8,3 (zie II. 2..). In 9 experimenten werd tevens de stralings-
gevoeligheidbepaaldnal0minutenincubatiebijpH6, 3 ofpH8,3 en werd 
deze vergeleken met de gevoeligheid bij pH 7, 3 (zie tabel 4). Er werd 
geen verschil gevonden na bestraling bij pH 6, 3 doch wel een geringe 
toeneming van de overleving na bestraling bij pH 8, 3. Bij toepassing 
van de Sign-test (Tate en Clelland, 1959) bleek dit verschil significant 
tezijnophet 20 % niveau. Bij de berekeningen van de DRF kondendeze 
verschillen echter geen belangrijke invloed uitoefenen. 

Tabel 4. Invloed van de PH op de stralingsgevoeligheid van Tjva- en Tjv-cellen. Het 
medium met de te onderzoeken pH werd 10 minuten voor de bestraling opgebracht 
en direct na de bestraling door het normale medium vervangen. De overlevings­
percentages op een niveau hebben betrekking op hetzelfde experiment. 

Dosis (rad) Percentage overleving na bestraling bij pH 

6,3 7,3 8,3 

500 8,1 5,6 10,4 

19,4 17,6 11,0 

800 0,35 0,42 0,46 

2,24 3,15 2.63 

0,22 0,23 0,32 

0,28 - 0,42 

900 0,23 0,18 0,19 

1000 0,003 0,02 0,03 
0,29 0,39 0.40 

Zoals in II. 2. vermeld is, werden vrijwel alle bestralingen bij 
kamertemperatuur (22 + 2°C) uitgevoerd. Verlaging van de tempera­
tuur tot ongeveer 2°C gedurende 20 tot 30 nninuten (zie 11.4.) had in 5 
experinnenten noch bij de onbestraalde noch bij de bestraalde culturen 
een waarneembare invloed op de overleving, in vergelijking met de 
bij kamertemperatuur behandelde culturen. (Zie ook fig. 15). 
In 7 experimenten waarbij de cellen bij 37°C werden bestraald, bleek 
ook deze tennperatuurvariatie geen effect op de overleving te hebben. 
De waarnemingen van Belli en Bonte (1963) en Barendsen en Walter 
(1964) die wel een, overigens met elkaar in tegenspraak zijnde, in­
vloed van de temperatuur op de overleving na bestraling aantoonden, 
konden dus niet door ons bevestigd worden. 
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m . 4. Samenvatting. 
In dit hoofdstuk werd aangetoond, dat gedurende de periode waar­

over onze onderzoekingen zich uitstrekten, de stralingsgevoeligheid 
tweennaal sprongsgewijze toenam. Een sluitende verklaring kon hier­
voor niet gevonden worden. Het bleek nnogelijk de sublijnen, wat be­
treft de stralingsgevoeligheid in 3 groepen in te delen, waarbij in elke 
groep de reproduceerbaarheid voor ons doel voldoende groot was. In 
III. 2. werd nader ingegaan op de interpretatie van de dosismortali­
teltscurven en de invloed van de vorm daarvan op de berekening van 
de DRF. Verhoging van de pH van het medium tot 8, 3 verminderde 
in zeer geringe mate de stralingsgevoeligheid in vergelijking nnet die 
bij pH 7, 3 of 6, 3. Geen invloed op de overleving nabestraling kon aan­
getoond worden van variaties in de temiperatuur tussen 2°C en 37°C. 
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H o o f d s t u k I V 

D E I N V L O E D VAN Z U U R S T O F O P D E S T R A L I N G S G E V O E L I G H E I D 

rv. 1. Inleiding. 
E e n s e n s i b i l l s e r i n g v o o r r ö n t g e n s t r a l i n g d o o r d e a a n w e z i g h e i d v a n 

z u u r s t o f i s a a n g e t o o n d v o o r v r i j w e l a l l e b i o l o g i s c h e s y s t e m e n . D e o n ­
d e r z o c h t e o b j e c t e n l o p e n u i t e e n v a n e n z y m p r e p a r a t e n , D N A - m o l e c u l e n , 
b a c t e r i o f a g e n , b a c t e r i ë n e n a n d e r e m i c r o - o r g a n i s m e n , w o r t e l t o p j e s 
v a n V i c i a f aba , g e ï s o l e e r d e z o o g d i e r c e l l e n t o t i n t a c t e p r o e f d i e r e n t o e . 
In v e r b a n d n n e t d e z e e r g r o t e h o e v e e l h e i d l i t e r a t u u r o v e r d i t o n d e r w e r p 
w o r d t h i e r v o o r v e r w e z e n n a a r e n k e l e g o e d e o v e r z i c h t s a r t i k e l e n (S t a -
p l e t o n , I 9 6 0 ; G r a y , I 9 6 0 e n I 9 6 I ; B a c q en A l e x a n d e r , I 9 6 I ) . 

Ui t d e v e r r i c h t e o n d e r z o e k i n g e n b l i jk t d e a a n w e z i g h e i d v a n z u u r ­
s tof t i j d e n s d e b e s t r a l i n g e s s e n t i e e l t e z i j n v o o r h e t s e n s i b i l i s e r i n g s -
p r o c e s , e n b e ï n v l o e d t b l o o t s t e l l i n g v a n h e t o b j e c t a a n z u u r s t o f a l l e e n 
v 6 6 r of n a d e b e s t r a l i n g d e g e v o e l i g h e i d n i e t . I n b i j n a a l l e g e v a l l e n 
b l e e k d e a a n w e z i g h e i d v a n z u u r s t o f h e t b e s t r a l i n g s e f f e c t tp w i j z i g e n , 
z o n d e r d e v o r m v a n d e d o s i s m o r t a l i t e i t s c u r v e ( D M C ) t e v e r a n d e r e n . 

H o w a r d - F l a n d e r s ( i 9 6 0 ) en H o w a r d - F l a n d e r s e t a l . (1963) t o o n d e n 
in e e n b a c t e r i o f a a g - s y s t e e m a a n , d a t h e t s e n s i b i l i s e r e n d e effect v a n 
z u u r s t o f a l l e e n w a a r t e nennen w a s , i n d i e n in h e t m e d i u m t h i o l g r o e p e n 
a a n w e z i g w a r e n . D e z e e x p e r i m e n t e n k u n n e n n i e t in ons in v i t r o s y s t e e m 
h e r h a a l d w o r d e n w e g e n s h e t i n t r a c e l l u l a i r e t h i o l g e h a l t e ; d e t h e o r e t i ­
s c h e i m p l i c a t i e s v a n d e z e o n d e r z o e k i n g e n v a n H o w a r d - F l a n d e r s z i j n 
e c h t e r ook v o o r ons w e r k v a n b e l a n g e n in h o o f d s t u k VU z a l d a n ook 
n a d e r op d i t w e r k w o r d e n i n g e g a a n . 

De a a n w e z i g h e i d v a n z u u r s t o f v e r g r o o t v o o r n a m e l i j k h e t ef fect v a n 
g a m m a - e n r ö n t g e n s t r a l i n g e n b l i j k t s l e c h t s e e n g e r i n g e inv loed t e 
h e b b e n op de u i t w e r k i n g v a n d i c h t i o n i s e r e n d e s t r a l i n g e n ( H o w a r d -
F l a n d e r s e n A l p e r , 1957 ; e n a n d e r e n ) . 

De h o e v e e l h e i d z u u r s t o f , d i e nod ig w a s o m h e t z u u r s t o f e f f e c t in 
v o l l e o m v a n g t e d o e n o p t r e d e n b l e e k b i j z o n d e r g e r i n g t e z i j n . E e n 
s y s t e m a t i s c h o n d e r z o e k o v e r d i t o n d e r w e r p w e r d v e r r i c h t d o o r H o ­
w a r d - F l a n d e r s e n A l p e r (1957) b i j v e r s c h i l l e n d e b a c t e r i e s o o r t e n , d o o r 
E v a n s e n N e a r y (1959) b i j T r a d e s c a n t i a , d o o r D e w e y ( I 9 6 0 , 1963a , 
1963b) b i j in v i t r o g e k w e e k t e l e v e r c e l l e n e n b i j S e r r a t i a m a r c e s c e n s , 
e n d o o r D e s c h n e r en G r a y (1959) b i j i n v i t r o e n in v i v o b e s t r a a l d e 
E h r l i c h a s c i t e s t u m o r c e l l e n . H i e r b i j w e r d g e v o n d e n , d a t d e z u u r s t o f -
c o n c e n t r a t i e s d i e d e s t r a l i n g s g e v o e l i g h e i d d e d e n v e r d u b b e l e n , in v e r ­
g e l i j k i n g to t d i e o n d e r a n o x i s c h e onc is tandigheden , l a g e n t u s s e n 4 e n 
l 9 / i n n o l / l (1 j i m ó l / l = 2 2 , 4 d e l e n p e r m i l j o e n ) * . D e z e e r l a g e z u u r ­
s t o f c o n c e n t r a t i e s , d i e r e e d s e e n d u i d e l i j k ef fect h e b b e n , b e m o e i l i j k e n 
h e t b e p a l e n v a n d e s t r a l i n g s g e v o e l i g h e i d o n d e r a n o x i e . Z e e r h o g e e i s e n 
m o e s t e n g e s t e l d w o r d e n a a n h e t z u u r s t o f v r i j m a k e n v a n de in d e h a n d e l 
v e r k r i j g b a r e s t i k s t o f e n a n d e r e g a s m e n g s e l s . Ook h e t v o o r k o m e n v a n 
z u u r s t o f p e n e t r a t i e s in d e b e s t r a l i n g s o p s t e l l i n g k a n g r o t e p r o b l e m e n 
o p l e v e r e n . Z o t o o n d e n D e w e y e n G r a y (1961) a a n , d a t r u b b e r slangefe 
v o l d o e n d e z u u r s t o f k u n n e n d o o r l a t e n o m h e t d o o r s t r o m e n d e g a s n n e n g -
s e l o n t o e l a a t b a a r t e v e r o n t r e i n i g e n . G l a s , ny lon en o o k M e l i n e x b l e k e n 
d i t n a d e e l n i e t t e b e z i t t e n . 

I n d e h i e r n a t e b e s c h r i j v e n e x p e r i n n e n t e n w e r d d e in I I . 3 . b e s c h r e ­
v e n o p s t e l l i n g g e b r u i k t . B i j e n i g e c o n t r o l e s nnet e e n " H e r s c h c e l l " 
( H e r s c h , I960) b l e e k h e t u i t s t r o m e n d e g a s m e n g s e l m i n d e r d a n 1 to t 30 
d e l e n z u u r s t o f p e r m i l j o e n t e b e v a t t e n ( t a b e l 1 ) . 

* Ter vergelijking diene, dat bij kamertemperatuur uit lucht met 21 % zuurstof 270 /imol 
zuurstof per l i ter water opgelost wordt. 



In dit hoofdstukzul lenbesproken wordende invloed van de volgende 
factoren op de bescherming van de cellen doo reen met stikstof opge­
wekte anoxie: 

a. de gebruikte sublijn, de hoeveelheid r e s t e rende kweekvloeistof 
op de cellen en de ti jdsduur vande stikstofoverleiding (IV. 2 . ) , 

b . de pH van de kweekvloeistof (IV. 3 . ) . 

IV. 2. Bepaling van de grootte van het zuurstofeffect. 
In de e e r s t e r eeks exper imenten werd het onder II . 1. beschreven 

met natriunnbicarbonaat gebufferde kweekmedium gebruikt, waardoor 
de pH van het vloeistoflaagje op de cellen tijdens de 1 5 tot 25 minuten 
durende stikstofoverleiding geleidelijk steeg van ongeveer 7, 4 tot on­
geveer 8 ,0 . De s t roomsnelheid van de overgeleide stikstof bedroeg 
400 nnl pe r minuut en de kweekvloeistof werd kort tevoren afgezogen 
tot een r e s t van minder dan O, 5 ml (zie ook II. 3 . ) . De verminder ing 
van de stral ingsgevoeligheid van de "Tcj-lijn, indien de bes t ra l ing 10 
minuten na aanvang van de stikstofoverleiding werd begonnen, werd 
reeds ee rde r beschreven (Vergroesen et a l . 1962, 1963) en wordt 
weergegeven in figuur 3. De DRF bedroeg in deze proeven 2,6 en was 
in goede overeenstennming met wat opgrond van de l i tera tuurgegevens 
ver^ 'acht mocht worden (zie Gray, I960). Deze grondige blootstell ing 
aan de s t ikstofs t room bleek echter vr i j schadelijk te zijn voor de cellen. 
Bij 13 exper imenten bedroeg de gemiddelde overleving van de onbe­
s t raa lde anoxische controles 76, 8 % ( s .d . 13, 5) van de niet behandel­
de controles . 

a. onbehandelde Tc^ controles (•) 
b. anoxische Tcx-cellen (o), curve b 

werd geconstrueerd op basis 
van de gemiddelde DRF 2.6. 

FICRJUR 3 
rontgendosis (rad) 

Dosismortaliteltscurven van de Tcj-sublljn, bestraald onder lucht en onder anoxische 
omstandigheden. 
Oe stikstofoverleiding (400 ml/minuut) begon 10 minuten voor aanvang der bestraling. De 
kweekbakjes waren gevuld met minder dan 0,5 ml met bicarbonaat gebufferd medium. Het aan­
tal experimenten, waarop de standaardaf^ljking werd berekend, is tussen ( ) aangegeven. 

In een volgende reeks van proeven werd tijdens de st ikstofover­
leiding de kweekvloeistof vervangen door 4 ml van een met fosfaten 
gebufferd medium (II. 2 . ) . De pH van het nnedium bleef nu constant 

18 



tijdens de behandeling en door de toeneming van het vloeistoflaagje 
boven de cellen werd get racht de schadelijke invloed van de gas s t room 
te beperken, voor zover deze berus t t e opeen uitdroging vande cel len, 

wo-

a. onbehandelde T^va (x) en T^v (•) controles, 
b. anoxische T^va-cellen (+), 

c. anoxische T,v-cellen (o). De curven b en c 
werden geconstrueerd op basis van de 
gemiddelde DRF (respectievelijk 2.0 en 2,6). 

F I G U U R ^ 
1000 r 

2G00 3000 
róntqendosis (rad) 

De dosismortaliteltscurven van Tiva en T.v-cellen, bestraald onder lucht en onder anoxische 
omstandigheden. ' 
De stikstofoverleiding (400 ml/mlnuut) begon 10 minuten voor aanvang der bestraling. De kweek­
bakjes waren gevuld met 4 ml met fosfaat gebufferd medium (pH 7,3). 
Het aantal experimenten waarop de standaardafvijking werd berekend, is tussen ( ) aangegeven. 

De tijdsduur en nnate vande stikstofoverleiding bleven ongewijzigd (II.3.). 
In figuur 4 wordt de verminder ing van de stral ingsgevoeligheid van de 
T jva - en T jv -ce l l en onder invloed van de anoxische omstandigheden 
getoond. De gemiddelde DRF voor de T jva -ce l l en bedroeg 2, O, voor 
de T jv-ce l l en 2 ,6 . Bij 24 onbestraalde anoxische controles van de 
Tjva- l i jn bedroeg de gemiddelde overleving 95, 1 7o(s .d . 8,8), voor 
6 overeenkomstige controles van de Tjv- l i jn bedroeg deze 62 % ( s . d . 
23, 6). Het geringe aantal exper imenten en de grote spreiding van de 
resul ta ten , die ook duidelijk tot uiting kwam bij de onbestraalde anoxi­
sche cont ro les , gaven aanleiding om aan de resul ta ten ve rk regen bij 
de T jv - l i j nn i e t t evee l waarde tehechten . Ook bij de T jvb - ende T j v c -
lijnen werden dosisreduct iefactoren van respect ievel i jk 2, 1 (6 w a a r ­
nemingen) en 1, 7 (3 waarnemingen) gevonden, indien tijdens de s t ik­
stofoverleiding 4 ml vloeistof opde cellen werd gelaten. Hetl igt daa rom 
m e e r voor de hand deze verlaging van de DRF aan een onvoldoende 
hypoxie van het medium toe te schri jven ten gevolge van de g ro te re 
hoeveelheid vloeistof, dan aan een verschi l lende mate van zuurstof­
effect bij de d iverse celli jnen. Vi-i-dere steun voor de juistheid van 
eerstgenoennde mogelijkheid we rr „ jvondenin eenaanta l experimenten 
ui tgevoerdbi j de Tjvc- l i jn , waarbi j dehoeveelheidbovenstaande vloei­
stof werd gevar ieerd van O, 5 tot 4 nnl, zie tabel 5. 
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Tabel 5. Het effect van verschillende hoeveelheden kweekmedium op de overleving van Tjvc-
cellen, uitgedrukt in de KIF, na bestraling onder een stikstofstroom van 400 ml/ 
minuut, aangevangen 10 minuten voor bestraling. 

