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U aerobnoj ¢eliji je pretezno redukovana sredina
koja pogoduje odvijanju ¢elijskog metabolizma u grani-
cama homeostaze. Balans redoks potencijala predstavlja
imperativ odrzavanja zdravog fenotipa i prezivljavanja
[1]. Nitrozativni stres moze ozbiljno narusiti ¢elijsku re-
doks homeostazu i, u kombinaciji sa oksidativnim stre-
som, uticati na ¢elijsku proliferaciju i diferencijaciju, au
nekim slucajevima i na aktivaciju maligne transforma-
cije [2].

Vecina mutacija bitna za aktivaciju onkogena uk-
ljucuje redoks-senzitivna regulatorna mesta, §to dovodi
do gubitka normalne redoks kontrole ¢elijskog rasta i
razvoja [3-7].

Apoptoza je potencijalno protektivan mehanizam u
odnosu na egzogene karcinogene i inflamatorna stanja
koji je delimi¢no regulisan ¢elijskim redoks statusom.
Generalno, ¢elijsko redoks stanje ima znacajan uticaj na
kontrolu ¢elijskog prezivljavanja, apoptoze i ekspresiju
tumor supresornih gena [2,8—12].

Azot oksidu (NO) kao predmetu aktuelnih istrazi-
vanja u medicini i biohemiji i temi mnogobrojnih publi-
kacija, ¢esto se pripisuje kontroverzna uloga. NO izazi-
va razlicite efekte u zavisnosti od eksperimentalnog mo-
dela, svoje relativne koncentracije kao i okruZenja u
kojem nastaje [13]. Hemijska priroda azot-oksida uka-
zuje na mogucénost reakcija sa reaktivnim vrstama nasta-
lim iz molekulskog kiseonika. Ispitivanja moguénosti
direktne transformacije azot-oksida u redoks aktivne
vrste kao §to su nitrozonijum katjon (NO") i nitroksil
anjon (NO /HNO) i direktni efekti tih redoks potomaka
u celiji tek su u zacetku. Njihov znacaj raste paralelno
sa porastom interesovanja za redoks regulaciju celijskog
ciklusa [5].

U ovom radu ispitivani su efekti donora NO natri-
jum-nitroprusida (SNP) na dve celijske linije u kulturi:
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REDOKS REGULACIJA CELIJSKOG CIKLUSA
AZOT-OKSIDOM*

U ovom radu ispitivani su efekti donora NO natrijum-nitroprusida (SNP) na dve ce-

humane eritroleukemije (K562). Niske koncentracije deluju stimulativno na prolifera-
ciju K562 celija u kulturi, dok je kod visih koncentracija situacija suprotna i uocava se
dozno-zavisan uticaj SNP na proliferaciju K562 celija. Koriséenjem natrijum-nitro-
prusida i dve vrste superoksid dismutaza, Cu,Zn-SOD i Mn-SOD, stvoreni su uslovi ge-
nerisanja vise vrsta signalnih molekula i ispitan je odgovor obe Celijske linije na njih.
Rezultati eksperimenata pokazuju da izabrani parametri (kolicina slobodnih tiolnih
grupa i glutationa) mogu biti relevantni za pracenje efekata egzogenog azot oksida i
njegovih redoks potomaka kod razlicitih, transformisanih i malignih éelijskih linija.

sa potencijalnim kapacitetom da izazovu fibrosarkom i
¢elije humane eritroleukemije (K562) koje su sa malig-
nim karakteristikama [14,15]. Natrijum-nitroprusid je
fotoreativan molekul sa veoma kratkim poluzivotom koji
izaziva koncentraciono-zavisnu proliferaciju ili inhibi-
ciju Celijskog rasta in vitro [12], Sto je u eksperimentu i
pokazano testom inkorporacije *H timidina. Pracenjem
intracelularnih markera kao §to je koli¢ina slobodnih
tiolnih grupa i glutationa pretpostavljeno je da ¢e se do-
biti uvid i u molekulske mehanizme za objasnjenje efe-
kata azot oksida i njegovih redoks potomaka kao i ob-
jasnjenje za eventualne razlike u odgovoru transformi-
sanih i malignih ¢elijskih linija.

