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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva toxicitou nizkomolekularnich produkti syntézy polyanilinu.
Konkrétné se jedna o monomer polyanilinu anilin hydrochlorid, oxida¢ni ¢inidlo polyme-
raéni reakce amonium persulfat, dusikaté derivaty anilinu 2-nitroanilin, 3-nitroanilin
a 4-nitroanilin, dimerni jednotky polyanilinu azobenzen, benzidin, hydrazobenzen a tri-
merni fenazin. Teoreticka ¢ast je zaméfena vedle vlastnosti testovanych latek na jejich to-
xické ucinky a metody testovani toxicity. V praktické Casti je vyhodnocovan cytotoxicky
vliv téchto nizkomolekularnich latek na viabilitu bunétné linie mySich fibroblasth
NIH/3T3.

Kli¢ova slova: toxicita, amonium persulfat, anilin hydrochlorid, azobenzen, benzidin, hyd-
razobenzen, fenazin, 2-nitroanilin, 3-nitroanilin, 4-nitroanilin, polyanilin, bunééna linie
NIH/3T3

ABSTRACT

This thesis deals with cytotoxicity of low molecular weight products of polyaniline synthe-
sis, namely polyaniline monomer aniline hydrochloride, polymeration oxidizing agent
ammonium persulfate, aniline nitrogen derivates 2-nitroaniline, 3-nitroaniline and
4-nitroaniline, polyaniline dimers azobenzene, benzidine, 1,2-diphenylhydrazine and tri-
mer phenazine. The theoretic part is focused on tested substaces, their toxic effects
and methods of toxicity testing. In the practical part the influence of these low molecular
weight substances on the viability and cell death of the mouse fibroblast cell line NIH/3T3

is evaluated.

Keywords: toxicity, ammonium persulphate, aniline hydrochloride, azobenzene, benzidine,
1,2-diphenylhydrazine, phenazine, 2-nitroaniline, 3-nitroaniline, 4-nitroaniline, polyanili-
ne, cell line NIH/3T3
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UvVOD

Hlavnim cilem této diplomové prace je stanoveni cytotoxickych uc¢inkl nizkomoleku-
larnich latek, které se mohou vyskytovat v polyanilinu. Pfedmétem testovani toxicity bu-
dou konkrétn¢ anilin hydrochlorid (monomer polyanilinu), amonium persulfat (oxidacni
¢inidlo), dusikaté derivaty anilinu 2-nitroanilin, 3-nitroanilin a 4-nitroanilin a dale oli-

gomerni struktury azobenzen, benzidin, hydrazobenzen a fenazin.

Polyanilin je vodivy polymer, ktery ma velky potencial pro vyuziti v klinické diagnos-
tice a chirurgickych aplikacich. Ackoliv tento polymer vykazuje v soucasnych studiich
toxické ucinky, neni, jako makromolekularni latka, sam jejich pfi¢inou. Jeho toxicita je
dana obsahem nizkomolekularnich latek, které se v ném vyskytuji. Z tohoto diivodu byly
vybrany jiz zminované derivaty anilinu, monomer anilin hydrochlorid, oxida¢ni ¢inidlo
polymerace amonium persulfat a oligomery polyanilinu, které se ve vysledném polymeru
mohou V zavislosti na pfipravé vyskytovat. Smyslem zkoumani praktické casti proto bude
zejména zjisténi koncentraci, které by ve vysledném materidlu nepiisobily toxicky. K to-
muto ucelu budou pouzity metody kvantitativniho stanoveni cytotoxického U¢inku, kon-
krétn¢ test MTT a prutokova cytometrie. Vysledky testli, udavajici viabilitu bunéénych
linii myssich fibroblasti NIH/3T3, které byly diive vystaveny ptisobeni potencialné toxic-
ké latky, budou doplnény o nazorné tabulky a statisticko-matematické vyhodnoceni. Do
vyzkumu bude zatazeno také mikroskopické vySetfeni buné€k, které slouzi pro kvalitativni
hodnoceni toxicity, doloZené mikrofotografiemi bunck vystavenych jednotlivym koncen-

tracim testovanych latek.

Teoreticka ¢ast prace bude zamétena predevsim na dostupné informace o vlastnostech
zkoumanych latek a jejich toxickém pisobeni. Budou zde rozebrany jednotlivé toxické
ucinky, které se u danych chemikalii vyskytuji, a zhodnoceny mozné negativni G€inky
na organismus. Toxické ucinky, kam patfi mimo jiné teratogenni, genotoxicky ¢i karcino-
genni potencial, budou samostatné¢ probany vcetné postupti, kterych se k tomuto ucelu

Vv soucasné dobé pouziva.
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. TEORETICKA CAST
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1 TESTOVANI TOXICITY

Testovani toxicity ma nezastupitelnou tlohu pfi zjistovani biologickych u¢inka vsech
latek, které se vyskytuji v Zivotnim prostfedi. S tim souvisi Siroky rozsah metod pouziva-
nych k hodnoceni moznych toxickych ucinkt, nejen na ¢lovéka. Vzhledem k zaméteni této
prace na hodnoceni toxicity nizkomolekularnich latek vyskytujicich se v polyanilinu
a k jeho potencialnimu vyuziti (viz kapitola 3 POLYANILIN), budou blize rozebrany
ucinky a metody souvisejici s hodnocenim rizik pro ¢lovéka, ptedevsim ve zdravotnickych

prostiedcich.

1.1 Metody testovani toxicity

Hlavni cilem zkousek toxicity je posuzovani nebezpecnosti latek, které se obecné vy-
skytuji v zivotnim prostfedi (Krewski et al., 2009). V poslednich desetiletich bylo k tomuto
poznani vyuzivano ptedevsim testovani na zvifatech. Snaha o pochopeni mechanismu dis-
tribuce latky organismem se zacala projevovat v prib¢hu poslednich 30 let. Roku 2004
byla dosavadni metodika testovani posouzena jako nedostacujici a o tfi roky pozd¢ji byla
vydana publikace popisujici novou vizi testovani toxickych ucinka (Bhattacharya et al.,

2011).

Obrazek 1 — hlavni slozky posuzovani toxicity (Krewski et al., 2009)

Toxicity Pathways Targeted Testing

Na obrézku 1 pozorujeme schéma hlavnich sloZzek soucasného testovani toxicity.
Chemicka charakterizace (Chemical Characterization) zahrnuje shromazdéni chemickych
a fyzikélnich vlastnosti, informace o stabilité, reaktivité, potencidlu pro bioakumulaci

apod. Samotné testovani toxicity (toxicity testing) musi byt vhodné navrzeno dle zamysle-
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né aplikace v souvislosti S moznymi riziky (Risk Contexts) a znamymi expozi¢nimi u¢inky
dané latky (Population and Exposure data). Testovani zahrnuje techniky in vitro a in vivo
(Toxicity Pathways, Targeted Testing). Testy na zvifatech prozatim neni mozné uplné vy-
fadit, jelikoZ jsou nutné pro upiesnéni vysledka in vitro ¢i jejich doplnéni. In vivo testy
jsou vSak omezeny na minimum. Dal§i metodou, jejiz vyznam se s rozvojem vypocetni
techniky zvySuje, je vyuziti technik in silico (Dose-Response and Extrapolation Modeling).
Na zaklad¢ zadanych dat informuje o kolobéhu latek v organismu a umoznuje predikci

odezvy téla na podanou latku v daném mnozstvi (Krewski et al., 2009).

1.1.1 Invitro

Testovani toxicity na bunéénych kulturach je v rozvoji od 70. let, kdy si toxikolo-
gové poprveé osvojili techniky bunéénych a tkdnovych kultur pro hodnoceni biologickych
ucinkl (Akhtar et al., 2008). Dnes je testovani in vitro zakladni metodou testovani toxicity

zahrnujici velké mnozstvi riznych testii (Bhattacharya et al., 2011).

Pozadavky na biologické hodnoceni materialii in vitro udava 5. ¢ast CSN EN ISO
10993: Zkousky na cytotoxicitu in vitro (CSN EN ISO 10993-3). Vzhledem k obecnému
uplatnéni zminovanych in vitro testti a obrovské rozmanitosti zdravotnich prostfedkii jsou
pozadavky testovani koncipovany jako oteviené schéma zkousSeni, které vyzaduje rozho-
dovani vyzkumnika na zaklad¢ vlastnosti a aplikaci materidlu (Tinkler a Costigan, 2007).
Norma uvadi tfi kategorie zkouSek: zkousku pfimym nebo nepfimym kontaktem samotné-
ho materidlu a zkousky extraktu. Danou kategorii vybirdme na zéklad¢ charakteru vzorku,
predpokladaného mista aplikace a charakteru pouziti, pfi¢emz je mozné vyuZit i vice nez
jednu z téchto moznosti. Zvolena kategorie pak specifikuje ptipravu zkouseného vzorku,
bunécnych kultur a zptisob pisobeni. Hodnoceni pfitomnosti a rozsahu toxického u¢inku
neni presné definovano, coz davd moznost pouziti Sirokého souboru zkousSek. Pouzivané
metody jsou pouze rozdéleny do nekolika kategorii: posouzeni poskozeni bunék morfolo-
gickymi prostfedky, méfeni poskozeni bunék, méfeni riistu bunék a méfeni specifickych
aspektil bunééného metabolizmu (CSN EN ISO 10993-3). Norma neobsahuje absolutni
kritéria o splnéni zkousky, protoZze pozadavky na konkrétni zdravotni prostiedek jsou za-
vislé na mnoha riznych faktorech, kam muze patfit napf. stav pacienta, zplisob aplikace,

distribuce latky a jiné (Tinkler a Costigan, 2007).

In vitro testy jsou provadény na zavedenych buné¢nych liniich, které musi byt zis-

kany z uznanych tkanovych bank. Je-li vyzadovana specifickd citlivost, je mozné zatadit
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do vyzkumu primarni bunécné kultury ziskané piimo z zivych tkani, pokud je mozné pro-

kazat reprodukovatelnost (Peters et al., 2007).

Stanoveni cytotoxicity se provadi kvalitativnim nebo kvantitativnim hodnocenim.
Kvalitativni hodnoceni se provadi mikroskopickym vysetienim, kdy je hodnocena obecna
morfologie, pfipadné odchlipeni, lyza bunék ¢i poruseni celistvosti membrany. Kvantita-
tivni postupy zahrnuji stanoveni po¢tu mrtvych bunek, inhibici bunééného riistu, prolifera-
ci bun¢k ¢i tvorbu kolonii. Mezi méfené kvantifikovatelné parametry patii pocet bunék,
mnozstvi bilkovin, enzymd, redukce &i uvolnéni vitalniho barviva (CSN EN ISO 10993-3).
Mezi metody kvantitativniho vyhodnoceni patii test MTT a pritokova cytometrie, které
budou pouzity pro hodnoceni cytotoxicity v této praci. Kvalitativni hodnoceni bude prove-

deno pozorovanim bunék pomoci mikroskopie s fdzovym kontrastem.
1.1.11 TestMTT

Test MTT je zalozen na schopnosti zivych metabolizujicich bun¢k prevadét zlutou
tetrazoliovou stl na modry formazan (Abate, Mshana a Miorner, 1998). Pfi samotném pro-
vedeni testu jsou buniky vystaveny plisobeni potencialni cytotoxické latce. Po odebrani
pusobici latky jsou ponechany v netoxickém prostifedi média pro moznost obnoveni proli-
ferace, ¢imzZ rozliSime buiky schopné a neschopné mnoZeni. Poté je k bunkam ptfidan
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-tetrazolium bromid (MTT), ktery je na mitochon-
drialni membrané metabolizujicich bun¢k redukovan na zminovany formazan (Freshney,
2005). Po uplynuti potfebné doby (cca 4 hodiny) je pfiddno vhodné rozpoustédlo (dime-
thylsulfoxid). MnoZstvi pfezivSich buné€k je pak stanoveno nepiimo méfenim absorbance
pomoci spektrofotometrického pristroje pii vinové délce 540 nebo 570 nm (Molecular pro-
bes, 2002). Vyssi hodnoty absorbance znaci vétSi mnoZzstvi formazanu, tedy vyssi procento
prezivsich bun¢k. Je vSak nutna kontrola interakce MTT s testovanou latkou, jez muze

zpusobit vznik detekovaného formazanu (Freshney, 2005).
1.1.1.2 Pritokova cytometrie

Pritokova cytometrie je metoda standartné pouzivana pro analyzu ¢astic, nejcastéji
bunék v suspenzi. Umozniuje detekci apoptdzy, biofyzikalni i biochemicka stanoveni bu-
néénych procesi, kvantitativni analyzu DNA a jiné. Buné¢na suspenze je hnaci tekutinou
transportovana do pritokové komory (Sinkorova a Zarybnicka, 2008). Buiiky, vétsinou
znaceny specifickymi flourochromy, jsou hydrodynamicky soustfedény do tenkého proudu

Vv kapiléte, kudy prochazi jedna za druhou, coz umoziuje rozpoznéani jednotlivych bunék.
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Po ozareni monochromatickym koherentnim zarenim je méfena fluorescence kazdé bunky.
Intenzita fluorescence jednotlivych bunék odpovidd mnozstvi struktur, které na sebe vazou
fluorescen¢ni barvivo. Mezi hlavni vyhody této metody patii jednoducha ptiprava vzork,
vysoka frekvence analyzy jednotlivych bunék a relativné nizké finan¢ni naklady na analy-

zu jednoho vzorku (Slaninova et al., 2008).

V této praci bude pritokova cytometrie pouzita pro analyzu bunééné smrti. Pro-
gramovand bunécna smrt hraje velkou roli ve vyvoji organismu, udrzovani homeostazy
a reakci organismu na chemoterapii. Pii analyze cytotoxicity riiznych latek je dalezité roz-
lisit jednotlivé typy programované bunécné smrti — apoptdzu, nekrézu a autofagii. Apopto-
za, znama jako programovana bunécna smrt, je spojena se specifickymi morfologickymi
a biochemickymi zménami. Disledkem apoptdzy neni pouze smrt buriky, ale i t¢inné od-
stranéni mrtvych bunék a jejich ¢asti (Balvan et al., 2014). Mezi pozorovatelné znaky patii
smrsténi cytoplazmatické membrany, tzv. blebbing pfipominajici tvorbu bublinek na po-
vrchu membrany, kondenzace chromatinu, fragmentace DNA ¢i uvolnéni protizanétlivych
cytokini (Bortner a Cidlowski, 2002). Nekr6za ma odlisSné morfologické znaky. V prvni
fazi dochazi k otoku bunék a jejich organel s néslednym praskanim plazmatické membra-
ny, ztratou nitrobunécného obsahu a rozkladu bunky, coz zpisobuje zanétlivou reakci

okolni tkan& (Edinger a Thompson, 2004).

Analyzu bunécné smrti je mozno provést na zéklade specifickych znakt prabéhu
apoptdzy a nekrozy. Pro identifikaci bunécné smrti Vv této praci bude vyuzito barviv pro-
pidiumjodid (PI) a annexin V (AN-V). PI se stechiometricky vaze k nukleovym kyselinam
a pomoci n¢j je mozné zjistit obsah fragmentii DNA o nizké molekulové hmotnosti a dete-
kovat tak apoptické bunky. AN-V se vaze k negativné nabitym fosfolipidim, které jsou
U zdravych bunék umistény vyhradné uvnitt cytoplasmatické membrany. Pfi apoptoze do-
chdzi k prostupu téchto fosfolipid na vnéj$i stranu a je tak mozna jeho interakce
s barvivem. Pii detekci apoptdzy pomoci AN-V je nutné soucasné pouziti PI, jelikoz AN-V

je vazan i nekrotickymi bunkami v dasledku ruptur membrany (Balvan et al., 2014).

1.1.2 Insilico

Tradicni 1 alternativni testovani toxicity umoznilo vytvofeni dostate¢né velkych
soubort dat, které slouzi jako predik¢ni toxikologické vypocetni modely. Data pouzita pro
vytvofeni téchto modeli pochazi pfedevsim z testi in vivo, proto jsou takto ziskané odhady

témef srovnatelné s pokusy na zvitatech, a to véetné moznych chyb pokusnych udaju (Ti-
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chy et al., 2005). Metody in silico se jiz pouzivaji pro kontrolni a doplnujici tcely, ale
predpoklada se, ze jejich role bude do budoucna rist (Raunio, 2011). In silico modelu exis-
tuje fada, napt. modely vytvofené a analyzované pomoci kvantitativnich vztahi mezi che-
mickou strukturou a biologickou aktivitou, kinetické fyziologické simula¢ni modely nebo
modely zalozené na biologické podobnosti (Tichy et al., 2005). Vyvoj a aplikace vSech
druhii metod je zalozena na principu podobnosti, tedy hypotéze, ze podobné slouceniny

maji podobnou biologickou aktivitu (Raunio, 2011).

1.1.3 Invivo

Testovani na zvifatech jiz nékolik desitek let vyznava tzv. princip 3 ,,R* (z an-
gl. replacement, reduction, refinement). V prvni fad¢ jde o nahradu zvitat v experimentech
pomoci in Vitro stanoveni toxicity nebo pomoci pocitac¢ovych simulaci, dale o sniZeni po-
¢tu zvifat pouZzitych v experimentu vhodnou volbou metody, zvifecitho modelu a uspotada-
ni pokusu, a nakonec zjemnéni, ¢imz je chapana ohleduplnd manipulace a vylouceni boles-

tivych zakroku (Sulcova et al., 2006).

Ackoliv jsou dnes hojné vyuzivany metody in vitro a in silico, neni mozné in vivo
testovani absolutné vyloucit (Bhattacharya et al., 2011). Pokusy na celém organismu (zvi-
feti) jsou nutné k ovéfeni u¢inku dané latky na organové systémy se viemi vazbami (Sul-
cova et al., 2006). Pouziti téchto metod je vSak aplikovdno az v posledni fazi testovani no-

vych materiali (Bhattacharya et al., 2011).

Pro testovani in vivo jsou pouzivana zvifata geneticky definovana, ktera tvoii stan-
dardizované zviteci modely, ale i zvifata geneticky nedefinovana (Nomura, 1997). V pfi-
padé testovani novych léCiv, tedy je-li hledan pozitivni Gcinek latky, byvaji pozorovany
dv¢ skupiny zvifat, jedna skupina zdravych jedincti a druha skupina zvifat s modelovym
onemocné&nim, které jsou zajistény genetickymi metodami (Sulcova et al., 2006). Jde pre-
devSim o transgenni zivocCichy, coZ jsou jedinci, u kterych byly pomoci indukovanych
chromozomadlnich a genovych mutaci zajiStény vrozené vady (Lambert et al., 2005).
V piipadé testovani toxickych vlivl latky jsou pozorovany opét dvé skupiny zvitat, tento-
krat polovina zdravych zvifat, ktera nejsou vystavena Gcinku latky a slouzi jako reference,
a polovina zdravych zvifat vystavenych u¢inku dané latky (Knejzlik a Ruml, 1999).
| v tomto pfipad€ miZe byt pouzito geneticky modifikovanych zvitat, vétSinou pro dosaze-

ni vyS$i reprodukovatelnosti vysledki (Nomura, 1997). Nejcastéjs$i druhy pouzivanych
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zvirat jsou mysi a potkani, kvuli relativné nizké cené a kratké generacni dobé (Knejzlik

a Ruml, 1999).