Experiment numiner Hoeveelheid kweekmedium (ml) DRF 

1 

2 

3 

4 

0,5 
2 
4 

0,5 
2 

0,5 
2 

1 
2 

2,5 
2,5 
2,1 

2,8 
2,6 

2,7 
2,4 

2,4 
2,6 

1 2,0 
4 1,5 

Een zekere tegenstelling tot laatstgenoemde resultaten vormen 
echter de gegevens, vervat in tabel 6. Een verlenging van de tijds­
duur van de stikstof over stroming voordat de bestraling werd begonnen 
zou, indien 4 ml vloeistof op de cellen was gelaten, in een versterking 
van de hypoxie moeten resulteren. Uit tabel 6 blijkt echter dat ver­
lenging van de stikstofoverleiding niet duidelijk tot een hogere DRF 
leidde. Er werd geen verder onderzoek verricht onn tot een verklar ing 
voor deze tegenstrijdige resultaten te komen. 

Tabel 6. Het effect van de duur van de stikstofoverleiding (400 ml/mlnuut) op de over­
leving van Tiva-cellen na bestraling, uitgedrukt In de DRF. 
In de schaaltjes was steeds 4 ml kweekmedium aanwezig. 

Experiment nummer Tijdsduur stikstofoverleiding DRF 
voor bestraling (minuten) 

1 

2 

10 
20 

10 
20 
30 

2,0 
2,3 

2,4 
2,2 
2.2 

10 2,2 
20 2,2 
30 1,9 

IV. 3. De invloed van de pH op het zuur stof effect. 
Daar de beschermende werking van thiolverbindingen onder anoxi­

sche omstandighedenookbij verschillendepH's werd onderzocht (VI.3.), 
was het nodig ook de invloed van de pH van het mediunci te bepalen op 
de beschermende werking van anoxie alleen. In de literatuur konden 
over dit onderwerp geen gegevens worden gevonden. Zoals in III. 3. 
werd beschreven bleken variaties in de pH tussen 6,3 en 8,3 geen 
duidelijke invloed op de DMC van de controle- culturen uit te oefenen. 
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Alle hierna vernnelde dosisreductiefactoren werden daarom berekend 
op de DMC, bepaald bij pH 7, 3. Uit de gegevens vernneld in tabel 7, 
blijkt dat, met uitzondering van experinnent 8, het beschermende effect 
vande stikstofoverleiding bij pH 6, 3 steeds wat minder is dan bij pH 8,3. 

Tabel 7. Het effect van de stikstofoverleiding (400 ml/minuut) op de overleving van ver­
schillende cellijnen na bestraling, uitgedrukt in de DRF, bij verschillende pH. 
De bestraling werd begonnen 10 minuten na aanvang van de stikstofoverleiding. 
BIJ de experimenten 1-7 was 4 ml vloeistof op de cellen aanwezig, bij de ex­
perimenten 8 - 10 2 ml. 

Experiment nummer 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

Cellijn 

TjV 

TjVa 

Tjva 

TjVa 

TjVa 

TjVa 

TjVa 

TjVC 

TjVc 

pH van het kweekmedium 

6,3 
7,3 
8,3 

6,3 
8.3 

6.3 
7,3 

8,3 

7,3 
8,3 

6,3 
7,3 
8,3 

6,3 
7,3 

8,3 

7,3 
8,3 

6,3 
8,3 

7,3 
8,3 

DRF 

2,4 
2,4 
2,6 

2,2 
2,3 

2,4 
2.5 

2,7 

2,0 

2,1 

2,5 
2,6 
2,8 

1,9 
2,0 

2,0 

1.7 
1.8 

2.7 
2,6 

2,6 
2,9 

10 TjVC 6 , 3 2 , 4 

8 , 3 2 , 5 

De dosisreductiefactoren gevonden bij pH 7, 3 lagen steeds tussen 
de beide uiterste waarden in. De onderlinge verschillen in DRF zijn 
gering en liggen binnen de experimentele variaties. Bij toepassing 
van de Sign-test (Tate en Clelland, 1959) bleekde overleving na anoxi­
sche behandeling bij pH 8, 3 op het 5 % niveau significant beter te zijn 
dan bij pH 6, 3. Het verschil in DRF tussen pH 7, 3 en 6, 3 bleek nog 
niet significant te zijn op het 20 % niveau. 
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r v . 4. Samenvatting. 

Onder onze exper imentele omstandigheden kon een anoxische b e -
schernning van de cellen tegen bes t ra l ingwaargenomen worden, w a a r ­
bij de nnaximale DRF 2, 6 bedroeg . Deze waarde is in goede overeen­
s temming nnet verschi l lende l i t e ra tuurgegevens . Zo bleek uit het door 
Gray (I960) gegeven overzicht dat, wanneer het ve r l i e s aan proliféra— 
tievernnogen van zoogdiercel len door röntgen- of gannmastraling als 
criteriunti v e r d gebruikt, deze DRF ongeveer 2, 5 bedraagt . Ook voor 
tal van andere sys temen bleek de DRF door anoxie gemiddeld 2, 5 tot 
3,0 te bedragen, hoewel ook belangri jke hogere en lagere waarden 
beschreven werden, die in dezelfde exper imentele opstellingen konden 
optreden onder invloed Van var ia t i es in tennperatuur, kweekomstandig­
heden en dergeli jke (Stapleton, I960; Dewey, 1963). Wanneer in onze 
exper imenten een minder volledige anoxie van het milieu werd opge­
wekt, ten gevolge van een vergrot ing van het op de cellen staande 
vloeistoflaagje, daalde de DRF tot omst reeks 2, 1. Hoewel onder deze 
omstandigheden bij een meting met de "Hersch ce l l " (II. 3. ) eendal ing 
van de zuurstofconcentrat ie in het u i t s t romende gasmengsel tot onge­
vee r lyumol/1 werd waargenomen, kan de zuur stof concentrat ie inde 
d i rec te omgeving van de cel hoger zijn geweest . Deze daling van de 
DRF kan dan hierdoor redel i jk ve rk l aa rd worden, daa r de zuurstof­
concentrat ies nodig voor eenverdubbel ingvande stral ingsgevoeligheid 
onder anoxie, liggen tussen 4 en 19yamol/l (zie IV. 1.). Niet in over ­
eenstennming met deze verk la r ing zijn de resul ta ten vanhet onderzoek 
waarb i j , door een verlenging vande t i jdsduur vande stikstofoverleiding 
e e n v e r d e r e verlaging van de zuur s tof concentrat ie werd bere ik t , zonder 
dat dit duidelijk in een hogere DRF resu l t ee rde (tabel 6). Op grond 
van de resul ta ten , v e r k r e g e n n a d e anoxische bescherming vande T . v -
cellijn (figuur 4), is voor ts niet uit te sluiten, dat de verschi l lende 
ceUlijnen in verschi l lende nnate r eage ren op de door stikstofoverleiding 
opgewekte anoxie. Uit t a b e l 7 blijkt tevens dat, ookbij gebruikvan d e ­
zelfde cellijn (Tjva), sontis (zie de exper imenten 3 en 5) eenbelangr i jk 
hogere DRF ten gevolge van anoxie kan worden waargenomen dan in 
andere exper imenten. Een verk la r ing h iervoor werd niet gevonden. 
Tenslotte werd een geringe invloed waargenomen van de pH van de 
kweekvloeistof op de mate van de anoxische bescherming , waarbi j 
een stijging van de pH tot 8, 3 de overleving vergroo t te , doch een da­
ling van de pH van 7, 3 tot 6, 3 de overleving niet belïivloedde. 
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H o o f d s t u k V . 

DE TOXICITEIT VAN THIOLVERBINDINGEN 

V . l . Inleiding. 

De grote toxiciteit van de thiolverbindingen, die voor chemische 
s t ra l ingsbescherming gebruikt worden, v o rmth e t probleem voor de 
prakt ische toepassing bij mens en d ie r . De effectieve dosering ligt 
altijd dicht onder de le ta le doser ing (van Bekkum en Nieuwerkerk, 
1963). Bij gebruik van cysteamine bedraagt de effectieve doser ing 
voor de muis ongeveer 150 mg/kg bij een LD50 van ongeveer 350 m g / k g . 
Bij zoogdieren domineren de acute farnnacologische effecten - voor ­
namelijk hypotensie en krampen van ce rebra le oorsprong (di Stefano 
et a l . , 1963; Hülse, 1963; Bacq, 1965) - het ziektebeeld bij de le ta le 
en subletale doser ingen. Dehoeveelhedendie deze tox i scheversch i jn -
selen geven, v a r i ë r e n met het proefdier en de wijze van toediening 
(Benson et a l . , 1961). Lagere doseringen, die gedurende langere tijd 
toegediend worden en mees ta l geenbeschermendeeffect hebben, kunnen 
onder andere aanleiding geven tot g roe i remming (Benson et a l . , 1961; 
Andrews et a l . , 1964). Naar de oorzaken van deze verschi jnse len is 
feitelijk nog geen systennatisch onderzoekver r i ch t . Het toxische effect 
van verschi l lende thiolverbindingen op het cel lu la i re niveau werd wel 
ui tvoer iger onderzocht. De cytologische verander ingen die beschreven 
zijn, hebben voornameli jk betrekking op de celdeling en het optreden 
van ch romosoomabe r r a t i e s . 

Reeds Rapkine (1930) wees erop dat hét normale verloop van de 
celdeling een invloed ondergaat van de thiolconcentrat ie in de ce l . 
Door Mazia (1953, 1961) en Bräche t (I960) werd gepostuleerd dat de 
s t ruc tuur van het mitot ische apparaa t in belangri jke mate afhankelijk 
is van het evenwicht tussen -SH- en -SS-groepen. Niet al leen stoffen 
die eenblokkerende werking op de -SH-groepen hebben, zoals N-e thyl -
male imide , d iverse kwik- en jodiumverbindingen en dergel i jke, doch 
ook stoffen die de -SS-groepen beïnvloeden kunnen de celdeling v e r ­
s toren . Daar tot de laa ts te categor ie stoffen al le thiol- en disulfide-
verbindingen behoren (PUil en Eldjarn, 1957), zou een nadelig effect 
van deze substanties op de celdeling verwacht mogen worden. Chèvre -
mont en Chèvremont (1953) bes tudeerden de uitwerking van O, 125 tot 
12, 5 mM cysteamine op in v i t ro gekweekte kippefibroblasten en - m y o -
b las ten . Reeds de laagste concentrat ies veroorzaakten gestoorde 
celdelingen, ch romosoomaber ra t i e s en celdood. De hogere concen­
t ra t i e s gaven een duidelijke g roe i remming . Deze waarnemingen w e r ­
den bevestigd door Oftedal et al.,ll 958llenBrachet enMiraux-Jonkheere 
(1962). Fotakis (1963) en Sr inivasan et a l . (1964) beschreven een 
duidelijke rennming van de mi tose van in v i t ro gekweekte cellen door 
verschi l lende concentrat ies thioglycol. Ook Jackson en L indah l -Kie rs -
ling (1964) namen een s te rke beïnvloeding van de mi tose van in v i t ro 
gekweekte leucocyten waar door 1,3 mM thioglycol en overeenkom­
stige concentrat ies cysteamine en /3mercapto-pyruvaa t . 

Naast de beïnvloeding van de celdeling werd ook een aantal andere 
effecten vanthio lverbindingenbeschreven. K i r rmann (1964)beschreef 
een daling van het zuurs tofverbruik in weefselkwekenvanennbryonale 
weefsels van de kip door cys teamine; duVigneaud et a l . (1957)namen 
een remming van de t ransaminase-ac t iv i t e i t inde r a t t e l eve r waar na 
toediening van 1 -penici l lamine aan het dieet van de r a t . De remming 
kon opgeheven worden door toediening van pyridoxine en pyridoxal-
fosfaat. 'Deze waarnenning werd bevestigd door Mardashev enSemina 
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(1961) en overeenkomstige resultaten werden verkregen na het geven 
van 1-cysteine en dl-homocysteine. Laatstgenoennde onderzoekers: 
verklaarden hun resultaten door aante nennen, dat er eenthiazolidine-
ringstructuur gevormd werd tussen het cofermentpyridoxalfosfaat en 
•de thiolverbinding. Ook de Marco et al. (1965) verklaarden een waar­
genomen tijdelijke remming van plasmamonoamine-oxydasedoor cys­
teamine, met de vorming van een thiazolidinering tussen cysteamine 
en pyridoxalfosfaat. Braunstein (I960) gaf een overzicht van de en-
zynnsystemen, waarvan dit coferment deel uitmaakt. Deze vervullen 
een grote verscheidenheid van catalytis che functies, vooralbij de bio­
chemische transformaties van aminozuren en het verloop van de stik­
stofstofwisseling. Volgens deze auteur zijn alle pyridoxinederivaten 
goed bestand tegen oxydatie, doch vormen met 1. amino-2. thiolverbin­
dingen, zoals 1-cysteine, irreversibele thiazolidinederivaten. Voorts 
kunnen de NH2-groepen reversibele Schiff'se basen vormen. 

Na een uitgebreide literatuurstudie kwam Therkelsen (I960) tot de 
conclusie dat de toxiteit van thiol- en disulfideverbindingen in vitro 
voornannelijk veroorzaakt wordt door de vorming van gennengdedisul-
fiden, waardoor grote groepen enzynnen hunwerkzaamheidverliezen. 
Inhet algemeen werd een concentratie van ImM als de ondergrens 
voor de toxiciteit gevonden. Door toevoeging van pyridoxalfosfaat 
(Mardashev en Sennina, 1961) kan de toxiciteit van thiolverbindingen 
vernninderd worden. Merkwaardigerwijze kan deze toxiciteit ookver-
minderd v/orden onder invloed van hogere concentraties van andere 
thiolverbindingen, zoals glutathion (Therkelsen, 1958) en cysteine 
(Morgan en Morton, 1957). 

Omtrent de toxiciteit van cysteannine, 1-cysteine en AET in het 
door ons gebruikte weefselkweeksysteem werden reeds mededelingen 
gedaan door Vos et al. (1962). Genoennde verbindingen bleken de over­
leving niet te betnvloedenna een incubatie gedurende 20 tot 30 minuten 
nnet concentraties lager dan ongeveer 0,1 mMof concentraties tussen 
ongeveer 2 en 64 mM. Concentraties tussen O, 1 en 2 nnM evenals con­
centraties hoger dan 64 of 128 mM bleken .echter toxisch te zijn. 
Cystine en cystamine bleken de opvallende toxiciteit bij concentraties 
tussen O, 1 en2 mM niet te vertonen. In dezelfde publikatie werd voorts 
vermeld, dat cysteamine inhet laatstgenoemde concentratiegebied niet 
toxisch was, indien overmaat van een andere thiolverbinding (1-cys­
teine) werd toegevoegd of de incubatie onder uitsluiting van zuurstof 
werd uitgevoerd. 

In dit hoofdstuk zullen nu de resultaten vermeld worden van een 
voortgezet onderzoek naar de invloed van verschillende thiolverbin­
dingen op de overleving ende betiivloeding vande toxiciteit door varia­
ties inde pHentoevoeging van joodazijnzuur, KCN, serunn, pyridoxal­
fosfaat of natriunnthiosulfaat. 

Achtereenvolgens zullen besproken worden: 
a. De invloed van verschillende concentraties (V.2.). 
b . Het effect van pH variaties tussen 6, 3 en 8, 3 (V. i . ). 
c. Enige andere mogelijkheden om de toxiciteit te beïnvloeden (V.4.). 

