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Eukariotska celija opstaje u aerobnom okruzenju i
u njoj vladaju uslovi pretezno redukovane sredine koji
pogoduju odvijanju c¢elijskog metabolizma u granicama
homeostaze. Balans redoks potencijala predstavlja im-
perativ odrzavanja zdravog fenotipa i prezivljavanja ce-
lije [1]. Oksidativni stres moze ozbiljno narusiti ¢elijsku
redoks homeostazu i za posledicu imati ¢elijsku prolife-
raciju i diferencijaciju, a u nekim slu¢ajevima i aktiva-
ciju maligne transformacije [2]. Oksidacija slobodnim
radikalima podrazumeva jedno-elektronske puteve sa he-
mijskim vrstama kao $to su superoksid i hidroksil radi-
kal, kao i dvo-elektronske obrasce koji se odnose na ne-
radikalske oksidante kao $to je vodonik-peroksid [3-5].

Enzimi antioksidativne zastite imaju glavnu ulogu
u endogenoj zastiti celije od oksidativnog ostecenja pu-
tem uticaja na inhibiciju ¢elijske proliferacije, mutacije i
genomske nestabilnosti [2]. Superoksid dismutaze (SODs)
su esencijalni enzimi koji eliminiSu superoksid radikal i
tako stite Celije od oStecenja indukovanog tom reaktiv-
nom kiseoni¢nom vrstom [6].

Genotoksi¢nost mitomicina ¢ (MMC) je dokazana
in vitro i in vivo testovima. Njegov karcinogen efekat se
ispoljava putem bioreduktivne alkilacije i posledi¢nog
stvaranja unakrsnih veza na lancima DNK ¢ime se na-
rusava struktura genetiCkog materijala. Zbog Sirokog
spektra genotoksicnih efekata koristi se kao pozitivna
kontrola u testovima hromozomskih aberacija i mikro-
nukleusa [7].
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AKTIVNOST SUPEROKSID-DISMUTAZE U
ANIMALNOJ CELIJSKOJ KULTURI CHO-K;
NAKON TRETMANA FULERENOLOM |
MITOMICINOM C*

U ovom radu ispitivani su efekti fulerenola (Cg(OH),y) na prezivijavanje, kao i tret-
mana fulerenolom i mitomicinom ¢ (MMC) na aktivnost ukupne superoksid-dismutaze
u CHO-K; (ovarijalnih Celija hrcka) celijskoj liniji. U uzorcima celija tretiranim fule-
renolom koncentracija 0,01-0,5 mg/mL, praceno je prezivljavanje testom odbacivanja
boje (DET) u 3 i 24 h tretmanu. Aktivnost superoksid-dismutaze (SOD) merena je u
uzorcima tretiranim fulerenolom izabranih koncentracija i mitomicinom ¢ (0,5 i 0,1
pg/mL) nakon 3 i 24 h. Sa porastom koncentracije (Cgo(OH),4) opada procenat prezi-
velih ¢elija tokom 3 i 24 h. Aktivnost SOD raste sa porastom koncentracije fulerenola i
u najvecoj koncentraciji opada u obe vremenske tacke eksperimenta. U uzorcima treti-
ranim fulerenolom i MMC doslo je do smanjenja aktivnosti SOD, izuzev pri koncen-
traciji fulerenola od 0,0625 mg/mL, kada je zapaZzen porast aktivnosti SOD u odnosu
na kontrolne grupe.

Adirani vodorastvorni fulereni poznati su kao cito-
toksicni agensi za mnoge celijske linije u in vitro uslo-
vima [9-17]. U ozracenom rasvoru fulereni daju fule-
renol radikal (Cg(OH);5)" [18,19] i kiseoni¢ne radikale
(05, "OH) [20-23]. S druge strane, poznato je da fule-
renoli mogu biti efikasni skupljaci slobodnih radikala i
snazni antioksidansi in vivo i in vitro [24-29]. Radiopro-
tektivnost fulerenola mikromolarnih koncentracija in vi-
tro potvrdena je jednim od nasih prethodnih eksperime-
nata [30].

Ovo istraZivanje predstavlja deo studije u kojoj je
ispitivana genotoksi¢nost/antigenotoksic¢nost fulerenola
na uzorcima celijske linije CHO-K; sa i bez mitomicina
¢ putem dva testa: hromozomskih aberacija (HA) i mik-
ronukleusa (MN) (podaci nisu prikazani). Pracen je uti-
caj fulerenola na prezivljavanje celija testom odbaci-
vanja boje (DET), kao i aktivnost superoksid-dismutaze
(SOD) u uzorcima tretiranim fulerenolom i MMC.

