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ANTYOKSYQANTY I TOKSYCZNE DZIALANIE KADMU
NA KOMORKI DROZDZY Saccharomyces cerevisiae

ANTIOXIDANTS AND TOXIC ACTION OF CADMIUM
IN YEAST CELLS Saccharomyces cerevisiae

Abstrakt: Kadm (Cd) jest jednym z gtéwnych zanieczyszczen $rodowiska, co stanowi powazne zagrozenie dla
zdrowia ludzi i zwierzat. Do tej pory opisano ré6zne mechanizmy toksycznego dziatania kadmu - indukcja stresu
oksydacyjnego jest jednym z nich. W obecnoséci kadmu wzrasta w komérkach poziom reaktywnych form tlenu,
takich jak: anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik hydroksylowy czy nadtlenek wodoru. Kadm powoduje takze
obniZenie statusu tiolowego i zaburzenia w komérkowym systemie antyoksydacyjnym. Celem niniejszej pracy
byto zbadanie wptywu jonéw kadmu na wzrost i przezywalno$¢ drozdzy oraz sprawdzenie, czy dodatek
antyoksydantéw do pozywki uchroni komérki drozdzy Saccharomyces cerevisiae przed toksycznym dziataniem
kadmu. Zastosowano dwa szczepy drozdzy: szczep dziki SP4 i szczep DSCD1-1C (Asodl mutant) pozbawiony
CuZnSOD. Komorki drozdzy hodowano na standardowej pozywce YPG, zawierajacej dodatkowo jony kadmu
i rézne stgzenia antyoksydantéw (m.in. askorbinian, cysteing, glutation, DTT, N-acetylocysteing, Tempo, Tempol
i Trolox). Stwierdzono niekorzystne dzialanie kadmu na oba szczepy drozdzy - komérki drozdzy pozbawione
CuZnSOD wykazuja znacznie wigksza nadwrazliwo$¢ (10 pM stezenie jonéw kadmu powoduje catkowite
zahamowanie ich wzrostu); podczas gdy szczep dziki jest wrazliwy przy wyzszych stgzeniach kadmu (25-50 pM).
Stwierdzono ponadto, ze tylko antyoksydanty tiolowe znosza toksyczne dziatanie kadmu na komoérki drozdzy.
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Rozwdj cywilizacji nieodzownie oprécz wielu dobrodziejstw niesie ze sobg rOwniez
zagrozenia, zwigzane gtoéwnie ze skazeniem Srodowiska naturalnego. Sposrdd substancji
majacych negatywny wpltyw na $rodowisko coraz wigksze zainteresowanie budza metale
cigzkie. Ze wzgledu na szerokie zastosowanie metali cigzkich w réznych galtgziach
przemystu sa one powszechnymi zanieczyszczeniami ekosystemu i dlatego bardzo wazna
jest wiedza o ich wtasciwos$ciach toksycznych. Istnieje caly szereg réznych metali cigzkich
szkodliwych dla $rodowiska, w$réd ktérych szczegdlne miejsce zajmuje kadm. Ze wzgledu
na silne wlasciwosci toksyczne zostal on umieszczony na liscie substancji niebezpiecznych
dla $rodowiska i organizméw zywych [1]. Mimo intensywnie prowadzonych badan
mechanizm toksyczno$ci kadmu nie zostat do konca poznany, a obecny stan wiedzy
wskazuje, ze toksyczno$¢ tego metalu moze by¢ wynikiem réznych mechanizméw. Jednym
z nich moze by¢ zaburzenie w komoérkach homeostazy oksydacyjno-redukcyjnej oraz
ostabienie mechanizméw antyoksydacyjnych, czego konsekwencja jest wzrost stezenia
reaktywnych form tlenu i indukcja stresu oksydacyjnego [2-4]. Wobec tego faktu celem
prezentowanej pracy bylo zbadanie wplywu jonéw kadmu na wzrost i przezywalnosé
drozdzy oraz sprawdzenie, czy dodatek antyoksydantéw do pozywki uchroni komorki
drozdzy Saccharomyces cerevisiae przed toksycznym dziataniem kadmu.
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Materialy i metody