V.2. De invloed van de concentratie op de toxiciteit. 
De beïnvloeding van de overleving door verschillende concentraties 

van de door ons gebruikte thiolverbindingen werd steeds bepaald door 
de cellen gedurende 20 minuten bij kamertemperatuur te incube ren 
nnet een thioloplossing in met fosfaat gebufferd medium bij pH 7, 3. 
De resultaten van dit onderzoek zijn weergegeven inde figuren 5,6, 7 
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FIGUUR 5 
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Overlevingspercentages na incubatie gedurende 20 minuten met verschillende concentraties 
cysteamine bij pH 6,3 (oj, pH 7,3 (•) en D H 8.3 (&i. 
De lijnen werden getrokken door de gemiddelden van de verschillende bepalingen bij een 
concentratie en pH. 
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Overlevingspercentages na incubatie gedurende 20 minuten met verschillende concentraties 
1-cystelne (+) en d-cystelne (v) bij pH 7,3. De lijnen a en b werden getrokken door de 
gemiddelden van de verschillende bepalingen bij één concentratie van respectievelijk 
1-cystelne en d-cystelne. 
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Overlevingspercentages na incubatie gedurende 20 minuten met verschillende concentraties 
1-glutathion (a) en AET (xi bij pH 7,3. De lijnen a en b werden getrokken door het gemid­
delden van de verschillende bepalingen bij een concentratie van respectievelijk l-glutathlon 
en AET 
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Overlevingspercentages na Incubatie gedurende 20 minuten met verschillende concentraties 
difflethylaminoettaaanthlol (o) en dlethylaolnoethaanthlol ( v ) bij pH 7,3. Oe lijnen a en b 
werden getrokken door de gemiddelden van de verschillende bepalingen bij één concentratie 
van respectievelijk dimethyl- en dlethylaminoethaanthiol. 
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Overlevingspercentages na incubatie gedurende 20 minuten met verschillende concentraties 
homocysteine (•) en penicillamine (o) bij pH 7,3. 0^ lijnen a en b werden getrokken door 
de gemiddelden van de verschillende bepalingen bij eén concentratie van respectievelijk 
penicillamine en homocysteine. 

FIGUUR 10 
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Overlevingspercentages na incubatie gedurende 20 minuten met verschillende concentraties 
thioglycol (o), hydroxy-cysteine (•) en thioglycolzuur (A) bij pH 7,3. De llĵ nen a, b en 
c werden getrokken door de gemiddelden van de verschillende bepalingen bij een concentratie 
van respectievelijk thioglycol, thioglycolzuur en hydroxy-cysteine. 
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8, 9 en 10. Opvallend zijn de s t e rk op elkaar lijkende toxic i te i t s -
patronen van de aminothiolverbindingen, met als uitzondering peni-
cillannine (figuur 9), dat de overleving niet bleek te beïnvloeden bij 
concentrat ies tussen O, 1 tot 256 mM. In het concentratiegebied van 
O, 1 tot ongeveer 2 mM bleken de over levingspercentages van exper i ­
ment tot exper iment s t e rk te v a r i ë r e n (figuur 5 en 6), doch het ge ­
middelde lag steeds l age r dan op grond van de toxiciteit van hogere 
concentrat ies van dezelfde verbindingen verwacht kon worden. De grote 
spreiding in deze resul ta ten werd reeds e e r d e r beschreven door Vos 
et a l . (1962) en doet vernnoeden, dat kleine var ia t i es in de kweekom­
standigheden of de juis te thiolconcentrat ie tijdens de incubatieperiode, 
h iervoor verantwoordeli jk gesteld moeten worden. Concentrat ies van 
4 tot 64 mM waren vri jwel niet schadelijk. Ook de spreiding in de 
resul ta ten was in dit gebied slechts ger ing. Stijging vande concentra­
t ies boven 64 mM beïnvloedde de overleving weer nadelig. Uitfiguur 8 
blijkt, dat vervang ing van de NH2-groep van cysteamine door N-(CH3)2-
of N-(C2H5)2-groepen de toxiciteit niet beïnvloedde. De toxiciteit van 
twee thiolverbindingen, waar in de NH2-groepen van cysteamine en 
cysteine waren vervangen door OH-groepen (thioglycol en hydroxy-
cysteine) wordt weergegeven in figuur 10. Het hydroxycysteine en, in 
mindere nnate, ook thioglycol geven eveneens een slechte overleving 
in het concentrat iegebied tussen O, 1 en 1 mM. Mogelijk is h ie r ook 
de tweede toenenning vande toxiciteit bij 32 mM een reëe l verschi jnse l 
Daar s lechts een gering aantal waarnemingen met hydroxycysteine ge ­
daan kon worden, zijn bij de in terpre ta t ie van deze resul ta ten wel 
enige r e s e r v e s gewenst:. Thioglycolzuur, dat ook werd onderzocht, 
bleek bij concentrat ies tussen O, 1 tot 200 mM niet schadelijk te zijn. 

V. 3. De invloed van de pH op de toxici tei t . 

De bei'nvloeding van de toxiciteit door pH-ver s chilien tijdens de 
incubatie werd nagegaan bij cys teamine, d- en I -cyste ine en thioglycol. 
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FIGUUR 11 
concentratie (mM) 

Invloed van de pH op de overlevingspercentages na incubatie gedurende 20 minuten met enige 
concentraties d- en 1-cystelne: 
d-cystelne bij pH 6.3 (v ) en 8,3 (vi, 2-cystelne bij pH 6,3 ^a> en 8,3 (A). 

Uit de resul ta ten weergegeven in de figuren 5, 11 en 12 kande gevolg­
trekking gennaakt worden , .da t bij de 3 eers tgenoemde verbindingen 
een verhoging vande pH van 7, 3 tot 8, 3 geen duidelijk effect had opde 
in V. 2. beschreven toxische verschi jnse len . Van thioglycol bleek ech­
t e r bij pH 8, 3 de toxiciteit in het O, 1 tot 2, O mM concentrat ie-gebied 
zee r lïuidelijk toegenomen te zijn. Verlaging van de pH tot 6, 3 had 
bij deze v ie r verbindingen een volkomenverdwijningvan de toxiciteit 
bij de onderzochte concentrat ies ten gevolge. 
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FIGUUR 12 100 1000 
concentratie (mM) 

Overlevingspercentages na incubatie gedurende 20 minuten met verschillende concentraties 
thioglycol bij pH 6,3 (o), 7,3 (•) en 8,3 (A). 
Oe lijnen zijn getrokken door de gemiddelden van de verschillende bepalingen bij een con­
centratie en pH. 

V . 4 . De invloed van enkele andere factoren op de toxici tei t . 

In enige exper imenten werd getracht aanvullende gegevens te v e r ­
kri jgen betreffende de modificatie van de toxische effectenvan een 20 
nninuten durende incubatie met O, 1 tot 1, O mM cysteanninebij pH 8, 3 . 

Van joodazijnzuur is bekend, dat het snel r e agee r t met ex t r a - en 
in t race l lu la i re -SH-groepen (Bacq en Alexander p . 487, 1961). Een 
incubatie van de cellen gedurende 20 minuten met concentrat ies tot 
1 nnM joodazijnzuur bleek goed ve rdragen te worden. In tabel 8 zijn 
de resu l ta ten gegeven van 2 proeven, waarbij de cellen aan een meng­
sel van O, 5 of 1 mM cysteannine met respect ievel i jk O, 5 en 1 mM 
joodazijnzuur werden blootgesteld. Tevens werd nagegaan of e e n v e r s 
bere ide cysteannine-oplos s ing nnogelijk minder toxisch was dan een 
oplossing Sie 20 tot 25 minuten oud was waardoor , zeker bij pH 8, 3, 

Tabel 8. De invloed van een toevoeging van O,S en 1 mM Joodazijnzuur op de overleving na 
20jDinuten incubatie met 0,5 en 1 mM cysteamine (vers bereid of 20-25 minuten 
oud) bij pH 8,3. 

Experiment nummer Samenstelling incubatlevloelstof (pH 8,3) Overlevings­
percentage 

O,5 mM cysteamine (vers) 9,5 
0,5 mM cysteamine (25 minuten oud) 9,8 
1,0 mM Joodazijnzuur (vers) 67,3 
O,5 mM cysteamine (vers)'f 1 mM Joodazijnzuur 5,9 

0,5 mM cysteamine (25 minuten oud) 
•I- 1 mH Joodazijnzuur 7,4 

0,5 mM cysteamine (vers) 59,7 
O,5 mM cysteamine (20 minuten oud) 28,9 
1,0 mM cysteamine (vers) 73,2 
1,0 mM cysteamine (20 minuten oud) 62,7 
0,5 mM Joodazijnzuur 112,5 
1,0 mM joodazijnzuur 101,0 
O,5 mM cysteamine (20 minuten oud) 

•I-0,5 mM joodazijnzuur 33,7 
1,O mM cysteamine (20 minuten oud) 

.f 1 mM joodazijnzuur 46,2 
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een aantal oxydatieproduktenvan cysteamine ontstaan zijn. In exper i ­
ment 1 bleek de v e r s bere ide cysteannine-oplossing reeds maximaal 
toxisch te zijn. Deze toxiciteit werd niet duidelijkbetnvloed door v e r ­
oudering of door toevoeging van 1 mM joodazijnzuur. In het tweede 
exper iment waren de v e r s bere ide O, 5 en 1 nnM cysteamine-oploss ing 
betrekkeli jk weinig schadelijk, doch door veroudering nam de toxici­
teit duidelijk toe. Ook nu beïnvloedde toevoeging van O, 5 of 1 mM 
joodazijnzuur de cysteanninetoxiciteit niet . 

Daar van KCN bekend i s , dat reeds geringe concentrat ies de oxy­
datie van thiolverbindingen verh inderen en zelfs in staat zijn cystine 
tot cysteine te r educeren (Tkachuk, 1964), werd in een derde en v i e r ­
de proef nagegaan wat het effect van 1 mM KCN was op de toxiciteit 
van lage- toxische - concentrat ies cys teamine . Van KCN was reeds 
bekend, dat het in ons sys teem in deze concentrat ies de overleving 
niet beïnvloedde (van de r Meer et a l . , 1962). De resul ta ten van deze 
experinnenten zijn verva t in tabel 9 en demons t re ren fraai het v e r ­
dwijnen van de toxicitei t van deze cyptéamine-concentra t ies onder 
invloed van het toegevoegde KCN. 

Tabel 9. Invloed van 1 mM KCN op de overleving na 20 minuten incubatie met verschillende 
concentraties cysteamine (pH 8,3) 

Experiment nummer Cysteamine concentratie (mM) Overlevingspercentage 
zonder met 

' 1 mM KCN 

0,05 98,0 90,0 
0,1 106,0 110,2 
0,5 8,2 110,6 
1,0 8,8 101,0 

0,2 38,4 91,0 
0,5 26,4 100,1 
1,0 • 19,7 98,5 

Gezien het reducerende vermogen van Na2S203 kon verwacht wor ­
den, dat ook deze stof mogelijk de toxiciteit van cysteamine zou op­
heffen. In tegenstell ing tot CN"kanNa2S203 niet in de cel doordringen 
(Connors et a l . , 1964), en kan het dus al leen de ext race l lu la i re oxy­
datie van cysteamine belhvloeden. Uit tabel 10 blijkt dat concentrat ies 
van 1 tot 10 mM Na2S203 geen duidelijk effect hebben op de toxiciteit 
van O, 5 mM cys teamine . 

Cysteamine gaat zeer snel gennengde disulfidebindingen aan 
met eiwitten (Pihl en Eldjarn, 1957). Verhoging vanhe t serunngehalte 
van de normaal gebruikte 6 % tot 50 % zal daarom het gehalte aan vr i j 
cysteamine ve rminde ren . Uit tabel 1 O blijkt de overleving door aan­
wezigheid van een hoge serunnconcentratie inderdaad enigermate v e r ­
be terd te worden. 

Een duidelijke verminder ing van de toxiciteit bleek tenslotte te kun­
nen wordenverkregen door toevoeging van 2 nnM pyridoxalfosfaat bij 
eenoploss ingvanO, 5nnM cysteannine. Pyridoxalfosfaat kan in de cel 
worden opgenonnen en is in s taat snel eenthiazolidine verbinding met 
cysteannine aan te gaan (Braunstein, i960; Mardashev en Semina, 
1961). Ook werd beschreven dat pyridoxalfosfaat, gegeven na een 
blootstelling aan thiolverbindingen, de toxiciteit kan ve rminderen 
du Vigneaudet a l . , 1957). Het werd daaronn door ons ook na de cys tea-
minebehandeling aan de cellen toegediend. Het beschernnende effect 
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b l e c k e n d e r deze omstandigheden verdwenen te zijn (zie tabel 10), 
zodat waarschijnl i jk niet van een hersteleffect gesprokennnag worden. 

Tabel 10. Invloed van respectievelijk 1 en 10 mM natriumthiosulfaat. 50 % kalverserum en 
2 mM pyridoxalfosfaat op de overleving na 20 minuten incubatie met 0,5 mM 
cysteamine. 

Experiment Samenstelling incubatie vloeistof pH Overlevlngs-
nummer percentage 

3 0,5 mM cysteamine 8,3 8,2 

1,0 mM NajSjOg 8,3 102,0 

0,5 mM cysteamine+1,0 mM Na2S203 8,3 14,2 
10,0 mM Na^SjOj 8,3 99,0 
3,5 mM cysteamine 4 10,0 mM Na2S203 8,3 16,6 

4 8,5 mM cysteamine Ks 26,4 
0,5 mM cysteamine +50 % kalverserum 8,3 44,5 
10,0 m Na2S203 8,3 96,1 
O,5 mM cysteamine +10,0 mM NajSjOj 8,3 18,7 

0,5 mM cysteamine 7,3 31,5 
2,0 mM pyridoxal 7,3 99 
0,5 mM cysteamine+2,0 mM pyridoxal 7,3 76,5 
O,5 mM cysteamine 3x wassen, 

2,0 mM pyridoxal 7,3 34,5 

V . 5 . Discuss ie en sannenvatting. 

Uit de bovenvermelde resul ta ten blijkt dat de toxiciteit vande on­
derzochte thiolverbindingen op het cel lu la i re niveau belangrijk g e r e ­
duceerd kan worden door de cellen slechts 20 tot 40 minuten met deze 
stoffen te i n c u b e r e n e n d a a r n a d r i e m a a l te wassen . Het is dan mogelijk 
concentrat ies tot 100 à 500 mM te gebruiken zonder dat de daling van 
de overleving een te grote omvang krijgt . Het zal waarschijnl i jk m o ­
gelijk zijn nog hogere concentrat ies toe te passen door de wasproce­
dure vaker uit te voeren . Zwenk et a l . (1965) konden nannelijk met 
behulp van -^^S-cysteannine en ^^g.cygteine aantonen, dat na d r iemaa l 
wassen nog een vr i j grote hoeveelheid • 'S-gemerkt ma te r i aa l in de 
T-cel len aanwezig was , welke hoeveelheid door herhaald wassen nog 
verminderd kon worden. 

Zeer opvallend is de toxiciteit van vrijwel alle thiolverbindingen 
bij pH 7, 3 tot 8, 3 in het concentrat iegebied van O, 1 tot l à 2 nnM. De 
uitzonderingen in onze reeks werden gevornnd door penici l lamine en 
thiolglycolzuur. Hoewel dit nog niet werd nagegaan, worden deze v e r ­
bindingen nnogelijk onvoldoende in de cel opgenonnen. De afwezigheid 
van dit toxische effect Isan echter ook veroorzaakt wordendoor de hoge 
pK-waarden van de thiolgroep van deze verbindingen (zie tabel 1 2 en 
17). Hierdoor is de react ivi te i t van deze thiolverbindingen bij pH 7, 3 
tot 8, 3 slechts gering en zullen bijvoorbeeld de in de volgende alinea 
besproken oxydatieprodukten vri jwel niet gevormd worden. 

Het verdwijnen van de toxische verschi jnse len bij concentrat ies 
van O, 1 tot 2 mM van de andere onderzochte thiolverbindingen door 
verlaging van de pH tot 6, 3 (figuur 4, 10 en 11), door toevoeging van 
KCN (tabel 9), door gelijktijdige anoxie, of door toediening van een 
overnnaat van een andere thiolverbinding (Vos et a l . , 1962), kan de 

30 



gedachte doen gaan in de richting van de mogelijke invloe'd van oxy­
datieprodukten. Onder de vier genoemde omstandigheden kan geen 
oxydatie optreden. Een verdere steun voor deze mogelijkheid wordt 
geleverd door de waarnenning, dat bij thioglycol (pK-waarde ongeveer 
9,6) de toxiciteit wel duidelijk toeneennt door verhoging van de pH van 
het medium van 7, 3 tot 8, 3 (figuur 12) in tegenstelling tot de toxiciteit 
van cysteannine (pK-waarde ongeveer 8,5) en cysteine (pK-waarde 
ongeveer 8,9), die nauwelijks beitivloed wordt door deze pHverhoging 
(figuur 5 en 11). Ook de mogelijke toensune van de toxiciteit door het 
toepassen van een niet vers bereide, dus gedeeltelijk ontlede cystea­
nnine-oplos singen (tabel 8) wijst in deze richting. 