MATERIJAL I METODE

U eksperimentu je koriS¢ena animalna ¢elijska lini-
ja ovarijalnih ¢elija hr¢ka — (CHO-K,) — ATCC CCL61
[31]. CHO-K, ¢elije rastu zalepljene za podlogu kao je-
dan sloj celija (monolayer), u RPMI 1640 medijumu
(Sigma) sa dodatkom 10% FCS (NIVNS), 2 mM gluta-
mina, penicilina (100 1J/ml) i streptomicina (100 pg/ml)
(Galenika). Jednocelijska suspenzija se dobija sa 0,25%
tripsinom ili tripsinom u EDTA (Sigma).

Celijska linija se odrzava u sudovima za kulturu na
37 °C, u atmosferi sa 100% vlaznosti i 5% CO,. Presa-
duje se dva puta nedeljno u koncentraciji 50000—100000
¢elija /ml.

Polihidroksilni derivat fulerena, fulerenol, Cgy(OH),4,
sintetisan je i karakteriziran u laboratorijama Depart-
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mana za hemiju Prirodno-matematickog fakulteta Uni-
verziteta u Novom Sadu.

Uzorci ¢elijske linije CHO-K; posadeni su u steril-
ne ploce za kultivaciju (Costar, 6 well) u koncentraciji
od 200000/mL i tretirani prema protokolu za testove ge-
notoksicnosti (test HA i test MN) koji su izvedeni u
prvom delu istrazivanja.

Fulerenol je rastvoren u bidestilovanoj vodi i doda-
van u celijske kulture u finalnim koncentracijama od
0,01, 0,05, 0,1, 0,25 1 0,5 mg/mL. Test odbacivanja boje
(DET) raden je prema ranije opisanom protokolu [32] u
svim uzorcima nakon 3 i 24 h inkubacije ¢éelija sa fule-
renolom. ICs je odreden za oba testa genotoksicnosti i
oba vremena inkubacije.

Drugi deo eksperimenta izveden je sa fulerenolom
dodavanim u sub-ICs, finalnim koncentracijama: 0,01—
—-0,5 mg/mL i MMC.

Mitomicin c¢ je rastvoren u destilovanoj vodi i do-
davan u celijske kulture u finalnim koncentracijama od
0,510,1 pg/mL u 3 i 24 h tretmanu. Navedene koncen-
tracije MMC odabrane su na osnovu prethodnih eksperi-
menata u testovima genotoksicnosti (podaci nisu prika-
zani).

Citosolna frakcija dobijena je ultrasonofikacijom
(Soniprep 150 MSE), uzorci su centrifugirani 10 min pri
4 °C i 10000 o/min i zamrznuti na —80 °C. Supernatant
je korisc¢en za odredivanje aktivnosti ukupne superoksid
dismutaze adrenalinskom metodom [33]. Za dobijene
eksperimentalne rezultate odredena je srednja vrednost i
standardna devijacija na osnovu n = 4-6.

REZULTATI I DISKUSIJA

Procenat prezivljavanja animalnih ¢elija (CHO-K,)
pracen testom odbacivanja boje (DET)

Kao sto je prikazano na slikama 1-4, DET testom
je pracen procenat prezivljavanja CHO-K; c¢elija nakon
3 i 24 h tretmana fulerenolom koncentracija 0,01, 0,05,
0,1,0,2510,5 mg/mL.

Procenat prezivelih ¢elija opada sa porastom kon-
centracije fulerenola u uslovima inkubacije za oba testa
genotoksicnosti 1 u obe vremenske tacke eksperimenta,
S$to odgovara literaturnom izvoru koji navodi da fulere-
nol u manjim koncentracijama ima ulogu anti, a u ve¢im
prooksidanta koji nepovoljno utice na prezivljavanje ¢e-
lija u kulturi [24-30].

1Cs odreden DET testom u odnosu na test hromo-
zomskih aberacija iznosi 0,1 mg/mL fulerenola nakon 3
124 h tretmana, a 0,5, odnosno 0,25 mg/mL u odnosu na
test mikronukleusa u 3 i 24 h tretmanu.

Aktivnost superoksid-dismutaze nakon tretmana
fulerenolom i mitomicinom c

Na osnovu dobijenih eksperimentalnih rezultata, za
dalje potrebe istrazivanja odreden je raspon sub-ICs,
koncentracija fulerenola u 3 i 24 h tretmanu sa MMC i u
svim uzorcima odredena je aktivnost superoksid-dis-
mutaze adrenalinskom metodom.