Mezi nejobvyklejsi testy patii hodnoceni akutni toxicity (jednorazové podani), sub-
chronické toxicity (opakované podéni), reprodukéni a vyvojové toxicity, karcinogenity
a imunotoxicity. Pro co nejlepsi predikci ucinkti u ¢lovéka byvaji ¢asto pouzivany rizné

zviteci druhy a rtizné typy modelovych situaci (Sulcova et al., 2006).

1.2 Toxické ucinky a jejich testovani

Expozice lidského téla toxické latce mize vyvolat celou fadu disledkt véetné jejich
kombinaci. V této kapitole budou popsany pouze faktory, které se vazi
k nizkomolekularnim produktim syntézy polyanilinu. Vzhedem k zameteni prace pravé na
polyanilin jsou v této kapitole zafazeny také znamé informace o toxicité anilinu. Dostupné
udaje o toxickych vlastnostech testovanych latek budou rozebrany niZze v samostatné kapi-

tole 4 Nizkomolekularni latky syntézy polyanilinu.

1.2.1 Podrazdéni kuze a sliznic

Mnoho latek vyvolava drazdivou reakci v misté aplikace jesté diive, nez se dosta-
nou do krevniho tecisté a mohou pilisobit ve vnitinim prostiedi. Mezi tyto latky patii pre-
devsim silné kyseliny, zasady a silna oxida¢ni ¢inidla (Tichy, 2004). Tento mechanismus

uc¢inku je dalezity u vSech materiald, které se dostavaji do kontaktu s kuzi a sliznicemi.

Postup pro posuzovani zdravotnickych prostfedkdi a materialtt z hlediska jejich
schopnosti vyvolavat podrazdéni a senzibilizaci kiize je popsan v desaté ¢asti souboru ¢es-
kych norem biologického hodnoceni zdravotnickych prostiedki (CSN EN ISO 10993),
zabyvajici se zkouskami drazdivosti a senzibilizace kiize. Senzibilizace kiize neboli aler-
gicka kontaktni dermatitida, je imunologicky zprostfedkovand koZni reakce na testovanou
latku. U clovéka se tato reakce projevuje svédénim, zarudnutim kize, otokem, pupenci,

puchyiky nebo kombinaci uvedenych ptiznaki (CSN EN ISO 10993-10).

Podrazdéni kize a sliznic je velmi dalezité u kosmetickych ptipravki, kde se napfi-
klad pouziva amonium persulfat jako zesvétlujici pfipravek na vlasy (Signorin et al.,
2004). Testovani kosmetickych pfipravka pro evropsky trh pomoci in vivo technik je od
r. 2013 zakazano pravnimi piedpisy. Jsou k dispozici mnohé alternativni testy na bunéc-
nych liniich — testy o¢ni drazdivosti na krali¢ich bunkach rohovky (Takahashi et al., 2008),

testy na Cervenych krvinkéach pro predpovéd’ pocatecni bunééné reakce na urcité chemika-
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lie, testy zalozené na spektrofotometrickych zménach pfi denaturaci hemoglobinu (Vinar-
dell a Mitjans, 2008), testy ocni drdzdivosti pouzitim 3D modelt o¢ni rohovky (Pfan-
nenbecker et al., 2013) nebo pomoci chorioalantoidni membrany fertilizovaného slepi¢iho
vejce (Marquardt, 2010), dale hodnoceni kozni drazdivosti za pouziti rekonstituovanych
modelu lidské kiize (Kim, 2010) nebo testovani transdermélni absorpce skrze lidskou kazi
in vitro (Kotingova, Borska a Fiala, 2009). Pro kozni drazdivost je v prvni fazi uzivan sys-
tém predikce na zéklad¢ fyzikalné-chemickych vlastnosti (Walker et al., 2005), dale pak
testy in vitro na koznich bunéénych liniich (Vinardell a Mitjans, 2008).

Anilin u lidi zptisobuje kozni alergické reakce, zvIasté u pacientt trpicich ekzema-
tickou dermatitidou. U¢inek anilinu na zvifata se projevuje mirnym az sttednim senzibili-
za¢nim potencidlem. Studie dokladaji slabé drazdivy ucinek na kazi kralikl a silnou draz-
divost pro oci kralika (Scientific committee on toxicity, ecotoxicity and the environment,
2003).

1.2.2 Inhibice prenosu Kysliku

Ptenos kysliku je zdkladem zachovani zivotnich funkci. Nékteré latky maji mnoho-
nasobn¢ vysSi afinitu pro vazbu na hemoglobin a jsou tak schopné kysliku zabranit
V pienosu, jiné reaguji piimo s kyslikem a snizuji tak jeho dostupnost. Pfiznaky se projevu-

ji bolestmi hlavy, dusnosti, zavratémi, bezvédomim az smrti (Tichy, 2004).

1.2.3 Volné radikaly

Volné radikaly vznikaji v prib¢hu oxidacnich reakei, pti kterych dochazi k ptrenosu
elektroni mezi jednotlivymi reakénimi slozkami. Pfitom se jedna slozka oxiduje (ode-
vzdava elektrony) a druha se redukuje (elektrony ptijima). Vzniklé atomy jsou pro orga-
nismu toxické svou vysokou reaktivitou (Velisek, 2002). Oxida¢nim reakcim jsou piisuzo-
vana zavaznd onemocnéni, jako rakovina, aterosklerdza a jiné. Slouceniny, které brani
vzniku volnych radikall, nazyvame antioxidanty. Jsou to latky, které radikalim dodavaji
volny elektron a zabranuji tak moznym Skodlivym reakcim (Blache et al., 1999). Se zvysu-
jici se koncentraci antioxidantii se zvySuje Cetnost terminacnich reakci a zkracuji se délky

radikalovych fetézcii (Velisek, 2002).

Miru antioxida¢niho plisobeni je moZzné posuzovat pomoci metod zaloZenych na

eliminaci radikalti nebo na redoxnich vlastnostech latek, v obou piipadech in vitro. K de-
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tekci se vyuziva spektrofotometrického stanoveni, ubytku flourescence ¢i vysokoucinné

kapalinové chromatografie (Paulova, Bochotdkova, Taborska, 2004).

1.2.4 Reaktivni formy kysliku

Nekteré latky zptisobuji zmény v metabolismu kysliku, jejichz dasledkem je vznik
abnormalné vysoké produkce tzv. reaktivnich forem kysliku (ROS) na ukor kysliku. Mezi
latky znamé timto u¢inkem patii i nitroaromatické slouc¢eniny zptisobujici produkci super-
oxidi (Sies a De Groot, 1992). Reaktivni kyslikové druhy mohou souviset s oxida¢nim
poskozenim tkané (lipidy, proteiny, nukleové kyseliny). Tyto G€inky je mozné hodnotit jak
testovanim na zviratech, tak in vitro (Bagchi, 1995). ROS zplsobuji trvalou proliferaci
bun¢k, bunécnou smrt (apoptdézu i nekrézu), vznik jadernych i mitochondridlnich mutaci
DNA. Mohou zptsobovat neurodegenerativni a kardiovaskularni choroby, mohou se podi-
let na karcinogenezi jater a kize (Roberts et al., 2010). ROS, ptipadn¢ reaktivni formy du-
siku (RNS), mohou zptsobovat téz teratogenni dasledky. I relativné netoxicka latka mtze
byt v embryu enzymaticky aktivovana na vysoce toxické meziprodukty elektrofilni povahy
¢1 volné radikaly. Elektrofilni meziprodukty maji schopnost kovalentni vazby s DNA ¢i
proteiny, zatimco volné radikdly mohou s molekularnim kyslikem iniciovat tvorbu ROS.
Ty u plodu mohou zpusobit oxidativni poskozeni nebo ovlivovat bunécnou signalizaci,

ktera je pro spravny vyvoj a rust dilezitd (Wells et al., 2005).

1.2.5 Inhibice funkce enzymii

Enzymy ve své struktufe obsahuji tzv. aktivni mista, kterd vazbou se substratem za-
jistuji pribeh dané reakce a pfeménu struktury substratu. Témto latkdm vSak mohou kon-
kurovat jiné slou€eniny, tzv. inhibitory, které se mohou na enzym navazat diive a tim jej

zablokovat pro jiné latky (Necas, 2000).

Inhibici enzymi a studiem vazebnych mist se zabyva mnoho studii a svéd¢i o tom
| prace zabyvajici se anilinem. Publikace Sousa et al. pojednavajici o inhibici serinproteaz

anilinem a 4-nitroanilinem prokazala sklon anilinu ke konkuren¢ni inhibici (2001).

1.2.6 Imunotoxicita

Imunitni systém je soustava vzajemné kooperujicich molekul, bun¢k a tkani, kterd
se spolu s endokrinni a nervovou soustavou ucastni na udrzeni integrity organismu a zajis-
téni jeho stalého vnitiniho prostfedi, a ktera umoznuje vyvolavat imunitni odpoveéd pii

rozpoznani antigenu (Bartanikova, 2011). Imunotoxikologie zkouma interakce imunitniho
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systému s chemickymi latkami, jejichz prabéh vytstuje v nezadouci ucinky. Pro hodnoce-
ni vlivu dané latky na imunitni systém je nutné zjisténi imunotoxického potencidlu a miry
rizika pro urcitou populaci ¢i jedince (Petanova, 2007). Jelikoz existuje 1 jista zavislost na
veéku jedince, byl vyvinut podobor vyvojovéa imunotoxikologie (DIT). DIT se zabyva touto
problematikou a zamétuje se na expozice v ranych vyvojovych stadiich ¢lovéka latkam,
které interaguji pravé se slozkami imunitniho systému, a mohou zplsobovat zvySenou

vnimavost viiéi nemocem souvisejicim s imunitou v prubéhu Zivota (Collinge et al., 2012).

Pro vysokou slozitost imunitniho systému a zejména omezené pochopeni mecha-
nismu u¢inkd mnohych latek ¢i vakcin byla vyvinuta imunogenomika. Jde o podobor ge-
nomiky, coz je védni obor zabyvajici se studiem a analyzou veskeré genetické informace
daného organismu (genom), a proteomiky, popisujici soubor proteinti kdédovany genomem
(Penka a Slavickova, 2011). Imunogenomika vyuziva téchto informaci pro sestaveni data-
bazi, identifikaci imunologicky vyznamnych gent a proteind a v kone¢ném disledku také

k lep$imu porozumnéni imunitniho systému a jeho reakci (Ohara, 2009).

Imunotoxikologie je navzdory slozitosti imunitniho systému studovéana i na bunéc-
né a molekularni urovni (Batista-Duharte et al., 2011). In vitro se provadi ve dvou stup-
nich. Prvni test se provadi na bunééné linii myelocytli, bunék kostni diené. Pokud testy
neukézi jednozna¢né imunotoxicky ucinek, pristupuje se ke druhému stupni testovani, kte-
ré je vyhodnocovano na linii lymfocytl (Lankveld et al., 2010). Kvuli sloZitosti systému
nelze hodnotit imunotoxicitu jednim zplsobem, a proto byla vyvinuta cela fada specific-
kych testli in vitro, zalozenych na zménach produkce protilatek, proliferaci, aktivité

T-bunék, exprese cytokinu a jin¢ (Ulleras et al., 2005).

1.2.7 Reprodukéni a vyvojova toxicita

Reprodukéni a vyvojova toxicita stanovuji potencidlni ucinky testovanych vzorkt
na reprodukéni funkcei a embryonéalni morfologii. Teratogenita piedstavuje nezaddouci ucin-
ky zkousené latky na embryo nebo plod a prenatalni a ranné postnatalni vyvoj, pii¢emz
reprodukéni funkce mohou byt danou latkou ovliviiovany bez jinych, zjevnych ptiznaki
toxicity a negativni efekt se muize projevit od snizeni fertility aZz po uplnou sterilitu

(CSN EN 1SO 10993-3).

Utinky teratogennich latek jsou zavislé na nékolika faktorech, obdobi t&hotenstvi,
pii kterém dochdzi k expozici, délce samotné expozice, ddvce a genotypu matky 1 plodu.

| velmi malé davky teratogenu, které nezplisobuji anatomické zmény, mohou u plodu zpi-
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sobit biochemické a fyziologické poruchy ¢i zmény chovani. Tyto abnormality mohou zii-

stat skryté 1 n€kolik let po narozeni ditéte (Schwarzova, 2010).

Testovani teratogenity je mozné provadét in vitro za pouziti embryonalnich bunék
(Stewart a Bolt, 2011). Pro test mohou byt pouzity i neplacentarni zivocichové, nejcastéji
kufeci embrya, ale je zde velky predpoklad falesnych pozitivnich kontrol vici savcim
(Knejzlik a Ruml, 1999). V dnesni dobé¢ jsou nejcastéji pouzivany mysi embryonalni kme-
nové¢ bunky nebo kultury krysich embryi (Eckardt a Stahlmann, 2010). I kdyz je vzdy nut-
né dodate¢né porovnani s testovanim in vivo, soucasné studie podporuji pouzivani testova-

ni teratogenity in vitro jako predikci vyvojové toxicity (Robinson et al., 2011).

Pii studii chronické toxicity anilinu na potkanech byl zaznamenan pokles hmotnosti
vajecnikl u skupiny samic, které dostavaly vysoké davky této latky. Pii pozorovani postna-
talnich G¢inki anilinu se u samicek vyskytovaly zndmky hemotoxicity a zmény hmotnosti
sleziny. U plodl i novorozenct pak byly zaznamenany mirné zmény hematologickych pa-
rametrd. Na zaklad€ této studie byla stanovena kriticka Groven expozice pro potencidlni
vyvojovou toxicitu na 15 mg/osoba/den nebo 15 mg/m? (Scientific committee on toxicity,

ecotoxicity and the environment, 2003).

1.2.8 Genotoxicita

Dle CSN EN ISO 10993 je pojem genotoxicita chapan jako schopnost zpiisobovat,
U bunék savct nebo i nizSich organismu, genové mutace, zmény struktury chromozomi
¢1jiné zmény DNA a genl. Genotoxicky ucinek stoji na pocatku chemické karcinogeneze,

kterd je procesem vedoucim v konecném diisledku ke vzniku nadorového onemocnéni.

Ve 3. ¢asti CSN EN ISO 10993 se tedy pojednava o potencialu zdravotnickych pro-
sttedkil k indukci genetickych zmén u ¢loveka, které pak mohou byt pfenaseny zarodec-
nymi buiitkami na budouci generace. Jde 0 slozity komplex vlastnosti, jejichz spole¢ny
efekt je na molekularni arovni obtizné kvantifikovatelny. Proto je pfi interpretaci vysledka
nutnid znaéna opatrnost (CSN EN ISO 10993-3). U testovani genotoxicity dochazi
k ¢astému vyskytu irelevantnich pozitivnich vysledkii. Vhodna volba bunééné linie nebo
uprava bunécnych linii pomoci genetického inzenyrstvi mize témto vysledkiim ptredchazet
(Kirkland et al., 2007). V soucasné dob¢ jsou zkousky genotoxicity dle legislativy zaloze-
ny na kombinaci dvou ¢i tii testil. Jedna z moznosti zahrnuje kombinaci zkouSky na geno-
vé mutace na bakteriich a zkouSky na genové mutace pomoci bun¢k mysiho lymfomu.

Druhou alternativou jsou zkousky genové mutace na bakteriich a sav¢ich buikach
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v kombinaci se zkouskou na klastogenitu (CSN EN ISO 10993-3). Klastogenita piedstavu-
je schopnost latky vyvolavat zlomy chromozomi a vymény jejich ¢asti mezi sebou, zatim-
co mutagenita schopnost vyvoldvat zmény v nukleotidové sekvenci zahrnujici maly pocet

nukleotidi - bodové mutace, inzerce, delece a substituce (Corvi et al., 2013).

Mutagenni aktivita monocyklickych aromatickych amint byla studovana pro kme-
ny Salmonella, pfi¢emz anilin vykazoval negativni vysledky, 3-nitroanilin a jeho derivaty
vykazovaly vyssi aktivitu nez 2-nitroanilin a od né&j odvozené derivaty. Mutagenni aktivita
se zdala byt zavisla na poloze nitro, amino ¢i hydroxy skupin (Chung et al., 1997). Anilin
byl testovan pti mikronukledrnich studiich na bunkach kostni diené u mysi po intraperito-
nealnim podani. Po aplikaci vyssich koncentraci 300 mg/kg/den vykazoval znamky klasto-

genniho potencidlu (Environmental Protection Agency, 2006).

1.2.9 Karcinogenita

Karcinogenita vyjadiuje schopnost ¢inidla vyvolavat zhoubné bujeni bun¢k a tkani
(Horak, Linhart, Klusoni, 2004). Pficinou karcinogeneze je postupny mnohastupiiovy pro-
ces, pti némz dochazi ke kumulaci poruch (mutace aj.) urcitych gent, coz vede k poruseni
normdlni funkce jimi koédovanych proteini podilejicich se zejména na regulaci déleni

a diferenciace bunky a stabilit¢ genomu (Stratil a Kuban, 2004).

Pozadavky na testovani karcinogenity jsou definovany v 3. &asti CSN EN ISO
10993. Karcinogenita materiali je studovana na zaklad€ pozorovani vyvoje nadorového
bujeni u pokusnych zvifat béhem jejich Zivota. Studie karcinogenity in vivo se provadi jako
dalsi stupen po zkouSkach genotoxicity a to pouze v ptipadech, kdy genotoxicita nebyla
stanovena. Byl-li tedy material vyhodnocen jako genotoxicky, je povazovan za nebezpecny

i z hlediska karcinogenity (CSN EN ISO 10993-3).

V zéfi roku 2014 byla publikovana prace o alternativnich pfistupech pro predikci
karcinogenity. Jsou zde zahrnuty jiz zminéné testy genotoxicity in vitro, dale hodnoceni
reaktivity k DNA a schopnosti rozkladat tkan€, nové aplikace 6mickych technologii a po-
rovnavani s latkami o podobnych vlastnostech, ¢imz Ize konkretizovat nejasné interpretace
vysledkii predchozich testdl (Benigni, 2014). Omické technologie zahrnuji postupy pouZi-
vané pro studium genl, proteinti, nukleovych kyselin a moZnych metabolith
v biologickych vzorcich (Horgan a Kenny, 2011). Jsou zalozeny na piedpokladu, zZe fyzio-
logické, farmakologické a toxikologické vlivy méni strukturu proteind, bunécnou aktivitu

a tim i jejich strukturalni a funké&ni vlastnosti. Omické studie slibuji rozlugténi mechanismii
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toxicity, pochopeni specifickych biomarkeri citlivosti na dané toxické latky a jejich apli-
kaci jako casnych indikatorti toxickych ucinkd (Bhogal et al., 2005). Mezi ¢asto uzivané
testy patii napf. hmotnostni spektroskopie ¢i metoda ,,microarray pro identifikace oligo-

nukleotidi (Horgan a Kenny, 2011).

