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ABSTRACT

Within the context of application of platinum derivates based effective cytostatics, we can
suppose that these risk metals can get into aquatic ecosystems where they can show biologic
availability for food chain. Thus the aim of this work was to assess influence of platinum
derivate (0, 5, 10, 20, 40, 80 and 160 pmol.L" of cisplatin) on aquatic plant Lemna minor.
The toxic influence of cisplatin was evaluated on the basis of growth inhibition expressed as
number of leaves, growth rate, and total amount of biomass. Moreover we aimed on
determination of cisplatin content using differential pulse voltammetry. The highest content of
cisplatin (320 ng/g of fresh weight) was determined in plants treated by 80 puM. Thiols
determination in the treated plants by means of Brdicka reaction followed. Thiols
concentration increased with increasing content of cisplatin in plants.
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ABSTRAKT

V dutsledku vyuzivani platinovych derivati jako efektivnich cytostatik, mizeme predpokladat,
ze jsou tyto slouceniny transportovany do vodniho ekosystému a mohou tak vstoupit do
potravniho fetézce zivych organismu. Proto bylo cilem pfedkladané prace zkoumat vliv
cisplatiny (0, 5, 10, 20, 40, 80 a 160 pmol.I'") na okfehek. Toxicky vliv byl hodnocen na
zéklad¢ ristové inhibi¢ni exprese poctu listki, ristovych kiivek a celkové sumy biomasy.
Mnozstvi cisplatiny v jednotlivych vzorcich bylo stanoveno pomoci diferencni pulsni
voltametrie. Nejvyssi mnozstvi cisplatiny (320 ng/g svézi hmotnosti) bylo detekovano u
rostlin vystavenych koncentraci 80 uM cisplatiny. Thiolové latky obsazené exponovanych
rostlindch byly stanoveny Brdi¢kovou reakci. Koncentrace thiolli se zvySovala s rostouci
koncentraci kovu v rostlinach.
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UvVoD

Pro ziskéni informaci o mife poskozeni slozek Zivotniho prostiedi je nezbytna vedle
chemicke i ekotoxikologickd analyza. Takova analyza je zalozena na sledovani efekta, jako je
napf. inhibice ristu, mortalita apod. Pii posuzovani akutni zatéze zivotniho prostiedi se v
posledni dobé pozornost stale vice soustfed’uje také na platinové kovy, zvlasté pak na platinu
(Pt), palladium (Pd) a rhodium (Rh), které vstupuji do zivotniho prostiedi z katalyzatort
pouzivanych v automobilovém primyslu[1-4]. Navic je platina vyuzivana v 1é¢bé zhoubnych
nadortl v podobné stale velmi hojné pouzivaného cytostatika — cisplatiny, kterd se pouziva v
1é¢be Sirokého spektra malignich onemocnéni. Hlavnim mechanismem odpovédnym za
protinadorovou aktivitu cisplatiny je nejspiSe inhibice syntézy DNA. Mezi bioindikatory
ekotoxickych zmén patii i cévnaté rostliny z rtiznych celedi [5-7].

Cilem piedkladané studie je poskytnout prvotni informace o toxicité cisplatiny pro
vodni rostlinu Lemna a kli¢ni rostliny Inu. Byl sledovan vliv cisplatiny na vegetativni rust
posouzenim poctu listh a hmotnosti biomasy. Déle byl sledovan obsah thiolovych latek
pomoci elektrochemickych a spektrofotometrickych technik.

MATERIAL A METODIKA

Chemikalie

Vsechny chemikalie v Cistot¢ ACS byly zakoupeny od spole¢nosti Sigma Aldrich.
Zasobni roztoky standardli analyzovanych latak za vyuziti ACS metanolu (Sigma-Aldrich,
USA) a ulozen ve tmé pii -20 °C. Pracovni standardni roztoky byly vzdy pfipravovany denné
a to nafedénim ze zasobniho roztoku.

Rostlinny materidal

K testu na okfehku byla pouZita modifikovand metodika OECD 221 Lemna sp.
Growth Inhibition Test. Oproti této metodice, kde je doba trvani testu 7 dni (168 hodin), byla
celkova doba testu zkracena na 4 dny (96 hodin). Kadinky s rostlinami byly piekryty
potravinatskou fo6lii a ponechany pod zativkovym rostem pii nepfetrzitém osvétleni 6 500-10
000 luxt a pfi teploté 24 + 2°C. Byl zvolen staticky postup bez vymény media. Jako kontrolni
a fedici voda byl pouzit synteticky pfipraveny zivny roztok SIS (Swedish Standards Institute).