W badaniach wykorzystano dwa szczepy drozdzy Saccharomyces cerevisiae: szczep
dziki SP4 MATa leul arg4 i izogeniczny do niego szczep DSCD1-1C MATa leul arg4
sodl pozbawiony miedziowo-cynkowej dysmutazy ponadtlenkowej [5, 6]. Badane szczepy
drozdzy hodowano w standardowych pozywkach YPG (zawierajacych 1% ekstrakt
drozdzowy, 1% pepton, 2% glukoz¢) w warunkach dobrego napowietrzania w temperaturze
28°C. Po uptywie 14 godzin zbierano komérki drozdzy w fazie logarytmicznego wzrostu
1 przenoszono nast¢pnie na odpowiednie testowe podtoza YPG, uzupetnione odpowiednig
iloscia wyjsciowego roztworu CdCl, i z dodatkiem wybranych antyoksydantéw
o odpowiednich stgzeniach kofcowych. Réwnoczesnie prowadzona byla tez préba
kontrolna, ktérg stanowily komoérki drozdzy badanych szczepéw hodowane na podiozu
YPG bez obecnosci dodatkowych zwiazkéw. Po 48-godzinnej inkubacji dokonywano
oceny makroskopowej uzyskanego wzrostu (testem kroplowym i metoda CFU (ang. Colony
Forming Unit), dodatkowo monitorujac wzrost komdrek turbidymetrycznie (testem
kinetycznym poprzez pomiar absorbancji przy dlugosci fali 600 nm).

Wyniki i ich oméwienie

W  testowanym ukfadzie do$wiadczalnym toksyczne dzialanie jonéw kadmu
sprawdzano dla szczepu dzikiego SP4 oraz mutanta DSCDI-1C na podtozu stalym
i plynnym uzupelnionym odpowiednig iloScia wyjsciowego roztworu chlorku kadmu

(o stezeniu 10 mM), ktérego stezenie na podiozach testowych wynosito 1, 2, 5, 10, 15, 20
125 uM.
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Rys. 1. Wptyw CdCl, (0-25 pM) na wzrost komérek drozdzy (szczepu dzikiego SP4) na podiozu ptynnym
Fig. 1. Effect of CdCl, (0-25 uM) on yeast cell growth (WT strain SP4) on liquid media
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Rys. 2. Wptyw CdCl, (0-25 uM) na wzrost komoérek drozdzy (szczepu DSCD1-1C) na podtozu ptynnym
Fig. 2. Effect of CdCl, (0-25 pM) on yeast cell growth (strain DSCD1-1C) on liquid media
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Rys. 3. Wptyw CdCl, (0-25 uM) na wzrost komérek drozdzy (szczepu SP4 i DSCD1-1C) na podtozu statym
Fig. 3. Effect of CdCl, (0-25 pM) on yeast cell growth (strain SP4 and DSCD1-1C) on solid media



334 Ewa Zyracka

Stwierdzono niekorzystne dzialanie kadmu na oba badane szczepy drozdzy.
Zaprezentowane wyniki wskazuja, ze komoérki bezdysmutazowego szczepu DSCD1-1C sa
bardziej wrazliwe na toksyczne dziatanie jonéw kadmu. Ekspozycja komoérek tego szczepu
na stezenie 10 pM chlorku kadmu powoduje catkowite zahamowanie wzrostu, podczas gdy
szczep dziki okazal si¢ w duzym stopniu oporny na to stezenie. Dopiero przy stezeniu
25 uM CdCl, mozna zauwazy¢ pewne, ale niewielkie jeszcze osltabienie wzrostu komdrek
tego szczepu (rys. 1-3). Natomiast toksyczne dziatanie CdCl, wobec szczepu dzikiego
udato si¢ ustali¢ po przeprowadzeniu dodatkowych testow przezywalnosci z zastosowaniem
duzo wyzszych stezen tego zwigzku. Dla szczepu dzikiego toksyczne okazalo si¢ stezenie
50 uM chlorku kadmu, bowiem wtedy to zanotowano catkowity brak wzrostu komdrek
tego szczepu.

Ze wzgledu na zwigkszong wrazliwo$¢ komérek bezdysmutazowego szczepu
DSCDI-1C na dziatanie kadmu w dalszej czesci tej pracy, wykorzystujac ten wilasnie
szczep drozdzy, postanowiono sprawdzié, jaki efekt przyniesie podanie egzogennych
zwigzkéw o charakterze antyoksydacyjnym. Juz bowiem wcze$niej przeprowadzone
badania wykazaly, ze niekorzystne efekty spowodowane brakiem cytoplazmatycznej
CuZnSOD w komoérkach drozdzy moga by¢ kompensowane przez dodanie do podtoza
odpowiednich antyoksydantéw [7-9]. W prezentowanej pracy na wybranych ukladach
testowych sprawdzano mozliwo$¢ przywracania wzrostu i znoszenia toksycznego dziatania
kadmu po =zastosowaniu takich powszechnie znanych antyoksydantéw, jak: kwas
askorbinowy, glutation (GSH), cysteina (CYS), N-acetylocysteina (NAC), ditiotreitol
(DTT), tempo, tempol, trolox, kwas liponowy, kwas moczowy, melatonina i kurkumina.
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Rys. 4. Wptyw glutationu na przezywalno$¢ [%] komoérek drozdzy szczepu DSCDI1-1C w obecnosci CdCl,
(10 M)