V primyslu s anilinovymi barvivy bylo zaznamendno nadmérné mnozstvi umrti
pracovnikd v disledku rakoviny mocového méchyte. Pracovnici vSak byli vystaveni raz-
nym aromatickym amintm (Scientific committee on toxicity, ecotoxicity and the environ-
ment, 2003). Nasledné epidemiologické studie samotného anilinu neprokdzala zvysené

riziko karcinogenity (CANCER, International Agency for Research on, 1982).
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2 TOXICITA POLYMERU

Z hlediska moznych aplikaci polymerii je nutné, aby dany materidl neobsahoval
zbytkové koncentrace toxickych nizkomolekularnich latek, které by mohly difundovat do
okolniho prostedi (Nelson et al., 2011). Polymerni latky obecné nejsou samy o sob& pova-
zovany za toxické, ale ptisady pouzivané pfi jejich vyrobé byt toxické mohou. Delilah
Lithner hodnotila akutni toxicitu 83 ndhodné vybranych polymernich materiali pomoci
hrotnatek velkych (Daphnia Magna). Testované latky byly ponechany luhovat v destilova-
né vodé po dobu 1 — 3 dnti. Tietina z testovanych materialti uvoliiovala do vody toxické
latky. Na obrazku 3 pozorujeme vyhodnoceni cytotoxicity téchto materialti pomoci hodno-
ty EC50, tedy hmotnosti materialu v gramech, jejiz vyluh o objemu 1 litr zptisoboval reak-
ciu 50 % zastupca (2011).

Obrazek 2 — 28 testovanych vzorkd, jejichz vyluhy vykazovaly cytotoxicky ucinek pro
pouzity kmen Daphnia magna (Lithner, 2011)

Product Plastic type 48 h EC50s g plastic/L TIE indication Leaching test
Repl 1 Repl 2 of toxicant

Plastic products

I.  Artificial leather. brand S Plasticised PVC 8 8 organics (& metals) 24 h shaking 22°C
1. Artificial leather. brand.G Polyurethane 38 31 24 h shaking 22°C
1. Artificial leather. brand M Plasticised PVC 26 22 organics (& metals) 24 h shaking 22°C
1. Floor Platicised PVC with polyurethane surface 54 50 24 h shaking 22°C
I. Children’s handbag Polyurethane 44 54 24 h shaking 22°C
I. Bath tub squirt toys Plasticised PVC =100 59 24 h shaking 22°C
I. Inflatable bathing ring Plasticised PVC T 75 24 h shaking 22°C
1. Table cloth Plasticised PVC 62 76 24 h shaking 22°C
II. Watering can High-densiry-polyethyleue 17 24 3 d diffusion 50°C
II. Laboratory gloves Plasticised PVC 2 4 metals 3 d diffusion 50°C
II. Boat fender Plasticised PVC 21 11 organics 3 d diffusion 50°C
II. Arm pads for floating Plasticised PVC 79 70 organics 3 d diffusion 50°C
II. Rain poncho Plasticised PVC 172 160 organics (& metals?) 3 d diffusion 50°C
II. Wet room wall carpet Plasticised PVC 235 219 3 d diffusion 50°C
II. Super epoxy (ﬁller)a Epoxy (cured) 10 2z organics 3 d diffusion 50°C
II. Marine epoxy (filler)* Epoxy (cured) 9 6 organics 3 d diffusion 50°C
1. Quick epoxy glue® Epoxy (cured) 44 39 3 d diffusion 50°C
II. Laminating epoxy” Epoxy (cured) 80 27 3 d diffusion 50°C
II. Epoxy putty (sealant)® Epoxy (cured) 114 99 3 d diffusion 50°C
Synthetic textiles

III. Awning cloth® Polyacrylonitrile (acrylic) impregnated with 1 1 organics 3 d diffusion 50°C

polytetrafluorethylene (PTFE: Teflon®)

III. Furniture fabric Polypropylene 4 3 3 d diffusion 50°C
III. Mesh fabric" Plasticised PVC coated polyester (PET) 7 8 organics 3 d diffusion 50°C
III. Baby diaper outer material®  Polypropylene and polyethylene 75 68 24 h shaking 22°C
III. Knitted muffler Polyacrylonitrile (acrylic) 108 131 3 d diffusion 50°C
III. Furniture fabric Polyacrylonitrile (acrylic: 73%). polyester (27%) 176 185 3 d diffusion 50°C
III. Curtain Polyamide (nylon) 172 145 3 d diffusion 50°C
III. Wool imitation fabric Polyacrylonitrile (acrylic) 124 180 3 d diffusion 50°C
III. Stretch pants (golden) Polyester (92%). thermoplastic polyurethane 210 201 3 d diffusion 50°C

(elastane: 8%)

2 Cured epoxy resin
® Technical fabric

The non-woven material was tested. excluding the absorbing core and covering top sheet. Some unspecified elastic material was also present.
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Charakterizace syntetickych polymert je naro¢na disciplina v diisledku jejich hete-
rogenity, slozitého rozdéleni molekulovych hmotnosti, chemického slozeni, architektury
fetézcli apod. Jsou pouzivany rizné detekéni metody, jako je infracervena spektroskopie,
nuklearni magnetické rezonance s Fourierovou transformaci, hmotnostni spektroskopie
nebo chromatografické metody (Chang, 2003). Mezi chromatografickymi metodami je
uzivana vysokoucinnd kapalinovd chromatografie ¢i vylucovaci chromatografie
s rozptylovym detektorem (méfeni rozptylu svétla na cCasticich analytu) v kombinaci

s refraktometrickym detektorem (zalozeny na rozdilu indexu lomu mobilni faze a unasené

latky), ktera vykazuje dobré experimentalni vysledky (Liu et al., 2010).
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3 POLYANILIN

Polyanilin (PANI) je vodivy polymer, jehoz vodivost je ve srovnani s kovy mnohona-
sobné nizsi, ovSem o mnoho fada vyssi nez u obvyklych polymera. Vodivost PANI je dana
jeho strukturou, ktera sestava ze systému konjugovanych dvojnych vazeb, v druhé fadé pak
ptitomnosti nositel naboje, ktefi zprostfedkovavaji jeho transport po fetézci (Prokes, Stej-

skal, Omastova, 2001).

Vodivé polymery maji velky potencial pro pouziti v biomedicinskych a biotechnolo-
gickych aplikacich. Jde pfedevSim a zamyslené pouziti v klinické diagnostice pomoci te-
pelnych biosenzorti nebo v chirurgickych sondach zajistujicich zpétnou vazbu o zménach
povrchovych vlastnosti tkané (Nambiar a Yeow, 2011) ¢i aplikaci ve tkanovém inZenyr-
stvi, jako jsou elektricky aktivni scaffoldy pro srde¢ni tkan (Hsiao et al., 2013). Toxicita
polyanilinu byla testovana mnohymi studiemi, které¢ pfinasely v dusledku riznych testova-
nych forem a modifikaci materialu a taktéZ riznych pfistupt testovani rozporuplné vysled-
ky. Nékteré z nich vSak udavaji zénétlivé reakce emeraldinovych filml implantovanych
U potkant (Wang et al., 1999) nebo prokazatelny cytotoxicky efekt vodivé soli a nevodivé
baze (Humpolicek et al., 2012). Toxicita polyanilinu neni zpiisobovdna samotnym polyme-
rem, ale pfitomnosti zbytkil reaktantl, nizkomolekularnich meziprodukt nebo vedlejSich

produktii (Exnerova et al., 2012).

Standartni zptsob pripravy PANI spociva v oxidaci 0,2 M anilin hydrochloridu (AH)
$ 0,25 M amonium persulfatem (APS) v kyselém vodném prostiedi za vzniku PANI ve

formeé emeraldinu.

Obrazek 3 — oxidace anilin hydrochloridu peroxydisiranem amonnym

Vv kyselém prostiedi za vzniku polyanilinu

4n @>>NH2 + 5n (NH4)28208

l (HA)

O O OO}

HSO, HSO,

+3n H,SO4 +5n (NH4),SO,4
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Pti praktickém provedeni se piipravi oddélené roztoky AH a APS. Rozpusti se 2,59 g
(20 mmol) AH v 50 ml vody a oddélen¢ 5,71 g (25 mmol) APS taktéz v 50 ml vody (Stej-
skal a Gilbert, 2002). Spojeni monomernich anilinovych jednotek je pravdépodobné
nejpomalejsi krok polymerace, ktery dava vznik jedné z moznych dimernich struktur
p-aminodifenylaminu, N-N"-difenylhydrazinu ¢i benzidinu (Gospodinova a Terlemezyan,
1998). Reakeni smés nejdiive ziskava barvu modrou, coz je disledkem vzniku anilinovych
oligomert, po skonceni polymerace zezelena. Reakce probihd pii pokojové teploté asi
10 minut (Prokes, Stejskal, Omastova, 2001). Nasledujici den se vznikla sraZzenina odfiltru-
je, promyva se tiemi 100 ml davkami 0,2 M kyseliny chlorovodikové a stejnym zptisobem
acetonem. Produkt se susi na vzduchu, dale se dosusuje pii 60 °C ve vakuu (Stejskal a Gil-
bert, 2002). Stejnym zplisobem Ize pfipravit filmy PANI na predmétech stalych v kyselém
prosttedi a to jejich ponofenim do reakéni smési. Pfidanim ve vodném prostiedi rozpustné-
ho polymeru do reakéni smési lze ziskat misto srazeniny koloidni polyanilinovou disperzi

(Prokes, Stejskal, Omastova, 2001).

Chemicka struktura polyanilinu (PANI) byla hodnocena nékolika studiemi. Publika-
ce Trchové et al. popisuje vliv vyroby PANI na jeho sloZeni s detekci pomoci UV-VIS,
FTIR a Ramanvy spektroskopie. V piipadé oxidace anilinu ve vodé (nepfitomnost kyselin
a zasad) je popisovana produkce riznych oligomernich jednotek PANI, které jsou pak
Vv pomérné malém mnozstvi obsazeny i v produktu polymerace. Pokud je polymerace za-
pocata v alkalickych podminkach, je zjevny rychly vznik oligomeri, coz se projevi zhnéd-
nutim reakéni smési. Kratké oligomery jsou nerozpustné ve vodé, v disledku toho agreguji
nebo krystalizuji. Dalsi oxidaci krystalt sice vznikaji del$i oligomerni jednotky, ale nedo-
chazi k polymeraci, proto je produktem této reakce pouze smés anilinovych oligomert.
Naopak, je-li reakce provadéna v kyselém prostiedi, jsou hnédé oligomery produkovany
pouze V nepatrném mnozstvi (2012). Tenké PANI filmy byly charakterizovany pomoci
Ramanovy spektroskopie, dopliiované charakterizaci pomoci FTIR a UV-VIS spektrosko-
pie. Byly hodnoceny meziprodukty ¢asné oxidace anilinu, které prezentuji ptitomnost
p-benzochinonu a fenazinu (Trchova et al., 2014). Prace zabyvajici se vyskytem mezipro-
dukti polymerace anilinu v alkalickém prostfedi pomoci infracervené spektroskopie potvr-
zuje vyskyt benzochinonu a fenazinu. Dale byla zaznamenana dvojna vazba s dusikem, coz
naznac¢uje obsah azobenzenu (Sedénkova, Stejskal a Trchova, 2014). Laska a Widlarz pu-
blikovali roku 2004 studii spektroskopické a strukturni charakterizace nizkomolekularnich

frakei polyanilinu. Vedlejsi produkty oxidacni polyamerace byly extrahovany organickymi
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rozpoustédly. Témer polovina sloucenin extrahovanych metanolem miize byt interpretova-
na jako typické produkty oxidace aminid — nitro a nitrososlouc¢eniny. K jejich vzniku maze

dochazet v kyselém prostiedi v piitomnosti silné oxida¢nich ¢inidel.

Oligomery PANI maji zésadni roli pii tvorbé filma, jsou produkovéany v ranych fa-
zich oxidace, adsorbuji na povrch materialu, ktery je dispozici, a nasledné slouzi jako ini-

ciacni centra pro rust polymernich fetézcii (Trchova et al., 2013).
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4 NIZKOMOLEKULARNI LATKY SYNTEZY POLYANILINU

V této kapitole budou podrobnéji probrany dostupné informace o jednotlivych latkach,
které se mohou vyskytovat v polyanilinu a které budou pfedmétem testovani v praktické
¢asti diplomové prace. Informace se budou vztahovat ke znamym fyzikdnim a chemickym

vlastnostem, s diirazem na pfistupna data tykajici se toxickych ucinka téchto latek.

4.1 Amonium persulfat

Obrazek 4 — strukturni vzorec amonium persulfatu

(vytvoteno v programu ChemSketch)

Amonium persulfat je bila, slabé zapachajici latka pevného skupenstvi. Je to nehoi-
lava latka rozpustnd ve vodé, ma siln¢ oxidacni vlastnosti. Molarni hmotnost APS je
228,20 g/mol, relativni hustota je 1,982 g/cm®, sypna hustota 950 — 1050 kg/m?, hodnota
pH =3 (pro 100g/l). Teplota tani je 160 °C (Lach-Ner, 2011).

APS je klasifikovana jako oxidujici (O), zdravi Skodliva (Xn) a drazdiva latka (Xi).
Dotek APS s hotflavym materidlem miize zpisobit pozar (R8). Je zdravi skodlivy pti poziti
(R22), drazdi o¢i, dychaci organy a kiizi (R36/37/38) a mlze vyvolat senzibilizaci pii vde-
chovani a pii styku s kiizi (R42/43). Dle bezpec¢nostniho listu jsou znamé hodnoty akutni
toxicity LD50 u krys po oralnim podani 689 mg/kg a po kozni aplikaci pak hodnoty vyssi
nez 2000 mg/kg (Sigma-Aldrich, 2014a).

4.1.1 Akutni toxicita

Akutni toxicita pfi peroralnim podani byla testovana na potkanech za stanoveni hod-
noty LD50 na 820 mg/kg (Smyth et al., 1969). Studie, ktera pozorovala rozdilnost piisobe-
ni dle pohlavi, vyhodnotila LD50 600 mg/kg u samci a 495 mg/kg u samic. Pfi testovani
akutni toxicity s aplikaci dermalni cestou byla stanovena LD50 na 2 g/kg, kdy byl APS
aplikovan na neporuSenou kizi potkant, a 10 g/kg pfi aplikaci nefedéného APS na kuzi
kralikd. Akutni toxicita je vyvolavana také inhalaci APS. Po ¢tyfhodinové inhalaci APS
potkany byla vyhodnocena LC50 2,95 mg/l (Cosmetic Ingredient Review Expert, 2001).
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4.1.2 Subchronicka toxicita

Peroralni cestou byl APS podavan samciim CR-CD potkant v davkach 0, 100, 300
nebo 600 ppm po dobu 28 dni. B€hem vyzkumu nedoslo k zadnému amrti. Jako LOAEL
byla stanovena davka 600 ppm (National industrial chemicals and assessment scheme,
2001). Priznaky toxicity APS nebyly pozorovany pii vyzkumu, ve kterém byla psim poda-
vana mouka obsahujici 15 g/45 kg APS 6 dni v tydnu po dobu tfi mésici. Zmény nebyly
zaznamenany ani u pst a potkand, ktefi byli krmeni moukou upravenou pomoci APS po
dobu nékolika mésicti (Final report on safety assessment of amonium, potassium, and

sodium persulfate, 2001).

Inhalaci aerosolu APS o koncentracich 0, 1, 4, 9, 17 a 20 mg/m® byli vystaveni
potkani béhem 7 dni, 23,5 hodin denné. Jako NOAEL byla stanovena hodnota 1 mg/m3. Pti
vysSich koncentracich byly zaznamenany poklesy hmotnosti a naznaky plicniho edému
(Last et al., 1982). Ttinactidenni studie toxicity APS inhala¢ni cestou u kraliki nezptsobila
zadné umrti souvisejici s expozici APS. Vyskytovaly se vSak mnohé zdravotni problémy,
jako Selesty na plicich & zména jejich hmotnosti. NOAEL byl stanoven na 10,3 mg/m®
(Signorin et al., 2001).

4.1.3 Podrazdéni kize a sliznic

Dermalni drazdivost APS byla zjistovana pomoci naplasti aplikovanych jak na nepo-
rusenou, tak i na odfenou kazi kralikti. Na poranéné kiizi zptsobil APS silné drazdéni
a otoky s naslednym zajizvenim. Na neporusené kizi jen mirné zarudnuti a otok. Studii byl
proto vyhodnocen jako kiizi nedrazdiva latka. Tyto vysledky se pak shoduji s vyzkumem
zroku 1994, kde nebyly pozorovany drazdivé ucinky APS (Final report on safety as-

sessment of ammonium, potassium, and sodium persulfate, 2001).

Schopnost APS drazdit o¢ni sliznice byla vyhodnocena indexem drazdivosti rovnym
hodnoté 10,5 - mirné¢ drazdivy. Studie CTFA pozorovala reakce u kralikd, z nichZ tfem
byly o¢i po aplikaci promyvany po dobu tficeti sekund. APS vykazoval mirnou drazdivost
U zastupci, jejichz o€i nebyly promyvany, a témét nulovou u téch, kterym byly o¢i promy-
ty (Final report on safety assessment of ammonium, potassium, and sodium persulfate,
2001).
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4.1.4 Genotoxicita

APS v mnozstvi 1 az 1000 pg/miska byl podroben testim mutagenity na bakteriich.
Testy byly posuzovany na Salmonella typhimurium s metabolickou aktivaci i bez ni.
Vsechny zkousky poskytly negativni vysledky (Final report on safety assessment of am-
monium, potassium, and sodium persulfate, 2001) . Mutagenni potencial byl testovan
Vv koncentracich az do 10 mg/misku, opét za pouziti Salmonella typhimurium. Vysledky

mutagenity byly negativni ve v§ech hodnocenych koncentracich (Ishidate et al., 1984).

Pii testech chromozomadlnich aberaci APS vykazuje téZ negativni vysledky. Testy
byly provedeny na CHL bunkéach inkubovanych v koncentraci 250 pug/ml po dobu 48 hodin

bez metabolické aktivace (National industrial chemicals and assessment scheme, 2001).

4.1.5 Karcinogenita

Karcinogenita APS byla zjistovana ve studii zaméfené na potencial této latky
pro tvorbu koznich nddori. Vyzkum probihal 51 tydnt a byl provadén na mysich samicich.
Ve vysledcich byly naznaky tvorby nadord spojované s APS, ale nebylo mozné jej oznacit

jako aktivné podpurny ani kompletni karcinogen (Kurokawa et al., 1984).

