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Streszczenie: W celu zapewnienia zasobow zywnosci dla rosngcej populacji ludzkiej, powszechnie stosowane sg $rodki
ochrony roslin ($.0.r.) zabezpieczajace rosliny przed chorobami wirusowymi, bakteryjnymi, grzybowymi i szkodnikami
oraz preparaty stymulujace ich wzrost i rozwoj, zwane pestycydami. Celem pracy jest przedstawienie przegladu literatury
na temat sposobu dziatania ich substancji czynnych (s.cz.) oraz wpltywu jaki wywieraja na organizm czlowieka
na poziomie komérkowym. Obecnie powszechnie wykorzystywanym modelem badawczym sa hodowle in vitro ludzkich
linii komoérkowych. Odpowiednio dobrane do eksperymentu linie komérkowe pozwalaja na badanie absorpcji réznych
substancji chemicznych, w tym pestycydow, poprzez nabtonek uktadu pokarmowego, oddechowego i skore. Umozliwiaja
one ocen¢ wplywu pestycydow na podstawowe parametry stresu oksydacyjnego oraz funkcjonowanie uktadu

hormonalnego na poziomie molekularnym.

Stowa kluczowe: pestycydy, linie komdrkowe, stres oksydacyjny, uktad hormonalny.

1. Wprowadzenie

Jednym z najwigkszych probleméw  wspodlczesnej
gospodarki jest zapewnienie odpowiednich zasobow
zywnosci dla stale zwigkszajacej si¢ populacji ludzkiej.
Ograniczenie terendow uprawnych wymusza zwigkszenie
wydajnos$ci produkcji, a co za tym idzie czgstsze
i powszechniejsze stosowanie S$rodkow ochrony roslin
($.0.r.) zabezpieczajacych ro$liny przed chorobami
wirusowymi,  bakteryjnymi i grzybowymi  oraz
szkodnikami a takze stymulujacych ich  wzrost
i rozw6j. Srodki ochrony roslin powszechnie funkcjonuja
pod nazwa pestycydow, a definiowane sg jako pojedyncze
substancje czynne lub mieszaniny zwiazkéw chemicznych.
Wedlug Zhang i in. (2011) pestycydy powinny
wykazywa¢  skuteczno$¢  zwalczanych  organizméw
przy jednoczesnym zachowaniu wysokiego poziomu
bezpieczenstwa w stosunku do pozostatych organizméw
i $rodowiska ich bytowania. Konsekwencja wplywu
pestycyddw na wzrost i rozwdj organizméw zywych
sg zaburzenia w funkcjonowaniu catych ekosystemoéw
a takze powazne problemy zwigzane ze zdrowiem,
zardwno zwierzat jak i ludzi (Keikotlhaile i in., 2010;
Dévier i in., 2011).

Obecnos¢ pestycydow w  organizmie ludzkim
jest spowodowana ich powszechnym stosowaniem
w rolnictwie. Ze wzgledu na trwato$¢ i odpornosé
na rozktad, ich pozostatosci mogg by¢ wykrywane w wielu

gatunkach roslin. Dlatego tez, ludzie poprzez konsumpcje
owocoOw 1 warzyw sa duzo Dbardziej narazeni
na ekspozycj¢ na rézne rodzaje pestycydéw. Poza
absorpcja w ukladzie pokarmowym, moga one wnikaé
do organizmu ludzkiego przez drogi oddechowe i skorg.
Te dwie drogi wnikania pestycydow do organizmu
cztowieka sa niezwykle istotne dla osob, ktore pracuja
z pestycydami i sa bezposrednio narazone na ich dziatanie
W czasie mieszania preparatow, napelniania sprzetu
shuzacego do opryskoéw oraz podczas opryskiwania upraw.
(Shadnia i in., 2005). Najwigksi producenci i uzytkownicy
pestycydoéw to Chiny, USA, Brazylia, Francja i Japonia
(Zhang i in., 2011).

Biorac pod uwage zastosowanie pestycydow mozna
podzieli¢ je na kilka grup, gltéwne to: insektycydy —
substancje owadobojcze; herbicydy — zwiazki chwasto-
bojcze; fungicydy — preparaty grzybobdjcze. Natomiast
pod wzgledem budowy chemicznej wyrdzni¢ mozna
zwiazki  nieorganiczne 1  organiczne. Pestycydy
nieorganiczne stanowig nieliczng grupe zwigzkow
do ktorej naleza migdzy innymi herbicydy zawierajace
w swoim skladzie substancje aktywne takie jak:
amidosulfonian amonu, boraks, chloran sodu, a takze
fungicydy zawierajace zasadowy chlorek miedzi (II) oraz
ciecz bordowska jako substancje aktywne. Z kolei
pestycydy organiczne to bardzo duza grupa okoto tysigca
zwiazkow czynnych charakteryzujacych si¢ rdzna
strukturg chemiczng i wlasciwosciami. Wedlug Wrzosek
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i in. (2009) niezwykle waznym kryterium podzialu tych
zwigzkdw  jest ich  trwalos¢ w  Srodowisku
i rozpuszczalnos¢ w wodzie.

