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Potencijalno toksi¢ne reaktivne kiseoni¢ne vrste
nastaju kako u normalnom ¢elijskom metabolizmu,
tako i u uslovima prooksidativnog stanja celije [1].
Oksidativni stres izazvan jonizujuéim zra¢enjem mo-
7e narusiti Celijsku redoks homeostazu i dovesti do
niza bioloskih efekata ukljucujuéi mutacije [2], genet-
sku nestabilnost [3], ¢elijsku transformaciju [4], pore-
mecaj Celijskog ciklusa [5], apoptozu i Celijsku smrt
[6]. Proces oksidacije slobodnim radikalima generise
u Celiji nepovoljno oksidativno okruZenje koje udru-
7eno sa direktnim radijacionim efektima moZe indu-
kovati karcinogenezu [7,8]. Mehanizmi oksidacije
podrazumevaju jedno-elektronske obrasce koji uklju-
¢uju hemijske vrste kao Sto su superoksid i hidroksil
radikal, kao i dvo—elektronske puteve koji se odnose
na neradikalske oksidante kao §to je vodonik—perok-
sid [9]. Enzimi antioksidativne odbrane imaju glavou
ulogu u endogenoj zastiti ¢elije od oksidativnog oSte-
¢enja. Dediferencirane, brzoproliferiSuce Celijske lini-
je su osetljive prema visokim dozama zracenja, a nivo
radiosenzitivnosti zavisi od morfoloskih i funkcional-
nih karakteristika celija [10]. Citotoksi¢nost adiranih
vodorastvornih fulerena dokazana je na eksperimen-
talnim iz vitro modelima za mnoge Celijske linije [11-
19]. U ozracenom rastvoru fulerenoli formiraju
fulerenol radikal Cgo(OH)5 [20,21] i kiseoni¢ne radi-
kale (O,", OH) [5,22-24]. S druge strane, poznato je
da fulerenoli mogu biti efikasni skupljaci slobodnih
radikala i snazni antioksidansi kako in vitro, tako i in
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UTICAJ FULERENOLA NA AKTIVNOST
ANTIOKSIDATIVNIH ENZIMA

U OZRACENOJ KULTURI CELIJA
HUMANE ERITROLEUKEMIJE (K562)*

U uzorcima Celijske kulture humane eritroleukemije (K562) ozracenim X-
zracima doze 24 Gy i predtretiranim fulerenolom (Ceo(OH)24) koncentracije
10 nmol/ml. odredivana je aktivnost gama—glutamiltransferaze (yv-GT),
ukupne superoksid—dismutaze (SOD) i glutation—peroksidaze (GSH-Px) 1,
24 i 48 sati nakon zracenja. Iradijacija poveéava aktivnost sva tri ispitivana
enzima. U 24—om i 48—om satu nakon zracenja zapaza se sniZenje aktivnosti
v-GT u grupama predtretiranim fulerenolom. Fulerenol utice na povisenje
aktivnosti SOD u obe tretirane grupe, osim u grupi ozracenih uzoraka u 48—
om satu gde je doslo do sniZenja aktivnosti. Predtretman fulerenolom u zra-
Cenim grupama poveéava, a u neozracenim eksperimentalnim grupama
sniZava aktivnost GSH—-Px.

vivo [25-30]. U naSoj studiji ispitivali smo uticaj vodo-
rastvornog fulerenola (Cgo(OH)24) nanomolarne kon-
centracije dodatog u wuzorke humane maligne
hematopoetske Celijske linije K562 ozracene visokom
dozom X-zrafenja na nivo aktivnosti tri antioksida-
tivna enzima: gama—glutamiltransferaze (y—GT), uku-
pne superoksid—dismutaze (SOD) i glutation—perok-
sidaze (GSH-Px).

MATERIJAL I METODE

U istraZivanju je koriS¢ena komercijalna huma-
na hematopoetska Celijska linija K562 [31]. Eritrole-
ukemijske K562 celije rastu u hranljivom medijumu
RPMI 1640 sa dodatkom 2mM glutamina, 10% FCS
(fetalni tele¢i serum, NIVNS — Veterinarski Institut,
Novi Sad) i antibiotika: 100 IU/mL penicilina i 100
pg/mL streptomicina (ICN). Rastu u flaskonima (Cos-
tar, 25 cm® u zapremini od 10 mL), u inkubatoru na 37
°C u atmosferi sa 100% vlaznosti i 5% CO,.

Polihidroksilni derivat fulerena, fulerenol,
Coo(OH),4, sintetisan je i karakteriziran u laboratori-
jama Departmana za hemiju Prirodno-matematickog
fakulteta Univerziteta u Novom Sadu.

Uzorci K562 ¢elija posadeni su u Petrijeve posu-
de (1-10° éelija/ImL medijuma sa 10% FCS) ukupne
zapremine 5 mL. Fulerenol je rastvoren u destilova-
noj vodi i dodat u medijum sa ¢elijama pola sata pre
zracenja u finalnoj koncentraciji od 10 nmol/mL. Ek-
sperimentalni uzorci su jednokratno ozraceni X—zra-
cima doze 24 Gy na radioterapijskom aparatu
LINAC Mevatron Siemens MD 7475 (10 MV X-zra-
ka), brzinom doze od 3 Gy/min [9]. Nakon isteka in-
kubacionog perioda od 1, 24 i 48 sati, broj Celija je
odreden testom odbacivanja boje (DET) kao Sto je
prethodno opisano [5]. Citosolna frakcija dobijena je
ultrasonofikacijom (Soniprep 150 MSE), uzorci su
centrifugirani 10 minuta na 4 °C) /10000 rpm i zam-
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rznuti na 80 °C. Supernatant je kori$éen za odredi-
vanje aktivnosti gama-glutamiltransferaze (y—GT)
metodom Szasz—a [32], ukupne superoksid-dismuta-
ze (SOD) adrenalinskom metodom [33] i glutation—
peroksidaze (GSH-Px) Beutlerovom metodom [34].
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost Cetiri
merenja + standardna devijacija. Aktivnost enzima je
izrazena na milion Celija.