4.2 Anilin hydrochlorid

Obrazek 5 — strukturni vzorec anilin hydrochloridu

(vytvoteno v programu ChemSketch)

+ -
NH5 Cl

Anilin hydrochlorid (AH) je bil4 az slabé nasedla nebo Sedozelena krystalické latka
(pti 20 °C), téméet bez zapachu. Je to hotlavé latka, rozpustna ve vodé a ethanolu. Moléarni
hmotnost AH je 129,59 g/mol, relativni hustota je 1,2 g/cm®, sypna hustota 500 kg/m®.
Teplota tani je 197 — 200 °C, teplota varu 245 °C (Lach-Ner, 2005).

Anilin hydrochlorid je klasifikovan jako toxicka (T) a drazdiva latka (Xi) nebezpec-
na pro zivotni prostfedi (N). Je toxicky pfi vdechovani, styku sk0zi a pfi poziti

(R23/24/25) a je podeziely z hlediska karcinogennich ucinki (R40). U AH hrozi nebezpeci
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vazného poskozeni o¢i (R41), mlize vyvolat senzibilizaci pii styku s kiizi (R43) nebo muize
pti dlouhodobé expozici (vdechovani, styk s kazi, poziti) zpilisobovat vazné poskozeni
zdravi (R48/23/24/25). Je zde mozné nebezpeci nevratnych ucinkl (R68). Je vysoce toxic-
ky pro vodni organismy (R50). Dle bezpe¢nostniho listu je zndma hodnota akutni toxicity
LD50 u krys pfi oralnim podani — 840 mg/ml. Kozni a o¢ni drazdivost je zaznamenana po
24 hodinach vystaveni kralikd. Dle in vitro testt AH vykazuje mutagenni ucinky a je zde

také podezieni na karcinogenni vlastnosti (Sigma-Aldrich, 2015).

4.2.1 Subchronicka toxicita

Byla provedena studie subchronické expozice AH na potkanech Sprague-Dawley,
pti které byly pozorovany hematologické, biochemické a histopatologické odpovédi. Jedna
skupina samcti dostavala 600 parts per million (ppm) AH V pitné vod¢, druha skupina pou-
ze Gistou vodu. U zastupcli vystavenych AH byla pozorovana zména hmotnosti organti. Slo
predevsim o zvySeni hmotnosti sleziny (az 61 %), pokles hmotnosti varlat a kolisdni hmot-
nosti jater. Pocty erytrocytti ukazaly velmi vyznamny pokles ve vSech ¢asovych interva-
lech, hematokryt a hemoglobin vykazovaly snizeni po 30 a 90 dnech lécby (Firo-
ze et al., 1993).

4.2.2 Karcinogenita

Testy mozné karcinogenity AH byly provadény vzdy u 50 samcti a 50 samic potkanti
a mysi. Koncentrace v potravé ¢inily u potkant 0,6 a 0,3 %, u mysi 1,2 a 0,6 %. Do vy-
zkumu byly zahrnuty téz kontrolni skupiny od kazdého pohlavi. Vyzkum trval 108 tydnt.
U potkanich samcii bylo zjisténo nékolik typt statisticky vyznamnych mezenchymalnich
tumord, zejména sleziny. AH byl vyhodnocen jako karcinogenni pii perordlnim podani.
U mysi nebyl ve srovnani s kontrolni skupinou prokazan vyskyt tumori (Carcinogenesis,
National Cancer Institute, 1978).

AH byl testovan na kancerogenitu v jednotlivych experimentech na mysSich
a potkanech pii peroralnim podani. U mysi nebylo zjisténo zadné zvySeni vyskytu nadoru.
U potkanit byl pozorovan vyskyt fibrosarkomti, zhoubnych nadorti pojivovych tkani
asarcomu sleziny a peritonealni dutiny (CANCER, International Agency for Re-
search on, 1982).
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V nedavné studii byl AH testovan po dva roky pii peroralnim podani na potkanech.
U samci vysledky vykazovaly zvySeny vyskyt riznych typd sarkomi sleziny (Scientific

committee on toxicity, ecotoxicity and the environment, 2003).

4.2.3 Teratogenita

AH byl po peroralnim podani potkanim hodnocen jednak z hlediska teratogenity
a jednak z hlediska postnatalnich ucinka. Pfi nejvyssi davce, 100 mg AH/kg/den, byly
usamic pozorovany znamky hematotoxicity. U skupiny S nejniz§i davkou,
10 mg AH/kg/den, bylo u t¢hotnych samic zjisténo vyznamné zvyseni relativni hmotnosti

sleziny (Scientific committee on toxicity, ecotoxicity and the environment, 2003).

U plodu i novorozencu ze skupiny samic, kterym byly podavany vysoké davky AH,
byly indikovany zmény v hematologickych parametrech. Na zakladé toho byla stanovena
NOAEL vyvojové toxicity na 30 mg AH / kg hmotnosti / den (Scientific committee
on toxicity, ecotoxicity and the environment, 2003).

4.3 2-nitroanilin

Obrazek 6 — strukturni vzorec 2-nitroanilinu (vytvoieno

v programu Chem-Sketch)
NH»
NO»

2-nitroanilin nebo-li o-nitroanilin je krystalickd latka s molekulovou hmotnosti
138,12 g/mol. Bod tani lezi v rozmezi od 70 do 73 °C, bod varu je 284 °C, bod vzplanuti je
167 °C.

2-nitroanilin je klasifikovan jako toxicka latka (T). Je toxicky pii vdechovani, styku
s kuzi a pti poziti (R23/24/25), udava se nebezpeci kumulativnich u¢inka (R33) a je skod-
livy pro vodni organizmy, miiZe vyvolat dlouhodobé neptiznivé ucinky ve vodnim prostie-
di (R52/53). Bezpecnostni list udavad hodnoty akutni toxicity po oralnim podéani krysam
LD50 1,6 mg/kg, po c¢tythodinové inhalaci  u krys LC50 2554,29 mg/m*® (Sig-
ma-Aldrich, 2013).
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4.3.1 Mutagenita

Nitroaniliny byly testovany na mutagenni potencial v Amesové testu. V této zkous-
ce genotoxického téinku se pouziva bakterialnich kmend Salmonella typhimurium s uméle
vyvolanymi mutacemi, které zodpovidaji za ztratu schopnosti bunék tvofit histidin. Tato
latka je nezbytnd pro rist bunky, proto je nutné tyto specialni kmeny udrzovat v prostiedi
obsahujici histidin. Je-li testovana latka mutagenem, dojde k reverzni mutaci a navratu
schopnosti histidin tvofit (Havelkova, Kachlik a Lefnerova, 2005). 2-nitroanilin nevykazo-
val zvySenou rychlost mutace, ale byla zaznamenéna jeho toxicka koncentrace pro testova-
ny kmen 2515 pg/miska (ABmann et al., 1997). Dle vysledkd testovani Agentury pro
ochranu zivotniho prostfedi nevykazuje 2-nitroanilin znamky klastogenity pii mikronukle-
arnich studiich na sav¢ich bunkach kostni diené. V této zkousce byly hodnoceny koncen-
trace 0 — 500 mg/kg/den intraperitonealni injekci u mysi (Environmental Protection

Agency, 2006).

4.3.2 Vyvojova toxicita

2-nitroanilin byl podroben zkouskam na teratogenni potencial a reprodukéni toxici-
tu. Ani jeden ze jmenovanych efektli nebyl prokazan. ZkouSky vSak ukéazaly podezieni na
vyvojovu toxicitu u potkand, pficemz NOAEL pro teratogenitu byla stanoven na koncen-
traci 300 - 400 mg/kg/den (United Nations Environment Programme, 2001).

4.3.3 Interakce nitroanilini s albuminem a jeji toxikologické dusledky

Vazba nitroanilini na albumin ma toxikologicky vyznam, protoZe ovlada volné,
ucinné koncentrace téchto latek v organismu a ovliviiuje tak jejich délku a intenzitu G¢in-
ku. Nitroaniliny byly zkoumany na interakce s hovézim sérovym albuminem (BSA), pfi-
¢emz nejvyssi afinitu k BSA mél 4-nitroanilin (vazano cca 74 %), dale 2-nitroanilin
(cca 68 %) a nejslabsi vykazoval 3-nitroanilin (cca 56 %). V praxi to znamena, Ze stanove-
né hodnoty akutni toxicity perordlnim podanim u krys (LD50 1600 g/kg pro 2NA, 536
o/kg pro 3NA a 750 g/kg pro 4NA) nejsou piesné, jelikoz téméf 74 % 4-nitroanilinu je
vazano na albumin, ¢imz se ve skuteCnosti snizi jeho koncentrace natolik, ze LD50 4NA
bude nizs§i nez u 3NA. U koncentraci latek, které byly testovany v pouzité studii
(276 pg/ml ethanolu) vsak nebylo zjisténo relevantni procentudlni zastoupeni vazeb mezi

nitroaniliny a BSA (Xiang, Tong a Lin, 2007).
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4.4 3-nitroanilin

Obrazek 7 — strukturni vzorec 3-nitroanilinu (vytvofeno

v programu Chem-Sketch)
NH,

NO,

3-nitroanilin (jinak m-nitroanilin) je zluta krystalicka latka o molekulové hmotnosti
138,12 g/mol. Bod tani této latky lezi v rozmezi 111 — 114 °C, bod varu je 306 °C, bod
vzplanuti 196 °C. Relativni hustota této latky je 0,9 g/cm3 pii 25 °C.

2-nitroanilin je klasifikovan jako toxicka latka (T). Toxicky je pfi vdechovani, styku
s kazi a pii poziti (R23/24/25), hrozi u n& nebezpeci kumulativnich ucinkt (R33) a je
Skodlivy pro vodni organizmy, muize vyvolat dlouhodobé neptiznivé ucinky ve vodnim
prostiedi (R52/53). Byla stanovena hodnota LD50 pro akutni toxicitu u krys po oralnim
podani jako 535 mg/kg (Sigma-Aldrich, 2012a).

441 Subchronicka toxicita

Toxicita 3-nitroanilinu byla testovana béhem 28 dni po opakovaném peroralnim
podani potkanim v koncentracich 0 — 170 mg/kg/den. Ve vyzkumu nedoslo k imrti v da-
sledku podéni testované latky, ale u vysokych davek byly zaznamendny mnohé negativni
efekty, jako zména hmotnosti jater, sleziny a ledvin, ¢i prokazatelny pokles spermatogene-
ze. Zaveérem prace byla hodnota NOEL koncentrace nizs$i nez 15 mg/kg/den. Pti vysSich
koncentracich hrozi vyskyt toxickych G¢inkii pro muzské pohlavni organy nebo krevni
buiiky, véetné tzv. methemoglobinemie, ¢ili zvySené koncentraci methemoglobinu, ktery

pak brani pienosu kysliku (Yoshida et al., 1991).

4.4.2 Mutagenita

3-nitroanilinu byl hodnocen na genotoxicitu pomoci Amesové testu. Tato latka se
projevila jako mutagenni pro Salmonella typhimurium, pficemz byla stanovena toxicka

koncentrace této latky pro dané kmeny 3308 pug/miska (ABmann et al., 1997).
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4.5 4-nitroanilin

Obrazek 8 — strukturni vzorec 4-nitroanilinu (vytvoieno

v programu Chem-Sketch)

NH-

NO,

4-nitroanilin nebo-li p-nitroanilin je krystalicka latka Zluté barvy zapachajici po
amoniaku. Molekulova hmotnost je 138,12 g/mol, pH této latky je rovno 7,0. Bod tani se
pohybuje v rozmezi 146 — 149 °C, bod varu je 260 °C pti 133 hPa, bod vzplanuti je roven
213 °C. Relativni hustota latky je 1,44 g/em®.

4-nitroanilin je klasifikovan jako toxicka latka (T). Je toxicky pfi vdechovani, styku
s kuzi a pii poziti (R23/24/25), zpusobuje nebezpe¢i kumulativnich G¢inkt (R33) a je $kod-
livy pro vodni organizmy, muze vyvolat dlouhodobé neptiznivé ucinky ve vodnim prostie-
di (R52/53). Byla stanovena hodnota LD50 pro akutni toxicitu u krys po oralnim podéani na
750 mg/kg, dale kozZni aplikaci u morc¢at na hodnotu LD50 vyssi nez 500 mg/kg. Dle bez-
pecnostniho listu je 4-nitroanilin pfi nadmémé expozici nebezpeény z hlediska poruch

repodukce (Sigma-Aldrich, 2014b).

451 Akutni toxicita

Toxicita 4-nitroanilinu byla testovana u sladkovodnich ryb Cyprinus Carpio. Latka
vykazovala mirnou toxicitu, pfi¢emz jeji intenzita se zvySovala s koncentraci a dobou ex-
pozice. Byla vyhodnocena hodnota LC50 (94 hodin) 48,99 mg/l vody. Autofi také upozor-
nili na fakt, Ze 4-NA ve smési s jinou latkou (konkrétné p-nitrotoluenem) zptsobuje znaéné

vyssi toxickou aktivitu (Shen, Gao a Wang, 2012).

Roku 2005 doslo k otravé patnactiletého chlapce v Berling, ktery se pravdépodobneé-
predavkoval 4-nitroanilinem, snaslednym umrtim. Pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie byla pozdé&ji zjisténa koncentrace této latky v krvi 4,2 mg/ml. Bylo zjevné,

ze vtéle mladého muze doSlo kpfeméné pozit¢é latky na dalsi derivaty
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(napt. p-fenylendiamin, 4-nitroacetanilid), které se mohly ucastnit na zdravotnich dusled-

cich poziti 4-nitroanilinu (Bakdash et al., 2006).

45.2 Chronicka toxicita

4-nitroanilin byl studovan z hlediska chronické toxicity po dobu dvou let u potkani
se zaméfenim na onkogenni potencial a reprodukéni toxicitu. Sedesati¢lenné skupiny od
kazdého pohlavi dostavaly 4NA v koncentracich 0 — 9 mg/kg/den. Ve studii nebyl proka-
zéan karcinogenni efekt ani reprodukéni toxicita. Byly vSak pozorovany negativni efekty ve
skupinach s vysokymi davkami latky, jako zvySeni hmotnosti sleziny nebo narist koncen-

trace methemoglobinu, coz souvisi s inhibici pfenosu kysliku (Nair, 1990).

45.3 Mutagenita

Ve studii genotoxické aktivity nitroanilini v Amesové testu byl 4-nitroanilin vyhod-
nocen jako mutagenni latka. Nitroaniliny byly rozpoustény v dimethylsulfoxidu a apliko-
vany na specialni kmeny Salmonella typhimurium. Na rozdil od orto-nitroanilinu vykazo-
valy derivaty s nitroskupinou v poloze meta i para genotoxicky ti¢inek. Poloha substituentti
aromatickych nitrosloucenin se jevi jako dualezity prvek ovliviiujici mutagenni potencial
latky. Toxické Uc€inky 4-nitroanilinu pro dané kmeny byly pozorovany od koncentrace
2495 pg/miska (ABmann et al., 1997). 4-nitroanilin byl testovan pii mikronuklearnich stu-
diich na buiikach kostni dfené u mysi po intraperitonealnim podani. U testovanych koncen-
traci 0 — 800 mg/kg/den nevykazoval Zadné znamky klastogenniho potencialu (Environ-

mental Protection Agency, 2006).

4.5.4 Karcinogenita

Karcinogenni potencial 4-nitroanilinu byl testovan u mysi v poctu 70 zastupct od
kazdého pohlavi po dobu 103 tydnli. Testované koncentrace se pohybovaly v rozmezi
0 - 100 mg/kg télesné hmotnosti. U skupin zvifat, kterym byla latka podavéana v koncentra-
ci 30 a 100 mg/kg byly zaznamenany casté negativni hematologické efekty. U samci 1éce-
nych nejvyssi koncentraci byl zvySeny vyskyt hemangiosarkomt (Health Council of the
Netherlands, 2008).

Podobna studie u potkani, trvajici 2 roky u 60 zastupct od kazdého pohlavi, zjistila
hematologické nepfiznivé ucinky (zmény hladiny hemoglobinu, po¢tu krevnich buné&k

apod.), nebyly vS8ak pozorovany nadorova loziska. Dle odbornikti mohla byt absence nado-
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ri zpusobena velmi nizkymi koncentracemi latky (Health Council of the Netherlands,
2008).

4.6 Oligomery anilinu

Oligomery anilinu jsou molekuly, které se skladaji ze dvou az deseti zakladnich sta-

vebnich jednotek polyanilinu — z tzv. mera.

Obrazek 9 — strukturni vzorec meru polyanilinu

(vytvoreno v programu ChemSketch)

e

Tyto klasické oligomerni molekuly nejsou predmétem testovani toxicity v této préaci,
jsou zde zminény vzhledem k jejich vlastnostem a vodivosti, kterymi se zabyva mnoho
studii. Vici zminovanému polymeru jsou to molekuly s kratkymi fetézci, i presto sdili jeho
vodivost (Wan, 2008). Vodivost samotného oligomeru (tetramer) byla zkoumana ve srov-
nani s polyanilinem roku 2005 (Payerne et al.). V této studii bylo zji$téno, Ze tetramer ani-
linu mé vyrazné niz$i vodivost nez polyanilin. Dane et al. se roku 2012 zaméfili na vlast-
nosti  tentkych  vrstev  (nanofilmi) tvofenych oligomery anilinu s pfimési
bis(ethyl,hexyl)fosfatu. Tyto vrstvy byly aplikovany na kifemikovém substratu, dopovani
bis(ethyl,hexyl)fosfatem vedlo k lamelarnimu uspotadani se vzdalenosti v rozmezi 2,15 az
2,35 nm. Od urcité tloustky filmu a v kombinaci se zminénou piimési dokazali vyrobit
vysoce dopovanou folii pro potencialni vyuziti v elektronice. Roku 2013 Dane et al. publi-
kovali vyrazny vliv molekuldrni architektury oligomeru na vyslednou strukturu latky
a tedy i jeji elektronické vlastnosti. K tomuto vyzkumu byly pouzity tetramery a oktamery
anilinu jak v nativnim oxidovaném stavu, tak ve stavu dopovaném pomoci
bis(ethyl,hexyl)fosfatu. Cui et al. roku 2010 vydali praci o kopolymeru tvofeném segmenty
polyethylenoxidu a oligomerd anilinu v hlavnim fetézci, ktery vykazoval velmi vysoké
hodnoty dielektrické konstanty pii laboratorni teploté, coz je v nékterych aplikacich velmi
zadané, jedna se naptiklad o energetickd pamétova ulozisté, vyvoj umélého svalstva a uziti

v mikroelektrotechnice.
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Toxicita kratkych oligomerd anilinu byla systematicky poprvé zkoumana roku 2012.
Préce, kterd byla tohoto roku vydéana, popisuje zkousky cytotoxicity anilinovych dimerd,
trimert a tetramerti na mysich fibroblastech (NIH-3T3) a karcinogennich lidskych alveo-

larnich bazalnich epitelialnich buiikach (A549).

