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STRESZCZENIE

Cisplatyna jest cytostatykiem o wysokiej skuteczno$ci w leczeniu nowotwordw ztosliwych, jednak powoduje
powazne skutki uboczne, najczesciej w postaci uszkodzenia nerek (nefrotoksycznosé), watroby
(hepatotoksycznos¢) 1 narzadu stuchu (ototoksycznos¢). Jednym z ubocznych skutkow chemioterapii
przy zastosowaniu cisplatyny jest wywotywanie przez ten ksenobiotyk stresu oksydacyjnego w komorkach.
Wolne rodniki powstajace pod wptywem cisplatyny mogg by¢ neutralizowane przez egzogenne i endogenne
antyoksydanty (np. koenzym Q10). Koenzym Q10 (CoQ10) jest silnym antyoksydantem nieenzymatycznym,
obecnym we wszystkich komoérkach organizmu cztowieka. W warunkach fizjologicznych, CoQ10
syntetyzowany jest w wystarczajacych ilosciach do prawidtowej ochrony antyoksydacyjnej komoérek, jednak
w przebiegu choréb nowotworowych, a takze podczas chemioterapii jego stezenie moze znacznie si¢ obnizy¢.
Celem przeprowadzonych badan byla charakterystyka wplywu Co0Q10 na stres oksydacyjny komorki
indukowany cisplatyng. Za pomoca metod spektrofotometrycznych, oznaczano in vitro aktywnos¢ enzymow
antyoksydacyjnych w erytrocytach — dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i peroksydazy glutationowej (GPx)
oraz w mitochondriach — aktywno$¢ enzymu detoksykacyjnego II fazy biotransformacji — S-transferazy
glutationowej (GST) po dodaniu cisplatyny oraz oceniano wptyw CoQ10 na aktywno$¢ tych enzymow.
Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze w stresie oksydacyjnym indukowanym cisplatyng, CoQ10
hamowal spadek aktywnosci SOD oraz GPx w krwinkach czerwonych po dodaniu ksenobiotyku. Suplementacja
CoQ10 u pacjentow przed rozpoczeciem chemioterapii moze uzupelia¢ niedobory tego zwigzku w organizmie
oraz zwickszaé odpornos¢ komorek na uszkodzenia oksydacyjne indukowane ksenobiotykiem.

ABSTRACT

Cisplatin is one of the most effective cytotoxic agents in the treatment of cancers. However, cisplatin has
number of severe side effects, including such ones as nephrotoxicity, hepatotoxicity and ototoxicity.
It is reported that cisplatin-induced oxidative stress in normal cells is one of the side effects of chemotherapy
with cisplatin. Free radicals that are generated under the influence of cisplatin, are neutralized by endogenous
and exogenous antioxidants (e.g. coenzyme Q10). Coenzyme Q10 (CoQ10) is a strong non-enzymatic
antioxidant, presented in all cells of human body. Under physiological conditions, CoQ10 is synthesized
in sufficient quantity to ensure proper antioxidant protection of cells. However, the concentration of CoQ10

Acta Bio-Optica et Informatica Medica Inzynieria Biomedyczna, vol. 19, nr 4, 2013 196



Medycyna spersonalizowana / Personalized medicine

may be decreased by cancers and chemotherapy. The purpose of this study was to characterize the influence
of CoQ10 on the cisplatin-induced oxidative stress. Using spectroscopic methods, the activity of antioxidative
enzymes in erythrocytes — superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx) and in the
mitochondria — activity of Il phase biotransformation enzyme — glutathione S-transferase (GST) after exposure
to cisplatin was measured in vitro and the effect of CoQ10 on antioxidative enzymes activity was studied.
CoQ10 inhibited the reduction in SOD and GPx activity after administration of cisplatin. However, the activity
of GST, in samples with CoQ10, was reduced after exposure to cisplatin. The supplementation of CoQ10, before
starting cisplatin chemotherapy, can minimalize the toxicity of cisplatin to normal cells.

