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Holoksan jest lekiem cytostatycznym nalezacym do zwigzkéw alkilujacych
0 mechanizmie dziatania podobnym do cyklofosfamidu. Celem pracy byta ocena
wptywu holoksanu, w réznych dawkach i przedziatach czasowych na aktywnos¢
izoenzymow dysmutazy ponadtlenkowej, SOD (mitochondrialnego i cytoplaz-
matycznego), jako enzymoéw uktadu oksydoredukcyjnego, oraz stezenie dial-
dehydu malonowego MDA, jako markera peroksydacji lipidow, w medium
hodowlanym raka ptaskonabtonkowego, hodowanego in vitro w postaci mega-
kolonii. Hodowle prowadzono na Inii raka ptaskonablonkowego AT478, w wa-
runkach standardowych. Na podstawie otrzymanych wynikdw mozna stwier-
dzi¢, ze holoksan w zastosowanej dawce (10 i 40 ug/cm®) i przedziale czasowym
24 i 72 godz. wptywa na zaburzenia uktadu oksydoredukcyjnego megakolonii
komorek nowotworowych raka ptaskonabtonkowego linii AT478 hodowanego
in vitro.

Hasta kluczowe: rak ptaskonabtonkowy, hodowla kombrkowa, izoenzymy dys-
mutazy ponadtlenkowej, aldehyd dimalonowy.
Key words: squamous cell carcinoma, cell culture, isoenzymes SOD, MDA.

Holoksan jest lekiem cytostatycznym, nalezacym do grupy zwiazkow alkiluja-
cych. Jego mechanizm dziatania jest podobny do cyklofosfamidu i podobnie, jak
trofosfamid jest jego pochodng (1). Dziatanie holoksanu jest niezalezne od fazy
cyklu komorkowego, powodujac powstawanie wigzah mostkowych pomiedzy
dwiema nitmi DNA (1). Jak wszystkie cytostatyki alkilujagce, hamuje wzrost
komorek, ich podzial, czynnosci i aktywnoS¢ mitotyczng. W dziataniu leczniczym
i toksycznym, wykazuje zdolnos¢ do zaburzeh mitozy i podziatu komorek szybko
rosnagcych. Stabiej dziata mielotoksycznie, a silniej neurotoksycznie od cyklofos-
famidu (2). Metabolizowany jest w watrobie do 4-hydroksyifosfamidu, ktory
rozklada sie do akroleiny i ifosfamidu musztard, jako formy aktywnej (1). Jego
metabolity sa wydalane z moczem, gléwnie w postaci czynnej (1). Okres pot-
trwania tego preparatu wynosi ok. 7 godz. Stosowany jest w leczeniu paliatywnym
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roznych nowotworbw. Podczas leczenia moga jednak wystapic miedzy innymi
zaburzenia ze strony ukladu pokarmowego, czynnosci krwiotworczej, supresja
szpiku oraz upoSledzenie pecherza moczowego i watroby, a takze wykazuje
niepozadane dzialanie kardio- i pneumotoksyczne. Stosowany rownoczes$nie z na-
promienianiem, nasila reakcje popromienng (1, 2). Prowadzenie hodowli komor-
kowych in vitro jest obecnie bardzo rozpowszechnionym modelem badawczym.
Hodowle sa prowadzone na réznych liniach komorkowych: hepatocytach, lim-
focytach, itp. (3, 4, 5, 6). Natomiast prowadzenie in vitro hodowli raka ptaskonab-
lonkowego AT478 w postaci megakolonii jest nowatorskim przedsiewzigciem
naukowym opracowanym w Instytucie Badan nad PromieniotworczoScia w Mona-
chium (7) i zmodyfikowanym w Zakfadzie Biochemii Ogblnej w Zabrzu SAM.
Istnieja doniesienia dotyczace zmian chorobowych zwigzanych z wystepowaniem
rakow ptaskonabtonkowych (8). Nie znaleziono jednak w piSmiennictwie danych
dotyczacych wptywu holoksanu lub innych preparatdw cytostatycznych na hodowle
megakolonii raka ptaskonabtonkowego AT478 in vitro. Bardzo istotny i inte-
resujacy wydaje sie byt wptyw lekbw, w tym lekbw o dziataniu cytostatycznym, na
wzrost i przemiany metaboliczne badanych linii komérkowych in vitro, w tym
wiasnie holoksanu.

