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PREDGOVOR

Na Tehnoloskom fakultetu u Leskoveu, 19. i 20. oktobra 2007. godine, odrZan je VII
Simpozijum sa medunarodnim u¢eS¢em "Savremene tehnologije i privredni razvoj".
Prijavljeno je 159 radova i 11 plenarnih i sekcijskih predavanja u okviru osam sekcija:
Sekcija za biohemijsko inZenjerstvo, Sekcija za prehrambeno inZenjerstvo, Sekcija za
hemijsko inZenjerstvo, Sekcija za inZenjerstvo zatite Zivotne sredine, Sekcija za
organske hemijske tehnologije i polimerno inZenjerstvo, Sekcija za tekstilno inZenjerstvo
i Sekcija za socijalno ekonomske implikacije novih tehnologija. Sekcija za socijalno-
ekonomske implikacije novih tehnologija realizovana je u saradnji sa Visokom
poslovnom $kolom strukovnih studija iz Leskovca.

Na predlog Naugnog odbora, udesnicima Simpozijuma upucen je poziv da pripreme
izloZene radove za §tampanje Zbornika radova. Zbornik sa dva plenarna i tri sekcijska
predavanja, kao i 28 recenzirana rada, izdat je u tirazu od 50 primeraka.

OdrZavanje Simpozijuma finansijski su pomogli:
- - Ministrastvo nauke Republike Srbije
"Zdravlje" Actavis Company, Leskovac
- Opétina Leskovac.

U ime Nau¢nog i Organizacionog odbora Simpozijuma, Urednik zahvaljuje svim
autorima radova i recenzentima na saradnji, a donatorima na finansijskoj podrSci.
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Naucni rad UDK 576.3 : 577.161.3 = 163.41

EFEKAT a—TOKOFEROLA NA KOLICINU SLOBODNIH TIOLA I SOD
AKTIVNOST KOD K562 CELIJA

SneZana Spasi¢’, Olga Martinov’, Vi§nja Bogdanovié?, Srdjan Mileti¢', Miroslav Vrvi¢®
!Centar za Hemiju-ITHTM, Beograd, Srbija
’Odeljenje za eksperimentalnu onkologiju-Institut za onkologiju, Sremska Kamenica, Srbija
*Hemijski fakultet, Beogradu, Srbija

Ispitivali smo efekat dodatka o-tokoferola i uticaj azot-oksida iz natrijum-pitroprusida (NNP) na
sadrZaj slobodnih tiol grupa i SOD aktivnost kod K562 éelija (humana eritroleukemija) u
eksponencijalnoj fazi rasta, koje su gajene u RPMI 1640 (Sigma) sa dodatkom 2 mM glutamina,
10 % toplotom-inaktiviranog fetalnog govedjeg seruma i antlblotlka na 37 OC u vlaznoj
atmosferi sa 5 % ugljen-dioksida. Koncentracija ¢elija bila je 0,85 x 10° po posudi.

Nasi rezultati ukazuju na mogucéu dvostruku ulogu o-tokoferola kod ovih éelija: indukciju vise
redukovanog stanja (porast slobodnih —SH grupa), ali i porast njihove otpornosti na tretmane koji
indukuju oksidacioni stres (porast SOD aktivnosti). a-Tokoferolom pretretirane K562 Celije ne
daju ofekivani odgovor na tretman sa NNP.

Uvod

Kultura ¢elija, kao sistem sa kontrolisanim uslovima, predstavlja pogodan model za izu¢avanje
elementarnih procesa rasta, razvoja i deobe celija, kao i biohemijskih i populacionih fenomena.
Celije u kulturi zadrzavaJu mnoge osobine tkiva od kojeg su potekle, medutim, sti¢u i neke
specifiCnosti vezane za gajenje in vitro. Za razliku od tumorskog tkiva u organizmu, koje je stalno
izlozeno varijacijama u nivou kiseonika, éelijske linije u in vitro uslovima neprekidno su
eksponirane podjednakom (visokom) nivou kiseonika i nemaju komunikaciju sa drugim tipovima
¢elija [1]. Kao rezultat u celiji se javlja oksidovano stanje koje pogoduje imortalizaciji, stimulise
proliferaciju celija i podrzava razvoj malignog fenotipa. Veéina mutacija bitna za aktivaciju
onkogena ukljuduje redoks-senzitivna regulatorna mesta, §to dovodi do gubitka normalne redoks
kontrole Celijskog rasta i razvoja. Generalno, éelijsko redoks stanje ima znadajan uticaj na
kontrolu ¢elijskog preZivljavanja, apoptoze i ekpresiju tumor supresornih gena.

