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Badano wplyw kadmu na aktywnosé enzymow GSH-zaleznych w izolowanych
hepatocytach szczura. Oznaczone aktywnosci peroksydazy glutationowej (GS-
HPx), transferazy glutationowej (GST), reduktazy glutationowej (GSHR), ste-
zenie zredukowanego glutationu (GSH) oraz poziom peroksydacji lipidow mie-
rzony ilosciq TBARS w hepatocytach poddanych dzialaniu kadmu wskazujq, ze
zwiqzek ten ostabia w nich antyoksydacyjne mechanizmy obronne.

Hasta kluczowe: kadm, izolowane hepatocyty szczura, stres oksydacyjny, peroksy-
dacja lipidow (TBARS), zredukowany glutation (GSH), enzymy GSH-zalezne.
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Kadm (Cd*) jest pierwiastkiem powszechnie wystgpujacym w $rodowisku. Jest
on obecny w glebie, wodzie i powietrzu oraz w tkankach roslin i zwierzat (1, 2). Od
wielu lat kadm znajduje si¢ na liscie gtdéwnych zanieczyszczen srodowiska stanowia-
cych istotne zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat. W 1993 r. zostat uznany przez
Migdzynarodowa Agencje do Walki z Rakiem (IARC) za czynnik srodowiskowy
o0 dzialaniu rakotworczym dla ludzi (kategoria A1) (3, 4, 5). Narzadami szczegdlnie
narazonymi na dzialanie kadmu sa nerki i watroba (1, 2, 6). Wykazuje on nie tylko
dziatanie nefrotoksyczne, hepatotoksyczne i neurotoksyczne, ale réwniez dziatanie
mutagenne i kancerogenne (4, 5, 7).

Wielokierunkowy charakter toksycznego dziatania kadmu na organizm wydaje
si¢ by¢ uwarunkowany dzialaniem réznych mechanizméw. Kadm wypiera cynk,
miedz z kompleksow z metalotioneina, selen, zelazo i wapn z metaloenzymow.
Tworzy réznego typu wigzania chemiczne z reaktywnymi grupami funkcyjnymi

* Praca zostala wykonana w ramach tematow projektow badawczych WUM: 1WK/N/09 oraz
IWK/W1/09.
Autorzy dzigkuja za pomoc techniczng Pani E. Metrak.
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(np. — SH, -OH, -COOH, NH,) waznych biologicznie makroczasteczek, co moze
zaburza¢ w komorkach stan redoks i prowadzi¢ do stresu oksydacyjnego (1, 8, 9,
10, 11, 12).

Wazna rol¢ w ochronie komorek przed toksycznym dziataniem wielu metali petni
zredukowany glutation (GSH) i1 wspoétdziatajace z nim enzymy GSH-zalezne, do
ktérych zaliczamy: peroksydaze (GSHPx), transferazg (GST) oraz reduktaze glu-
tationowg (GSHR). GSH ma zdolno$¢ chelatowania metali. Jest bardzo efektyw-
nym zmiataczem wolnych rodnikéw (WR) 1 reaktywnych form tlenu (RFT), a takze
substratem w reakcjach sprzggania, prowadzacych do detoksykacji wielu elektrofi-
lowych endo- i1 egzogennych zwigzkéw. Uczestniczy w reakcjach katalizowanych
przez enzymy GSH-zalezne (13, 14, 15, 16, 17).

Peroksydaza glutationowa (GSHPx) katalizuje redukcj¢ nadtlenku wodoru oraz
nadtlenkow organicznych przy udziale zredukowanego glutationu (GSH). Sele-
nozalezna peroksydaza glutationowa (SeGSHPx) unieczynnia przede wszystkim
H,0,, natomiast calkowita GSHPx (cat. GSHPx) unieczynnia gléwnie nadtlenki
organiczne, powstajace w komorce w wyniku peroksydacji lipidow. Transferaza
S-glutationowa (GST) neutralizuje reaktywne formy tlenu, a takze endo- i egzo-
genne zwiazki o dzialaniu mutagennym i kancerogennym. Enzym ten katalizuje
ich koniugacj¢ z glutationem. Enzymem wspomagajacym dziatanie GSHPx i GST
jest reduktaza glutationowa (GSHR), ktéra w obecnosci NADPH katalizuje re-
dukcje utlenionego glutationu (GSSG) do jego formy zredukowanej (2 GSH) (9,
13, 14, 15).