Celem badah byta ocena wptywu holoksanu w réznych dawkach i przedziatach
czasowych na aktywnost izoenzymoéw dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), mito-
chondrialnej (MnSOD) i cytoplazmatycznej (Cu/ZnSOD), jako enzymbw uktadu
oksydoredukcyjnego, oraz stezenie dialdehydu malonowego, MDA, jako markera
peroksydacji lipidéw, w medium hodowli raka ptaskonabtonkowego hodowanego
in vitro w postaci megakolonii.

MATERIAL | METODY

Do hodowli zastosowano linie raka ptaskonabtonkowego AT478, pochodzacego
od myszy C3H. Jako podtoza hodowlanego uzyto podtoze Dulbeco’s z L-gluta-
ming, wzbogacone wotowa surowica ptodowa firmy Sigma. Hodowla prowadzona
byta w standardowych warunkach temperatury i ciénienia, w atmosferze wzhogaco-
nej dwutlenkiem wegla. Do hodowli uzyto butelek hodowlanych, firmy Sarstedt,
w kazdej po 4 megakolonie. Megakolonie potraktowano dwoma stezeniami
holoksanu: 10 i 40 ug/cm?® medium w dwoch przedziatach czasowych: 24 i 72 godz.
Grupe kontrolna stanowity megokolonie w 5 butelkach hodowlanych, nie zawiera-
jacych w medium hodowlanym holoksanu.

Hodowle megakolonii prowadzono wg standartowej procedury:

e butelke zawierajaca odpowiednia liczbe komorek trypsynizowano mieszaning
trypsyny i EDTA przez kilka minut;

e usuwano mieszaning trypsynizujaca i przeptukiwano komérki medium hodow-
lanym;

e mechanicznie uwalniano komorki do medium wzbogaconego ptodowa surowica
wotowg (FSC) o okreslonym stezeniu;

e w butelkach hodowlanych w zaznaczonych miejscach nakrapiano zawiesing

komorek i inkubowano w okreSlonych parametrach eksperymentu (2).
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Medium hodowlane zbierano po 24 i 72 godz. od podania preparatu i 0znaczano:
— aktywnos¢ izoenzymow dysmutazy ponadtlenkowej — SOD

[E.C. 1.15.1.1]:

¢ mitochondrialnego — MnSOD;

e cytoplazmatycznego — Cu/ZnSOD;
— stezenie dialdehydu malonowego — MDA.

Aktywnost izoenzymodw dysmutazy ponadtlenkowej oznaczano za pomoca
metody opisanej przez Oyanagui (9), wykorzystujac ich rézna podatnos¢ na
inhibicje cyjankiem i wyrazono ja w jednostkach nitrowych/cm?® medium hodow-
lanego (NU/cm?®). Jednostka Nitrowa jest to taka ilosS¢ enzymu, ktora rozktada
w jednostce czasu 50% powstatego rodnika ponadtlenkowego (9, 10). Stezenie
dialdehydu malonowego oznaczano za pomoca metody Ohkawy i wspbtpr. (11),
wykorzystujac jego reakcje z kwasem tiobarbiturowym i wyrazono w pmolach
MDA/dm?® medium hodowlanego (12, 13).

WYNIKI | ICH OMOWIENIE

W przeprowadzonym eksperymencie stwierdzono, ze holoksan, lek cytostatycz-
ny, w zastosowanej dawce i przedziale czasowym, powoduje zaburzenia w proce-
sach oksydoredukcyjnych badanych linii komérkowych hodowanych in vitro.
Proces ten zaobserwowat mozna na podstawie zmian aktywnosci badanych
izoenzymow dysmutazy ponadtlenkowej (SOD): izoenzymu mitochondrialnego
(MnSOD), oraz izoenzymu cytoplazmatycznego (Cu/ZnSOD), a takze zmian
stezenia dialdehydu malonowego (MDA), jako markera perosydacji lipidow. We
wszystkich grupach badanych (Byo; B4o), po podaniu holoksanu w dawce 10 ug i 40
ug, w czasie 24 i 72 godz., nastgpit znamienny statystycznie wzrost aktywnosci obu
izoenzymow SOD, w stosunku do grup kontrolnych (K,4; K7,). Z wyjatkiem grupy
badanej Cu/ZnSOD, ktora otrzymata dawke 40 ug holoksanu w czasie 24 godz.
Wzrost aktywnosci Cu/ZnSOD byt nieznamienny statystycznie. Podobne wyniki
otrzymano dla stezenia dialdehydu malonowego (MDA), jedynie po podaniu 40 pg
holoksanu po 72 godz. nastgpit znamienny statystycznie spadek stezenia tego
parametru w stosunku do grupy kontrolnej (tab. 1). Uzyskane wyniki opracowano
testem t-Studenta, po uprzednim sprawdzeniu normalnosci rozktadu, przyjmujac
jako poziom istotnosci p<0,005. Wyniki przedstawiono w tab. II.

