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Uvod

Soucasné  pusobeni  chemickych  zneciSténin
v zivotnim prostfedi na ¢loveéka a na samo Zivotni prostre-
di je bézné. Chemické latky se do prostiedi dostavaji
z riznych oblasti lidské Cinnosti; ze zemed€lstvi, pramys-
lové vyroby, farmacie, a nasledné ze zdravotnictvi, dopra-
vy, a tak by se dala vypocitat veSkerd ¢innost. Snadno tak
mohou piisobit spoleéné odpad z pramyslové vyroby, 1éCiv
a zemé&d¢lstvi. Sole niklu, diklofenak a 3,4-dichloranilin
tvori ¢ast znecist'ujicich latek a mohou tak byt prikladem.

Nikelnaté ionty jsou pro organismy pravdépodobné
esencilni, nicméné vyroba tisicti tun sloucenin niklu ma
za nasledek kontaminaci pidy, vod i ovzdusi. Do ptirody
se dostava z prumyslovych emisi i ze zemédélstvi. Od
roku 1990 se svétova produkce niklu zdvojnasobila
7900 000 tun na 1 800 000 tun ro¢né, umérné tomu bude
vysoka i produkce chloridu nikelnatého'. Chlorid nikelnaty
je klasifikovan jako toxicky se symbolem T. Je podeziely
z karcinogenity, genotoxicity, z alergizujicich uc¢inkl
a mize mit vliv na rozmnozovani-.

Rozkladem herbicidii diuronu, linuronu a propanilu,
pouzivanych v zemédé€lstvi k ochrané rostlin, se dostava
do pudy 3,4-dichloranilin®. Tato latka se snadno vaZe na
organicky material v ptidach a tam se kumuluje. Nejsou
udaje, ze by mél karcinogenni nebo mutagenni ucinky,
nicmén€ je zde podobnost s 4-chloranilinem, ktery
z karcinogenity podeziely je. Je nebezpecny pro vodni
organismy, u lidi drazdi o¢i a kiizi a mtize zptisobit methe-
moglobémii (cyanosu)’. Neni tedy zcela bezpeny a byva
klasifikovén jako toxicky se symbolem T.

Prikladem velmi vyuzivané u¢inné latky v 1é¢ivech je
diklofenak. Diklofenak, 2-aryloctova kyselina, je ucinna

zanétlivych lé¢ivech. M4 1 analgetické a antipyretické

575

Laboratorni pfistroje a postupy

vlastnosti, a proto je Siroce uzivan v lécich tlumicich bo-
lest kloubii a svali. Ani jeho toxické ucinky vsak nejsou
zanedbatelné. Diklofenak a jeho metabolity se vylucuji
a odpadnimi vodami zna¢n€ kontaminuji Zivotni prostiedi.

Odhad rizika expozice smésim chemickych latek neni
jednoduchy. Neni vZdy zndmé, jak se slozky navzijem
v ucincich ovliviuji. Pokud se predpoklada, ze se velikosti
uginkd jednotlivych slozek s&itaji*, nemusi tomu tak byt
vzdy’. Experimentalnich podkladii je viak nedostatek.

Pii identifikaci nebezpec¢nosti (hazardu) styku orga-
nismt s chemickymi latkami je jednou z dalezitych vlast-
nosti akutni toxicita. V soucasné dobé je snaha i pii stano-
veni akutni toxicity chemickych latek pouzit alternativni
testy k testim na zvifatech jak in vitro, tak i in silico®,
které by ptivodni testy na obratlovcich nahradili. Takovym
testem by mohl byt i test na priméarnich hepatocytech
z potkana. Ten v sobé spojuje vyhody testti na nizSich or-
ganismech (prace s roztoky sloucenin a velky pocet testo-
vacich ,,jednotek” — jaternich bun¢k) s vyhodami test na
vyssich organismech (buiiky savci).

