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Badano wplyw N-acetylocysteiny w komorkach V79 chomika chinskiego na-
razonych na dzialanie tiuramu. Zaobserwowane zmiany poziomu glutationu
(GSH i GSSG), biatkowych grup karbonylowych (PC), peroksydacji lipidow
(TBARS), aktywnosci enzymow GSH-zaleznych (reduktazy i peroksydazy gluta-
tionowej) i katalazy oraz kaspaz wskazujq na prooksydacyjne i proapoptotyczne
dziatanie tiuramu.
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Tiuram (disiarczek czterometylo-bis-tio-karbamylu) nalezy do grupy ditio-
karbaminianéw. Jest zwiazkiem powszechnie stosowanym w rolnictwie jako fun-
gicyd, w medycynie jako lek przeciw§wierzbowy, a takze w kosmetologii jako filtr
przeciwstoneczny i srodek przeciwgrzybiczny w mydtach. W przemysle gumowym
jest uzywany jako przyspieszacz wulkanizacji. Tiuram jest zwiazkiem o stosunkowo
niskiej toksycznosci (LDs, dla tiuramu u szczura wynosi 560-1900 mg/kg m.c.).
Wykazuje rakotwoércze, gonadotoksyczne oraz teratogenne dzialanie. Zaburza he-
mopoeze, uszkadza trzustke, watrobe, nerki oraz uktad nerwowy. W organizmie jest
metabolizowany do kwasu dimetyloditiokarbaminowego i disiarczku wegla (1, 2,
3,4).

Tiuram reaguje z biatkowymi i niebialkowymi grupami tiolowymi oraz silnie
wiaze jony metali. Jego cytotoksyczno$¢ wigzana jest ze zmianami poziomu zredu-
kowanego glutationu (GSH), zaburzeniami rownowagi stanu oksydoredukcyjnego

* Praca zostala wykonana w ramach tematéw projektow badawczych WUM: 1WK/N/2009. Autorzy
dzigkuja za pomoc techniczna pani J. Surdyk.
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oraz indukcja stresu oksydacyjnego w komorce (5, 6). Jednak, pomimo licznych
badan in vitro i in vivo, mechanizm cytotoksycznego dzialania tiuramu nie zostat
w petni wyjasniony.

W komorkach istnieje rownowaga pomig¢dzy powstawaniem reaktywnych form
tlenu (RFT), a ich usuwaniem przez enzymatyczne i nieenzymatyczne systemy
antyoksydacyjne. Podstawowym zadaniem systemow antyoksydacyjnych jest
ochrona komorki przed toksycznym dzialaniem RFT poprzez ich neutralizacje
oraz hamowanie wolnorodnikowych reakcji tancuchowych. Niekontrolowany
wzrost stezenia RFT moze powodowaé trwate zmiany w strukturze DNA, RNA,
w biatkach, lipidach oraz cukrach i moze skutkowaé zaburzeniami ich biologicz-
nych funkcji (7, 8, 9).

Enzymami uczestniczacymi w obronie antyoksydacyjnej komorki sa m.in.
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT), peroksydazy glutationowe: se-
lenozalezna (Se-GPx) i selenoniezalezna (non Se-GPx), a takze reduktaza glutatio-
nowa (GR). SOD bierze udzial w unieczynnianiu anionorodnika ponadtlenkowe-
go, ktory jest w komdrkach prekursorem reaktywnych i toksycznych pochodnych
tlenu i azotu (nadtlenku wodoru, rodnika hydroksylowego czy nadtlenoazotynu).
Powstajacy w wyniku dziatania SOD nadtlenek wodoru (H,0,) rozktadany jest
przez katalazg¢. Rowniez peroksydaza glutationowa jest enzymem redukujacym
H,0,, ponadto redukuje ona nadtlenki organiczne, w tym nadtlenki lipidowe, zu-
zywajac GSH. Jej aktywnos¢ w duzym stopniu zalezy od aktywnosci reduktazy
glutationowej, ktéra w obecnosci NADPH regeneruje zredukowany glutation (10,
11, 12).

