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Badano wpływ N-acetylocysteiny w komórkach V79 chomika chińskiego na-
rażonych na działanie tiuramu. Zaobserwowane zmiany poziomu glutationu 
(GSH i GSSG), białkowych grup karbonylowych (PC), peroksydacji lipidów 
(TBARS), aktywności enzymów GSH-zależnych (reduktazy i peroksydazy gluta-
tionowej) i katalazy oraz kaspaz wskazują na prooksydacyjne i proapoptotyczne 
działanie tiuramu.
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Tiuram (disiarczek czterometylo-bis-tio-karbamylu) należy do grupy ditio-
karbaminianów. Jest związkiem powszechnie stosowanym w rolnictwie jako fun-
gicyd, w medycynie jako lek przeciwświerzbowy, a także w kosmetologii jako fi ltr 
przeciwsłoneczny i środek przeciwgrzybiczny w mydłach. W przemyśle gumowym 
jest używany jako przyspieszacz wulkanizacji. Tiuram jest związkiem o stosunkowo 
niskiej toksyczności (LD50 dla tiuramu u szczura wynosi 560–1900 mg/kg m.c.). 
Wykazuje rakotwórcze, gonadotoksyczne oraz teratogenne działanie. Zaburza he-
mopoezę, uszkadza trzustkę, wątrobę, nerki oraz układ nerwowy. W organizmie jest 
metabolizowany do kwasu dimetyloditiokarbaminowego i disiarczku węgla (1, 2, 
3, 4).

Tiuram reaguje z białkowymi i niebiałkowymi grupami tiolowymi oraz silnie 
wiąże jony metali. Jego cytotoksyczność wiązana jest ze zmianami poziomu zredu-
kowanego glutationu (GSH), zaburzeniami równowagi stanu oksydoredukcyjnego 

* Praca została wykonana w ramach tematów projektów badawczych WUM: 1WK/N/2009. Autorzy 
dziękują za pomoc techniczną pani J. Surdyk.
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oraz indukcją stresu oksydacyjnego w komórce (5, 6). Jednak, pomimo licznych 
badań in vitro i in vivo, mechanizm cytotoksycznego działania tiuramu nie został 
w pełni wyjaśniony.

W komórkach istnieje równowaga pomiędzy powstawaniem reaktywnych form 
tlenu (RFT), a ich usuwaniem przez enzymatyczne i nieenzymatyczne systemy 
antyoksydacyjne. Podstawowym zadaniem systemów antyoksydacyjnych jest 
ochrona komórki przed toksycznym działaniem RFT poprzez ich neutralizację 
oraz hamowanie wolnorodnikowych reakcji łańcuchowych. Niekontrolowany 
wzrost stężenia RFT może powodować trwałe zmiany w strukturze DNA, RNA, 
w białkach, lipidach oraz cukrach i może skutkować zaburzeniami ich biologicz-
nych funkcji (7, 8, 9).

Enzymami uczestniczącymi w obronie antyoksydacyjnej komórki są m.in. 
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT), peroksydazy glutationowe: se-
lenozależna (Se-GPx) i selenoniezależna (non Se-GPx), a także reduktaza glutatio-
nowa (GR). SOD bierze udział w unieczynnianiu anionorodnika ponadtlenkowe-
go, który jest w komórkach prekursorem reaktywnych i toksycznych pochodnych 
tlenu i azotu (nadtlenku wodoru, rodnika hydroksylowego czy nadtlenoazotynu). 
Powstający w wyniku działania SOD nadtlenek wodoru (H2O2) rozkładany jest 
przez katalazę. Również peroksydaza glutationowa jest enzymem redukującym 
H2O2, ponadto redukuje ona nadtlenki organiczne, w tym nadtlenki lipidowe, zu-
żywając GSH. Jej aktywność w dużym stopniu zależy od aktywności reduktazy 
glutationowej, która w obecności NADPH regeneruje zredukowany glutation (10, 
11, 12).