Pouziti jaternich bunék pro testovani toxicity neni
zalezitost zdaleka nova. Od sedmdesatych let minulého
stoleti, kdy byla vyvinuta metoda jejich izolace, byly pou-
7ivany zejména pro zkoumani metabolismu xenobiotik .

Cilem této prace bylo stanovit akutni toxicitu dvou
smési latek s rozdilnym plsobenim a rozdilného pvodu:
chloridu nikelnatého s diklofenakem a s 3,4-dichlor-
anilinem. Pro stanoveni akutni toxicity téchto smési byly
pouzity primarni hepatocyty z potkana. Byly stanoveny
efektivni koncentrace ECS0(M) pro ireversibilni poskozeni
membran bunék barvenim trypanovou modii, viabilitu,
a EC50(M) pro zasah do metabolickych funkci buné¢k tes-
tem ureogenese.

Experimentalni ¢ast
Chemické slouceniny

Testované latky: chlorid nikelnaty hexahydrat, CAS
7791-20-0 cistoty p.a. firmy Lachema; 3.,4-dichloranilin,
CAS 95-76-1, 98%, ALDRICH, diklofenak sodny, CAS
15307-79-6, p.a., SIGMA-ALDRICH Chemie, Steinheim,
Némecko.

Slouceniny potfebné pro pripravu pracovnich roztoki
a pufra byly cistoty p.a. firmy LACHEMA (NaCl, KCI,
CaC12.2H20, NH4C1, H3PO4, KH2P04, NazHPO4 12 HzO,
MgSO;,. 7 H,O), HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin-
ethansulfonova kyselina) p.a. firmy SIGMA (kat. ¢. H-
3375), EGTA (ethylen glykol-bis(B-aminoethylether)-
-N,N,N’,N’-tetraoctova kyselina), p.a. firmy MERCK,
kolagenosa (816 IU) firmy SEVAC, albumin bézné Cistoty
firmy IMUNA. Trypanova modf pro testovani zivotnosti
(viability) od firmy LACHEMA, pro stanoveni ureogenese
ornitin, LACHEMA, mocovina, diacetylmonoxim a thi-
osemikarbazid, MERCK. Pro praci se zvifaty narcotan
a heparin firmy LECIVA CR.
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Pracovni roztoky

Hankliv roztok: 80 g NaCl, 4g KCl, 2 g MgSO, .
7 H,O, 0,6 g Na,HPO,. 2 H,0, 0,6 g KH,PO4 do 1 litru
destilované vody.

Modifikovany Hankuv roztok pro ptipravu perfuznich
roztokli: 25 ml Hankova roztoku, 222 ml destilované vody,
0,525 g NaHCO;, 0,75 g HEPES.

Perfuzni Hanklv roztok I: 150 ml modifikovaného
Hankova roztoku, 0,0342 g EGTA

Perfuzni HankGv roztok II: 100 ml modifikovaného
Hankova roztoku, 0,1 g kolagenosa, 0,588 g CaCl, . 2 H,O.

Kultiva¢ni médium Krebstv-Henseleittiv pufr pH 7,4:
6,9 g NaCl, 0,36 g KCl, 0,13 g KH,PO,, 0,295 g Mg-
SO4 .7 Hzo, 0,374 g CaClz .2 H20, 2,0 g NaHC03 do
1 litru destilované vody. Pfed pouzitim jsou roztoky pro-
bublavany pneumoxidem (95 % O,, 5 % CO,) a tempero-
vany na 37 °C.

Pro barveni Trypanovou modfi: 1 g Trypanové modie
do 250 ml Krebsova-Henseleitova pufru a zfiltrovat pres
0,22 pm filtr.

Pro ureogenesi roztok ornitinu: 0,424 g NH,CI,
0,134 g ornitin do 40 ml Krebsova-Henseleitova pufru.

Roztok A: 300 ml 85% H;PO,, 200 ml destilované
vody.

Roztok B: 600 mg diacetylmonoximu, 30 mg thiose-
mikarbazidu do 100 ml destilované vody.