Obrazek 10 — strukturni charakterizace anilinovych oligomera

testovanych na cytotoxické ucinky (Zhang et al., 2012)
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Vysledky demonstruji, ze anilinové trimery vykazuji vyssi cytotoxicitu neZ dimery
¢i tetramery, a to na oba typy bunék. Nicméné i typ bun€k vyrazné ovliviioval vysledky.
U bun¢k A549 byla pozorovana niz$i cytotoxicita nez u NIH-3T3 (Zhang et al., 2012).

Roku 2013 pak byly testovany toxické ucinky delsich oligomernich jednotek polyani-
linu s riznymi koncovymi skupinami. Konkrétn€ Slo o tetramer zakonceny glukozou
(T-G), pentamer s aminoskupinou (P-NH,) a pentamer zakonceny karboxylovou skupinou
(P-COOH). Vysledky ukazaly, ze koncové skupiny ovliviuji rektivitu bunék. T-G vykazo-
val nejvyssi cytotoxicitu, jako u lidskych alveolarnich epitelovych bun¢k (A549), tak
U bungk lidského karcinomu (HeLa). Po 24 hodinach inkubace byly vyhodnoceny koncen-
trace 1C50. Pro bunky A549 byla koncentrace T-G rovna 170 pg/ml, pro P-COOH
329,8 ng/ml a P-NH, 484,4 pg/ml. U bunééné linie HeLa byly koncentrace IC50 niZsi,
asice 110,2; 301,3 a 311,9 pg/ml pro T-G; P-COOH a P-NH, (Qi et al., 2013).
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4.7 Azobenzen

Obrazek 11 — strukturni vzorec azobenzenu (vytvo-

feno v programu ChemSketch)

N
N
\N

Azobenzen je krystalicka latka tmavé Cervené barvy. Jeho molekulova hmotnost ¢ini
182,22 g/mol. Hustota azobenzenu piti 25 °C je 1,09 g/cmg. Teplota tani se pohybuje mezi
65 — 68 °C, teplota varu je 293 °C, bod samovzniceni je 477 °C (Sigma-Aldrich, 2014c).

Chemické symboly azobenzenu udavaji toxicitu (T) a nebezpeci pro zivotni prostredi
(N). Azobenzen mtiZze vyvolat rakovinu (R45), je zdravi Skodlivy pii vdechovani a pfi po-
ziti (R20/22), hrozi nebezpec¢ni vazného poskozeni zdravi pii dlouhodobé expozici poziva-
nim (R48/22), je vysoce toxicky pro vodni organismy, mize vyvolat dlouhodobé nepiizni-
vé ucinky ve vodnim prostiedi (R50/53) a je u né€j mozné nebezpeci nevratnych G¢inka

(R68) (Sigma-Aldrich, 2014c).

Derivaty azobenzenu jsou v soucasné dobé hojné pouzivany jako potravinaiska bar-
viva. Ztohoto duvodu byla testovana uroven interakci azobenzenu i jeho derivati
S lysozymem, coz je enzym b&zné se vyskytujici v liském téle. Dana studie odhalila, Ze
mira interakce mezi danou latkou a ptisluSnou aminokyselinou, a tim padem i mira toxitiy,
je zavisla na druhu substituentu. Cisty azobenzen bez substituci nebyl schopen vytvaret
Slouceniny azobenzenu vSak mohou byt kviili jeho struktufe snadno metabolizovany na
aromatické aminy, které mohou vést k toxickym produktim ¢i reaktivnim formam kysliku

(Peng et al., 2013).

471 Genotoxicita

Azobenzen a jeho derivaty byly posuzovany na genotoxicitu na potkanech. Testy n¢-
kterych derivatl azobenzenu prokazaly silnou mutagenitu, zatimco azobenzen vyvolaval

pouze velmi slaby mutagenni u¢inek (Cheung et al., 1994). Bezpecnostni list udava pode-
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zieni na genetické poskozeni (H341) a mutagenitu v zdrodeénych bunkach (Sig-

ma-Aldrich, 2014c).

4.7.2 Karcinogenita

Azobenzen byl podavan v krmivu skupiné 50 krys a 50 mysi od kazdého pohlavi po
dobu 105 az 106 tydnti. U obou pohlavi potkant bylo nalezeno velké mnozstvi zhoubnych
nadord pojivovych tkani (pfedevsim bfiSnich organtl), pficemz jejich vyskyt se zvySoval
s podavanou davkou azobenzenu. U mysi se neprojevil prokazatelny karcinogenni ucinek
(National Toxicology Program, 1979). Nov¢jsi studie karcinogenity azobenzenu pomoci
technik in vivo poskytla taktéz pozitivni vysledky. Byly nalezeny u obou testovanych dru-
ha, tzn. mysi i1 potkand. Po peroralnim podani mysim byl pozitvni v zaludku, tlustém stie-
vé, mocovém méchyii a plicich. U potkant byl azobenzen vyhodnocen jako karcinogenni,
pticemz nadory byly nalezeny v zaludku, tlustém stfevé, jatrech, ledvinach, mocovém me-
chyii a plicich. Jediny nezasazeny organ Dbyl vtomto piipadé mozek (Sekiha-
shi et al., 2002).

4.8 Benzidin

Obrazek 12 — strukturni vzorec benzidinu (vytvore-

no v programu ChemSketch)

HoN

NH,

Benzidin neboli 4,4’-diaminobifenyl je latka pevného skupenstvi ve formé prasSku
bézové barvy. Molekulova hmotnost ¢ini 184,24 g/mol. Bod tani je 127 °C, bod varu je
udavan 400 °C pii 1,013 hPa. Relativni hustota benzidinu pfi 20 °C je 1,25 g/em?® (Sig-
ma-Aldrich, 2012b).

Benzidin je oznaCovan jako toxicky (T) a nebezpecny pro zivotni prostiedi (N). Tato
latka mZze vyvolavat rakovinu (R45), je zdravi Skodliva pfi poziti (R22) a vysoce toxicka
pro vodni organismy s potencidlem pro dlouhodobé neptiznivé Gcinky ve vodnim prostiedi

(R50/53). Bezpecnostni list uddva akutni toxicitu oralnim podanim u krys
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LD50 309 mg/kg. Jsou znamy karcinogenni Gi¢inky benzidinu pro ¢loveka, pticemz opako-

vana absorpce miiZze zpusobit vznik nadort mocového méchyie (Sigma-Aldrich, 2012b).

4.8.1 Genotoxicita

Genotoxicita benzidinu byla prokazana pomoci technik in vivo skrze chromozo-
malni aberace v bunkach kostni dfen¢ u mysi (You et al., 1993). Benzidin byl vysetiovan
na poskozeni DNA u lidskych lymfocytii pomoci tzv. kometového testu, kdy byla prokéaza-
na jeho genotoxicita. Vzhledem k tomu, ze lapace volnych radikala pisobily jako inhibi¢ni
faktory jeho genotoxickych ucinkd, ptiklanéji se autoii k mechanismu zprostredkovanému
reaktivnimi formami kysliku (Chen, 2002). Schopnost indukce genotoxicity benzidinu pies
oxidaéni mechanismus byla testovana na kmeni Salmonella typhimurium, ktery je citlivy
na latky produkujici rektivni formy kysliku. Benzidin byl vyhodnocen jako siln¢ mutagen-
ni latka (Makena a Chung, 2007). Mutagenni G¢inek této latky byl prokéazan i u specialniho
kmene Escherichia Coli, ktery byl vytvofen pro posouzeni genotoxicity u c¢lovéka
(Chen et al., 2006). Pomoci kometového testu, tentokrat na bunkach HepG2, bylo zjisténo
poskozeni DNA v disledku expozice benzidinu (50 — 200 uM). Autofi této studie dosli
k zavéru, ze benzidin zplsobuje U pouzitych bunék zastaveni buné¢ného cyklu (G2/M fa-

ze) a apoptdzu prostiednictvim indukce proteinu pS3 a oprav DNA (Chen et al., 2011).

4.8.2 Karcinogenita

Benzidin je uznavan jako lidsky karcinogen dle Agentury pro ochranu Zivotniho
prostiedi a Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny (Choudhary, 1996). Karcinogenita
benzidinu byla pozorovana u potkand, u nichz byl zaznamenan podstatné vysoky vyskyt

nadord mlécné Zlazy a Z1azy zymbal (Morton et al., 1981).

Epidemiologické studie benzidinu u pracovnika vyrabé&jicich benzidin a azobarviva
ukazuji vyznameé vysoky vyskyt aduktii hemoglobinu, coZ ukazuje na karcinogenni povahu
téchto latek (Beyerbach et al., 2005). Také u pracovnikil vystavenych benzidinu a jinym
arylaminim byla zjiSténa vyssi frekvence rakoviny mocového méchyte, tenkého stieva
a meékkych tkani (Brown, Alberts a Schoengerg, 2011). Kviili kombinaci benzidinu
s jinymi slouceninami nelze z téchto udaju s jistotou posoudit karcinogenitu samotného

benzidinu pro ¢loveka.
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4.8.3 Imunotoxicita

Vyzkum toxicity benzidinu na mySich po dobu péti dnti shledal tuto latku jako
imunotoxickou. V dasledku podani benzidinu zde dochazelo ke zménam pomérta hmotos-
nosti sleziny ¢i brzliku k télesné hmotnosti, ménila se aktivita a Cetnost NK bun¢k
a T-bunék imunitniho systému, dochédzelo ke zpozdénym pfecitlivélym reakcim (Lust-
eretal, 1991). Rao et al. uz diive sledovali imunotoxické pfiznaky u mysi po aplikaci
benzidinu po dobu 6 tydnt, jako je nadmérny nartst po¢tu lymfatickych bunék ve sleziné
a brzliku (1971). Ani jedna ze jmenovanych studii nedokazala stanovit mezni koncentrace

zpusobujici imunotoxické symptomy.

4.8.4 Vyvojova toxicita

Jakozto mozny karcinogen byl benzidin zkouman i na vyvojovu toxicitu za pouziti
sladkovodnich ryb Danio rerio. Embrya, ktera byla vystavena tcinku benzidinu ukazala
zavislost umrti na Case a davce. Benzidin vyvolaval malformace, jako je nedostate¢ny vy-
voj mozku ¢i mirny perikardialni edém. Vysoké koncentrace spoustély rozsahlou apoptozu
V nervoveé soustavé, coz mize vést k abnormalnimu rozvoji nékterych ¢asti mozku (Chen

etal., 2014).

4.9 Fenazin

Obrézek 13 — strukturni vzorec fenazinu (vytvofeno

v programu ChemSketch)
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Fenazin nebo-li dibenzo[b,e]pyrazin je zluta krystalicka latka. Jeho molekulova

hmotnost ¢ini 180,21 g/mol. Bod tani se pohybuje v rozmezi 172 — 176 °C.

Fenazin neni dle bezpecnostniho listu klasifikovany jako nebezpecna latka. Je zna-
ma hodnota LD50 pro akutni toxicitu u mysi — 400 mg/kg (Sigma-Aldrich, 2012c).
49.1 Cytotoxicita

Cytotoxicita této latky byla posuzovana také na bunéénych linich HepG2 (lidsky he-

patokarcinom) a T24 (lidské buiiky karcinomu mocového méchyie). Cytotoxicita byla po-
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suzovana pomoci RTCA testu (Real-time Cell Analysis) a testu MTT. Zkouska RTCA
poskytla hodnoty IC50 (koncentrace latky, kterd zptisobi zmény vici kontrolni odezve ve
20 % ptipadl) pro bunécnou linii HepG2 po 24 hodinéach, kdy koncentrace fenazinu ¢inila
50 pg/ml, po 48 hodinach pak 18 pg/ml. Test MTT udaval pro linii HepG2 po 24 hodinach
koncentraci IC5021 upg/ml, po 48 hodinach koncentraci pouze 4 pg/ml (McGui-
gan a Xing-Fang, 2014).

Hodnoceni toxicity fenazinu bylo testovano pomoci GFP testu (u¢inek na eukaryo-
tické bunky, kmen Saccharomyces cerevisiae) a Toxi-Chromotestu (u¢inek na bakterie).
Pro vyhodnoceni byla pouzita hodnota IC20 (koncentrace latky, ktera zpiisobi zménu vici
kontrolni odezvé ve 20 %). Pomoci GFP testu byla stanovena koncentrace IC20 na
1,7 pg/ml fenazin. V Toxi-Chromotestu byla zjisténa koncentrace 1C20 47,6 pg/ml (Barto§
et al., 2006).

4.9.2 Genotoxicita

Fenazin byl posuzovan z hlediska genotoxicity pouzitim GFP (green fluorescent pro-
tein) testu (na eukaryotickych buinkach, kmen Saccharomyces cerevisiae)
a SOS-chromotestu (na bakteriich). Vyhodnoceni bylo provedeno formou minimalni geno-
toxické koncentrace (MGC), pticemz GFP test udaval koncentraci 0,38 pg/ml,
SOS-chromotest pak koncentraci fenazinu 23,78 pg/ml (Bartos et al., 2006).

4.9.3 Ekotoxicita

Fenazin byl také posuzovan z hlediska ekotoxickych G¢inku. Kobeti¢ova et al. stu-
dovali jeho G¢inky na bezobratlych. Pro v8echny testované druhy byly stanoveny hodnoty
LC50, které ¢inily u Eisenia fetida 2018 mg/kg ptdy, u Enchytraeus crypticus 2488 mg/kg
pudy a u Folsomia Candida 935 mg/kg pudy (Kobéti¢ova et al., 2008).
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4.10 Hydrazobenzen

Obrazek 14 — strukturni vzorec hydrazobenzenu (vy-

tvofeno v programu ChemSketch)
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Hydrazobenzen (synonyma 1,2-difenylhydrazin, N,N’-difenylhydrazin) je pevna
krystalicka latka zluté barvy. Jeho molekulova hmotnost ¢ini 184,24 g/mol. Bod tani se
pohybuje v rozmezi 123 — 126 °C.

Dle bezpecnostniho listu je tato latka toxicka (T) a nebezpecnd pro Zivotni prostiedi
(N). miize vyvolavat rakovinu (R45), je zdravi skodliva pii poziti (R22) a vysoce toxicka
pro vodni organismy, mize vyvolavat dlouhodobé neptiznivé ucinky ve vodnim prostiedi

(R50/53) (Sigma-Aldrich, 2012d).

O hydrazobenzenu je znamo, Ze v kyselém prostiedi organismu, napt. v Zaludku po
peroralnim podani, mtize dojit k jeho pfesmyku na benzidin (Ghigo et al., 2011). Byly in-
dentifikovany i jiné metabolity po oralni ¢i intraperitonealni aplikaci hydrazobenzenu, me-
zi které patfil mimo jiné anilin ¢i azobenzen. Pfi posuzovani toxickych vlastnosti hydrazo-
benzenu je proto nutné uvazovat i G¢inky jeho metabolitt, které mohou piispivat k jeho
toxicité, potazmo karinogenit¢ vzhledem k jejich znamym ucinkim (Agency for Toxic

Substances and Disease Registry, 1990).

4.10.1 Akutni toxicita

Data o akutni toxicité vychazeji z aplikace hydrazobenzenu ve vodni suspenzi po-
moci sondy u potkand. Studie udava hodnotu LD50 959 mg/kg, ale vzhledem k neuplné
dokumentaci této prace je nutnd opatrnost pii interpretaci vysledka (Agency for Toxic
Substances and Disease Registry, 1990).
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4.10.2 Subchronicka toxicita

Malé skupiny (pét zvifat) mysi a potkand obou pohlavi byly vystaveny riznym
koncentracim hydrazobenzenu po dobu 4 tydnut, po nichz nasledovaly 2 tydny bez expozi-
ce. Jako hodnota LOAEL u potkanii byla vzhledem ke zvySené Cetnosti imrti zvolena kon-
centrace 54 mg/kg/den. U mysi byla LOAEL stanovena na 390 mg/kg/den. Pfi¢iny umrti
nebyly uvedeny (National Toxicology Program, 1978).

Skupiny potkant a mysi byly vystaveny G¢inku hydrazobenzenu po dobu 78 tydni
s naslednym obdobim bez expozice 28 az 30 tydnil u potkantl a 18 tydnii u mysi. Umrtnost
byla vyznamné zvysena u vysoké davky samic potkand, coz dalo hodnotu LOAEL
5 mg/kg/den. Jako spolehlivd hodnota NOAEL tmrtnosti byla u samic oznacena koncetra-
ce 2 mg/kg/den. NOAEL u samctl potkant byla niZ8i neZ 5 mg/kg/den. U mysi byla amrt-
nost zvySena v piipadé obou pohlavi. Vysledné hodnota LOAEL u mySi C¢inila
52 mg/kg/den a NOAEL uz 10 mg/kg/den. Jako casté komplikace vyssich davek byly
U potkand zaznamenany intersticialni zanéty plic ¢i zvySena koncentrace methemoglobinu
a u mysi stfevni krvaceni. U obou pohlavi byly zaznamenany degenerativni zmény jater
a proto byl tento organ oznacen jako cilovy pro toxické pisobeni hydrazobenzenu (Natio-

nal Toxicology Program, 1978).

Roku 2013 byla vydana prace hodnotici subchronickou hepatotoxicitu hydrazoben-
zenu pomoci technik in vivo. Samci potkani byly vystaveny riznym koncentracim této
latky po dobu 5 — 13 tydnl. U skupiny potkani, které byly podavany vysoké koncentrace
200 a 300 ppm, byl zjistén pokles t€lesné hmotnosti a narist hmotnosti jater.U skupin, kte-
ré byly exponovany po dobu 13 tydnt, se vyskytovaly mikroskopické nalezy na jaterch ve
form¢ hypertrofie, duplikace ZluCovych cest apod. Jako hodnota NOEL byla stanovena
koncentrace 80 ppm, pfepocteno 4,8 mg/kg/den (Dodd et al., 2013).

4.10.3 Genotoxicita

Hydrazobenzen zptsobuje mutace u kmene Salmonella typhimurium a chromozo-
malni aberace ¢i vymény sesterskych chromatid po metabolické aktivaci u kiecka ¢inské-
ho. Ve studiich in vivo hydrazobenzen inhiboval syntézu testikularni DNA u mysi po apli-
kace jedné injekéni davky o koncentraci 100 mg/kg, coZ naznacuje toxické ucinky pro re-

produkéni organy u samcti (Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 1990).
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4.10.4 Karcinogenita

Hydrazobenzen byl oznacen za karcinogenni latku u potkand (4 mg/kg/den) a samic
mysi (52 mg/kg/den). Hodnoceni vychazi ze studie, ve které byla zvifata vystavena testo-
vané latce po dobu 78 dni s naslednym nékolikatydennim obdobim bez expozice. Samci
potkanit méli zvySeny vyskyt nddorh jater a bun€k karcinomil v nadledvinkach a zlaze
zymbal. Samice potkani trpély na nadory mlécné zlazy a jater. Podobné bylo nadorové

bujeni jater zaznamenano u mysich sami¢ek (National Toxicology Program, 1978).
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II. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Testované latky

Nizkomolekularni latky obsazené v polyanilinu, které byly testovany na cytotoxicitu
Vv této praci, jsou jednak A) prekurzory polyanilinu: anilin hydrochlorid (AH) a amonium
persulfat APS, B) derivaty anilinu 2-nitroanilin  (2-NA), 3-nitroanilin  (3-NA)
a 4-nitroanilin(4-NA) a C) oligomery fenazin (FEN), benzidin (BENZ), azobenzen (AZO)
a hydrazobenzen (HB).