Stowa kluczowe: koenzym Q10, dysmutaza ponadtlenkowa, peroksydaza glutationowa, S-transferaza
glutationowa, stres oksydacyjny, cisplatyna

Keywords: coenzyme Q10, superoxide dismutase, glutathione peroxidase, glutathione S-transferase, oxidative
stress, cisplatin

1. Wstep

Wozrastajaca zachorowalno$¢ na nowotwory ztosliwe stala si¢ obecnie jednym z najpowazniejszych
probleméw zdrowotnych. Zachodzi konieczno$¢ stosowania lekéw przeciwnowotworowych
0 szerokim spektrum dziatania i wysokiej toksyczno$ci przeciw komoérkom nowotworowym.
Ich kliniczne uzycie jest niejednokrotnie ograniczone, gdyz z powodu braku selektywnos$ci leki te
uszkadzajg rowniez komorki zdrowe. Wykazano, ze u podtoza toksycznosci wielu cytostatykoéw
leza mechanizmy wolnorodnikowe prowadzace do rozwoju stresu oksydacyjnego [1]. Nadmiar
wolnych rodnikéw zaburza réwnowage oksydacyjng komoérki, w tym aktywno$¢ enzymow
antyoksydacyjnych, takich jak peroksydaza glutationowa GPx (ang. Glutathione Peroxidase),
dysmutaza ponadtlenkowa SOD (ang. Superoxide Dismutase) czy S-transferaza glutationowa GST
(ang. Glutathione S-transferase). Enzymy te, neutralizujac reaktywne formy tlenu (RFT), stanowig
wazng cze$¢ pierwszej linii obrony przed oksydantami [2]. Dysmutaza ponadtlenkowa katalizuje
reakcje dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego (O,™) do nadtlenku wodoru (H,0,) i czasteczki
tlenu. Anionorodniki ponadtlenkowe generowane s podczas fizjologicznych procesow
metabolicznych, ale réwniez w wysokim stezeniu podczas chemioterapii [3]. Peroksydaza
glutationowa posiada zdolno$¢ do redukcji nadtlenku wodoru, a takze nadtlenkow organicznych,
takich jak nadtlenki fosfolipidow czy kwasow thuszczowych, powstajacych w wyniku utleniania
przez RFT struktur komoérkowych, gtéwnie bton biologicznych [4]. S-transferazy glutationowe
to rodzina izoenzyméw bioragcych udziat w metabolizmie ksenobiotykow oraz substancji
endogennych. GST posiadaja szerokie spektrum substratowe, odpowiadaja za detoksykacje
m.in. kancerogenow, lekéw przeciwnowotworowych, herbicydéw, pestycydoéw oraz reaktywnych
produktow stresu oksydacyjnego, takich jak chinony, a-,f-nienasycone karbonyle i wodoronadtlenki.
Katalizuja reakcje przytaczania tych zwigzkéw do zredukowanego glutationu [5, 6]. Zaburzenia
aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych moga wiec zwigksza¢ wrazliwos¢ komorek na toksyczne
dziatanie cytostatykow.

Wolne rodniki, ktére nie zostaly usuniete przez enzymy antyoksydacyjne, redukowane sa przez
przeciwutleniacze niskoczasteczkowe, migdzy innymi przez koenzym Q10 (CoQ10). Zwigzek ten jest
lipofilnym antyoksydantem, obecnym we wszystkich tkankach i komoérkach cztowieka. Dziatanie
antyoksydacyjne CoQ10 moze mie¢ mechanizm bezposredni lub posredni. Dziatanie bezposrednie
wykazuje forma zredukowana — ubichinol (CoQ10H2), ktéra redukujac wolne rodniki zapobiega
peroksydacji lipidow oraz oksydacyjnym modyfikacjom biatek i DNA [7]. Posredni mechanizm
antyoksydacyjny polega natomiast na regeneracji przez CoQ10 innych antyoksydantow
m.in. o-tokoferolu, kwasu askorbinowego [8,9]. Bardzo wazng funkcja Co0Q10 jest udziat
w wytwarzaniu energii w mitochondriach pod postacig czasteczek adenozynotrojfosforanu (ATP).
Rola CoQ10 w tym procesie polega na transporcie elektronéw w mitochondrialnym tancuchu
oddechowym z biatkowego kompleksu I i 1l na kompleks 111, a takze bierze on udziat w powstawaniu
gradientu protonomotorycznego, dzigki czemu dostarczana jest energia niezbedna do fosforylacji
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oksydacyjnej i syntezy ATP [10]. Stwierdzono, ze w przebiegu wielu schorzen, w tym chorob
nowotworowych, poziom CoQ10 w organizmie ulega obnizeniu, co moze skutkowaé¢ zwigkszonym
narazeniem komorek na stres oksydacyjny [11, 12].