Pokusnéa zvifata

Pro ptipravu hepatocytli byla pouzita jatra ze samci
potkanti kmene Wistar hmotnosti 250-300 g od firmy Ve-
laz, s.r.o. Potkani byli chovani po ¢tyfech v kleci ve zvé-
finci Statniho zdravotniho ustavu, Praha, za podminek
v souladu se zasadami zachédzeni s pokusnymi zvifaty
podle § 11 vyhlasky ¢. 207/2004 Sb. o ochrané, chovu
a vyuziti pokusnych zvifat. Byl zarucen 12 hodinovy cyk-
lus svétlo/tma pfi teploté 22 °C a vlhkosti 55 % s volnym
pristupem k potravé i vodé. Jatra byla potkanim vyjmuta
v anestézii pusobenim narkotanu a zvifata byla po té utra-
cena.

Metody

Izolace hepatocytit

Hepatocyty byly izolovany popsanym postupem’. Po
odstranéni vapenatych ionti z jater perfuzi roztokem, ob-
sahujicim chelata¢ni ¢inidlo EGTA jsou buiiky uvolnény
perfazi roztokem, obsahujicim kolagenosu. Kolagenasa
uvolni kolagenové vazby ve struktufe jaterni tkané. Ziska-
na suspense jaternich bun¢k se ptevede do kultiva¢niho
média.

Perfuzni aparatura se skladd z nadobky na perfuzni
roztoky propojené pres oxygenator a peristaltickou pumpu
s kanylou, kter4 je zavedena do portalni Zily jater. K apara-
tufe je pripojen pfivod pneumoxidu a z vodni lazné pro
udrzovani teploty perfuznich roztokid na 37 °C. Jako per-
fuzni roztoky jsou pouzity dvé modifikace Hankova solné-
ho roztoku. Nejprve se provadi perfuze s Hankovym roz-
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tokem, ktery obsahuje chelatacni ¢inidlo EGTA pro od-
stranéni vapenatych ionti, poté se provadi perfuze Hanko-
vym roztokem s pfidanou kolegenasou.

Suspense hepatocytl se premisti do kultivacnich ba-
nek s kulatym dnem (obsahu 50 ml), které jsou pripevnény
na rotacni odparce. K rotacni odparce je pfipojen piestup-
nik, umoznujici spojeni s péti baiikami. Odparka je umisté-
na tak, aby banky mohly prochazet skrz vodni lazen
s konstantni teplotou 37 °C. Jako kultivacni médium je
pouzit Krebstiv-Henseleittiv pufr o pH 7,4. Do kultivacni-
ho média se pfidava testovana latka v riznych koncentra-
cich tak, aby bylo mozné sestrojit zavislost ucinnosti na
koncentraci.

U kazdé sarze suspense hepatocytl je pied dalSimi
pokusy stanovena zivotnost (viabilita) barvenim Trypano-
vou modfi. Primérnd Zivotnost se pohybuje kolem 80 %.
V mikroskopu se vitalni hepatocyty zobrazi morfologicky
bez poruchy, jako samostatné kulaté buiiky. Pro dalsi testy
jsou hepatocyty fedény na koncentraci kolem 2-10° Zivych
(nebarevnych) bunck/ml. Takto suspendovana kultura
hepatocytil pieziva v pouzZitelném stavu asi 4 hodiny'°.

Barveni Trypanovou modri

Optické rozliseni irreversibilniho poskozeni bunécné
membrany  hepatocytdl se provadi  pozorovanim
v mikroskopu (Carl Zeiss Jena, zvétSeni 125x) po obarveni
Trypanovou modii s pouzitim Biirkerovy komirky''. Bar-
vivo nepronikda do neporusenych, zivych bunék a obarvi
jen buiiky s poskozenou bunéénou membranou, mrtvé
bunky. To je mozné opticky rozlisit. Viabilita, Zivotnost, je
kvantifikovana jako pomér poctu Zivych bun¢k proti cel-
kovému (Zivé i mrtvé) poctu bunék. Vynasobeno stem ji
dostaneme v procentech. Pokud z jakéhokoliv divodu
nedojde k thynu a vSechny jsou Zzivé, byla by viabilita
100 %.