Kluczową rolę w utrzymywaniu równowagi redox w komórce pełni nieenzyma-
tyczny system antyoksydacyjny, w którym najważniejszym składnikiem jest zre-
dukowana forma glutationu (GSH). Jest on głównym wewnątrzkomórkowym an-
tyoksydantem odpowiedzialnym za utrzymywanie integralności błon i pełniącym 
istotną rolę w licznych procesach komórkowych. Najważniejszą funkcją glutationu 
i współdziałających z nim enzymów (GPx i GR) jest zdolność do obrony komórki 
przed skutkami stresu oksydacyjnego (13, 14, 15).

Wewnątrzkomórkowe stężenie GSH (5–10 mmol/dm3) jest precyzyjnie regulo-
wane (14). Spadek poziomu GSH wskazuje na osłabienie w komórce antyoksyda-
cyjnych mechanizmów obronnych i prowadzi do peroksydacji lipidów oraz oksyda-
cyjnych zmian białek, co obserwuje się w wielu stanach patologicznych takich, jak: 
stany zapalne, zmiany nowotworowe, cukrzyca czy choroby neurodegeneracyjne (9, 
16). Obniżenie poziomu GSH w wielu liniach komórkowych prowadzi również do 
apoptozy (15, 17, 18).

Wzrost stężenia wewnątrzkomórkowego GSH następuje w wyniku syntezy de 
novo i regeneracji GSH z jego utlenionej formy (GSSG). Jednym z egzogennych 
związków podwyższających de novo poziom GSH w komórce jest N-acetylocystei-
na (NAC). NAC jest związkiem często wykorzystywanym w badaniach stanu redox 
komórek (19, 20, 21, 22).

Celem badań było określenie wpływu N-acetylocysteiny na cytotoksyczne działa-
nie tiuramu oraz na indukcję stresu oksydacyjnego i apoptozy w hodowli komórek 
V79 fi broblastów płuca chomika chińskiego preinkubowanych z NAC, a następnie 
poddanych działaniu tiuramu.
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MATERIAŁ I METODY

Odczynniki chemiczne: Antybiotyki (penicylina G, streptomycyna), dimetylosul-
fotlenek (DMSO), N-acetylocysteina (NAC), wyposażenie plastikowe użyte do ho-
dowli komórkowej pochodziły z fi rmy Sigma Chemicals Co (St. Louis, MO, USA). 
Ham’s F-10 Medium, trypsyna-EDTA, surowica cielęca (NCS-newborn calf serum) 
pochodziły z fi rmy Gibco BRL. Tiuram (Cas no. 137-26-8) (99,8%) z fi rmy MP 
Biomedicals (Niemcy).

Odczynniki użyte w badaniach biochemicznych pochodziły z następujących źró-
deł: kwas tiobarbiturowy, kwas sulfosalicylowy, nadtlenek wodoru, nadtlenek ku-
menu, reduktaza glutationowa, Tris base z fi rmy Sigma; NADPH z fi rmy MP Bio-
medicals, LCC. Chlorek guanidyny z fi rmy Fluka. Zestaw Bioxytech GSH/GSSG-
412 do oznaczania GSH/GSSG™ pochodził z fi rmy OxisResearch. Test na kaspazy 
(ApoFluor Green Caspase Assay), inhibitor kaspaz (FAM-VAD-FMK) pochodziły 
z fi rmy Enzyme Systems Products (Livermore, CA, USA). 

Wszystkie sole nieorganiczne i pozostałe odczynniki wykorzystane w doświad-
czeniach pochodziły z fi rmy POCH (Polskie Odczynniki Chemiczne) Gliwice (Pol-
ska).

