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UTICAJ FULERENOLA NA BROJ,
POVRSINU CELIJA | SPOSOBNOST
FORMIRANJA CELIJSKIH KOLONIJA
U OZRACENOJ KULTURI HUMANE
ERITROLEUKEMIJE (K562)*

U uzorcima Celijske kulture humane eritroleukemije (K502) jednokratno
ozracenim X—zracima doze 24 Gy i predtretiranim fulerenolom (Ceo(OH)24)
koncentracije 10 nmol/ml. odredivan je broj celija DET (dye exclusion tes-
tom) dok je povisina Celija odredena kompjuterskom analizom slika. Anali-
zirani su Celijski preparati dobijeni citocentrifugiranjem i bojenjem po
May—Griinvald Giemsi (MGG). Pradena je i sposobnost formiranja Celijskih
kolonija kvantitativnim CFU (colony forming unit) testom. Zracenje sniZava
broj K562 éelija u kulturi, dok predtretman sa fulerenolom znacajno poveéa-
va broj éelija u 24—om i 48—om satu eksperimenta. Povrsina Celija je veca, a
broj formiranih kolonija nakon zracenja znacajno je manji u odnosu na
predtretirane grupe u svim vremenskim tackama eksperimenta. Predtretman
fulerenolom odrzava povisinu éelija manjom, a broj kolonija vecim u odno-
su na Celije u zracenim grupama.

Jonizujucée zracenje direktnim i indirektnim dej-
stvom na eukariotsku ¢eliju dovodi do niza bioloskih
efekata ukljucuju¢i mutacije [1], genetsku nestabil-
nost [2], ¢elijsku transformaciju [3], poremecaj ciklu-
sa [4], apoptozu i Celijsku smrt [5]. Mehanizmi putem
kojih ¢elije prepoznaju i amplifikuju jonizacione do-
gadaje nakon zracenja predstavljaju pro i anti—proli-
ferativne signale Ciji balans odreduje dalju sudbinu
¢elije [6]. Dediferencirane, brzoproliferiSuce Celijske
linije su osetljive prema visokim dozama zracenja, a
nivo radiosenzitivnosti zavisi od morfoloskih i funkci-
onalnih karakteristika vezanih za vrstu Celija [7].

Aantiproliferativna i citotoksi¢na aktivnost poli-
hidroksilovanih fulerena Cgg, fulerenola Cso(OH), je
ispitan na razlic¢itim biolo§kim modelima [8-11]. U
ozracenom rastvoru fulerenol daje fulerenol radikal
Ceo(OH)1s® [12,13] i kiseoni¢ne radikale (O5"~, OH®)
[5,14]. Ove visoko reaktivne hemijske vrste prodiru u
¢eliju i dovode do ¢elijskog oSteéenja, prekida u DNK
lancima i Celijske smrti [15-18]. S druge strane, po-
znato je da fulerenoli mogu biti efikasni hvataci slo-
bodnih radikala i snazni antioksidansi kako in vitro,
tako i in vivo uslovima [19-24]. IstraZivanja u vezi ra-
dioprotektivnosti fulerenola jo§ su u zacetku. Poznato
je da fulerenol Cgo(OH)4 u koncentraciji od 10
mg/kg pokazuje radioprotektivni efekat kod pacova

)

*Rad saopsten na skupu "Peti seminar mladih istraZivaca", Beo-
grad, decembar 25-26, 2006.

Adresa autora: A. Pordevié, Prirodno-matematicki fakultet, De-
partman za hemiju, Novi Sad

E-mail: dvadj@ih.ns.ac.yu

Rad primljen: Decembar 25, 2006.

Rad prihvaéen: Februar 06, 2007.

koji se moZe porediti sa komercijalnim radioprotek-
torom amifostinom [25]. U naSoj studiji smo putem
pracenja broja Celija, njihove povrSine, kao i sposo-
bnosti formiranja kolonija ispitivali moguce radiopro-
tektivno  dejstvo  vodorastvornog  fulerenola
(Cs0(OH)y4) dodatog u nanomolarnim koncentracija-
ma u uzorke humane maligne hematopoetske Celijske
linije K562 ozrac¢ene visokom dozom X—zraenja.

MATERIJAL I METODE

U istraZivanju je koriS¢ena komercijalna huma-
na hematopoetska Celijska linija K562 [26]. Eritrole-
ukemijske K562 celije rastu u hranljivom medijumu
RPMI 1640 sa dodatkom 2 mM glutamina, 10% FCS
(fetalni telec¢i serum, NIVNS — Veterinarski Institut,
Novi Sad) i antibiotika: 100 IU/mL penicilina i 100
pg/mlL streptomicina (ICN). Rastu u flaskonima
(Costar, 25 cm? u zapremini od 10 mL), u inkubatoru
na 37 °C u atmosferi sa 100% vlaznostii 5% COs.

