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Continutul tezei

Capitolul 1

In prima parte a capitolului 1, este prezentati o scurti introducere in subiectul
stresului oxidativ si nitrozativ, cu accent pe chimia radicalilor liberi ai hemoproteinelor
(hemoglobina si mioglobina), urmatd de -caracterizarea structurald a interactiunii
medicamentelor antitumorald pe baza de Pt cu proteine.

Cisplatinul si congenerii sdi sunt cunoscuti pentru efectul lor terapeutic datorat
legrii de AND.' Necesitatea unor medicamente mai eficiente, precum si gama larga de
efecte secundare care insotesc tratamentul (greatd, neuropatie perifericd senzoriald
progresiva, varsaturi, obosealda, alopecie, suprimare hematologica, leziuni renale), au
alimentat de mai multe decenii interesul pentru intelegerea mecanismelor complexe ale
interactiunii dintre cisplatin si congenerii sai, cu diferite biomolecule.* >

O observatie importanta in acest sens este ca cisplatinul se poate lega de o serie
de proteine, fapt demonstrat de analiza elementald, cromatografie si spectrometrie de
masa. Intr-adevir, a fost estimate ci mai putin de 5% din cisplatinul care intra in celule se
va regisi legat de AND; restul se va lega de proteine si peptide mici.* Dupa cum era de
asteptat, cisplatinul preferd sa se lege de gruparile tiolice, glutationul si metalotioneina
fiind tinte importante;’ de fapt, cisplatinul induce o crestere a nivelului gruparilor tiolice
din celule, find, cel putin in parte, responsabil de rezistenta dezvoltata impotriva acestui
medicament. Blocarea gruparilor tiolice favorizeaza in vivo legarea cisplatinului de ADN.
Sulful tioeteric din meionind este, de asemenea, o tintd importantd, dupa cum o
dovedeste, printre altele, faptul cd aductii Pt-metionind au fost detectati in urina
pacientilor tratati cu cisplatin.®

S-a dovedit formarea complecsilor cisplatin-hemoglobind folosind concentratii
clinice relevante pentru cisplatin si hemoglobind; un efect secundar observat ca urmare a
legarii platinei a fost eliberarea hemului. Hemoglobina este prezentd intr-o concentratie
mare in sange si este deosebit de sensibild la schimbari ale starii redox; in anumite
conditii de stres, cum ar fi efortul fizic sau in anumite conditii fiziologice se angajeaza in
reactii cu agenti ai stresului oxidativ, In primul rand cu peroxid-rezultand radicali liberi si

fier heminic intr-o stare inaltd de oxidare.” 3% 1°



Cu ajutorul spectrometriei de masa s-a demonstrat ca cisplatinul se poate lega de
mioglobini la reziduurile His116, Ser117, Lys118, and His119''. Ca atare, se poate
estima ca hemoglobina si mioglobina ar putea fi sensibile la stresul impus de cisplatin,
pacientilor.'

Efectele secundare ale chimioterapiei, cum este toxicitatea indusa de cisplatin
este, 1n parte, rezultatul formarii radicalilor liberi ca superoxid si ionul hidroxil. Aceste
specii foarte reactive de oxigen pot cauza distrugeri tisulare prin reactie cu toate
moleculele biologice-lipide, proteine si acizi nucleici, ducand la formarea unor substante
oxidate. De asemenea, radicalii liberi pot diminua nivelul glutationului liber si inhiba
activitatea enzimelor antioxidante. Celula prezintda mecanisme enzimatice (glutation,
tioredoxind) si moleculare pentru a preveni integritatea membranelor biologice de
procesele oxidative cauzate de radicalii liberi. Administrarea unor antioxidanti ca
Vitamina E, Vitamina C, seleniu si carotenoide Inaintea sau dupa tratamentul pe baza de
medicamente platinice este folosita pentru a proteja si ameliora nefrotoxicitatea la oameni

si animale, fird a fi afectata activitatea anti-tumorala."

Capitolul 2

In capitolul al II-lea, sunt aritate modalititile prin care o serie de parametri
fiziologici ai hemoglobinei si mioglobinei (cei mai multi legati de reactivitatea radicalilor
liberi), ca afinitatea fatd de oxigen, autooxidarea si reactivitatea prooxidantd fata de
peroxidul de hidrogen si azotit - mdsurate cu ajutorul spectroscopiei UV-vis, sunt
modulate de cétre cisplatin.

Aceste modificari sunt, de asemenea, observate in celula eritrocitara, acestea find
atenuate de antioxidanti. Au fost folosite metode computationale pentru analiza formei
celulelor, acestea fiind utile pentru cuantificarea similaritatii si a diferentelor dintre
imaginile celulelor rosii expuse la cisplatin sau la solutie control fara cisplatin. Astfel,
metodele morfometrice si de analizd fractala folosind metoda standard box-counting
pentru caracterizarea formei imaginilor digitale individuale ale celulelor rosii tratate cu

cisplatin, sustin concluziile spectroscopice.