Tretman CHO-K; ¢elija mitomicinom ¢ povecava
aktivnost superoksid-dismutaze u obe vremenske tacke
eksperimenta (slike 5 i1 6), §to govori u prilog aktivaciji
antioksidativnog sistema odbrane éelije kao odgovoru
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Slika 1. Efekti fulerenola na prezivijavanje CHO-K, celija praéeni testom odbacivanja boje (DET). Celije su inkubirane 3 h prema

protokolu za test HA.

Figure 1. Fullerenol effects on surviving of CHO-K cells monitored with dye - exclusion test (DET). Cells were incubated 3 h

through protocol for HA test.
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Slika 2. Efekti fulerenola na prezivijavanje CHO-K, ¢elija praceni testom odbacivanja boje (DET).Celije su inkubirane 24 h prema

protokolu za test HA.

Figure 2. Fullerenol effects on surviving of CHO-K; cells monitored with dye - exclusion test (DET). Cells were incubated 24 h

through protocol for HA test.
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Slika 3. Efekti fulerenola na prezivljavanje CHO-K, éelija praceni testom odbacivanja boje (DET).Celije su inkubirane 3 h prema

protokolu za test MN.

Figure 3. Fullerenol effects on surviving of CHO-K, cells monitored with dye - exclusion test (DET). Cells were incubated 3 h

through protocole for MN test.

na dejstvo citotoksi¢nog agensa [6,30]. Poznato je, na-
ime, da je MMC snazan izvor hinona koji imaju poten-
cijal da indukuju stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta,
u prvom redu superoksid i hidroksil radikala [8].

Prisustvo reaktivnih kiseoni¢nih vrsta utice na akti-
vaciju superoksid dismutaze preko kaskade redoks reak-
cija kojima se pokrece slozen mehanizam procesa sig-
nalne transdukcije i ekspresije gena [6,34,35].

U tro¢asovnom tretmanu CHO-K; ¢elija tretiranih
fulerenolom i MMC (slika 5) uoCava se porast aktiv-
nosti SOD sa porastom koncentracije fulerenola. Uzorci
tretirani fulerenolom koncentracije 0,0625 mg/mL + MMC
pokazuju aktivnost SOD u nivou sa aktivno$¢u u grupi
uzoraka tretiranim samo mitomicinom c, §to ukazuje na
prooksidativna svojstva fulerenola u pojedinim koncen-
tracijama, koja su pretpostavljena i na osnovu rezultata
nasih prethodnih istrazivanja (nepublikovani podaci).
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Slika 4. Efekti fulerenola na prezivijavanje CHO-K, ¢elija praceni testom odbacivanja boje (DET). Celije su inkubirane 24 h prema

protokolu za test MN.

Figure 4. Fullerenol effects on surviving of CHO-K; cells monitored with dye - exclusion test (DET). Cells were incubated 24 h

through protocol for MN test.
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Slika 5. Aktivnost superoksid-dismutaze nakon 3h tretmana fulerenolom i mitomicinom c.
Figure 5. The activity of superoxide-dismutase after 3h treatment with fullerenol and mytomicine c.

Sa daljim porastom koncentracije fulerenola opada
aktivnost SOD.

U 24 h tretmanu CHO-K, ¢elija fulerenolom i MMC
(slika 6) uocava se znacajan pad aktivnosti SOD u od-
nosu na vrednost kontrolnog uzorka sa MMC. Fulerenol
koncentracije 0,025 mg/mL snizava aktivnost SOD is-
pod nivoa kontrole bez MMC.

U uzorcima tretiranim fulerenolom koncentracije
0,0625 mg/mL + MMC zabelezena je najvisa aktivnost
SOD u poredenju sa svim tretiranim uzorcima, ali ipak
ispod nivoa aktivnosti u odnosu na vrednost uzoraka sa
MMC.
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Snizena aktivnost superoksid—dismutaze u gotovo
svim uzorcima tretiranim fulerenolom u odnosu na ak-
tivnost uzoraka sa MMC moze se pripisati antioksida-
tivnim svojstvima fulerenola [24-30], a poviSenje aktiv-
nosti enzima u jednoj koncentraciji njegovim prooksida-
tivnim svojstvima [18-23] po obrascu koji se deSava
samo u odredenom rasponu koncentracija, §to ¢e svaka-
ko biti jedan od pravaca nasih buducih istrazivanja.