Polihidroksilovani derivat fulerena, fulerenol,
Coo(OH),4, sintetisan je i karakterisan u laboratorija-
ma Departmana za hemiju Prirodno-matematickog
fakulteta Univerziteta u Novom Sadu.

Uzorci K562 ¢elija posadeni su u Petrijeve posu-
de (1 - 10° ¢elija/1 mL medijuma sa 10% FCS) ukupne
zapremine 5 mL. Fulerenol je rastvoren u destilova-
noj vodi i dodat u medijum sa ¢elijama 30 minuta 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 [7]. Nakon isteka in-
kubacionog perioda od 1, 24 i 48 sati, broj Celija je
odreden testom odbacivanja boje (DET) kao Sto je
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prethodno opisano [5]. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrijednost + standardna devijacija iz kvadri-
plikata brojanja.

Morfoloske promjene u preZivielim K562 ¢elija-
ma pracene su i fotografisane pod svetlosnim mikros-
kopom sa uveli¢anjem od 100x (Olympus BX51) na
citospin preparatima bojenim May-Griinvald Giemsa
(MGG) metodom. Preparati su dobijeni centrifugira-
njem na citospin centrifugi (Shandon Cytospin 3) pri
800 rpm/min, sa 10.000 ¢elija/100 pL u svakoj komori
centrifuge. Povrsina éelija u um? je merena sa ta¢no-
$¢u od 6,57 piksela. U svakoj eksperimentalnoj grupi
analizirano je 100 éelija.

Sposobnost zracenih i fulerenolom predtretira-
nih Celija da formiraju kolonije praena je pomocéu
kvantitativnog CFU (Colony Forming Unit) testa
[27]. Celije su nakon tretmana 10 nmol/mL fulereno-
lom i X—zracima inkubirane po gore navedenom pro-
tokolu, a zatim u koncentraciji od 3,5 - 10° posadene u
hranljivi agar. Nakon 10 dana rasta prebrojane su
formirane kolonije. IstraZivanja su izvedenaliteratura,
u duplikatu.

REZULTATI I DISKUSIJA

Broj ¢elija pracen DET testom pokazao je da
doza od 24 Gy dovodi do smrti polovine zracenih Ce-
lija nakon 24 h inkubacije (slika 1). Ovakav rezultat
je u korelaciji sa naSim prethodnim istrazivanjima [7]
kao i sa literaturnim izvorima u kojima se govori o
oStecenju dvostrukog lanca DNK i posledi¢noj masiv-
noj apoptozi u prva 24 sata nakon zracenja [7,28]. Pe-
riod oporavka u broju ¢éelija nastupio je 48 h nakon
zracenja. Ovo je u skladu sa literaturnim podacima
[28] koji ukazuju da neostecene Celije nastavljaju sa
deobom u postradijacionom periodu od tri dana. Fu-

Broj celija/mL

K 10 nmol K24Gy

10nmol 24Gy

Slika 1. Broj éelija po mililitru u uzorcima éelijske kulture K562.
K — kontrolna nezracena grupa; K24Gy — kontrolna zracena gru-
pa; 10 nmol — nezradena grupa predtretirana fulerenolom; 10
nmol 24Gy — zradena grupa predtretirana fulerenolom.

Figure 1. The number of cells per mL in the K562 eritroleuce-
mic cell line. K — control unirradiated group; K24Gy — control
irradiated group; 10 nmol — unirradiated group pretreated with
fullerenol;, 10nmol 24Gy — irradiated group pretreated with
fullerenol.
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lerenol primenjen u koncentraciji od 10 nmol/mL is-
poljio je radioprotektivni efekat u 24—om satu ekspe-
rimenta (slika 1).

Morfoloski, ozracene K562 ¢elije pokazuju pro-
mene na membrani slicne bubrenju u ranoj apoptozi.
Celije su "dZinovske", sa velikim jedrima i mnogo va-
kuola, kao znacajnim pokazateljima oStecenja. Ozra-
Cene Celije predtretirane fulerenolom po svom
¢elijskom integritetu podsecaju na kontrolne Celije
(slika 2).