Het is onbekend aan welke afbraakproduktenvande thiolverbindin­
gen gedacht nnoet worden bij het zoeken naar de feitelijke oorzaakvan, 
de toxiciteit. Het zijn kennelijk niet de disulfiden van deze verbindin­
gen, daar cystanciine en cystine niet schadelijk zijn in deze concen­
traties (Vos et a l . , 1962; Eaton en Scala, 1964). 

De afwezigheid van een toxisch effect, optredend tijdens het uit­
wassen van hogere thiolconcentraties, waarbij uiteraard ookgedurende 
korte tijd de beschreven kritische concentraties nnoeten bestaan, doet 
vermoeden dat voor een schadelijk effect een voldoend lange reactie­
tijd voorwaarde is. 

Daar Na2S203 niet door de cellen opgenonnen wordt (Connors e ta l , , 
1964) en dus alleen extracellulair door zijn reducerende eigenschap­
pen de oxydatie van cysteamine kan beïnvloeden, kan het ontbreken 
van enig effect op de toxiciteit van cysteamine (tabel 10) misschien 
verklaard worden, doordat de toxische afbraakprodukten eerst in­
tracellulair gevormd worden. 

Over de vermindering van de toxiciteit door verhoging vande se­
rum-concentratie (tabel 10) zijn onvoldoende experimentele gegevens 
bekend om hieruit conclusies te nnogen trekken. Eaton en Scala (1964) 
vermeldden echter ook een vernnindering van de toxische werking van 
cysteine op ascitestunnorcellen in vitro door toevoeging van kalverse­
rum aan het medium. Wellicht wordt door de verhoging van de serunn­
concentratie meer van de thiolverbindingen extracellulair gebonden, 
waardoor de effectieve concentratie verlaagd wordt. 

In het eerder vermelde onderzoek van Zwenk et al. (1965) met 
door ^^S-gennerkte cysteannine werd ook de concentratie van de aan 
eiwit gebonden en niet aan eiwit gebonden ^^S-gemerkte celfracties 
in relatie tot de cysteamine concentratie in de incubatievloeistof be­
studeerd. De concentraties van beide fracties bleken regelmatig te 
verminderen indien nnet minder cysteamine werd getncubeerd, nnet 
als opvallende uitzondering een duidelijke stijging van de niet aan 
eiwit gebonden -^^S-fractie na incubatie met O, 5 mM cysteamine. 
Een verklaring hiervoor werd niet gevonden, doch een samenhang met 
de bij deze concentratie beschreven cellulaire toxiciteit lijkt te be­
staan. 

Voorlopig kan echter geen verdere verklaring van de waargeno­
men toxische verschijnselen gegeven worden. Voor het hierna te be­
schrijven onderzoek naar het stralingsbes chermende vermogen van 
de thiolverbindingen was het echter voldoende te weten dat: 

a. Concentraties van 4 tot 100 à 200 mM geen invloed op de kolo­
nievorming uitoefenen, mits de incubatie niet langer dan 20 tot 
40 minuten duurt en daarna voldoende gewassen wordt. 

b. Het niet mogelijk is, zonder speciale voorzorgen, het bescher­
mende effect van concentraties tussen O, 1 en 2 mM te bestu­
deren, daar deze concentraties onder de gebruikte omstandig­
heden zeer cytotoxisch zijn en deze toxiciteit niet door uit­
wassen te voorkomen is. 



H o o f d s t u k VI 

DE BESCHERMENDE WERKING VAN THIOLVERBINDINGEN 

VI. I. Inleiding. 
In hoofdstuk I werd reeds gesteld, dat bij de bestudering van de 

beschermende werking van thiolverbindingen het onderzoek zodanig 
gericht nnoest zijn dat farmacologische effecten konden worden uit­
gesloten. Daar de gebruikte thiolverbindingen allen gekeninerkt zijn 
door een duidelijke en slecht controleerbare farnnacologische werking 
(zie V. l . ) , zullen hierdoor bij gebruikvan proefdieren moeilijkheden 
te verwachten zijn. Ook om deze reden werd daaronn bij ons onder­
zoek gebruik gemaakt van geïsoleerde zoogdiercellen. Om de verhou­
ding tussen effectieve en toxische dosering te kunnen bepalen is het 
f;ebruik van proefdieren uiteraard wel nodig. Een aantal onderzoekers 
Koch en Hagen, 1956; Langender f f en Koch, 1956; Koch, 1957; Do­

herty et a l . , 1957; Bradford et a l . , I96I ; Jacobus en Daquisto, 1961; 
van Bekkum en Nieuwerkerk, 1963; en anderen) heeft op deze wijze 
getracht met derivaten van cysteamine en cysteine gunstiger resultaten 
te behalen, dan met cysteamine verkregen kunnen worden. Met dit 
onderzoek werden echter geen verbindingen gevonden die duidelijk 
beter werkten dan cysteamine. Ook was geender resultatenbeterdan 
waargenomen kon worden na bestraling van dieren onder hypoxische 
onnstandigheden. Dit gaf aanleiding tot de opvatting van verschillende 
auteurs, dat de beschermende werking van de thiolverbindingen toe­
geschreven moet worden aan anoxie, opgewekt in de te beschermen 
weefsels (zie o.a. Gray, 1955, 1961). Door vander Meer et al. (1961, 
1962, 1963) en van der Meer envanBekkunn (1962) kon echter worden 
aangetoond, dat verschillende amino-thiolverbindingen, integenstel-
ling totdepressoranninen, dimethylsulfoxide, Cyaniden en dergelijke, 
een onvoldoende daling van de zuurstofspanning in milt en beenmerg 
veroorzaakten, om daaraan de beschermende werking te kunnen toe­
schrijven. 

In het algenneen wordt wel aangenomen dat er eenduidelijke relatie 
bestaat tussen de chemische structuur endebeschermende werking van 
de verschillende thiolverbindingen. Demeestactieveverbindingenbe-
vatten een vrije -SH-groep aan het ene einde en een sterk basische 
amino- of guanidine-groep aan het andere einde van een onvertakte, 
2 of 3 koolstofatomen tellende keten. Doherty (I960) wees erop, dat de 
ionisatieconstante pK van de thiolgroep door de nabijheid van de ba­
sische groep wordt verlaagd. Hierdoor zal in het fysiologische pH-
gebied een redelijke hoeveelheid van de thiolmoleculen geïoniseerd 
zijn. De aminogroepen kunnen tevens farmacologische effecten ver­
oorzaken. De beschermende activiteit van deze verbindingen neemt 
duidelijk af of verdwijnt geheel, wanneer de koolstofketen tot 4 of 5 
atomen wordt verlengdenwanneer de waterstof vande thiolgroep wordt 
vervangen, bijvoorbeeld door een nnethylgroep. Koch (1957) en Bacq 
en Alexander (1961) vermeldden eengrote reeks thiolverbindingen die 
inactief zijn of zelfs sensibiliserend zouden werken voor bestraling. 
Tot deze laatste groep zouden homocysteine, isocysteine, penicilla-
nnine, nnethylcysteine, thioglycol, thioazijnzuur en anderen behoren. 
De beschermende werking werd in deze gevallen inhet dierexperiment 
bepaald. Van verschillende van deze verbindingen werd echter in an­
dere proefopstellingen wel een beschernnende werking aangetoond 
(Grant en Vos, 1962;Hollaender en Stapleton, 1956b; Dewey, 1963b). 
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De thiolverbindingen blijken in het a lgemeen al leen de s t r a l ings ­
effecten te kunnen bel'nvloeden, indien zij tijdens de bestrading aan­
wezig zijn. Kankel et a l . (1956) beschreven echter een beschermend 
effect van cysteine, gegeven na bes t ra l ing van Glis glis tijdens een 
win te rs laap . Deze r e su l t a t enkondenech te rn ie tbeves t igdwordendoor 
Smith (i960) in een vergel i jkbaar onderzoek bij de Citellus t ' r idecem-
l ineatus . Ook Val 'dshteyn (1963) nam een beschermend effect waar 
van cysteamine, indien dit gegeven werd na bes t ra l ing v a n E . coli B 
en B / r en bes t ra l ing en toevoeging van cysteamine plaatsvonden in af­
wezigheid van zuurstof. 

Door Morkovin en Puck (1958) werd voor het e e r s t bij geïsoleerde 
zoogdiercel len de beschermende werking van AET aangetoond. Ook 
Bases (1959) en Kelley en Wheeler (1961) konden in eenzelfde proef­
opstelling een beschermend effect van enkele amino-thiolverbindingen 
demons t r e r en . Oftedal et a l . (1958) namen daarentegen in eenk ippe -
fibroblastenkweek geenbeschermend effect van cysteine en cysteamine 
waar . Daar geen dezer onderzoekers de beschermende stof na het 
bes t r a l en verwijderde en de cel len hierdoor langdurig aan de v e r ­
binding werden blootgesteld, konden s lechts lage doser ingen gebruikt 
worden. Door Vos et a l . (1962) werd echter aangetoond, dat ookhoge 
doser ingen in de door Puck en Marcus (1955) ontwikkelde kweektech­
niek konden worden toegepast éUs de thiolverbindingen na de be s t ra l ing 
grondig werden ui tgewassen. Enige mededelingen over dit onderzoek 
werden reeds gedaan door Verg roesen et a l . (1961, 1962, 1963, 1964) 
en door Vos et a l . (1962). Op grond van deze resu l ta ten werd als 
werkhypothese aangenomen, dat de mate van de beschermende wer ­
king van verschi l lende thiolverbindingen ee rde r afhankelijk is van de 
concentrat ie aan thiolaat-groepen in het mediunn, dan van de totale 
th io l -concent ra t ie . De juistheid van deze veronders te l l ing kononder -
zocht worden door gebruik te nnaken van thiolverbindingen met ui teen­
lopende pK-waarden van de thiolgroepen. Verde r kon door var ia t ie 
v a n d e pH van het medium de verhouding t a s s e n thiolaat- en thiol­
groepen bij één concentrat ie van eenbepaalde thiolverbinding bethvloed 
worden. Tenslotte werd de invloed nagegaan van versch i l len in t e m ­
pera tuur tijdens de incubatieperiode voor de bes t ra l ing , daar uit de 
l i t e ra tuur gegevens bekend waren, dat h ierdoor de cel lu la i re opnancie 
althans bij bac ter iën , beitivloed kon worden (Stapleton, I96O). 

In dit hoofdstuk zullen achtereenvolgens de volgende onderwerpen 
behandeld worden: 

a. De invloed van de concentrat ie op de beschernnende werking 
van cys teamine, d- en 1-cysteine, AET, 1-glutathion, honno-
cysteine en penici l lamine (VI. 2. ) . 

b . De invloed van de pH op de beschermende werking van enkele 
aminothiolverbindingen (VI. 3. ) . 

c. De invloed van de tempera tuur op de beschermende werking 
van cysteamine (VI. 4 . ) . 

d. Uitbreiding van het onderzoek met enkele thiolverbindingen, 
welke geen NH2-groepen bevat ten (VI. 5. ) . 

VI. 2. De invloed van de concentrat ie op de beschermende werking van anni-
nothiolverbindingen. 

De verbeter ing van het beschermende effect van cysteamine, 1 -
cysteine en AET door verhoging van de concentrat ie werd reeds e e r ­
der beschreven door Vos et a l . (1962). Enkele resul ta ten van dit on­
derzoek zijn weergegeven in figuur 13. Verhoging van de cys teamine-
concentrat ie boven 32 nnM bleek het beschermende effect niet m e e r te 
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k u n n e n v e r g r o t e n e n ook m e t d e h o o g s t e t o e g e p a s t e c o n c e n t r a t i e v a n 
1 - c y s t e i n e (128 m M ) kon g e e n g r o t e r e D R F v e r k r e g e n w o r d e n d a n o n ­
g e v e e r 3 , 7 . B i j T - c e l l e n w a s de m a x i m a a l t e v e r k r i j g e n D R F m e t 
A E T b e l a n g r i j k l a g e r d a n m e t c y s t e a m i n e , n a m e l i j k o n g e v e e r 2, 7 . 
V a n A E T is b e k e n d , d a t h e t zel f n i e t w e r k z a a m i s d o c h b i j n e u t r a l i ­
s e r e n k a n o v e r g a a n in v e r b i n d i n g e n , d i e e e n v r i j e - S H - g r o e p b e z i t t e n . 
V o l g e n s D o h e r t y e t a l . (1957) k u n n e n de v o l g e n d e r e a c t i e s o p t r e d e n : 
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V a n d e 6 nnoge l i jke r e a c t i e p r o d u k t e n z i j n s l e c h t s M E A ( c y s t e a m i n e ) e n 
M E G t h i o l v e r b i n d i n g e n . A f h a n k e l i j k v a n d e w i j z e v a n o p l o s s e n v a n h e t 
A E T - H B r zou t e n de n o o d z a k e l i j k e n e u t r a l i s e r i n g v a n d e o p l o s s i n g to t 
e e n f y s i o l o g i s c h e pH z u l l e n z i c h v e r s c h i l l e n d e e v e n w i c h t e n k u n n e n i n ­
s t e l l e n . D a a r h i e r d o o r d e i n t e r p r e t a t i e v a n d e r e s u l t a t e n u i t e r m a t e 
w o r d t b e m o e i l i j k t , w e r d A E T n i e t m e e r in he t v e r d e r e o n d e r z o e k b e -
t r o k k e n , 

In d e b o v e n v e r m e l d e r e e k s e x p e r i m e n t e n w e r d d e i n c u b a t i e d u u r 
g e v a r i e e r d t u s s e n 10 e n 30 m i n u t e n . De i n v l o e d v a n d e z e v a r i a b e l e op 
d e b e s c h e r m i n g d o o r t h i o l v e r b i n d i n g e n i s o n v o l d o e n d e n a g e g a a n . O m 
d e z e m o g e l i j k e i nv loed u i t t e s c h a k e l e n w e r d d a a r o n n d e i n c u b a t i e d u u r 
op 10 m i n u t e n v a s t g e s t e l d . T e v e n s w e r d in d e b o v e n o m s c h r e v e n e x ­
p e r i m e n t e n e e n m e t b i c a r b o n a a t g e b u f f e r d e k w e e k v l o e i s t o f g e b r u i k t , 
w a a r d o o r de pH v a n h e t m i l i e u t i j d e n s d e p r o e f g e l e i d e l i j k o p l i e p v a n 
7, 4 to t o n g e v e e r 8, 0 . O m d a t in h e t v e r d e r e o n d e r z o e k b l e e k , d a t d e 
pH e e n d u i d e l i j k e i nv loed h a d op d e w e r k i n g v a n d e a n n i n o - t h i o l v e r -
b i n d i n g e n , w e r d in d e v o l g e n d e e x p e r i m e n t e n o p n i e u w h e t v e r b a n d b e -
p a a l d t u s s e n c o n c e n t r a t i e e n ef fec t v a n c y s t e a n n i n e en 1 - c y s t e i n e d o c h 
nu b i j e e n c o n s t a n t e pH (7, 3 - 7 , 4 ) . T e v e n s w e r d e n de v o l g e n d e ann i -
n o - t h i o l v e r b i n d i n g e n m e d e in h e t o n d e r z o e k b e t r o k k e n : d - c y s t e i n e , 
h o n n o c y s t e i n e , 1 - g l u t a t h i o n en p e n i c i l l a m i n e . De e e r s t g e n o e n n d e stof 
w e r d o n d e r z o c h t o m d e i nv loed v a n d e g e w i j z i g d e s t e r i s c h e con f igu ­
r a t i e in v e r g e l i j k i n g t o t 1 - c y s t e i n e n a t e k u n n e n g a a n . De a n d e r e v e r ­
b i n d i n g e n h e b b e n h o g e r e p K - w a a r d e n v a n de t h i o l g r o e p e n d a n c y s t e a ­
m i n e e n d a a r d o o r b i j p H 7, 3 e e n l a g e r e t h i o l a a t c o n c e n t r a t i e . H o m o ­
c y s t e i n e e n p e n i c i l l a m i n e w e r d e n t e v e n s o n d e r z o c h t , o m d a t K o c h (19 57) 
en B a c q e n A l e x a n d e r (1961) g e e n b e s c h e r n n e n d e w e r k i n g v a n d e z e 
v e r b i n d i n g e n k o n d e n w a a r n e m e n , t e r w i j l d e z e op g r o n d v a n o n z e w e r k ­
h y p o t h e s e w e l , z i j h e t in g e r i n g e r e m a t e d a n v a n c y s t e a m i n e , t e v e r ­
w a c h t e n v a s . D e d o s i s r e d u c t i e f a c t o r e n , v e r k r e g e n nnet d e v e r s c h i l l e n ­
de c o n c e n t r a t i e s v a n g e n o e m d e s tof fen , w e r d e n b e r e k e n d op de w i j z e 
a l s b e s c h r e v e n in I I . 7 . , en z i j n v e r n n e l d in t a b e l 1 1 . 
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FIGUUR 13 

