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Oznaczano efekt inaktywacji fagow Vi III przez natywna cisplatyng, promieniowanie y
oraz cisplatyng poddang uprzedniemu dziataniu promieniowania y. Wykazano, ze stosowa-
nie radiacyjnie zmienionej cisplatyny powoduje wzrost inaktywacji fagdéw w poréwnaniu
z natywna cisplatyna. Napromieniowanie zawiesiny fagowej z dodatkiem cisplatyny dodat-
kowo nasila inaktywacj¢ fagdéw w porownaniu do nienapromieniowanej zawiesiny fagowej
z cisplatyna oraz napromieniowanej zawiesiny fagowej bez cisplatyny. Obecno$¢ cisplatyny
w napromieniowanym $rodowisku wzmacnia efekt inaktywacji bakteriofagow.

Wykorzystanie cis-diaminodichloroplatyny (cisplatyny, CDDP) wyst¢puje we wzajemnie
zachodzacych dwoch obszarach zainteresowan: klinicznym i badan podstawowych. Pierwszy
obejmuje zagadnienia uzyteczno$ci CDDP jako leku o skutecznosci przeciwnowotworowej.
Efekt terapeutyczny, ktory wystepuje tylko w odniesieniu do niektorych nowotworow, rozwoj
wtornej lekoopornos$ci oraz znaczace, toksyczne skutki uboczne powoduja, ze poszukuje si¢
pochodnych CDDP oraz zwiazkéw kompleksowych innych metali, wykazujacych aktywnosé
przeciwnowotworowa.

Obszerna literatura przedmiotu dotyczy badan podstawowych i obejmuje zagadnienia cha-
rakteryzujace efekt dzialania CDDP na komorki zwierzgce, bakteryjne, roslinne i wirusy.

Molekularny mechanizm dziatania CDDP, prowadzacy do wystapienia efektu cytotok-
sycznego wobec komorek, nie zostal w pelni wyjasniony, mimo stosowania wyrafinowanych
technik badawczych i r6znych linii komorek nowotworowych [5].

W badaniach efektu cytotoksycznego wobec E. coli i B. megaterium wykazano znaczne
nasilenie dziatania cisplatyny po ekspozycji zawiesiny bakteryjnej na promieniowanie joni-
zujace, okreslajac CDDP jako radiouczulacz, aktywny szczego6lnie wobec komorek w stanie
hipoksji [5]. W kolejnosci, przeprowadzone oznaczenia laboratoryjne z wykorzystaniem linii
komérek nowotworowych oraz badania kliniczne wykazaty podwyzszona cytotoksyczno$é
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zmodyfikowanej radiacyjnie cisplatyny [3, 5]. Mozliwo$¢ wystapienia reakcji CDDP z produk-
tami radiolizy wody (e,q, rodnik OH’) i pojawienia si¢ wysoce reaktywnej formy tego zwiazku
chemicznego uwaza si¢ za nie w petni dowiedzione [5].

W literaturze przedmiotu wystgpuja jednostkowe prace traktujace o wrazliwosci nukleo-
proteidow — bakteriofagéw na cisplatyng [6, 7, 10, 11]. Jak dotad nie opracowano modeli
eksperymentalnych z uzyciem bakteriofagdw, stuzacych oznaczeniom efektu facznego dziatania
CDDP i promieniowania jonizujacego.

Uwzgledniajac przytoczone stwierdzenia, w tej pracy realizowano nastgpujace cele:

a) oznaczenie wrazliwo$ci bakteriofagéw Vi III na CDDP oraz promieniowanie y (*Co),

b) oznaczenie wrazliwosci fagéw Vi III na napromieniowang cisplatyng,

¢) sprawdzenie mozliwosci wystgpowania efektu wzmocnienia inaktywacji bakteriofaga

Vi Il w warunkach lacznego dziatania cisplatyny i promieniowania y.

Zmierzano rowniez do zgromadzenia wstgpnych danych w celu stworzenia prostego mo-
delu dla ujawnienia molekularnych mechanizmow reakcji z cisplatyna, ktora warunkuje efekt
letalny. Dwusktadnikowa budowa faga Vi III (biatko, dwuniciowy DNA) oraz stan statyczny
wirusa poza komorka, (co eliminuje bezposrednie efekty naprawcze) wskazywaly na uzytecz-
no$¢ oznaczen infekcyjnosci fagéw w zakresie biologicznego testu systemu. Zaleta przyjetego
modelu do§wiadczalnego jest zatem wykluczenie mozliwo$ci naprawy uszkodzen DNA, cha-
rakterystycznych dla modeli komoérkowych. Eliminuje to w sposob istotny wptyw dodatkowych
czynnikow na efekt letalny.