Pocty zivych a mrtvych bunék se pocitaji na zacatku
a po 60 minutové expozici v péti ¢tvercich Blirkerovy ko-
mirky a jejich soucty se pouziji k dalsSimu vypoctu.

Kultivaéni batiky jsou naplnény roztokem (8,5 az
9,5 ml) testované chemické latky v kultivaénim médiu.
Suspense hepatocytt (0,5-1,5 ml) je ptidana (celkovy ob-
jem 10 ml) a po kratkém zamichani se 50 pl vysledné sus-
pense okamzité napipetuje do zkumavky obsahujici 0,5 ml
roztoku Trypanové modfi. Biirkerova komurka se naplni
obarvenou suspensi hepatocytii a pocita se pocet Cistych
(zivych, vitalnich) a pocet zbarvenych (mrtvych) bunék
v péti Ctvercich obou pocitacich prostorti komurky na jeji
uhlopfic¢ce. Primér poméri mezi zivymi bunkami a celko-
vym poctem (zivé plus mrtvé) bunék je oznacen jako poca-
teCni (nulova) zivotnost (viabilita) pfipravené suspense
hepatocytti. Viabilita blanku (bez jakékoliv latky) po
60 min kultivace zmensena o pocatecni viabilitu je pokla-
dana za 100% viabilitu. U&innost viech koncentraci testo-
vané latky je pocitana po 60 min expozici v procentech ze
100% viability blanku. Z vysledki jednotlivych vzorku je
zkonstruovana kiivka zavislost velikosti G¢inku, viabilita
(100-0 %), na koncentraci a vypocita se EC50.
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Tvorba mocoviny (ureogenese)

Tento test stanovi funkéni integritu a metabolickou
schopnost nebo neschopnost hepatocytti, nabourani jejich
metabolickych cest. NaruSeni metabolickych cest je cha-
rakterizovano zménénou schopnosti ménit  ornitin
v mocovinu. Koncentrace mocoviny se méfi spektrofoto-
metricky v suspensi hepatocytli pti 520 nm pomoci kalib-
raéni kiivky'?. Rozdil mezi koncentraci mo&oviny na po-
catku pokusu pred pfidani testované latky a po 30 min
expozice sledovanou latkou odpovida tvorbé mocoviny.
Tento rozdil ve vzorku, do kterého nebyla ptidana zadna
latka, je pokladano za 100 %. Hodnoty exponovanych
vzorki jsou k této kontrolni 100% hodnot¢ vztazeny.

Stanoveni se provadélo v tomtéZ roztoku, jako byla
méfena zivotnost barvenim Trypanovou modii. Objem
50 pl roztoku ornitinu byl pfidan tésné pred pfidanim sus-
pense hepatocyti. Po kratkém promichani bylo 200 ul
vzniklé suspense pipetovano do zkumavky, kterd obsaho-
vala 2 ml smési roztokl A a B (5 : 1)'? a 30 min inkubova-
na za stalého michani pfi teploté 37 °C. Tento postup byl
opakovan se vzorky, obsahujicimi rtiznou koncentraci
testované latky tak, aby mohla byt sestrojena uplna kiivka
zavislosti velikosti G¢inku na koncentraci testované latky.
Takto pfipravené vzorky mohou byt prechovavany
v chladni¢ce. Jakmile vSechny vzorky byly pfipraveny,
byly pfemistény na 20 min do vrouci vody. Potom byly
ochlazeny pod tekouci studenou vodou a proméfena absor-
bance pti 520 nm.