Warunki  hodowli  f ibroblastów i  schemat  eksperymentów. Badania 
prowadzono in vitro na hodowli fi broblastów płuca chomika chińskiego V79. Ko-
mórki pochodziły od prof. M.Z. Zdzienickiej (Leiden University Medical Center, 
Leiden, Holandia). Hodowlę prowadzono na plastikowych płytkach Petriego do 80 
– 90% konfl uencji w medium Ham’s F10 (bez hipoksantyny i tymidyny) wzbogaco-
nym 15% surowicą cielęcą z dodatkiem penicyliny/streptomycyny (100 U/cm3, 100 
μg/cm3), w temp. 37° C, przy 5% nasyceniu CO2.

Komórki inkubowano z tiuramem (100 μmol/dm3) przez 1 godz. Tiuram był roz-
puszczony w DMSO. Końcowe stężenie DMSO w hodowli nie przekraczało 0,1%.

W celu zbadania wpływu NAC (5 mmol/dm3) komórki preinkubowano przez 24 
godz., a następnie poddawano je działaniu tiuramu. Komórki kontrolne były ekspo-
nowane na równoważne stężenie rozpuszczalnika. 

Oznaczenia  biochemiczne. Stężenie GSH, PC, TBARS oraz aktywność enzy-
mów antyoksydacyjnych oznaczano w lizatach komórkowych otrzymanych z komó-
rek homogenizowanych i poddanych trzykrotnemu cyklowi: szybkiego zamrażania 
(–80°C) i rozmrażania (37°C). Lizaty wirowano przez 10 min. przy 900 × g. W su-
pernatancie oznaczano stężenie białka całkowitego metodą Bradford (23).

Stężenie  zredukowanego (GSH) i  ut lenionego glutat ionu  (GSSG) 
oznaczano metodą opisaną przez Tietze (24) za pomocą zestawu Bioxytech GSH/
GSSG-412TM z fi rmy OxisResearch. Całkowity zredukowany glutation (GSHc) rea-
guje z DTNB (kwas 5,5’-ditio-2-nitrobenzenowy) i tworzy barwny produkt, który 
oznaczano spektrofotometrycznie przy dł. fali 412 nm. Stężenie GSHc i GSSG wy-
rażono w μg/mg białka. 

Stężenie  białkowych grup karbonylowych (PC) oznaczono metodą opi-
saną przez Reznick’a i Packer’a (25), wykorzystując reakcję z DNPH (dinitrofeny-
lohydrazyna) i wyrażono w pracy w nmol PC/mg białka. 

Poziom peroksydacj i  l ipidów oznaczono wykorzystując reakcję produktów 
peroksydacji lipidów z kwasem tiobarbiturowym (TBA) wg metody Micelego i in. 
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(26). Wyniki przedstawiono jako ilość związków reagujących z TBA, TBA-reactive 
substances (TBARS) w nmol TBARS/100 mg białka.

Aktywność enzymów antyoksydacyjnych. Aktywność katalazy (CAT) 
oznaczano metodą Góth’a (27) polegającą na pomiarze szybkości rozkładu H2O2. 
Jedna jednostka aktywności (U) katalazy jest to taka ilość enzymu, która rozkłada
1 μmol H2O2/min. w temp. 37°C. 

Aktywność selenozależnej peroksydazy glutationowej (Se-GPx) i selenoniezależ-
nej peroksydazy glutationowej (non Se-GPx) oznaczono wg metody Wendel’a (28). 
Całkowitą aktywność Se-GPx oznaczono stosując nadtlenek wodoru jako substrat, 
natomiast aktywność non Se-GPx badano stosując nadtlenek kumenu jako substrat. 
Jedna jednostka aktywności (U) wyrażona jest jako μmole NADP+/min.

Aktywność reduktazy glutationowej (GR) oznaczano metodą opisaną przez 
Goldberg’a i Spooner’a (29). Substrat – GSSG redukowany był przez GR w obec-
ności NADPH. Jedna jednostka aktywności (U) wyrażona jest w μmolach NADP+/
min. Aktywność badanych enzymów wyrażono w U/mg białka. 

