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Background: Triazine herbicides are widely used in extensive
agricultural production, however, some ecological and health
hazards occur due to water and food contamination.

Aim: The aim of this study was to evaluate the effects of
long-term simazine feeding on the steatosis development and
the changes of liver bioenergetics in experimental animals.
Methods: A population of B6C3F1 mice were fed with sima-
zine (2g and 4 g/kg/day, respectively) for 35 weeks. The con-
centration of cholesterol and triacylglycerols were measured
in liver tissue. Liver mitochondria were isolated and para-
meters of oxidative phosphorylation were assessed polarog-
raphically using Clark oxygen electrode with NAD glutama-
te and/or FAD succinate as substrates.

Results: Significant changes (p<0.001) expressed as medians
(with confidence intervals) against control animals were fou-
nd in both experimental groups after simazine feeding. The
concentration of triacylglycerols increased from 10.3 (8.8—
10.9) to 20.1 (18.0—20.9) and 47.7 (23.8—56.0), respectively.
The parameters of oxidative phosphorylation with NAD sub-
strate glutamate decreased as follows: The index of respira-
tory control from 7.7 (6.4—9.0) to 4.8 (4.0—6.3) resp. 4.4
(3.9—4.6); the rate of oxygen consumption in the state 3
(with ADP) from 84.2 (82.0—92.3) to 65.4 (50.8—70.7) resp.
69.9 (65.0—78.4) nAtO.mg.prot'.min"'; and phosporylation
rate from 215.3 (204.4—232.2) to 166.3 (120.4—193.6) resp.
169.6 (155.3—176.9) nmolATP.mg.prot”’.min"'. Comparable
changes were detected in oxidative phosphorylation with
FAD succinate as substrate.
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Pozadie problému: Popri nesporne pozitivnej ulohe triazinovych
herbicidov v rozvoji polnohospodarskej vyroby sa stali ddlezi-
tym ekologickym faktorom kontaminacie pody a vody. Tieto lat-
ky mozu poskodzovat pecen.

Ciel: Cielom bolo zistit, ¢i dlhodobd expozicia simazinom vy-
vola steatozu pecene a ¢i dojde k naruseniu jej bioenergetiky.
Metédy: Pokusnym mySiam kmena B6C3F1 sme podévali
stravu s obsahom technického simazinu v davke 2 g/kg/den
alebo 4 g/kg/den. Po 35 tyzdnoch kfmenia sme v pecenovom
tkanive urcili koncentraciu cholesterolu a triacylglycerolov.
Po izolacii mitochondrii sme merali parametre oxida¢nej fos-
forylacie polarograficky pomocou Clarkovej kyslikovej elek-
trédy.

Vysledky: Vyznamné zmeny (p<0,001) vyjadrené v medianoch
s konfiden¢nymi intervalmi sme oproti kontrole zistili v oboch
pokusnych skupindch po podavani simazinu (2 g, resp. 4 g/kg/
den): zvysila sa koncentracia triacylglycerolov v peceni, z 10,3
(8,8—10,9) na 20,1 (18,9—20,9), resp. 47,7 (23,8—56,0)
mmol/kg. Z parametrov oxidacnej fosforylacie sa znizili index
respiracnej kontroly (RCI) z 7.5 (6,4—9,0) na 4,8 (4,0—6.3),
resp. 4,4 (3,9—4,6), rychlost spotreby kyslika v stave 3 v pri-
tomnosti ADP z 84,3 (82,0—92.,3) na 65,4 (50,8—70,7), resp.
69,9 (65,0—78,4) nAtO.mg.prot'.min"' a fosforylaéna rychlost
z 215,3 (204,4—232,2) na 166,3 (120,4—193,6), resp. 169,6
(155,3—176,9) nmolATP.mg.prot'.min"'. Podobné hodnoty sa
zistili pri FAD substrate jantarane.

Zdver: Dlhodobé podavanie simazinu vyvolalo steatdzu pecene.
Napriek znizeniu bioenergetiky pecenovych miotochondrii bola
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Conclusions: Liver steatosis development and mitochondrial
energetics inhibition were determined in mice after long-
term simazine feeding, nevertheless, liver energy production
was sufficient to satisfy the liver function and the needs of
the whole organism. (7ab. 4, Fig. 6, Ref. 24.)

