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Wstep

Zaliczana do pyretroidow alfametryna (3-(2,2-dichlorowinylo)-2,2-dimetylo-
cyklopropanokarboksylan a-cyjano-3-fenoksybenzylowy) jest syntetycznym insek-
tycydem stosowanym zaréwno w rolnictwie jak i ochronie sanitarnej [ROZANSKI
1996]. Pyretroidy znakomicie spelniajg stawiane im wymagania: sg selektywne i
odznaczajg si¢ silnym dziataniem neurotoksycznym w stosunku do owadéw, sg
mato toksyczne dla ssakéw i nie akumulujg si¢ w ich organizmach [WOOLLEN i in.
1992].

Mechanizm specyficznego dziatania pyretroidow polega na blokowania
receptoréw nikotyno-acetylocholinowych oraz receptoréow dla kwasu gamma-
aminomastowego w membranach komdérek nerwowych owaddw. Pyretroidy,
podobnic jak i inne pestycydy, oprécz typowcgo dla siebie dziatania, moga wywo-
tywaé niespecyficzne reakcje. Oddzialywuja one cytotoksycznie i genotoksycznie
na komorki, powoduja zahamowanie cytokinezy, zwigkszaja czgsto$¢ struktural-
nych aberracji chromosomowych w kulturach ludzkich limfocytéw [SURRALLES i in.
1995], zmicniaja aktywno$¢ roznych enzymdéw m.in. odpowiedzialnych za usuwanie
wolnych rodnikéw i ochrone antyoksydacyjna komérek [KALE i in. 1999; KALE,
RATHORE 1999; GIRAY i in. 2001].

Modelowymi organizmami w badaniach nad toksycznym oddziatywaniem
pyretroidow sa przedstawiciele réznych galezi systematycznych: bakterie, grzyby,
glony, rodliny okrytonasienne, stawonogi, migczaki, ryby, ssaki. Drozdze Saccha-
romyces cerevisiae stanowia dogodny obiekt do badai nad systemem antyoksyda-
cyjnym komoérek [WAWRYN i in. 1999]. W ochronie antyoksydacyjnej komoérki ucze-
stniczg zaréwno enzymy jak i zwiazki o charakterze antyoksydacyjnym. W komor-
kach drozdzy gléwne funkcje antyoksydacyjne petnia enzymy: dysmutaza ponad-
tlenkowa (oksydoreduktaza ponadtlenck: ponadtlenek) i katalaza (oksydoreduk-
taza nadtlenek wodoru: nadtlenek wodoru). U drozdzy S. cerevisiae wykryto takze
aktywno$¢ peroksydazy glutationowej [GALiazZzo i in. 1987), byla ona jednak
mniejsza okoto 100 razy od poziomu aktywnos$ci tego enzymu w ludzkich erytro-
cytach i okolo 1000 razy od poziomu aktywnosci w szczurzych hepatocytach. Z



468 A. Krzepitko, B. Baraniak

grupy niskoczasteczkowych antyoksydantéw istotne funkcje peini glutation, nato-
miast kwas askorbinowy i witamina E w komérkach drozdzy nie wystgpuje.

W prezentowanej pracy zbadano, czy insektycyd Fastac 10EC zawierajacy
alfametryng jako substancje biologicznie czynna, wplywa na aktywnos$é gléwnych
enzyméw antyoksydacyjnych drozdzy S. cerevisiae: dysmutazy ponadtlenkowej i
katalazy. Stosujac metody barwienia fluorescencyjnego zbadano czy ten pyretroid
powoduje zmiany poziomu wewngtrzkomérkowego zredukowanego glutationu i
potencjatu oksydoredukcyjnego w komérkach drozdzy.

Material i metody

Do badan uzyto preparatu Fastac 10EC zawierajacego alfametryng o stgze-
niu 10%. Stgzenie pestycydu wyrazono w przeliczeniu na substancj¢ biologicznic
czynng — alfametryng¢. Badania przeprowadzono na standardowym szczepie droz-
dzy SP4 o genotypie alfa leu 1 arg4 [BILINSKI i in. 1985). Hodowle drozdzy prowa-
dzono w pozywce plynnej YPG zawierajacej 1% ekstraktu drozdzowego, 1% pep-
tonu, 2% glukozy, do pozywki stalej YPG dodawano dodatkowo 2% agaru.

