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Modulacija aktivnosti
superoksid-dismutaze u humanim
limfocitima nakon ozraivanja in vitro

Pracena je aktivnost intracelularne superoksid-dismutaze (SOD) u limfocitima
periferne krvi nakon ozracivanja terapijskom dozom zracenja f 0CO). Aktivnost
SOD merena je u mononuklearnim Ccelijama periferne krvi izdvojenih na gradi
jentu Limfoprepa na dva vremena fiksacije, u primarnim kulturama limfocita
stimulisanim fitohemaglutinom in vitro i odgovarajucim kontrolama. Rezultati ak-
tivnosti SOD korelirani su sa stepenom radijacionog ostecCenja genoma (ucesta
lostscéu mikronukleusa). Dobijeni rezultati su pokazali da do povecanja aktivnosti
SOD dolazi nakon 48 casova, na osnovu cega se moZe zakljuciti da do njega do-
vodi de novo sinteza enzima, a ne promena konformacionog stanja (aktivacija di
mera spajanjem u tetramere). Korelacija aktivnosti SOD u kulturi ozracenih lim
focita sa brojem mikronukleusa ukazuje na to da se sa povecanjem enzimske
aktivnosti stepen radijacionog oStecenja genoma smanjuje, jer SOD uklanja reak
tivne slobodne radikale, smanjuje indirektno dejstvo zracenja i omogucava reper
mehanizmima Celije da lakse i tacnije izvrSe rekonstrukciju genoma.

Uvod

Izlaganje celija jonizuju¢em zracenju dovodi do ozlede gotovo svih
biomolekula u celiji. Najosetljiviji bioloSki molekul je DNK, te se efekti
jonizujudeg zracenja lako mogu prepoznati analizom hromozomskih abera
cija metafaznih hromozoma. Hromozomske aberacije nastaju direktnim i

indirektnim delovanjem zracenja: deponovanjem energije zraCenje direktno
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RADOVI POLAZNIKA OBRAZOVNIH PROGRAMA ’99 HUMANA BIOHEMIJA ¢ 323



radikali O2’, OH , HO2 , kao i H>O7 snaZni su oksidansi. Od antioksida-
tivnog potencijala éelije i sposobnosti enzima antioksidativne zastite da uk
lone reaktivne slobodne radikale zavisi stepen radijacionog oStecenja
genoma. Najvazniju ulogu u spreCavanju nastajanja tih oStedenja imaju
enzimi antioksidativne zasStite — superoksid-dismutaze (Mn-SOD i Cu,Zn-
SOD) i glutation-peroksidaza (GPx). Superoksid-dismutaza (SOD) je ak-
tivna u obliku tetramera, ali se u deliji nalaze i neaktivni dimeri koji se
aktiviraju nakon polimerizacije. Njena zastitna uloga se zasniva na katali
zovanju transformacije superoksid radikala u HyO3, koji se dalje metabo-
life u Oz i H20.

U ovom radu pracena je aktivnost SOD u limfocitima periferne krvi
nakon ozraCivanja na nekoliko vremena fiksacije. Aktivnost SOD je pore-
dena sa stepenom radijacionog oStecenja genoma, tj. brojem mikronukle-
usa. Vreme za koje se poveca aktivnost SOD moze ukazati na mehanizam
kojim do tog povecanja dolazi (polimerizacija ili de novo sinteza enzima).
Cilj eksperimenta bio je ispitati modulaciju aktivnosti enzima nakon ozra
Civanja i ukazati na mehanizam aktivacije enzima antioksidativne zastite.

Materijal 1 metode

Za potrebe eksperimenta koriS¢ena je venska krv tri zdrave muske
osobe. Uzorak krvi svakog davaoca podeljen je na dva jednaka dela. Po
jedan deo krvi zracen je Y-zracenjem doze 2 Gy (najceSce koriS¢ena terapi-
jska doza). Drugi, neozraceni, deo sluZio je kao kontrola. Iz jednog dela
ozracene krvi izolovani su limfociti koji su zatim podeljeni na dva alikvo-
ta. Prvi deo izolovanih limfocita inkubiran je 1 h, a drugi 2 h na 37°C.
Nakon naznacenog vremena izolovan je citosol metodom McCord i Fri
dovich (1969) i zamrznut na —70°C. Od preostalog dela ozraCene krvi
postavljene su limfocitne kulture koje su stimulisane fitohemaglutininom i
inkubirane 48 h nakon Cega su preparirane po metodu Fenech i Morley
(1985). Suspenzija prepariranih limfocita naneta je na mikroskopske plo-
Cice, analizirana je ucestalost mikronukleusa kako bi se procenio stepen
radijacionog oStecenja genoma. Kontrole izolovanih limfocita i kulture I
mfocita su tretirane na isti nacin. Merenje aktivnosti SOD iz citosola ozra
Cenih i neozracenih uzoraka uradeno je spektrofotometrijski, komercijalnim
testom Ransod firme Randox. Rezultati aktivnosti su izraZeni u U/mg pro-
teina. Koncentracija proteina je odredena standardnom CBB metodom.