2. Charakterystyka i sposob dzialania wybranych
herbicydéw

Herbicydy sa najpowszechniej stosowang grupa srodkow
ochrony ro$lin w rolnictwie w celu regulacji
zachwaszczenia,  zapewniajagcg  optimum  wzrostu
i rozwoju dla upraw. Odpowiednio stosowane herbicydy
pozwalaja osiagna¢ wysoka wydajnos¢ upraw wskutek
eliminacji szerokiego spektrum gatunkéw chwastow
bez wyrzadzania szkody roslinom uprawnym (Coble,
1996). W latach osiemdziesigtych dwudziestego wieku
w wielu krajach, gdzie obserwowano intensywny rozwdj
gospodarstw rolniczych, pojawit si¢ trend rozsadnego
stosowania  pestycydow,  zwlaszcza  herbicydow.
Wynikiem tych dziatan byla polityka proekologiczna

promowana w krajach Unii Europejskiej i Stanach
Zjednoczonych, powigzana z nowg strategia ochrony
upraw, ktora okreslata redukcje dawek i czgstotliwosci
uzycia substancji chemicznych do niezb¢dnego minimum
(Baandrup 1 Ballegaard, 1989). Redukcja zuzycia
herbicydéw miata ogromne ekonomiczne i srodowiskowe
konsekwencje dla rozwoju rolnictwa, poniewaz ocena
chwastoéw pod wzgledem ich opornosci na herbicydy
wigzala si¢ ze skomplikowanymi i drogimi procedurami
(Paraviz i1 Saiema, 2014). W celu zwrdcenia szczegdlnej
uwagi na skutki stosowania herbicydow organizacja
HRAC (Herbicide Resistance Action Committee)
zaproponowata ich klasyfikacj¢ bazujaca na celu dziatania
herbicydow, efektach, podobienstwach powodowanych
symptoméw oraz strukturze chemicznej. Proponowany
podzial wraz z krétkim opisem toksykologicznym
prezentuje tabela 1.

Tab. 1. Klasyfikacja herbicydow i wlasciwosci toksykologiczne wybranych zwiazkow

Miejsce dziatania

Symbol grupy Grupa chemiczna

Substancja czynna herbicydu

Dziatanie toksykologiczne

w komorce
A inhibicja acetylo Cykloheksadiony Cykloksydym Podraznienia skory i oczu
karboksylazy CoA /O Wa.d.x;rggwojowe
o
\O CH,
B inhibicja syntazy  Sulfonylomocznik Sulfosulfuron Moze powodowal utrate wagi,
acetomleczanowej problem z pecherzem i nerkami.
ALS XN ,—CH;  Toksyczny dla calego ukladu
| N SN0 wydalniczego
|9 Podraznienia oczu
s —S—N
(e} | | H
(0] % N
>/7N /CH3
N>_>—o
H,C—O
C inhibicja Uracyl Terbacil Podraznia  uklad  oddechowy;
fotosyntezy H podraznia skore i oczy; duze dawki
| powoduja blednigcie i
H,C N ﬁ/}) przyspieszony oddech
| N CH
cl X *
H,c CHs
D zaburzenia Bipyridylium Parakwat
przeptywu __ __
elektronow w ) p
fotosystemie |
y: \ 7N
/
Br Br
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Symbol grupy

Miejsce dziatania

Grupa chemiczna

Substancja czynna herbicydu Dziatanie toksykologiczne

w komorce
E inhibicja oksydazy Difenyleter Bifenoks Srednio toksyczny; brak danych
protoporfirynogen -
u O Cl
s O]
O
ON
Cl
]
F wybielenie Triketon Mezotrion Neurotoksyczny, podraznia skore i
NO oczy; powoduje uszkodzenia i
ﬂ ﬂ 2 zmetnienie rogowki
X0
G inhibicja syntazy Glicyna Glifosat Karcinogen typu 2A; toksyczny dla
EPSP watroby [ pecherza moczowego;
podraznia oczy i skorg; moze
I H ﬂ powodowaé powazne uszkodzenia
_ N J\ oczu
HO I OH
HO
H inhibicja syntazy = Kwas fosfinowy Glufosynat amonowy Wplyw na procesy rozwoju i
glutaminianowej reprodukcji; neurotoksyczny;
szkodliwy jezeli zostanie potknigty,
3 ﬂ zainhalowany lub zaabsorbowany
_ przez skore; mozliwe toksyczne
HO"/ OH dziatanie na  nerki, pecherz
NH, moczowy, krew i ptuca
| inhibicja syntazy Karbaminiany Asulam Podraznia skore i oczy, zaburza
DHP % o funkcjonowanie hormonow
2 1
\H O—CH,
H,N
K inhibicja mitozy Karbaminiany Karbetamid Mozliwy wplyw na  procesy
rozwoju i reprodukcji;
H Ovﬂ\ prawdopodobnie karcinogen
N N
| H
O
L inhibicja syntezy Nitryle Dichlobenyl Wplywa na procesy reprodukcji i
celulozy N rozwoju, mozliwie toksyczny dla
wchodzacej w | | | watroby, nerek, zotadka,
sktad Scian przytarczyc; moze powodowac
komorkowych zapalenie skory; chroniczna
Cl Cl ekspozycja moze powodowaé

senno$¢, utrate apetytu i powazne
problemy z uktadem oddechowym
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c.d. Tab. 1.

Miejsce dziatania

Symbol grupy Grupa chemiczna

Substancja czynna herbicydu

Dzialanie toksykologiczne

w komorce
M uszkodzenia bton  Dinitrofenol Dinoterb Bardzo toksyczny; wplywa
komorkowych na rozwdj i reprodukcje
OH CH,
O,N
CH,
CH,
NO,
N inhibicja syntezy  Tiokarbaminiany Molinat Wplywa na procesy rozwoju
lipidow i reprodukcji; inhibitor cholino-
esterazy; neurotoksyczny;
0 podraznia uktad oddechowy, oczy
)|\ P i skore; po potknigciu powoduje
N S CH, nudno$ci wymioty i biegunke; po
wdychaniu  moze  powodowac
niewydolnos$¢ oddechowa
O dziata jak kwas Kwas MCPA Bardzo toksyczny; moze
indolilooctowy fenoksykarboksylow powodowaé niedocisnienie;
y mozliwie toksyczny dla watroby;
© OH podraznia oczy; mozliwy
karcinogen
Cl
P inhibicja transpotu  Phthalamate Naptalam Podraznia skore, mozliwe dzialanie
auksyn toksyczne na watrobe
OH
Tk 1O
N
H
z Nieznane; Zwiazki pyrazolowe  Difenzokwat Srednio toksyczny; moze
Mozliwe e r6znig H,C CH, powodowa_é nieodwracalne
si¢ mechanizmem \N—N/ uszkodzenia oczu
dziatania nawet w \