Przezywalno$¢é komdrek drozdzy po inkubacji z insektycydem Fastac 10EC
zbadano dodajac do rozciehczonej do 106 komdrek/ml hodowli drozdzy réine
stezenia insektycydu Fastac 10EC i inkubowano przez 1 godz. w standardowych
warunkach napowietrzania i temperatury. Przezywalno$é okreslano na podstawie
zdolnosci komoérek do wytworzenia kolonii, wysiewajac na pozywke stala YPG
zawiesing o znanej liczbie komorek.

Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy oznaczano w ekstraktach z
komérek drozdzy. Ekstrakty wykonano wg metody opisanej w pracy BILINSKI i in.
(1985]. Zebrane komorki drozdzy (10 ml hodowli o ggstoSci 1:10° komérek/ml)
przemywano buforem fosforanowym o pH 6,8, ponownie odwirowano, a
nastgpnie zawieszano w 1 ml tego buforu, chtodzono w lodzie przez 10 min i roz-
bijano kulkami szklanymi (o $rednicy 0,4-0,5 mm) w homogenizatorze Bosch
przez 2 minuty. Kulki szklane, nie rozbite komorki i fragmenty $cian komérko-
wych odwirowano przy 3000 obrotéw/min przez 5 minut. Supernatant przeno-
szono do czystych probéwek, przechowywano w lodzie i uzywano do oznaczen
enzymatycznych.

Zawarto$¢ biatka w ekstraktach z komodrek drozdzy oznaczono metoda
Lowry [LowRy i in. 1951]. Calkowita aktywno$¢ wiasciwg dysmutazy ponadtlenko-
wej oznaczono metoda adrenalinowa [MIsra 1985]. Reakcja autoutlenienia adre-
naliny do adrenochromu hamowana jest przez dysmutaze ponadtlenkowa zawartg
w ekstrakcie z komérek drozdzy. Absorbcejg mierzono przy diugosci fali 325 nm.
Stezenie adrenaliny wynosito 0,125 mmol-dm-3. Jednostkg aktywno$ci dysmutazy
ponadtlenkowej wyrazono w ul ekstraktu, ktéry hamuje w 50% reakcje kontrolng
autoutlenienia adrenaliny. Znajac st¢zenie biatka w danej prébie wyliczono akty-
wnos$¢ wiasciwg SOD, czyli ilo$¢ jednostek aktywnosci SOD w mg biatka w eks-
trakcie (U-mg-! biatka).

Catkowita aktywnoé¢ katalazy oznaczono spektrofotometrycznie wg metody
BEERS i SIZER [1952]. Mierzono spadek absorbcji roztworu nadtlenku wodoru przy
dhugosci fali 240 nm powodowany przez katalazg znajdujaca si¢ w ckstrakcie z
komoérek drozdzowych. Aktywnos¢ wiadciwg katalazy wyrazono w umol H,0, roz-
tozonych w ciggu 1 minuty przez 1 mg biatka w temperaturze 25°C (umol



ODDZIALYWANIE ALFAMETRYNY ~ AKTYWNEGO SKLADNIKA ... 469

H,O,min"'mg-! bialka).

Metoda barwienia ﬂuorcscency]nego przy pomocy barwnika RedoxSensor
Red ™Red (CyH,,F;N,0) okredlono zmiany potencjatu oksydoredukcyjnego w
komoérkach drozdzy zachodzace pod wplywem preparatu Fastac 10EC. Barwnik
RedoxSensor Red ™Red wnika do wngtrza komorki, tworzy fluoryzujgcy na
czerwono produkt, a intensywno$¢ jego fluorescencji zalezy od potencjatu redoks
cytosolu komorki {[CHEN, GEE 2000]. Zmiany stgzenia wewnatrzkomérkowego zre-
dukowanego glutationu mozna stwierdzi¢ metodg barwienia fluorescencyjnego
komérek przy pomocy monochlorobimanu (C,H,,N,0,Cl). Barwnik ten tatwo
wnika do komdrek drozdzy i tworzy z GSH koniugaty, ktére po wzbudzeniu §wia-
ttem UV intensywnie §wiecy, a natg¢zenie fluorescencji jest proporcjonalne do
stgzenia zredukowanego glutationu w komoérce [UBLACKER i in. 1991].