Obrazek 15 — testované latky; zleva 2-NA, 3-NA, 4-NA, AZO, BENZ, FEN, HB, APS, AH

Anilin hydrochlorid (pure, kat. ¢.: 40008-CTO) byl vyroben a dodan firmou Lach-
Ner. Amonium persulfat (reagent grade, 98%, kat. ¢.: A3678), azobenzen (98 %,
kat. ¢.: 424633), benzidin (>98 %, kat. ¢.: B3503), fenazin (98 %, kat. ¢.: P13207), hydra-
zobenzen (analytical standard, kat. ¢&.: 442232), 2-nitroanilin (98 %, kat. ¢.: N9780),
3-nitroanilin (98 %, kat. ¢.: N9829) a 4-nitroanilin (>99 %, kat. ¢.: 185310) byly vyrobeny
a dodany firmou Sigma-Aldrich.

5.2 Pouzité bunécné linie

Vramci obou vybranych testi byly pouzity bunééné linie NIH/3T3
(ATCC® CRL-1658™). Jedna se o bun&tnou linii mysich fibroblasti, které byly ziskany
od firmy American Type Culture Collection (USA). Jako kultiva¢ni médium bylo pouzito
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (PAA The Cell Culture Company, Anglie), s vys$§im

obsahem glukézy. K médiu se dle navodu pro kultivaci bun¢k ptidava 10 % fetalniho bo-

vinniho séra (Biosera, Anglie) a antibiotika — konkrétné Penicillin/Streptomycin v koncen-
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traci 100 U/ml (100pg/ml), (PAA Laboratories, Australie). Kultivaéni podminky byly na-
sledujici: teplota 37°C, 5% koncentrace CO,, stabilni relativni vlhkost uvniti inkubatoru.

5.3 Pouzité pristroje

Biologicky inkubdtor s fizenou atmosférou CO, — Inkubator Heracell 150i (Ther-
moScientific, USA), mikroskop s fazovym kontrastem (Olympus 1X81, Japonsko), centri-
fuga Ependorf 5702 R (Ependorf, Némecko), spektrofotometricky pfistroj pro méteni ab-
sorbance Infinite M200 PRO (Tecan, Svycarsko), laminari flow box s fizenou cirkulaci
vzduchu (ThermoScientific, USA), prittokovy cytometr BD FACSCanto™ Il (BD BioSci-
ences, Anglie).

5.4 Experimentalni usporadani

5.4.1 Priprava roztoki testovanych latek
5.4.1.1 Roztoky v kultiva¢nim médiu

Roztoky pouzitych chemikalii byly nejprve pfipraveny smichanim jednotlivych la-
tek s pouzivanym kultivacnim médiem. U vétSiny latek (AZO, BENZ, FEN, HB, 2-NA,
3-NA, 4-NA) vsak byla pozorovana zna¢né omezena rozpustnost v médiu, jak miizeme

pozorovat na obrazku 16.

Obrazek 16 — vzorky testovanych latek (zleva 2-NA, 3-NA, 4-NA, AZO, BENZ, FEN,

HB) se $patnou rozpustnosti v kultivaénim médiu po 24 hodinach homogenizace na labora-

torni tfepacce (320 ot/min)
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I po intenzivni homogenizaci na laboratorni tfepacce ¢i V ultrazvukové lazni ziista-
valy v roztocich nerozpusténé Castice. Pii rozpousténi 2-NA byly pozorovany hnédé, rela-
tivné velké Castice a roztok média intenzivné ménil barvu do Cervené¢ho odstinu. 3-NA
zustaval nerozpustény ve formé malych Castic Zluté barvy v roztoku s nepatrné tmavsim
odstinem rizové. 4-NA se v roztoku média vyskytoval ve formé Zlutohnédych ¢astic, které
byly velikostné téméi beze zmény vici pivodni navazce, pticemz roztok byl lehce zabar-
ven do Cerveného odstinu. Zbylé roztoky nevykazovaly vic¢i kultivacnimu médiu barevné
zmény. Velké krystaly zlstaly nerozpusténé u AZO s Cervenym odstinem c¢astic a U BENZ
s Sedohnédym zbarvenim. Drobné Castice svétle zluté barvy byly pozorovany v piipade

FEN a jemné zluté ¢astice pak u HB.
5.4.1.2 Roztoky v dimethylsulfoxidu

Z vyse uvedeného divodu $patné rozpustnosti nékterych testovanych latek bylo
hledano vhodné rozpoustédlo, ve kterém se konkrétni vzorky rozpousti a které zaroven
nema negativni vliv na viabilitu, metabolismus ¢i fyziologii testovanych bunék. Norma
CSN EN ISO 10993 uvadi jako mozné rozpoustédlo pro testovani cytotoxicity dimethyl-
sulfoxid (DMSO), pti¢emz jeho pouzitelna koncentrace v kultivaénim médiu je limitovana
jeho toxickym piisobenim na konkrétni bunécné linie. Tato latka je standartné pouzivana
pii praci s bunéénymi kulturami, jako napt. Kryoprotektant, pro rozpousténi krystalt for-
mazanu pii testu MTT (Freshney, 2005) a jiz byla Gspé$né pouzita pro rozpousténi testo-

vanych latek pti hodnoceni mutagenity (ABmann et al., 1997).

Obrazek 17 — rozpustény BENZ, FEN, HB, AZO, 2-NA, 3-NA a 4-NA v DMSO

Po ovéteni rozpustnosti AZO, BENZ, FEN, HB, 2-NA, 3-NA a 4-NA v této polarni
latce byl DMSO (>99,9 %, Duchefa Biochemie, Netherlands) zvolen jako vhodné rozpous-
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tédlo. Vzhedem k jeho moznému toxickému plisobeni byla v kazdé sérii testi hodnocena
paralelné toxicita samotného rozpoustédla v dané koncentraci, jejiz vysledky prezentuji

tabulky 2 a 3.

Finalni roztoky byly piipraveny ve dvou sériich. V prvni sérii byly vSechny testo-
vané vzorky aplikovany Vv ¢istém kultivatnim médiu, v drufé sérii byly latky s omezenou
rozpustnosti (2-NA, 3-NA, 4-NA, AZO, BENZ, FEN, HB) rozpustény v minimalnim
mnozstvi DMSO (2 ml) a doplnény médiem (do 10 ml). Na zakladé dosavadnich poznatkii
o toxicité testovanych latek byly zvoleny jejich kone¢né koncentrace, pficemz koncentrace
latek rozpousténych v DMSO byly limitovany jejich rozpustnosti a toxicitou rozpoustédla.
Finalni koncentrace AH cinily 3000; 2500; 2000; 1500; 1000; 750 a 500 pg/ml, koncentra-
ce APS 1000; 750; 500; 320; 160 a 80 pg/ml. Koncentrace zbylych latek aplikovanych jak
v ¢istém médiu, tak v kombinaci s DMSO, byly 320; 160; 80; 40; 20 a 10 pg/ml. Procentu-
alni zastoupeni DMSO u roztokd konkrétnich koncentraci testovanych latek udava tabul-

ka 1.

Tabulka 1 - koncentrace rozpoustédla u jednotlivych roztokd testovanych latek

koncentrace testované latky [ng/ml] 320 160 80 40 20 10
koncentrace rozpoustédla DMSO [%] 32 16 08 04 02 01

Cytotoxicita DMSO byla v aplikovanych koncentracich (0,1 — 3,2 %) hodnocena
paralelné se samotnym testovanim cytotoxicity zkousenych latek. Stejné koncentrace byly
pouzity jak v testu MTT, tak v analyze bunééné smrti. Tabulky 2 a 3 popisuji vyhodnoceni
cytotoxicity rozpoustédla, tabulka 3 prezentuje vysledky ziskané u buné¢k, které prosly do-
bou zotaveni. Tzv. Recovery Time (,,Recovery Time*) neboli doba zotaveni byla do testu
zafazena jako doba, kterd umozni rozliSit mezi buiikami, které zlstavaji Zivotaschopné
a zaroven jsou schopné proliferace a mezi témi, které jsou zivotaschopné, ale dale nemo-
hou proliferovat (Freshney, 2005). V tabulce 2 je patrny pokles viability u nejvyssi kon-
centrace rozpoustédla (3,2 %), je ale ziejmé, ze DMSO neptisobil ve zkousce bez ,,Recove-
ry Time* cytotoxicky. Pfesto je vhodné uvazovat u vysledkl cytotoxicity testovanych latek
rozpusténych v 3,2% roztoku DMSO mozné zatizeni chybou Vv disledku potencialniho
spoluptisobeni DMSO a dané chemikalie. U vysledku v tabulce 3, které byly ziskany
zkouskou s ,,Recovery Time®, je zfejmy vyssi negativni dopad pusobeni tohoto rozpouste-
dla. V tomto piipadé Ize za bezpecné pokladat koncentrace nizsi nez 0,8 %. S ohledem na

maly pokles viability v této koncentraci s vyslednym necytotoxickym efektem Ize hodnotit
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i koncentrace testovanych latek rozpousténych v tomto poméru DMSO vic¢i médiu, je ale

nutné uvazovat mozné zatizeni chybou.
V nasledujici ¢asti budou popsany postupy prekultivace a testovani cytotoxicity,
kterymi byly ziskdny i vysledky toxického tcinku pouzitého rozpoustédla DMSO uvedené

nize v tabulkach 2 a 3.
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Tabulka 2 - cytotoxicita roztokit DMSO v kultivaénim médiu vyjadfena pro riizné koncentrace latek primérnou absorbanci + smérodatna
odchylka (Abs); dle normy ISO 10 993-5 je uvedena relativni hodnota v porovnani s referenci znacena jako procentualni viabilita bunék
(PV)

Vzorek 3,2 % 1,6 % 0,8 % 0,4 % 0,2 % 0,1 %
DMSO Abs 0,31 + 0,04 0,37 + 0,02 0,37 = 0,03 0,37 = 0,02 0,38 0,03 0,38 £ 0,02
PV [%] 84,22 A 100,28 A 101,34 A 98,88 A 101,72 A 103,75 A

Procentudlni viabilita bun¢k (PV) vyjadiuje procentudlni pokles bunétné viability ve srovnani s referenci, pficemz: hodnota rovna 100 znamena
100% prezitelnost bunék; hodnoty >80 odpovidaji latkam bez cytotoxického uéinku (A); hodnoty v rozmezi 60 - 80 udavaji mirnou cytotoxicitu
(B); 40 - 60 stredni cytotoxicitu (C) a hodnoty <40 silnou cytotoxicitu (D). Absorbance reference byla rovna 0,37 = 0,04 = 100 %

Tabulka 3 - cytotoxicita roztokti DMSO v kultivaénim médiu u bunék s ,,Recovery Time* vyjadiena pro rizné koncentrace latek prameér-
nou absorbanci + smérodatna odchylka (Abs); dle normy ISO 10 993-5 je uvedena relativni hodnota v porovnani s referenci znacena jako

procentudlni viabilita bunék (PV)

Vzorek 32% 1,6 % 0,8 % 0,4 % 0,2 % 0,1%
DMSO Abs 0,39 + 0,04 0,47 + 0,03 0,56 + 0,06 0,62 = 0,08 0,60 % 0,06 0,62 % 0,04
PV [%] 64,46 B 79,11 B 92,63 A 103,14 A 100,06 A 103,24 A

Procentudlni viabilita bun¢k (PV) vyjadiuje procentudlni pokles bunécné viability ve srovnani s referenci, pficemz: hodnota rovna 100 znamena
100% priezitelnost bun¢k; hodnoty >80 odpovidaji latkdim bez cytotoxického ucinku (A); hodnoty v rozmezi 60 - 80 udavaji mirnou cytotoxicitu
(B); 40 - 60 stredni cytotoxicitu (C) a hodnoty <40 silnou cytotoxicitu (D). Absorbance reference byla rovna 0,60 + 0,05 = 100 %
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5.4.2 Prekultivace bunék

Buiiky byly prekultivovany v kultivaéni lahvi (TPP, Svycarsko) do stavu konfluen-
ce, tedy pfiblizné 2.10° adherovanych bunék. Po dukladném odsati byl proveden oplach
bunék pufrovanym fyziologickym roztokem (PBS, phosphate-buffered saline, Gibco by
Life Technologies, USA) v mnozstvi 0,2 ml/cm?. Bezprostiedns po oplachu byl PBS odsat.
Poté byl k bunkam pfidan trypsin (EDTA 1x, PAA Laboratories, Australie) v mnozstvi
0,1 ml/cm? a léhev byla vlozena do inkubatoru. Stav trypsinizace byl prubézné kontrolovan
pod mikroskopem. Poté, co bylo mikroskopicky zpozorovano oddéleni bunék od kultiva¢ni
nadoby, bylo do nadoby ptidano kultivacni médium ve stejném objemu, v jakém byl pitida-
van trypsin. Suspenze bun¢k pak byla pomoci pipety pievedena do centrifugacni zkumav-
ky. Zkumavka byla vlozena do centrifugy, kde probihalo odstfedéni po dobu 3 minut pfi
rychlosti 1100 rotaci za minutu (rpm) a teploté 37,0 °C. Po vyjmuti zkumavky s bunéénym
sedimentem na dné&, byl opatrné odsat supernatant. Samotné koncentrované burnky pak byly
nafedény Cerstvym médiem na poZadovanou koncentraci 1.10° bun&k/ml. Takto pfipravena
bun&én4 suspenze byla rozpipetovana do jamek 96 jamkovych desti¢ek (TPP, Svycarsko)
v objemu 100 pl na 1 jamku. Pfipravené desticky byly vlozeny do inkubatoru, kde probiha-

la prekultivace bunék pied samotnym testem po dobu 24 hodin.

5.4.3 Aplikace roztoku

Po 24 hodinach prekultivace bylo odsato kultivaéni médium a misto néj byly do
jamek s bunkami ptidavany roztoky testovanych latek ve zvolenych koncentracich, kterych
bylo docileno postupnym fedénim nejkoncentrovanéjsiho roztoku. Findlni hodnocené kon-

centrace Cinily u roztoki:

AH: 3000; 2500; 2000; 1500; 1000; 500; pg/ml,

APS: 1000; 750; 500; 320; 160; 80 pg/ml,

2-NA, 3-NA, 4-NA, AZO, BENZ, FEN, HB: 320; 160; 80; 40; 20; 10 pg/ml.

Roztoky AH a APS byly vzhledem K jejich vyborné rozpustnosti hodnoceny pouze
v ¢istém kultivaénim médiu, roztoky zbylych latek byly hodnoceny jak v ¢istém kultivac-
nim médiu, tak po rozpusténi v DMSO s néslednych nafedénim kultivaénim médiem. Kon-
centrace DMSO pftipadajici na jednotlivé koncentrace testovanych latek v roztoku udava

tabulka 1. Po aplikaci roztoki nasledovala kultivace bun¢k v inkubatoru po dobu 24 hodin.
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5.4.4 Stanoveni bunécné viability

Bunééna viabilita byla hodnocena pomoci testu MTT, ktery byl vyhotoven u vSech
vzorkd dvojim uspotfadanim: A) bez ,,Recovery Time®, kdy byla viabilita vyhodnocena
tietiho dne ihned po ukonceni plisobeni testovanych latek, a B) s ,,Recovery Time*, kde
byly buniky po odstranéni testovanych latek ponechany dalsich 24 hodin v ¢istém kultivac-

nim médiu, pro tzv. ,,Recovery Time* (,,Recovery Time*) (Freshney, 2005).
5.4.41 Bez,Recovery Time*

U testu bez ,,Recovery Time*“ byly buiiky po 24 hodinach kultivace v ptitomnosti
roztokd oplachnuty roztokem PBS s naslednou vyménou média. Do kazdé jamky byl pfi-
dan 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-tetrazolium bromid (MTT, Duchefa Bioche-
mie, Holandsko) v koncentraci 0,5 mg/ml média. Desticky s butikami byly poté vlozeny do
inkubatoru na 4 hodiny, béhem kterych dochdzelo u metabolizujicich bun¢k k preméné
MTT na formazan. Po uplynuti této doby bylo z jamek pomoci mikropipety odebrano 40 ul
média, zbytek byl odsat a odpipetovanych 40 pl bylo navraceno zpét do jamek. V dal$im
kroku bylo pfidano 80 pl dimethylsulfoxidu (DMSO). DMSO byl ponechéan tc¢inkovat po

dobu 15 minut. Potom byla zméfena absorbance pomoci spektrofotometrického piistroje.

Obrazek 18 — fotografie spektrofotometrického piistroje pii méfeni absorbance reference
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54.4.2 S ,Recovery Time“

V piipad¢ série s ,,Recovery Time* byly roztoky testovanych latek po 24 hodinach
kultivace odsaty, buniky byly oplachnuty pomoci PBS a zality ¢istym médiem. V tomto
prostfedi byly ponechany inkubovat po dobu 24 hodin. Poté bylo kultivacni médium opét
vyménéno s naslednym piidavkem MTT (v koncentraci 0,5 mg/ml média). Dalsi postup

byl totozny jako u prvni série.
5.4.4.3 Ovéieni interakce MTT s testovanymi ldatkami

Paralelné s testovanim cytotoxického Uc€inku latek byla hodnocena interakce testo-
vanych latek s MTT. Interakce mtize zptsobit pfeménu MTT na formazan, na niz je zalo-
zen princip testovani, a zkreslit tak vysledky testu (Talorete et al., 2007). Jednotlivé latky
byly rozpustény v pfislusnych rozpoustédlech s naslednym ptidavkem MTT. Po 4 hodi-
nach plsobeni byla ¢ast roztoku nahrazena DMSO pro rozpusténi piipadnych krystala
formazanu. Po 15 miutach byla zmétena absorbance roztoku. Vysledky (obrazek 19, tabul-
ka 4) ukazaly, ze hydrazobenzen interaguje s MTT za produkce fialovych formazanovych
krystalti a proto neni vhodné hodnotit jeho toxicitu touto metodou. K redukci MTT v mensi
mife dochazelo u roztokd hydrazobenzenu v ¢istém kultiva¢nim médiu, coz dokazuje sla-
bou rozpustnost latky v kultivaénim médiu a tedy i chybu, jiz jsou zatizeny jednotlivé kon-

centrace roztoku v médiu.