Indukcja  apoptozy.  Analizę indukcji apoptozy prowadzono w hodowli ko-
mórek V79 poddanych działaniu tiuramu bez i po preinkubacji z 5 mmol/dm3 NAC 
przez 24 godz. Indukcję apoptozy analizowano oznaczając aktywność kaspaz sto-
sując test ApoFluor®Green Caspase Assay (Enzyme Systems Products). Zasada te-
stu polega na pomiarze ilości nieodwracalnie związanego z aktywną formą kaspaz 
fl uorogennego inhibitora FAM-VAD-FMK. Komórki inkubowano z 100 μmol/dm3 
tiuramem przez 3 godz., a następnie przez 1 godz. z inhibitorem kaspaz (FAM-
-VAD-FMK). Komórki przemywano dwukrotnie buforem „Wash buffer” i utrwala-
no 1% paraformaldehydem, a następnie analizowano w cytometrze przepływowym 
FACSCalibur z oprogramowaniem CellQuest przy dł. fali 488 i 520 nm. Mierzono 
współczynnik intensywności fl uorescencji (MFI) badanych komórek i porównywa-
no do komórek kontrolnych. Analizę wyników wykonano w Katedrze i Zakładzie 
Histologii i Embriologii, Centrum Biostruktury, WUM.

Analiza  s ta tystyczna.  Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej te-
stem t-Studenta z wykorzystaniem programu Statistica 6.0 StatStof. Inc. (St. Tulsa, 
USA). W ocenie istotności statystycznej różnic pomiędzy badanymi grupami przy-
jęto p<0,05.

WYNIKI I ICH OMÓWIENIE

Wartość wewnątrzkomórkowego stężenia GSH i GSSG jest ważnym markerem 
stresu oksydacyjnego i miarą stanu oksydoredukcyjnego komórki. W tab. I przed-
stawiono zmiany poziomu całkowitego glutationu (GSHc) i jego utlenionej formy 
(GSSG) w komórkach narażonych na działanie 100 μmol/dm3 tiuramu w układzie 
bez i po preinkubacji z N-acetylocysteiną (NAC). W komórkach V79 inkubowanych 
z NAC, prekursorem syntezy glutationu, stwierdzono ~ 2-krotny wzrost stężenia 
GSHc i ponad 1,5-krotny wzrost stężenia GSSG w porównaniu do komórek kontrol-
nych. Równocześnie wykazano istotne różnice w stężeniu GSHc i GSSG pomiędzy 
układem kontrolnym, a komórkami poddanymi jednogodzinnej inkubacji z tiuramem 
bez i po preinkubacji z NAC. W komórkach eksponowanych na tiuram zaobserwo-
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wano istotny statystycznie spadek stężenia GSHc w porównaniu do wartości kontrol-
nych (p<0,05). Świadczy to o indukcji stresu oksydacyjnego w komórkach. Natomiast 
w komórkach preinkubowanych z NAC, a następnie poddanych działaniu tiuramu, 
spadek GSH był znacząco niższy, co wskazuje na ochronne działanie NAC. 

Ta b e l a  I. Wpływ tiuramu na poziom GSH i GSSG w komórkach V79 bez i po preinkubacji z NAC

Ta b l e  I. Effect of thiram on GSH and GSSG levels in V79 cells without or with NAC pretreatment

Związek GSHc

μg/mg białka
GSSG

μg/mg białka

Kontrola  5,675 ± 1,188  0,056 ± 0,044

NAC  10,505 ± 0,595*  0,092 ± 0,055

Tiuram  2,730 ± 0,385*  0,025 ± 0,017

NAC + tiuram  4,324 ± 0,128  0,034 ± 0,005

Wyniki są średnią ± SD z 6 niezależnych doświadczeń. Oznaczenia wykonano w 2 powtórzeniach. Wartość *p<0,05 
liczono wobec kontroli. 