Ogromna wigkszo$¢ publikacji o tematyce klinicznej, dotyczacych roéwnoczesnej che-
mioradioterapii, przedstawia wytacznie analiz¢ skutkow, a nie przyczyn nasilenia dzialania
przeciwnowotworowego. Mechanizm potencjalizacji dziatania cisplatyny nadal pozostaje
nieokreslony, niemniej dla zwigkszenia korzysci klinicznych wynikajacych ze skojarzonego
leczenia, nalezatoby go doktadnie wyjasnic.

MATERIAL I METODY

Szczep bakterii Citrobacter Ci 23 Vit+ (wrazliwy na dziatanie fagéw Vi III) pochodzit
z Instytutu Maxa Plancka we Freiburgu (Niemcy) i zostat udostgpniony przez prof. S. Stirma.
Bakteriofagi Vi III otrzymano od dr. Lenka z Instytutu Higieny i Mikrobiologii Medycznej
w Berlinie. Miareczkowanie bakteriofagéw prowadzono wg metody Adamsa [1], stosujac
podwdjna warstweg agarowa z modyfikacjami podanymi przez Kwiatkowskiego i wsp. [8].

Namnazanie i oczyszczanie zawiesin fagowych prowadzono w oparciu o metodg podana we
weczesniejszych opracowaniach [8, 12]. Hodowlg Citrobacter Ci 23 Vi+ w $rodowisku pozywki
ptynnej mSB, po osiagnieciu (optical density) OD',= 0,5, zakazano fagiem z (multiplicity of
infection) m.o.i. = 0,1. Po 30 min rozpoczat si¢ wyrazny efekt lityczny. Najmniejsza wartosé
OD hodowli uzyskiwano po 2. godzinach od dodania faga. Lizat po wstgpnym odwirowaniu
,,debris” (2000 g, 20 min) mial miano ok. 1 x 10'° (plaque forming units) pfu/ml, byt przecho-
wywany nad chloroformem w chtodni. Precypitacj¢ wirusow z lizatu uzyskiwano po dodaniu
chlorku sodu do stezenia 0,5 M i polietylenoglikolu 6000 do stezenia 10%. Po przetrzymaniu
przez noc w chtodni lizat ponownie odwirowano (2000 g, 20 min). Osad zawieszano w nie-
wielkiej (0,01 objetosci lizatu) objgtosci (phosphate-buffered saline) PBS o pH = 7,4. Koncowe
oczyszczanie zawiesiny prowadzono przez wirowanie izopiknotyczne (60000 g, 150 min)
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w liniowym gradiencie (1,13 — 1,64 g/cm®) chlorku cezu. Pasmo zawierajace bakteriofagi,
po Sciagnigciu z probowki koloidowej, dializowano wobec PBS. Otrzymana zawiesina wy-
kazywata miano ok. 10" pfu/ml i charakteryzowata si¢ warto$cia OD,s/OD,5, = 1,63. Byta
przechowywana nad chloroformem w chtodni.

Do doswiadczen uzyto cisplatyng w postaci stosowanego w lecznictwie preparatu — Cis-
platin (Ebewe, Austria). Stosowano rowniez cisplatyng w postaci substancji suchej (SIGMA,
USA) i jej roztworéw w 0,9% chlorku sodu lub PBS. Roztwory cisplatyny chroniono przed
$wiatlem. Unikano takze bezposredniego kontaktu zwiazku ze sprzgtem laboratoryjnym za-
wierajacym glin [4].

Zrédtem promieniowania y byt izotop kobaltu, “Co, umieszczony w aparacie terapeu-
tycznym ,,Gammatron 3” firmy Siemens. Napromieniowanie probek zawierajacych zawiesing
fagow Vi III w roztworze cisplatyny oraz roztwor cisplatyny o st¢zeniu w zakresie 0,5; 5; 50
1500 pg/ml (tzn. odpowiednio: 0,0016 mM, 0,0166 mM, 0,166 mM i 1,66 mM) przeprowadzono
w ciemno$ci, w temperaturze ok. 20 °C, w probéwkach polietylenowych. Moc dawki promie-
niowania wynosita 1 Gy/min. Roztwory napromieniowano w $rodowisku zawierajacym 0,9%
chlorku sodu lub PBS dawka 25, 50, 75-80, 100—105 i 150-155 Gy. Dawke pochlonigta ozna-
czano za pomoca dozymetru Fricka [2] wobec kazdego z przeprowadzanych doswiadczen.

Oznaczenia wartosci pH wykonano przy uzyciu pehametru, model 350 firmy Orion, Bo-
ston, USA, z elektroda kombinowana typu ROSS. Réznica wartosci pH roztworu cisplatyny
migdzy preparatem napromieniowanym i nie poddanym napromieniowaniu nie przekraczata
0,1 jednostki [4].