Key words: simazine, liver, mitochondria, oxidative phospho-
rylation, steatosis.

Simazin (2-chlor-4,6-bis(etylamin)-s-triazin) zo skupiny chlor-
triazinovych herbicidov sa pouZiva v polnohospodarstve na nice-
nie burin. Uginkuje tak, Ze selektivne tlmi fotosyntézu rastlin (Ste-
vens a Sumner, 1991). Chemicky je relativne stabilny, pol¢as roz-
padu v pode a podzemnej vode je priemerne 60 dni. Mdze konta-
minovat povrchovt aj pitna vodu (Frank a Logan, 1988). Rezidua
simazinu a jeho derivatu 2-chlor-4-etylamin-6-amin-1,3,5-triazi-
nu sa zistili nielen v pitnej vode, ale aj v potravinach (Balinova,
1993; Molinari a spol., 1995).

Akutna oralna LD50 simazinu je pre hlodavcov viac ako 5 g/
kg (Ben-Dyke a spol., 1970). Do organizmu sa dostava okrem
zazivacieho traktu aj dychanim. Intoxikacia simazinom vyvolava
u hlodavcov poruchu chodze, triasku, kiée, ochrnutie, cyandzu,
spomalené a nepravidelné dychanie a poruchy funkcie nadobli-
¢iek (Stevens a Sumner, 1991). Testy na zvieratach ukazali po-
Skodenie pecene, obliciek, stitnej zlazy a tvorby spermii (Stevens
a Sumner, 1991). Intratracheédlna kontamindcia poskodzuje obran-
né mechanizmy dychacich ciest znizenim fagocytovej aktivity al-
veolarnych makrofagov (Horecky a spol., 1996).

U [udi sa pri vyrobe, distribucii alebo aplikacii simazinu v pol-
nohospodarstve vyskytuju kontaktné dermatitidy (Elizarov, 1972;
Stevens a Sumner, 1991). V USA zistili u zien zvyseny vyskyt
rakoviny prsnika (Kettles a spol., 1997), retardaciu intrauterinné-
ho vyvoja a predc¢asné porody (Munger, 1997) v tych oblastiach,
kde bola pitna voda kontaminovana simazinom.

Simazin sa biotransformuje N-demetylaciou pomocou cyto-
chrému P-450 v mikrozémovom systéme pecene. DIhodobym po-
davanim sa jeho biotransformac¢na kapacita znizuje (Adams a spol.,
1990; Lang a spol., 1996; Hanioka a spol., 1998, 1999). Po bio-
transformacii v peceni sa 60—70 % simazinu vyli¢i mocom, 5—
10 % sa hromadi v erytrocytoch, kostiach, tukovom tkanive, v pe-
¢eni a oblickach. Zvysok sa vyludi stolicou (Bakke a spol., 1972).

Pretoze prebieha biodegradacia simazinu hlavne v peceni, zvy-
Sena expozicia alebo intoxikacia touto latkou zasahuje do jej ho-

Tab. 1. Body weight of control and experimental mice.
Tab. 1. Hmotnost kontrolnych a pokusnych mysi.

Statistické ~ Kontrola Simazin Simazin
ukazovatele 2¢g/kg/den  4g/kg/den
Statistical Control  Simazine Simazine
parameters 2g/kg.day’ 4g/kg.day!

Hmotnost zvierat n 19 16 10

Body weight m 37 33,6 28,83

(2) +SEM 5,70 6,70 4,40

Vysvetlivky/Legend: n — poéet/number, m — aritmeticky priemer/
arithmetic mean, £SEM — stredna chyba priemeru/standard error of
mean.

tvorba energie po poddvani simazinu dostato¢na na udrZanie
funkcii pecene. (Tab. 4, obr. 6, lit. 24.)

KTucové slova: simazin, pecen, mitochondrie, oxida¢na fosfory-
lacia, steatdza.

meostazy a méze vyvolat patologické zmeny. Nasim cielom bolo
zistit, ¢i sa tieto zmeny prejavia vznikom steatozy pecene a ¢i do-
jde k naruseniu bioenergetiky mitochondrii.