FI6DDR 13 
rontgendosis (rad) 

Overlevingspercentages van cellen, bestraald na een 10 tot 30 minuten durende incubatie met 
verschillende concentraties cysteamine (4 mMA , 16 mMa, 32 mMv ) , 1-cysteine (4 m M & , 
16 mMv, 128 mM + ) en AET (4 mM x, 16 mMa, 128 m M e ) : 
de pH liep tijdens de experimenten op van 7,4 tot ongeveer 8,Q, 
curve a; onbehandelde cellen o o curve b: cellen behandeld met 128 mM AET • e 

curve c: cellen behandeld met 32 mM cysteamine v v 

Tabel 11. Dosisreductiefactoren, verkregen na 10 minuten incubatie met verschillende con­
centraties van een aantal amino-thiolverbindingen. 
De Incubatie werd bij pH 7,3 uitgevoerd. 
Amlno-thiolverblnding DRF bij verschillende concentraties (mM) 

8 16 32 40 64 80 100 

cysteamine 
1-cysteine 
d-cysteine 
homocysteine 
1-glutathion 
penicillamine 

3.0 
1.7 
1.4 

-
1,1 
1.1 

3,5 
3,2 
2,8 
1.5 
1.2 
1.2 

4.3 
3.3 

3,1 
1.7 
1.5 
1.2 

. 
-
-
-

1.6 

-

4,8 
4.4 

-
2.0 

1,6 
1,5 

» 
-
-
-

1.7 

-

_ 
-
-
-

2,0 
1,6 

Uit de resultaten van dit onderzoek kan geconcludeerd worden, dat 
verhoging van de concentratie bij gelijkblijvende incubatieduur, pHen 
temperatuur, bij alle onderzochte verbindingen leidt tot een vergroting 
van de DRF. De hoogste DRF, welke met cysteamine en cysteine kon 
worden bereikt, bedroeg ongeveer 4,5. Bij de andere verbindingen 
kon de DRF van 4, 5 niet verkregen worden, tenzij zeer hoge door de 
cellen nauwelijks te verdragen, concentraties werden gebruikt. Opval­
lend is de geringere werking van d-cysteine in vergelijking met equi-
nnolaire concentraties van 1-cysteine. Hoewel het verschil kwantitatief 
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pK 

8,5 + 0,14 

8,9 +0,20 
9.3 ± 0 , 0 7 
9,7 + 0 . 2 1 

10,8 +0,08 

»-S-
(bij 

bi j pH 7,4 
benadering) 

7,4 

3,0 

1,2 
0,4 
0,04 

niet groot was, bleek dat e r een gering effectvan de s t e r i sche s t r u c ­
tuur op de beschernning nnoet bes taan . Overeenkomstige waarnemin­
gen werdengedaan doorDevik (1954). Pat t (1955) nannechter geen v e r ­
schil in beschernnende werking waar tussen d- en 1-cysteine bij b e ­
s t raa lde muizen. Bij vergeli jking van de gegevens, vernneld in de t a ­
bellen 11 en 12, blijken de versch i l len in beschernnend effect van equi-
mola i re concentrat ies van de onderzochte verbindingen in goede over ­
eenstennming met de veronders te l l ing , dat de beschernnende werking 
niet bepaald wordt door de concentrat ie van de SH-groepen, doch door 
de concentrat ie van de th io laa t -groepen. Een uitzondering opde regel 
werd gevormd door 1 - glutathion. 

Tabel 12. pK-waarden van de thiolgroepen en thlolaatconcentraties bij pH 7,4 van enige 
amino-thiolverbindingen. 

Amino-thiolverbinding 

cysteamine 

cysteine 

glutathion 
homocysteine 
penicillamine 

R e e d s e e r d e r w e r d b e s c h r e v e n , d a t o n d e r b e p a a l d e o m s t a n d i g h e ­
d e n d e v e r l a g i n g v a n d e z u u r s t o f s p a n n i n g v a n h e t m e d i u m d o o r o x y d a ­
t i e v a n c y s t e a m i n e be l ang ; : i j k to t d e b e s c h e r m i n g k a n b i j d r a g e n ( V e r ­
g r o e s e n e t a l . 1 9 6 3 ) . B e h a n d e l i n g v a n d e c e l l e n in e e n g e s l o t e n , g e h e e l 
m e t c y s t e a m i n e o p l o s s i n g g e v u l d , k w e e k b a k j e r e s u l t e e r d e in e e n v e e l 
g r o t e r e o v e r l e v i n g d a n w e r d g e v o n d e n o n d e r d e n o r n n a a l g e b r u i k t e 
i n c u b a t i e o m s t a n d i g h e d e n , w a a r b i j e e n 2 to t 3 nnm d i k v l o e i s t o f l a a g j e 
in o p e n c o n t a c t m e t l u c h t s t o n d . C y s t e a m i n e e n c y s t e i n e z u l l e n b i j g e ­
l i j ke p H m e e r a a n o x y d a t i e o n d e r h e v i g z i j n , d a n d e t h i o l v e r b i n d i n g e n 
m e t e e n h o g e r e p K - w a a r d e . De v e r s c h i l l e n in w e r k z a a m h e i d v a n d e z e 
s tof fen k u n n e n d a a r o n n ook v e r k l a a r d w o r d e n d o o r v e r s c h i l l e n in de 
nnate v a n h y p o x i e in h e t m e d i u n n . I n e e n r e e k s v a n e x p e r i m e n t e n w e r d 
d a a r o n n g e t r a c h t d e m o g e l i j k e i nv loed v a n d e o x y d a t i e u i t t e s c h a k e l e n , 
d o o r t i j d e n s d e i n c u b a t i e h e t g e h e l e e x t r a - c e l l u l a i r e m i l i e u a n o x i s c h 

Tabel 13. Dosisreductiefactoren, verkregen na incubatie gedurende 10 minuten bij pH 7,3 
onder anoxische omstandigheden met verschillende concentraties van enige 
amlno-thlolverblndingen. Tijdens de stikstofoverleiding werd 4 ml oplossing 
in de kweekschalen gelaten. Oe ORF ten gevolge van anoxie zonder thiolverbin­
ding bedroeg ongeveer 2,1. 

Verbinding DRF bij verschillende concentraties (mM) onder anozie 
8 16 32 64 100 

cysteamine 
1-cysteine 
d-cysteine 

homocysteine 
1-glutathion 
penicillamine - 2,7 3,1 2,8 3,8 

4,1 
3,5 
3,2 
3.4 

-
-

4,5 
4,0 
3,3 
3.7 
2.7 
2,7 

4,7 
4,5 
4,0 
3,7 
2,8 

3,1 

-
-
-

3,8 

-
2,8 
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te nnaken door het over le iden van stikstof. De resu l ta ten van het on­
derzoek naar de beschernnende werking van enkele amino- th io lver ­
bindingen bi jpH 7, 3 onder anoxische omstandigheden zijn weer gegeven 
in tabel 13. De versch i l len in beschermende werking van equimolaire 
concentra t ies bleken dus ook onder anoxie te blijven bes taan , hoewel 
de versch i l len tussen de verbindingen wel ger inger zijn dan bij een 
normale zuurstofspanning in het kweekmediunn. 

VI. 3. De invloed van de pH op de beschermende ^werking van annino-thiol-
verbindingen. 

Indien de verschi l len in beschernnende werking van equinnolaire 
concentra t ies van de amino-thiolverbindingen inderdaad zouden b e ­
rus ten op versch i l l en in de bere ik te concentrat ie van de -S~-ionen-
in de incubatievloeistof, dan zou door var ia t ie van de pH bij constante 
concentrat ie van elk dezer verbindingen soortgelijke versch i l len in 
beschermend effect waargenomen nnoeten worden. 

In hoofdstuk III is beschreven dat, de cel len in staat zijn pH-
va r i a t i e s tussen 6, 3 en 8, 3 gedurende tenminste 30 minuten te door ­
staan, zonder dat verander ingen in het kolonievormende vermogen of, 
inde stral ingsgevoeligheid konden worden waargenomen. De resul ta ten 

». -vO 

a i - : 

0.01-

aooi 
PIGDDR 14 

— 1 — 
1000 2aM 

rontgendosis (rad) 

—I 
3000 

Invloed van de pH van het medium op de overleving na bestraling en Incubatie met 16 mH cy­
steamine (pH 6,3 : + . pH 7,3 : •, pH 8.3 : o) en 32 mM 1-cysteine (pH 6,3 : A , pH 7,3 : v-, 
pH 8,3 : & ). De DMC a geeft de stralingsgevoeligheid weer van de gebruikte sublUn Tki M . 
Het aantal experimenten, waarop de standaardafwijking werd berekend is tussen ( ) aangegeven. 
Oe curven b, c en d geven bij benadering de stralingsgevoeligheid weer na incubatie bij res­
pectievelijk pH 6,3, 7,3 en 8,3 met 16 mH cysteamine of 32 mM l-cysteine. 
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van eenvoorbehandeling van de cellen nnet 16 nnM cysteamine en 32nnM 
1-cysteine bij pH 6,3, 7,3 en 8,3 (zie II. 2) zijn weergegeven in fi­
guur 14. De dosisreductiefactoren, verkregen na behandeling nnet 
16 mM cysteamine bij pH 6, 3, 7, 3 of 8, 3 bedroegen respectievelijk 
2,3, 3, 5 en 4,8; ook voor 32 mM 1-cysteine werden, onder invloed 
van de pH, variaties in de DRF gevonden van gelijke grootte-orde. 

Op grond van dezelfde overwegingen als in VI. 2 naar voren wer­
den gebracht, werd het voorgaande experinnent met cysteannine onder 
anoxische omstandigheden herhaald. In tabel 14 zijn de resultaten 
weergegeven van een anoxische behandeling met 8 of 16 mM cystea­
mine bij verschillende pH. Hoewel de verschillen niet groot zijn, 
blijken zij bij toepassing van de "Sign-test" (Tate en Clelland, 1959) 
significant te zijn op het 5% niveau. Zij kunnen niet verklaard worden 
door de invloed van de pHop de overleving na bestraling onder anoxie, 
daar in IV. 3. werd aangetoond, dat deze invloed voor zoveraanwezig, 
zeer gering is. 

Tabel 14. Invloed van depB van het medium op de stralingsgevoeligheid van T^v- en T]̂ va-
cellen na een incubatie met 8 en 16 mM cysteamine onder anoxische omstandig­
heden. 

Experiment Cysteamine- Rontgendosis Overleving (%) na bestraling 
nummer concentratie (mM) (rad) bij pH 

6,3 6,9 7,3 7,9 8,3 

1 

2 

3 

4 

5 

8 

8 

S 

8 

16 

1700 

2000 

2000 

2400 

1800 

2000 

8,6 

7,9 

7,1 

2,7 

8.7 

10,5 

13,8 

8,5 

9,1 

3,4 

8,8 

17,0 

26,1 26,0 

10,0 11.8 

9.8 

4,9 

15,8 

19,3 

16 1800 11.3 12,9 17,2 
2400 3,4 7,6 

VI. 4. De invloed van de tennperatuur op de beschermende werking van cys­
teamine. 

Door Kohn en Gunter (1959) werd beschreven dat E. coli B/r be­
langrijk minder door cysteine tegen röntgenstraling werdbeschermd, 
indien de temperatuur tijdens de incubatieperiode werd verlaagd van 
22°C tot O, I C . De tennperatuurdaling als zodanig beïnvloedde de 
stralingsgevoeligheid niet. Ook Stapleton (I960) vond bij E. coli B/r 
een duidelijke invloed van de temperatuur op de beschernnende wer-, 
king van een thiolverbinding, Cysteamine bleek in zijn experimenten 
ongeveer 10 maal effectiever te zijn bij 37°C dan bij 0-4°C.Hij con­
cludeerde op grond van deze gegevens tot het bestaan van een actief 
biochemisch proces, noodzakelijk voor de opname in de cel en/of de 
interactie tussen de beschermende stof en de gevoelige plaatsen in de 
cel. Grayevskiietal. (1964) beschreven overeenkomstige resultaten 
bij Ehrlich ascitestumorcellen. De invloed van de tennperatuur opde 
werking van cysteannine bleek ook in ons systeem duidelijk aantoonbaar 
en werd bepaald op de manier beschreven in II. 4. In figuur 15 zijnde 
resultaten weergegeven van een 10 minuten durende incubatie met 8 
en 16 nnM cysteamine bij pH 7, 3 en 2°C of iT^C. Zoals in III, 3. werd 
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vermeld hebben deze t empera tuurversch i l l en geen duidelijke invloed 
op de overleving van de onbehandelde cel len. Zo e r al een versch i l 
bes taa t , is de overleving na bes t ra l ing bij 2°C be te r dan bij 37°C. 

te 10-

FIGUUR 15 1000 
rtintgendosis (rad) 

Invloed van de temperatuur van het medium op de overleving na bestraling en incubatie bij 
pH 7,3 met cysteamine in de concentraties van O mM (2° C •, 22°C o, 370C x), 8 mM (2°C &, 
3 7 ° C A ) of 16 mM (2°C V, 2 2 ° C T , 3 7 ° C V ) . Oe DMC § geeft de stralingsgevoeligheid weer van 
de gebruikte sublljn T,vc (o). De curven Ë en s geven bij benadering de stralingsgevoelig­
heid van de cellen weer na een incubatie met 16 mM cysteamine bij respectievelijk 2°C en 37°C. 
Het aantal experimenten, waarop de standaardafwijking werd berekend. Is tussen ( ) aangegeven 

Het beschermende effect van cysteamine uitgedrukt inde DRF is ech­
t e r bij 37°C bijna tweemaal g ro te r dan bij 2 C. Bij het be spreken van 
de resul ta ten in het volgende hoofdstuk zal nader op de betekenis van 
deze gegevens worden ingegaan. 

VI. 5. De beschermende werking van enkele andere thiolverbindingen. 

De in VI. 2. en VI. 3. beschreven resul ta ten bleken in overeen­
stennming te zijn met onze werkhypothese, dat de beschermende wer ­
king van de amino-thiolverbindingen afhankelijk is van de bereikte 
th iolaat -concentra t ie in het nnedium. In het volgende onderzoek werd 
nagegaan of deze veronders te l l ing ook geldt voor die thiolverbindingen, 
waarbij de NH2-groep vervangen is door andere groepen. 

In dit onderzoek werden betrokken: 
dimethylaminoethaanthiol (pK-waar de 
dlethylaminoethaanthiol ( " " 

a. 
b . 
c. 
d. 

thioglycol 
hydroxycysteine 
thiolglycolzuur 

8,0 + 0,1 ) 
8,0 + 0,03) 
9,6 + 0,03) 

10.3 + 0,6 ) 
10,7 + 0,1 ) 
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De resultaten van een 10 minuten durende incubatie bij pH 7, 3 met 
de onder a. en b. genoemdeverbindingenzijnvermeld intabel 15. Ter 
vergelijking zijn tevens de dos is reductiefactoren bijgevoegd, verkregen 
na incubatie met cysteamine onder overeenkomstige omstandigheden. 

Tabel 15. Dosisreductiefactoren, verkregen na incubatie gedurende 10 minuten bij pH 7,3 
met 16 en 32 mM dimethyl- en dlethylaminoethaanthiol. 
Tbr vergelijking zijn tevens de overeenkomstige waarden voor cysteamine vermeld. 

Ihiolverblndlng 

dimethylaminoethaanthiol 

dlethylaminoethaanthiol 
cysteamine 

pK-waarde 
thiolgroep 

8,010,10 
8,0 + 0,03 
8,5 + 0,14 

Ooslsreductiefactor bij verschillende 
concentraties (mH) 

16 

-
2,2 
3,5 

32 64 

2,3 3,4 

2.5 
4,3 4,8 

Uit deze gegevens kan geconcludeerd worden, dat vervanging vande 
NH2-groepdoor N(CH3)2 - of N(C2H5)2-groepen, eenbelangrijke ver­
nnindering van het beschermend vermogen geeft. Op grond van de pK-
waarden werd juist het tegenovergestelde verwacht. De mogelijkheid 
bestaat, dat het betrekkelijk geringe beschermende effect van dinne-
thyl- (en diethyl-) aminoethaanthiol toe te schrijven is aan een trager 
verlopende cellulaire opname, dan bij cysteamine. De cellulaire op­
name is in dat geval mogelijk te vergroten door een verlenging vande 
incubatieduur. Daar beide verbindingen bij pH 7, 3 aan een niet ver­
waarloosbare oxydatie onderworpen zijn, werd dit effect onder anoxie 
nagegaan. Hoewel nog lang niet een met cysteamine vergelijkbar e DRF 
werd verkregen blijkt uit tab el 16,dat een verlenging vande incubatie­
duur wel resulteerde in eenverbetering van de beschermende werking. 