Antioksidacioni efekti a-tokoferola su posledica njegove hemijske strukture i prevashodno poti¢u
od redoks aktivne slobodne hidroksilne grupe na hromanolskom prstenu. U biologkim sistemima
znacajan je i fitilni bo¢ni niz koji uti¢e na rastvorljivost u mastima i pokretljivost unutar biologkih
membrana. Direktni efekti o-tokoferola potiéu od njegovih interakcija sa elementima signal
transdukcionih puteva (inhibicija protein kinaze C ili aktivacija protein-fosfataze PP2) i/ili
elementima transkripcione regulacije. Kompleksni efekti a-tokoferola su i posledica efekata
njegovih derivata, tokoferil hinon radikala i diradikala, koji direktno interaguju sa ciljnim
proteinima. Pogto je biologka aktivnost posledica njegovih nezavisnih antioksidacionih i direktnih
efekata, pratili smo efekte indukovane promene koli¢ine o-tokoferola na funkciju éelija u kulturi
u pokuSaju da damo dalji doprinos poznavanju molekulskih osnova fizioloskih efekata o-
tokoferola. Efekte a-tokoferola kombinovali smo i sa efektima NO donora. Natrijum nitroprusid
(NNP) je difuzan, fotoreaktivan molekul sa veoma kratkim poluZivotom koji izaziva
koncentraciono- zavisnu proliferaciju ili inhibiciju éelijskog rasta in vitro [2]. Smatra se da ovaj



molekul oslobada NO. i NO* u odnosu 30:70 % uz istovremeno otpustanje cijanidnih jona
(priblizno pet ekvivalenata CN” po molu NNP).

Uloga a-tokoferola, kao lipofilnog antioksidacionog sredstva, dobro je prougena. Medutim, uticaj
ovog lipofilnog antioksidanta na redoks status éelije i molekulskih senzora je manje proucavan.
Pomeranje prooksidativnog balansa zabeleZeno je kod pacijenata sa razliditim tipovima
uznapredovalog maligniteta [3]. PoSto efekat antioksidanata posebno lipofilnih, kao $to je a-
tokoferol, na ove procese nije dovoljno proucen, cilj ovog rada bio je da se ispita efekat o-
tokoferola na koli¢inu slobodnih proteinskih sulfhidrila i glutationa kod malignih (eritroidna
leukemija) K529 éelija u kulturi.