W warunkach stresu oksydacyjnego zarówno białka komórkowe, jak i lipidy błon 
ulegają oksydacyjnym uszkodzeniom. Stwierdzono, że inkubacja komórek V79 
z tiuramem powoduje prawie 2-krotny wzrost poziomu zarówno białkowych grup 
karbonylowych (PC), jak i peroksydacji lipidów (TBARS) w porównaniu z kontrolą 
(tab. II). Zmian takich nie obserwowano w komórkach preinkubowanych z NAC 
i następnie narażonych na działanie tiuramu. Sugeruje to, że obserwowane zmiany 
oksydacyjne białek i lipidów są spowodowane wywołanym przez tiuram spadkiem 
poziomu GSH w badanych komórkach. 

Ta b e l a  II. Wpływ tiuramu na poziom PC i TBARS w komórkach V79 bez i po preinkubacji z NAC

Ta b l e  II. Effect of thiram on PC and TBARS level in V79 cells without or with NAC pretreatment

Związek PC
nmol/mg białka

TBARS
nmol/100 mg białka

–NAC +NAC –NAC +NAC

Kontrola 2,608±0,67 2,094±0,25 67±8 69±4

Tiuram 5,113±1,80* 2,059±0,38* 114±21* 66±6

Wyniki są średnią ± SD z 5 doświadczeń. Oznaczenia wykonano w 2 powtórzeniach. Wartości *p<0,05 liczono 
wobec komórek kontrolnych bez preinkubacji z NAC. 

Poziom wewnątrzkomórkowego stężenia GSH i GSSG jest precyzyjnie regulo-
wany przez układy enzymatyczne. Reduktaza glutationowa (GR) oraz peroksyda-
zy glutationowe (GPx) są jego kluczowymi elementami. W tab. III przedstawiono 
zmiany aktywności enzymów antyoksydacyjnych w komórkach poddanych dzia-
łaniu tiuramu bez i po preinkubacji z NAC. Nie zaobserwowano istotnych zmian 
aktywności GR w komórkach narażonych na działanie tiuramu bez i po preinkubacji 
z NAC w porównaniu do wartości kontrolnych. Podobnie aktywność selenozależ-
nej peroksydazy glutationowej (Se-GPx) nie zmieniła się w komórkach narażonych 
na działanie tiuramu. Natomiast stwierdzono spadek jej aktywności w komórkach 
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poddanych działaniu tiuramu po preinkubacji z NAC. Aktywność selenoniezależnej 
peroksydazy glutationowej (non-Se GPx), katalizującej redukcję głównie nadtlen-
ków lipidowych, wykazywała odmienną odpowiedź komórek na działanie tiuramu. 
Tiuram powodował zahamowanie jej aktywności o 29% w porównaniu do komórek 
kontrolnych, natomiast po preinkubacji z NAC aktywność enzymu utrzymywała się 
na poziomie kontroli, co wskazuje na ochronne działanie tego związku. Podobny 
efekt preinkubacji komórek z NAC obserwowano w przypadku aktywności katalazy 
(CAT), której aktywność utrzymywała się na poziomie kontroli. 

Ta b e l a  III. Wpływ tiuramu na aktywność enzymów antyoksydacyjnych w komórkach V79 bez i po preinkubacji 
z NAC

Ta b l e  III. Effect of thiram on the activity of antioxidant enzymes in V79 cells without or with NAC pretreatment

Związek CAT
U/mg białka

Se-GPx
U/mg białka

Non-Se-GPx 
U/mg białka

GR
U/mg białka

–NAC + NAC –NAC + NAC –NAC + NAC –NAC + NAC

Kontrola 100±12 101±4 26±0,9 24±2,4 32 ±6 36 ±10 38±6 29 ±9

Tiuram 77±2,3* 118±13 23±5,7 19±1* 23±5,7* 31±6 36±10 25±9

Wyniki są średnią ± SD z 5 niezależnych doświadczeń. Oznaczenia wykonano w 2 powtórzeniach. Wartości 
*p<0,05 liczono wobec komórek kontrolnych bez preinkubacji z NAC. 