T^bel 16. Invloed van de incubatieduur op de DRF, verkregen na een behandeling met 16 m 
cysteamine en dimethylaminoethaanthiol bij pH 7,3 onder gelijktijdige anoxie. 

Thiolverbinding Incubatieduur 
(min) 

dimethylaminoethaanthiol 10 
15 

idem 10 
20 

Ooslsreductlefactoren 
anoxie 16 mM +acoxle 

2,0 
2,0 

2,2 
2,2 

2.5 

2,9 

2,2 
2,5 

cysteamine 10 2,2 4.7 
20 2,2 4,6 
30 2,2 4,8 

Op grond hiervan kan mogelijk geconcludeerd worden, dat dimethyla­
minoethaanthiol nnoeilijker door de cel wordt opgenomen dan de andere 
thiolverbindingen. Opgemerkt dient hier nog te worden, dat de boven­
vermelde pK-waarde van dlethylaminoethaanthiol nnogelijk onjuist is. 
Hoewel deze pK op dezelfde wijze werd bepaald als vande andere ver­
bindingen, vermeld Hagen (1957) enige gegevens, die doen vermoeden 
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dat genoennde pK in feite hoger is dan van cysteamine en cysteine. 
Hagen bepaalde namelijk de oxydatiesnelheid van cys teamine , cysteine, 
dlethylaminoethaanthiol en thioglycolzuur, die onder zijn omstandig­
heden 25, 4, 17 ,3 , 13, 7 en 1, 8 mm^ 02 per uur bedroeg. Daar de oxy­
datiesnelheid onder andere afhankelijk is van de pK-waarde van de 
thiolgroep, zou op grond van deze gegevens de waa rgenomenbesche r -
ming door dlethylaminoethaanthiol wel geco r re l ee rd zijn met de pK-
waarde . 

Een verhoging vande pK-waarde door vervanging vande NH2-groep 
van cysteamine en cysteine door -OH (thioglycol, respect ievel i jk hy­
droxycysteine) r e su l t ee rde eveneens in een verminder ing van het b e ­
schermende effect in vergeli jking tot de analoge aminothiolverbindin­
gen (tabel 17). 

Tabel 17. Oosisreductiefactoren, verkregen na incubatie gedurende 10 minuten bij pH 7,3, 
met verschillende concentraties van thioglycol, hydroxycysteine en thioglycol­
zuur. Ter vergelijking zijn de overeenkomstige waarden voor homocysteine bij­
gevoegd. 

Ihlolverbindlng 

homocysteine 

thioglycol 

hydroxycysteine 

thioglycolzuur 

pK-waarde 
thiolgroep 

9.7 i 0,21 

9,6i0,03 

10,310,6 

10,7 i 0,10 

Dosisreductiefactoren bij verschillende 
concentraties (mM) 

16 

1,5 
1,5 

-
-

32 

1,7 
1.7 

1,2 
1,2 

64 

2,0 
2,4 

1,4 
1,4 

100 

-
2.9 

1,7 
1,5 

200 

. 
4,6 

2.3 

1,9 

Ook bij thioglycolzuur bleek de beschermende werking niet geheel 
te verdwijnen, hoewel hogere concentra t ies nodig waren om een duide­
lijk effect te boeken ( tabel 17). Binnen deze groep thiolverbindingen 
bleek de werkhypothese betreffende de invloed van de pK-waarde dus 
van kracht te blijven. 

Tabel 18. Dosisreductiefactoren, verkregen na incubatie gedurende 10 minuten onder anoxische 
omstandigheden bij pR 7,3 met verschillende concentraties van de vermelde thiol­
verbindingen. Voor cysteamine en 1-glutathion werden de gemiddelde waarden gegeven 
van een groter aantal experimenten (zie tabel 11). 

I&lolverblndlng Oosisreductiefactoren bij verschillende 
concentraties (mH) onder anoxie 

O 16 32 64 

dlBetiiylaninoethasnthiol 

diethylaminoethaanthiol 

cysteamine (gemiddelde) 

l-glutathlon (gemiddelde) 

thioglycol (Ie exp.) 

,, (2e exp.) 

hydroxycysteine (Ie exp.) 

i. (2e exp.) 

thioglycolzuur (Ie exp.) 

,, (3e exp.) 

(3e exp.) 

2,0 
2,2 
2,5 
2,5 
2,5 

2,2 

2,2 
1,7 

2,1 
2.3 
2,2 

2,5 

2,2 
4,5 
2,7 

-
-
-
2,6 

-
-
-

3,0 

-
4,7 
2,8 
3,8 

3,7 

3,0 
2,8 

2,7 

2,6 
2,5 

2,9 

-
-
-
-
4,3 

2,7 

-
-
2,7 

-
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Om dezelfde redenen, als vermeld in VI. 2 . , werden boven b e ­
schreven exper imenten herhaald onder anoxische omstandigheden. 
De resul ta ten , ve rk regen bij enkele experimenten, zijn sannengevat 
in tabel 18. Ter vergeli jking zijn tevens de dosisreduct iefactoren v e r ­
nneld, die ve rk regen werden na bes t ra l ing onder anoxie in hetzelfde 
exper iment , waar in het effect van de geconnbineerde behandeling werd 
nagegaan. Alle onderzochte thiolverbindingen oleken een, zij het sonns 
ge r inge , verbe te r ing van de DRF te geven, inve rge l i jk ing to tdeDRF 
ten gevolge van anoxie al leen. 

VI. 6. Samenvatting. 

De resul ta ten van de experimenten, die in dit hoofdstuk werden 
beschreven , kunnen als volgt worden sannengevat: 
1. Verhoging van de concentrat ie van de thiolverbindingen leidde in 

het onderzochte concentrat iegebied tot e e n v e r g r o t i n g v a n d e D R F . 
2. Binnende groep van amino-thiolverbindingenbleekbi j equimolaire 

concentrat ies een lagere pK-waarde van de thiolgroep gecor re l ee rd 
te zijn met een hogere beschermingsgraad , met uitzondering van 
1 -glutathion. 

3. d-Cysteine beschermde minder dan 1-cysteine in gelijke concen­
t r a t i e s , waardoor het bes taan van een s te r i sche factor aanneme­
lijk werd gemaakt . 

4. Een verhoging van de t empera tuur tijdens de incubatie nnet cys tea­
mine van 22°C tot 37°C resu l t ee rde i n e e n v e r b e t e r i n g v a n d e b e -
schermende werking. Een verlaging van de t empera tuur tot 2*'C 
verminderde daaren tegenhe t beschermende effect van cys teamine . 

5. Bij vervanging van de -NH2-groep van cysteamine door -N(CH3)2 
of -N(C2H5)2 bleek, ondanks de l agere pK-waarden, de b e s c h e r ­
mende werking van deze verbindingen nninder te zijn dan van cys ­
teamine . Dit resu l taa t kan wellicht in hoofdzaak toegeschreven 
worden aan een t r a g e r verlopende opname in de cel vanhet dinne-
thyl- of dlethylaminoethaanthiol . 

6. Een verhoging van de pH van het medium, tijdens de incubatie met 
een der onderzochte thiolverbindingen, leidde steeds tot een dui­
delijke verbe te r ing vanhet beschermende effect, terwij l eendal ing 
van de pH in een lagere DRF r e s u l t e e r d e . 

7. Alle onderzochte thiolverbindingen bleken bij gebruik onder anoxi­
sche omstandigheden een verbe te r ing te geven van het be sche r ­
mende effect, dat met anoxie al leen ve rk regen kon worden. De 
invloed van de pK-waarde van deze stoffen en van de pH van het 
medium op de nnate van de s t ra l ingsbescherming bleef, zij het in 
mindere nnate,-ook onder anoxische omstandigheden duidelijk waa r ­
neembaar 
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H o o f d s t u k V I I 

BESPREKING VAN DE RESULTATEN 

De resu l ta ten betreffende de s t ra l ingsbescherming door th io lver­
bindingen zullen thans beoordeeld worden in verband met de in hoofd­
stuk I ve rmelde werkhypothese waar in werd gepostuleerd, dat de b ^ 
schernnende werking van een thiolverbinding geco r re l ee rd is met dS' 
thiolaatconcentrat ie inhet medium. Uit de resu l ta ten vermeld in hoofd^ 
stuk VI blijkt dat i n het a lgemeen eenverhoging van de extracellulairff 
thiolaatconcentrat ie r e su l t ee r t in e e n v e r b e t e r i n g v a n d e b e s c h e r m e n ^ 
de werking van een thiolverbinding. Indien aangenomen wordt dat er 
een r ech t s t r eeks verband bes taa t tussen de ex t r a - en in t racel lu la i re 
thiolaatconcentrat ie zou hierui t geconcludeerd kunnen worden dat de 
beschermende werking door de thiolaatgroepen wordt uitgeoefend. Het 
is echter niet uitgesloten dat de beschermende werking toegeschreven 
moet worden aan de in t race l lu la i re thiolgroepen, wanneer aangeno­
men wordt dat de ex t race l lu la i re thiolaatconcentrat ie een invloed heeft 
op de cel lu la i re opname van de thiolverbindingen. O m e e n k e u s tussen 
beide mogelijkheden te kunnen maken is het nodig om een inzicht te 
verkr i jgen in de re la t ie tussen de ex t r a - en in t race l lu la i re thiol- en 
th lo laa tconcentra t ies . Bezien wij nu in dit verband de ve rk regen r e ­
sultaten, dan komen de volgende punten naar voren: 

1. Een verhoging van de concentrat ie van de thiolverbindingen in de 
incubatievloeistof ve roorzaak t een toeneming van de beschermende 
werking. Wij hebben n i e t onderzocht of een verhoging van de ex t r a -
ce l lu la i re concentrat ie geco r re l ee rd is nnet een verhoging van de in­
t r ace l lu la i r e concentra t ie . Door Ré-véez en Bergs t rand (1963)werd 
echter aangetoond dat de in t race l lu la i re , niét aan eiwit gebonden, 
thiolconcentrat ie van Ehr l ich asci testunnorcel len inderdaad eenfunctie 
is van de ex t race l lu la i re cysteannineconcentrat ie. De in t racel lu la i re 
toename bleek echter wel achter te blijven bij een ex t race l lu la i re s t i j ­
ging van de thiolconcentra t ie . Révész en Bergs t r and vonden hierbi j 
een duidelijke cor re la t i e tussen de toename van de DRF, die door ons 
werd waargenomen en de stijging van de in t race l lu la i re thiolconcen­
t ra t i e bij toepassing van dezelfde cys teamineconcent ra t ies . Door 
Zwenk et a l . (1965) werden overeenkonnstige waarnemingen gedaanbij 
de T-cel l i jn . Hoewel deze gegevens dus wel in overeenstennming zijn 
met wat op grond van onze hypothese verwacht zou mogen worden, 
geven zij geen informiatie omtrent de vraag of het de in t race l lu la i re 
th iolaat- dan wel de thiolconcentrat ie i s , die van belang is voor de 
beschermende werking. 

2. Een verhoging van de tempera tuur tijdens de incubatie tot iJOC 
resu l t ee rde in een duidelijke verbe te r ing van de beschermende wer ­
king van cysteannine in vergeli jking tot de resul ta ten na incubatie bij 
22°C. Een verlaging van de tempera tuur tot 20C verminderde daa ren ­
tegen het beschermende effect. Ook de invloed vanverschi l lende t em­
pe ra tu ren op de ce l lu la i re opname van ^^g-cysteamine werd door 
Zwenk et a l . (1965) nagegaan. Bij 2°C bleek minder ^^g .gemerk t 
ma te r i aa l door de cellen opgenomen te worden, dan bij 22°C, terwijl 
bij 37 C duidelijk m e e r werd opgenomen. De invloed van de t empe­
ra tuur op de mate van de s t ra l ingbescherming is op grond van deze 
gegevens dus mogelijk geheel te ve rk la ren a ls een invloed van de t em­
pera tuur op de cel lu la i re opname van thiolverbindingen. 

43 



De beschermende werking van thiolverbindingen werd vergroot 
door de pH van de incubatievloeistof te verhogen van 7, 3 tot 8, 3 en 
ve rminderd door een verlaging van de pH tot 6, 3 . Door deze pH-va r i a -
t ies wordt de ex t race l lu la i re thiolaatconcentrat ie s t e rk beïnvloed. Dit 
gegeven lever t een d i rec te steun op voor de gestelde hypothese in­
dien alleen de ex t race l lu la i re d issocia t iegraad van de thiolverbinding 
in overweging wordt genomen. Daar geen d i rec te in t race l lu la i re pH-
metingen mogelijk zijn, kan nnen echter s lechts g issen naar de re la t ie 
tussen de ex t r a - en in t race l lu la i re pH. Hierdoor is het niet bekend of 
of de d issocia t iegraad van de in t race l lu la i re thiolverbindingen in ge ­
lijke mate ve rander t , als die van de ex t race l lu la i re thiolverbindingen. 
Bij de reeds ve rmelde experimenten van Zwenket a l . (1965) werd ook 
de ce l lu la i re opname van 35s-cysteannine en ^Sg-gygtelne in gelijke 
concentrat ies bij verschi l lende pH onderzocht. Bij pH 6, 3 werd een 
belangri jk ger ingere ce l lu la i re opname van met ^^S-gemerkt ma te r i aa l 
waargenomen dan bij pH 7, 3 terwij l bij pH 8, 3 de opname het grootst 
was . Uit deze resu l ta ten kan geconcludeerd worden, dat de opname 
van de thiolverbindingen door de cel afhankelijk is van de pH van het 
medium. Hiermede is echter niet uitgesloten dat va r i a t i e s inde pH van 
de incubatievloeistof ook de dissocia t ie van de in t race l lu la i re thiol­
groepen kan beïnvloeden. 