Zawiesiny fagoéw w buforze PBS miareczkowano, stosujac metod¢ podwdjnej warstwy
agarowej [1, 8]. Seria rozcienczen z danej proby zostata przygotowana kazdorazowo w taki
sposob, by ostatecznie uzyskaé na ptytce od 100 do 300 ,.tysinek” (miejscowych przejasnien
na murawie bakteryjnej, spowodowanych liza bakterii zakazonych fagami). Wynik miarecz-
kowania otrzymano ze zliczen wykonanych dla co najmniej trzech ptytek z tej samej serii
rozcienczen. Przy uwzglednieniu, ze najwigksza warto$¢ wielokrotnosci zakazenia (multiplicity
of infection) m.o.i. wynosi w miareczkowaniu 0,01 oraz stosujac rozktad Poissona, wyliczono,
ze 99% lysinek jest nastgpstwem pojedynczych zakazen komorek bakteryjnych. Popetniany
btad zliczen byt wigkszy od btedu wynikajacego z wielokrotnych zakazen. Dla wspotczynnika
ufnosci wynoszacego 0,95 btad wzgledny miareczkowania nie przekraczat jednak 10%. Do
aproksymacji funkcji N = f (D) zastosowano metodg najmniejszych kwadratow, okreslajac
wspotczynniki korelacji oraz ich btedy. Wartosci LDs; podano na poziomie ufnosci 0,95.

WYNIKI
1. Inaktywacja bakteriofagéw Vi III przez cisplatyng

W badaniach wstgpnych zmierzano do oznaczenia wrazliwosci bakteriofagow Vi III na
cisplatyng oraz okreslenia warunkow inkubacji zawiesiny w $srodowisku PBS zawierajacym
CDDP. Préba kontrolng w tych oznaczeniach byla zawiesina fagdw nie zawierajaca CDDP.
Wyniki miareczkowania zawiesiny po 30. minutach inkubacji w temperaturze 37 °C z réznymi
stgzeniami cisplatyny przedstawiono na ryc. 1.
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Wzgledna aktywnos¢ fagow (N/N,)
Relative phage activity (N/N,)

Ryc. 1. Wzgledna aktywnos¢ fagow Vi 111
w funkcji stgzenia cisplatyny po 30. minu-

0.01 1 1 1 1 ‘ 1 1 1 1 ‘ 1 1 1 1 ‘ 1 1 1 1 . .
0 5 10 15 20 towej inkubacji w temperaturze 37 °C
Fig. 1. Relative Vi phage III activity as a function
Stezenie cisplatyny (ug/ml) of cisplatin concentration after 30 min incuba-
Cisplatin concentration (ug/ml) tion at 37 °C

W srodowisku zawierajacym najwigksze stgzenie CDDP (20 pg/ml) inaktywacja osiaga
warto$¢ 97,9%. Wyliczona warto$¢ LDs; odpowiada 4,815 pg/ml. W tych oznaczeniach miano
fagow w probie kontrolnej (N,) wynosito 2,8 x 10° pfu/ml i nie zmieniato si¢ podczas inkubacji
zawiesiny w $rodowisku PBS.

Ograniczajac zakres oznaczen do wskazanych warunkéw inkubacji, w dalszym postepowa-
niu zmierzano do okreslenia wielko$ci inaktywacji wobec zawiesin o réznym poczatkowym
mianie fagow. Dla zrealizowania tego zamierzenia stosowano zawiesiny, wykazujace miano
poczatkowe od 10° do 10° pfu/ml, ktore byly inkubowane z cisplatyna o stezeniu 10 pg/ml.
Wyniki oznaczen koncowych przedstawiono na ryc. 2.

1.00-
X _ i
&ex A
x0 r Ryc. 2. Wzgledna aktywno$¢ fagow Vi 111
%g L w funkcji poczatkowego miana fagéw
“;% A po 30. min inkubacji z CDDP o stezeniu
E pY 010 10 pg/ml w temperaturze 37 °C. Oznacze-
;E’ F nia: P — miano fagéw w probie z CDDP;
= e r K — miano fagéw w probie kontrolnej. Dla
22 L poczatkowego miana fagow: 103, 10°, 10%
%% F i 10° pfu/ml, warto$¢ LD;; wynosi odpo-
N I wiednio: 4,15; 4,68; 5,45 i 5,62 pg/ml
Fig. 2. Relative Vi phage III activity as a function
0.01 ‘ ‘ ‘ of baseline phage titer after 30 min incubation

g at 37 °C with 10 pg/ml CDDP. Abbreviations: P
— phage titer in CDDP assay; K — phage titer in
control assay. For baseline phage titers 10°, 10°,

Poczatkowe miano fagéw (pfu/ml) 10% and 10° pfu/ml, the respective LDs; values are:

Baseline phage titer (pfu/ml) 4.15, 4.68, 5.45 and 5.62 pg/ml.

10° 10° 10% 10
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Wzrost stezenia fagow w zawiesinie inkubacyjnej w zakresie 6. rzedow wielkosci (103
do 10? pfu/ml) zmniejsza efekt inaktywacji z 91% do 83,1% oraz zwigksza warto$¢ LD;;,
z 4,15 pg/ml do 5,62 pg/ml. Moze to wskazywaé na zmniejszenie dostgpnosci biologicznej
cisplatyny. Uwzgledniajac wskazane wyniki do§wiadczen wstegpnych w dalszym postepo-
waniu ograniczono oznaczanie efektu inaktywacji fagdéw wobec stgzen CDDP w zakresie
1-10 pg/ml oraz stosowano zawiesiny fagowe o okreslonym, poczatkowym mianie rzgdu
10* lub 108 pfu/ml.