Kluczowa rolg w utrzymywaniu rownowagi redox w komérce petni nieenzyma-
tyczny system antyoksydacyjny, w ktorym najwazniejszym sktadnikiem jest zre-
dukowana forma glutationu (GSH). Jest on glownym wewnatrzkomérkowym an-
tyoksydantem odpowiedzialnym za utrzymywanie integralnosci bton i petniagcym
istotng rolg¢ w licznych procesach komérkowych. Najwazniejsza funkcja glutationu
1 wspoldziatajacych z nim enzyméw (GPx i GR) jest zdolno$¢ do obrony komorki
przed skutkami stresu oksydacyjnego (13, 14, 15).

Wewnatrzkomérkowe stezenie GSH (5-10 mmol/dm’) jest precyzyjnie regulo-
wane (14). Spadek poziomu GSH wskazuje na ostabienie w komorce antyoksyda-
cyjnych mechanizmow obronnych i prowadzi do peroksydacji lipidow oraz oksyda-
cyjnych zmian biatek, co obserwuje si¢ w wielu stanach patologicznych takich, jak:
stany zapalne, zmiany nowotworowe, cukrzyca czy choroby neurodegeneracyjne (9,
16). Obnizenie poziomu GSH w wielu liniach komérkowych prowadzi rowniez do
apoptozy (15, 17, 18).

Wazrost stezenia wewnatrzkomorkowego GSH nastgpuje w wyniku syntezy de
novo 1 regeneracji GSH z jego utlenionej formy (GSSG). Jednym z egzogennych
zwiazkow podwyzszajacych de novo poziom GSH w komorce jest N-acetylocystei-
na (NAC). NAC jest zwiazkiem czg¢sto wykorzystywanym w badaniach stanu redox
komorek (19, 20, 21, 22).

Celem badan byto okreslenie wptywu N-acetylocysteiny na cytotoksyczne dziata-
nie tiuramu oraz na indukcj¢ stresu oksydacyjnego i apoptozy w hodowli komdrek
V79 fibroblastéw ptuca chomika chinskiego preinkubowanych z NAC, a nastgpnie
poddanych dziataniu tiuramu.
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MATERIAL I METODY

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

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

Wszystkie sole nieorganiczne i pozostale odczynniki wykorzystane w doswiad-
czeniach pochodzity z firmy POCH (Polskie Odczynniki Chemiczne) Gliwice (Pol-
ska).

Warunki hodowli fibroblastow i schemat eksperymentdéw. Badania
prowadzono in vitro na hodowli fibroblastéw ptuca chomika chinskiego V79. Ko-
morki pochodzity od prof. M.Z. Zdzienickiej (Leiden University Medical Center,
Leiden, Holandia). Hodowle prowadzono na plastikowych ptytkach Petriego do 80
—90% konfluencji w medium Ham’s F10 (bez hipoksantyny i tymidyny) wzbogaco-
nym 15% surowica cieleca z dodatkiem penicyliny/streptomycyny (100 U/cm’, 100
ug/cm’), w temp. 37° C, przy 5% nasyceniu CO,.

Komérki inkubowano z tiuramem (100 umol/dm®) przez 1 godz. Tiuram byt roz-
puszczony w DMSO. Koncowe stezenie DMSO w hodowli nie przekraczato 0,1%.

W celu zbadania wptywu NAC (5 mmol/dm’) komoérki preinkubowano przez 24
godz., a nastgpnie poddawano je dzialaniu tiuramu. Komérki kontrolne byty ekspo-
nowane na rownowazne stgzenie rozpuszczalnika.

Oznaczenia biochemiczne. Stgzenie GSH, PC, TBARS oraz aktywnos¢ enzy-
mow antyoksydacyjnych oznaczano w lizatach komorkowych otrzymanych z komo-
rek homogenizowanych i poddanych trzykrotnemu cyklowi: szybkiego zamrazania
(-80°C) i rozmrazania (37°C). Lizaty wirowano przez 10 min. przy 900 x g. W su-
pernatancie oznaczano stezenie biatka calkowitego metoda Bradford (23).

Stezenie zredukowanego (GSH) i utlenionego glutationu (GSSG)
oznaczano metoda opisang przez Tietze (24) za pomoca zestawu Bioxytech GSH/
GSSG-412™z firmy OxisResearch. Catkowity zredukowany glutation (GSH,) rea-
guje z DTNB (kwas 5,5’-ditio-2-nitrobenzenowy) i tworzy barwny produkt, ktory
oznaczano spektrofotometrycznie przy dt. fali 412 nm. Ste¢zenie GSH, i GSSG wy-
razono w pg/mg biatka.

