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Ispitan je efekt 1,2-dihlorbenzena, 1,2,3,4- tetrahlorbenzena, 1,2,3,5-
-tetrahlor{)enzena, pentahlorbenzena, heksahlorbenzenai Arohlora 1254
‘na aktivnost enzima lipoperoksidaze i ksantinoksidaze, sadrzaj citohro-
ma P-4501i glutationa u izolovanim hepatocitima. Vijabilnost hepatoci-
ta bila je smanjena kod primene svih ispitivanih supstancija. 1,2-
dihlorbenzen je smanjio sadrzaj citohroma P-450 kao i aktivnost enzi-
ma, a ostali hlorbenzeni poveéavali su aktivnosti enzima, ali nisu uticali
na sadrzaj citohroma P-450. Arohlor 1254 je poveéao sadrZaj citohroma
P-450, a nije uticao na enzimsku aktivnost. Svi ispitivani spojevi su sma-
njili sadrzaj glutationa.

Svi Zivi organizmi imaju sposobnost da transformigu molckule koje su potpuno
strane njihovom organizmu.

Osnovni organ za transformaciju ksenobiotika je jetra, ali se transformacije mogu
odigravati i u drugim organima kao §to su: srce, pluca, koZa, bubrezi i sli¢no. Jetra
je najéesce glavno mesto stvaranja reaktivnih intermedijera, a ujedno i glavno
mesto interakcije i toksi¢nog dejstva rcaktivnih metabolita. Stabilni metaboliti
mogu iz jetre cirkulacijom sti¢i do drugih organa i tako izazvati ostecenja.

Ziva celija je razvila nckoliko odbrambenih mehanizama protiv §tetnog dejstva
ksenobiotika i toksi¢nih metabolita, koji mogu nastati u samoj celiji. Jednu od
glavnih uloga u ovom mchanizmu ima redukovani glutation (GSH) (1) zajedno sa
GSH peroksidazom i GSH transferazom (2).

Jetra od svih organa ima najvedi sadrzaj GSH (5-10 mmola/g jetre) (3). Posle
smanjenja koli¢ine GSH uocena je i in vivo i u izolovanim hepatocitima povecana
koncentracija jetrenih lipida (4).

Vecina ksenobiotika se metabolige putem grupe enzima poznate pod imenom

"oksidaze me3ovitih funkcija" ~OMF, koje se nalaze u endoplazmati¢nom retiku-
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lumu éclija. Aktivno mesto OMF enzimatskog sistema je citohrom P-450 koji nije
identican kod svih biologkih vrsta pa ¢ak ni u svim tkivima istog organizma.

Kao 3to sadrzaj GSH i aktivnost cnzima, koji vric konjugaciju GSH za supstrat,
mogu bitno menjati toksi¢nost pojedinih kscnobiotika tako i aktivnost OMF i
sadrzaj citohroma P-450 u hepatocitima moZe menjati procese biotransformacije
kscnobiotika u toksiénc ili nctoksiéne metabolite.

Cilj naseg rada je bio da sc utvrdi uticaj nckih hlorbenczena 1 Arohlora 1254
na biotransformacijske i konjugacionc procese u hepatocitima odredivanjem
sadrzaja citohroma P-450 i glutationa, tc mercnjem aktivnosti cnzima ksan-
tinoksidaze i lipoperoksidaze. Toksi¢ni efckat spojeva utvrdivan je odredivanjem
vijabilnosti hepatocita. Ispitivana jedinjenja imaju toksikoloski znacaj buduci da
«¢ veoma &esto koriste u industriji kao clektroizolacione teénosti, u kondenzatori-
ma i transformatorima, hidrauliéne te¢nosti, dodaci termootpornim bojama, pla-
stict 1 drugo.

MATERIJAL I METODE

Spojevi

Za istraZivanjc su kori§éeni: 1,2,4,5-tctrahlorbenzen (1,2,4,5-TB), pentahlorben-
zen  (PB), 1,2-dihlorbenzen  (1,2-DB),1,2,3,4-tetrahlorbenzen (1,2,3,4-TB),
heksahlorbenzen (HB) i smesa polihalogenovanih bifenila — Arohlor 1254 p.a.
cistocée (Mecrck).