obrebie grupy

DAY

3. Charakterystyka i sposéb dzialania wybranych
fungicydéw

Jedng z najwazniejszych i najpowszechniej stosowanych
grup pestycydow sg fungicydy dla ktorych prawie potowa
Swiatowego zuzycia przypada na Europe. Fungicydy
sg uzywane w rolnictwie w celu zabezpieczenia roslin
uprawnych przed chorobami grzybowymi. Zuzycie
pestycydow w Europie w 2010 roku obliczone przez
Europejskie Stowarzyszenie Ochrony Roslin (ECPA —
European Crop Protection Association) — organizacje,
ktéra reprezentuje producentéw Srodkdéw ochrony roslin
z 28 europejskich krajow, jest szacowane na wigcej
niz 100 tysiecy ton (Sutowicz i Piotrowska-Seget, 2016).
Jest wiele rodzajow klasyfikacji fungicydow. Jednym
z kryteriow podzialu jest miejsce docelowe dzialania
zwigzku w komoérce patogenu grzybowego, innym —

32

struktura chemiczna sktadnika grzybobdjczego badz jego
toksyczno$¢. W 1981 roku powstala organizacja FRAC
(Fungicide Resistant Action Committee), ktorej zadaniem
jest monitorowanie nowych, odpornych na fungicydy
gatunkéow  grzybow. FRAC klasyfikuje fungicydy
ze wzgledu na 10 mozliwych mechanizméw ich dzialania.
Ta klasyfikacja réwniez bierze pod uwage aktywne
fungicydy z okreslonymi wieloma celami w komorkach
oraz takie, ktore nie majg zdefiniowanego mechanizmu
dziatania (lista FRAC 2014). Ten podzial z uwzglednie-
niem fungicydow oraz sposobu ich dzialania z krotka
charakterystyka toksykologiczng jest przedstawiony
w tabeli 2.
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Tab. 2. Klasyfikacja fungicydéw i wlasciwosci toksykologiczne wybranych zwigzkow

Miejsce
Symbol dziatania w Grupa chemiczna Substancja czynna fungicydu Dziatanie toksykologiczne
grupy komorce
A Synteza kwasow  lzoksazole Hymeksazol Bardzo  toksyczny;  ryzyko
nukleinowych powaznych uszkodzeh oczu;
H
_N toksyczny dla watroby, tarczycy
o ~0 i nerek
B Mitoza, Fenylomocznik Pencykuron Podraznia uktad oddechowy
podziaty
komorki,
cytoszkielet /E
N
N N@\
Cl
C Oddychanie Metoksykarbaminiany  Pyraklostrobina Podraznia skore
/N\ O
C'@'\'J N
~No~ W‘/O\
(0]
D Synteza Anilino-pirymidyny Cyprodynil Podraznia uktad oddechowy
aminokwasow i
biatek ©\
X
N IN
W
E Transdukcja Dikarboksyimidy Iprodion Moze powodowaé problem z
sygnatu plucami; toksyczny dla watroby,
< nadnerczy, jader, prostaty i
NH $ledziony;  hepatotoksycznosé
stwierdzona u mysz
< yszy
A
o/ N ~O
Cl Cl
F Synteza Fosforotiolany Iprobenfos (IBP) Neurotoksyczny; podraznia
lipidow, uktad oddechowy, skore i oczy;
stabilnosé i szkodliwy w przypadku
integralnos¢ | | potknigcia
bton s _o
komorkowych P
¢}

h
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c.d. Tab. 2.
Svmbol Miejsce
Y dziatania w Grupa chemiczna Substancja czynna fungicydu Dziatanie toksykologiczne
grupy komorce
G Biosynteza Piperydyny Piperalina Podraznia uktad oddechowy,
steroidow o NN N skore 1 oczy
- )
Cl
H Biosynteza Amidy kwasu  Mandipropamid Podraznia skore; toksyczny dla
sktadnikow migdatowego throb}
$cian
komorkowych Cl e) O/
|
N o~
H
O
| Biosynteza I1zobenzo-furanony Ftalid Podraznia ukfad oddechowy i
melaniny oczy
/
Cl
0]
Cl
P Indukcja obrony  Tiodiazolokarboksami  Tiadinil Brak danych
ro$liny dy
zywicielskiej j@\ ﬂ
S
cl N )
Hm'\‘
- Nieznany Cjanoacetamidoksym  Cymoksanil Wplywa na rozwoj i

sposob dziatania

B3
H H
Il

reprodukcje¢; uwrazliwia skore,
podraznia oczy

Ditiokarbaminiany i Tiram
ich pochodne

- Aktywnosc
kontaktowa
wielostronna

Duze dawki moga powodowaé
nadpobudliwos¢, ataksje,
| dusznosci i drgawki; karcinogen

powoduje nadwrazliwos¢ skory

~ )\ /STN\ 3 grupy wedlug IARC;
S

4. Kultury komorkowe in vitro jako nowy model
badawczy wplywu pestycydow na organizm
czlowieka

Mechanizm dziatania pestycydow w ludzkim organizmie

jest zwigzany z zaburzeniami hormonalnymi oraz
podwyzszeniem poziomu stresu oksydacyjnego. Pestycydy