Material a metody

V pokusoch sme pouzili mysi kmena B6C3F1 (Taconic, Inc.,
Germantown, New York, USA). Mysi sme umiestnili v samostat-
nych boxoch vo zverinci s automatickym 12-hodinovym strieda-
nim cyklu svetlo/tma. Teplota vzduchu bola 22 °C a relativna vlh-
kost 50—70 %. Zvierata mali volny pristup k vode a k davkova-
nej potrave. Kontrolné (zdravé) zvierata sme kimili zmesou ST-1
Bergman pre mysi a potkany (fa Bergman, Jesenice u Prahy, CR).
Pokusnym zvieratdm sme tito stravu miesali s technickym sima-
zinom s Cistotou 98 % (Ciba Geigy Corp. Greensboro, North
Carolina, USA). Strava bola peletovana do Standardnej formy a ste-
rilizovana 20 minut pri 120 °C. Vzorky krmiva sa kontrolovali na
mikrobiologicku Cistotu.

Zvierata sme rozdelili do troch skupin: 1. kontrolna skupina
— zdravé zvierata, 2. pokusna skupina — zvierata, ktorym sa po-
davala strava so simazinom v davke 2 g/kg/den, 3. pokusna sku-
pina — zvieratd, ktorym sa podavala strava so simazinom v davke
4 g/kg/den. Hmotnost zvierat je v tabulke 1.

Podévanie simazinu trvalo 35 tyzdiiov so 100 % prezivanim.
Po skonéeni pokusu sme pecen vybrali v halotanovej anestézii do
vychladeného izola¢ného média (4 °C). Médium obsahovalo 225
mmol/l manitolu, 75 mmol/l sachar6zy, 0,2 mmol/l EDTA; pH
roztoku sme upravili na 7,4 (Palmer a spol., 1977).

Izoldcia mitochondrii: Tkanivo pecene sme homogenizovali
v suprave teflon-sklo za staleho chladenia pri4 °C. Pripravili sme
10 % homogenat, z ktorého sme po opakovanom odstredeni
v chladenej centrifiige Janetzki K 24 izolovali mitochondrie (Ho-
geboom, 1955). Po izolacii sme mitochondrie resuspendovali tak,
aby obsah bielkovin bol 4—6 mg v 0,1 ml suspenzie. Mnozstvo
mitochondridlnych bielkovin sme uréili podla Lowryho a spol.
(1951).

Parametre oxidacnej fosforylacie sme merali na oxygrafe Gil-
son 5/6 H polarograficky, pomocou Clarkovej kyslikovej elektro-
dy. Inkuba¢né médium obsahovalo 10 mmol/l HEPES, 5 mmol/l
KH,PO,, 120 mmol/l KCl, 0,5 mmol/l EDTA, 2 g/ dextranu; pH
roztoku sme upravili na 7,2 (Rouslin a Millard, 1980). Mitochon-
drie oxidovali NAD-substrat glutamat sodny alebo FAD-substrat
jantaran sodny/rotenon s vyslednou koncentraciou 5 mmol/l. Na
stimulaciu dychania sme pridavali 500 nmolov ADP.

Malé mnozstvo pecenového tkaniva (priblizne 100 mg) sme
pouzili na urcenie koncentracie cholesterolu (Balint, 1962) a tria-
cylglycerolov (Jover, 1963).

Na statistické vyhodnotenie vysledkov sme pouzili neparamet-
ricky Kruskalov—Wallisov test. Po dokdzanom Statisticky vyz-
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Fig. 1. Concentration of cholesterol and triacylglycerols in the liver in
control and experimental mice.

Obr. 1. Koncentracia cholesterolu a triacylglycerolov v peceni u kon-
trolnych a pokusnych mysi.

namnom rozdieli medzi porovnavanymi skupinami sme dalej po-
uzili Wilcoxonov test. Urcili sme, medzi ktorymi skupinami st
vyznamné rozdiely pri 95 % hladine spolahlivosti.

Vysledky

V peceni zvierat oboch pokusnych skupin sme zistili vyrazne
zvySenu koncentraciu triacylglycerolov a cholesterolu (tab. 2, obr.
1). Vyssie hodnoty tychto ukazovatelov sa dosiahli pri vyssej dav-
ke simazinu. Podéavanie simazinu v davke 4 g/kg/den viedlo ku
vzniku steatozy pecene.