Puferi

Hank-1 pufcr, pH 7,4, 134 mM NaCl, 0,49 mM KCI; 0,813 mM MgSO4 - TH0,
0,337 mM Na;HPO4 - 2H;0, 0,441 mM KH;PQOs, 26 mM NaHCOs, 0,5 mM EGTA
(ctilenglikol bis (B—aminoetil eter) N,N’—tetraoctena kisclina); HEPES N-2-hi-
droksictil-piperazin-N’-2—ctansulfonska kisclina); Hank-2 pufer: 100 cm” Hank-
~1 pufer sa 150 mg kolagenaze, 0,4 mM CaCl; - H20. Krebs—bikarbonatni pufer,
pH 7,4, 42 mM NaCl, 4,8 mM KCl, 0,96 mM KHzPOq, 1,2 mM MgSO; - TH:0,
4.2 mM CaCl; - H,0, 24 mM NaHCOs,. TRIS - HCL pufer, pH 7,4: 50 mM tris
(hidroksimetil) aminometan hidroklorid sc rastvori u 250 mM saharozi koja sadrZi
150 mM KCli 10 mM MgCl.

Priprava hepatocita

Za dobivanje hepatocita koridteni su polno zreli beli pacovi soja Wistar, oba
pola, telesne mase od 200 do 400 g, koji su imali slobodan pristup hrani i vodi.

Izolovanjc suspenzije hepatocita je vrieno po metodi Moldeusa i saradnika (5).
Ancsteziranom pacovu otvori sc trbusni zid 1 u venu kavu injicira heparin (500
UJ u 0,1 cm®); vena porte se zaseée i uvuée kanila (1-1,5cm duboko), koja je pove-
zana sa peristaltickom pumpom. Vena se podveZe i oko 3 min sc vrsi ispiranje
Hank-1 puferom, dok se krv ne ispere. Zatim sc jetra izvadi paZljivo, zajedno sa
kanilom i prenese u termostat gde sc na temperaturi od 37 °C nalazi Hank-2
pufcr. Tokom rada, protok pufera je 80 do 100 cm® u minuti, sa stalnim proto-
kom gasa karbogena (95% Oz i 5% COg) pri pritisku od 400 paskala. Recirkula-
cija kroz jetru vri sc 6-8 min, a zatim s¢ nabubrela jetra skida sa kanile i stavlja
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u Krebs-bikarbonatni pufer sa 1% BSA (govedi serumski albumin). Tkivo se mace-
rira pincctom, profiltrira kroz jedan sloj gaze i posle stajanja od 10 do 15 min se
odlije rastvor sa hepatocitima koji se u daljem postupku koriste.

Izolovane celije (hepatocite) jetre pacova inkubirali smo 3 sata na 37 °C sa tes-
tiranim spojevima. U svim pokusima konaéne koncentracije spojeva izraZene u
molovima na 2 x 10° éelija/em’ bile su: 3,5% 107 za 1,2-DB; 3,2x 10~° za 1,2,3,4
- TB; 1,23,5- TB i PB tc 3x107% za HB i Arohlor 1254. Vijabilnost hepatoci-
ta odredivana je metodom sa Trypan blue a sadrZaj citohroma P-450 meren je
prema metodi Omura i Sato (6). Od suspenzije hepatocita (koja sadr#i 2 x 10°
celija/em®) uzme se 3 em’, pre i posle cksperimenta, doda se 1 cm’ TRIS - HCI
pufera. Kroz uzorak se propusta CO, najmanje 1 minut, podeli se u dve kivete, a
u referentnu kivetu se doda Na-—ditionit (Na;S;04) i meri se promena apsorbance
na 448, ls| 450 nm. Molarna apsortivnost redukovanog citohroma P—450 je
1,04 x 10° dm*/mol/cm.

Aktivnost ksantinoksidaze jc odredena metodom Bergmayera (7), a aktivnost li-
poperoksidaze metodom Buegea i Austa (8). Sadrzaj glutationa (GSH) je meren
po metodi Kapetanovica (9) sa DTNB (ditiobisnitrobenzojeva kiselina). Dobiveni
rezultati obradeni su statisticki, Studentovim t-testom. Sva biohemijska merenja
su vrsena na spektrofotometrima PYE UNICAM SP 1800 I SPECOL 21 VEB,
CARL ZEISS JENA u kivetama s opti¢kim putem od 1cm i volumenom od 3 cm?®,
Vijabilnost je pracena Zeissovim binokularnim mikroskopom. Izolovanje hepato-
cita je vrieno mini proto¢nom peristaltickom pumpom TIP S-32 UNIPAN, Wars-
zava. Statisticka obrada je uradena na ra¢unaru DELTA 340/11.

REZULTATI

Dobiveni rezultati prikazani su na slikama 1-5.

Na slici 1. prikazana je vijabilnost hepatocita. Nakon tro€asovne inkubacije vi-
jabilnost je bila zna¢ajno smanjena u svim ogledima. Najjaée je smanjio vijabil-
nost hepatocita 1,2-DB, i to u odnosu na kontrolu vide od 50%.