REZULTATI I DISKUSIJA

Zracenje znacajno utiCe na povisenje aktivnosti
enzima gama-glutamiltransferaze u svim vremenskim
tackama eksperimenta (slika 1). S obzirom da je y-GT
klju¢an u regulaciji nivoa ¢elijskog glutationa, povise-
nje njegove aktivnosti ukazuje na dodatne potrebe
Celije za sintezom ovog tripeptida, odnosno na teZnju
¢elije da u uslovima oksidativnog stresa odrzi redoks
homeostazu [35]. Predtretman ¢elija fulerenolom sni-
Zava aktivnost ovog enzima, narocito u 24-om i 48-om
satu nakon zracenja, §to govori u prilog antioksidativ-
ne aktivnosti fulerenola u smislu odrZzavanja éelijskog
pula glutationa.

Nivo aktivnosti superoksid dismutaze znacajno
je poviSen u zracenim eksperimentalnim grupama na-
kon prve Celijske deobe (slika 2).
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Slika 1. Aktivnost gama—glutamiltransferaze (m U/ éelija) u
uzorcima Celijske kulture K562.

Figure 1. The activity of gamma—glutamyltransfrease (mU/I 0°
cell) in cell culture K562 samples
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Slika 2. Aktivnost ukupne superoksid— dismutaze (U/1 0° éeli-

ja) u uzorcima éelijske kulture K562.
Figure 2. The activity of total superoxide—dismutase (U/I 0°
cell) in cell culture K562 samples.

Ovi rezultati su u skladu sa naSim prethodnim
istrazivanjima, kao i podacima o oksidativnom oSte-
¢enju Celije nastalom radiolizom vode i posledi¢noj
aktivaciji antioksidativnog sistema odbrane [10].
Predtretman fulerenolom uti¢e na poviSenje aktiv-
nosti SOD u obe tretirane grupe, $to se u neozrace-
noj grupi teoretski moze pripisati sposobnosti
fulerenola da u medijumu spontano otpusta slobodne
radikale pri dnevnoj svetlosti [21]. ZraCenje suspenzi-
ja koje sadrze vodorastvorne fulerene potencira nji-
hovu prooksidativnu aktivnost [36], §to je i moguce
objasnjenje za rezultate u predtretiranoj zracenoj
grupi gde je poviSena aktivnost SOD logi¢an odgovor
na nastalo oksidujuce okruZenje u ¢eliji. Zracenje po-
vecava i aktivnost glutation—peroksidaze (slika 3).

Aktivnost GSH-Px
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Slika 3. Aktivnost glutation—peroksidaze (mU/1 0° éelija) u
uzorcima Celijske kulture K562.

Figure 3. The activity of glutathion—peroxidase (mU]1 0° cell )
in cell culture K562 samples.

Predtretman fulerenolom povecava aktivnost
GSH-Px u zracenim, a sniZzava u neozracenim ekspe-
rimentalnim grupama, §to se delimi¢no moZe objasni-
ti najpre posledicnom aktivacijom enzima zbog
povisenja aktivnosti SOD, a zatim i inhibicijom aktiv-
nog centra GSH-Px usled velike koli¢ine supstrata u
citosolu ¢elije [10].

ZAKLJUCCI

Zracenje utice na poviSenje aktivnosti sva tri is-
pitivana enzima. U 24—om i 48-om satu nakon zrace-
nja zapaZza se sniZenje aktivnosti y-GT u grupama
predtretiranim fulerenolom. Fulerenol utie na povi-
Senje aktivnosti SOD u obe tretirane grupe, osim u
grupi ozracenih uzoraka u 48-om satu gde je doslo
do sniZenja aktivnosti. Predtretman fulerenolom po-
vecéava aktivnost GSH-Px u zraCenim, a sniZava u ne-
ozracenim eksperimentalnim grupama.
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THE INFLUENCE OF FULLERENOL ON ANTIOXIDATIVE ENZYME ACTIVITY
IN IRRADIATED HUMAN ERYTHROLEUKEMIC CELL LINE (K562)

(Scientific paper)

Visnja Bogdanoviél, Karmen Stankov?, Aleksandra Nikoli¢®, Ivana I¢evi¢*, Slavica golaji(’:l,
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“Faculty of Medicine, Department for Beiochemistry, Novi Sad, Serbia
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Cell culture K562 samples were treated with fullerenol (Cgo(OH)4) at a
concentration of 10 nmol/ml. and thereafter irradiated with X-rays
(24Gy). The activity of gamma-glutamyltransfrease (y-GT), total supe-
roxide—dismutase (SOD) and glutathion—peroxidase (GSH-Px) was de-
termined 1, 24 and 48 hours after irradiation. Irradiation induces an
increase in the activity of all the investigated enzymes. Fullerenol in the
applied dose decreased the y—GT activity 24 and 48 h after irradiation.
The total SOD activity is increased in both pretreated groups except in
the iradiated group at the 48™ hour. Treatment with fullerenol before ir-
radiation increased GSH-Px activity in irradiated groups and decreased it

in the control groups.
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