Rozdil mezi koncentraci moCoviny na pocatku poku-
su a po 30 min inkubace kontrolniho vzorku bez testované
latky bylo povaZovéano za 100 %. Koncentrace moc¢oviny
ostatnich vzorkl s rozdilnou koncentraci testované latky
byla pfepoctena na procenta v tomto méfitku a sestrojena
ktivka zavislosti velikosti u€¢inku na koncentraci testované
latky pro vypocet EC50.

Krivka zavislosti velikosti ucinku na koncentraci

Pro sestrojeni zavislosti odpovédi na koncentraci tes-
tované latky a vypocet EC50 byl pouZit program Origin
6.1. Hodnoty EC50 v molarnich koncentracich udavaji
koncentraci testovanych latek v roztoku, pfi které dochazi
ke snizeni zivotnosti bun€k (viability) nebo metabolické
aktivity na 50 %. Pomér latek v testovaném roztoku musi
byt vzdy znam a uveden.

Utinek binarnich smési byl testovan pfi riizném mo-
larnim poméru latek ve smési. Pokud to bylo mozné, byla
pro jednotlivé smési stanovena EC50 (M) jako souhrnna
koncentrace latek ve smési, zpusobujici u¢inek. Takze

Tabulka I
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v pripadé smési chloridu nikelnatého s 3,4-dichlor-
anilinem je v tabulce uvedena normalizovana log EC50,
(M) spolu s nenormalizovanou, realnou hodnotou EC50
proti molarnimu poméru smési' (rovnice (1) a (2)).
V piipadé smési s diklofenakem sodnym mohlo byt uvede-
no jen procento sniZeni ptivodnich hodnot ureogenese ne-
bo Zivotnosti.

Normalizace ucinku a molarni zlomek

Velikost u€¢inku EC50 smési chloridu nikelnatého (A)
s 3,4-dichloranilinem (B) byla normalizovana na hodnoty
EC50 slozek smési (EC50,)". K normalizaci byly pouzity
nasledujici rovnice (/) a (2):

(1)
EC50, = EC50(A+B)/[EC50(A) R(A), + EC50(B) R(B),]

(2)
R(A), = ca/EC50(A) [(cA/ECS0(A)) + (cx/EC50(B))]

3)

RB)y = 1-R(A),

ca, Cg prispévky latek A nebo B v efektivni koncentraci
smési A+B, EC50 (A+B), spodni index n oznacuje norma-
lizované hodnoty.

U smési chloridu nikelnatého s diklofenakem nemoh-
la byt normalizace provedena vzhledem k Spatné rozpust-
nosti diklofenaku. V tomto ptipadé byl pouzit nasyceny
roztok sodné soli diklofenaku ve vodé€, ve kterém bylo
rozpu$téno patficné mnozstvi navazeného chloridu nikel-
natého. Molarni koncentrace diklofenaku tedy byla pro
vSechny testované roztoky stejna. Molarni pomér je rozdil-
ny podle velikosti koncentrace chloridu nikelnatého.

Molarnim pomérem rozumime pomér molarnich kon-
centraci obou latek, né€kdy se objevi termin molarni zlo-
mek, ktery v tomto sdéleni znamend totéz: pomér molar-
nich koncentraci sloZzek ve smési, kde je opomenuta tieti
slozka voda jako rozpoustédlo. Molarni pomér ,,smési®
s Cistou latkou je roven jedné bez latky nule.

Vysledky

Hodnoty EC50 ¢istych testovanych latek jsou uvede-
ny v tabulce 1. V tabulce II jsou shrnuty vysledky testovani
smési  chloridu  nikelnatého s 3,4-dichloranilinem,
v tabulce III smési chloridu nikelnatého se sodnou soli
diklofenaku.