Cisplatyna jest jednym z najefektywniejszych chemioterapeutykow znajdujacych zastosowanie
W leczeniu wielu rodzajéow nowotworow litych. Obecnie w lecznictwie stosowana jest samodzielnie
lub w terapii skojarzonej w przypadku wielu nowotwordw, takich jak drobnokomoérkowy rak pluc,
rak zotadka, jelita grubego, pecherza moczowego, jajnika oraz nowotwory z komoérek zarodkowych
[13, 14]. Po iniekcji dozylnej, cisplatyna w ponad 90% wystepuje w formie kowalentnie zwigzanej
z bialkami osocza. Frakcja niezwigzana usuwana jest z krwi w przeciggu kilku minut. Calkowite
stezenie cisplatyny obniza si¢ po 24 godzinach o okoto 25%, a po 5 dniach do 43%. Cytostatyk ten
wydalany jest gtéwnie z moczem. Eliminacja z zblcig i przez jelita jest minimalna [15]. Mimo
wysokiej skutecznosci cisplatyny w leczeniu nowotworow, jej kliniczna uzyteczno$¢ jest czgsto
ograniczona ze wzgledu na réznorodne efekty uboczne w stosunku do komérek nienowotworowych.
Do glownych dziatan niepozadanych terapii cisplatyng naleza nefrotoksycznosé, ototoksycznos$¢ oraz
hepatotoksycznos¢ [16]. Juz po kilku dniach od rozpoczgcia terapii u pacjentow obserwowano
obnizenie przesaczania kigbuszkowego nerek, co wigze si¢ ze zmniejszeniem zdolnosci nerek do
0czyszczania 0socza krwi z toksycznych produktéw przemiany materii oraz wydalania nadmiaru wody
z organizmu. Cisplatyna wywoluje uszkodzenia migzszu watroby [17]. Zaobserwowano rowniez
roznorodne efekty toksycznoSci cisplatyny ujawniajace si¢ dopiero po kilku latach od zakonczenia
terapii, w tym choroby uktadu krazenia, dysfunkcje ptuc oraz nowotwory wtorne [18]. Mechanizmy
lezace u podtoza toksycznosci cisplatyny w stosunku do komorek nienowotworowych pozostaja wcigz
niewyja$nione. Stwierdzono, ze wazng role odgrywa generowanie przez ten ksenobiotyk wolnych
rodnikow tlenowych i azotowych, gléwnie — anionorodnika ponadtlenkowego, nadtlenku wodoru,
rodnika hydroksylowego, nadtlenoazotynu, tlenku azotu. Aktywnos¢ prooksydacyjna cisplatyny
prowadzi do wzrostu intensywno$ci peroksydacji lipidow oraz spadku aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych w narzadach takich jak nerki czy watroba, ostabiajac ochrone komorek przed
szkodliwym dziataniem RFT [19].

2. Materialy i metody
2.1 Koenzym Q10

Koenzym Q10 pod wzgledem budowy chemicznej jest 2,3-dimetoksy-5-metylo-6-poliprenylo-1,4-
benzochinonem. Sklada si¢ z pierscienia benzochinonowego i dziesieciu jednostek izoprenoidowych
w bocznym tancuchu poliprenylowym (p. rys. 1) [20].