Otrzymane wyniki sg §rednig z trzech lub wigcej niezaleznie przeprowadzo-
nych do$wiadczeft. Odchylenie standardowe wynosito maksymalnie 5% dla kazdej
wartos$ci.

Wyniki

Stwierdzono, ze preparat Fastac 10EC wplywal na przezywalno§é komdrek
drozdzy, a efekt jego dziatania zalezat od stgzenia (tab. 1). Wysokg $miertelnosé
komoérek drozdzy stwierdzono po godzinnej inkubacji z tym pestycydem zawiera-
jacym substancj¢ biologicznie czynng alfametryng o stgzeniach 8-15 pg/ml. Alfa-
metryna o stgzeniu 6,5 pug/ml powodowata zabicie 50% populacji komérek droz-
dzy (LDy, = 6,5 pg/ml). Przy nizszych dawkach tego zwigzku obserwowano
wzrost przezywalnosci komérek drozdzy. Wszystkie komérki drozdzy przezywaly
po inkubacji z roztworem insektycydu zawierajgcym alfametryne o steZeniu niz-
szym niz 1 pg/ml.

Tabela 1; Table 1

Przezywalno$¢ komérek drozdzy po inkubacji z insektycydem Fastac 10EC
Survival of yeast cells after treatment with insecticide Fastac 10EC

Stezenie allametryny (ug/ml)

Alphametrin concentration (ug/ml) 0 15 10 8 65 4 z !
Przezywalnosé (%) 100! 0 3 24 50 67 84 95
Survival (%) )

Po inkubacji z alfametryng o stgzeniu 6,5 pg/ml zmienialy si¢ parametry
charakteryzujace system antyoksydacyjny komoérek drozdzy takie jak: aktywnoscé
dysmutazy ponadtlenkowej, aktywno$¢ katalazy (tab. 2). Aktywno$¢ dysmutazy
ponadtlenkowej w komdrkach inkubowanych z preparatem Fastac 10EC o stgze-
niu alfametryny 6,5 ug/ml byta o 64% wicksza niz w prébie kontrolnej. Réwnicz
aktywno$¢ katalazy wzrastata o 78% w prébach inkubowanych z tym pyretroidem
w poréwnaniu z kontrola.

Metodg barwienia fluorecencyjnego monochlorobimanem (mBCl) stwier-
dzono takze ostabicnie fluorcscencji komoérek inkubowanych z alfametryng o ste-
zeniu 6,5 ug/ml. Komérki z proby kontrolnej wybarwione mBCl charakteryzowaly
si¢ intensywnie zielong fluorescencja, podczas gdy komérki inkubowane z pesty-
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cydem bardzo stabo fluoryzowaly (tab. 2). Ostabienie intensywnoéci fluorescencii
komdrek drozdzy stwierdzono takze w prébach inkubowanych z alfametryng, a
nastgpnie barwionych Redo x Sensor Red ™Red. Komérki z préby inkubowanej
z alfametryng bardzo stabo fluoryzowaly, podczas gdy komérki z préby kontrolne;j
charakteryzowaly sig intensywnie czerwong fluorescencja (tab. 2).

Tabela 2; Table 2

Wplyw alfametryny o stgzeniu 6,5 pg/ml na wybrane parametry charakteryzujace
system antyoksydacyjny komérek drozdzy

Effect of alphametrin in concentration of 6.5 pg/ml on some parameters
characterising antioxidant system in yeast cells

Aktywnosé Aktywnosé
Stezenie dysmutazy wl:s;?l?;yo Barwienie
alfametryny ponadtlenkowej A bzia}zka Barwienie mBCL Redo x Sensor Red
Alphametrin (U/mg-! bialka) mmCZ‘tgalase ) mrl;v(ljin-stainin "™Red
concentration Superoxide activit € Redo x Sensor Red
(ng/ml) dismutase activity 1 H Oy- - T™Red-staining
(U/mg-! protein) (mo |2 2min
'‘mg! protein)