Hodnoty EC50 chloridu nikelnatého a 3,4-dichlor-
anilinu se 1i8i o dva fady (tab. I). Podle toho se podstatné

Utinek latek na metabolismus a Zivotnost primarnich hepatocytt z potkant kvantitativng vyjadieni jako EC50 [mM]

Latka CAS MW Test ureogenese Test zivotnosti
EC50 [mM] EC50 [mM]
NiCl. 6 H,0O 7791-20-0 237,70 155,2(+25,2) 236,0(+£23,2)
3,4-Dichloranilin 95-76-1 162,02 1,09 (£0,01) 2,33 (+0,03)
Diklofenak sodium 15307-79-6 318.14 1,08 (£0,69) 2,05 (+£0,03)
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Tabulka II
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Utinek binarni smési chloridu nikelnatého (hexahydrat) (A) s 3,4-dichloranilinem (B) na metabolismus a Zivotnost primar-

nich hepatocyt z potkana

% ve smési® Ryici.eimo Test ureogenese ° Test Zivotnosti ©

A B M] EC50 [mM] EC50,[mM]  EC50 [mM] EC50,[mM]
0 100 0 1,090,01)° 1,0 2,33(20,15) 1,0

25 75 0,25 1,31(20,03) 0,91 2,84(x0,1) 0,91

50 50 0,50 2,01(£0,01) 0,92 429(x0,3) 0,92

75 25 0,75 4,02(x0,30) 0,93 8,23(x0,1) 0,90

100 0 1 155,2(225,2) 1,0 236,0(223,2) 1,0

* mol.%, ° Ryicnemo =1 — R3 4-dichloranilin, - Spodni index n oznaéuje normalizovanou hodnotu, 4y zavorce je standardni
odchylka pocitana ze zavislosti velikosti u¢inku na koncentraci latek ve smési

1i8i 1 hodnoty EC50 jejich smési. Normalizované hodnoty
ECS50 smési jsou stejné, ponekud statisticky nevyznamneé,
pod hodnotou jedna (tab. IT). Niz§i hodnoty EC50 zname-
naji vyssi toxicitu smési (k umrti je tieba jejich mensi mo-
larni koncentrace).

Smési pro vysledky v tab. III byly tvofeny tak, ze do
roztoku 3,8 mM diklofenaku sodného bylo navazeno tako-
vé mnozstvi chloridu nikelnatého, aby vysledny roztok
mél jeho v tabulce uvedenou molérni koncentraci. Molarni
pomér pro diklofenak byl pocitdn z téchto koncentraci.
Proto je v tabulce uvadén Gcinek smési procentem zmény
zivotnosti, nikoliv hodnotou EC50. Je porovnidna zména
zivotnosti hepatocyti ptisobenim ¢istého chloridu nikelna-
tého s plsobenim smési s toutéz koncentraci chloridu ni-
kelnatého ovlivnénou konstantni koncentraci diklofenaku
sodného.

Tabulka III

Diskuse

Znacny rozdil v indexech toxicity EC50 chloridu ni-
kelnat¢tho a 3,4-dichloranilinu (tab.I) znemoziuje
z naméfenych hodnot posoudit, zda se ve smési jejich toxi-
cita ovliviiuje nebo pouze scita (tab. II). Pro toto posouzeni
je vhodné tyto hodnoty normalizovat. Normalizované
EC50, oznacené jako EC50,, nabyvaji pro €isté latky hod-
notu jedna. Pokud jde o aditivni ucinek smési, kde se veli-
kosti G¢inkli jednotlivych sloZek v G¢inku smeési pouze
sCitaji, nabyvaji i tyto smésné¢ EC50 hodnoty jedna. Pokud
jsou normalizované hodnoty od jedné vyznamné odlisné,
znamena to, ze se latky v G¢inku ovliviuji. Divody mohou
byt rozli¢né.