Rostliny Inu setého byly nakliceny ve tmé pii 20 °C. Po tfech dnech byly umistény do
zkumavek na dobu 5 dni. Po té byly aplikovany riizné koncentrace cisplatiny a CdCl,.

Elektrochemickd analyza thiolit

Vzorky byly analyzovany na pfistroji AUTOLAB Analyser (EcoChemie, Nizozemi)
ve spojeni s VA-Stand 663 (Metrohm, Svycarsko) v klasickém tiielektrodovém usporadani.
Pracovni elektrodou byla visici rtutova kapkova elektroda (HMDE) s plochou kapky 0,4
mm?; referenéni elektrodou byla Ag/AgCl/3M KCI a pomocnou grafitova elektroda. Zakladni



elektrolyt (1 mmol.dm™ Co(NH3)sCls a 1 mol.dm™ amonny pufr; NHs(aq) + NH4CI (Sigma
Aldrich, ACS), pH = 9,6) byl po kazdych 5 analyzadch vyménén. AdTS DPV parametry byly
nasledujici: ¢as akumulace 120 s, pocate¢ni potencial —0,6 V, kone¢ny potencial —1,6 V,
modulacni ¢as 0,057 s, Casovy interval 0,2 s, potencidlovy krok 1,05 mV/s, modula¢ni
amplituda 250 mV, E,4s =0V, teplota 4 °C [8-11].

Diferencni pulzni voltametrie pro stanoveni cisplatiny

Pro stanoveni cisplatiny bylo vyuZito diferencni pulzni voltametrie se zakladnim
elektrolytem (05. M NaCl, pH 6.4). DPV parametry byl nasledujci: po¢atecni potencial:-1,2
V, kone¢ny potencidl -0,3 V, modulacni ¢as 0,057 s, potencidlovy krok 1,05 mV/s, modula¢ni
amplituda 25 mV.

VYSLEDKY A DISKUZE

Rostliny byly kultivovany v prostiedi s 0, 5, 10, 20, 40, 80, 160 umol.l'1 cisplatiny po
dobu Ctyf dni. V prubéhu experimentu byly sledovany zdkladni fyziologické ukazatele jako
rustova kiivka, délka kofinki, pocet listkli a pozorovatelné makroskopické zmény. VSechny
aplikované koncentrace cisplatiny zpiisobily znatelnou riistovou depresi od 50% (5 pmol.l"
cisplatiny) do vice jako 80% (160 umol.1" cisplatiny) v porovnani s kontrolou (Obr. 1).

Obr. 1 Viiv cisplatiny na okrehek.
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Navic v pribéhu prvniho dne experimentu jsme pozorovali mirny nartst sveézi
hmotnosti piedev§im u niz&i aplikované davky (5 az 80 pmoll” cisplatiny), ktery
pravdépodobné souvisi s vzestupem metabolické aktivity rostlin. Podobny pribéh bylo mozné
pozorovat i v pfipadé poctu listkti okfehku. U kontroly v posledni den experimentu jich bylo
vice jako 60, ale u rostlin vystavenych ptisobeni cisplatiny se jejich pocet pohyboval mezi 30
— 20. Dale bylo mozné pozorovat vyrazny vliv cisplatiny na rist kofinkt, které se zvysujici
koncentraci zmenSovaly. Podobné bylo mozné pozorovat vznik chlorotickych mist na
jednotlivych listcich okfehku. Se zvySujici se koncentraci byla chloréza vyraznéjsi, a u



aplikované davky vetsi nez 40 pmol.I" jiZ rostlinky nepiili§ prospivaly a ztratily vice jako
40% obsahu chlorofylu (Obr. 2). Pro dalsi studium vlivu cisplatiny na okiehky bylo vyuzito
elektrochemické analyzy thiold na rtutové pracovni elektrodé¢ (HMDE).

Obr. 2 Zmény obsahu chlorofylu u okfehku vystaveného ptsobeni cisplatiny.
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Elektrochemicka analyza cisplatiny

Pro analyzu cisplatiny hraji vyznamnou roli také elektroanalytické metody a postupy,
které stale patfi pro detekci platinovych kovii k nejsenzitivnéjSim analytickym technikam
[12,13]. Navic, tyto metody piedstavuji stale velmi rychlé a levné nastroje pro stanoveni
cisplatiny v biologickém vzorku. V nasi ptedeslé praci jsme zabyvali senzitivnim stanovenim
cisplatiny. Zjistili jsme, Ze nejvhodn&jsim zékladnim elektrolytem je 0,75 mol.I" NaCl, pH
5.0. Signal odpovidajici cisplatiné jsme pozorovali ptfi primérném potencialu -1,45 V. Pro
nase dalsi ucely jsme sestrojili zavislost vysky signalu cisplatiny na jeji koncentraci v rozmezi
0 — 125 nmol.I"". Vy3ka signalu se vzriistajici koncentraci cisplatiny rostla a byla pozorovana
zévislost striktng linearni zavislost (y = 0,9037x + 0,5068, R* = 0,9985). Ze ziskanych
experimentalnich vysledkti byl vypocten detekéni limit pro cisplatinu jako 3 S/N a byl
stanoven jako 95 pmol.I' pfi experimentalni chyb& mezi 1,5-2,5 %. Navic, uvedeny
analyticky postup byl aplikovan pro stanoveni cisplatiny v extraktech okiehku.