Obrazek 19 — fotografie zkousky interakce testovanych latek
s MTT,; vpravo referenece; AH a APS rozpousténé v kultivacnim

médiu; vlevo latky rozpousténé v DMSO i kultivacnim médiu
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Tabulka 4 -

nameérené

absorbance

roztoku

testovanych

Vv pritomnosti MTT; absorbance reference byla rovna 0,140 + 0,002

ABSORBANCE ROZTOKU

KONCENTRACE
VZOREK ROZPOUSTEDLO 320 ug/ml 160 ug/ml
2-NA DMSO 0,138 + 0,005 0,154 + 0,006
3-NA DMSO 0,129 + 0,004 0,096 +0,004
4-NA DMSO 0,112 + 0,003 0,100 + 0,002
AZO DMSO 0,139 + 0,006 0,113 + 0,004
BENZ DMSO 0,115 + 0,009 0,096 + 0,006
FEN DMSO 0,119 + 0,005 0,130 + 0,007
HB DMSO 1,55+ 0,06 1,19 £ 0,07
AH MEDIUM 0,114 + 0,002 0,116 + 0,013
APS MEDIUM 0,111+ 0,002 0,114 + 0,009

5.4.5 Stanoveni poméru apoptickych a nekrotickych bunék

Prekultivace bunék, aplikace a plsobeni roztokli byly provedeny dle vyse popsa-
nych postupii. Pfipravené roztoky byly na zaklad¢ predchoziho méfeni cytotoxicity apliko-
vany ve vybranych koncentracich: 20 a 160 pg/ml v ptipadé latek 2-NA, 3-NA, 4-NA,
AZO, BENZ, FEN, HB; 160 a 500 latky  APS;
1000 a 3000 pg/ml u latky AH. Opét byla zkouska provedena jedenkrat s ,,Recovery Time*

ug/ml v piipadé

a jedenkrat bez ,,Recovery Time*.

Obrazek 20 — fotografie 96 jamkovych plath s buiikami

po aplikaci roztokii uréenych pro analyzu bunééné smrti
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Po 24 hodinach pulsobeni testovanych latek byly jednotlivé roztoky kultivacniho
média, obsahujici pusobici latky i odumielé a neadherované bunky, odpipetovany do ste-
rilnich 96 jamkovych plath. U adherovanych bunc¢k byl proveden oplach pomoci PBS
anasledna trypsinizace. Po oddéleni bun¢k od stén nadoby byly suspenze v médiu a su-

spenze bunék v trypsinu u danych jamek slouceny.

Dale bylo provedeno barveni bun¢k ptidavkem annexinu V a propidium jodidu
(BD BioScience, Kanada). Koncentrace annexinu V ¢inila 2,5 pg/ml, propidium jodidu
pak 5 pg/ml. Po 15 minutach ptisobeni v temném prostiedi byly buiiky analyzovany priito-

kovym cytometrem.

Obrazek 21 — fotografie méteni na priutokovém cytometru




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

6 VYSLEDKY

Nize jsou uvedeny vysledky testli cytotoxicity deviti latek, které se v zavislosti na pii-
pravé polyanilinu (PANI) mohou v tomto vodivém polymeru vyskytovat. Jedna se o mo-
nomer PANI anilin hydrochlorid (AH), oxida¢ni ¢inidlo amonium persulfat (APS), dusika-
té derivaty anilinu 2-nitroanilin (2-NA), 3-nitroanilin (3-NA), 4-nitroanilin (4-NA), dimer-
ni struktury anilinu azobenzen (AZO), benzidin (BENZ), hydrazobenzen (HB) a trimer
fenazin (FEN).

Obrazek 22 — schéma uspotradani hodnoceni toxicity testovanych latek

HODNOCENI CYTOTOXICITY LATEK

— T

RECOVERY TIME NO RECOVERY TIME
——> Rouzpousténi v DMSO —> Rouzpousténi v DMSO
——> Rozpousténi v MEDIU ——> Rozpousténi v MEDIU

Na obrazku 22 je moZno pozorovat schéma uspotadani experimentu. Jednotlivé vzor-
ky latek byly z hlediska cytotoxicity hodnoceny ve dvojim uspofadani. V obou sériich byly
buiikky vystaveny pusobeni toxickych latek po dobu 24 hodin. Pouze v jedné sérii bylo
bunkdm déale umoZnéno projit Casovym intervalem 24 hodin bez pfitomnosti téchto latek
oznacovanym jako doba zotaveni, béhem které¢ho mohou pfezivS§i bunky obno-
vit proliferaci (Freshney, 2005). Vzhledem k limitované rozpustnosti v kultiva¢nim médiu
nékterych vzorki bylo dale nutné pouzit rozpoustédlo DMSO. | kdyz je DMSO standartné
uzivano jako rozpoustédlo pfi praci s bunéénymi kulturami, dle normy ISO 10 993 mize
mit u n€kterych bunécnych linii cytotoxicky Gcinek a je nutnad kontrolni zkousSka toxicity
samotného rozpoustédla v pouzitych koncentracich. Vysledky tohoto testu udavaji tabul-
ky 2 a 3. Vysledky cytotoxicity 2-NA, 3-NA, 4-NA, AZO, BENZ a FEN aplikovanych
Vv ¢istém kultivaénim médiu byly do vyhodnoceni zahrnuty pro Gplnost vysledkli a moznost
hodnoceni toxicity latek v pfirozeném prostfedi organismu, nicméné je nutné zohlednit

jejich Spatnou rozpustnost a tedy pravdépodobné zatizeni vysledkt chybou.

Toxicky uc¢inek hydrazobenzenu byl hodnocen pouze analyzou bunécné smrti, protoze
u n¢j byla zjisténa schopnost redukce MTT na formazan (viz obrazek 19, tabulka 4), coz

zkresluje vysledky stejnojmenného testu.
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6.1 Bunéc¢na viabilita

Cytotoxicita jednotlivych latek byla hodnocena pomoci testu MTT na bunééné linii
mysich fibroblasti NIH/3T3. Viabilita bun¢k je znazornéna v tabulkach, které uvadéji vy-
sledky primérné absorbance a jejich smérodatné odchylky, pficemz jde vzdy o primér
z péti opakovani. V tabulkach je také uvedeno vyhodnoceni dle ISO 10 993-5 ,,Zkousky
na cytotoxicitu in vitro“. ISO norma je primarné uréena pro testovani zdravotnickych pro-
stiedku, piesto je v tomto piipadé zptsob vyhodnoceni aplikovatelny pro testy cytotoxicity
samostatnych sloucenin. Dle ISO se porovnava procentudlni viabilita bunék reference
s viabilitou jednolivych vzorki, pfi¢emz je aplikovano nasledujici vyhodnoceni: hodnota
rovna 100 znamena 100% preZitelnost bun€k; >80 vyjadifuje necytotoxicky efekt;

60 - 80 slaba cytotoxicita; 40 - 60 stiedni cytotoxicita, <40 silna cytotoxicita.

Jak jiz bylo feCeno diive, experiment byl sestaven ve dvojim usporadani, pfi¢emz
latky byly rozpoustény jednak v kultivaénim médiu a jednak v DMSO. Navic byla kazda
z téchto zkouSek vyhodnocena jedenkrat s dobou zotaveni (,,Recovery Time*) bunék

a jedenkrat bez ,,Recovery Time*.

6.1.1 Cytotoxicita testovanych liatek bez ,,Recovery Time*

Nize jsou uvedeny vysledky cytotoxicity testovanych latek, které byly stanoveny na
bunééné linii NIH/3T3 pomoci metodiky ISO normy ¢. 10993-5. Vysledky jsou rozdéleny
do nékolika tabulek: tabulka 5 udava cytotoxicitu amonium persulfatu (APS), tabulka 6
anilin hydrochloridu (AH), které byly rozpoustény pouze v kultivacnim médiu; tabulka 7
podava vysledky cytotoxicity 2-nitroanilinu (2-NA), 3-nitroanilinu (3-NA), 4-nitroanilinu
(4-NA), azobenzenu (AZO), benzidinu (BENZ) a fenazinu (FEN) rozpusténych v DMSO
a tabulka 8 pak cytotoxicitu totoznych vzorkt aplikovanych v ¢istém kultiva¢nim médiu.
Vzhledem Kk nizké rozpustnosti téchto latek v médiu mohou byt vysledky tabulky 8 zatize-

ny chybou aplikované koncentrace latky, pfesto jsou pro Gplnost vysledki uvedeny.
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6.1.1.1 Cytotoxicita AH a APS v kultiva¢nim médiu bez ,,Recovery Time*

Tabulka 5 — cytotoxicita roztoktt APS v kultivaénim médiu vyjadiena pro rizné koncentrace latek primérnou absorbanci + smérodatna od-

chylka (Abs); dle normy 1SO 10 993-5 je uvedena relativni hodnota v porovnani s referenci znacena jako procentualni viabilita bunék (PV)

Vzorek 1000 pg/ml 750 ug/ml 500 pg/ml 320 ug/ml 160 ug/ml 80 pg/ml
APS Abs 0,19 +£0,02 0,18 £0,03 0,21 £0,02 0,29 + 0,02 0,34 + 0,02 0,36 = 0,02
PV [%] 50,58 C 49,30 C 55,70 C 78,77 B 92,18 A 97,01 A

Procentuélni viabilita bun¢k (PV) vyjadiuje procentudlni pokles bunécné viability ve srovnani s referenci, pficemz: hodnota rovna 100 znamena
100% piezitelnost bunék; hodnoty >80 odpovidaji latkam bez cytotoxického G¢inku (A); hodnoty v rozmezi 60 - 80 udavaji mirnou cytotoxicitu
(B); 40 - 60 stfedni cytotoxicitu (C) a hodnoty <40 silnou cytotoxicitu (D). Absorbance reference byla rovna 0,37 + 0,04 = 100 %

Tabulka 6 - cytotoxicita roztokti AH v kultivaénim médiu vyjadiena pro rizné koncentrace latek primérnou absorbanci + smérodatna od-

chylka (Abs); dle normy 1SO 10 993-5 je uvedena relativni hodnota v porovnani s referenci znacena jako procentualni viabilita bunék (PV)

Vzorek 3000 pg/ml 2500 pg/ml 2000 pg/ml 1500 pg/ml 1000 pg/ml 500 pg/ml
AH Abs 0,41 £ 0,03 0,50 + 0,04 0,51 + 0,02 0,52 + 0,05 0,66 + 0,04 0,67 = 0,04
PV [%] 63,54 B 76,34 B 78,63 B 79,57 B 101,42 A 102,57 A

Procentudlni viabilita bunék (PV) vyjadfuje procentudlni pokles bunécné viability ve srovnani s referenci, pficemz: hodnota rovna 100 znamena
100% ptezitelnost bunck; hodnoty >80 odpovidaji latkdm bez cytotoxického Uc€inku (A); hodnoty v rozmezi 60 - 80 udavaji mirnou cytotoxicitu
(B); 40 - 60 stfedni cytotoxicitu (C) a hodnoty <40 silnou cytotoxicitu (D). Absorbance reference byla rovna 0,66 + 0,04 = 100 %
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Tabulka 5 popisuje cytotoxicitu amonium persulfatu rozpusténého v kultivaénim
médiu. Z naméfenych hodnot absorbance vyplyva, Ze s rostoucim obsahem latky v médiu
byla 320 pg/ml. V tomto pfipad¢ se jednalo o mirnou cytotoxicitu. Dalsi zvySeni obsahu
APS Vv roztoku pusobilo vyrazny pokles viability. V rozmézi 500 - 1000 pg/ml latka vyka-

zovala stfedni cytotoxicitu. Koncentrace 750 pg/ml se jevila jako limitni.

V tabulce 6 je mozné pozorovat vysledky cytotoxicity anilin hydrochloridu. Nega-
tivni ucinek této latky se u zvolené bunécné linie NIH/3T3 projevoval u roztokii o obsahu
1500 - 3000 pg/ml mirnou cytotoxicitou. Od koncentrace 1500 pg/ml média nedochazelo
s rostoucim obsahem AH k vyraznému poklesu bunééné viability, u nejkoncentrovanéjsiho
roztoku 3000 pg/ml vSak hodnota viability poklesla t¢émét k hodnotdm stfedniho cytotoxic-
kého ucinku. Ptesto byl 1 tento roztok hodnocen jako mirné cytotoxicky. VSechny cytoto-

xické koncentrace AH a APS byly statisticky priikazn¢ odlisné od referenénich hodnot.
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6.1.1.2 Cytotoxicita 2-NA, 3-NA, 4-NA, AZO, BENZ a FEN v roztoku DMSO bez ,,Recovery Time*

Tabulka 7 - cytotoxicita roztoku 2-NA, 3-NA, 4-NA, AZO, BENZ a FEN v DMSO s kultivaénim médiem vyjadiena pro rizné koncentrace
latek pramérnou absorbanci + smérodatna odchylka (Abs); dle normy ISO 10 993-5 je uvedena relativni hodnota v porovnani s referenci

znacena jako procentualni viabilita bunék (PV)

Vzorek 320 pg/ml 160 pg/ml 80 pg/ml 40 pg/ml 20 pg/ml 10 pg/ml

2-NA Abs 0,25 + 0,02 0,32 + 0,03 0,33+0,01 0,36 + 0,03 0,42 + 0,03 0,45 £ 0,05
PV [%] 67,91 B 85,41 A 88,45 A 97,71 A 112,72 A 120,56 A

3-NA Abs 0,23 + 0,00 0,28 + 0,02 0,29 + 0,02 0,32 + 0,04 0,38 + 0,02 0,37 + 0,02
PV [%] 63,48 B 76,62 B 78,61 B 87,58 A 102,21 A 08,91 A

4-NA Abs 0,25 + 0,03 0,29 + 0,02 0,29 + 0,02 0,30 = 0,04 0,38 0,01 0,39 + 0,02
PV [%)] 68,27 B 78,35 B 78,82 B 81,23 A 102,05 A 106,44 A

AZO Abs 0,32 +0,01 0,31 +£0,03 0,34 + 0,02 0,36 = 0,03 0,39 + 0,02 0,39 + 0,03
PV [%)] 86,74 A 83,57 A 91,78 A 96,93 A 105,18 A 104,88 A

BENZ Abs 0,25 + 0,02 0,24 + 0,03 0,27 + 0,02 0,30 = 0,03 0,39 + 0,05 0,38 +£0,01
PV [%] 66,47 B 64,13 B 7197 B 79,82 B 105,69 A 102,64 A

FEN Abs 0,22 + 0,01 0,22 £ 0,01 0,24 + 0,01 0,26 + 0,02 0,34 + 0,04 0,36 + 0,01
PV [%] 58,41 C 59,99 C 63,65 B 70,97 B 92,09 A 97,39 A

Procentudlni viabilita bun¢k (PV) vyjadiuje procentudlni pokles bunécné viability ve srovnani s referenci, pficemz: hodnota rovna 100 znamena
100% prezitelnost bun¢k; hodnoty >80 odpovidaji latkdim bez cytotoxického ucinku (A); hodnoty v rozmezi 60 - 80 udavaji mirnou cytotoxicitu
(B); 40 - 60 stredni cytotoxicitu (C) a hodnoty <40 silnou cytotoxicitu (D). Absorbance reference byla rovna 0,37 = 0,04 = 100 %
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Tabulka 7 hodnoti cytotoxicky ucinek latek rozpusténych v DMSO pomoci testu
MTT bez ,,Recovery Time*. Koncentrace tohoto rozpoustédla Cinily pro jednotlivé roztoky
3,2 - 0,1 % (tabulka 1), kdy tyto roztoky DMSO byly soucasné testovany na cytotoxicky
efekt stejnym zplisobem, jako hodnocené chemikalie (viz tabulka 2). Z vysledkl vyplyva,
ze DMSO nebyl cytotoxicky ani v jedné z koncentraci. Pouze u roztoku o obsahu
3,2 % DMSO byl zaznamenan mirny pokles viability. Proto mohou byt vyledky cytotoxici-
ty testovanych latek o koncentraci 320 ug/ml, na kterou pfipada roztok obsahujici
3,2 % DMSO, zatizeny chybou v disledku spoluptisobeni testované latky a rozpoustédla.
Z tabulky vyplyva, ze viabilita bun€k klesala s rostouci koncentraci vsech testovanych la-
tek. 2-nitroanilin (2-NA) zputsoboval u testovanych koncentraci zivotnost bun¢k blizkou
referen¢ni hodnoté. Vyrazny pokles viability nastdval az u koncentrace 320 pg/ml, kterd
byla zaroven nejvyssi testovanou. V této jediné koncentraci vykazoval 2-NA cytotoxicitu
mirného ucinku, ktera byla statisticky prikazné odlisnd od reference. Zaroven se sméro-
datna odchylka absorbance tohoto roztoku potkavala s rozpétim absorbance 3,2% roztoku
DMSO a nebylo ji tedy mozné jednozna¢né piisoudit cytotoxicky efekt. Napadné zvyseni
viability bun¢k u nizkych koncentraci, zvlasté¢ 10 pg/ml, miize naznacovat prospésné pliso-
beni 2-NA pro pozorované buiiky. Vzhledem ke smérodatnym odchylkam vsak nebyly tyto
hodnoty statisticky prukazné odlisné od reference. Vysledky testu 3-nitroanilinu (3-NA)
udavdji necytotoxické plisobeni v koncentracich do 40 pg/ml. Buiiky vystavené témto roz-
tokim vykazovaly viabilitu blizkou referenci. Zna¢ny pokles nastal u koncentrace
80 pg/ml. Od této hodnoty zplsoboval 3-nitroanilin mirny cytotoxicky efekt, viablita bu-
nck vsak s rostoucim obsahem latky dale klesala a u nejvyssi koncentrace 320 pg/ml byla
relativni viabilita blizka stfedné cytotoxickému G¢inku. Mirna cytotoxicita vSech tii rozto-
ki 3-NA (80 — 320 pg/ml) byla statisticky prikazné odlisna jak od reference v ¢istém mé-
diu, tak od roztokt DMSO v danych koncentracich. 4-nitroanilin (4-NA) nevykazoval cy-
totoxicky efekt v koncentracich 10 — 40 pg/ml, 1kdyZ je u roztoku 40 pg/ml pozorovan
znaény pokles viability. Ve zbylych koncentracich (80 - 320 pg/ml) dosahovala tato latka
mirné cytotoxického ucinku, ktery se prohluboval se zvySujicim se obsahem latky. Cytoto-
xické plsobeni 4-NA Vnejvyssi koncentraci nebylo statisticky prikazné odlisné od
3,2% DMSO. Vzhledem k prikaznosti G¢inku u dvou ziedénéjsich roztokt 4-NA lze pied-
pokladat mirnou cytotoxicitu i u nejkoncentrovanéjsiho vzorku. Azobenzen (AZO)
Vv testovanych koncentracich nevykazoval ve vysledcich bez doby zotaveni (,,Recove-

ry Time*) cytotoxicky ucinek. Viabilita bun¢k pozvolné klesala s rostoucim obsahem lat-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 66

ky, nedosahovala vsak hrani¢nich hodnot. Benzidin (BENZ) nedosahoval cytotoxického
pusobeni u nizkych koncentraci 10 a 20 pg/ml. Vyrazné snizeni viability nastdvalo u roz-
toku o obsahu 40 pg na ml roztoku s naslednym klesajicim trendem, nebylo mozné jej vSak
jednoznaéné oznacit za cytotoxicky, protoze byla jeho absorbance stale blizka referen¢nim
hodnotam. Koncentrovanéjsi roztoky 4-NA (80 a 160 pg/ml) byly statisticky prukazné
odlisné jak od reference, tak od ptipadajicich roztokli DMSO. Mirnou cytotoxicitu tak 1ze
predpokladat i u koncentrace 320 pg/ml, prestoze se zde setkavaly smérodatné odchylky
absorbance vzorku a roztoku DMSO. Fenazin (FEN) v této ¢asti zkouSeni vykazoval nej-
vyssi cytotoxicky potencial. Za bezpecné lze povazovat pouze koncentrace 10 a 20 pg/ml,
dalsi zvySovani obsahu této latky zptisobovalo u zvolené linie NIH/3T3 vyrazny pokles
viability. Koncentrace 40 a 80 pug/ml vykazovaly mirnou cytotoxicitu, 160 a 320 ug/ml pak
sttedni cytotoxicky efekt. Jako limitni se jevil roztok o obsahu 80 pg FEN na ml roztoku.