W Swietle opublikowanych danych literaturowych istnieja sprzeczne doniesienia
dotyczace udziatu wolnych rodnikdbw w patomechanizmie toksycznego dziatania
holoksanu. Organizmy zywe, w tym takze hodowle komérkowe prowadzone in
vitro, posiadajg mechanizmy antyoksydacyjne, ktbre ostaniaja przemiany ustrojowe
przed dziataniem wolnych rodnikbw. Naleza do nich miedzy innymi ukfady
enzymatyczne. Dysmutaza ponadtlenkowa, SOD i jej izoenzymy sa wiadnie
przedstawicielami tej grupy enzymatycznej. Dysmutaza ponadtlenkowa, SOD, [EC
1.15.1.1] jest enzymem wystepujacym we wszystkich organizmach zywych. Przede
wszystkim w jadrze komorkowym i lizosomach. Kompleksowe zwigzanie wcho-
dzacych w skfad enzymbdw jondw metali prowadzi do jego dezaktywacji. Jest to
proces odwracalny (14, 15, 16, 17). Natomiast, dialdehyd malonowy, MDA, jako
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Tabela |. Aktywnos¢ dysmutazy mitochondrialnej i cytoplazmatycznej oraz stezenie dialdehydu malonowego
w zaleznosci od stezenia holoksanu i czasu trwania doSwiadczenia (24 i 72 godz.)

Table I. Activity of SOD isoenzymes and concentration of MDA depend on holoxane concentration and time of
examination

- Kontrola (K) Holoksan w stez. 10 pg [Holoksan w stez. 40 pg
Mierzony parametr (B1o) (Bao)
24 h 72 h 24 h 72 h 24 h 72 h
Mn SOD IU/cm?® 1,203 1,405 9,282 13,752 14,680 15,31
Cuzn SOD IU/cm?® 1,404 1,820 3,799 4,076 4,169 4,492
MDA (ug/cm?) 6,523 7,276 19,065 10,166 17,131 8,434

Tabela Il. Opracowanie statystyczne otrzymanych wynikow

Table Il. Summary statisty of obtained results

Poziom istotno&ci statystycznej p

Badany parametr czas ekspozycji vs k VS Byo
() Buo Bao Buo
24 <0,001 <0,001 <0,001
MnSOD (IU/cm?)
72 <0,001 <0,001 <0,001
24 <0,005 <0,005 <0,138
CuZnSOD (IU/cm?®)
72 <0,001 <0,001 <0,121
24 <0,001 <0,001 <0,006
MDA (ug/cm?®)
72 <0,001 <0,109 <0,045

marker peroksydacji lipidow, pozwala okresli¢ nasilenie procesow peroksydacyjnych
zachodzacych w organizmie zywym (11). W przypadku przeprowadzonego eks-
perymentu nasilenie peroksydacji lipidow dotyczyto procesow wolnorodnikowych
zachodzacych w medium hodowlanym komorek nowotworowych linii AT478.

W przeprowadzonych badaniach zajeto sie zmianami aktywnosci izoenzymow
dysmutazy ponadtlenkowej, SOD: mitochondrialng, MnSOD i cytoplazmatyczna,
Cu/ZnSOD, oraz zmianami stezenia dialdehydu malonowego, MDA, pod wptywem
holoksanu w zastosowanej dawce i przedziale czasowym. Uzyskane zmiany
aktywnoéci badanych enzymow, oraz stezenia MDA sugerujg, wptyw holoksanu na
reakcje uktadu oksydoredukcyjnego w komérce raka ptaskonablonkowego linii
AT478, hodowanych in vitro.

Wptyw holoksanu analizowano rbwniez na wzrost oraz przemiany metaboliczne
komorek raka ptaskonabtonkowego AT478 myszy C3H. Oceniano wptyw holok-
sanu w okreSlonej dawce i przedziale czasowym na przyrosty powierzchni
megakolonii, mierzonych za pomocg mikroskopu oraz specjalnie do tego celu
skonstruowanego pozycjonera. Stwierdzono, ze holoksan hamuje wzrost mega-
kolonii raka ptasonabtonkowego AT478 w zastosowanej dawce i przedziale
czasowym (2).