Fig. 4. Effect of glutathione on survival rate [%] of strain DSCD1-1C yeast cells in the presence of CdCl,
(10 M)
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Rys. 5. Wptyw L-cysteiny na przezywalno$¢ [%] komérek drozdzy szczepu DSCDI1-1C w obecnosci CdCl,
(10 M)

Fig. 5. Effect of L-cysteine on survival rate [%] of strain DSCDI-1C yeast cells in the presence of CdCl,
(10 uM)
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Rys. 6. Wptyw ditiotreitolu na przezywalno$¢ [%] komoérek drozdzy szczepu DSCD1-1C w obecnosci CdCl,
(10 M)

Fig. 6. Effect of dithiothreitole on survival rate [%] of strain DSCDI-1C yeast cells in the presence of CdCl,
(10 M)
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Tabela 1
Wptyw réznych antyoksydantéw na wzrost komérek drozdzy szczepu DSCD1-1C
w obecnosci CdCl, (10 pM)
Table 1
Effect of different antioxidants on yeast cell growth (strain DSCD1-1C)
in the presence of CdCl, (10 pM)
Antyoksydanty Asod1 Antyoksydanty Asod1 Antyoksydanty Asod1
Glutation L-cysteina Tempo, Tempol
0,1 mM ++ 0,1 mM 0 0,1 mM 0
0,2 mM ++ 0,2 mM 0 0,2 mM 0
0,5 mM ++++ 0,5 mM +++ 0,5 mM 0
1,0 mM ++++ 1,0 mM ++++ 1,0 mM 0
2,0 mM ++++ 2,0 mM ++++ 2,0 mM 0
5,0 mM +++4 5,0 mM +++4 5,0 mM 0
N-acetylocysteina Kwas Kwas liponowy, kwas

0,1 mM + askorbinowy MOCZOWY

0,2 mM + 1 mM 0 0,1 mM 0
0,5 mM ++ 2 mM 0 0,2 mM 0
1,0 mM +++ 5 mM 0 0,5 mM 0
2,0 mM ++++ 10 mM 0 1,0 mM 0
5,0 mM ++++ 20 mM + 2,0 mM 0

10 mM - 50 mM ++ 5,0 mM 0

Ditiotreitol Trolox Melatonina, kurkumina

0,1 mM 0 0,1 mM 0 0,01 mM 0
0,2 mM ++ 0,2 mM 0 0,02 mM 0
0,5 mM ++++ 0,5 mM 0 0,05 mM 0
1,0 mM ++++ 1,0 mM 0 0,1 mM 0
2,0 mM ++++ 2,0 mM 0 0,2 mM 0
5,0 mM ++++ 5,0 mM 0 0,5 mM 0

Legenda: ++++ calkowite przywrdécenie wzrostu, +++ znaczny efekt ochronny, ++ S$redni efekt ochronny,
+ niewielki efekt ochronny, O - brak wptywu antyoksydantéw, -- zahamowanie wzrostu przez antyoksydant