Poniewaz jeden z wielu proponowanych mechanizmoéow toksycznego dziatania
kadmu zaktada jego udziat w indukc;ji stresu oksydacyjnego, podjeto badania maja-
ce na celu okreslenie wplywu tego metalu na antyoksydacyjne mechanizmy obronne
w ukladzie in vitro, ze szczegdlnym zwrdceniem uwagi na aktywno$¢ enzymow
GSH-zaleznych.

Dla realizacji badan wykorzystano izolowane hepatocyty szczura — uznany po-
wszechnie alternatywny model badawczy in vitro do badania metabolizmu kseno-
biotykow.

MATERIAL I METODY

Odczynniki chemiczne: Antybiotyki (penicylina G, streptomycyna i amfo-
terycyna B), 0,4% roztwor biekitu trepanu (TB), dimetylosulfotlenek (DMSO), ko-
lagenaza typ 1V, Williams’E Medium (WE), ptodowa surowica bydleca (FBS-fetal
bovine serum), chlorek kadmu pochodzily z firmy Sigma Chemicals Co (ST. Luis,
MO, USA).

Odczynniki uzyte w badaniach biochemicznych pochodzity z nastgpujacych zro-
del: kwas 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzenowy (DTNB), zredukowany glutation (GSH),
utleniony glutation (GSSG), kwas tiobarbiturowy, kwas sulfosalicylowy, nadtlenek
wodoru, nadtlenek kumenu, reduktaza glutationowa, Tris base z firmy Sigma; NAD-
PH z firmy MP Biomedicals, LCC.

Wszystkie sole nieorganiczne i pozostate odczynniki wykorzystane w do§wiadcze-
niach pochodzity z firmy POCH (Polskie Odczynniki Chemiczne) Gliwice (Polska).
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Zwierzeta. Do badan wykorzystano szczury szczepu Wistar (samce) o masie
ciata 200-250 g. W czasie kwarantanny (2 tygodnie) i przed samym eksperymentem
zwierzgta miaty wolny dostep do wody i karmy.

Na wykonanie badan uzyskano zgode 11l Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiad-
czen na Zwierzetach przy SGGW w Warszawie (Nr 16/ 2006).

Izolowanie i inkubacja hepatocytow z chlorkiem kadmu (CdCL).
Hepatocyty izolowano z watrob szczurow zgodnie z protokotem INVITTOX Nr
20 obejmujacym: wykonanie zabiegu chirurgicznego, przeprowadzenie dwustop-
niowej perfuzji watroby, otrzymanie zawiesiny izolowanych hepatocytow oraz jej
jakosciowa i ilosciowa ocena. Do badan wykorzystano komorki, ktérych przezywal-
no$¢ oznaczana testem wychwytu bigkitu trypanu przekraczata 85% (18).

Izolowane hepatocyty (1 x 10° zywych komorek/cm?) inkubowano 0, 112 godz.
w modyfikowanym (pozbawionym fosforanéw i weglandw) medium Williams 'E
(MWE) o pH 7,35 w obecnosci chlorku kadmu w stez.: 25, 50 1 200 pmol/dm?.

Inkubacj¢ hepatocytow z chlorkiem kadmu przeprowadzano w kolbkach Erlen-
mayera w tazni wodnej (Hermle — Labortechnik, Niemcy) o temp. 38°C, ze stalym
wytrzasaniem (100 cykli/min.). Podczas inkubacji, zawiesing hepatocytow wysyca-
no karbogenem (5% CO, + 95% O,).

Probki do analiz pobierano w momencie rozpoczgcia (uktad kontrolny) oraz po 1
12 godz. inkubacji i odwirowano (900 x g) przez 10 min. Otrzymane po wirowaniu
hepatocytéw supernatanty uzyto do dalszych oznaczen. Wykonano 3 oddzielne do-
$wiadczenia.

Izolowanie, inkubacj¢ hepatocytéw z chlorkiem kadmu oraz przygotowanie su-
pernatantow przeprowadzono w Zaktadzie Farmakologii i Toksykologii SGGW.

Oznaczenia biochemiczne. W supernatantach otrzymanych z izolowanych
hepatocytéw inkubowanych 11 2 godz. z kadmem oznaczono aktywnos$¢ enzymdow
antyoksydacyjnych: catkowitej peroksydazy glutationowej (cat. GSHPx), selenoza-
leznej peroksydazy glutationowej (SeGSHPx), transferazy-S-glutationowej (GST)
i reduktazy glutationowej (GSHR) oraz poziom peroksydac;ji lipidow mierzony ilos-
cig TBARS i stgzenie zredukowanego glutationu (GSH). Ponadto w supernatantach
oznaczano stgzenie biatka catkowitego. Wszystkie powyzsze oznaczenia wykonano
Katedrze i Zaktadzie Biochemii WUM.