MATERIJAL I METODE

U eksperimentu su koriS¢ene dve komercijalne ¢e-
lijske linije: ¢elije humane eritroleukemije K562 (CCL

85011425) [15].

K562 ¢elije rastu u suspenziji u RPMI 1640 medi-
jumu (Sigma) sa dodatkom 10% fetalnog telec¢eg seru-
ma (FCS, NIVNS), 2mM glutamina (Sigma), penicilina
(100 1J/ml) i streptomicina (100 pg/ml) (Galenika). 1.929
¢elije rastu zalepljene za podlogu kao jedan sloj ¢elija
(«monolayer»), u DMEM-u sa dodatkom 10% FCS, 2 mM
glutamina, penicilina (100 1J/ml) i streptomicina (100
pg/ml). Jednocelijska suspenzija se dobija 0,25% tri-
psinom ili tripsinom u EDTA (Sigma).

Celijske linije se odrzavaju u sudovima za kulturu
na 37 °C, u atmosferi sa 100% vlaznosti i 5% CO,. Pre-
saduju se dva puta nedeljno u koncentraciji 50000—
—100000 ¢elija/ml.

Natrijum-nitroprusid dihidrat (Merck) je rastvoren
u 0,9% NaCl za osnovni rasvor koncentracije 10 mM. U
toku eksperimenta osnovni rastvor je dodavan u eksperi-
mentalne uzorke u odgovarajuéim zapreminama da bi se
postigla finalna koncentracija od 0,1; 1;2 1 5 mM.

Preparat Cu,Zn-SOD (Peroxinorm, CN 953745, Pli-
va) je rastvoren u destilovanoj vodi i dodavan u eks-
perimentalne uzorke u finalnoj koncentraciji od 10”7 M.

Mn-SOD (Escherichia coli), izolovana po metodi
Keele [16], rastvorena je u destilovanoj vodi i dodavana u
eksperimentalne uzorke u finalnoj koncentraciji od 107 M.
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Uzorci celijske linije K562 posadeni su u mikro-
titar ploce (Costar, 96 well) u koncentraciji od 0,1; 1; 2 i
5 mM i tretirane testom inkorporacije *H timidina [17].
Indeks proliferacije Celija pracen je nakon 1, 24 1 48 h
inkubacije sa SNP, kao i Cu,Zn-SOD (107 M ) + SNP
(1 mM).

U drugom delu eksperimenta uzorci obe celijske
linije posadeni su u flaskone za kulturu ¢elija od 25 cm®
(Costar) u koncentraciji od 1,0-10°%mL i podeljeni su u
Cetiri eksperimentalne grupe:

1. kontrolna grupa (25,5 h u termostatu);

2. grupa sa dodatim SNP (vreme inkubacije 24,5 h
u termostatu + 1 h sa 2 mM SNP);

3. grupa sa dodatim Cu,Zn-SOD i SNP po Semi
24h+0.5h 107 M Cu,Zn-SOD + 1 h 2mM SNP;

4. grupa sa dodatim Mn-SOD i SNP po Semi 24 h +
0,5h 107" M Mn-SOD + 1 h 2 mM SNP.

Nakon isteka inkubacije, ¢elije su isprane u PBS-u
i centrifugirane 10 min na 10000 obrt/min. Citosolna
frakcija dobijena je ultrasonifikacijom uzoraka (Soni-
prep 150 MSE).

U svim uzorcima odredena je koncentracija uku-
pnog glutationa metodom Griffith-a i slobodnih tiolnih
grupa Ellmanovom metodom [18,19]. Dobijeni eksperi-
mentalni rezultati statisticki su obradeni dvovarijantnim
ANOVA testom.

REZULTATI I DISKUSIJA

Indeks proliferacije ¢elija humane eritroleukemije
(K562) praéen inkorporacijom *H timidina

Kao $to je prikazano na slici 1, indeks poliferacije,
odnosno posredno pracena de novo sinteza DNK u K562
¢elijama je posmatrana u Cetiri vremenske tacke eks-
perimenta pri koncentracijama od 0,1; 1; 21 5 mM SNP.
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Slika 1. Efekti natrijum-nitroprusida na proliferaciju K562 ¢e-
lija praceni inkorporacijom *H timidina.

Figure 1. Effect of sodium nitroprusside on the proliferation of
K562 cells monitored by *H timidine incorporation.