Rys. 1. Struktura chemiczna koenzymu Q10

W badaniach wykorzystano koenzym Q10 (Sigma-Aldrich, Coenzyme Q10; > 98%). Zwiazek
W postaci lipofilnego, zoéltego proszku rozpuszczono w dimetylosulfotlenku (DMSO), otrzymujac
nastgpujace stezenia CoQ10: 8 pg/ml; 20 pg/ml; 60 pg/ml i 120 pg/ml.
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2.2 Cisplatyna

Cisplatyna (cis-diaminodiekloroplatyna) nalezy do cytostatykow alkilujacych. Jest rozpuszczalnym
w wodzie kompleksem, sktadajacym si¢ z centralnie ulokowanego atomu platyny otoczonego dwiema
grupami amoniowymi i dwoma atomami chloru (p. rys. 2) [21, 22].

Rys. 2. Struktura chemiczna cisplatyny

W badaniach wykorzystano preparat ,, Cisplatin” (Ebewe, 0,5 mg/ml). Jest on koncentratem
leku w soli fizjologicznej, stuzacym do wlewu dozylnego. Probki przygotowano poprzez
rozcienczenie preparatu w Soli fizjologicznej (Natrium chloratum 0,9%) otrzymujac stezenia
10 pg/ml; 30 pg/ml i 50 pg/ml

2.3 Badanie aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych

Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej zostata oznaczona w 10% zawiesinie erytrocytow
w buforowanym roztworze PBS o pH = 7,4, sporzadzonej z krwi zylnej pelnej pobranej do probdéwek
z antykoagulantem EDTA. Do badan aktywno$ci peroksydazy glutationowej wykorzystano krew
petna pobrang do probowek z heparyng. Probki uzyskano od zdrowych pacjentéw Laboratorium
Diagnostycznego przy Akademickim Szpitalu Klinicznym im. Jana Mikulicza-Radeckiego
we Wroctawiu. Materiat do oznaczania aktywnosci S-transferazy glutationowej stanowity
mitochondria izolowane na drodze homogenizacji oraz serii wirowan komorek ludzkiego tozyska,
pochodzacego z porodu fizjologicznego w Klinice Ginekologii i Potoznictwa ASK we Wroclawiu
(zgoda Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu, Chemiczna kancerogeneza,
procesy wolnorodnikowe, rola antyoksydantow, interakcje, nr KB-158/2010).

W celu sprawdzenia wpltywu CoQ10 na aktywno$¢ enzymédw antyoksydacyjnych w obecnosci
cisplatyny badany materiat zostal poddany wstepnej preinkubacji przez 15 minut w temperaturze
37 °C w obecnosci CoQ10 o okreslonym stezeniu, nastgpnie zostaty dodane wczesniej przygotowane
roztwory cisplatyny. Mieszaniny reakcyjne zostaty umieszczone w tazni wodnej z wytrzasarka
JULABO SW22 w temperaturze 37 °C oraz inkubowane przez 30 minut. Po inkubacji wykonano
oznaczenia aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych. Dla kazdego badanego st¢zenia cisplatyny
i CoQ10 wykonano 6 powtorzen oznaczenia.

Aktywno$¢ SOD zostala zmierzona testem RANSOD firmy Randox. Metoda wykorzystuje
ksantyne i oksydaze ksantynowg do uzyskania rodnikow O, , ktore reaguja z 2-(4-jodofenyl)-3-
(4-nitrofenol)-5-chlorkiem fenytetrazoliny, tworzac czerwony barwnik formazanowy. SOD Katalizuje
reakcj¢ dysmutacji O, , w zwigzku z czym hamuje proces tworzenia formazanu. Przed rozpoczgciem
oznaczen, zostaty przygotowane roztwory standardow 0 znanej aktywnosci SOD dostarczonych przez
producenta testu RANSOD. W kolejnym kroku zmierzona zostala absorbancja roztworéw
standardowych przy dlugosci fali A =492 nm. Wyznaczona zostata krzywa wzorcowa zaleznosci
procentu inhibicji od logarytmu dziesietnego aktywnosci SOD (p. rys. 3). Wartos¢ aktywnosci SOD
dla kazdej proby badanej zostala odczytana z krzywej wzorcowej. Jedna jednostka aktywnos$ci
SOD [U/ml] to taka ilo$¢ enzymu, ktora powoduje hamowanie reakcji tworzenia formazanu o 50%.
Aktywno$¢ SOD zostata przeliczona na gram hemoglobiny, ktorej stezenie we krwi zostato oznaczone
metoda Drabkina. Polega ona na utlenieniu hemoglobiny przez zelazicyjanek do methemoglobiny,
ktora nastgpnie reaguje z jonami cyjankowymi, tworzac stabilny barwnik — cyjanomethemoglobing.
Stezenie hemoglobiny w probkach zostalo obliczono na podstawie pomiaru absorbancji przy
dhugosci fali 4 = 540 nm.
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Rys. 3. Krzywa wzorcowa zaleznosci wartosci % inhibicji wzgledem Logl0 stezenia SOD [U/ml]
w roztworach standardowych

