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Kratak sadrZzaj: U ovom radu pracen je efekat hroni¢ne ekspozicije toluenu i ksilenu u radnim uslovima na
lipidni status i nivo TAS-a u plazmi. Odredivana je hipurna kiselina u urinu pre i posle rada kao mera ekspozici-
je. Povecana ekskrecija hipurne kiseline u urinu posle rada u grupi izlozenih, potvrduje ekspoziciju ovim ksenobio-
ticima. Koncentracije triglicerida, ukupnog i LDL holesterola u plazmi bile su znac¢ajno poveé¢ane (p< 0,001) u
poredenju sa kontrolnom grupom. Znatno su smanjene koncentracije HDL holesterola u odnosu na kontrolnu
grupu (p< 0,001). Povecana produkcija slobodnih radikala pospesuje poveé¢anu produkciju antioksidanata, pa je
TAS kod izloZenih znacajno nizi u odnosu na kontrolnu grupu (p< 0,001). Slobodni radikali menjaju strukturu
Celijske membrane, biomakromolekulsku strukturu, a time njihovu fiziolosku funkciju. Odbrana od modifikacija
lipoproteina i ¢elijskih struktura i proteina je odredena antioksidativnim statusom u krvi.
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Uvod

Glavni odbrambeni sistem protiv toksi¢nih nepo-
larnih ksenobiotika je mehanizam njihove biotransfor-
macije pomocu sistema mesovitih oksidaza (MFO)
koji ksenobiotike transformise u polarne derivate koji
se lakSe ekskretuju urinom (1). Biotransformacijom
toluena i ksilena stvaraju se reaktivni intermedijeri i slo-
bodni radikali koji mogu neenzimski reagovati sa pro-
teinima ili nukleinskim kiselinama $to dovodi do prom-
ena struktura ovih biomakromolekula, a samim tim i
do promena u fizioloSkim procesima u kojima uce-
stvuju (2,3).

Hroni¢na ekspozicija ovim ksenobioticima
uzrokuje stvaranje kiseoni¢nih radikala (ROS). ¢elije se
Stite od toksic¢nog dejstva slobodnih radikala brojnim
endogenim radikal-scavenging proteinima, enzimima i
neproteinskim biomolekulima, koji skupa cine tzv.
antioksidativni sistem. Sveukupnim delovanjem, anti-
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oksidativni faktori efikasno preveniraju, u fizioloskim
uslovima, njihove toksi¢ne efekte ¢inedi ravnotezu pro-
oksidativnim procesima. Svaki poremecaj ove ravno-
teZe tj. »oksidativni stres« favorizuje prooksidativne
procese (4).

Hiperholesterolomija (stecena ili hiperlipoprote-
inemija tip lla), povecanje koncentracije triglicerida i
lipoproteina, su najvazniji i najviSe ispitivani faktori
rizika (5). Lipoproteini male gustine (LDL) ulaze u ¢eliju
vezujuéi se za LDL-receptore preko apoproteina B.
Ako je koncentracija LDL u plazmi povecana, visak
LDL koji ostaje u cirkulaciji podleze oksidaciji koja
podstiCe aterogenezu. Drugi vaZan lipoprotein u
metabolizmu holesterola je lipoprotein velike gustine
(HDL). HDL je supstrat lecitin-holesterol-acil-transfe-
reze (LCAT), koja esterifikuje slobodni holesterol i
smanjuje njegovu koncentraciju u plazmi (6).

Cilj ovog rada je bio da se utvrdi povezanost to-
ksi¢nog efekta toluena i ksilena preko promene vred-
nosti TAS-a i koncentracije lipida, koji zajedno odre-
duju da li ¢e se i u kojoj meri odvijati aterogeneza. Da
bi se definisao status eksporzicije toluenu i ksilenu ispi-
tanika odredivana je hipurna kiselina u urinu pre posla
i posle posla.
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Materijal i metode

Analiza je radena na 80 ispitanika, radnika-auto-
lakirera »Lakirnice« u Kragujevcu, profesionalno izlo-
Zenih dejstvu toluena i ksilena. Neposredna izloZzenost
je kriterijum izbora uzorka (E), prosecne starosti 44,5 +
6,3. Kontrolnu grupu ¢inilo je 30 zdravih ispitanika (C)
iste prosecCne starosti. Krv je sakupljana bez konzer-
vansa i centrifugirana 10 minuta sa 5000 rpm da bi se
odvojio serum od koaguluma. Totalni antioksidativni
status je odredivan u uzorku seruma kolorimetrijskim
testom (Randox kit, Cat. No. NX 2332.Lot 1130F).
Koncentracije komponenata lipidnog statusa (trigli-
cerida, ukupnog holesterola, HDL holesterola i LDL
holesterola) odredivane su uzorku seruma, primenom
uobicajenih enzimskih kolorimetrijskih testova (»Ran-
dox« kit). Takode je racunat odnos koncentracija
LDL/HDL.