34

zostaly zidentyfikowane nawet w ludzkim tozysku, gdzie
byly odpowiedzialne za obnizona mas¢ urodzeniowa
dziecka, wptywaly hamujaco na wzrost ptodu wewnatrz
macicy oraz powodowaly wzrost poziomu stresu
oksydacyjnego. U kobiet w ciazy, ktore mialy kontakt
z pestycydami zaobserwowano podwyzszony poziom
peroksydacji lipidow oraz uszkodzenia oksydacyjne DNA
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(Rastogi i in., 2009). Wyniki badan prowadzonych
na ssakach z uzyciem pestycyddéw, ktore bezposrednio
lacza toksyczno$¢ tych substancji i stres oksydacyjny
sa bardzo nieliczne. Dlatego tez eksperymenty
wykorzystujace ludzkie linie komoérkowe zyskaly duza
popularno$¢ jako alternatywa do badan na zwierzetach.
Wykorzystujac jako model badawczy ludzkie linie
komoérkowe wykazano zmiany w uktadzie hormonalnym
i zwigkszony poziom stresu oksydacyjnego pod wptywem
okreslonych pestycydow.

Kultury  komoérkowe in  vitro  prowadzone
w wyspecjalizowanych laboratoriach staty si¢ gldéwnym,
rutynowo stosowanym modelem badawczym w wielu
galeziach biologii i biotechnologii. Ich wykorzystanie
w  praktyce laboratoryjnej ma  wiele  zalet,
co przedstawiono w tabeli 3. Kultury komoérkowe
pozwalaja na badanie absorpcji zwiazkéw chemicznych,
rowniez  pestycydow, przez nablonek przewodu
pokarmowego, nablonek oddechowy oraz przez inne
bariery fizjologiczne zywego organizmu, co jest istotne
podczas oceny wlasciwosci  biologicznych  oraz
toksycznosci  badanego  pestycydu.  Odpowiednie
wyselekcjonowanie linii komorkowej do eksperymentu
pozwala na szybkie i precyzyjne uzyskanie wynikow
wstepnych badan toksykologicznych. Dzigki kulturom
komoérkowym in vitro mozliwe jest badanie mechanizméw
absorpcji danego zwigzku, okreslenie minimalnego
stezenia toksycznego, interakcje badanego zwiazku
z innymi czasteczkami, oraz wplyw substancji
pomocniczych na stopien absorpcji przez bariery
biologiczne. Kultury komorkowe prowadzone
w warunkach w petli kontrolowanych pozwalaja réwniez
na badania przesiewowe (,,screening”) wielu grup nowo
zsyntetyzowanych zwigzkow, przy jednoczesnej znaczacej
redukcji kosztow jakie generuja drogie i czasochtonne
badania in vivo na zwierzgtach, zwigzane réwniez
z problemami natury etycznej tych dziatan. Gwattowny
wzrost rozwoju biotechnologii umozliwit izolacje oraz
kultywowanie wielu  réznych  rodzajow  linii
komorkowych,  ktore  wykazuja  rézny  stopien
podobienstwa do zywych organizméw, czyli w rozny

sposdb odzwierciedlajg warunki in vivo. W ten sposob
uzyskano narzgdzie pozwalajace na skrécenie czasu
przeznaczonego na eksperymenty. Moze to rOwniez
pomdc w osigganiu powtarzalnych wynikow i zapewnié
wysoka ich korelacje z warunkami in vivo.

Badanie absorpcji pestycydow droga oddechowa
powinno wigza¢ si¢ z zastosowaniem jako modelu
badawczego  komorek  pobranych z  nablonka
oddechowego, ktore bardzo dobrze reprezentuja
charakterystyczne warunki zwigzane z wchlanianiem
substancji na drodze inhalacji. Natomiast podczas
analizowania przenikania pestycydow przez skore nalezy
zastosowa¢  dostgpne  linie = komodrkowe  skory
i ekwiwalentéw skory wiasciwej oraz naskorka. Te dwie
drogi wnikania pestycydow s3 istotne dla osob
zwigzanych zawodowo z rolnictwem, dystrybucja badz
rozprzestrzenianiem pestycydow. Jednakze, wigkszo$¢
pestycydoéw dostaje si¢ do ludzkiego organizmu poprzez
uktad pokarmowy w trakcie konsumpcji pozywienia.
Ta droga wnikania pestycydow do organizmu ludzkiego
dotyczy wszystkich, nie tylko os6b zwigzanych zawodowo
z rolnictwem (Al-Gubory, 2014).

5. Badania stresu oksydacyjnego powodowanego
przez pestycydy w wybranych kulturach
komorkowych in vitro

Jednym ze skutkow  oddzialywania  pestycydow
na organizm cztowieka jest zwigkszanie poziomu stresu
oksydacyjnego w komdrkach. Stres oksydacyjny jest
definiowany jako konsekwencja zwickszonego poziomu
wolnych rodnikéw przy jednoczesnej zmniejszonej
fizjologicznej ochronie antyoksydacyjnej. Wolne rodniki
pod wzgledem struktury chemicznej sa molekutami
z jednym lub wigkszg ilo$cig niesparowanych elektronow,
co powoduje ich duzg niestabilno§¢ 1 wysoka
reaktywno$¢, na przyklad: nadtlenki, tlenki azotowe
czy rodniki peroksylowe powstajace wskutek procesu
peroksydacji lipidow (Cochranc, 1991). Ze wzgledu
na swoja budoweg chemiczng i wlasciwosci wykazuja one

Tab. 3. Zalety i ograniczenia kultur komoérkowych jako modeli badawczych in vitro (Forbes, 2000)

Wady i zalety modelu in vitro kultur komorkowych w badaniu transportu chemicznego i metabolizmu

Zalety

Wady

1. iloé¢ zwigzku wymaganego do badania jest znaczaco mniejsza

niz w przypadku modelu zwierzgcego

1.