Dlhodobé podavanie simazinu ovplyvnilo bioenergetiku pe-
¢enovych mitochondrii v oboch sledovanych pokusnych skupi-
nach pri NAD-substrate glutamate aj FAD-substrate jantarane
(tab. 3, 4). Vyznamne klesol index respiracnej kontroly (RCI),
ktory je mierou integrity mitochondrii (obr. 2), rychlost spotre-
by kyslika pri stimulovanom dychanis ADP v stave 3 [QO,(S,)]
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Fig. 2. Respiration control index in liver mitochondria in control and
experimental mice.

Obr. 2. Respiracny kontrolny index v pecefiovych mitochondriach
u kontrolnych a pokusnych mysi.

(obr. 4) a fosforyla¢na rychlost (OPR) (obr. 6). Rychlost spotre-
by kyslika pocas pokojového dychania bez pritomnosti ADP
v stave 4 [QO,(S,)] (obr. 5) sa vyznamne zvySila v skupine s dav-
kou simazinu 4 g/kg oproti kontrolnej skupine aj oproti skupine
s davkou 2 g/kg, ak mitochondrie oxidovali glutamat sodny. Pri
substrate jantaranu sa rychlost spotreby kyslika v stave 4
[QO,(S,)] v jednotlivych skupindch nemenila (obr. 5). Hodnoty
koeficientu oxidacnej fosforylacie (ADP:O) sa v sledovanych
skupindch nemenili (obr. 3).

Diskusia

Chemickeé pric¢iny vzniku chorobnych procesov rasti s rozvo-
jom civiliza¢ného procesu. Populécia je Coraz viac vystavovana
vplyvu chemickych latok a zlucenin, ktoré sa vyrabaju a pouzi-
vajuv praktickom zivote, alebo sa stavaju sucastou zivotného pros-
tredia. Mnohé z nich maju toxické uc¢inky a mozu ohrozovat zdra-

Tab. 2. Concentration of cholesterol and triacylglycerols in the liver 35 weeks after administration of simazine.
Tab. 2. Koncentracia cholesterolu a triacylglycerolov v peceni po 35-tyZdiiovom podavani simazinu.

Statistické Kontrola Simazin Simazin KW Wilcoxonov test

ukazovatele 2¢g/kg/den 4g/kg/den

Statistical Control Simazine Simazine p< Wilcoxon test

parameters 2¢/kg.day! 4g/kg.day! p<
Cholesterol n 9 9 12 K:S2g 0,01
peceii/liver M 4,56 5,74 7,83 K:S4g 0,001
Cholesterol Cl 4,20-5,09 4,87-6,32 6,51-9,37 0,001 S2g:S4g 0,001
(mmol/kg)
Triacylglyceroly n 9 9 12 K:S2g 0,001
pecen/liver M 10,31 20,13 47,69 K:S4g 0,001
Triacylglycerols Cl 8,84-10,93 18,91-20,90 23,76-56,01 0,001 S2g:S4g 0,001
(mmol/kg)

Vysvetlivky/Legend: n — pocet ¢lenov suboru/number, M — median/median, Cl — 95 % konfiden¢ny interval, 95 % confidence interval, KW —
Kruskalov—Wallisov test, Kruskal-Wallis test, p — vyznamnost/significance, K — kontrola/control, S2g — simazin v davke 2g/kg/den, — simazine 2g/

kg.day”, S4g — simazin v davke 4g/kg/den, — simazine 4g/kg.day'.
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Fig. 3. Coefficient of oxidative phosphorylation in liver mitochondria
in control and experimental mice.
Obr. 3. Koeficient oxidacnej fosforylacie v peceniovych mitochondriach
u kontrolnych a pokusnych mysi.

vie [udi. Preto je potrebné Studovat a poznat rézne aspekty vplyvu
xenobiotik na organizmus.

Nas pokus ukdzal, ze simazin podobne ako iné hepatotoxic-
ké latky vyvola hromadenie triacylglycerolov v pecenovej bun-
ke — steatdzu pecene (Brixova, 1981; Uli¢na a spol., 1988,
1989). Stupen tukovej infiltracie pe¢ene mozno kvantifikovat
urcenim koncentrdcie triacylglycerolov v peceni. Koncentracia
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Fig. 4. Rate of oxygen uptake by mitochondria stimulated with ADP
(state 3) in liver mitochondria in control and experimental mice.