Hipurna kiselina u urinu je odredivana modifiko-
vanom metodom Pagnootto i Liberman-a (7). Hipurna
kiselina je metabolit toluola (metil benzena) pa njeno
prisustvo u krvi govori o intosikaciji toluolom. Toluol u
organizmu oksidacijom prelazi u benzoevu kiselinu,
koja se konjuguje sa glicinom u hipurnu kiselinu. Hi-
purna kiselina se ekstrahuje smeSom dietiletra i izo-
propanola i njen sadrzaj u ekstraktu odreduje spektro-
fotometrijski, merenjem na talasnoj duzini od 230 nm.

Statisticka obrada podataka

Pri analizi rezultata primenjene su osnovne
metode deskriptivne statistike: srednja vrednost (x) sa
merama disperzije-standardnom devijacijom SD i
standardnom greskom SE. Za proveru hipoteza koris-
¢ena je tehnika Studentovog t-testa (8).

Rezultati

Vrednost hipurne kiseline u urinu u grupi izloze-
nih toksi¢nim agensima (E) u odnosu na kontrolnu
grupu (C) pre rada iznosila je 0,97 = 0,28 g/L, sto je
statisti¢ki znacajno visa vrednost u odnosu na 0,81 =
0,14 g/L, koliko je izmereno u kontrolnoj grupi (C)
(p<0,001). d grupi izlozenih (E) vrednost hipurne kise-
line pre rada iznosila je 0,97 * 0,28 g/L, sto je statisti-
¢ki znacajno niZze u odnosu na vrednosti iste grupe po-
sle rada (p<0,001), gde je koncentracija hipurne kise-
line 1,85 * 0,40 g/L (Tabela I).

Koncentracija triglicerida ukupnog holesterola,
LDL holesterola u serumu izloZzene grupe bile su sta-
tisticki znacajno ve¢e u odnosu na kontrolnu grupu,
dok je koncentracija HDL holesterola u grupi izloZzenih
statisticki znacajno niZa u odnosu na kontrolnu grupu
(p<0,001). Odnos LDL/HDL u grupi E bio statisticki
je znacajno vedi (p<0,001) u poredenju sa kontrolnom
grupom (Tabela I).

Vrednost TAS-a u grupi izloZenih (E) statisticki je
znacajno niza (p<0,001) u odnosu na kontrolnu grupu
(Q) (Tabela ).

Diskusija

Hipurna kiselina je metabolit toluena i ksilena,
koji je nastao biotransformacijom. Ekskretuje se uri-
nom i uobicajeni je sastojak urina kao endogeni meta-
bolit. Da bi se nasao specifican odgovor kao posledica
resorpcije toluena i ksilena, analizirano je specifi¢cno
povecanje ekskrecije hipurne kiseline. Kao posledicu
resorpcije ksilena i toluena, nadena je statisticki zna-
¢ajno visa vrednost ekskrecije hipurne kiseline kod
radnika, kada je izmerna posle rada u odnosu na njene
izmerene vrednosti pre rada.

Tabela | Lipidni i antioksidativni status izloZene i kontrolne grupe (X + SD)

Koncentracija hipurne kiseline pre posla i posle posla izlozenih (E) i kontrolne grupe (C)
Grupe Hipurna kiselina pre rada, g/L Hipurna kiselina posle rada, g/L
K (n = 30) 0,81 + 0,14 0,89 + 0,31
E (n = 80) 0,97 + 0,28** 1,85 + 0,40**
(+23%)
Lipidni status izloZenih radnika toulenu i ksilenu
Grupe TG, mmol/L H, mmol/L HDL, mmol/L LDL, mmol/L LDL/HDL
K (n = 30) 0,86 + 0,42 3,95 + 0,67 1,40 £ 0,23 2,81 +0,31 2,21 +0,38
E (n = 80) 1,50 + 0,65** 5,28 + 1,06%* 1,03 + 0,29** 3,86 + 1,09%** 3,87 +2,01%*
(+76%) (+38%) ( 27%) (+37%) (+77%)
Vrednosti TAS izlozenih (E) i kontrolne grupe (C)
Grupe TAS, mmol/L
K (n = 30) 1,47 £ 0,19
E (n = 80) 0,874 + 0,098 **
( 69%)
** p<0,001
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Iz prikazanih rezultata lipidnog statusa, odnosno
svih njegovih komponenti uocava se da izrazito pove-
¢anje koncentracije ukupnog holesterola u toku
ekspozicije ovim organskim rastvaracima nastaje zbog
povecanja koncentracije LDL holesterola. Uocava se
znatno smanjenje koncentracije HDL holesterola. Bio-
transformaciom toluena i ksilena stvaraju se reaktivni
intermedijeri i slobodni radikali.