Aktywnos¢ enzymow GSH-zaleznych

Aktywnos¢ cal. GSHPx (EC 1.11.1.9) oznaczano wg metody Wendel (19). W me-
todzie tej GSHPx katalizuje utlenianie GSH przy udziale nadtlenku kumenu. Jedna
jednostka aktywnosci peroksydazy katalizuje utlenienie przez nadtleneck kumenu
1 pmol GSH w czasie 1 min. przy pH 7,0 i w temp. 37°C.

Aktywnos¢ SeGSHPx (EC 1.11.1.9) oznaczano na podstawie metody opisanej
przez Wendel (19) oraz Paglia i Valentine (20). W metodzie tej SeGSHPx katalizuje
utlenianie GSH przy udziale nadtlenku wodoru. Za jednostke aktywnosci SeGSHPx
przyjeto taka ilo$¢ enzymu ktora katalizuje przeksztatcenie 1 pmola zredukowane-
go GSH do jego formy utlenionej (GSSG) w czasie 1 min. przy pH 7,0 i w temp.
37°C.

Aktywnos¢ GST (EC 2.5.1.18) oznaczano wg metody Habig i wspotpr. (21), sto-
sujac jako substrat 1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB). Jedna jednostka aktywnosci



1170 H. Czeczot i inni Nr 4

GST odpowiadata takiej ilo$ci enzymu, ktéra katalizowata przeksztalcenie 1 pmola
substratu w produkt w ciagu 1 min.

Aktywnos¢ GSHR (EC 1.6.4.2) oznaczano wg metody opisanej przez Goldberg
i Spooner (22). Jako substratu uzyto utlenionego glutationu (GSSG). Za jednostke
aktywnosci przyjeto taka ilo$¢ enzymu, ktora katalizuje przeksztatcenie 1 pmola
utlenionego glutationu (GSSG) do jego formy zredukowanej (GSH) w czasie 1 min.
iw temp. 37°C.

Poziom peroksydacji lipidéow (TBARS) oznaczano wg metody Ohka-
wa 1 wspoltpr. (23). Metoda polega na oznaczeniu stgzenia substancji reagujacych
z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) — dialdehydu malonowego (MDA) i innych
wtornych produktow peroksydacji lipidow.

Stezenie zredukowanego glutationu (GSH) oznaczano na podstawie me-
tody opracowanej przez Ellman (24) i Sedlak 1 Lindsey (25). Metoda ta oparta jest na
tworzeniu barwnego produktu, ktéry powstaje w reakcji GSH z kwasem 5,5’-ditio-
bis-nitrobenzenowym (DTNB).

Stezenie biatka w supernatantach oznaczano zgodnie z metoda Bradford (26).

Pomiaru absorbancji we wszystkich oznaczeniach wykonywano za pomocg spek-
trofotometru Shimadzu UV 1202.

Aktywnos$¢ badanych enzymdw wyrazono w U/mg biatka. Stezenie GSH i TBARS
wyrazono odpowiednio w pmol/mg biatka i nmol/mg biatka.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej z wykorzystaniem programu
Statistica 6.0 StatStof. Inc. (St Tulsa, USA). Wszystkie wyniki przedstawiono jako
srednie arytmetyczne z trzech niezaleznych do§wiadczen + SD.

Istotnos¢ réznic oznaczono testem z-Studenta. Rdznice miedzy $rednimi arytme-
tycznymi przyjeto za istotne statystycznie przy p < 0,05.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Otrzymane w pracy wyniki dotyczace wptywu kadmu na poziom peroksydacji
lipidow mierzony iloscia TBARS i stgzenie GSH oraz aktywnos$¢ GSH-zaleznych
enzymow przedstawiono graficznie na ryc. 1-3.

Poziom peroksydacji lipidow i stezenie GSH

Chlorek kadmu w stez. 25, 50 1 200 pmol/dm?® nasilat peroksydacje lipidow w izo-
lowanych hepatocytach szczura podczas jedno- i dwugodzinnej ich ekspozycji na
dziatanie tego zwiazku (ryc. 1). Stopien wzrostu stezenia TBARS zalezal zaréwno
od czasu ekspozycji komorek na kadm, jak i od jego stezenia.