Obr. 4. Rychlost spotreby kyslika mitochondriami pri stimulovanis ADP
(Stav 3) v peceniovych mitochondriach u kontrolnych a pokusnych mysi.

triacylglycerolov pri steatéze pecene u potkanov dosahuje hod-
noty 22 mmol/kg, u Tudi nad 45 mmol/kg (Brixova, 1981).V na-
Sich pokusoch sa po dlhodobom podavani nizsej davky simazinu
(2 g/kg/den) vyznamne zvysila koncentracia triacylglycerolov
v peceni a dosiahla hranicu, ktort uz mézeme povazovat za ste-
atozu pecene. Pri vy$sej davke 4 g/kg/den bola steatéza pecene
vyrazna.

Tab. 3. Oxidative phosphorylation in liver mitochondria 35 weeks after administration of simazine (substrate natrium glutamate).
Tab. 3. Oxidacéna fosforylacia v mitochondriach pefene po 35-tyZzdiiovom podavani simazinu (substrat glutamat sodny).

Substrat- Statistické Kontrola Simazin Simazin KW Wilcoxonov test
glutamat ukazovatele 2g/kg/den 4g/kg/den
Substrate Statistical Control Simazine Simazine p< Wilcoxon test
glutamate parameters 2¢/kg.day! 4¢g/kg.day! p<
RCI n 14 16 16 K:S2g 0,001
(S,.8,M M 7,50 4,78 4,26 K:S4g 0,001
Cl 6,40-9,00 4,00-6,29 3,90-4,57 0,001 S2g:S4g  ns.
ADP:O n 14 16 16 qK:S2g n.s.
(nmolADP. M 2,49 2,54 2,43 n.s K:S4g n.s.
nAtO™) Cl 2,39-2,59 2,44-2.71 2,31-2,59 S2g:S4g  ns.
QO,S,) n 14 16 16 K:S2g 0,001
(nAtO.mg M 84,33 65,44 69,86 K:S4g 0,001
prot”!.min") Cl 82,01-92,26 50,82-70,66 64,97-78,41 0,001 S2g:S4g  ns.
QO,S,) n 14 16 16 K:S2¢g n.s.
(nAtO.mg M 11,24 12,62 16,71 K:S4g 0,001
prot!.min’") Cl 9,01-13,99 10,61-14,15 15,76-17,55 0,001 S2g:S4g 0,001
OPR n 14 16 16 K:S2g 0,001
(nmolATP.mg M 215,33 166,31 169,58 K:S4g 0,001
prot”!.min") Cl 204,41-232,20 120,43-193,55 155,34-176,89 0,001 S2g:S4g  ns.

Vysvetlivky/Legend: n — pocet ¢lenov suboru/ number, M — median/ median, Cl — 95 % konfidencny interval, 95 % confidence interval, KW —

Kruskal—Wallisov test, Kruskal—Wallis test, p — vyznamnost/significance, RCI — respirac¢ny kontrolny index, respiration control index,
ADP:O — koeficient oxidacnej fosforylacie, coeficient of oxidative phosphorylation, QO,(S,) — rychlost spotreby kyslika mitochondriami pri
stimulovani s ADP (stav 3), rate of oxygen uptake by mitochondria stimulated with ADP (state 3), QO,(S,) — rychlost spotreby kyslika v kludo-
vom stave (stav 4), rate of basal oxygen uptake by mitochondria (state 4), OPR — fosforylacna rychlost, oxidative phosphorylation rate, K —
kontrola/control, S2g — simazin v davke 2g/kg/den, — simazine 2g/kg.day"!, S4g — simazin v davke 4g/kg/den, — simazine 4g/kg.day'.
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Fig. 5. Rate of basal oxygen uptake by mitochondria (state 4) in liver
mitochondria in control and experimental mice.

Obr. 5. Rychlost spotreby kyslika v pokojovom stave (stav 4) v pece-
novych mitochondriach u kontrolnych a pokusnych mysi.