Rezultati
Rezultati merenja aktivnosti SOD dati su u tabeli 1. Najvisa aktivnost

izmerena je u uzorku br. 2 u kulturi ozracenih limfocita, a najniZa u
uzorku br 3 (limfociti ozraceni i inkubirani 1 h).
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Tabela 1. Aktivnost SOD [U/mg proteina]

Tretman Uzorak
1 2 3

limfociti ozraceni i inkubirani 1 h  46* 51 37
limfociti inkubirani 1 h — kontrola  48* 55 38
limfociti ozraCeni i inkubirani 2 h 44 .5% 48 47
limfociti inkubirani 2 h — kontrola  45% 51 39
kultura limfocita — kontrola (48 h) 123.5 169 82
kultura ozracenih limfocita (48 h) 143 227 96

Napomena: * — aktivnost SOD je izracunata iako je procenat inhibicije izlazio iz
opsega linearnosti metode.

Rezultati pokazuju da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu
ozracenih limfocita inkubiranih 1 h i ozracenih limfocita inkubiranih 2 h
(p > 0.05), kao i izmedu neozracenih i ozracenih limfocita. Kulture ozra
Cenih limfocita pokazale su statisticki znacajno vise aktivnosti SOD u od-
nosu na ozracene limfocite inkubirane 1 h'i 2 h (p < 0.01).

Stepen radijacionog oStecenja genoma (ucestalost mikronukleusa na
1000 celija) prikazan je u tabeli 2. Sa MN-K/1000 oznaena je ucestalost
mikronukleusa u kontroli na 1000 celija, a sa MN-O/1000 — uclestalost
mikronukleusa u ozracenim uzorcima na 1000 celija. Rezultati ukazuju na
viSestruko povecanje broja mikronukleusa u kulturama ozraCenih limfocita
u odnosu na neozracene kulture.

Tabela 2. Ucestalost mikronukleusa

Tretman Uzorak

1 2 3
MN-K/1000 13 9 25
MN-0/1000 176 166 198

Diskusija 1 zakljucak

Dobijeni rezultati ukazuju na to da se povecanje aktivnosti SOD de-
Sava nakon 48 h inkubacije. Na osnovu toga se moZe zakljuciti da je za
povecanje aktivnosti neophodna de novo sinteza enzima, a ne mobilisanje
neaktivnih dimera iz citoplazme i njihovo spajanje u tetramere (za ovaj
proces potrebno je nekoliko sati). Povecanje enzimske aktivnosti i u grupi
neozracenih limfocita nakon 48 h posledica je i blastne transformacije lim
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focita (inicirane specifi¢nim mitogenom — fitohemaglutininom). Blastna
transformacija obuhvata Citav niz sloZenih procesa koji metabolicki neak-
tivnu celiju prevode u metabolicki aktivnu (Fenech 1993). Zapaljenski
procesi koje u celiji izaziva jonizujuce zraCenje takode se karakteriSu ge-
nerisanjem slobodnih radikala, te i oni mogu za posledicu imati poveéanje
aktivnosti SOD u kulturama ozracenih limfocita (Joseohy et al. 1997). Ne-
gativna korelacija izmedu broja mikronukleusa i aktivnosti SOD u kulturi
ozraCenih limfocita pokazuju da Sto je veca enzimska aktivnost to je oSte-
éenje genoma manje (uzorak br. 2 u odnosu na ostala dva uzorka ima na
jvecu enzimsku aktivnost, a njamanju ucestalost mikronukleusa), jer SOD
uspeSnije uklanjaju reaktivne slobodne radikale, te je manja mogucnost za
indirekta oStecenja genoma. Podaci iz literature pokazuju da enzimi antiok-
sidativne zaStite imaju ulogu u regulaciji mnogih celijskih procesa. Snazan
antioksidativni potencijal éelije omogucava zadrzavanje Celijskog ciklusa u
G fazi, kada je i reparativnim enzimima omoguceno da efikasnije obave
ulogu reparacije DNK.
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Ivana Joksi¢

Modulation of Superoxid dismutase Activity in Human
Lymphocytes After In vitro Irradiation

The paper describes the results of the activity of intracellular super
oxid dismutase (SOD) in peripheral blood lymphocytes following in vitro
irradiation with 2 Gy gamma dose (~ Co). The SOD activity was measured
in mononucleated peripheral blood cells separated with Lymphoprep gra
dient on two fixation times as well as in primarily phytohemaglutinin
(PHA) stimulated lymphocyte cultures in vifro and in a appropriate con-
trols. The SOD activity was correlated with incidence of radiation-induced
damages of the genome (incidence of micronuclei per cell). The modula
tion of enzyme activity as a function of time would indicate what is pos-
sible mechanism for increased enzyme activity. The results, obtained in
this study demonstrated that increase activity of SOD happened after 48 h
of incubation that indicate that de novo synthesis of mRNA is necessary
and conformation changes in enzyme structure (polymerisation of dimmers
into tetramers) do not lead to increased activity. Inverse correlation be-
tween enzymes activity in harvested PHA stimulated lymphocytes and in-
cidence of radiation-induced micronuclei was found: increased enzyme
activity lead to lower incidence of micronuclei, mostly because the amount
of reactive free radicals is depressed, indirect harmful effects on genome
is reduced and at the same time repair of DNA lesions can be successfully
done.
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