W kolejnym etapie pracy wykonano oznaczenia zmiany aktywnosci fagow w funkcji czasu
inkubacji. Zrealizowano je wobec zawiesin inkubowanych ze stezeniem CDDP odpowiadaja-
cym 10 pg/ml, przetrzymywanych w temperaturze 37 °C oraz 0 °C (ryc. 3).

1.00%

Wzgledna aktywno$¢ fagow (N/N,)
Relative phage activity (N/N,)

0.10 —
i Ryec. 3. Wzgledna aktywnos¢ fagow Vi 111
w funkcji czasu inkubacji z CDDP o stg-
| | | | | . o
0.01
0 10 2 30 20 50 o Zeniu 10 pg/ml w temperaturze 0 °C (A)

i 37 °C (O) w $rodowisku PBS

Fig. 3. Relative Vi phage III activity as a func-
Czas inkubacji (min) tion of incubation time with 10 pg/ml CDDP at
Incubation time (min) 0 °C (A) and 37 °C (O) in PBS medium

W zawiesinie o temp. 0 °C po 60 min inkubacji odnotowano 60% aktywnos$ci, natomiast
w temp. 37 °C zmniejszyla si¢ prawie o dwa rzgdy wielkosci. Wyliczone warto$ci LDs; po 60
min inkubacji w temperaturze 37 °C i 0 °C wynosza odpowiednio 2,8 oraz 16,54 pg/ml.

2. Inaktywacja zawiesiny bakteriofagéw Vi III po inkubacji z napromieniowanym
roztworem cisplatyny

Ustalone wcze$niej warunki oznaczen uzyte dla okreslenia efektu inaktywacji przez CDDP
byty zachowane w do§wiadczeniach z wykorzystaniem napromieniowanego roztworu cispla-
tyny. W kazdym do$wiadczeniu przeprowadzano oznaczenia serii kontrolnej wobec roztworu
nienapromieniowanego (D = 0) oraz roztworéw po napromieniowaniu wzrastajacymi daw-
kami do ok. 150 Gy. Eliminacjg trwalego produktu radiolizy wody, nadtlenku wodoru, ktéry
powoduje postradiacyjng inaktywacje fagdw, uzyskiwano przez wstegpna inkubacj¢ napromie-
niowanego roztworu cisplatyny z katalaza [15] lub jego 100-krotne rozcienczenie. W tabeli |
zestawiono dane z tych oznaczen.
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Inaktywacja fagoéw przez napromieniowana cisplatyng

Inactivation of phages by irradiated cisplatin

Tab. I

Cisplatin concentration

E:::ka [Gy] 0 54,04 79.65 | 10525

Napromieniowanie roztworu
Stezenie cisplatyny Medium irradiation
[mg/ml] 5.5 525 525 525

Inkubacja z katalazg / Incubation with catalase

No x 108 [pfu/ml] 33,75 33,75 33,75 33,75
M 0,
Np x 107 [pfu/ml] 46,5 10,7 3,16 1,44 | Inkubacja (1 godz., 37 °C)
Incubation (1 h, 37 °C)
Stezenie cisplatyny
[ng/ml] 5 5 5 5
Cisplatin concentration
Aktywnos$¢
1 fago . . .
wzgledna fagow | 023 0,068 0,031 | Wyliczenie wskaznikow
Relative phage activity inak ..
[Noy/Npo] naktywacji
Db Calculation of inactivation rates
LDs; [ng/ml] 2,52 1,45 1,07 0,92
1.00 A&
z_ I
£z [
:Z A
%2 i
S5
iz B 010 Ryc. 4. Wzgledna aktywnos¢ fagow po
S “é, ' . inkubacji (1 godz., 37 °C) z cisplatyna
% S B o stgzeniu 5 pg/ml napromieniowana
© g i okres$lona dawka i cisplatyna nie pod-
3 L . dana napromieniowaniu. Oznaczenia: N
gz — miano fagéw w probie z napromienio-
i wang cisplatyna; N, — miano fagow w
| | | | probie z natywna cisplatyna
0.01 0 20 40 60 100 Fig. 4: Relative Vi phag§ TIT activity after 111—
cubation (1 h, 37 °C) with 5 pg/ml cisplatin
irradiated with a given dose. Abbreviations:
Dawka (Gy) N — phage titer in irradiated assay; N, — phage
Dose (Gy)

titer in non-irradiated assay
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W warunkach wykorzystania napromieniowanej dawka 105,25 Gy cisplatyny wartos¢ LDs;
zmniejsza si¢ do 0,92 mg/ml wobec LDs; cisplatyny nienapromieniowanej 2,52 pg/ml. Oznacza
to, w zrozumieniu efektu inaktywacji fagdw, ponad 2,5-krotny wzrost ich wrazliwosci.