Stres oksydacyjny może prowadzić do śmierci komórki na drodze apoptozy. 
W celu zbadania wpływu N-acetylocysteiny na proapoptotyczne właściwości tiura-
mu wykonano test z kaspazami. Kaspazy są enzymami proteolitycznymi odgrywa-
jącymi kluczową rolę w procesie apoptozy. W komórkach V79 poddanych preinku-
bacji z NAC, a następnie eksponowanych na działanie tiuramu zbadano aktywność 
kaspaz wykorzystując cytometrię przepływową i mierząc średnią wartość intensyw-
ności fl uorescencji pochodzącej od inhibitora kaspaz FAM-VAD-FMK znakowa-
nego fl uoresceiną, nieodwracalnie wiążącego się z aktywnym enzymem. Na ryc.1 

Ryc. 1. Wpływ tiuramu na aktywność kaspaz w komórkach V79 bez i po preinkubacji z NAC.
Fig. 1. Effect of thiram on the activity of caspases in V79 cells without or with NAC pretreatment.
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przedstawiono histogram ilustrujący aktywację kaspaz w komórkach pod wpływem 
tiuramu (20-krotny wzrost intensywność fl uorescencji w porównaniu do komórek 
kontrolnych) i ochronne działanie preinkubacji z NAC na komórki V79. Wartość 
fl uorescencji w komórkach preinkubowanych z NAC, a następnie traktowanych tiu-
ramem była porównywalna do wartości fl uorescencji w układzie kontrolnym. 

W pracy wykazano jednoznacznie, że w komórkach V79 chomika chińskiego 
w wyniku działania tiuramu dochodzi do obniżenia stężenia GSH i GSSG, podwyż-
szenia poziomu białkowych grup karbonylowych (PC) oraz peroksydacji lipidów 
(TBARS), zmian aktywności enzymów antyoksydacyjnych i aktywacji kaspaz. 

Zaobserwowane zmiany wskazują na zaburzenie równowagi redox, indukcję stre-
su oksydacyjnego i apoptozę. Równocześnie stwierdzono, że preinkubacja komórek 
z N-acetylocysteiną – prekursorem syntezy GSH cofa zmiany wywołane działaniem 
tiuramu. Wskazuje to na ochronne działanie tego związku.

D. K u r p i o s-P i e c, E. G r o s i c k a-M a c i ą g, H. C z e c z o t, M. S z u m i ł o,
T. G r z e l a, I. R a h d e n-S t a r o ń

PROTECTIVE EFFECT OF N-ACETYLCYSTEINE ON PROOXIDATIVE 
AND PROAPOPTOTIC PROPERTIES OF THIRAM 

IN V79 CHINESE HAMSTER CELLS

S u m m a r y

This work investigated the effect of N-acetylcysteine (NAC) on the thiram induced oxidative stress in 
V79 Chinese hamster cells. An increase in oxidative stress induced by thiram is evidenced by decreased 
GSH and GSSG levels, elevated total protein carbonyls (PC) content and lipid peroxidation (measured 
as TBARS). Analysis of GSH related enzymes showed that thiram did not change GR and Se-GPx acti-
vity, but decreased non-Se-GPx and CAT activity. Thiram shows also proapoptotic activity measured as 
induction of caspases activity. NAC alone did not produce any signifi cant changes, except for increase 
of GSH level, in any of the variables measured. NAC pre-treatment restores protein carbonyls content 
and lipid peroxidation to the control value and prevents antioxidant enzymes activity changes as well as 
apoptosis. The results show that oxidative properties are at least partially attributable to cytotoxic effects 
of thiram under tested conditions. Pre-incubation with NAC reversed changes occurring via a shift in the 
intracellular redox state.
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