badania na selektywnych typach komorek

2. eliminacja zwierzat eksperymentalnych

. komorki nowotworowe o nietypowych fenotypach

3. tatwo$¢ w uzyciu

. poszczegodlne komorki

nie odzwierciedlaja dostatecznie
funkcjonowania danej tkanki

4. szybka analiza

. mozliwo§¢ wptywu cyklu komodrkowego na metabolizm

i transport badanych zwiazkow

5. oszczgdnosci

6. mozliwo$¢ badania transportu migdzykomorkowego

7. mozliwo$¢ kontroli warunkéw srodowiska (temperatura, pH)
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bardzo duze powinowactwo do sasiadujacych czasteczek,
przez co powodujg uszkodzenia w  strukturze
i funkcjonowaniu waznych makromolekul takich jak
biatka, cukry, thuszcze i kwasy nukleinowe (Halliwell,
1994 a i b). W normalnych, fizjologicznych warunkach
jednym ze zrédet wolnych rodnikéw jest poprawnie
funkcjonujagcy  metabolizm  ludzki. Inne  Zrodia
to nadmierna ekspozycja na $wiatlo stoneczne, ozon, dym
papierosowy, niektore leki i narkotyki, zanieczyszczenia
powietrza, chemikalia przemystowe oraz pestycydy. Lista
przyczyn stresu oksydacyjnego w S$rodowisku jest
przedstawiona w tabeli 4.

Tab. 4. Lista przyczyn stresu oksydacyjnego w srodowisku
(Abdollahi i in., 2004)

Kategoria czynnika Rodzaj czynnika

paracetamol
Leki doksorubicyna

aminotriazole

zelazo
. miedz
Jony metali
kadm

nikiel

azbest

polichlorowane difenyle

parakwat
Zanieczyszczenia dikwat

dwutlenek azotu

ozon

pyt mineralny

Swiatlo UV

Promieniowanie

Promieniowanie .
rentgenowskie

Promieniowanie gamma

Jednym z wazniejszych wyzwan ludzkiego organizmu
jest uzyskanie rownowagi pomigdzy produkcja wolnych
rodnikow, a odpowiednim poziomem bariery anty-
oksydacyjnej. Stabilnos$¢ tej rownowagi ma wazny wplyw
na zdrowie cztowieka. Jesli poziom wolnych rodnikoéw
jest zbyt wysoki, a antyoksydantow zbyt niski,
to rozwijajg si¢ warunki stresu oksydacyjnego, co moze
spowodowa¢ powazne i dlugotrwate uszkodzenia
odgrywajace wazng rol¢ w patofizjologii wielu chordb.
W literaturze naukowe sg liczne  doniesienia
potwierdzajace bezposredni zwigzek stresu oksydacyjnego
z geneza wielu roéznych chordb, takich jak: zmiany
neurodegeneracyjne w chorobie Alzheimera, choroba
Parkinsona, zaé¢ma, miazdzyca, cukrzyca, chorobowy
nowotworowe, chroniczne stany zapalne ukladu
pokarmowego, astma, starzenie si¢ skoOry czy innymi
chorobami (Butterfield, 2002; Butterfield i Lauderback,
2002; Zarkovic, 2003).
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Fizjologiczne stg¢zenie wolnych rodnikéw pozytywnie
wplywa na metabolizm komorek poprzez regulacje ich
ekspresji gendw, proliferacji i roznicowania, podczas gdy
wysoka koncentracja ROS (reaktywnych form tlenu, ang.
Reactive ~ Oxygen  Species) niszczy  komorkowe
makromolekuly, co prowadzi do wielu zaburzen
chorobowych i rozwojowych (rys. 1) (Buonocore i in.,
2010). Ludzki organizm ma wiele mechanizméw
przeciwdzialania uszkodzeniom powodowanym przez
stres  oksydacyjny, a gldwnym s3  czynniki
antyoksydacyjne. Antyoksydanty opdzniaja lub hamuja
uszkodzenia oksydacyjne, poniewaz s3 wystarczajace
stabilne, aby neutralizowa¢ wolne rodniki poprzez
przekazywanie im elektronow. Obecnie zostato poznanych
i opisanych wiele czynnikéw, ktore posiadaja wlasciwosci
antyoksydacyjne, a w ludzkim organizmie mozna
podzieli¢ je na dwie kategorie: enzymatyczne
i nieenzymatyczne systemy antyoksydacyjne. Oba
te uktady chronig struktury komoérkowe, ich integralno$é
oraz funkcjonowanie przeciwdzialajac uszkodzeniom
powodowanym przez ROS poprzez utrzymywanie st¢zenia
wolnych rodnikdw na poziomie fizjologicznym. Grupa
enzymatycznych antyoksydantow laczy zawierajace miedz
i cynk dysmutazy ponadtlenkowe — SOD (ang. Superoxide
Dismutase) (Cu, Zn-SOD lub SOD1 obecne
w  cytosolu), zawierajaca  mangan  dysmutazg
ponadtlenkowa (Mn-SOD lub SOD2 obecna w matrix
mitochondrium), katalaz¢ (CAT, obecna w poroksyso-
mach), zawierajacg selen peroksydaze glutationowa
(Se-GPX, obecng w matrix mitochondrium oraz
w cytoplazmie) a takze reduktaze glutationowa (GSR).
Ta ostatnia uwazana jest za najwazniejszy enzym dla
cyklu redoksu GSH (glutationu), ktéory zapewnia
odpowiednie stezenie zredukowanego glutationu (rys. 2)
(Jezek 1 Hlavata, 2005; Schafer i Buettner, 2001;
Al-Gubory, 2014).

antyoksydanty

fizjologiczne { * wysokie
stezenie e y stezenie ROS

ROS
/,/ 7 ""‘-~.\ y o T
/" proliferacja i . /" peroksydacja "