Stezenie biatkowych grup karbonylowych (PC) oznaczono metoda opi-
sang przez Reznick’a i Packer’a (25), wykorzystujac reakcje z DNPH (dinitrofeny-
lohydrazyna) i wyrazono w pracy w nmol PC/mg biatka.

Poziom peroksydacji lipidow oznaczono wykorzystujac reakcje¢ produktéw
peroksydacji lipidow z kwasem tiobarbiturowym (TBA) wg metody Micelego i in.
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(26). Wyniki przedstawiono jako ilos¢ zwiazkow reagujacych z TBA, TBA-reactive
substances (TBARS) w nmol TBARS/100 mg biatka.

Aktywnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych. Aktywno$¢ katalazy (CAT)
oznaczano metoda Goth’a (27) polegajaca na pomiarze szybkosci rozktadu H,0,.
Jedna jednostka aktywnosci (U) katalazy jest to taka ilo§¢ enzymu, ktdra rozktada
1 pmol H,0,/min. w temp. 37°C.

Aktywnos$¢ selenozaleznej peroksydazy glutationowej (Se-GPx) i selenoniezalez-
nej peroksydazy glutationowej (non Se-GPx) oznaczono wg metody Wendel’a (28).
Calkowita aktywnos¢ Se-GPx oznaczono stosujac nadtlenek wodoru jako substrat,
natomiast aktywnos$¢ non Se-GPx badano stosujac nadtlenek kumenu jako substrat.
Jedna jednostka aktywnosci (U) wyrazona jest jako umole NADP/min.

Aktywnos¢ reduktazy glutationowej (GR) oznaczano metoda opisana przez
Goldberg’a i Spooner’a (29). Substrat — GSSG redukowany byt przez GR w obec-
nosci NADPH. Jedna jednostka aktywnosci (U) wyrazona jest w umolach NADP'/
min. Aktywnos$¢ badanych enzymow wyrazono w U/mg biatka.

Indukcja apoptozy. Analiz¢ indukcji apoptozy prowadzono w hodowli ko-
moérek V79 poddanych dziataniu tiuramu bez i po preinkubacji z 5 mmol/dm’ NAC
przez 24 godz. Indukcj¢ apoptozy analizowano oznaczajac aktywnos¢ kaspaz sto-
sujac test ApoFluor®Green Caspase Assay (Enzyme Systems Products). Zasada te-
stu polega na pomiarze ilosci nieodwracalnie zwiazanego z aktywna forma kaspaz
fluorogennego inhibitora FAM-VAD-FMK. Komérki inkubowano z 100 pmol/dm’
tiuramem przez 3 godz., a nastgpnie przez 1 godz. z inhibitorem kaspaz (FAM-
-VAD-FMK). Komorki przemywano dwukrotnie buforem ,,Wash buffer” i utrwala-
no 1% paraformaldehydem, a nastgpnie analizowano w cytometrze przeptywowym
FACSCalibur z oprogramowaniem CellQuest przy di. fali 488 i 520 nm. Mierzono
wspolczynnik intensywnosci fluorescencji (MFI) badanych komérek i porownywa-
no do komérek kontrolnych. Analiz¢g wynikoéw wykonano w Katedrze i Zaktadzie
Histologii i Embriologii, Centrum Biostruktury, WUM.