Niske koncentracije deluju stimulativno na prolife-
raciju K562 celija u kulturi, dok je kod visih koncen-
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tracija situacija suprotna, dakle, uocava se dozno-za-
visan uticaj SNP na proliferaciju K562 celija.

Takode, posto se koncentracija od 2 mM SNP poka-
zala kao grani¢na izmedu stimulacije i inhibicije prolife-
racije za ispitivanu celijsku liniju, u daljem toku ekspe-
rimenta uzorci su inkubirani samo sa 1 mM Na-nitro-
prusidom, kao i sa kombinacijom 1mM SNP i 0,1 uM
Cu,Zn-SOD (slika 2). Pritom smo Zeleli da ustanovimo
da 1i inkubacija sa Cu,Zn-SOD doprinosi proliferativ-
nom efektu SNP.

Koncentracija SNP od 1 mM dovodi do prolifera-
cije K562 ¢elija u svim vremenskim tackama eksperi-
menta, a posebno u 48. satu. Predtretman sa Cu,Zn-SOD
u kombinaciji sa SNP pokazuje evidentnu, ali ne i sta-
tisticki znacajnu stimulaciju éelijske proliferacije u po-
redenju sa SNP-tretiranom grupom.
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Slika 2. Indeks proliferacije K562 Celija pracen inkorporaci-
Jom *H timidina u prisustvu SNP i Cu,Zn-SOD.

Figure 2. Index of K562 cells proliferation monitored by *H ti-
midine incorporation in a presence of SNP and Cu,Zn-SOD.

Efekti SNP na koncentraciju ukupnog glutationa
(GSH +GSSG)

U uzorcima linije L929 (slika 3), zapaza se pad
vrednosti koncentracije ukupnog glutationa u svim eks-
perimentalnim grupama u odnosu na kontrolnu. Taj pad
je najznacajniji u grupi uzoraka tretiranih sa MnSOD +
SNP, sto se pripisuje najintenzivnijoj S-nitrozilaciji u
ovoj eksperimentalnoj grupi, kao i mogucim efektima S-
-glutationilacije redukovanog glutationa u sistemu gde
je prisutan i vodonik-peroksid [20].

SNP snizava specifi¢nu koncentraciju ukupnog glu-
tationa, dok u kombinaciji sa Cu,Zn-SOD odnosno Mn-
-SOD dovodi do povisenja koncentracije ovog celijskog
redoks pufera u ¢elijskoj liniji K562 (slika 4). PoviSenje
koncentracije glutationa u grupi predtretiranih uzoraka
sa Cu,Zn-SOD moze se pripisati osobini ovog enzima
da dovodi do S-denitrozilacije. Niske vrednosti ukupnog
glutationa u grupi predtretiranoj Mn-SOD-om idu u pri-
log efektima do kojih dolazi direktnim ukljuc¢enjem vo-
donik-peroksida u signalnu transdukciju tretiranih celija
[20].
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Efekti natrijum-nitroprusida na koncentraciju
slobodnih tiolnih grupa

Koncentracija slobodnih tiolnih grupa je poviSena
u odnosu na kontrolnu grupu uzoraka u svim tretiranim
grupama u ¢elijskoj kulturi L929 (slika 5), §to je u skla-
du sa literaturnim podacima koji navode rezistentnost
fibroblasta na nitrozativni stres. Statisticki najvisa vred-
nost povecanja koncentracije uocava se u grupi uzoraka
tretiranih sa Cu,Zn-SOD + SNP.

SNP snizava specificnu koncentraciju slobodnih
tiolnih grupa grupa, dok u kombinaciji sa Cu,Zn-SOD
odnosno Mn-SOD dovodi do povisenja njihove koncen-
tracije u celijskoj kulturi K562, sto se ponovo moze pri-
pisati najpre osobini Cu,Zn-SOD da S-denitroziluje tio-
le, kao i direktnom ukljuéenju vodonik-peroksida u sig-
nalnu transdukciju tretiranih ¢elija u grupi predtretiranoj
sa Mn-SOD (slika 6) [20].

ZAKLJUCCI

U nasim eksperimentima, kori§¢enjem donora NO—
—natrijum nitroprusida (SNP) i dve vrste superoksid dis-

10 §

8 i 1
-4
~
0
E 61
=
172}
O 4
°
£
g 5,

0 .