Juz po godzinnej ekspozycji hepatocytow z kadmem w stez. 50 i 200 pmol/dm?
zaobserwowano w nich istotne podwyzszenie poziomu peroksydacji lipidow w po-
rownaniu do uktadu kontrolnego, ktéry stanowity hepatocyty w medium MWE za-
wierajacym badane stezenia chlorku kadmu. Dhuzsze (dwugodzinne) narazenie he-
patocytéw na chlorek kadmu doprowadzato do wyraznego wzrostu stgzenia TBARS
w komorkach w porownaniu do uktadu kontrolnego i jednogodzinnej ekspozycji.
Istotny statystycznie wzrost stgzenia TBARS w poréwnaniu do uktadu kontrolnego
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Ryc. 1. Wptyw chlorku kadmu na poziom peroksydacji lipidow w izolowanych hepatocytach szczura.
Objasnienia :* — rdznica statystycznie istotna w stosunku do uktadu kontrolnego (p < 0,05); ** — réznica
statystycznie istotna w stosunku do 1 godz. ekspozycji hepatocytow szczura na chlorek kadmu (p < 0,05).
Uktad kontrolny stanowity hepatocyty w medium MWE zawierajace badane stg¢zenia chlorku kadmu.

Fig. 1. Effect of cadmium chloride on lipid peroxidation level in isolated rat hepatocytes.

Abbreviations: * — significant versus control (p < 0,05); ** — significant versus isolated rat hepatocytes
exposed to cadmium chloride for 1 h (p < 0,05). Hepatocytes in MWE containing tested concentration of
cadmium chloride were used as the control.

stwierdzono w hepatocytach eksponowanych 2 godz. na chlorek kadmu juz w naj-
nizszym zastosowanym w do$wiadczeniu stezeniu (25 umol/dm?®) (ryc. 1). Ekspozy-
cja hepatocytéw na kadm w tych samych warunkach, ale w wyzszych stezeniach (50
1 200 pmol/dm?®) doprowadzata do dalszego wzrostu poziomu peroksydacji lipidow.
Najwyzszy poziom peroksydacji lipidow mierzony iloscia TBARS obserwowano
w hepatocytach inkubowanych przez 2 godz. w obecnosci chlorku kadmu w stez.
200 pmol/dm® (ryc. 1). Podwyzszenie poziomu peroksydacji lipidow w hepato-
cytach eksponowanych 1 1 2 godz. i zaobserwowana zaleznos¢ czas-dawka-efekt
wskazuja, ze mechanizm toksycznego dziatania kadmu na hepatocyty szczura wigze
si¢ z indukcja stresu oksydacyjnego. Niezaleznie od mechanizmu, w ktorym kadm
bezposrednio lub posrednio indukuje stres oksydacyjny w hepatocytach, prowadzi
to do zmian w ich strukturze i metabolizmie oraz nieodwracalnych uszkodzen ko-
morek (27, 28). Peroksydacja lipidéw prowadzi nie tylko do utraty czy zaniku in-
tegralnosci bton komdrkowych hepatocytow, ale rowniez narusza gradient jonowy
oraz modyfikuje dzialanie bardzo wielu biatek btonowych (np. enzymow, recepto-
réw i innych) (3, 8).

Ekspozycja hepatocytow na dziatanie chlorku kadmu doprowadzala réwniez do
zmian w stezeniu zredukowanego glutationu (GSH) w komérkach (ryc. 2).

Nieznaczny wzrost stezenia GSH w poréwnaniu z uktadem kontrolnym stwier-
dzano w hepatocytach poddanych jednogodzinnej inkubacji z chlorkiem kadmu
w stez. 25-200 umol/dm?. Natomiast dwugodzinna ekspozycja hepatocytéw na chlo-
rek kadmu w zakresie badanych stezen doprowadzata do wyraznego spadku ilosci
GSH (ryc. 2). Statystycznie istotny spadek stezenia GSH w pordwnaniu z uktadem
kontrolnym i jednogodzinnym narazeniem komorek na ten metal zaobserwowano
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juz podczas inkubacji hepatocytow w obecnosci kadmu w najnizszym stezeniu (25
umol/dm?). Ekspozycja hepatocytdéw na kadm w wyzszych stezeniach (50 i 200
umol/dm?) prowadzita do dalszego obnizenia ilosci GSH.
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Ryc. 2. Wplyw chlorku kadmu na st¢zenie zredukowanego glutatiomu (GSH) w izolowanych hepatocy-
tach szczura.