Z przeprowadzonych doswiadczen wynika, Ze tylko antyoksydanty o charakterze
tiolowym wywierajg pozytywny wptyw na przywrdcenie wzrostu mutanta sod1 na podtozu
z dodatkiem chlorku kadmu. Zaprezentowane wyniki wyraznie wskazuja na ochronng role
egzogennego glutationu, ktéry ma zdolno$ci przywracania wzrostu komdrkom szczepu
DSCDI-1C podczas ich ekspozycji na 10 uM stezenie chlorku kadmu. Poprawe wzrostu
komérek tego szczepu mozna zaobserwowaé juz przy najmniejszych analizowanych
stezeniach glutationu, a stgzenie 1 mM okazalo si¢ by¢ zupelnie wystarczajace
do catkowitego zniesienia nadwrazliwo$ci szczepu DSCDI1-1C na toksyczne dzialanie
kadmu. Dalsze bowiem zwigkszanie st¢zenia glutationu nie wptywalo juz znaczaco na
poprawe¢ intensywno$ci wzrostu komérek mutanta pozbawionego aktywnej CuZnSOD
(rys. 4). Ochronna rola glutationu wydaje si¢ by¢ tu jak najbardziej uzasadniona, chociazby
ze wzgledu na jego udzial w mechanizmach detoksykacji metali cigzkich, w tym takze
kadmu [10, 11]. Podobnie réwniez L-cysteina oraz ditiotreitol wykazuja stopniowe,
wzrastajace ze stezeniem dziatanie ochronne wzgledem komoérek bezdysmutazowego
szczepu DSCDI1-1C (rys. 5 i 6). Juz przy 0,5 mM stezeniach tych antyoksydantéw
stwierdzono ich pozytywne dziatanie na poprawe wzrostu komérek badanego szczepu,
prowadzac do prawie catkowitego zaniku nadwrazliwo$ci na 10 pM stezenie chlorku
kadmu przy 5,0 mM st¢zeniu. Natomiast efekty ochronne N-acetylocysteiny w sposéb
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widoczny przejawiaja si¢ jedynie przy trzech analizowanych stezeniach (1, 2 i1 5 mM),
z kolei poczawszy od stezenia 10 mM N-acetylocysteiny odnotowano jej negatywny
wplyw, prowadzacy do calkowitego zahamowania wzrostu mutanta sodl.
Z przeprowadzonych badan wynika ponadto, ze kwas askorbinowy takze wywiera
pozytywny wplyw na przywrdcenie wzrostu mutanta sodl na podiozu z dodatkiem jonéw
kadmu, przy czym intensywno$¢ wzrostu komorek tego szczepu jest $ci§le uzalezniona od
stezenia kwasu askorbinowego. Przy niskich st¢zeniach kwasu askorbinowego
obserwujemy calkowity brak dziatania ochronnego tego antyoksydanta, dopiero
w obecno$ci 50 mM kwasu askorbinowego zauwazalna jest pewna poprawa wzrostu
komoérek szczepu DSCD1-1C, jednak nawet przy wysokich jego st¢zeniach nie uzyskujemy
pelnej obrony przed toksycznym dzialaniem kadmu. W przypadku pozostatych
testowanych antyoksydantéw w zadnym z badanych ukladéw doswiadczalnych nie
wykazano ich zdolno$ci do znoszenia niekorzystnych efektéw dzialania jonéw kadmu na
komorki drozdzy szczepu DSCD1-1C (tab. 1).

Whioski

1. Chlorek kadmu (CdCl,) wykazuje dzialanie toksyczne wobec komérek drozdzy
Saccharomyces cerevisiae.

2. Komorki szczepu DSCDI1-1C pozbawionego CuZnSOD odznaczaja si¢ znacznie
wigksza wrazliwo$cig na dziatanie kadmu w poréwnaniu do izogenicznego szczepu
dzikiego SP4.

3. Sposréd testowanych antyoksydantéw najlepsze wlasciwosci w zakresie obrony
antyoksydacyjnej komoérek drozdzy wystawionych na dziatanie kadmu wykazuja
antyoksydanty tiolowe (glutation, L-cysteina i ditiotreitol).
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ANTIOXIDANTS AND TOXIC ACTION OF CADMIUM
IN YEAST CELLS Saccharomyces cerevisiae

Department of Biochemistry and Cell Biology, University of Rzeszow

Abstract: Cadmium (Cd) is the main environmental pollutant, which presents a serious threat to the health
of people and animals. Up to the present time, different mechanisms of the toxic action of cadmium have been
described - induction of oxidative stress is one of them. Exposure to cadmium ions can intensify the production
of reactive oxygen species (ROS) such as: superoxide radicals, hydroxyl radicals or hydrogen peroxide. Cadmium
also causes the decrease in thiol status and the disruption of the cellular antioxidant system. The aim of this study
was to determine the effect of Cd** on growth and survival rates of yeast cells, and to check whether
supplementing media with antioxidants protects Saccharomyces cerevisiae yeast cells from toxic action
of cadmium. Two yeast strains were used: wild-type SP4 and strain DSCD1-1C (Asodl mutant) lacking Cu,
Zn-superoxide dismutase. Yeast cells were grown in standard UPD medium, involving cadmium ions and various
concentrations of antioxidants (ascorbate, cysteine, glutathione, dithiotreitol, N-acetylcysteine, Tempo, Tempol
and Trolox). The negative effect of cadmium was found in both yeast strains - yeast cells lacking CuZnSOD show
much higher sensitivity (cadmium at a concentration of 10 uM causes complete inhibition of their growth); at the
same time, wild-type strain is sensitive to cadmium at higher concentrations (25-50 uM). Moreover, it was found,
that only thiol antioxidants abolish toxic action of cadmium in yeast cells.

Keywords: antioxidants, cadmium, oxidative stress, Saccharomyces cerevisiae, yeast