Takode, s obzirom na istrazivanja u kojima je po-
tvrdeno da su pojedini antioksidansi (vitamin C i E) u
uslovima aplikovane radijacije sposobni da u in vitro us-
lovima izvrSe transfer elektrona do MMC i tako ga do-
datno aktiviraju u procesu redoks kaskade koji finalno
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Slika 6. Aktivnost superoksid-dismutaze nakon 24 h tretmana fulerenolom i mitomicinom c.
Figure 6. The activity of superoxide-dismutase after 24 h treatment with fullerenol and mytomicine c.

dovodi do ostecenja DNK [36], u nasim daljim eksperi-
mentima bilo bi korisno ispitati da 1i i fulerenol ispo-
ljava slicna svojstva i na taj nacin deluje sinergisticki sa
konvencionalnom antikancerskom terapijom koja podra-
zumeva kombinaciju radijacije i hemioterapeutika.

ZAKLJUCCI

— Mitomicin ¢ kao citotoksi¢ni agens povecava ak-
tivnost SOD u 3 i 24 h tretmanu CHO-K, ¢elija.

— U uzorcima CHO-K ¢elija tretiranih fulerenolom
i MMC 3 h zapaza se poviSenje aktivnosti SOD sa po-
rastom koncentracije fulerenola sa najviSom vrednoséu
pri koncentraciji od 0,0625 mg/mL.

— Aktivnost SOD opada sa daljim poveéanjem kon-
centracije fulerenola od 0,0625 mg/mL.

— U 24 h tretmanu CHO-K, ¢elija sa fulerenolom i
MMC zapaza se znacajan pad aktivnosti SOD u odnosu
na eksperimentalnu grupu sa MMC.

— Snizena aktivnost superoksid—dismutaze u goto-
vo svim uzorcima tretiranim fulerenolom + MMC u od-
nosu na grupe sa MMC moze se pripisati antioksidativ-
nim svojstvima fulerenola, a poviSenje aktivnosti enzi-
ma u koncentraciji od 0,0625 mg/mL njegovim prooksi-
dativnim svojstvima po obrascu koji se deSava samo u
odredenim koncentracijama, a §to ¢e svakako biti jedan
od pravaca nasih buduc¢ih istrazivanja.
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jekta broj 142076 Ministarstva za nauku i tehnoloski
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(Scientific paper)

Eukaryotic cell survives in predominantly reduced conditions. Homeo-
stasis of cellular redox system is an imperative of cell surviving and its
normal metabolism. ROS are well recognized for playing a dual role as
both deleterious and beneficial species, since they can be either harmful or
beneficial to living systems. These species are mutagenic compounds
known to lead to DNA damage, favor cell transformation, and contribute
to the development of a variety of malignant diseases. All the effects of
oxidants are influenced by the cellular antioxidant defenses. This multi-
layer system consists of low molecular weight components and several
antioxidant enzymes. Superoxide dismutases (SODs) are the only enzymes
dismuting superoxide radicals. Mitomycin C, a cross-linking agent, de-
monstrated genotoxicity in all in vitro and in vivo test systems in mam-
malian cells and animals. Water-soluble fullerenes are well known as cy-
totoxic agents for many cell lines in vitro. At the other side, fullerenols are
good free radical scavengers and antioxidants both in vitro and in vivo.
This paper investigates the effects of fullerenol on survival and fullerenol/
/mytomicine (MMC) treatment on superoxide-dismutase (SOD) activity in
CHO-K; cells. Samples were treated 3 and 24 h with fullerenol (C¢(OH),4) at
concentration range 0.01-0.5 mg/mL and survival was monitored with dye
exclusion test (DET). The activity of total SOD was estimated in samples
treated with chosen concentrations of fullerenol and MMC (0.5 and 0.1
pg/mL) after 3 and 24 h of cell incubation. Increasing of C¢y(OH),4 con-
centration leads to decreasing of percent of surviving cells 3 and 24 h after
incubation. The activity of total SOD enhanced with higher concentration
of fullerenol, while decreased in the highest concentration at both experi-
mental points. In samples treated with MMC, as well as in samples treated
with fullerenol (0.0625 mg/mL) + MMC was noticed boost in total SOD
activity in comparison with controls. Treatment with fullerenol decreased
SOD activity in rest of samples treated with MMC. Decreased activity of
superoxide-dismutase in almost all samples treated with fullerenol and
MMC might be contributed to antioxidative properties of fullerenol. In-
creased enzyme level at concentration of 0.0625 mg/mL may be due to its
prooxidative activity.

Kljuéne reéi: Celijska kultura e Fule-
renol e Mitomicin ¢ e Superoksid
dismutaza

Key words: Cell culture o Fullerenol
e Mytomicin ¢ e Superoxide dismu-
tase
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