De asemenea, spectrele obtinute cu ajutorul rezonantei electronice de spin (RES)
ilustreaza, pentru prima datd, detectia unui radical liber in celula de E. coli expusa la
cisplatin, precum si detectarea indirecta a unui radical asemandtor, folosind o capcana de
spin. Aceasta subliniazd faptul cad medicamentele pe baza de platind sunt o sursd de
dezechilibru in metabolismul radicalilor liberi din interiorul celulelor vii, care pot avea
implicatii in efectele secundare suportate de pacienti in cazul utilizarii lor.

Se poate specula ca efectele secundare ale cislatinului pot fi datorate, in parte,
intensificarii stresului oxidative si nitrozativ. Rdméane de vazut, in ce masura efectul
benefic al acestui compus implicat in chimia AND-ului este afectat de interactiunile sale

cu proteinele heminice si cu alte proteine.

Capitolul 3

Inca din 1883, de cand a fost sintetizatd pentru prima dati fenotiazina de citre
Berthensen, derivatii acesteia sunt folositi in multe aplicatii cum ar fi chimia colorantilor,
chimia farmaceutici, ca aditivi pentru lubrifianti, polimeri si multe altele.'* " Aplicatiile
farmacologice ale acestor compusi sunt datorate in cea mai mare masurd cationului
radical stabil care se formeazi pe aceasta unitate heterociclica'.

Au fost sintetizati recent in laboratoarele de chimie organicd ale Facultatii de
Chimie si Inginerie Chimica (UBB, Cluj-Napoca) o serie de coloranti prin condensarea 3-
formil-10-alchil fenotiazinei cu metil-piridind, intr-un mediu bazic. Compusii au fost
investigati prin analize spectroscopice: UV-vis, fluorescentd, RMN, FTIR si
spectrometrie de masa si vor fi testati pentru abilitatatea lor de a fotoinactiva virusurile
in suspensii de celule rosii, datorita formarii oxigenului singlet.

De asemenea, s-a preparat pentru prima datd o serie de aminofenotiazine, prin
aminarea cataliticd a halogenofenotiazinelor in prezenta microundelor, acestea fiind
folosite ca material de bazd pentru sinteza unor noi fenotiazine, analoage ale bazelor
Troger. Acestia din urma sunt considerati precursori moleculari promitatori pentru noi
materiale functionale. Studii de biologie moleculard efectuate in prezent urmaresc

posibilitatea intercalarii acestora In AND.



Un compus anorganic cu Sn a fost sintetizat in laboratorul de chimie anorganica,
si a fost caracterizat cu ajutorul tehnicilor RMN si GS-Ms. Compusul a fost sintetizat cu
scopul de a fi investigat pentru activitatea sa biologica.

In capitolul III, a fost descrisd influenta acestor compusi experimentali, nou
sintetizati, asupra vitezei de autooxidare a hemoglobinei si mioglobinei. Ambele proteine
sunt influentate de stresul determinat de radicalii liberi, acestia (superoxidul, peroxilul,
peroxizii) fiind implicati in accelararea autooxidarii proteinei.

Colorantii fenotiazinici prezinta un efect masurabil asupra vitezei de autooxidare
a hemoglobinei si mioglobinei, accelarand procesul in modalitati similare, in ambele
proteine. Totusi, efectul observat in solutie in cazul proteinelor purificate este mai mic in
comparatie cu cel masurat direct pe sange, unde a fost monitorizat la fel ca in cazul
hemoglobinei. Faptul cad tendinta si magnitudinea mdsurata In sdnge nu este aceeasi cu
cea in cazul hemoglobinei pure sugereaza ca acesti compusi au capacitatea de a reactiona
cu mai mult de o proteind, moduland capacitatea prooxidantd pe mai multe cdi. Cu
ajutorul spectroscopiei UV-vis si RES si a spectrometriei de masa, a fost detectat un
intermediar de reactie (radical cation) care se formeazd in timpul oxidarii unitatilor
fenotiazinice ale colorantilor, in prezenta unei proteine din clasa peroxidazelor.

Derivatii aminici au un efect puternic asupra vitezei de autooxidare a
hemoglobinei si mioglobinei, accelardnd procesul in modalitati similare in ambele
proteine. Pe de alta parte, Bazele Troger corespunzétoare au demonstrate un efect redus,
chiar neglijabil.

Compusul cu Sn are un efect mic, chiar neglijabil, asupra vitezei de autooxidare a
hemoglobinei si mioglobinei. Un efect usor prooxidant este indus in cazul hemoglobinei.
Pe de alta parte, compusul inhiba usor autooxidarea mioglobinei, jucand, in acest caz,

rolul unui antioxidant.