Apsolutni nedostatak ili defekt LDL-receptora
(hiperlipoproteinemija tip II), kao i relativni nedostatak
receptora (alimentarna hiper-lipoproteinemija tip lla)
ima za posledicu povecanje koncentracije LDL holes-
terola u plazmi i povec¢anje odnosa koncentracija LDL
i HDL u plazmi (9).

Povec¢ana koncentracija LDL holesterola je
posledica njegove oksidacije nakon produkcije reak-
tivnih vrsta kiseonika (ROS). Slobodni kiseoni¢ni
radikali ostecuju i endotelske Celije. Ksantin oksidaza
se nalazi u endotelskim ¢elijama krvinh sudova. Ovo
delovanje enzima je omoguceno proteazom Ccija je
aktivnost katalizovana pove¢anom koncentracim jona
Cat+2 u citosolu. Hipoksantin je supstrat za dejstvo
ksantin-oksidaze i pretvara je u superoksid anjon O2 .
Za pretvaranje H,O, u hidroksi-radikal (preko Fento-
nove reakcije) potrebno je gvozde koje se dobija iz
samih endotelnih ¢elija. Na taj nacin endotelne Celije
ucestvuju u sopstvenom unistenju. U kontaktu sa

endotelom LDL lako prodire u intimu gde se fagocitu-
ju tkivni makrofagi (10). Utvrdeno je da su makrofagi i
glatke misi¢ne celije ispunjene lipidima penaste Celije
(11). Povecano oslobadanje reaktivnih vrsta kiseonika
(ROS) u hiperholesterolemiji ili aterosklerozi potvrduje
koncept da je arterijsku zid pod poveéanim oksida-
cionim stresom (12). Prooksidativnim procesima se
suprostavlja endogeni antioksidacioni zastitni sistem
(AOS). Jedan od mehanizama zastite AOS je inhibici-
ja aterogenih efekata LDL delovanjem SOD (13).
Adherziju leukocita za endotel u ranoj aterogenezi stim-
uliSe oksidovani LDL. Ova stimulacija adhezije leukoci-
ta za endotel oksidovanim LDL-om odvija se preko O,
zavisnog puta, a inhibira je SOD (14). GSHPx, enzim
vezan za membrane (15) redukuje lipidne perokside i
oksidisane intermedijere holesterola. Pokazano je da
su vrednosti ukupno antioksidantnog stanja u plazmi
statisticki znacajno nize kod izlozenih u odnosu na
kontrolnu grupu. Povecana produkcija slobodnih radi-
kala pospesuje povec¢anu produkciju antioksidanata
kao odgovor pri ¢emu je TAS kod izlozenih znacajno
nizi u odnosu na kontrolnu grupu (16).

Dobijeni rezultati pokazuju da hronicna ekspozi-
cija toluenu i ksilenu dovodi do znacajnog povecanja
koncentracije ukupnog holesterola i LDL holesterola u
krvi, dok se s druge strane HDL holesterol znacajno
smanjuje a u korelaciju s antioksidativnim statusom
krvi.
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Summary: In this study the effect of chronical exposal of workers to toluen and xylen in working conditions,
and the effect both on lipid status and TAS level in plasma was followed. Hippuric acid in the urine was deter-
mined before and after work, as the exposition measure. Hippuric acid was increased in urine excretion after work,
within the group of the exposed, which confirms the exposition to xenobiotics. Concentration of triglycerides,
overall and LDL cholesterol of the plasma were substantially increased (p<0.001), compared to the control
group. HDL concentration was substantially decreased (p>0.001). Increased production of free radicals support
the increased production of antioxidants, that results with TAS lower findings within the exposed group
(p<0.001). Free radicals change the structure of the cell membrane, biomacromolecular structure and conse-
quently the physiological function. Defense from the modification of lipoprotein and cell structure, and modifica-

tion of proteins is defined by antioxidative status in blood.
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