Kontrola Cu,ZnSOD + MnSOD +
SNP SNP

Slika 3. Efekti natrijum-nitroprusida na koncentraciju ukupnog

glutationa (nmol/mg proteina) u uzorcima Celijske linije L929.

Figure 3. Effect of sodium nitroprusside on the concentration of

total glutathione (nmol/mg) of cell line L929.
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Slika 5. Efekti natrijum-nitroprusida na koncentraciju slobodnih
tiolnih grupa (nmol/mg proteina) u uzorcima Celijske linije L929.
Figure 5. Effect of sodium nitroprusside on the concentration of

free thiol groups (nmol/mg protein) of cell line L929.

mutaza, Cu,Zn-SOD i Mn-SOD, stvorili smo uslove ge-
nerisanja viSe vrsta signalnih molekula i ispitali odgovor
transfomisanih (L929) i malignih (K562) ¢elija na njih.

Test inkorporacije *H timidina pokazao je da niske
koncentracije SNP deluju stimulativno na proliferaciju
K562 ¢elija u kulturi, dok je kod visih koncentracija
situacija suprotna, odnosno uocava se dozno-zavisan ne-
gativni uticaj SNP na proliferaciju K562 ¢elija. Predtret-
man Celija K562 sa CuZn-SOD u kombinaciji sa SNP
pokazuje evidentnu, ali ne i statisticki znac¢ajnu stimula-
ciju Celijske proliferacije u poredenju sa SNP-tretiranom
grupom.

U uzorcima linije L929 zapaza se snizenje vred-
nosti specificne koli¢ine glutationa u svim eksperimen-
talnim grupama u odnosu na kontrolnu. Ta pojava je
najznacajnija u grupi uzoraka tretiranih kombinacijom
Mn-SOD i SNP. U kulturi K562, SNP snizava speci-
ficnu koli¢inu ukupnog glutationa, dok u kombinaciji sa
Cu,Zn-SOD odnosno Mn-SOD, dovodi do poviSenja kon-
centracije ovog celijskog redoks pufera.

Rezultati nasih eksperimenata pokazuju da izabrani
parametri (koli¢ina slobodnih tiolnih grupa i glutationa)
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Slika 4. Efekti natrijum-nitroprusida na koncentraciju ukupnog
glutationa (nmol GSH/mg proteina) u uzorcima Celijske linije K562.
Figure 4. Effect of sodium nitroprusside on the concentration of
total glutathione (nmol/mg) of cell line K562.
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Slika 6. Efekti natrijum-nitroprusida na koncentraciju slobodnih
tiolnih grupa (nmol/mg proteina) u uzorcima Celijske linije K562.
Figure 6. Effect of sodium nitroprusside on the concentration of
free thiol groups (nmol/mg protein) of cell line K562.
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mogu biti relevantni za pracenje efekata egzogenog azot
oksida i njegovih redoks potomaka kod razlicitih, trans-
formisanih i malignih ¢elijskih linija.
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REDOX REGULATION OF CELL CYCLE THROUGH NITRIC OXIDE

Visnja Bogdanovi¢', Mihajlo B. Spasi¢?

'Institute for Oncology, Sremska Kamenica, Serbia

*Institute for Biological Research "Sinisa Stankovi¢", Belgrade, Serbia

Scientific paper

This paper investigates the effects of sodium nitroprusside as NO donor on
two cell lines in culture: transformed cells of mice fibroblasts (L929) and
malignant cells of human eritroleukemia (K562). Low concentrations of
NO have stimulative effect, while high concentrations have inhibitive ef-
fects on proliferation of K562 cells in a dose-dependent manner. In our
experiments, by using sodium nitroprusside (SNP) as NO donor and two
kinds of superoxide dismutase, Cu,Zn-SOD and Mn-SOD, we created con-
ditions to generate several kinds of signal molecules and investigated re-
action of transformed (L929) and malignant (K562) cells to dose. Results
of experiments are showing that chosen parameters (amount of free thiol
groups and glutathione) may be relevant in monitoring the effect of exo-
genous nitrate oxide and its redox descendants in different, both trans-
formed and malignant cell lines.
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