/ raznicowanie

/ komérek, regulacia lipidGw, oksydacja

| bialek, zaburzenia |

| ekspresji gendw, [ g vyl
J ; b | funkcjonowaniai |
rozwo] tkanek struktu
ry bion,
l ‘ ‘, uszkodzenia DNA, |
"\ il L uszkodzenia y
\ J!‘ '\ tkanek /
\\‘ 4 2
normaine procesy zaburzenia
rozwojowe metabolizmu i
rozwoju

Rys. 1. Kontrola wytwarzania ROS (Lachance i in., 2001;
Goodyear-Bruch i Pierce, 2002; Fuchs i in., 2001)
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Rys. 2. Dziatanie enzymatycznych 1 nieenzymatycznych
antyoksydantéw odpowiedzialnych za kontrolg ROS (SOD1-
miedziowo-cynkowa  dysmutaza  ponadtlenkowa, SOD2-
manganianowa SOD, GSH-zredukowany glutation, GSSG-
utleniony glutation, GSR-reduktaza glutationowa, CAT-
katalaza, GPX-peroksydaza glutationowa, CBS-B-syntetaza
cystationinowa, CSE-y-liaza cystationinowa, G6PD-
dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa, |CDH-dehydrogenaza
izocytrynianu) (Jezek i Hlavata, 2005; Schafer i Buettner, 2001;
Al-Gubory, 2014)

Ekspozycja na pestycydy odgrywa istotng rol¢
we wzroscie poziomu stresu oksydacyjnego i moze
powodowaé  zwigkszong podatnos¢ na  choroby.
Molekularne mechanizmy dzialania poszczegdlnych
herbicydow 1 fungicydow w organizmie czlowieka
nie s3 do konca poznane, zwlaszcza jezeli efekt dziatania
pestycydu jest powodowany przez ekspozycje na dawke
srodowiskows. Specyficzne oddzialywania biologiczne
zaleza od chemicznej struktury pestycydu i powinny
by¢ badane na poziomie komorkowym. Uzyskane
rezultaty mogg shuzy¢ jako wskaznik ekspozycji
na konkretny sktadnik chemiczny (Gupta, 2012). Zmiany
w poszczegdlnych parametrach stresu oksydacyjnego
pojawiajace si¢ pod wplywem wybranych pestycydow
okreslane sg przy zastosowaniu modeli badawczych
ludzkich linii komérkowych. Kimura wraz z zespotem
odkryli, ze herbicyd znany jako MCPA (kwas 4-chloro-2-
metylofenoksyctowy)  jest  transportowany  przez
membrany  komoérek  Caco-2,  ktore  stanowia
zaaprobowany model badawczy dla uktadu pokarmowego.
Linia Caco-2 hodowana na przepuszczalnych membranach
wykorzystywana jest do badania mechanizméw transportu
miedzykomoérkowego MCPA poprzez jelito cienkie
(Kimura i in., 2012). Bukowska i in. (2008) zbadali
wptyw dwoch powszechnie stosowanych
fenoksyherbicydow - soli  sodowej kwasu 2,4-
dichlorofenoksyoctanowego (2,4-D-Na) oraz soli sodowej
kwasu 4-chloro-2-metylofenoksyoctowego (MCPA-Na)
na zawarto$¢ grup karbonylowych w biatkach ludzkich
erytrocytow.  Linia ta  zostala  wybrana  jako
eksperymentalny model badawczy ze wzgledu na swojg
prostote strukturalng i funkcjonalna, ktéra sprawia,
7ze s3 odpowiednie do badania toksycznos$ci wybranych

ksenobiotykow. Przeprowadzone eksperymenty wykazaty,
ze prooksydacyjne dzialanie fenoksyherbicydow jest
zalezne przede wszystkim od lokalizacji podstawnika
w pierScieniu fenolowym (Bukowska i in., 2008). Kim
i in. (2013) stwierdzili, Ze parakwat (chlorek
1,1-dimetylo-4,4’-bipirydyniowy), jeden z najbardziej
znanych herbicydow, powoduje stres oksydacyjny
w komorkach linii BEAS-2B oskrzeli cztowieka. Linia
BEAS-2B jest powszechnie stosowanym modelem
badawczym w analizie patogenezy choréb uktadu
oddechowego  wywotanych stresem oksydacyjnym
powodowanym przez pestycydy, poniewaz komorki
te zostaly wyizolowane ze zdrowych ludzkich oskrzeli.
Wykazano, ze parakwat (PQ) podlega cyklicznej jedno-
elektronowej redukcji/utlenieniu poprzez azot amonowy
oraz pierScien bipirydylowy. W wyniku tej reakcji
powstaja wolne rodniki i PQ oraz zmniejszeniu ulega ilo$¢
zredukowanych ekwiwalentow NADPH i GSH. Brak jest
danych literaturowych wyjasniajacych, w jaki sposob
oddziatlujg sygnaly oksydacyjne parakwatu ze $ciezkami
transdukcji, ktore sa podstawa odpowiedzi na nie z phuc.
Wedlug He i in. (2012) glownym celem parakwatu
sa mitochondria. PQ powoduje uszkodzenia struktury
mitochondrium, ktére wraz ze zmianami w cyklu redoks
sa glowna przyczyna wzrostu poziomu = stresu
oksydacyjnego, co w  konsekwencji  prowadzi
do S$mierci komoérek nabtonka pluc, nadprodukcji
profibrogennych cytokinin oraz czynnikdéw wzrostu,
jak réwniez transformacji miofibroblastow. Wyniki badan
przeprowadzonych przez He i in. (2012) wskazuja,
ze cytotoksyczno$¢ PQ jest zalezna od dawki, co jest
zwiagzane z indukcja apoptozy, a zwiazek ten wykazano
poprzez badanie procesu aktywacji kaspaz 3 i 7.
Zaobserwowano rowniez znaczacy wzrost w produkcji
wolnych rodnikow po ekspozycji komodrek linii
BEAS-2B na PQ. Stres oksydacyjny oraz uszkodzenia
mitochondriow to gtéwne mechanizmy poprzez ktére PQ
powoduje uszkodzenie i zwtoknienie pluc (He i in., 2012).
Inne badania przeprowadzone przez Rodriguez-Rocha
i in. (2013) potwierdzaja, ze PQ oraz cyperkwat,
pod wzgledem struktury chemicznej bardzo podobny
do  parakwatu, powoduja  zanikanie = neurondéw
dopaminergicznych, co jest $cisle zwigzane ze stresem
oksydacyjnym. W  badaniach  przeprowadzonych
na ludzkich komoérkach dwoch linii neuroblastoma
(SK-N-SH i IMR-32), autorzy wykazali, ze PQ powoduje
szybki wzrost poziomu rodnika ponadtlenkowego
w mitochondrium oraz stres oksydacyjny, ktory z kolei
pociaga za soba wzrost poziomu stresu oksydacyjnego
w cytozolu. W przypadku ekspozycji na PQ wykazano,
ze nadekspresja  MnSOD, ale nie CuZnSOD
i Mn-zaleznych porfiryn, zmniejsza stres oksydacyjny
i obumieranie komorek. Natomiast toksycznosé
i stres oksydacyjny indukowany przez cyperkwat
nie powodowaty nadekspresji MnSOD i CuZnSOD.
Te odkrycia sugeruja, ze oprocz formowania rodnika
ponadtlenkowego, dodatkowe mechanizmy biora udziat
w toksycznym dziataniu pestycydow spowodowanym
przez inhibicje  kompleksu  mitochondrialnego I
(Rodriguez-Rocha i in., 2013).