Toxické poskodenie pecene Casto interferuje s poruchou tvor-
by energie. Ukazalo sa, Ze po dlhodobom podévani simazinu do-
$lo k vyznamnému naruseniu bioenergetiky pecenovych mitochon-
drii. Narusila sa integrita mitochondrii, o ¢om svedc¢i zniZeny in-
dex respiracnej kontroly. Vyznamné je najmé zniZenie spotreby
kyslika v stave 3. Stav 3 vyjadruje rychlost spotreby kyslika v pri-
tomnosti mitochondrii, substratu (v nasom pripade NAD-substra-
tu glutamatu alebo FAD-substratu jantaranu sodného), anorganic-
kého fosfatu a ADP. Rychlost, akou mitochondrie spotrebuvaju
kyslik, je citlivym ukazovatelom funkcie retazca transportu elek-
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Fig. 6. Oxidative phosphorylation rate in liver mitochondria in con-
trol and experimental mice.
Obr. 6. Fosforyla¢na rychlost v pecefiovych mitochondriach u kon-
trolnych a pokusnych mysi.

tronov. V stlade so zniZenou kapacitou dychacieho retazca po-
klesla aj rychlost tvorby ATP (fosforylacna rychlost) v mitochon-
dridch, ktoré sme izolovali z pe¢ene mysi kimenych stravou s ob-
sahom simazinu pri NAD-substrate glutamate aj FAD-substrate
jantarane. Kvantitativne spojenie tvorby ATP s transportom elek-
tronov odraza pomer ADP:0. Po podavani simazinu sme nenasli
zmeny v indexe ADP:O, ¢o poukazuje na to, Ze k odpojeniu oxi-
dacie od fosforylacie nedoslo. Tvorba energie v mitochondriach
pecene po podéavani simazinu bola znizena, ale stacila na udrzanie
funkcie pecene. Dostato¢na tvorba energie vo forme ATP je po-

Tab. 4. Oxidative phosphorylation in liver mitochondria 35 weeks after administration of simazine (substrate natrium succinate).
Tab. 4. Oxida¢na fosforylacia v mitochondriach peéene po 35-tyZdiiovom podavani simazinu (substrat jantaran sodny).

Substrat- Statistické Kontrola Simazin Simazin KW Wilcoxonov test
jantaran ukazovatele 2g/kg/den 4g/kg/den
Substrate Statistical Control Simazine Simazine p< Wilcoxon test
succinate parameters 2g/kg.day! 4g/kg.day’! p<
RCI n 14 16 11 K:S2g 0,001
(S,.S,M M 3,80 2,46 2,44 K:S4g 0,001
Cl 3,27-4,15 2,30-2,75 2,17-2,77 0,001 S2g:S4g  ns.
ADP:O n 14 16 11 K:S2g n.s.
(nmolADP. M 1,41 1,35 1,27 n.s K:S4g n.s.
nAtO™) Cl 1,25-1,52 1,23-1,42 1,16-1,51 S2g:S4g  ns.
QO,S,) n 14 16 11 K:S2g 0,001
(nAtO.mg M 156,87 103,83 109,61 K:S4g 0,001
prot”.min") Cl 127,76-171,80 80,99-131,07 91,85-124,29 0,001 S2g:S4g  ns.
QO,(S,) n 14 16 11 K:S2g n.s.
(nAtO.mg M 43,08 42,27 46,33 n.s. K:S4g n.s.
prot’.min’") Cl 33,62-46,65 31,28-52,20 39,48-53,31 S2g:S4g  ns.
OPR n 14 16 11 K:S2g 0,001
(nmolATP.mg M 213,00 134,76 129,19 K:S4g 0,001
prot”.min") Cl 182,37-263,70 119,05-171,43 102,95-152,99 0,001 S2g:S4g  ns.

Vysvetlivky pozri v tabulke 3.

Legend see in Table 3.
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trebna pre zabezpecenie endergonickych reakcii a udrzanie aktiv-
neho transportu v membranovych systémoch.

Biotransformacia xenobiotik vratane lieCiv, ktora sa uskutoc-
nuje pomocou cytochromu P450, je vo v§eobecnosti spojena s tvor-
bou volnych radikalov. Radikalové poskodenie by mohlo byt spo-
loénym mechanizmom poskodenia r6znymi xenobiotikami, ktoré
sa lisia svojou chemickou $truktirou aj primarnym mechanizmom
udinku.

Vznik steatdzy mézeme povazovat za priznak toxického po-
Skodenia pecene. Za zavazné povazujeme zistenie, ze doslo k zni-
zeniu oxidacnej fosforylacie v mitochondriach pecene. ZniZena
rychlost tvorby ATP méze mat za nasledok zniZenie metabolickej
kapacity pecene.”
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