Aktywno$¢ GPx zostata okreslona za pomocg metody RANSEL firmy Randox. Metoda polega na
utlenianiu glutationu w obecnosci peroksydazy glutationowej przez wodorotlenek kumenu. Nastepnie
pod wptywem reduktazy glutationowej i NADPH utleniony glutation ulega natychmiastowej redukcji,
natomiast NADPH utlenia si¢ do NADP®. Reakgji tej towarzyszy spadek intensywnosci zabarwienia
roztworu. Aktywno$¢ GPx [U/ml] w probkach obliczona zostala na podstawie pomiaru spadku
absorbancji przy dtugosci fali A = 340 nm. Aktywno$¢ GPx zostata przeliczona na gram hemoglobiny,
ktorej stgzenie we krwi zostato oznaczone za pomocg metody Drabkina.

S-transferazy glutationowe chronig komorki przed zwigzkami toksycznymi poprzez wigzanie
grupy tiolowej glutationu z czgsécia elektrofilowa ksenobiotyku. Do oznaczenia aktywno$ci GST zostat
wykorzystany 1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) jako substrat do reakcji sprzegania z glutationem.
Zwigzek ten jest swoisty dla najszerszego zakresu izoenzymow GST. W wyniku sprzegnigcia grupy
tiolowej glutationu z CDNB powstaje barwny tioeter dinitrofenylowy. Barwnik ten powoduje wzrost
absorbancji roztworu przy dlugosci fali 4 = 340 nm, ktéra jest wprost proporcjonalna do aktywnoS$ci
GST w préobie. Absorbancja prob zostata zmierzona bezposrednio po dodaniu mieszaniny glutationu
i CDNB oraz po 6 minutach od pierwszego pomiaru. Aktywnos¢ GST [U/ml] w probach zostata
obliczona na postawie zmiany absorbancji roztworu w czasie. Wartos¢ aktywnosci GST przeliczono
na gram biatka mitochondrialnego, ktorego stezenie zostalo oznaczone za pomoca metody Lowry’ego.

Badanie metodg Lowry’ego przebiega w dwodch etapach. W pierwszym etapie jony miedzi
przylaczaja sie do wiazan peptydowych biatek (reakcja biuretowa). Skutkiem tego jest redukcja jonow
miedzi Cu*? do jonéw Cu®. W drugim etapie, po dodaniu do mieszaniny reakcyjnej fenolowego
odczynnika Folina-Ciocalteu (kompleksu kwasow fosfomolibdenowego i fosfowolframowego) pod
wpltywem zwigzanej przez biatko miedzi oraz przez obecne w bialtku reszty tryptofanu, tyrozyny
i cysteiny, nast¢puje redukcja kompleksu kwasoéw. Reakcji tej towarzyszy zmiana zabarwienia
roztworu, ktora jest proporcjonalna do stgzenia bialka w badanej probce. Na wstepie zostaty
przygotowane roztwory standardowe o wzrastajacym stezeniu biatka. Nastgpnie zostata zmierzona
absorbancja roztworow standardowych przy dtugosci fali A =750 nm i wykonana zostata krzywa
wzorcowa zalezno$ci st¢zenia biatka od absorbancji roztworu. Stgzenie biatka w kazdej probce
badanej zostato odczytane z krzywej wzorcowe;.