0 intensywna zielona intensywna czer-
Kontrola fluorescencja wona fluorescencja
Control 11,5 153 !(om()rek !(omérek

intensive green fluo- |intensive red
rescence of cells fluorescence of cells
staba zielona staba czerwona fluo-
6,5 ug/ml fluorescencja rescencja komorek
7 18,9 27,2 komérek weak red fluores-

weak green fluores- | cence of cells

cence of cells

Dyskusja

Ponad 30% insektycydéw stosowanych w §wiecie to pyretroidy. Powszechne
stosowanie insektycydéw w rolnictwie jak i ochronie sanitarncj wiaze si¢ z poten-
cjalnymi zagrozeniami zwiazanymi z ich niespecyficznym oddzialywaniem na Sro-
dowisko. Drozdze Saccharomyces cerevisiae ze wzglgdu na dobrze poznany mcta-
bolizm sa dogodnym obiektem do badan nad wplywem pyretroidéw na system
antyoksydacyjny komérki.

Alfametryna jest zwiazkiem bardziej toksycznym dla drozdzy niz np.: parak-
wat, pestycyd o wolnorodnikowym mechanizmie dzialania. Parakwat o st¢Zeniu
okolo 2 mg/ml powodowal stu procentowa $miertelno§é komdrek tego samego
szczepu drozdzy [BraszczyNskt i in. 1985]. Natomiast w prezentowanej pracy
stwierdzono tak wysoka S$miertelno$é komérek drozdzy przy znacznie nizszych
stgzeniach alfametryny (tab. 1). Cytotoksyczny wplyw cypermetryny, deltametryny,
fenpropatryny, fenwaleratu i permetryny na limfocyty ludzkie stwierdzono przy
stgzeniach 3-6 ug/ml tych pyretroidéw [SURRALLES i in. 1995]. Mechanizm
dziatania pyretroidéw na komoérki moze by¢ zwigzany z oddzialywaniem grupy
CH, - przylaczonej do reszty cyklopropanu, a takze grupy -CN obecnej w czgste-
czkach tych zwiazkéw.

Reakcji na ksenobiotyki moze towarzyszyé zaburzenie homeostazy anty-
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oksydacyjno-prooksydacyjnej komoérki, czego nastgpstwem jest stres oksydacyjny
[SiEs 1985]. Zmiany metabolizmu charakterystyczne dla stresu oksydacyjnego to
m.in.: obniZzenic stosunku stezen GSH/GSSG, spadek stgzenia ATP, podwyzsze-
nie aktywno$ci enzymdéw odpowiedzialnych za ochrong antyoksydacyjna, podwyz-
szony poziom produktéw peroksydacji lipidéw [BARTOSZ 1995].

Kale i wspélpracownicy [KALE i in. 1999] postuluja, Zze pyretroidy wywotujg
stres oksydacyjny w tkankach szczuréw. Inni autorzy réwniez potwierdzaja tg
hipotczg. Pyretroidy obok swej aktywnosci neurotoksycznej powoduja stres oksy-
dacyjny u owadéw [VonTas i in. 2001]. Cypermetryna wywoluje stres oksydacyjny w
tkance moézgowej i watrobowej szczurédw [GIRAY i in. 2001). Jednym z mechani-
zméw adaptacyjnych komérek na stres oksydacyjny jest wzmozenie aktywnosci
enzymdw chroniacych przed wolnymi rodnikami. Typowa reakcja komérek droz-
dzy na stres jest podwyzszenie aktywno$ci dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy.
W prezentowanej pracy réwniez potwierdzono tg obserwacjg (tab. 2).