Kompjuterskom analizom slika odredena je Ce-
lijska povrSina i rezultati su pokazali da ozracene Ce-

Slika 2. Morfoloski izgled K562 éelija: a) Kontrolna grupa; b)
Grupa ozradena dozom od 24Gy; ¢) Grupa ozralena dozom
od 24Gy i predtretirana fulerenolom koncentracije 10
nmoliml..

Figure 2. Morphology of the K562 cells: (a) control group; (b)
group irradiated with a dose of 24 Gy, (c) group irradiated
with a dose of 24 Gy pretreated with fullerenol of the concen-
tration of 10 nmol/mlL.
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Slika 3. Povrsina éelija ( um2) u uzorcima Celijske kulture
K562. K - kontrolna nezracena grupa; K24Gy — kontrolna
zracena grupa; 10 nmol — nezracena grupa predtretirana fule-
renolom; 10 nmol 24Gy — zradena grupa predtretirana fulere-
nolom.

Figure 3. Cell area (| um2) in the K562 eritroleucemic cell line.
K — control unirradiated group;, K24Gy — control irradiated
group; 10 nmol — unirradiated group pretreated with fullere-
nol; 10 nmol 24Gy — irradiated group pretreated with ful-
lerenol.

lije imaju znacajno vecu Celijsku povr§inu nego kon-
trolne Celije u svim tatkama eksperimenta. Celije
predtretirane fulerenolom koncentracije 10 nmol/mL
su imale za 6,03% manju Celijsku povrsinu u odnosu
na zracene Celije nakon 24 Casa (slika 3).

Praenjem broja formiranih kolonija kvantita-
tivnim CFU testom utvrdeno je da nema statisticki
znacajne razlike izmedu kontrolne i predtretirane ne-
zracene grupe u svim vremenskim tackama eksperi-
menta. Nakon tretmana zracenjem sposobnost Celija
da formiraju kolonije smanjena je za oko 50% u svim
posmatranim intervalima vremena. Predtretman fule-
renolom ima protektivni efekat na sposobnost Celija
da formiraju kolonije (slika 4).
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Slika 4. Broj éelijskih kolonija po uzorku éelijske linije K562.
K - kontrolna nezradena grupa; K24Gy — kontrolna zradena
grupa; 10 nmol — nezradena grupa predtretirana fulerenolom,
10 nmol 24Gy — zraena grupa predtretirana fulerenolom.
Figure 4. The number of cell colony in the K562 eritroleucemic
cell line. K — control unirradiated group; K24GYy — control irra-
diated group; 10 nmol — no irradiated group pretreated with
fullerenol;, 10 nmol 24Gy — irradiated group pretreated with
fullerenol.

ZAKLJUCCI

Zracenje snizava broj K562 éelija u kulturi, dok
predtretman sa fulerenolom znacajno poveéava broj
ozracenih Celija u 24—om i 48—om satu eksperimenta.
PovrSina Celija je veca, a broj formiranih kolonija na-
kon zracenja znacajno je manji u odnosu na predtre-
tirane grupe u svim vremenskim tackama
eksperimenta. Predtretman fulerenolom u koncen-
traciji od 10 nmol/ml. omogucava zadrZavanje nor-
malnih morfoloskih karakteristika zracenih Celija kao
i smanjenje Celijske povrSine u odnosu na kontrolnu
zracenu grupu.
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SUMMARY

THE INFLUENCE OF FULLERENOL ON THE CELL NUMBER, CELL. AREA AND COLONY
FORMING UNIT ABILITY IN IRRADIATED HUMAN ERYTHROLEUKEMIC CELL LINE

(Scientific paper)
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Gordana Bogdanovi¢?, Aleksandar Djordjevi¢!

Faculty of Sciences, Department of Chemistry, Novi Sad, Serbia
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DET (dye exclusion test) cell count and cell area by computer analysis of
the images were determined in cell lines of human eritroleukemia
(K562), which were irradiated with X-rays in one dose of 24 Gy and pre-
treated with 10 nmol/mL fullerenol (Cgo(OH)z4). Cell samples obtained
using a citocentrifuge and May-Grinvald Giemsi (MGG) during, were
analysed. The cell colony formation ability was monitored using quantati-
ve CFU (colony forming unit) test. Irradiation decreases the number of
K562 cells, but fullerenol significantly increases cell number on 24" and
48™ hour of the experiment. Cell area is larger, and the number of for-
med cell colonies after irradiation is significantly smaller compared to
pretreated groups during the whole experiment. Pretreatment with fulle-
renol maintains a smaller cell area, and the number of colony formed
units was larger compared to the irradiated cells.

Key words: Fullerenol ¢ X-Ray
e Cell lines o
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