W celu okreslenia wptywu CoQ10 na aktywno$¢ SOD, GPx oraz GST po dodaniu cisplatyny,
wyniki porownywano z probg kontrolng zawierajaca odpowiednio erytrocyty lub mitochondria
z badanym ksenobiotykiem (cisplatyng) 0 okreslonym st¢zeniu.

2.4 Analiza statystyczna

Analiza statystyczna zostata wykonana za pomoca programu Statistica 10.0. Normalno$¢ rozktadu
analizowano testem Lilleforsa. Istotno$¢ statystyczna roznic pomigdzy zmiennymi byla sprawdzana
przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA. Analizowano wyniki tylko istotne
statystycznie o p < 0,05.
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3. Wyniki badan

W tabeli 1 zostaly przedstawione roznice pomiedzy aktywnosciag analizowanych enzymow
antyoksydacyjnych w prébach z dodatkiem badanych substancji (pojedynczo i facznie), a aktywnoscia
tych enzymoéw w probach kontrolnych. Przedstawione zostaly stezenia CoQ10 i cisplatyny
wywierajace najsilniejszy wptyw na aktywnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych.

A=A, — Ay 1)

gdzie A, — aktywno$¢ enzymu po dziataniu substancjg badang Ay — aktywno$¢ enzymu w probie
kontrolnej bez badanej substancji

Tabela 1. Roznice aktywnosci enzymdw antyoksydacyjnych po dodaniu CoQ10
i/lub cisplatyny w stosunku do kontroli

L . . CoQ10 (60 pg/ml) CoQ10 (120 pg/ml)
Dziatanie pojedynczej substancji . .
+ cisplatyna + cisplatyna

enz cisplatyna | cisplatyna CoQ10 CoQ10 cisplatyna | cisplatyna | cisplatyna | cisplatyna
o (30 pug/ml) | (50 ug/ml) | (60 pg/ml) | (120 pg/ml) | (30 pug/ml) | (50 pg/ml) | (30 pg/ml) | (50 pg/ml)
SOD A 81,62 A 92,34 A 194,04 A 199,96 A 236,68 A 388,75 A 255,30 A 390,58

GPx A 6,10 A 8,38 A 6,73 A 9,14 A 12,31 A 3,96 A 13,86 A 6,31

GST A 0,51 A 0,57 A 0,61 A 0,69 A 0,50 A 0,68 A 0,50 A 0,70

Obserwuje si¢ sprzezone dzialanie obu substancji na aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych.
W przypadku SOD i GPx silniejszy wzrost aktywnosci tych enzymow wywierato faczne zastosowanie
cisplatyny i CoQ10.

Na rysunku 4 zostaty przedstawione wyniki wptywu CoQ10 na aktywno$¢ SOD w krwinkach
czerwonych, poddanych dziataniu cisplatyny.

1200

1000

SOD [U/g Hb]
N (o)) o
o o o
o o o

N
o
o

10 30 50
Cisplatyna [ug/ml]
H CoQ10 (20 ug/ml)

m Kontrola (cisplatyna) ®CoQ10 (8 ug/ml) CoQ10 (60 ug/ml) = CoQ10 (120 ug/ml)

Rys. 4. Wptyw CoQ10 na aktywno$¢ SOD w erytrocytach stymulowanych cisplatyng
(* roznice istotne statystycznie dla p < 0,05 (wobec kontroli))

We wszystkich roztworach preinkubowanych z CoQ10 obserwuje si¢ wyzsza aktywnos¢ SOD po
dodaniu roztworu cisplatyny do zawiesiny krwinek czerwonych w poréwnaniu z kontrolg, zawierajaca
samg cisplatyne. Efekt ten jest proporcjonalny do stezenia CoQ10. Najefektywniejsze dziatanie
obserwuje si¢ w probach o najwyzszym stezeniu cisplatyny (50 ug/ml), gdzie stwierdza si¢ najwigksze
roznice migdzy aktywnoscia SOD w probach z CoQ10, a aktywno$cig tego enzymu w probach
kontrolnych (A =390,58 U/gHb dla CoQ10 120 ug/ml) (p. rys.4). Efekt dziatania CoQI10
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w przypadku stezen cisplatyny 10 pg/ml i 30 pg/ml byt poréwnywalny, SOD osiggata podobne
poziomy aktywno$ci przy obu st¢zeniach leku. Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna
wnioskowaé, ze CoQl0 dziata ochronnie na aktywno$¢ SOD w stresie oksydacyjnym komorek
indukowanym cisplatyna.