Slika 2. prikazuje sadrZaj citohroma P-450 u izolovanim hepatocitima. Uticali
su samo 1,2-DB i Arohlor 1254. U prisustvu Arohlora 1254 sadrZaj citohroma
P-450 porastao je od 0,48 = 0,005 na 0,60 + 0,077 nmol po 2 x 10° celija/cm® a
uz 1,2-DB se smanjio na 0,26 + 0,091 nmol po 2x 10° éelija/cm®.

Kao Sto prikazuje slika 3. sadrzaj GSH u hepatocitima je bio smanjen pod dej-
stvom svih ispitivanih spojeva od 63 do 19% od kontrolne vrednosti. Najjace dcj-
stvo ispoljio je 1,2-DB.

Uticaj spojeva na aktivnosti enzima pokazan je na slikama 4. i 5.

Aktivnost lipoperoksidaze (slika 4) znacajno je povecana kod inkubacije hepa-
tocita sa 1,2,3,4-TB i HB (priblizno 1,6 puta), a smanjena kod inkubacije hepa-
tocita sa 1,2-DB. Ostali ispitivani spojevi nisu statisti¢ki zna&ajno menjali aktiv-
nost lipoperoksidaze.

Na aktivnost ksantinoksidaze (slika 5) ispitivani spojevi uti¢u priblizno isto kao
i na aktivnosti lipoperoksidaze.
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DISKUSIJA

Uticaj hloraromatika na aktivnost jetrenih enzima i kapacitet metabolisanja je u
najveéem broju slu¢ajeva ispitivan in vivo. Nadeno je da 1,3,5-trihlorbenzen u do-
zama od 50, 100 i 200 mg/kg ne povecava sadrZaj citohroma P-450; istovremeno
je (kod doziranja od 100 i 200 mg/kg) povecana aktivnost citohrom- c- reduktaze,
a u jednoj od primenjenih doza 13,5-trihlorbenzen ne deluje na aktivnost
benzo(a)pirenhidroksilaze i azoreduktaze (10). U nasim ogledima jedino je 1,2~
dihlorbenzen smanjio sadrZaj citohroma P-450 u hepatocitima, dok su ostali hlori-
sani benzeni bili bez efekta. Aktivnost lipoperoksidaze je pod dejstvom 1,2—dihlor-
benzena takode bila smanjena. Poznato je da je aktivnost lipoperoksidaze ovisna
o koncentraciji glutationa u hepatocitu. Naime, u slu¢aju smanjivanja koli¢ine glu-
tationa u jetri dolazi do porasta aktivnosti lipoperoksidaze i pojatane peroksida-
cije lipida (4). Zbog toga je veoma interesantan na$ nalaz da 1,2-dihlorbenzen,
koji je smanjio aktivnost lipoperoksidaze, dovodi i do smanjenja sadrzaja gluta-
tiona u hepatocitu. Vijabilnost hepatocita je pod dejstvom ove supstance takode
znadajno smanjcna. Iz svega sc moZe zakljuéiti da se toksicki efekt 1,2-dihlorben-
zena na hepatocit razlikuje od toksi¢nih efekata ostalih ispitivanih hlorisanih ben-
zena.
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Sl 1 Uticaj spojeva na vijabilnost hepatocita

Na slici je prikazan procenat Zivih Celija (hepatocita) nakon trocasovne inkubacije
sa ispitivanim supstancama na 37 °C. Koncentracije spojeva navedene su u tekstu.
Stupci oznacavaju srednju vrednost +SD od pet odredivanja. Kontrola je oznacena
sa K i srednja je vrednost od pet odredivanja. Zvezdicama su oznacene vrednosti
znacajno razlicite od kontrole (p <0,05 do p <0,001).
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SL 2. Uticaj spojeva na sadrz aj citohroma P-450 u hepatocitima.

Svaki stubac predstavija srednju vrednost + SD od odredivanja na pet uzoraka izo-
lovanih hepatocita. Kontrola K srednja je vrednost od pet odredivanja. Zvezdicama su
oznacene vrednosti znacajno razlicite od kontrole (p < 0,05 do p <0,001). Koncentra-
cije spojeva su navedene u tekstu.
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SL. 3. Uticaj spojeva na sadrz aj glutationa u hepatocitima

Na slici su prikazani rezultati dobiveni nakon trocasovne inkubacije hepatocita sa
spojevima cija je koncentracija data u tekstu. Kontrola je oznacena sa K i predstavija
srednju vrednost = SD od pet merenja. Zvezdicama su oznacene vrednosti znacajno
razlicite od kontrole (p< 0,05 do p< 0,001).
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Sl. 4. Uticaj spojeva na aktivnost lipoperoksidaze u hepatocitima.

