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ABSTRACT

The effect of herbicide bentazone on sheep peripheral blood phagocytes and lymphocytes under in vitro
conditions was studied by iodo-nitro-tetrasolium reductase and leukocyte migration-inhibition test. Herbicide,
dissolved in dimethylsulphoxide, was tested at the concentrations of 1.10" — 1.10° mol/l. After exposure, the
significant decrease in metabolic activity of phagocytic cells was not registered, significant cytotoxic effect
(decrease of spontaneous leukocyte migration) was observed at the concentration of 1.10" mol/I and
immunotoxic effect (decrease of lymphocyte activation by phytohaemagglutinine) at the concentrations of
1.10% - 1.10™* mol/l.

UVOD

Pre ucely stanovenia imunosupresivneho alebo imunostimulaéného ucinku xenobiotik bolo vyvinutych
niekol’ko metdd na zéklade sledovania zavislosti odpovede na davke, toxikokinetiky, stanovenia priamych
a nepriamych u¢inkov na imunitny systém ako aj biologickej relevancie in vitro testov ku u€inkom agensov in
vivo (Ka¢mar a kol., 1999). Dlhodobé s§tadia u zvierat stanovujlice toxikologické riziko tychto zlicenin su
¢asovo a finan¢ne naro¢né, doélezitu tilohu zohrava aj etické hl'adisko. V stcasnosti sa uplatiluji snahy znizit’
pocet a minimalizovat’ utrpenie experimentalnych zvierat, ¢o si vyzaduje pouzitie reprodukovatelnych
a spolahlivych in vitro testovacich syst¢émov vhodnych na rychly skrining imunotoxického potencidlu
pesticidnych latok.

Cielom tohto in vitro $tadia bolo stanovit' u¢inok herbicidu bentazonu na funkciu fagocytov a lymfocytov
izolovanych z periférnej krvi oviec.

MATERIAL A METODY

Pokusné zvierata: 5 klinicky zdravych jednoro¢nych oviec plemena Merino.

Testovany herbicid: Bentazon, C;oH;;N,O;S, m.h. 240,3, CAS reg. ¢. 25057-89-0, Sigma-Aldrich, USA;
99,9 %, peroralna toxicita (LDs): potkan >1000, pes > 500,

kralik 750, macka 500 mg.kg" Z hm. (The Pesticide Manual, 1994).

Rozpustadlo: dimetylsulfoxid (DMSO), ktorého kone¢na koncentracia v kultivaénom médiu bola 1 %.

Zékladné molarne koncentracie herbicidu: 1.10" — 1.10° mol.I"', pridané ku suspenzidm leukocytov
v objemovom pomere 1:100 (vysledna koncentracia pesticidu bola 1 %).

Izolacia leukocytov z periférnej krvi oviec: metédou osmotického Soku erytrocytov podl'a Karlsona
a Kaneka (1973).

Imunologické funkéné testy:

a) lodo-nitro-tetrazolium reduktazovy test (INT): kvantitativne hodnotenie tetrazolium - reduktazovej aktivity
fagocytov bolo vykonané podla metdody Lokaja a Oburkovej (1975) pre hodnotenie metabolickej aktivity
fagocytov pocas zataze.

b) Leukocytovy migra¢no-inhibi¢ny test (LMIA): bol pouzity za Gcelom stanovenia reaktivnej kapacity
lymfocytov po mitogénnej aktivacii a vychadzal z metddy Bendixena a kol. (1976).

Statistické hodnotenie vysledkov: Studentov t-test.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Fagocytujuce bunky vykazovali vacsiu rezistenciu k bentazonu ako lymfocyty. Index metabolickej aktivity
fagocytov nebol expoziciou ovplyvneny (Tab.1.), bentazon vSak prejavil signifikantny cytotoxicky ucinok pri
koncentracii 1.10™" mol.I" (p < 0,01) a imunotoxicky u¢inok pri koncentraciach 1.10% — 1.10° moL.I"' (p <
0,001) a 1.10™* mol.I" (p < 0,05; Tab. 2). Vysledky koreluju s in vivo sledovaniami autorov Mikula a kol.
(1992).

Tab. 1. Priemerné hodnoty (= SD) indexov metabolickej aktivity fagocytov periférnej krvi oviec v
pritomnosti roznych koncentracii bentazonu
(£ SD — standardnd odchylka; DMSO — kontrola s rozpustadlom)

Koncentrdcia Kontrola ~ DMSO 1.10™" 1.102 1.10° 1.10™ 1.10° 1.10°
Pesticid mol.I"! mol.I"! mol.I"! mol.I"! mol.I"! mol.I"!
Bentazon 2,76 2,58 2,01 1,99 2,02 231 2,35 2,29

+ 1,08 + 0,94 + 0,61 +0,38 +0,15 + 0,69 + 0,27 +0,31

Tab. 2. Stanovenie cytotoxického icinku na zaklade spontannej migracie a imunotoxického ucinku vo
vzt’ahu ku indexom migracie leukocytov oviec exponovanych bentazonom v LMIA
(***p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05; * — zvacSenie 17,5 x; MI — index migracie leukocytov; CT —
cytotoxicky ucinok; IT — imunotoxicky ucinok; SD — Standardnd odchylka; DMSO - kontrola s
rozpustadlom; LMIA — leukocytovy migra¢no-inhibiény test)

Pesticid Koncentracia Plocha spontannej migracie leukocytov MI + SD Utinok
(mol.I'" (cm®)* £ SD

Kontrola — 27,56 £ 8,90 0,44 +£0,17
DMSO — 26,61 + 9,94 0,47 + 0,14

Bentazon 1.10" 13,67 £ 2,07%* — CT

1.102 24,00 + 5,48 0,71 = 0,24 IT

1.10° 27,00 = 1,55 0,76 + 0,11 IT

1.10* 25,67+ 1,37 0,59 + 0,10 IT

1.10° 28,50 + 0,58 0,43 +0,11 —

1.10° 25,67 +2,58 0,46 + 0,04 —
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