De beschernnende werking van equimolaire concentrat ies van de 
verschi l lende thiolverbindingen was in het a lgemeen g ro te r bij de 
stoffen met een lage pK-waarde van de thiolgroep danbi j verbindingen 
nnet een hoge pK-waarde . Daar de thiolaatconcentrat ie , onder over i ­
gens gelijke omstandigheden,bepaald wordt door de pK-waarde vormt 
dit gegeven eenbelangr i jke s teunvoor de juistheid van de werkhypothese 
De g ro te re beschermende werking van de verbindingen met een lage 
pK kan op in t racel lu la i r niveau op twee manie ren ve rk laa rd worden: 
a. De g ro t e re beschermende werking berus t op een ve rg ro te cel lu­

l a i r e opname. Dit zou inhouden dat verbindingen met een lagepK-
waarde be te r door de cel opgenomen worden, mogelijk doordat de 
thiolverbindingen inde t h io l aa tvo rmee rde r de c e l l u l a i r e m e m b r a -
ncienkunnenpasseren. De in VI. 2. en VI. 5. beschreven geringe b e ­
schermende werking van 1-glutathion, dimethyl- en dle thylami­
noethaanthiol, die kleiner was dan op grond vande r e spec t i eve ­
lijke pK-waarden verwacht werd, zou toegeschreven kunnen wor ­
den aan een bemoeili jkte cel lu la i re opname. Bij de reeds ve rmelde 
exper imenten van Zwenk et a l . werd de opname van met 35g-ge-
merk t ma te r i aa l in de cellen bes tudeerd na incubatie m.et gelijke 
concentra t ies 35g-cys teamine, 35g_i-cyste ine en 35g.thioglycol. 
De hierbi j waargenomen versch i l l en waren te gering onn de con­
clusie te mogen t rekken dat de versch i l len in beschermend v e r ­
mogen tussen deze verbindingen inderdaad zouden kunnen b e r u s ­
ten op een ve r sch i l in ce l lu la i re opname. 

b . De versch i l len in beschermende werking be rus t en niet op v e r ­
schil len in ce l lu la i re opname vande thiolverbindingen, doch opde 
verschi l lende thlolaatconcentrat ies die inde cellen zullen optreden 
na opname van gelijke hoeveelheden van de thiolverbindingen, af­
hankelijk van de pK-waarden van de respect ievel i jke thiolgroepen. 
Indien deze veronders te l l ing juis t is kan geconcludeerd worden dat 
de beschermende werking van de thiolverbindingen uitgeoefend 
wordt door de gedissocieerde thiolgroepen. Daar de onder 4 a. 
ve rme lde exper imentele resu l ta ten van Zwenk et a l . s lechts in­
d i rec te gegevens ve r s t r ekken betreffende de feitelijke ce l lu la i re 
opname van de verschi l lende thiolverbindingen zal nog een nader 
o n d e r z o e k v e r r i c h t moeten worden betreffende deze opname. 
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Het voorgaande samenvattende kunnen de volgende voorlopige con­
clus ies getrokken worden. De invloed, die de concentrat ie vande thiol­
verbinding, de t empera tuur en de pH van het medium op de b e s c h e r ­
mende werking uitoefenden, kan geheel ve rk laa rd worcen door de in­
vloed die deze factoren op de cel lu la i re opname van de thiolverbindin­
gen bleken te hebben. Indien de onder 4 a. ve rmelde gegevens van 
Zwenk et a l . bevestigd kunnen worden, kan gesteld worden dat, althans 
wat betreft cys teamine, l - cys te ine en thioglycol, bij incubatie vande 
T-ce l len met gelijke concentra t ies van deze verbindingen onder over i ­
gens gelijke omstandigheden vri jwel gelijke hoeveelhedenhiervan door 
de cellen worden opgenomen. Op grond hiervan kan dan geconcludeerd 
worden dat de grote versch i l l en in beschermende werking van equimo­
l a i r e concentrat ies van deze thiolverbindingen gecor re lee rdz i jnnne t 

de cel lu la i re thlolaatconcentrat ies en niet met de ce l lu la i re thiolcon­
centrat ies« 

In het volgende zal nagegaan worden in hoeve r r e het voorgaande 
het inzicht kan v e r r u i m e n in de wijze waarop dethiolverbindingenhun 
beschermende werking uitoefenen. De inde l i t e ra tuur beschreven v e r ­
klar ingen voor het beschermende effect van thiolverbindingen zijn 
voornannelijk gebaseerd op een v ie r ta l theoriën: 
a. Door oxydatie van de thiolverbindingen wordt anoxie ve roorzaak t . 
b . E r worden gemengde disulfiden gevormd tus s en de th io l -en d i su l -

fidegroepen van s t ral ingsgevoel ige moleculen en de beschermende 
verbindingen. 

c. Radicalen, gevormd door de ioniserende s t ra l ing , worden onscha­
delijk gemaakt door de thiolverbindingen, voordat onhers te lbare 
schade is aanger icht . 

d. De thiolverbindingen t reden als e lekt ron-donors op, waardoor de 
reductiepotentiaal en daa rmede de weers tand van de s t r a l i ngs ­
gevoelige moleculen toeneemt. 

Ad a. Door Gray (1955, 1961), Marcovich (1957), van Bekkum en Brocades 
Zaalberg (I960) en van den Brenk (1963) werd de oxydatie van thiol­
verbindingen, leidende tot een daling van de in t race l lu la i re zuurstof­
concentrat ie a l s een mogelijke verk lar ing van de beschermende w e r ­
king aangenonnen. Zoals in hoofdstuk IV werd beschreven , is d e m a x i -
nnaal be re ikba re DRF door een zo volledig mogelijke anoxie van het 
ex t race l lu la i re nnilieu van de T-ce l len 2 , 6 . Ook in andere proefop­
stell ingen werden overeenkomst ige waarden gevonden bij bes t ra l ing 
onder anoxie. Uit de resul ta ten , ve rmeld in hoofdstuk VI, blijkt dat 
de dosisreduct iefac toren bere ik t bij toepas s ing van voldoend hoge con­
cent ra t ies van verschi l lende thiolverbindingen, belangri jk g ro t e r zijn 
(4, 5 à 5, 0). Hoewel hierdoor de factor oxydatie niet geheel ui tge­
schakeld wordt, wijst dit gegeven wel op het bes taan van andere fac­
toren . Ook de beschermende werking van de thiolverbindingen bij pH 
6,3enonder anoxie, onder welke omstandigheden de factor oxydatie 
ve rwaar loosbaar klein geacht moet worden, kan als argument opgevat 
worden tegen deze verklaringsnnogelijkheid. Soortgelijke waarnemin­
gen werden gedaan door Kohn en Gunter (1959, I960), El ias (I96I) en 
Vsd'dshteyn (1963) bij E . col i . Uit onze exper imenten is gebleken dat 
de ve rminderde beschermende werking van deze stoffen bij pH 6, 3 m 
vergeli jking tot die bij 7, 3 geheel ve rk l aa rd kan worden door d e v e r -
nninderde cel lulaire opname bij pH 6 , 3 . Van den Brenk (1963) heeft 
echter te recht opgenierkt, dat geen van de exper imenten ui ts lui tse l 
geeft over de invloed van de thiolverbindingen op de in t race l lu la i re 
zuurs tofconcentra t ie . Het is i m m e r s mogelijk dat ondanks een anoxie 
van het ex t race l lu la i re mil ieu geenvolledige in t race l lu la i re anoxie b e -



re ikt kan worden. De door de cel opgenomen thiolverbindingen zouden-
dan de in t race l lu la i re zuurstofconcentrat ie nog v e r d e r kunnen doen 
dalen, met als gevolg een verbe te r ing van de bescherming . Met deze 
veronders te l l ing zijn onze gegevens wel in overeenstemnning te b r e n ­
gen, aangezien een hogere thiolaatconcentrat ie in de cel tot een v e r ­
laging van de zuur stof concentrat ie zal kunnen leiden. Een argument 
tegen de stelling van van den Brenk wordt geleverd door de opvallend 
constante DRF ten gevolge van anoxie, die bij gebruik van zee r v e r ­
schillende proefopstell ingen werd gevonden (Gray, 1961). Het is na­
melijk moeili jk voors te lbaa r hoe in deze verschi l lende sys temen een 
gelijke hoeveelheid r e s t e r ende zuurstof aanwezig zou kunnen blijven. 
In t race l lu la i re zuurstofmetingen zullen echter nodig zijn, voordat 
definitieve conclusies getrokken kunnen worden. 

Ad b .Door Pihl en Eldjarn (1957, 1958) werd in een reeks biochemische 
exper imenten een cor re la t i e gevonden tussen de beschermende w e r ­
king vanversch i l l ende thiol- en disulfideverbindingen en het vermogen 
van deze stoffen r eve r s ib le gemengde disulfidebindingen te vo rmen 
nnet de -SH- en -SS-groepen van de te be sche rmen nnoleculen. Deze 
gemengde disulfiden worden zee r snel - binnen een minuut - g e v o r m d . 
Radicalen, gevormd in de naas te omgeving van het s tral ingsgevoelige 
molecuul , zullen volgens deze hypothese r eage ren met het gennengde 
disulfide. De -SS-binding wordt nu weer verbroken , waarbi j het r a ­
dicaal door het beschermende molecuul gebonden zal worden. Het b e ­
schermde molecuul herkr i jg t dan zijn oude s t ruc tuur . Indien het ge­
voelige molecuul zelf getroffen wordt ve r l i e s t het een e lekt ron. Door 
overdracht van een elektron vanuit de disulfidegroep zal e e n h e r s t e l ­
p roces plaatsvinden, terwij l de disulfidebinding verbroken zal worden. 
Hierbij moet aangenomen worden, dat de energie bij voorkeur door 
de beschernnende helft van het molecuul wordt opgenomen en dat de 
thiolgroep van het getroffen molecuul weer gevormd wordt . Een k rach ­
tig argument tegen deze hypothese wordt echter geleverd door het 
feit, dat cystannine in verschi l lende cel lu la i re sys temen g e e n b e s c h e r ­
mend effectheeft (Howard-Flanders enAlper , 1957; Vos et a l . , 1962; 
Nakken, 1965). Cystamine wordt in gelijke mate door de cellen opge­
nomen a l s cysteamine en is volgens Pihl en E l d j a r n z e e r goed in s taat 
tot het vormen van gemengde disulfiden. Cystamine zal echter r e a ­
geren met de thiolgroepenvan eiwitten en peptiden, terwijl cysteannine 
en de andere thiolverbindingen ook met de disulfiden een revers ibe le 
uitwisseling kunnen aangaan. Mogelijk z i jnde disulfidegroepen vande 
te b e s c h e r m e n moleculen echter gevoeliger voor bes t ra l ing dan de 
thiolgroepen. In dat geval zou deze hypothese toch een redelijke v e r ­
klar ing kunnen opleveren voo rde beschermende werking vande thiol­
verbindingen, waarbi j de pK-waardenvan deze dan bepalend zijn voor 
de react iv i te i t ten opzichte van de te be sche rmen moleculen e n d a a r -
door voor de mate van de te verkr i jgen bescherming . 

Ad c. Door Howard-F landers (I960), Bacq en Alexander (1961), Bacq(1965), 
Nakken (1965) en anderen wordt aangenomen da tde beschermende w e r ­
king van de thiolverbindingen be rus t op het onschadelijk nnaken van de 
door de bes t ra l ing opgewekte rad ica len . De inactivering van de g e ­
vormde radica len kan in principe op dr ie manie ren plaatsvinden: 
1. De radica len gevormd bij de radiolys is van water , worden door 
de thiolverbindingen af gevangen, voordat zij de in het water opge­
loste biologisch belangri jke moleculen langs indirecte weg be,scha-
digen ("radical scavenging"). In verschi l lende radiochemische ex­
pe r imen ten is aangetoond, dat de thiolverbindingen zee r goed in staat 
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zijn op deze wijze de s t ra l ings schade te beperken (onder anderen Dade 
et a l . , 1949). De mogelijkheid ontbreekt echter onn de bijdrage van 
deze vr i je radica len tot de waargenomen s t ra l ingsschade in complexe 
organismen te kunnen bepalen. E r bes taan ook onvoldoende exper i -
ncientele gegevens die steun kunnen geven aan de hypothese dat th io­
laatgroepen be te r tot "radicEtl scavenging" in s taat zijn, dan de on­
gedissocieerde thiolgroepen. Gezien de resu l ta ten beschreven in dit 
proefschrif t , zou dit verwacht mogen worden. Het bes taan van een 
g rens , waarboven een v e r d e r e verhoging van de concentrat ie van een 
thiolverbinding niet m e e r r e s u l t e e r t in een verbe te r ing van de DRF 
(Vos et a l . , 1962), kan erop wijzen dat, zo deze v o r m van indirecte 
beschadiging in t racel lu la i r al een ro l speelt , deze in het totaal van de 
biologische s t ra l ings schade slechts een beperkt aandeel heeft. 
2. Indien een stral ingsgevoelig molecuul wordt getroffen, kan de door 
het molecuul opgenomen energie door een thiolverbinding worden over ­
genomen, voordat deze tot het ontstaan van een radicaa l in het ge ­
troffen molecuul kan leiden ("energy t ransfer ' ! ) . Hiertoe is het nodig 
dat de beschermende stof een binding nnet het s tral ingsgevoelige m o ­
lecuul heeft aangegaan. De onder punt 2. besproken hypothese van 
Püi l en Eldjarn kan in feite als een bijzondere vo rm van energie over­
dracht gezien worden. Exper imente le s teunvoor deze hypothese werd 
voornannelijk ve rk regen met behulp van de paramagnet ische resonant ie 
technieken (Ormerod en Alexander , 1962, 1963; Henriksen et a l . , 
1963. e n a n d e r e n ) . Het is echter momenteel niet mogelijk de resul ta ten 
van deze exper imenten te gebruikenbij de verk la r ing van de b e s c h e r ­
mende werking van thiolverbindingen op het cel lu la i re niveau. 
3. De door het getroffen molecuul opgenomen energie zoukunnenle i -
den tot het ve r l i e s van een waterstofatoom, waardoor een organisch 
rad icaa l gevormd wordt . Het molecuul kan in dit geval hers te ld wor ­
den indien een beschermende thiolverbinding een waterstofatoom a i -
geeft, voordat het gevormde rad icaa l een onhers te lbare reac t ie met 
de omgeving aangaat ( " r epa i r " ) . Deze hypothese werd door Howard-
F lande r s (i960) opgesteld t e r verk la r ing van zijn exper imenten b e ­
treffende de invloed van de zuurstofconcentrat ie op de s t ra l ingsbe-
schermende werking van thiolverbindingenbij bacteriofagen (T^, wUde 
type). Een reac t ie t a s s e n d e radicalen , gevornnd in het desoxyribonu­
cleïnezuur (DNA) van de bacter iofaag, en zuurstof zou een onhers te l ­
b a r e beschadiging van het DNA-molecuul veroorzaken , tenzij de thiol­
verbinding, in connpetitie met zuurstof, h e t DNA-radicaal he r s te l t 
door het afgeven van een water stof atoom. Volgens Howard-Flanders 
et a l . (1963) zoudende thiolgroepen minder ef f scient werken dan zuur ­
stof en e e r s t bij een ongeveer der t igmaal hogere concentrat ie van de 
thiolgroepen danvanzuuratof . Zoudenbeide met gelijke snelheid r e a ­
geren me t deDNA-radica len . In de afwezigheid van thiolgroepen werd 
geen invloed van zuurstof op de stral ingsgevoeligheid waargenomien. 
Dit werd ve rk laa rd door aan te nemen dat nu geen h e r s t e l door wa te r ­
stofdonatie kon plaatsvinden, waardoor het DNA-radicaal blijft be staan 
totdat een reac t ie met omgevende moleculen tot een i r r eve r s ibe l e b e ­
schadiging heeft geleid. Déze hers te l -hypothese werd ookdoor Bacq 
en Alexander (1961) en anderen gebruikt om de werking van th io lver­
bindingen te ve rk l a r en . Het aantrekkeli jke van deze theorie i s , dat 
h i e rmede tevens het zuurstofeffect v e r Ü a a r d kan worden. Onder an­
oxische omstandigheden kunnen de in t race l lu la i re thiolverbindingen 
de strstlingsgevoeligfi moleculen een zekere mate van bescherming 
bieden. Daar de in t race l lu la i re thiolconcentrat ie betrekkeli jk laag i s , 
zal reeds een geringe toename vande zuurstofconcentrat ie de b e s c h e r ­
nnende werking van de thiolverbindingen opheffen. De versch i l len in 
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stralingsgevoeligheid van de verschi l lende ce lsoor ten onder anoxische 
omstandigheden zouden dan, althans gedeeltelijk, ve rk laa rd kunnen 
worden door verschi l len in het in t racel lu la i re thiolgehalte. Expe r i -
nnentele steun hiervoor werd geleverd door Révész et a l . (1963), Ré -
VÄSZ en Lit tbrand (1964) en Ueno et a l . (1964). 

De in hoofdstuk VI beschreven resul ta ten kunnen echter s lechts 
ten dele ve rk laa rd worden met de hypothese van Howard-F lande r s . 
De toeneming van de beschermende werking van de thiolverbindingen 
door een verhoging van de gebruikte concentrat ie en door een v e r ­
hoging van de pH en tempera tuur van het medium, is geheel te v e r ­
k laren nnet de toeneming van het in t race l lu la i re thiolgehalte en is in 
goede overeenstemming met bovengenoemde hypothese. Indien echter 
het gestelde onder punt 4 b . van deze d i scuss ie juist i s , dan is bij een 
gelijke cel lu la i re opname van verschi l lende thiolverbindingen de b e ­
schernnende werking van deze stoffen gecor re l ee rd met de bereikte 
in t race l lu la i re thiolaatconcentrat ie . Dit gegeven nu is niet in over ­
eenstemming met de veronders te l l ing van Howard-F landers , da the t 
he r s t e l vanhet getroffen molecuul be rus t op een waterstofdonatie door 
de thiolverbinding. 