Capitolul 4

Pe langa rolul sau esential de a transporta electroni, este cunoscut faptul ca
citocromul ¢ se implicd 1n apotoza, unde eliberarea sa din mitocondrie este un pas cheie.
Reactivitatea citocromului ¢ in prezenta radicalilor liberi, in special interactiunea sa cu

peroxidul, a fost propusa ca fiind relevanta pentru apotoza. A fost aratat faptul ca cel de-



al saselea ligand al fierului heminic al acestei proteine, o metionina, in anumite conditii
ca modificari ale pH-ului si ale temperaturii, poate disocia tranzitoriu, usurand legarea
peroxizilor la hem. Rezultatul interactiunii citocromului ¢ cu fosfolipidul mitocondrial
specific, cardiolipina, este un compex care actioneazd ca un prooxidant specific si
puternic. Legarea de fosfolipidele anionice cauzeazd schimbari conformationale ale
proteinei si perturbarea legaturii coordinative S-Fe, intre Metgy si fierul heminic,
transformand citocromul ¢ dintr-o proteind transportatoare intr-o peroxidaza prooxidanta
care are un rol important in procesul apoptotic.'’

In capitolul IV este aratat faptul ci tratamentul care favorizeaza eliberarea celei
de-a sasea pozitie de coordinare la fierul heminic al citocromului ¢, crescand astfel
accesibilitatea peroxizilor (prin denaturarea partiald cu clorhidrat de guanidind), conduce
la o crestere drasticd a reactivitatii acestei proteine fatd de peroxidul de hidrogen;
activitatea ascorbat peroxidazicad demonstrata aici pentru citocromul ¢ nativ fiind drastic
imbunatatitd (in termenii K,, and Vp.x) dupd denaturarea partiald cu clorhidrat de
guanidind. Mai mult, cu ajutorul spectroscopiei stopped-flow UV-vis, dupa tratamentul
cu peroxide al citocromului ¢ denaturant cu guanidind, a fost detectat un intermediar de
reactie, care seamana cu spectrul Compusului II al globinelor, find propus a fi ferilul - o
specie de valentd inaltd - prima datd detectatd in cazul citocromului ¢ la temperatura
camerei.’® Deducem de-aici, ci agentii care modificd structura proteinei (posibil
medicamentele studiate de noi) ar putea marii gradul de accesibilitate al fierului.

Similar cu ceea ce a fost observat anterior si in cazul altor proteine heminice,'” >

1 citocromul ¢ poate induce autooxidarea lipidelor dintr-un sistem lipozomal, acest
process fiind dependent de concentratia de cisplatin. Mecanismul propus implica
formarea radicalilor liberi si actiunea acestora asupra peroxizilor organici; a fost propus
faptul ci forma protonati a ferilului (Fe*"-OH")” ** este principala specie responsabili
pentru activitatea lipid-peroxidazicd a acestor proteine heminice. Comportamentul
antioxidant al compusului cu Sn a fost observat si in acest caz, In exprimentele cu
lipozomi, unde prezenta sa inhibd peroxidarea lipidelor de catre citocromul c. De

asemnenea, o serie de amine si baze Troger inhibd peroxidarea lipidelor de catre

citocromul c.



Capitolul 5

In concluzie, toxicitatea complecsilor antitumorali pe bazi de metale este
rezultatul, in parte, al inducerii stresului oxidativ si nitrozativ, pe mai multe cai specifice.
In aceasta lucrare, au fost evidentiate unele modalititi prin care comportamentul a trei
proteine heminice (hemoglobina, mioglobina si citocromul ¢) este influentat de prezenta
unor agenti antitumorali (cisplatinul) sau cu potentiald activitate antitumorala.
Sensibilitatea redox a acestor proteine face ca in anumite conditii de stres (fiziologic sau
patologic) acestea sa se implice in reactii cu diferiti agenti ai stresului oxidativ, in special
peroxizi, cu formarea unor specii heminice aflate intr-o stare superioara de oxidare.
Atasarea complecsilor metalici de suprafata proteinelor determind modificdri ale
lanturilor proteice, care pot bloca sau, din contrd, permite accesul mai usor al peroxizilor
la centrul heminic. O serie de antioxidanti naturali s-au dovedit eficienti in atenuarea
efectelor prooxidante ale cisplatinului.

Evidentierea, in anumite conditii, a unui intermediar in reactia citocromului ¢ cu
peroxizii, aduce o dovada in plus cd pasul initial al declansarii apotozei, fenomen in care
acesta este implicat, este reprezentat de un mecanism peroxidazic, in a carui modulare un
rol important il poate avea ascorbatul.

Mai mult, o serie de experimente, in vitro, au evidentiat modalitatea in care intreg
metabolismul radicalic al unei celule umane (celula rosie) sau simbiotice (E. coli) poate fi
afectat de prezenta cisplatinului.

Astfel, folosindu-se spectroscopiile UV-vis si RES, tehnicile stopped-flow,
microscopia electronica, spectrometria de masa si cultura celulara in vitro s-au adus unele
dovezi in plus despre modalitatile in care unii agenti antitumorali pot afecta organismul,
aceste metode de investigare putdnd fi utile in viitor, pentru prezicerea toxicitatii unor

compusi experimentali biologic activi.
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