Objasnienia: jak naryc.1.

Fig. 2. Effect of cadmium chloride on reduced glutathione (GSH) concentration in isolated rat hepato-
cytes.

Abbreviations as in fig.1.

Rola GSH w komérkach watroby nie ogranicza si¢ tylko do usuwana z nich
RFT powstajacych w wyniku dziatania kadmu (15, 19). Wyrazne obnizenie st¢ze-
nia GSH, zwlaszcza po dluzszym czasie narazenia hepatocytow na dziatanie kad-
mu wskazuje, ze petni on rowniez ochronng funkcj¢ w zapobieganiu toksycznosci
tego metalu. GSH wiazac kadm zmniejsza narazenie hepatocytow na toksyczne
dziatanie tego zwiazku. Nastepstwem czego jest niestety obnizenie stezenia GSH
w hepatocytach, co uposledza w nich wiele waznych proceséw wewnatrzkomor-
kowych i prowadzi do ostabienia antyoksydacyjnych mechanizmoéw obronnych (6,
16, 19, 23, 24).

Aktywnos$¢ enzymow GSH-zaleznych

Catkowita aktywnos¢ peroksydazy glutationowej (cal. GSHPx) w hepatocytach
eksponowanych przez 1 godzing na chlorek kadmu w stez. 25, 50 1 200 pmol/dm?
byla istotnie wyzsza w porownaniu z hepatocytami kontrolnymi. Natomiast w hepa-
tocytach poddanych dwugodzinnej ekspozycji na kadm w zakresie badanych stgzen
stwierdzono nizszg aktywno$¢ tego enzymu od obserwowanej w uktadzie kontrol-
nym i po jednogodzinnym narazeniu. Zaobserwowane roznice byly statystycznie
istotne. Najwyzsza aktywnos¢ cat. GSHPx stwierdzono w hepatocytach eksponowa-
nych przez 1 godz. na chlorek kadmu w stgz. 200 pmol/dm? (ryc. 3 a).

Nie stwierdzono wyraznych zmian aktywnosci SeGSHPx w hepatocytach nara-
zonych na dziatanie kadmu w zaleznos$ci od stezenia i czasu ekspozycji komorek na
ten metal (ryc. 3b).
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Ryec. 3 a, b, c i d. Aktywnos¢ cat. GSHPx (a) i SeGSHPx (b), GST (c) i GSHR (d) w izolowanych hepato-
cytach szczura poddanych dziataniu chlorku kadmu w stez. 25, 50 1 200 pmol/dm’.

Objasnienia: jak na ryc. 1. cat. GSHPx — calkowita aktywnos¢ peroksydazy glutationowej; SecGSHPx — sele-
no-zalezna peroksydaza glutationowa; GST — transferaza-S-glutationowa; GSHR — reduktaza glutationowa.
Fig. 3 a, b, c, d. Total activity of GSHPx (a), SeGSHPx (b), GST (c) and GSHR (d) in isolated rat hepato-
cytes exposed to cadmium chloride at 25, 50 and 200 pmol/dm?.

Abbreviations as fig.1; tot. GSHPx — total glutathione peroxidase; SeGSHPx — selenium-dependent glu-
tathione peroxidase; GST — glutatione S-transferase; GSHR — glutathione reductase.
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Aktywnos¢ GST w hepatocytach eksponowanych 1 godz. na chlorek kadmu byta
na podobnym poziomie jak w hepatocytach kontrolnych. Po dwugodzinnej eks-
pozycji komorek na kadm w stez. 25 i 50 umol/dm’ stwierdzono istotny spadek
aktywnosci GST w poréwnaniu z uktadem kontrolnym i jednogodzinnym naraze-
niem. Dwugodzinne dziatanie kadmu na hepatocyty w najwyzszym zastosowanym
w doswiadczeniu stezeniu (200 pumol/dm?) doprowadzato do statystycznie istotnego
wzrostu aktywnosci GST w poréwnaniu z uktadem kontrolnym (o 86%) i jednogo-
dzinna ekspozycja (0 61%) (ryc. 3c).