Eksperimentalni deo

Eksperiment je raden na kontinuiranoj celijskoj liniji: ¢elije humane eritroleukemije (K562) -
CCL 243, poreklom iz pleuralne efuzije pacijentkinje sa hroni¢nom mijeloidnom leukemijom.
K562 blasti su multipotencijalne, hematopoetske maligne Celije koje spontano diferenciraju u
progenitore eritrocitne, granulocitne i monocitne serije [4]. K562 éelije rastu u suspenziji u
RPMI 1640 medijumu sa dodatkom 10 % fetalnog teleceg seruma (FCS), 2 mM glutamina,
penicilina (100 IJ/ml) i streptomicina (100 pg/ml). Celijska linija se odrzava u sudovima za
‘kulturu na 37 °C, u atmosferi sa 100 % vlaZnosti i 5 % CO,. Presejavaju se dva puta nedeljno u
koncentraciji 50000 - 100000 celija /ml. a-tokoferol acetat (2 mM) dodavan je u sudove za
¢elijsku kulturu po sledecoj shemi: 1. grupa — kontrolna; 2. grupa — dodat o-tokoferol; uzorci
inkubirani 1 h; 3. grupa — dodat a-tokoferol; posle 0,5 h dodavan i 2 mM natrijum nitroprusid
(NNP) i uzorci su inkubirani jo§ 0,5 h. a-Tokoferol dodavan je kao tokoferol acetat (Merck), a
natrijum- nitroprusid dihidrat (Merck) je rastvoren u 0,9 % NaCl za osnovni rastvor
koncentracije 10 mM. Rastvorena supstanca je u toku eksperimenta dodavana u eksperimentalne
uzorke u odgovarajué¢im zapreminama da bi se postigla optimalna koncentracija (2 mM). Uzorci
K562 celija su tri puta centrifugirani u PBS-u radi ispiranja. Citosolna frakcija dobijena je
tretiranjem uzoraka ultrazvukom (Soniprep 150 MSE). Uzorci su adekvatno pripremljeni za
naredne analize i zamrznuti na -80°C. U toku drugog dela eksperimenta u svim uzorcima
odredena je koncentracija proteina, —SH grupa i aktivnost SOD. Slobodne —SH grupe su
odredivane Ellmanovom metodom [5].

Superoksid dismutaza je odredivana metodom McCorda i Fridovich-a sistemom citohrom c/(Fe
(IlT)/ksantin/ksantin- oksidaza [6]. Aktlvnost SOD je izrazavana u jedinicama aktivnosti na mg
proteina i u jedinicama aktivnosti na 10° éelija.

Rezultati i diskusija

Rezultati odredivanja proteina i koli¢ine slobodnih —SH grupa u éelijama K562 prikazani su u
Tabeli 1. Tretman a-tokoferolom dovodi do statisti¢ki znacajnog smanjenja proteina izraZeno na
milion Celija, kao i do statisticki znacajnog povecanja slobodnih ~SH grupa, takode izraZeno na
milion ¢elija. Dodatni tretman sa NNP-om ne dovodi do daljih promena, ostaje statisticki
znadajno smanjena kolidina proteina i poveéana koli¢ina slobodnih —SH grupa u odnosu na
kontrole.

grupa Proteini (mg/10° éelija) -SH (nmol/10° éelija)

K562 0,73+ 0,05 a 90+10 a




K562+ o-tokoferol 0,51+0,09 b 136+ 15 b

K562+ a-tokoferol +SNP | 0,47+ 0,10 b 162+ 21 b

Tabela 1. Koli¢ina proteina i slobodnih —~SH grupa kod kontrolnih,

a~tokoferol tretiranih i tretiranih a-tokoferolom i NNP. Statistitka znagajnost razlika je testirana
ANOVA. Ista slova oznaCavaju ne postojanje razlike, a razlicita statisticki zna¢ajnu razliku p
<0,05. '

Na slikama 2. i 3. prikazni su rezultati oredivanja aktivnosti SOD prikazani kao specifi¢na
aktivnost (jedinice na mg proteina, slika 2.) i jedinice na million ¢elija (slika 3.). Specifina
aktivnost SOD raste u grupi tretiranoj a- tokoferolom i o-tokoferolom + NNP u odnosu na
kontrolu. Kako je prava specifiéna aktivnost SOD (jedinice na mg &istog proteina) konstantna,
raste udeo SOD u proteinima koji su preostali posle a-tokoferol indukovane degradacije proteina
u K562. Ovo se moZe objasniti i izuzetnom stabilno$éu SOD koja zbog svoje kompaktne
globularne strukture i malog sadrZaja aromati¢nih aminokiselina zadrzava aktivnost i na +60 °C
tokom 5 min. ’
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Slika 2. Aktivnost SOD kod kontrolnih, a-tokoferol tretiranih i tretiranih o-tokoferol + NNP.
Statisti¢ki znacajna razlika izmedju a-tokoferol i kontrola p <0,05, a-tokoferol + NNP i kontrola
p <0,05.
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Slika 3. Aktivnost SOD kod kontrolnih, a-tokoferol tretiranih i tretiranih a-tokoferola + NNP.
Statisticki znacajna razlika izmedju o-tokoferola i kontrola p<0,05, a-tokoferol +NNP i kontrola
p <0,01, i a-tokoferol i a-tokoferol + NNP p <0,05 . '