Przyjmujac za warto$¢ odniesienia efekt inaktywacji wywolany przez nienapromie-
niowana cisplatyng, uzycie napromieniowanej zmniejsza wzgledna przezywalno$¢ fagow
(ryc. 4). Roztwor cisplatyny po napromieniowaniu dawka 105,25 Gy zwigksza ponad 30-krotnie
inaktywacjg bakteriofagow Vi III.

3. Inaktywacja bakteriofagéw Vi III w zawiesinie poddanej napromieniowaniu

W zakresie oznaczen efektu radiobiologicznego stosowanych zawiesin faga Vi 111, postg-
powanie metodyczne uwzgledniato wystgpowanie ich inaktywacji przez nienapromieniowang
cisplatyng oraz efekt postradiacyjny. Ograniczenie inaktywacji przez nienapromieniowang
CDDP uzyskiwano przez dodanie fagéw Vi III do roztwordéw bezposrednio przed ich napro-
mieniowaniem. Eliminacj¢ efektu postradiacyjnego, bedacego nastgpstwem dziatania trwatego
produktu radiolizy wody — nadtlenku wodoru, uzyskiwano rozcienczajac 100-krotnie buforem
napromieniowana zawiesing. Takie postgpowanie, w odniesieniu do §rodowiska zawierajacego
cisplatyng, ograniczato efekt jej dziatania tylko do czasu napromieniowania proby.

Istotnym problemem metodycznym przeprowadzanych oznaczen radiobiologicznych byto
rowniez uzycie wlasciwych stgzen cisplatyny w srodowisku PBS. W wyniku wielokrotnych
doswiadczen wstgpnych, ktorych wyniki nie beda tu przedstawione, kazda seria oznaczen zo-
stata wykonana rownoczasowo wobec zawiesiny fagéw w trzech réznych srodowiskach: PBS,
PBS zawierajacym cisplatyng o st¢zeniu 1 mg/ml i PBS z dodatkiem cisplatyny o st¢zeniu
5 mg/ml. Efekt radiobiologiczny w $rodowisku PBS traktowano kazdorazowo jako odniesienie
i sprawdzian postgpowania metodycznego (oznaczenie kontrolne). Postugiwanie si¢ roztwora-
mi cisplatyny o st¢zeniu 1 pg/ml stanowi odniesienie do oznaczen inaktywacji fagdw wobec

Ryec. 5. Wpltyw wielkosci dawki promie- 10° o

niowania y na wzgledna aktywnos¢ fa- ; \
gow Vi Il zawieszonych w buforze PBS ZA w0 &

z dodatkiem cisplatyny o stgzeniach zZ E

1i5 pug/ml. CDDP dodawano bezpo- §5> , .

$rednio przed napromieniowaniem. 2% 10 £ 7
Oznaczenia: A — napromieniowana za- § E F

wiesina fagowa; O — napromieniowana g aé’ 10° E

zawiesina fagowa z dodatkiem CDDP = 'ag; =

o stgzeniu 1 pg/ml; O — napromienio- g% 10t E

wana zawiesina fagowa z dodatkiem =2 F

CDDP o stgzeniu 5 pg/ml z s L
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added immediately before irradiation. Assay
symbols: A — phage suspension; O — phage
suspension with 1 pg/ml CDDP; O — phage Dawka (Gy)
suspension with 5 ug/ml CDDP Dose (Gy)
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napromieniowanej CDDP (LD;; = 0,92 pg/ml), natomiast st¢zenie 5 pg/ml odpowiednio do
CDDP nie poddanej napromieniowaniu (LD;; = 5,45 pg/ml).

Wyniki jednego z kompleksowych oznaczen zostaty przedstawione na ryc. 5.

Wyliczone na podstawie danych szczegotowych (N/Ny; D) wartoéci LD;; wobec poszcze-
g6lnych prob wynosza:

srodowisko PBS (CDDP, ¢ = 0 pg/ml) — 55,54 Gy,

$rodowisko PBS (CDDP, ¢ = 1 ug/ml) — 18,03 Gy,

srodowisko PBS (CDDP, ¢ = 5 pg/ml) — 7,07 Gy.

DYSKUSJA

Istotnym celem realizacji tej pracy bylo okreslenie i przesledzenie efektu inaktywacji fa-
gow Vi III przez natywna i zmodyfikowana promieniowaniem jonizujacym cisplatyng. Obok
innych, przedstawionych we wstepie, dodatkowym uzasadnieniem realizacji celu pracy jest
skapa ilo$¢ doniesien dotyczacych inaktywacji bakteriofagow przez cisplatyng [6, 7, 10].
W dostgpnym pismiennictwie brak jest danych dotyczacych inaktywacji fagow w warunkach
facznego dziatania promieniowania jonizujacego i cisplatyny oraz toksycznego efektu modyfi-
kowanej radiacyjnie cisplatyny. Wskazane uwarunkowania utrudniaja porownanie i omowienie
wilasnych danych w kontekscie danych literaturowych.