Ad d. Door Cohen et a l . werd in 1957 gepostuleerd dat het s tral ingsgevoelige 
gedeelte van de cel gelokal iseerd is ergens in de oxydoreductie keten 
v a n d e cel lulaire stofwisseling. De gevoeligheid voor s t ra l ing zou toe ­
nemen als deze moleculen in geoxydeerde toestand ve rke ren . In dit 
geval kunnen alle potentiële elektrondonors bescherming bieden door 
de toenemting van de reductiepotentiaal van het s tral ingsgevoelige ge­
deel te , terwijl alle e lek t ronacceptors , zoals zuurstof, de s t r a l ings ­
gevoeligheid doen toenemen. Hoewel e r onvoldoende experimentele 
gegevens bes taan om te kunnen stel len dat de oxydoreductie keten het 
mees t s tral ingsgevoelige sys teem in de cel i s , biedt deze theorie in 
m e e r algemene zin een goede verk lar ing voor de met ons onderzoek 
verkregen resul ta ten . Door de - tijdelijke - reductie van bepaalde 
groepen van stral ingsgevoelige moleculen - bijvoorbeeld -SS-groepen-
wordt een toestand ve rkregen waarin deze getroffen kunnen worden 
door een ioniserend deeltje zonder dat zij door het ve r l i e s van een 
elektron onhers te lbaar beschadigd zullen worden. In het geval van de 
tot -SH gereduceerde -SS-groepen is nu i m m e r s te verwachten dat de 
getroffen -SH-groep via het gevormde -S rad icaa l met de a n d e r e - S H -
groep zal r eage ren onder vorming van de oorspronkeli jk aanwezige 
-SS-binding. Deze hypothese geeft, evenals de onder c. 3 . vernnelde 
hypothese van Howard-F landers , een verk lar ing voor het zuurstof­
effect. Ookde resul ta ten vanhet inhoofdstuk VI beschreven onderzoek 
zijn in overeenstennming met bovenvermelde hypothese, daar een v e r ­
hoging van het in t race l lu la i re thiolgehalte onder invloed van concen­
t r a t i e , pH en t empera tuur tot een vergrot ing van het aantal potentiële 
elektrondonors leidt, waarnnede de toeneming van de be sche rmings ­
graad goed geco r re l ee rd i s . Indien het onder punt 4 b . van deze d i s ­
cussie gestelde juis t zou zijn, dan vornnt ook de invloed, die de pK-
waarde van de thiolgroep op de beschermende werking bleek uit te 
oefenen, een kracht ig argument voor de door Cohen et a l . gepostu­
lee rde hypothese. Bij een overigens gelijk thiolgehalte in de cel zal 
i m m e r s de ma te , waar in de thiolgroepen gedissocieerd zijn tot th io­
laatgroepen, de elektronen-afgifte aan de te besche rmen moleculen 
bepalen. Daar gezien de inhoofdstuk VI beschreven resul ta ten , de b e ­
re ikbare DRF door incubatie nnet thiolverbindingen niet onbeperkt 
groot is (zie ook HoUaender en Stapleton, 1956a; Vos et a l . , 1962) kan 
geconcludeerd worden dat, indien dezehypothese juist i s , s lechts een 
beperkte bescherming van de stral ingsgevoelige moleculen nnogelijk 
is door een vergrot ing van de reduct iepotent iaal . 
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SAMENVATTING 

De doelstelling van dit onderzoek was het verkrijgen van eenbeter begrip 
van de invloed van thiolverbindingen op de gevoeligheid van zoogdiercellen 
voor rüntgenbestraling. Als hypothese werd gesteld dat de beschernnende 
werking van de thiolverbindingen afhankelijk is van de thiolaat- en niet van 
de thiolconcentratie in de beschermende oplossing. De juistheid van deze 
veronderstelling werd onderzocht door de beschermende werking te verge­
lijken van een tiental thiolverbindingen, waarvan de pK-waardenvan de thiol­
groepen varieerden van 8, O tot 10, 8 en door de pH van een bepaalde thiol­
oplossing te variëren tussen 6, 3 en 8, 3. Het proliferatieve vermogen na 
bestraling van geïsoleerde cellen, behorende tot een lijn van menselijke 
niercellen, werd als criteriunn gebruikt voor het stralingsbeschermende 
effect van de profylactische behandelingen. De cellen werden gekweekt vol­
gens de "voedstercellentechniek", ontwikkeld door Puck et al. (1955, 1957). 

De bij het onderzoek gebruikte materialen en methoden zijn be schreven 
in hoofdstuk II. Er werd zorg voor gedragende experimentele omstandighe­
den zo constant mogelijk te houden, vooral met betrekking tot depH vanhet 
medium en de methode die gebruikt werd voor het verkrijgen van anoxische 
cellen. De mate van de beschermende werking werd tot uitdrukking gebracht 
in het gemiddelde van de dosisreductiefactoren, verkregen bij de verschil­
lende overlevingsniveaus. 

In hoofdstuk III zijn de verschillen in de stralingsgevoeligheid beschre­
ven van de cellen, behorende totde verschillende sublijnen vande oorspron­
kelijke cellijn. De stralingsgevoeligheid van de cellen werd niet beliivloed 
door variaties in de temperatuur tijdens de bestraling tussen 2°̂ C en 37°C. 
Een verlaging van de pH van het medium van 7, 3 tot 6, 3 had eveneens geen 
invloed op de overleving na bestraling doch een verhoging van de pHtot 8, 3 
veroorzaakte mogelijk een geringe toename van de stralingsweerstand. 

Door de cellen onder anoxische omstandigheden te bestralen werden 
dos is reductiefactoren van omstreeks 2,6 verkregen welke in goede over­
eenstemming zijn met de in de literatuur vermelde waarden (hoofdstuk IV). 
In een aantal experimenten werden lagere dosisreductiefactorenverkregen, 
mogelijk als gevolg van een minder volledige anoxie van het medium door­
dat in deze gevallen een grotere hoeveelheid miedium op de cellen was ge­
laten. De mogelijkheid kon echter niet uitgesloten worden dat deze lagere 
waarden een gevolg zijn van een afnancie van de mate waarin de in deze ex­
perimenten gebruikte sublijnen door anoxiebeschernnd konden worden. Een 
toename van de pH van hetmedium tot 8, 3 tijdens de anoxische behandeling 
van de cellen veroorzaakte een geringe toenanne van de strEÜ.ingsweerstand 
van de cellen, vergeleken nnet de resultaten van een anoxische behandeling 
bij pH 7, 3 of 6, 3. 

In hoofdstuk V wordt het onderzoek beschreven naar de toxiciteit vande 
thiolverbindingen in relatie tot enige variabelen. De incubatieperiode werd 
beperkt tot 20 - 40 minutendoor de cellen na deze periode driennaal te was­
sen. Onder deze omstandighedenhaddenconcentraties lager dan 0,1 mM en 
tussen 2 tot ongeveer 100 mM geen invloed op het proliferatieve vermogen 
van de cellen. De thiolverbindingen, met uitzondering van thioglycolzuur en 
penicillamine, bleken echter zeer toxisch te zijnbij concentraties tussen 0,1 
en 2, O mM. Deze opvallende toxiciteit kon voorkomen worden door de incu­
batie uit te voeren onder anoxische omstandigheden, door de pH vande op­
lossing te verlagen tot 6, 3 of door toevoeging van respectievelijk KCN, 
kalverserum, pyridoxalfosfaat of een overnnaat van een andere thiolverbin­
ding aan de oplossing, doch "niet door toevoeging van Na2S203. De schade­
lijke werking van de thiolverbindingen bij deie concentraties kan mogelijk 
het gevolg zijn van een irreversibele intracellulaire reactie van een be­
paald oxydatieprodukt van deze verbindingen met bepaalde celbestanddelen. 
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De s t ra l ingsbeschermende werking van de thiolverbindingen is b e s c h r e ­
ven in hoofdstuk VI. Bij dit onderzoek werd een goede cor re la t i e gevonden 
tussen de nnate van het s t ra l ingsbeschermende effect en de thlolaatconcen­
t ra t i e s in het medium. Deze cor re la t i e werd ook gevonden na incubatie van 
de cellen met verschi l lende thiolverbindingen onder anoxische omstandig­
heden. Dimethyl- en dlethylaminoethaanthiol en 1 -glutathion boden echter 
minder bescherming dan verwacht kon worden op grond van depK-waarden 
van hun thiolgroepen. Een verk la r ing kan nnogelijk gevonden worden in een 
ver t raagde cel lulaire opname, zoals deze aangetoond kon worden voor e e r s t ­
genoennde verbinding. Tevens bleek d-cysteine nninder te besche rmen dan 
equimolaire concentrat ies 1-cysteine. Mogelijk werd dit ook veroorzaakt 
door een ve rminderde cel lu la i re opnam e a ls een gevolg van de s te r i sche 
configuratie. Een verhoging vande tempera tuur gedurende de profylact ische 
incubatie van 22°C tot 370C resu l t ee rde in een belangri jk be t e r b e s c h e r ­
mende werking van cysteannine. Een verlaging van de tempera tuur tot 2"C 
veroorzaak te daarentegen l age re dosisreduct iefactoren dan ve rk regen wer ­
den bij 22°C. 

In hoofdstuk VII werden deze resu l ta ten besproken in betrekking tot de 
in dit proefschrif t voorgeste lde hypothese. E r bleken echter s lechts weinig 
gegevens bekend te zijn betreffende de re la t ie tussen de ex t r a - en in t race l ­
lu la i re th io lconcentra t ies . Uit de resul ta ten van onderzoekingen, ve r r i ch t 
door Révész en Bergs t rand (1963) en Zwenk et a l . (1965) kon de conclusie 
getrokken »"orden dat de verbeter ing van de beschermende werking van de 
thiolverbindingen, veroorzaakt door een toeneming van respect ievel i jk de 
concentra t ie , de pH of de t empera tuur , zoals deze in onze experinnenten 
werd waargenomen, ve rk laa rd zou kunnen worden door een toename vande 
in t race l lu la i re thiolconcentrat ie . Door het onderzoek van Zwenk et a l . (1965) 
werd echter aangetoond dat de versch i l len in cel lulaire opname van thiol­
groepen door incubatie nnet equinnolaire concentrat ies van verschi l lende 
thiolverbindingen slechts gering i s . De grote verschi l len in beschermende 
werking van equimolaire concentrat ies van deze verbindingen kunnen d a a r ­
om niet ve rk l aa rd worden door versch i l l en in de in t race l lu la i re thiolcon­
cen t ra t i e s , doch blijken in goede overeenstennming te zijn met de ve r schU­
len in in t race l lu la i re th lolaatconcentra t ies , veroorzaakt door de v e r s c h i l ­
lende pK-waarden van de respect ievel i jke thiolgroepen. Indien deze voor ­
lopige resul ta ten van Zwenk et a l . (1965) bevestigd kunnen worden, kan de 
conclusie worden getrokken dat de beschernnende werking van de thiolver­
bindingen wordt uitgeoefend door de gedissocieerde v o r m v a n de thiolgroep. 
Indien deze conclusie juis t blijkt te zijn kan een goede verk la r ing voor de 
wijze waarop de thiolverbindingen hun beschermende werking uitoefenen 
gevonden worden in een door Cohen et a l . in 1957 voorgestelde hypothese. 
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SUMMARY 

The purpose of this study was to obtain a be t t e r understanding of the 
influence of thiol compounds on the sensi t ivi ty of mammal ian cells for 
X-i r radia t ion. The hypothesis was postulated that the protect ive activity of 
the thiol compounds depends on the thiolate and not on the thiol concentrat ion 
of the protect ive solution. This hypothesis was tes ted with the aid of ten thiol 
connpounds with pK values of the i r thiol groups varying from 8.0 to 10 .8and 
by varying the pH of a cer ta in thiol solution between 6. 3 and 8. 3. The p r o ­
l iferat ive capacity after i r rad ia t ion of isolated ce l l s , belonging to an e s t ab l i s ­
hed cel l - l ine of human kidney ce l l s , was used as a p a r a m e t e r f o r the rad io­
protect ive activity of the prophylatic t r e a t m e n t s . The cells were plated with 
the feeder layer technique, developed by Puck et a l . (1955, 1957). 

The ma te r i a l s and methods used in our exper iments a r e descr ibed in 
chapter II. Care was taken to keep the exper imental conditions constant, 
especial ly those concerning the pH of the nnedium and the method used for 
the obtaining of anoxic ce l l s . The amount of radioprotect ive action was 
expressed as the mean of the dose reduction fac tors , obtained at the different 
survival l eve l s . 

In chapter III the differences a r e descr ibed in the radiosensi t tvi ty of the 
ce l l s , belonging to severa l sublines of the original cell l ine . No influence 
on the radios ens itivity could be demonst ra ted nei ther of var ia t ions of the 
t empera tu re between 2°C and 370C nor of a n d e c r e a s e of the pH of the culture 
medium from 7.3 to 6 .3 during i r rad ia t ion . An increase of the pH during 
i r rad ia t ion to 8, 3 might cause a slight innprovement of the r ad io res i s t ance . 

By i r radia t ing the cells under ni trogen-induced anoxic conditions dose 
reduction factors of about 2 .6 were obtained, which a r e in good agreement 
with the values mentioned in the l i t e r a tu re (chapter IV). In some exper iments 
lower dose reduction f a c t o r s were acquired. These nnight be the resu l t of a 
l e s s complete anoxia of the medium caused by an inc rease of the remaining 
fluid layer on the cells in these exper imen t s . It could not be excludedhow-
ever that these lower dose reduction factors resul ted from a dec rease of the 
amount, to which the cells of the sublines used in these experiments could 
be protected by anoxia. An increase of the pH of the medium to 8. 3 during 
the anoxic t r ea tment of the cells caused a slightly inc reased rad iores i s tance 
of the cel ls as compared with the r e su l t s of an anoxic t rea tment at pH 7.3 
or 6. 3 . 

The toxicity of the thiol compounds was investigated in re la t ion to severa l 
va r iab les (chapter V). The incubation per iod was l imited to 20 - 40 minutes 
by washing the cells th ree t imes after this per iod. Under these conditions 
concentrat ions lower than 0,1 mM and between 2 to about 100 mM had no 
influence on the prol i ferat ive capacity of the ce l l s . The thiol compounds, 
with the exception of thioglycolic acid and penici l lamin, appeared to be 
ve ry toxic however at concentrat ions between 0,1 and 2.0 nnM. This striking 
toxicity could be prevented by incubation under anoxic conditions, by a de­
c r e a s e of the pH to 6. 3 or by addition respect ively of KCN, bovine serunn, 
pyridoxalphosphate or an excess of another thiol compound, but not by the 
addition of Na2S203 to the solution. The toxic action of the thiol connpounds 
at these concentrat ions might be caused by an i r r eve r s ib l e int racel lular 
reac t ion of a specific oxidationproduct of these compounds with some ce l ­
lular constituent. 

The radioprotect ive action of the thiol connpounds is descr ibed in chapter 
VI. In this investigation a good cor re la t ion was found between the amount 
of the radioprotect ive effect and the thiolate concentrat ions of the medium. 
This cor re la t ion was also found after incubation of the cells with different 
thiol compounds under anoxic conditions. Dimethyl- andiethylaminoethane-
thiol and 1-glutathionhowever of feredless protect ion than could be expected 
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on account of the pK-v£ilues of their thiol groups. An explanation might be 
found in a delayed cellular uptake as could be demonstrated for the first 
mentioned connpound. Besides it was shown that d-cysteine protected less 
than equimolar concentrations of 1-cysteine, possibly also by a reduced 
cellular uptake of d-cysteine as a result of the steric configuration. Finally 
it appeared that an increase of the temperature during the prophylatic incu­
bation from 22°C to 37°C resulted in a nnuch better protective action of 
cysteannine. A reduction of the tennperature to 2°C caused on the other hand 
lower dose reduction factors than were obtained at 22°C. 

In chapter VII these results were analysedwithregardto the hypothesis, 
postulated in this thesis. It appeared however that there are only a few data 
known about the relation between the extra- and intracellular thiolconcen-
trations. From the results of investigations performed by Révész and Berg-
strand (1963) and Zwenk et al. (1965) the conclusion could be made that the 
increase of the radioprotective activity of the thiol compounds, caused by 
an increase either of the concentration or of the pH and the temperature of 
the mediunn, as was observed in our experiments, might be explained by 
an increase of the intracellular thiol concentrations. By the investigations 
ofi Zwenk et al. (1965) it was demonstrated however that the differences in 
cellular uptake of the thiol groups by incubation with equinnolar concen­
trations of different thiol compounds are only slight. The great differences 
in radioprotective activity of equimolar concentrations of these connpounds 
can therefore not be explained by the differences in the intracellular thiol 
concentrations but appear to be in good correlation with the differences in 
intracellular thiolate concentrations, caused by the different pK-values of 
the respective thiol groups. If these preliminary results of Zwenk et al. 
can be confirmed the conclusion nnight be drawn that the protective action 
of the thiol compounds is perfornned by the dissociated fornn of the thiol 
group. If this conclusion turns out to be correct a good explanation for the 
radioprotective mechanism of the thiol compounds might be found in a 
hypothesis suggested by Cohen e t a l . in 1957. 
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