Wyniki badania wptywu CoQ10 na aktywno$¢ GPx w krwinkach czerwonych po dziataniu
cisplatyny przedstawiono na rysunku 5.
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Rys. 5. Wptyw CoQ10 na aktywno$¢ GPx w erytrocytach stymulowanych cisplatyna
(* roznice istotne statystycznie dla p < 0,05 (wobec kontroli))

Aktywno$¢ GPx w probach z CoQ10 po dodaniu cisplatyny pozostata wyzsza niz w probach
kontrolnych z sama cisplatyng. Efekt ten jest wprost proporcjonalny do stezenia CoQ10. Najsilniejsze
dziatanie CoQ10 obserwuje si¢ w przypadku dawki cisplatyny 30 pg/ml (p. rys. 5). Najwyzszg roznice
aktywnosci GPx w stosunku do proby kontrolnej stwierdza si¢ dla probki z CoQ10 120 pg/ml
z cisplatyng 30 pg/ml (A = 13,86 U/g Hb). Analizujac otrzymane wyniki, mozna stwierdzi¢, ze CoQ10
wykazuje dziatanie ochronne na aktywno$¢ GPx w stresie oksydacyjnym indukowanym niskimi
dawkami cisplatyny.

Rezultaty badan oddziatywania CoQ10 na aktywno$¢ GST w mitochondriach poddanych dziataniu
cisplatyny przedstawiono na rysunku 6.

3

2,5

) -
1,5 - I L
1
05 -
0 - .
10 30

Cisplatyna [pg/ml]
m Kontrola (cisplatyna) ®CoQ10 (8 ug/ml) ®CoQ10 (20 ug/ml) CoQ10 (60 ug/ml) = CoQ10 (120 ug/ml)

GST [U/g bialka]

Rys. 6. Wptyw CoQ10 na aktywnosé¢ GST w mitochondriach po zadziataniu cisplatyny
(* roznice istotne statystycznie dla p < 0,05(wobec kontroli))
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We wszystkich probach z CoQI10 stwierdza si¢ spadek aktywnosci GST w mitochondriach
po dodaniu roztworu cisplatyny w porownaniu do préb kontrolnych. Im wyzsze zastosowane st¢zenie
cisplatyny oraz CoQ10 tym roéznica aktywnosci GST w stosunku do proby kontrolnej byla
wigksza, osiggajac warto$¢ 0,7 U/g biatka dla potaczenia CoQ10 120 pg/ml z cisplatyna 50 pg/ml.
W przypadku GST nie obserwuje si¢ ochronnego dziatania CoQ10 na aktywnos¢ tego enzymu.

Przeprowadzony eksperyment miat na celu ustalenie czy CoQ10 podawany pacjentowi przed
rozpoczgciem chemioterapii cisplatynag moze zmniejsza¢ skutki uboczne spowodowane indukowaniem
przez ten lek stresu oksydacyjnego w komorkach zdrowych. Wyniki badan potwierdzity, ze CoQ10
hamuje spadek aktywnosci SOD i GPx w krwinkach czerwonych spowodowany dziataniem
cisplatyny, zmniejszajac tym samym stres oksydacyjny w komorkach. Jako antyoksydant CoQ10
eliminuje wolne rodniki powstajagce pod wplywem cisplatyny, chronigc tym samym zasoby
enzymatyczne bariery antyoksydacyjnej komorki i zapobiega powstawaniu uszkodzen struktur
komérkowych przez RFT. Nalezy dodaé, ze w stanach chorobowych oraz przy dlugotrwatej
chemioterapii poziom CoQ10 moze ulega¢ obnizeniu, co przeklada si¢ na uposledzenie sprawnoS$ci
komorek, tkanek oraz catych narzadéw i zwigkszong wrazliwos¢ na szkodliwe dzialanie lekow
przeciwnowotworowych. Suplementacja egzogennym CoQ10 moze wiec uzupehi¢ niedobory tego
zwigzku w organizmie i zwigksza¢ odpornos¢ komoérek na uszkodzenia oksydacyjne.