37



Civil and Environmental Engineering / Budownictwo i Inzynieria Srodowiska 8 (2017) 29-40

Wyniki badan przeprowadzonych przez Regueiro
i in. (2015) opisuja cytotoksyczno$¢ indukowang przez
wybrane fungicydy. Wedlug autoréw, wszystkie badane
fungicydy powoduja zmniejszenie zywotnosci komorek.
Badania te =zostaly przeprowadzone na liniach
pierwotnych neurondéw uzyskanych z kory modzgowej
ptodéw myszy. Pestycydy powodowaly inhibicje
mitochondrialnego ~ kompleksu  oddechowego  IlI
prowadzaca do zatrzymania naturalnego transportu
elektrondw,  zmniejszenia  zasobow  ATP  oraz
depolaryzacji bton mitochondridéw, co w efekcie
powodowato wzrost stezenia wapnia w cytosolu i §mieré¢
komorek (Regueiro i in., 2015). Badania, przeprowadzone
przez Coleman i in. (2012) potwierdzaja, ze wybrane
fungicydy wplywaja na wydajno$¢ redukcyjna komodrek
oraz na ekspresje niektérych istotnych enzyméow
antyoksydacyjnych, takich jak peroksydaza glutationowa
czy dysmutaza ponadtlenkowa. Wptyw tych fungicydoéw
byt badany na komorkach glejowych i neuronach linii
U251 oraz SH-SY5Y (Coleman i in., 2012).

6. Pestycydy, jako zanieczyszczenia chemiczne
zaburzajace gospodarke hormonalna czlowieka

Ekspozycja na réznorodne zanieczyszczenia
srodowiskowe wplywa na funkcjonowanie catego
organizmu ludzkiego. Pojawiajace si¢ pod wplywem
pestycydow zaburzenia hormonalne powoduja zaklécenia
w dynamicznej gospodarce hormonalnej we wszystkich
tkankach i organach. Kumulacja efektow jest zalezna
od dawki, a niezalezna od mechanizmu oraz sposobu
dziatania  poszczegélnych  skladnikow  mieszanki.
Mieszaniny zwiazkéw ztozone z wielu chemicznych
sktadnikow powodujacych zaburzenia uktadu
dokrewnego, nasladuja dziatanie hormonéw indukujac
zaburzenia w S$ciezkach przemian estrogenu, androgenu
1 innych hormonéw steroidowych. Toksyczno$§¢ zwiazkow
zaburzajacych gospodarke hormonalng cztowieka wynika
glownie z antagonistycznego modelu ich dziatania
polegajacego na kompetycyjnym wigzaniu si¢ ligandow
Zz receptorem estrogenowym (Rider i in., 2013;
Kortenkamp, 2007; Li i in., 2012).

Zmiany w réownowadze hormonalnej pod wpltywem
wybranych pestycydéw badano wykorzystuja rézne linie
komorek ludzkich. Bardzo popularnym i wiarygodnym
modelem badawczym umozliwiajacym analizowanie
zaburzen hormonalnych pojawiajacych si¢ na skutek
dziatania pestycydow sa linie komoérkowe raka piersi,
takie jak MCF-7 czy MDA-MB-231. Dane literaturowe
wskazuja, ze fungicydy z grupy karbaminianow,
na przyktad: benomyl hamuja proliferacj¢ komorek linii
MCF-7 poprzez dwa rézne mechanizmy: z jednej strony
powoduja acetylacj¢ mikrotubul, a z drugiej zaburzajg ich
polimeryzacj¢ (Rathinasamy i Panda, 2008). Benomyl
dziata jako zwiazek zaburzajacy funkcjonowanie uktadu
hormonalnego poprzez zwigkszanie ekspresji i aktywnosci
aromatazy w linii komorkowej ludzkiego nowotworu
jajnika KGN (Morinaga i in., 2004). Ta aktywnosc¢
benomylu zaburzajaca prawidtowe funkcjonowanie uktadu