W chemii zwiazkdéw koordynacyjnych uwaza si¢ zwiazki typu cisplatyny (II) jako stabe
kwasy o wysokim powinowactwie do siarki i azotu [13]. Uzasadnia to tworzenie wiazan Pt(II)
z biatkami, jak rowniez z DNA oraz z czgscia polarng lipidow. Wobec biatek reakcja zachodzi
z natywna cisplatyng, natomiast inne elementy strukturalne komorki reaguja z produktami
hydrolizy cisplatyny [13], gtéwnie z [Pt(NH;),CI(H,O)]". Produkty hydrolizy pojawiaja si¢
spontanicznie w cytoplazmie komorki wskutek zmniejszonego st¢zenia jondw chlorkowych [5].
Yachnin i wsp. [14] uzyskali dowod doswiadczalny potwierdzajacy ta hipotezg w odniesieniu
do nowotworowej linii komorkowej U-1285. Wykazali oni, ze uzycie formy jednohydroksy
zwigksza efekt toksyczny w poréwnaniu do wystgpujacego wobec natywnej cisplatyny. Uwaza
sig, ze zwigkszenie cytotoksyczno$ci nalezy odnosi¢ bardziej do zmian w btonie komorek niz do
formowania adduktéw w DNA [13, 14]. Podtrzymywana jest jednak hipoteza, ze wewnatrzko-
morkowo przy pH = 7,4 i temperaturze 37 °C natywna cisplatyna podlega szybkiej hydrolizie.
Produkty hydrolizy CDDP oddziatywaja z makromolekutami cytoplazmy, ale procesem bez-
posrednio warunkujacym cytotoksycznos¢ zwiazku jest uszkodzenie chromosomalnego DNA
[5]. Zwigkszenie reaktywnych form CDDP w $§rodowisku nie eliminuje reakcji z elementami
cytoplazmy, nasila jedynie reakcje ze sktadnikami btony komorkowe;j.

Identyfikacja trwalego produktu radiacyjnej modyfikacji cisplatyny byla celem oznaczen
analitycznych [4]. Poslugujac si¢ metodami spektrometrii optycznej wskazano na mozliwosé
powstawania w napromieniowanym roztworze trwalych pochodnych hydroksylowych cispla-
tyny, pojawiajacych si¢ pomimo nadmiaru jonéw chlorkowych hamujacych hydrolize zwiazku.
Moze to by¢ przyczyna wzrostu cytotoksyczno$ci napromieniowanej cisplatyny

Nieco inne aspekty reakcji podnoszone sa w odniesieniu do nukleoprotein — bakteriofagow.
Drobnik i wsp. [6] w oparciu o oznaczenia przezywalnosci fagow (T2, T4, T4 BO1, T3, &)
w Srodowiskach zawierajacych cisplatyng i jej produkty hydrolizy ujawniaja w warunkach
inkubacji inaktywacj¢ dwuetapowa: etap powolny w zakresie 40-90 min i nastgpujacy o cha-
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rakterze zaleznosci wyktadniczej. Przedluzony zakres wolniejszej inaktywacji wystepuje dla
osmotycznie wrazliwych bakteriofagéw (T2, T4), co odnoszone jest do matej przepuszczalno$ci
kapsydu. Inaktywacja fagéw przez produkt hydrolizy jest 40-80 razy wigksza niz zwiazku
natywnego. Autorzy dochodza do wniosku, ze inaktywacja jest spowodowana produktem
hydrolizy cisplatyny powstajacym w kapsydzie bakteriofaga.

Dane do$wiadczalne przedstawione w tej pracy wskazuja na duza wrazliwos¢ i szybka
inaktywacjg bakteriofagéw Vi III, ktora zalezy wyktadniczo od st¢zenia oraz czasu inkubacji
z cisplatyng w r6znych warunkach temperaturowych (0 °C, 37 °C). Dane te sa zblizone do
danych literaturowych [6], odnoszacych si¢ do uktadéw komorkowych i definiujacych kwasy
nukleinowe jako docelowy punkt dziatania cisplatyny [5]. Inkubacja w temp. 37°C przez 30
min wymaga st¢zenia 4,815 pg/ml cisplatyny dla spadku przezywalnosci fagow Vi III do
37%, a po godzinnej inkubacji taki sam efekt jest uzyskiwany wobec stgzenia 2,8 pg/ml.
Inaktywacja Vi III, wyrazona przez wzgledna aktywnosé (N/Nj), zalezy od poczatkowego ich
miana N, (ryc. 2). Moze to wskazywac na zmniejszenie dostgpnosci biologicznej reagentu.
Wobec wzglednie duzego stezenia cisplatyny [(NH;),PtCl,]° to zmniejszenie dostgpnosci moz-
na odnosi¢ do jej postaci jonowych, takich jak [(NH;),Pt(H,0)]*, [(NH;),Pt(H,0),]*". Byloby
to zgodne z hipoteza Wanga i wsp. [13], ze nawet w obecno$ci duzego stezenia jonow CI,
frakcja cisplatyny, chociaz bardzo mata, ulega hydrolizie. Wydaje sig, ze formy hydratowane
cisplatyny sa przede wszystkim odpowiedzialne za efekt inaktywacji bakteriofagéw Vi III
w warunkach inkubacji z natywng cisplatyna.