Naukowcy pod kierownictwem da Silva Machado [23], podczas badan in vitro na linii
komoérkowej PC12 guza chromochtonnego szczura odnotowali, ze CoQ10 zmniejsza toksyczne
dziatanie cisplatyny na komorki nerwowe. Pozytywne rezultaty uzyskal rowniez zespo6t badaczy
prowadzony przez Fouada [24]. Zaobserwowali dziatanie nefroprotekcyjne CoQ10 wobec uszkodzen
nerek indukowanych podaniem pojedynczej dawki cisplatyny. Badacze podawali CoQ10 myszom
dootrzewnowo przez 6 dni, rozpoczynajac dzien przed podaniem dawki cisplatyny. Po tym czasie
poziom markeréw uszkodzenia nerek (kreatyniny, azotu mocznikowego) ulegt znacznemu obnizeniu,
w poréwnaniu z grupa kontrolng otrzymujaca tylko cisplatyng. Doszto rowniez do znacznej stymulacji
bariery antyoksydacyjnej organizmu przejawiajacej si¢ wzrostem aktywnos$ci enzymatycznej SOD
i GPx oraz spadkiem peroksydacji lipidow. W dostepnej literaturze nie znaleziono natomiast danych
dotyczacych badan wptywu CoQ10 na aktywno$¢ GST w obecnosci cisplatyny. Przeprowadzony
eksperyment ujawnit, ze CoQ10 w wyzszych stezeniach w polgczeniu z cisplatyng moze obnizaé
aktywnos¢ GST. Wazne jest rowniez przeprowadzenie badan farmakokinetycznych przed
rozpoczeciem suplementacji tym antyoksydantem u pacjentow poddawanych chemioterapii.

4. Whnioski

W wyniku przeprowadzonych badan in vitro stwierdzono, ze CoQ1l0 wykazuje wilasciwosci
ochronne na barierg antyoksydacyjng komorek, zmniejszajac stres oksydacyjny wywotany podaniem
cisplatyny. CoQ10 hamuje spadek aktywnosci SOD i GPx w krwinkach czerwonych, nie wykazuje
natomiast ochronnego dziatania w stosunku do aktywno$ci mitochondrialnego GST. Podstawowymi
enzymami zaangazowanymi w usuwanie RFT sg SOD oraz GPx. GST ma nieco mniejsze znaczenie
w stresie oksydacyjnym. Nie wykazano znaczacego wptywu CoQ10 na wlasciwosci detoksykacyjne,
mierzone aktywno$ciag GST, w komorkach traktowanych cisplatyng. Zatem, brak ochronnego
wplywu CoQ10 na aktywno$¢ GST nie ma wigkszego znaczenia dla rozwoju stresu oksydacyjnego
po podaniu cisplatyny. Zmiany aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych zalezg od dawki CoQ10.
Wyzsze dawki przeciwutleniacza powoduja wyzsze roznice w aktywnosci enzyméw obrony
antyoksydacyjnej w krwinkach czerwonych i mitochondriach. Dawka CoQl0 o najwyzszej
skutecznosci, ktora jednoczesnie nie Spowodowata istotnego statystycznie spadku aktywnosci GST,
okazato sie¢ stezenie 60 pg/ml. Ze wzgledu na ochronne wiasciwosci CoQ10, antyoksydant ten moze
znalez¢ kliniczne zastosowanie w tagodzeniu toksyczno$ci cisplatyny podczas chemioterapii.
Jednoczesnie, CoQ10 jest obiecujacym kandydatem do dalszych badan Klinicznych oraz
farmakokinetycznych, majacych na celu tagodzenie skutkoéw ubocznych u pacjentéw poddawanych
chemioterapii.
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