Ukupni redoks status je generalno prihvacen kao glavni faktor u regulaciji funkcije kako
normalne, tako i maligne ¢elije. Vedina humanih tumora iskazuje ekspresiju visokih vrednosti
SOD, 3to je naj¢eSce u vezi sa agresivnim karakteristikama tumora. U manjem broju studija isti¢e
se niska aktivnost SOD u tumorskim ¢elijama. Za to postoje dva moguéa objasnjenja: 1. Postoje
inherentne razlike medu malignim Gelijama/tumorima koje dovode do toga da iste izmene redoks
statusa dovode do razli¢itih efekata; 2. Promene u nivou jedne od superoksid dismutaza ne
moraju uvek prethoditi izmenama u éelijskom redoks statusu. -

Oksidacija proteinskih sulfhidrila do meSovitih disulfida je rani éelijski odgovor na oksidativni
stres [7], tako i njihova redukcija moZe biti posledica prisustva egzogenih antioksidanata.
Fenomen tokoferolom posredovanog odrZanja proteinskih —SH grupa primeden je ranije [8]. Nasi
rezultati pokazuju da a-tokoferol kod maligne éelijske linije dovodi do poveéanja slobodnih -SH
grupa, $to moZe biti posledica direktnog antioksidativnog efekta o-tokoferola. Kako je za
antioksidante pokazano da mogu posluZiti za preveniranje apoptoze, u ovom slu¢aju poveéanje
unutaréelijskog pula tiol sadrzavajuéih proteina pod uticajem o-tokoferola mozZe imati slidan
efekat, $to ne potencira primenu o-tokoferola kao terapeutskog sredstva u velikim dozama za
ledenje karcinoma.

Zakljucak

Na osnovu izloZenih rezultata, zaklju¢ujemo da jasne razlike izmedu efekata koje o-tokoferol ima
kod maligne ¢elijske linije, u odnosu na slobodne tiole i SOD aktivnost, ukazuju da a-tokoferol
moZe imati dvojak efekat u direktnoj terapiji karcinoma. U malim dozama, pozitivan zbog
predominantnog uticaja na redoks status preko Celijskih tiola, dok je u veéim dozama mogué
negativan efekat zbog uticaja na aktivnost antioksidativnih enzima koji nekada favorizuju
proliferaciju. Sinteza specifi¢nih derivata o-tokoferola koji bi bili sposobni da favorizuju

pozitivne efekte je put koji najvise obeéava u direktnoj primeni a-tokoferola u terapiji kod
razli¢itih vrsta karcinoma.
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Summary

EFFECT OF o-TOCOPHEROL ON FREE THIOL CONTENT AND SOD
ACTIVITY IN K562 CELLS

Scientific paper

SneZana Spasi¢, Vi$nja Bogdanovié®, Olga Martinov’, Srdjan Mileti¢, Miroslay Vrvié®
'Department of Chemistry-IChTM, Belgrade, Serbia _

*Department for Experimental Oncology-Institute of Oncology, Sremska Kamenica, Serbia
*Faculty of Chemistry, Belgrade, Serbia

We examined effect of o-tocopherol addition and influence of nitric oxide from sodium
nitroprusside (SNP) on free thiol content and SOD activity in exponentially growing K562 cells
(human erythroleukaemia) in RPMI 1640 (Sigma) supplemented with 2 mM glutamine, 10 %

heat-inactivated fetal calf serum and antibiotics at 37 ©C in a humidified 5 % carbon dioxide
atmosphere. Cells concentration was of 0.85 x 10 per flask.

Our results indicate potential dual role of a-tocopherol: induction of more reduced cell state
(increased free —SH) and increased resistance of cancer cells to treatment which induce
oxidative stress (increased SOD). a-Tocopherol pretreated K562 cells do not expected respond on
the SNP treatment. :