W komoérkach drozdzy, podobnie jak i u innych organizméw okolo 90%
glutationu wystepuje w formie zredukowanej i jest gtéwnym skladnikiem buforu
utrzymujgcego homeostazg redoks w komércee, a obnizenic stosunku st¢zenia glu-
tationu zredukowanego do glutationu utlenionego wskazuje na stres oksydacyjny
[BARTOSZ 1995]. Zastosowana w prezentowanej pracy metoda barwienia komérek
monochlorobimanem, a nastgpnie ich obscrwacja w mikroskopie fluorescencyj-
nym pozwala na szybkic okre§lenic czy w komoérce nastapilo obnizenie st¢zenia
GSH, poniewaz natgzenie fluorescengji jest proporcjonalne do stgzenia zreduko-
wanego glutationu w komoérce [UBLACKER i in. 1991]. Stwierdzono, ze po inkubagji
z alfametryna (6,5 ug/ml ) w komérkach drozdzy nastapito ostabienie fluorescen-
cji, co sugeruje obnizenic poziomu wewngtrzkomdrkowego zredukowanego gluta-
tionu (tab. 2). Podobne zmiany sugerujgce zaburzenie homeostazy redoks obser-
wowano wybarwiajac komoérki inkubowane z alfametryng barwnikiem RedoxSen-
sor Red ™Red (tab. 2).

Dane literaturowe dostarczaja przykltadéw, ze takze inne pyretroidy oddzia-
tywujac na komorki, zwigkszaja aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy i
zmniejszaja st¢zenie zredukowanego glutationu. W tkankach nerek i watroby
szczuréw wzrost aktywno$ci dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy [KALE i in. 1999]
uzyskiwano po zastosowaniu pojedynczej dawki cypermetryny i fenwaleratu o stg-
zeniu 0,001% LDy,

Po inkubacji z cypermetryna w tkance mdzgowej i watrobowej szczuréw
stwierdzono redukcj¢ poziomu GSH i podniesienie poziomu mieszanych disulfi-
déw [GIRAY i in. 2001]. Autorzy ci postuluja, Ze mechanizm oddzialywania pyre-
troidéw na komorki przebiega poprzez generowanie wolnych rodnikéw, a pod-
wyzszenie poziomu aktywnodci dysmutaz i katalaz jest reakcja komoérki na stres

oksydacyjny wywolywany przez te insektycydy.

Whioski

1. Insektycyd Fastac 10EC jest zwiazkiem toksycznym dla drozdzy S. cerevi-
sige. Alfametryna o stgzeniu 6,5 ug/ml powoduje, ze 50% populacji komé-
rek drozdzy ginie (LDs, = 6,5 ug/ml).

2. Inkubacja komérek drozdzy z preparatem Fastac 10EC zawierajacym alfa-
metryng o stgzeniu LDy, powodowata wzrost aktywnosci dysmutazy ponad-
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tlenkowej i katalazy. Stwierdzono takze znaczne osltabienie fluorescencji
komoérek barwionych barwnikami mBCL i Redo x Sensor Red ™Red, co
sugeruje obniZenie st¢zenia poziomu zredukowanego glutationu i zaburze-
nia réwnowagi redoks. Dane te sugeruja, Ze alfameryna wywoluje stres
oksydacyjny w komérkach drozdzy.
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Stowa kluczowe:  alfametryna, drozdze, enzymy antyoksydacyjne
Streszczenie

W prezentowangj pracy zbadano wplyw alfametryny aktywnego skladnika
preparatu Fastac 10EC na przczywalno§é komérek drozdzy i wybrane parametry
charakteryzujace system antyoksydacyjny komdérek drozdzy Saccharomyces cerevi-
sige. Stwierdzono wzrost aktywno$ci dysmutazy i katalazy w prébach inkubowa-
nych z preparatem Fastac 10EC. Podwyzszony poziom aktywnosci SOD i CAT w
komérkach drozdzy moze by¢ odpowiedzig na zwigkszone generowanie wolnych
rodnikow. Sugeruje to, ze alfametryna moze powodowaé stres oksydacyjny w
komoérkach drozdzy.

EFFECT OF ALPHAMETRIN - FASTAC 10EC
ACTIVE COMPOUND ON SOME ANTIOXIDANT ENZYMES
OF Saccharomyces cerevisiae YEAST

Krzepitko Anna ', Baraniak Barbara?
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Key words:  alphametrin, yeast, antioxidant enzymes
Summary

In the present study, the effect of alphametrin, Fastac 10EC active com-
pound on the yeast cells survival and on the activity of antioxidants enzymes —
catalase and superoxide dismutase was investigated. The results showed an
increased superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activity in
Fastac 10EC treated yeast. The elevated SOD and CAT activities in the cells
may be an adaptive response to the increased generation of free radicals. It is
suggested that alphametrin may induced oxidative stress in yeast.
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