W hepatocytach eksponowanych przez 1 godz. na kadm istotne podwyzszenie ak-
tywnosci GSHR w poréownaniu z uktadem kontrolnym stwierdzono dla wszystkich
zastosowanych w doswiadczeniu stezen tego zwiazku. Dwugodzinne narazenie ko-
morek na dziatanie 25 i 50 pumol/dm? kadmu doprowadzato do wyraznego obnizenia
aktywnosci GSHR. Natomiast znamienny wzrost aktywnosci GSHR w poréwnaniu
z uktadem kontrolnym i krotszym czasem ekspozycji stwierdzono w komorkach
eksponowanych na kadm w stezeniu najwyzszym (200 pmol/dm?) (ryc. 3d).

Zaobserwowane zmiany w aktywnosci enzymdow GSHPx-zaleznych wskazuja, ze
kadm prowadzi do zuzywania/oslabienia antyoksydacyjnych mechanizméw obron-
nych w hepatocytach poddanych dziataniu tego metalu.

Dwugodzinne narazenie izolowanych hepatocytow na kadm w stez. 25 1 50 umol/dm?
powoduje wyrazne obnizenie aktywnosci cal. GSHPx i GST odpowiedzialnych nie
tylko za unieczynnianie nadtlenku wodoru, ale rowniez nadtlenkéw organicznych,
czy endo- i egzogennych zwiazkow elektrofilowych. O stresie oksydacyjnym w he-
patocytach poddanych dziataniu kadmu §wiadczy réwniez spadek aktywnosci GSHR
— enzymu odpowiedzialnego za odtwarzanie z GSSG zredukowanej formy GSH.

Niewydolnos¢ antyoksydacyjnych mechanizméw obronnych uposledza w hepato-
cytach eliminacj¢ RFT, co zmniejsza ich zdolno$¢ do funkcjonowania w warunkach
stresu oksydacyjnego. Powstajace w wyniku dzialania RFT uszkodzenia struktur
komérkowych prowadza do utraty integralnosci hepatocytow (27, 30, 31).

Komorki watroby sa w stanie broni¢ si¢ przed dziataniem RFT i ich pochodnych.
Zaobserwowane roznice w aktywnos$ci cal. GSHPx oraz stgzeniu GSH w hepato-
cytach narazonych jedna godzine na dzialanie kadmu w poréwnaniu z dluzszym
czasem ekspozycji na ten metal wskazuja na wyczerpywanie si¢ w nich antyoksy-
dacyjnych mechanizmow obronnych. Natomiast wzrost aktywnosci GST i GSHR
w hepatocytach poddanych dziataniu kadmu przez dtuzszy czas, w najwyzszym za-
stosowanym stgzeniu tego zwigzku §wiadczy o adaptacji komérek do funkcjonowa-
nia w warunkach stresu oksydacyjnego.

W $wietle uzyskanych wynikow wydaje si¢, ze mechanizm toksycznego dziatania
kadmu w hepatocytach poddanych dziataniu kadmu jest wielokierunkowy. Zwigza-
ny jest nie tylko z indukcja peroksydacji lipidéw, ale rowniez ze zdolnoscia wiaza-
nia grup — SH obecnych w GSH i zmianami aktywno$ci enzymow GSH-zaleznych.

WNIOSKI

Ekspozycja izolowanych hepatocytéw na dziatanie kadmu prowadzi do podwyz-
szenia poziomu peroksydacji lipidow, zmian aktywnosci enzymoéw GSH-zaleznych
i spadku stgzenia GSH, co wskazuje na ostabienie w nich antyoksydacyjnych me-
chanizmoéw obronnych.
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CHANGES OF GSH-DEPENDENT ENZYMES ACTIVITIES IN ISOLATED RAT
HEPATOCYTES EXPOSED TO CADMIUM

Summary

Cadmium effect on activities of GSH-dependent enzymes in isolated rat hepatocytes was evaluated.
Isolated rat hepatocytes incubated 1 and 2h with 25, 50, 200 uM cadmium chloride (CdCl,) in modified
Williams’ medium E (WME) were used in the experiment. Hepatocytes incubated in MWE with tested
concentration of cadmium chloride were used as the control. Total glutathione peroxidase (GSHPx), se-
lenium-dependent glutathione peroxidase (SeGSHPx), glutathione S-transfrease (GST) and glutathione
reductase (GSHR), concentration of reduced glutathione (GSH) and level of lipid peroxidation (TBARS)
in isolated rat hepatocytes incubated with cadmium were determined. Increased level of lipid pcroxida-
tion, together with changes in activity of GSH-dependent enzymes and decreased concentration of GSH
in isolated hepatocytes indicate that cadmium impairs the cellular antioxidative defense mechanisms.
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