Biologicky vyznamna je koncentrace tézkého kovu, ktery neni vézan do zadnych
biologickych struktur a zde je velmi vyhodné pro takové stanoveni vyuzit elektrochemickych
technik. Velmi malé mnozstvi homogenatu (5 — 20 pl) bylo umisténo do elektrochemické
nadobky se zékladnim elektrolytem 0,75 mol.l" NaCl (pH 5,0) a byla ziskana velmi dobra,
reprodukovatelna odezva cisplatiny. Navic k takto ziskanému vzorku byly pfidany rozdilné
koncentrace standardu cisplatiny a sestrojena kalibra¢ni pfimka pfimo v biologické matrici.
Ziskana zavislost byla také striktn¢ linearni a chyba stanoveni byla stale velmi dobra mezi 5
— 7 %. Vliv biologické matrice na signal cisplatiny byl také studovan. Zjistili jsme, Ze



navratnost se pohybovala v rozmezi 70 — 90 %, coz zcela jisté souvisi s interakci latek
obsazenych ve vzorku, ale také se zménou elektrochemickych procesii na povrchu HMDE.

Mnozstvi zjisténé cisplatiny se pohybovalo v rozmezi (50 — 100 ng na gram svézi
hmotnosti). S rostouci aplikovanou koncentraci dochazelo k narGstu obsahu cisplatiny ve
viech sledovanych dnech. Maxima bylo dosaZeno pii aplikované koncentraci 80 pmol.I". P¥i
koncentraci 160 pmol.I" byl pozorovan pokles obsah cisplatiny v extraktech z okiehki. Dale
jsme pozorovali vyrazny pokles obsahu cisplatiny v extraktech ziskanych ve tetim a ¢tvrtém
dni experimentu. Zde lze ocCekavat jednak vliv cisplatiny na replikaci DNA a také lze
o¢ekavat zvysSenou syntézu thiolovych sloucenin [14].

Obsah thiolii stanoveny pomoci Brdi¢kovy reakce

Glutathion pti koncentracich 1, 4, 5 a 7 pug.ml™” poskytl typické katalytické signaly
(RS2Co, Catl, Cat2 a Cat3). Pro urceni koncentrace glutathionu byl vybran katalyticky signal
Cat2. Ziskana kalibraéni zavislost byla linearni (y = 11,566x + 0,4242, R? = 0,9944) a limit
detekce se pohyboval kolem 100 nmol.I". Vzorky ziskané z extrakti okiehki byly pied
vlastni elektrochemickou analyzou 10 x nafedény. Na ziskanych voltamogramech bylo mozné
sledovat katalyticky signal Cat2 (kolem potencialu -1,35 V. Celkové mnozstvi thiolovych
sloucenin se ménilo s délkou expozice a aplikovanym mnozstvim cisplatiny. Na pocatku
experimentu (do druhého dne) mnozstvi thioli bylo nizké a srostouci aplikovanou
koncentraci cisplatiny se snizovalo. Lze predpokladat, Ze pravé v tomto Case dochazi k vazbé
cisplatiny do DNA a vyraznym zplsobem ovliviiuje proteosynteticky aparat buiky. Zde je
také pozorovana vysoka koncentrace volné cisplatiny. Od tfetiho dne dochazi k vyrazné
metabolické zméné, kterd je charakteristickd prudkym poklesem obsahu volné cisplatiny a
vyraznym vzestupem obsahu thiolovych latek (1 500 — 2 500 pg/g FW). Vyrazny vzestup
thiolli je obrannou reakci rostliny na velmi silny stres zptisobeny metabolicky vysoce aktivni
slouceninou. Ziskany experimentalni vysledek ukazuje na schopnost rostliny zapnout
alternativni ochrannou drahu.

ZAVER
V naSich experimentech jsme se zaméfili na sledovani vlivu cisplatiny a kadmia na

vybrané modelové rostlinné organismy. Byly pozorovany zmény v obsahu ochrannych
thiolovych sloucenin, které pravdépodobné souvisi s udrzenim Zivotné dulezité homeostasy.
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