Analiza statystyczna. Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej te-
stem #-Studenta z wykorzystaniem programu Statistica 6.0 StatStof. Inc. (St. Tulsa,
USA). W ocenie istotnosci statystycznej réznic pomiedzy badanymi grupami przy-
jeto p<0,05.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Wartos¢ wewnatrzkomdrkowego stezenia GSH i GSSG jest waznym markerem
stresu oksydacyjnego i miarg stanu oksydoredukcyjnego komorki. W tab. I przed-
stawiono zmiany poziomu calkowitego glutationu (GSH,) i jego utlenionej formy
(GSSG) w komérkach narazonych na dziatanie 100 umol/dm’ tiuramu w ukladzie
bez i po preinkubacji z N-acetylocysteing (NAC). W komorkach V79 inkubowanych
z NAC, prekursorem syntezy glutationu, stwierdzono ~ 2-krotny wzrost st¢zenia
GSH, i ponad 1,5-krotny wzrost stgzenia GSSG w poréwnaniu do komérek kontrol-
nych. Réwnoczesnie wykazano istotne roznice w stezeniu GSH, i GSSG pomigdzy
uktadem kontrolnym, a komérkami poddanymi jednogodzinnej inkubacji z tiuramem
bez 1 po preinkubacji z NAC. W komdrkach eksponowanych na tiuram zaobserwo-
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wano istotny statystycznie spadek stezenia GSH, w poréwnaniu do wartosci kontrol-
nych (p<0,05). Swiadczy to o indukcji stresu oksydacyjnego w komoérkach. Natomiast
w komorkach preinkubowanych z NAC, a nastepnie poddanych dziataniu tiuramu,
spadek GSH byl znaczaco nizszy, co wskazuje na ochronne dziatanie NAC.

Tabela |. Wptyw tiuramu na poziom GSH i GSSG w komorkach V79 bez i po preinkubacji z NAC
Table I. Effect of thiram on GSH and GSSG levels in V79 cells without or with NAC pretreatment

Zwigzek GSH, GSSG
ug/mg biatka ug/mg biatka
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 sg $rednig + SD z 6 niezaleznych do$wiadczen. Oznaczenia wykonano w 2 powtorzeniach. Wartos¢ ‘p<0,05
liczono wobec kontroli.

W warunkach stresu oksydacyjnego zardwno biatka komorkowe, jak i lipidy blon
ulegaja oksydacyjnym uszkodzeniom. Stwierdzono, ze inkubacja komorek V79
z tiuramem powoduje prawie 2-krotny wzrost poziomu zaréwno biatkowych grup
karbonylowych (PC), jak i peroksydacji lipidéw (TBARS) w poréwnaniu z kontrola
(tab. II). Zmian takich nie obserwowano w komorkach preinkubowanych z NAC
i nastgpnie narazonych na dzialanie tiuramu. Sugeruje to, ze obserwowane zmiany
oksydacyjne biatek i lipiddw sa spowodowane wywolanym przez tiuram spadkiem
poziomu GSH w badanych komdrkach.

Tabela Il. Wptyw tiuramu na poziom PC i TBARS w komoérkach V79 bez i po preinkubacji z NAC
Table Il. Effect of thiram on PC and TBARS level in V79 cells without or with NAC pretreatment

Zwigzek PC . TBARS .
nmol/mg biatka nmol/100 mg biatka
-NAC +NAC -NAC +NAC
Kontrola 2,608+0,67 2,094=0,25 678 69+4
Tiuram 5,113+1,80* 2,059+0,38* 114+21* 666

Wyniki sg érednig + SD z 5 do$wiadczen. Oznaczenia wykonano w 2 powtorzeniach. Wartosci *p<0,05 liczono
wobec komorek kontrolnych bez preinkubacji z NAC.

Poziom wewnatrzkomorkowego stezenia GSH i GSSG jest precyzyjnie regulo-
wany przez uklady enzymatyczne. Reduktaza glutationowa (GR) oraz peroksyda-
zy glutationowe (GPx) sa jego kluczowymi elementami. W tab. III przedstawiono
zmiany aktywno$ci enzyméw antyoksydacyjnych w komorkach poddanych dzia-
faniu tiuramu bez i po preinkubacji z NAC. Nie zaobserwowano istotnych zmian
aktywnosci GR w komoérkach narazonych na dziatanie tiuramu bez i po preinkubacji
z NAC w pordéwnaniu do wartosci kontrolnych. Podobnie aktywnos¢ selenozalez-
nej peroksydazy glutationowej (Se-GPx) nie zmienita si¢ w komoérkach narazonych
na dziatanie tiuramu. Natomiast stwierdzono spadek jej aktywnosci w komorkach
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poddanych dziataniu tiuramu po preinkubacji z NAC. Aktywnos¢ selenoniezaleznej
peroksydazy glutationowej (non-Se GPx), katalizujacej redukcje gtdéwnie nadtlen-
kow lipidowych, wykazywata odmienna odpowiedz komorek na dziatanie tiuramu.
Tiuram powodowat zahamowanie jej aktywnosci o 29% w poréwnaniu do komorek
kontrolnych, natomiast po preinkubacji z NAC aktywnos$¢ enzymu utrzymywala si¢
na poziomie kontroli, co wskazuje na ochronne dzialanie tego zwiazku. Podobny
efekt preinkubacji komdrek z NAC obserwowano w przypadku aktywnosci katalazy
(CAT), ktérej aktywno$¢ utrzymywala sie na poziomie kontroli.