38

dokrewnego powodowana przez benomyl zostala
potwierdzona w badaniach na linii komérkowej MCF-7
przeprowadzonych przez Kawaratani i in. (2015), ktorzy
odkryli, ze badany fungicyd uszkadza mikrotubule,
powoduje apoptoze oraz zwigksza poziom protein, mMRNA
i aromatazy, stanowigc czynnik ryzyka zaburzen
hormonalnych zwigzanych z rakiem piersi. Na linii
MCF-7 badano roéwniez inne zwigzki dzialajace
przeciwgrzybiczo, migdzy innymi z grupy konazoli.
Okazalo si¢, ze wszystkie badane imidazole oraz triazole
wykazaly w nizszych stezeniach znaczacy potencjal
zaburzania biosyntezy uktadu hormonalnego. Ich
mechanizm dziatania polega na inhibicji biosyntezy
androgendéw, szczegélnie testosteronu. Jednakze, w linii
komorkowej MCF-7  wykazuja  aktywno$¢  anty-
estrogenowa spowodowang inhibicja aromatazy —
kluczowego enzymu biosyntezy hormondw steroidowych
(Kjeerstad i in., 2010). Andersen i in. (2006) wykazali, ze
inny fungicyd — fenarimol wykazuje podwdjny efekt,
w nizszych stezeniach znaczaco hamuje aromataze,
a W wyzszych ma wlasciwosci estrogenne. W celu
zbadania wlasciwosci estrogennych, antyestrogennych
oraz dziatania hamujacego aromataze wykorzystano lini¢
MCEF-7. Ponadto Radice i in. (2006) wykryli przy uzyciu
linii  MCF-7 zaburzenie gospodarki hormonalnej
dziataniem  procymidonu —  dikarboksyimidowego
fungicydu. Dalsze badania wykazaty, ze aktywacja kinaz
MAPK (kinazy aktywowane mitogenami ang. mitogen-
activated protein  kinases) jest odpowiedzialna
za stymulacj¢ receptoréw estrogenu poprzez procymidon
(Radice i in., 2006). Wyniki badan przeprowadzonych
przez Huovinen i in. (2015) wykazaly szkodliwy wptyw
ekspozycji na diuron, zwlaszcza na rozwdj ptodu. Test
przeprowadzono na komorkach ludzkiego raka sutka
(MCF-7) i komorkach ludzkiego nowotworu tozyska
kosmowki (BeWo). Wykazaly one, ze diuron jest
wysoce cytotoksyczny i potencjalnie genotoksyczny,
a w mechanizm jego dziatania zaangazowane sa wolne
rodniki (Huovinen i in., 2015). Wyniki uzyskane przez
Rollerova i in. (2014) potwierdzaja niszczace dziatanie
wybranych herbicydéw, poniewaz wskazuja, ze acetochlor
moze interferowaé ze $ciezka sygnatowa estradiolu i tym
samym stymuluje proliferacje linii MCF-7 (Rollerovai in.,
2014). Podczas gdy w eksperymencie przeprowadzonym
prze Rich i in. (2012) wskazano na rézne efekty
cytotoksyczne wybranych herbicydéw zalezne od uzytej
do badan linii komorkowej. W estrogenozaleznej linii
MCF-7 raka nablonkowego sutka cytotoksyczno$é
spowodowana atrazyng oraz cynazyna nie zostala
zaobserwowana, jednak  estrogenoniezalezna linia
komorkowa MDA-MB-231 raka piersi oraz nie
pochodzaca od komorek raka linia pierwotna MCF-10A
wykazaty istotny spadek zywotnosci komorek (Rich i in.,
2012).

7. Podsumowanie

Obecnie, ze wzgledu na potrzebe upraw ro$lin na duza
skale, pestycydy sg integralng czg$cia zycia, przez co staja
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si¢ trudne do wyeliminowania z rolnictwa. Czlowiek
jest narazony na dzialanie pestycydow ze wzgledu
na wnikanie tych zwigzkéw do organizmu droga
pokarmowa, wziewna i skorng. Niektore ze stosowanych
pestycyddow maja udowodnione dzialanie toksyczne,
mutagenne i kancerogenne. Badania wptywu pestycydow
na organizm cztowieka i zwierzat zwykle prowadzone
sa z wykorzystaniem modelu zwierzecego, jednak ze
wzgledu na problemy natury etycznej i koszty coraz
powszechniejsze sg badania in  vitro  bazujace
na ludzkich kulturach komoérkowych. Przy prawidtowo
przeprowadzonych badaniach i odpowiednio dobranych
modelach badawczych, kultury komoérkowe in vitro
sa dobrym modelem eksperymentalnym, odzwierciedla-
jacym narazenie czlowicka na rézne ksenobiotyki.
Moga by¢ one rowniez uzywane do monitorowania
ekspozycji na polgczone 1 skumulowane pestycydy.
Dzigki dynamicznemu rozwojowi chemii, biologii
i biotechnologii oraz medycyny moga by¢ tworzone
jak najmniej toksyczne $rodki ochrony roslin, a takze
mozliwe jest przewidzenie ich szkodliwego wplywu
na funkcjonowanie organizmu cztowieka.
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THE APPLICATION OF THE HUMAN CELL CULTURE
IN THE STUDIES OF PESTICIDES IMPACT
ON THE HUMAN ORGANISM

Abstract: In order to provide the food supply for an increasing
human population products protecting plants against viral
diseases, bacterial, fungal, pests and preparations stimulating
their growth and development, known as pesticides, are
commonly used. The aim of the paper is to show the way
of their actions and the impact they have on the human body at
the cellular level. Currently, in vitro cultures of human cell lines
are a common model for research in this field. Properly chosen
for the experiment cell lines allow for the study of the
absorption of various chemicals, including pesticides through
the epithelium of the digestive system, respiratory system and
skin. They also enable the study of the effects of pesticides
on the basic parameters of oxidative stress and the functioning
of the endocrine system at the molecular level.
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