V tab. II jsou uvedeny hodnoty EC50 pro tcinek smé-
si chloridu nikelnatého a 3,4-dichloranilinu na zivotnost

Utinek binarni smési chloridu nikelnatého (hexahydrat) (A) se sodnou soli diklofenaku (B) na Zivotnost primarnich hepato-

cytd z potkana

Ve smési * Riiktofonak’ % Zivotnosti % Zivotnosti
A (M) B* (M) smési NiCl,.6H,0 (A)
0,00 0,0038 1,0 0 100
0,001 0,0038 0,79 45

0,025 0,0038 0,13 81 100
0,050 0,0038 0,07 84 100
0,075 0,0038 0,048 95

0,100 0,0038 0,037 93 100
0,150 0,0038 0,025 97 94
0,200 0,0038 0,019 95 68
0,250 0,0038 0,015 56 0
0,300 0,0038 0,013 3 0
0,350 0,0038 0,011 0
0,400 0,0038 0,009 0 0

? Koncentrace sodné sole diklofenaku je konstantni nad hodnotou EC50, je to nasyceny roztok; b Ruyikiofenak j€ molarni po-
mér molarni koncentrace diklofenaku vicéi celkové molarni koncentraci latek ve smési
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a metabolismus primarnich hepatocytli z potkana. Jejich
normalizované hodnoty EC50, jsou pfiblizn€ o 10 % niZ§i
nez jedna. To by znamenalo, ze smés téchto latek je toxic-
t&j$i nez jejich soucet a ze se v ucinku ovliviluji. AvSak
vzhledem k moznému rozptylu méfeni, které ¢ini minimal-
né 10 %, je mozné tento rozdil povazovat i za disledek
rozdili v méfeni, tedy za Sum.

Zajimavy vysledek prineslo uspotadani pokusu, jehoz
vysledky jsou v tab. IIIl. Vzhledem k nizké rozpustnosti
sodné soli diklofenaku nebylo mozné stanovit hodnoty
ECS50 riznych smési s chloridem nikelnatym. Byla tedy
meéfena zména v Zivotnosti hepatocytll ve smésich se stej-
nou koncentraci sole diklofenaku, ktera byla pfipravena
nasycenim roztoku a pfevysovala jeho EC50, a ménici se
koncentraci chloridu nikelnatého (tab. IIT). Pfi absenci
chloridu nikelnatého byla zivotnost nulova, coz odpovida-
lo EC50 sole diklofenaku. Se stoupajici koncentraci toxici-
ta klesala, a to jiz od malé koncentrace chloridu nikelnaté-
ho, kdy byl ¢tyfnasobny piebytek sole diklofenaku. Toxi-
cita dosahla minima pfi 30-50nasobném piebytku chloridu
nikelnatého, pak opét rostla a pii asi 80nasobném piebytku
chloridu nikelnatého dosahla zivotnost opét nuly. V rozto-
ku se od pocatku smiSeni sodné sole diklofenaku
s chloridem nikelnatym tvofila svétle zelend sraZenina.
Porovnanim s toxicitou roztoku samotného chloridu nikel-
natého je vidét (tab. III), Ze pii vysokém piebytku prevlad-
la jeho toxicita; toxicita sole diklofenaku postupné byla
eliminovana vznikem srazeniny az k tomuto momentu.
Toxicita srazeniny diklofenatu niklu se zifejmé neprojevo-
vala. Pro vysvétleni snizeni toxicity smési diklofenaku
a chloridem nikelnatym lze vyuZzit dv€ skuteCnosti: vliv
nikelnatych iontd na metabolismus diklofenaku a tvorba
srazeniny.

Komplexy diklofenaku s dvojmocnymi kationty médi,
kobaltu, manganu i niklu byly syntetizovany a podrobné
popsany'*'¢ a dalsi. Byly popsany jako mikrokrystalické
srazeniny, stalé na vzduchu a ve vodé nerozpustné. Tyto