Na podstawie piSmiennictwa wiadomo, ze hodowle komorkowe in vitro sa
niezwykle dogodng forma prowadzenia badan (18, 19). Dostarczaja one bogatych
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mozliwosci oceny aktywnosci i stezenia produktdw przemian biochemicznych
szlakbw metabolicznych. Miedzy innymi aktywnosci enzymatycznej nie tylko
enzymdw omawianych w wykonanym eksperymencie, ale takze enzymodw bioracych
udziat w innych procesach. Na przyktad aktywnost dehydrogenazy mleczanoweyj,
LDH. Metabolizm komorki nowotworowej opiera sie na procesie glikolizy, wiec
aktywnost catkowitego LDH moze wskazywat na stopienh uszkodzenia komorki
nowotworowej. Specyficznym przypadkiem aktywnosci enzymatycznej w medium
hodowlanym raka ptaskonabtonkowego hodowanego in vitro jest lizozym [EC
3.2.1.17], enzym o dziataniu bakteriobdjczym (15). Badania przeprowadzono takze
na linii komorkowej AT478. Nie stwierdzono aktywnosci badanego enzymu, zarow-
no w grupach badanych, jak i grupie kontrolnej. W dyskusji probowano przeanalizo-
wat fakt braku aktywnosci enzymatycznej lizozymu w medium hodowlanym in vitro
w porbwnaniu ze znamiennie statystycznie aktywnym lizozymem w surowicy Krwi
kobiet z chorobami nowotworowymi narzadoéw rodnych (20). Na uwage zastuguje
praca dotyczaca uktadu oksydoredukcyjnego linii raka ptaskonabtonkowego AT478,
w ktobrej omobwiono zagadnienia zmian aktywnosci enzymatycznych zmiataczy
wolnych rodnikéw (izoenzymoéw dysmutazy ponadtlenkowej i peroksydazy glutatio-
nowej), stezenie aldehydu dimalonowego, jako markera peroksydacji lipidow, oraz
zmian struktury DNA w komérkach AT478 hodowanych in vitro. Badana linia
komorkowa byta poddana dziataniu napromienienia o wartosci 5 Gy (60 Co).
W rezultacie przeprowadzonych badah stwierdzono wptyw napromienienia zarbwno
na aktywnos¢ badanych enzymoéw jak i na zmiany morfologiczne wystepujace
w komorkach megakolonii raka ptasonabtonkowego linii AT478 (21, 22). Na
podstawie przeprowadzonych badah magakolonii linii raka ptaskonabtonkowego
stwierdzono, ze jednym z najistotniejszych antyoksydantow jest melatonina (23), za$
wolnozmienne pole elektromagnetyczne rowniez moze spetniaC role zmiatacza
wolnych rodnikbw w zaleznosci od zastosowanego natezenia pola i przedziatu
czasowego ekspozycji. Podobne badania przeprowadzono na innych liniach komor-
kowych, np. na fibroblastach mysich 3T3L (24, 25).

Hodowla raka ptaskonabtonkowego w postaci megakolonii zmodyfikowana w Za-
kladzie Biochemii Ogolnej SUM, jest eksperymentem pozwalajacym na diugotrwate
prowadzenie obserwacji megakolonii i sugerujagcym potrzebe dalszych badah nad
wptywem cytostatykow w rdznych dawkach i przedziatach czasowych na aktywnos¢
enzymatyczng komoérek megakolonii linii AT478 hodowanych in vitro.

R. Polaniak, B. Birkner, N. Matysiak, J. Zalejska-Fiolka, A. Fidyk,
M. Rokicki jr, R. Heiduk, E. Birkner

INFLUENCE OF HOLOXAN ON ACTIVITY OF SOD ISOENZYMES AND LIPID
PEROXIDATION IN MEGACOLONIES OF CELL CULTURE AT478 — IN VITRO STUDY

Summary

Investigations were carried out on the effect of different holoxane concentrations on the isoenzymes SOD
(MnSOD and Cu/ZnSOD) activity and MDA of aguamous cell carcinoma in vitro at different time intervals.

The observation period was 24 and 72 hours, and the surface areas of experimental and control colonies.

The strongest inhibitory effect of holoxane on the activity of isoenzymes SOD and MDA of aquamous
cell carcinoma megacolonies at 40 pg/ml after 72 hours.
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