Wartosci pH dla poszczegoélnych napromieniowanych roztworéw (ApH < 0,1) byly ozna-
czane szczegdlnie doktadnie, uwzgledniajac doniesienie Laurencot i wsp. [9] oraz Yachnin
i wsp. [14], ze moga one by¢ waznym czynnikiem $rodowiska, wazniejszym od st¢zenia
chlorkéw dla reakeji z cisplatyna.

Inkubacja fagéw Vi III (1 godz., 37 °C) z napromieniowanym roztworem cisplatyny wy-
kazuje wystgpowanie nasilajacej si¢ inaktywacji. LDs; proby kontrolnej (D = 0) wynosito
w tych oznaczeniach 2,52 pug/ml, a dla roztworu napromieniowanego granicznie duza dawka
(D = 105,25 Gy) zaledwie 0,92 pg/ml. Ten roztwor zwigksza ponad 30-krotnie inaktywacje
fagow Vi III. Wydaje si¢ to potwierdzac¢ przypuszczenie, ze inaktywacja fagow Vi III jest
spowodowana przede wszystkim produktami hydrolizy cisplatyny. Na podkreslenie zastuguje
fakt, ze zwigkszona inaktywacja wystgpuje w Srodowisku zawierajacym duze stgzenia Cl.
Malg warto$¢ LDs; (ponizej 1 pg/ml) uzyskali rowniez Shooter i wsp. [10] testujac wobec
cisplatyny przezywalnos$¢ bakteriofaga T7, ktory mozna uzna¢ za strukturalny odpowied-
nik faga Vi III. Oznaczenia przeprowadzono w $rodowisku 0,02 M buforu fosforanowego
(pH = 7), ktory generuje zmiany sktadu natywnej cisplatyny w postaci podstawienia Cl™ przez
H,0. Wedlug wyliczen podanych w cytowanej pracy srednia dawka letalna wobec faga odpo-
wiada zwiazaniu 5 molekut Pt, ale 76% Pt jest wiazana z DNA. Analizujac uzyskane wyniki,
dane z badan wlasnych [5] i zaczerpnigte z piSmiennictwa wydaje si¢ by¢ zasadne stwierdzenie,
ze inaktywacja fagow Vi III jest spowodowana przede wszystkim obecnoscia form jonowych
cisplatyny w srodowisku. Przepuszczalnos¢ kapsydu, reakcja z biatkami oraz pojawianie si¢ form
hydratowanych wewnatrz glowki faga moze dodatkowo modyfikowac efekt inaktywacji.

Zmiany wzglednej aktywnosci fagow Vi III w warunkach tacznego dziatania cisplatyny
i promieniowania jonizujacego wykazuja, w funkcji dawki, zalezno§¢ wykladnicza (ryc. 5).
Uzyskano je dla wybranych stg¢zen cisplatyny w PBS, a mianowicie: 1 1 5 pg/ml. Jako probg
odniesienia traktowano efekt radiobiologiczny wystegpujacy w buforze (bez dodatku cisplatyny),
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po napromieniowaniu zawiesiny fagow Vi III. Wzgledna aktywno$¢ fagow (N/Ny) wykazuje,
dla wszystkich prob, wyktadnicza zaleznos¢ od dawki promieniowania. Obecno$¢ cisplatyny
w $rodowisku nasila efekt inaktywacji. W warunkach napromieniowania zawiesiny najwigk-
sza dawka (82,81 Gy) w srodowisku zawierajacym CDDP o st¢zeniu 1 pg/ml, inaktywacja
zwieksza sie prawie 100-krotnie, a wobec stezenia 5 pg/ml — prawie 10°-krotnie w stosunku do
efektu wystepujacego w PBS. W odniesieniu do oznaczenia kontrolnego (N,), w tym ostatnim
zachodzi inaktywacja zmniejszajaca przezywalno$¢ jedynie 7-krotnie.