Svaki stubac predstavija srednje vrednosti +SD od pet uzoraka. Zvezdicama su
oznacéene vrednosti znacajno razlicite od kontrole (p < 0,05 do p < 0,001). Koncentra-
cije spojeva su navedene u tekstu. Kontrola (K) je takode srednja vrednost od pet
odredivanja.
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SI. 5. Uticaj spojeva na aktivnosti ksantinoksidaze u hepatocitima.

Kontrola (K) predstavija srednju vrednost pet merenja. Koncentracija spojeva je data
u tekstu. Svaki stubac predstavlja srednju vrednost +SD od pet merenja. Zvezdicama
su oznacene vrednosti znacajno razlicite od kontrole.
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Polihalogenovani bifenili (PCB) su kao i sva poliaromati¢na ciklicka jedinjenja
dobri induktori enzima. Od polihalogenovanih bifenila, u ogledima na pacovima i
kuni¢ima (11), upotrebili su smesu polihalogenovanih bifenila, Arahlor 1006; doza
od 50 mg/kg ip. u toku 4 dana izazvala je kod pacova porast sadrZaja citohroma
P-450, povecanje aktivnosti etilmorfin—-N-demetilaze i benzo(a)pirenhidroksilaze.
Kod kunica (100 mg/kg ip. 4 dana) ista supstanca je takode izazvala porast sadrZaja
citohroma P-450 uz istovremeno smanjcnjc aktivnosti benzo(a) pirenhidroksilaze
1 benzfetamin-N-demctilaze. U nasim ogledima je Arohlor 1254, takode mesavina
polihalogenovanih bifenila, izazvao porast sadraja citohroma P-450 u hepatociti-
ma, a da pri tome nije menjao aktivnost lipoperoksidaze i ksantinoksidaze. Iz
ovoga je vidljivo da su polihalogenovani bifenili snaZni i konstantni induktori ci-
tohroma P-450 bez obzira na Zivotinjsku vrstu kod koje deluju kao i na vrstu tkiva
na koje deluju. Sposobnost indukcije citohroma P-450 izgleda ne ovisi ni o he-
mijskoj strukturi polihalogenovanih bifenila.

Ispitivanjem dejstva celog niza alifatskih i aromati¢nih halogenih derivata nadeno
je da oni sa citohromom P-450 gradc spektre tipa I, bez obzira na funkcionalnu
grupu u molekuly, iz &cga sledi da je to karaktcristika samog halogena (12).

Najverovatnije je i indukcija citohroma P-450 izazvana halogecnom u samom
molckulu (u nadem slucaju hlor), a ne strukturama aromati¢kog jedinjenja. Izo-
stanak cfckta na sadrZaj citohroma P-450 pri primeni 1,2,3,4—tetrahlorbenzena,
1,2,3,5~tctrahlorbenzena, pentahlorbenzena i heksahlorbenzena moze se objasni-
ti njihovom malom koncentracijom i relativno kratkim vremenom inkubacije.

Dcjstvo PCB na cnzimsku aktivnost razlikuje se s obzirom na Zivotinjsku vrstu,
vrstu tkiva kao i strukturu same supstance (13). Ovim moZemo objasniti i rezul-
tate nascg ogleda.

Sve ispitivane supstance dovele su do opadanja sadr?aja glutationa u hepatoci-
tu. Ovo je najverovatnije posledica konjugacije ispitivanih ksenobiotika sa hepa-
tickim glutationom, $to treba da predstavlja osnovni put njihove detoksikacije. Od-
sutnost povecanc aktivnosti lipoperoksidaze u uslovima smanjene koncentracije
glutationa takode se moZc objasniti kratkim izlaganjcm hepatocita dejstvu ovih
halogenih aromati¢kih jedinjenja.
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Summary

THE EFFECT OF CHLORINATED AROMATIC COMPOUNDS ON ISOLATED
HEPATOCYTES

The effects of 1,2-dichlorbenzene, 1,2,3,4-tetrachlorbenzene, 1,2,3,5-tetrachlorbenzene,
pentachlorbenzene, hexachlorbenzene and Arochlor 1254 on hepatocyte functions were in-
vestigated. The viability of hepatocytes as well as glutathione concentration were decreased
in all treatments. 1,2— dichlorbenzene diminished the content of cytochrome P-450 and de-
creased lipoperoxydase and xantinoxydase activities. Under the same conditions the other
compounds investigated increased lipoperoxydase and xantinoxydase activities without in-
fluencing cytochrome P-450 content. Arochlor 1254 increased the content of cytocrome P-
450 in hepatocytes, but had no effect on enzyme activities.
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