Tabela lll. Wptyw tiuramu na aktywnos$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych w komérkach V79 bez i po preinkubaciji
zNAC

Table lll. Effect of thiram on the activity of antioxidant enzymes in V79 cells without or with NAC pretreatment

CAT Se-GPx Non-Se-GPx GR
U/mg biatka U/mg biatka U/mg biatka U/mg biatka

-NAC + NAC -NAC + NAC -NAC + NAC -NAC + NAC
Kontrola | 100+12 1014 | 26+0,9 24+24 32 =6 36 =10 38+6 29 +9
Tiuram | 77+2,3* 118+13 | 23+£5,7 19+1* | 23+57* 31%6 36+10 25+9

Zwigzek

Wyniki sg $rednig + SD z 5 niezaleznych do$wiadczen. Oznaczenia wykonano w 2 powtérzeniach. Warto$ci
*p<0,05 liczono wobec komdrek kontrolnych bez preinkubacji z NAC.

Stres oksydacyjny moze prowadzi¢ do $mierci komorki na drodze apoptozy.
W celu zbadania wplywu N-acetylocysteiny na proapoptotyczne wlasciwosci tiura-
mu wykonano test z kaspazami. Kaspazy sa enzymami proteolitycznymi odgrywa-
jacymi kluczowa rolg¢ w procesie apoptozy. W komdrkach V79 poddanych preinku-
bacji z NAC, a nastegpnie eksponowanych na dzialanie tiuramu zbadano aktywnos¢
kaspaz wykorzystujac cytometri¢ przeplywowa i mierzac $rednia warto$¢ intensyw-
nosci fluorescencji pochodzacej od inhibitora kaspaz FAM-VAD-FMK znakowa-
nego fluoresceing, niecodwracalnie wiazacego si¢ z aktywnym enzymem. Na ryc.1

150
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Ryc. 1. Wptyw tiuramu na aktywnos¢ kaspaz w komoérkach 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.



360 D. Kurpios-Piec i inni Nr3

przedstawiono histogram ilustrujacy aktywacj¢ kaspaz w komoérkach pod wplywem
tiuramu (20-krotny wzrost intensywnos¢ fluorescencji w poréwnaniu do komérek
kontrolnych) i ochronne dziatanie preinkubacji z NAC na komorki V79. Wartos¢
fluorescencji w komorkach preinkubowanych z NAC, a nastepnie traktowanych tiu-
ramem byla poréwnywalna do wartosci fluorescencji w uktadzie kontrolnym.

W pracy wykazano jednoznacznie, ze w komdrkach V79 chomika chinskiego
w wyniku dzialania tiuramu dochodzi do obnizenia st¢zenia GSH i1 GSSG, podwyz-
szenia poziomu biatkowych grup karbonylowych (PC) oraz peroksydacji lipidow
(TBARS), zmian aktywnosci enzymdw antyoksydacyjnych i aktywacji kaspaz.

Zaobserwowane zmiany wskazuja na zaburzenie rownowagi redox, indukcje stre-
su oksydacyjnego i1 apoptozg. Rownoczesnie stwierdzono, ze preinkubacja komorek
z N-acetylocysteina — prekursorem syntezy GSH cofa zmiany wywotane dziataniem
tiuramu. Wskazuje to na ochronne dziatanie tego zwiazku.

D. Kurpios-Piec, E. Grosicka-Maciag, H Czeczot, M. Szumito,
T. Grzela, I. Rahden-Staron

PROTECTIVE EFFECT OF N-ACETYLCYSTEINE ON PROOXIDATIVE
AND PROAPOPTOTIC PROPERTIES OF THIRAM
IN V79 CHINESE HAMSTER CELLS

Summary

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 significant 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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