Uwzgledniajac pracg Zaremby [15] nalezy przyjaé, ze inaktywacja fagéw Vi Il w przepro-
wadzonych oznaczeniach jest nastgpstwem inaktywacji posredniej, tzn. wywotanej przez pro-
dukty radiolizy wody (préba kontrolna) oraz/lub produkty ich reakcji z cisplatyna. Duzy element
niepewnosci we wnioskowaniu jest zwiazany z reaktywnoscia form posrednich reakcji wolnych
rodnikéw z cisplatyna [5]. Z przeprowadzonych wyliczen wynika, Ze dawki promieniowania
odpowiadajace LD;; s zdecydowanie mniejsze wobec zawiesiny wystgpujacej w srodowisku
zawierajacym cisplatyng. Niewielkie st¢zenie cisplatyny w §rodowisku (1 pg/ml) zmniejsza
LDs; ponad trzykrotnie w stosunku do efektu uzyskanego dla proby kontrolnej (odpowiednio
18,03 Gy oraz 55,54 Gy). Pigciokrotny wzrost st¢zenia cisplatyny (5 pg/ml) wywotuje dalsze
zmniejszenie tej wartosci, ale jedynie 2,5-krotnie (LD, = 7,07 Gy). To wzgledne zmniejsze-
nie efektu inaktywacji moze by¢ nastgpstwem mozliwosci wystapienia reakcji: wolne rodniki
— cisplatyna w warunkach okreslonej warto$ci wydajnosci radiacyjnej promieniowania.

Podsumowujac, w warunkach tacznego dziatania promieniowania jonizujacego i cispla-
tyny wystgpuje zwigkszony stopien inaktywacji bakteriofagow Vi III wobec sumy oddziaty-
wan dwoch czynnikow niezaleznie od siebie. W warunkach opisanych do§wiadczen i przy
uwzglednieniu uzyskanych danych cisplatyna jest czynnikiem potencjalizujacym dziatanie
promieniowania jonizujacego.

Przedstawione wyniki i wnioski mozna traktowac¢ jedynie jako etap wstgpnych badan
zmierzajacych do poznania mechanizmu reakcji molekularnej z cisplatyna. W tym zakresie
wiele problemoéw oczekuje na wyjasnienie.

WNIOSKI

Uzyskane wyniki umozliwiaja przedstawienie nastgpujacych wnioskow.

1. Przezywalno$¢ (aktywnos¢ lityczna wobec bakterii Citrobacter Ci 23 Vi+) fagow Vi 111
zalezy wyktadniczo od stg¢Zenia cisplatyny w mieszaninie inkubacyjnej oraz od czasu
inkubacji fagow w Srodowisku zawierajacym cisplatyng. Wzrost temperatury inkubacji
dodatkowo zmniejsza przezywalnos¢ fagow.

2. Stosowanie radiacyjnie zmienionej cisplatyny powoduje zmniejszenie przezywalnosci
fagébw w poréwnaniu do zawiesiny w srodowisku z nienapromieniowana cisplatyna.

3. Napromieniowanie zawiesiny fagowej z dodatkiem cisplatyny powoduje znaczny wzrost
inaktywacji fagow w porownaniu do nienapromieniowanej zawiesiny fagowej z cispla-
tyna oraz napromieniowanej zawiesiny fagowej bez cisplatyny. Obecnos$¢ cisplatyny
w napromieniowanym $rodowisku wzmacnia efekt radiobiologiczny w odniesieniu do
bakteriofagow Vi III.
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T. Dabrowski, B. Kwiatkowski

INFLUENCE OF CISPLATIN AND IONIZING RADIATION
ON THE LYTIC ACTIVITY OF Vi BACTERIOPHAGE III

Summary

In this study we determined Vi bacteriophage III sensitivity to native cisplatin, y radiation (**Co) or
to irradiated cisplatin. We checked the possibility of enhanced Vi bacteriophage III inactivation under
combined exposure to cisplatin and g radiation. We used highly purified phage suspensions in 0.9% NaCl
solution or PBS. Our study implies that survival of Vi bacteriophage III shows an exponential inverse
correlation with cisplatin concentration in the incubation medium and the time of phage incubation
in the presence of cisplatin. Incubation at 37 °C for 30 min corresponds to the value of LD;; = 4.815
pg/ml, whereas incubation for 60 min — to LD;; = 2.8 pg/ml. Incubation of Vi phage III (1 h, 37 °C)
with irradiated cisplatin solutions demonstrated enhanced inactivation. Cisplatin solution irradiated with
a 105.25 Gy dose demonstrated an inactivation effect corresponding to LD, = 0.92 ng/ml. Such conditions
increase Vi phage III inactivation over 30-fold in comparison with non-irradiated solution. Relative Vi
phage III activity changes under combined exposure to cisplatin and ionizing radiation, demonstrate
also exponential relationship in the dose function. Low cisplatin concentration in the medium (1 pg/ml)
reduces the LDs; over 3-fold in comparison with the radiobiologic effect of the control assay. These data
show that the use of irradiated cisplatin reduces phage survival in comparison with suspensions containing
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non-irradiated cisplatin. The irradiation of phage suspension with cisplatin causes a significant increase of
phage inactivation in comparison with either treatment alone. Our results suggest that presence of cisplatin
in irradiated medium enhances the radiobiological effect on Vi bacteriophages I11.
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