pripravovany v roztocich v ethanolu. Jiz po pfidani n€koli-
ka kapek vody se komplex srazi.

~~~~~

ucinek. Ani jeho toxické Gcinky vSak nejsou zanedbatelné.
Diklofenak vykazuje v hepatocytech izolovanych z jater
potkant charakteristickou sigmoidalni zavislost cytotoxic-
ké ¢innosti na koncentraci u¢inné latky. Uginnost na i-
votnost hepatocytll barvenim Trypanovou modfi jsme sta-
novili po 60 min expozici EC50 2,05+0,03 mM, G¢innost
na metabolismus po 30 min expozici testem ureogenese
1,08+0,69 mM (tab. I). Toxicky ucinek diklofenaku na
hepatocyty byl nalezen pii koncentraci 50 mg ml™ vody-
'8 Hodnota EC50 poskozeni hepatocytii ziskana stano-
venim uvolnéné laktat dehydrogenasy byla po 24 h expozi-
ci naméfena 0,331+£0,007 mM (cit.'’), testem MIT
(kolorimetricky pomoci 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl1)-3,5-
-difenyl formazanu® 0,392+0,034 mM (cit.>'). Nage vy-
sledky jsou s ohledem na délky expozice s t€émito vysledky
v dobré shodé¢.

Vedle diklofenaku jsou pfi¢inou jeho toxicity pro
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hepatocyty také jeho metabolity 4’-hydroxydiklofenak
a 5-hydroxydiklofenak®, které vznikaji diky cytochromu
P450 3A. Inhibice metabolismu diklofenaku snizuje jeho
toxicitu, indukce cytochromu P450 3A toxicitu zvysuje”.
Chlorid nikelnaty vyznamné snizuje celkové mnozstvi
cytochromu P450 v jaternich mikrosomech. Po sc. injekci
potkanu (250 pmol kg™') klesla mikrosomélni aktivita asi
na 40 % ptvodni hodnoty, mnozstvi cytochromu P450
kleslo asi na 65 % (cit.**).

Pridéni chloridu nikelnatého k diklofenaku, ktery je
pro hepatocyty vysoce toxicky, vedlo ke snizeni toxicity
této binarni smési velmi drasticky. Tento jev byl tak vyraz-
ny, Zze vurCitém rozsahu koncentraci byla zaznamenana
jen mald ztrata Zivotnosti hepatocyti (tab. III). ZvySovani
koncentrace chloridu nikelnatého vedlo pak ke zvySovani
toxicity az k Uplné ztraté zivotnosti. Domnivame se proto,
ze hlavni pfic¢inou ztraty toxicity diklofenaku s chloridem
nikelnatym je tvorba nerozpustné srazeniny jejich komple-
Xu.

Zavér

Test s primarnimi hepatocyty z potkand byl pouzit
pro stanoveni akutni toxicity bindrnich smési chloridu
nikelnatého s 3,4-dichloranilinem a chloridu nikelnatého
se sodnou soli diklofenaku. Jsou to polutanty, které se do
zivotniho prostfedi dostavaji z riznych zdroju (farmacie,
chemicky prumysl, zemédé€lstvi) a plsobi rozdilnymi
mechanismy. Zatimco akutni toxicita smési diklofenaku
s 3,4-dichloranilinem je aditivni nebo se U€inky slozek jen
nepatrné vzajemné ovliviiuji, pisobenim smési diklofena-
ku s chloridem nikelnatym je ovlivnéni vyrazné. Ve smési
diklofenaku s chloridem nikelnatym se vytvoti svétlezele-
na srazenina. V zavislosti na poméru koncentraci slozek
toxicita smési klesa az témért k zadné. Vedle tvorby sraze-
niny nelze v nékterych piipadech vyloucit ani vliv nikelna-
tych iontli na metabolismus diklofenaku. Nicméné to zna-
mend, ze v pfirodé mize dochizet ke snizovéani toxicity
nékteré slozky znecisténi plisobenim jinych slozek.

Tato prdce byla podporena cdstecné grantem evrop-
ské unie (evropska komise FP6. ¢. kontraktu 003956), cds-
tecné granty GA CR 203/06/1265 a IGA MZ CR NR/8780-3
a Statnim zdravotnim ustavem v Praze.
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