| vyrazné zvyseni koncentrace dale zptisobilo pouze mirné snizeni viability bunék.
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6.1.1.3 Cytotoxicita 2-NA, 3-NA, 4-NA, AZO, BENZ a FEN v kultiva¢nim médiu bez ,,Recovery Time*

Tabulka 8 - cytotoxicita roztoki 2-NA, 3-NA, 4-NA, AZO, BENZ a FEN v ¢istém kultivaénim médiu vyjadiena pro ruzné koncentrace 1a-
tek primérnou absorbanci = smérodatnd odchylka; dle normy ISO 10 993-5 je uvedena relativni hodnota v porovnani s referenci znacena

jako procentudlni viabilita bunék (PV)

Vzorek 320 pg/ml 160 pg/ml 80 pg/ml 40 pg/ml 20 pg/ml 10 pg/ml

2-NA Abs 0,27 + 0,02 0,34 + 0,04 0,38 + 0,03 0,38 + 0,04 0,39 + 0,03 0,39 + 0,04
PV [%] 73,45 B 92,83 A 102,61 A 101,76 A 106,62 A 105,17 A

3-NA Abs 0,25 + 0,02 0,29 + 0,05 0,34 + 0,02 0,36 + 0,03 0,37 + 0,03 0,39 + 0,03
PV [%] 66,70 B 78,02 B 93,22 A 98,62 A 99,70 A 105,54 A

4-NA Abs 0,31 +0,05 0,39 + 0,03 0,37 + 0,02 0,35+ 0,03 0,39 + 0,03 0,41 + 0,04
PV [%] 83,65 A 105,18 A 99,58 A 94,88 A 104,91 A 110,56 A

AZO Abs 0,38 + 0,02 0,39 + 0,04 0,39 + 0,02 0,38 + 0,03 0,38 + 0,02 0,39 + 0,04
PV [%)] 101,63 A 105,06 A 106,44 A 102,17 A 102,69 A 106,54 A

BENZ Abs 0,26 + 0,01 0,28 + 0,04 0,30 = 0,02 0,38 + 0,03 0,40 + 0,03 0,36 + 0,04
PV [%] 71,19B 74,95 B 81,84 A 103,24 A 108,11 A 08,18 A

FEN Abs 0,29 + 0,03 0,29 + 0,02 0,40 + 0,01 0,37 0,04 0,35 = 0,03 0,31+ 0,03
PV [%] 7757 B 79,03 B 106,94 A 99,24 A 94,37 A 84,82 A

Procentudlni viabilita bun¢k (PV) vyjadiuje procentudlni pokles bunécné viability ve srovnani s referenci, pficemz: hodnota rovna 100 znamena
100% priezitelnost bun¢k; hodnoty >80 odpovidaji latkdm bez cytotoxického ucinku (A); hodnoty v rozmezi 60 - 80 udavaji mirnou cytotoxicitu
(B); 40 - 60 stredni cytotoxicitu (C) a hodnoty <40 silnou cytotoxicitu (D). Absorbance reference byla rovna 0,37 = 0,04 = 100 %
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Tabulka 8 hodnoti cytotoxicitu latek 2-NA, 3-NA, 4-NA, AZO, BENZ a FEN apli-
kovanych v Cistém kultivacnim médiu. Jak jiz bylo uvedeno, rozpustnost téchto pevnych
latek v médiu je zna¢né omezend (obrazek 16). Vzhledem k aplikacnimu potencialu poly-
anilinu v biologickém prostiedi bez pfitomnosti vhodného rozpoustédla a faktu, Ze roz-
poustédlo pouzité v této praci mize vykazovat cytotoxicky ucinek, mohou byt vysledky
ucinki latek v médiu ptinosné. Je vSak nutné zohlednit nepfesnost uvedenych koncentraci

V testovanych roztocich.

2-nitroanilin aplikovany k bunikam v ¢istém kultivaénim médiu vykazoval stejny
pribéh cytotoxicity jako po rozpusténi v DMSO. Byl zde patrny slabsi ucinek latky, coz
1ze prisuzovat nedokonalému rozpusténi navazky vzorku. 2-NA v Cistém kultivacnim mé-
diu byl pro zvolenou linii mysich fibroblastli necytotoxicky v koncentracich do 160 pg/ml.
Roztok s obsahem 320 pg 2-NA na 1 ml média dosahoval mirné cytotoxicity, statisticky
prukazné odlisné od reference. Viabilita bunék vystavenych piasobeni 3-nitroanilinu
v ¢istém médiu dosahovala vysSich hodnot, nez v roztoku s DMSO. Koncentrace 3-NA
aplikované do kultiva¢niho média nebyly cytotoxické v rozmezi 10 — 80 pg/ml. Roztoky
s vy$sim obsahem 3-NA vykazovaly mirny cytotoxicky efekt, pticemz statisticky prikazné
odli$na od reference byla pouze koncentrace 320 ug/ml. U 4-nitroanilinu bylo mozné pozo-
rovat vyrazn&j$i rozdily mezi roztokem v ¢istém médiu a roztokem s DMSO. Lze to pfi-
soudit struktufe této latky ve formé velkych Castic, které se ani po intenzivni homogenizaci
Vv prostiedi kultivacniho média nerozkladaly a roztok média ziskaval velmi slabé zbarveni
do Cerveného odstinu. Vzhledem k velikosti ¢astic se tak latka dostavala do kontaktu
S buitkkami pouze v omezené mife. Vysledky testu MTT ukazaly, Ze 4-NA aplikovany
v médiu nevykazoval cytotoxicky Uc¢inek v Zadné ze zvolenych koncentraci. Vyraznéjsi
pokles viability bun¢k byl zaznamenan pouze u roztoku s obsahem 320 pg na 1 ml média.
Azobenzen v kultivaénim médiu vykazoval vici roztokim AZO v DMSO stejné hodnoce-
ni cytotoxicity, avSak s vyrazné lepsi viabilitou. Proti referenci nebyl u roztoku AZO
v ¢istém kultivaénim médiu zaznamenan jakykoliv pokles viability bun¢k. Benzidin apli-
kovany k bunkam v ¢istém médiu nebyl cytotoxicky v koncentracich 10 — 80 pg/ml. Jiz
u roztoku 80 pg/ml vSak lze pozorovat vyrazny pokles viability statisticky prikazné odlis-
ny od reference. Obé vyssi koncentrace (160 a 320 pg/ml) byly vyhodnoceny jako mirné
cytotoxické. Cytotoxicita fenazinu se projevyla i v prostredi kultiva¢niho média, jeji hrani-
ce vsak byly vic¢i vzorkim rozpusténym v DMSO posunuty k vys$sim koncentracim. Roz-

toky s obsahem této latky do 80 pg/ml nevykazovaly cytotoxické pusobeni, ale roztoky
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s koncentraci 160 a 320 pg/ml byly statisticky prukazné odlisné od reference a zpisobova-

ly mirnou cytotoxicitu.
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Obrazek 23 — mikrofotografie bunék potizené pred vyhodnocenim testu MTT bez ,,Recovery Time*

200 ym

¥ p~

D) AZO 10 pg/ml média s DMSO E) 3-NA 80 ug/ml média s DMSO F) 2-NA 320 pg/ml média s DMSO
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6.1.1.4 Mikroskopické snimky bunék dopliiujici test MTT bez ,,Recovery Time*

Obrazek 23 zachycuje nékolik mikrofotografii bunék potizenych pfi stondsobném
zvétSeni po odejmuti roztokl testovanych latek. Snimek A) piedstavuje referenci pro
zkousky cytotoxicity bez ,,Recovery Time® v ¢istém médiu. Buiiky byly v dobrém fyziolo-
gické stavu, mély zfeteln¢ viditelna jadra a vysokou adhezi. Na snimku B) bylo mozné
pozorovat buniky vystavené ti¢inku roztoku APS o koncentraci 320 pg/ml média, ktery byl
vyhodnocen jako mirné cytotoxicky. Tomuto vysledku odpovida zifejmy tbytek bunck viici
referenci, snizena adheze a morfologické zmény. Snimek C) zachycuje bunky, které byly
kultivovany v pfitomnosti BENZ v koncentraci 320 pg/ml, kterd vykazovala mirny cytoto-
xicky ucinek. Charakteristické bublinkovité utvary zachycuji skupinu buné¢k, které prosly
apoptickym procesem. V tomto piipadé Ilze piedpokladat, Ze byly v kontaktu
s nerozpusténymi ¢asticemi BENZ, a proto vykazovaly zna¢né zmény vuci pfilehlému
okoli. Mikrofotografie D) prezentuje buiiky, které byly po dobu 24 hodin inkubovany
Vv roztoku AZO o koncentraci 10 ug/ml s DMSO. Obrazek koresponduje s kvantifikaci dle
testu MTT, builkky se vyskytovaly v mnozstvi a fyziologickém stavu srovnatelném
sreferenci. Na snimku E) jsou bunky vystavené ucinku 3-NA Vv koncentraci 80 pg
na 1 ml roztoku DMSO, ktery byl vyhodnocen jako slabé cytotoxicky. Je zde zfejmé mirné
snizeni po¢tu bun¢k, nicméné morfologie i adheze bunék byla podobna jako u reference.
Fotografie F) pak ukazuje rizné bunécné ttvrary, ke kterym byl aplikovan roztok 2-NA
0 obsahu 320 pg na 1 ml roztoku DMSO. Nékteré bunky se jevily relativné zdravé, jiné

mély sniZzenou adhezi a bylo zde mozné pozorovat i zbytky odumielych bunék.

6.1.2 Cytotoxicita testovanych latek s ,,Recovery Time*

Nize jsou uvedeny vysledky testu cytotoxicity testovanych latek, které byly stano-
veny na buné¢né linii NIH/3T3 pomoci metodiky ISO normy ¢. 10993-5. V této ¢asti testu
byl bunkam poskytnut ,,Recovery Time“. Vysledky jsou rozdéleny do nékolika tabulek:
tabulka 9 udava cytotoxicitu amonium persulfatu (APS), tabulka 10 anilin hydrochloridu
(AH), které byly rozpoustény pouze v kultivatnim médiu; tabulka 11 podava vysledky
cytotoxicity 2-nitroanilinu (2-NA), 3-nitroanilinu (3-NA), 4-nitroanilinu (4-NA), azoben-
zenu (AZO), benzidinu (BENZ) a fenazinu (FEN) rozpusténych v DMSO a tabulka 12 pak
cytotoxicitu totoznych vzorkl aplikovanych v ¢istém kultivaénim médiu. Vzhledem
k nizké rozpustnosti téchto latek v médiu mohou byt vysledky tabulky 12 zatizeny chybou

aplikované koncentrace latky, piesto jsou pro uplnost vysledkii uvedeny.
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6.1.2.1 Cytotoxicita AH a APS v kultiva¢nim médiu s ,,Recovery Time*

Tabulka 9 - cytotoxicita roztokit APS v médiu u bunék s ,,Recovery Time* vyjadiena pro rizné koncentrace latek primérnou absorbanci
+ smérodatna odchylka (Abs); dle normy ISO 10 993-5 je uvedena relativni hodnota v porovnani s referenci znacena jako procentualni via-

bilita bun¢k (PV)

Vzorek 1000 pg/ml 750 pg/ml 500 pg/ml 320 pg/ml 160 pg/ml 80 pg/ml
APS Abs 0,18 = 0,02 0,16 + 0,01 0,21 +0,01 0,30 + 0,06 0,53 + 0,03 0,63 + 0,06
PV [%] 30,54 D 26,79 D 35,25 D 50,39 C 88,30 A 105,32 A

Procentudlni viabilita bun¢k (PV) vyjadiuje procentudlni pokles bunécné viability ve srovnani s referenci, pficemz: hodnota rovna 100 znamena
100% prezitelnost bunék; hodnoty >80 odpovidaji latkam bez cytotoxického ucéinku (A); hodnoty v rozmezi 60 - 80 udavaji mirnou cytotoxicitu
(B); 40 - 60 stredni cytotoxicitu (C) a hodnoty <40 silnou cytotoxicitu (D). Absorbance reference byla rovna 0,60 + 0,05 = 100 %

Tabulka 10 - cytotoxicita roztokit AH v médiu u bunék s ,,Recovery Time* vyjadifena pro rizné koncentrace latek primérnou absorbanci
+ smérodatna odchylka (Abs); dle normy ISO 10 993-5 je uvedena relativni hodnota v porovnani s referenci znacena jako procentualni via-

bilita bun¢k (PV)

Vzorek 3000 pg/ml 2500 pg/ml 2000 pg/ml 1500 pg/ml 1000 pg/ml 500 ug/ml
AH Abs 0,42 + 0,02 0,44 + 0,04 0,52 + 0,06 0,53 + 0,07 0,53 + 0,05 0,55 + 0,06
PV [%] 61,36 B 64,82 B 76,69 B 78,20 B 78,24 B 79,82 B

Procentuélni viabilita bun¢k (PV) vyjadfuje procentudlni pokles bunécné viability ve srovnani s referenci, pti¢emz: hodnota rovna 100 znamena
100% ptezitelnost bunck; hodnoty >80 odpovidaji latkdm bez cytotoxického Uc€inku (A); hodnoty v rozmezi 60 - 80 udavaji mirnou cytotoxicitu
(B); 40 - 60 stfedni cytotoxicitu (C) a hodnoty <40 silnou cytotoxicitu (D). Absorbance reference byla rovna 0,68 + 0,05 = 100 %
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Tabulka 9 predstavuje vysledky cytotoxického potencialu amonium persulfatu
U pouzité bunécné linie NIH/3T3 s dobou zotaveni.Viabilita bun¢k vyrazné klesala od kon-
centrace 320 ug/ml od netoxického ucinku piimo ke stiedni cytotoxicité. ZvySenim kon-
centrace na 500 az 1000 ug/ml dochazelo ke snizeni viability na hodnoty udavajici silnou
cytotoxicitu. Zaroven se koncentrace 500 pg/ml jevila jako limitni, protoze se cytotoxicky
efekt u vzorkd s vys$§im obsahem této latky dale neprohluboval. Vzhledem k namétenym
hodnotam absorbance a jejich smérodatnym odchylkdm byly koncentrace 320 az

1000 pg/ml prikazné odlisné od reference.

Tabulka 10 prezentuje vyhodnoceni cytotoxicity AH ziskané pomoci testu MTT
s ,,Recovery Time*. Z vysledku je ziejmé, ze AH plsobil mirn¢ cytotoxicky ve vSech tes-
tovanych koncentracich, ptestoze viabilita bun€k s rostouci koncentraci latky pozvolné
klesala a krajni koncentrace latky staly na hranicich mirné cytotoxikého u¢inku. VSechny

naméfené hodnoty byly statisticky prikazné odlisné od absorbance reference.
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6.1.2.2 Cytotoxicita 2-NA, 3-NA, 4-NA, AZO, BENZ a FEN v roztoku DMSO s ,,Recovery Time*

Tabulka 11 - cytotoxicita roztok 2-NA, 3-NA, 4-NA, AZO, BENZ a FEN v DMSO s kultivaénim médiem u bunék s ,,Recovery Time* vy-
jadfena pro rizné koncentrace latek primeérnou absorbanci + smérodatna odchylka (Abs); dle normy ISO 10 993-5 je uvedena relativni

hodnota v porovnani s referenci zna¢ena jako procentualni viabilita bun¢k (PV)

Vzorek 320 pg/ml 160 pg/ml 80 pg/ml 40 pg/ml 20 pg/ml 10 pg/ml

2-NA Abs 0,25 + 0,02 0,36 + 0,03 0,39 + 0,03 0,39 + 0,05 0,44 + 0,04 0,58 + 0,05
PV [%] 4249 C 59,39 C 65,04 B 65,08 B 72,65 B 95,86 A

3-NA Abs 0,27 + 0,05 0,33 + 0,04 0,38 + 0,04 0,46 + 0,02 0,56 + 0,04 0,63 + 0,06
PV [%] 45,05 C 55,68 C 63,62 B 76,79 B 92,99 A 104,40 A

4-NA Abs 0,23 + 0,03 0,29 + 0,02 0,30 + 0,03 0,42 + 0,07 0,56 + 0,05 0,58 + 0,04
PV [%)] 38,12 D 48,92 C 49,66 C 70,10 B 92,56 A 97,22 A

AZO Abs 0,22 + 0,02 0,25+ 0,03 0,34 + 0,02 0,39 + 0,04 0,41 £ 0,03 0,45+ 0,03
PV [%)] 36,19 D 42,40 C 56,57 C 64,50 B 68,23 B 74,29 B

BENZ Abs 0,20 + 0,01 0,22 0,02 0,23 + 0,02 0,24 £ 0,01 0,29 + 0,01 0,45 + 0,05
PV [%)] 33,37D 36,81 D 38,86 D 40,24 C 47,79 C 7423 B

FEN Abs 0,20 = 0,1 0,19 + 0,03 0,22 + 0,02 0,31 +0,02 0,48 + 0,01 0,48 + 0,02
PV [%] 32,89 D 31,43D 37,34 D 50,96 C 79,31 B 79,64 B

Procentualni viabilita bunék (PV) vyjadfuje procentualni pokles bunécné viability ve srovnani s referenci, pfi¢emz: hodnota rovna 100 znamena 100%
prezitelnost bun¢k; hodnoty >80 odpovidaji latkdm bez cytotoxického ucinku (A); hodnoty v rozmezi 60 - 80 udavaji mirnou cytotoxicitu (B); 40 - 60
stfedni cytotoxicitu (C) a hodnoty <40 silnou cytotoxicitu (D). Absorbance reference byla rovna 0,60 + 0,05 = 100 %
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Tabulka 11 hodnoti cytotoxicky Géinek latek rozpusténych v DMSO pomoci tes-
tu MTT s dobou zotaveni (,,Recovery Time*). Koncentrace tohoto rozpoustédla ¢inila pro
jednotlivé roztoky 3,2 — 0,1 % (tabulka 1), kdy roztoky DMSO byly soucasné testovany na
cytotoxicky efekt stejnym zplisobem, jako hodnocené chemikalie (viz tabulka 3).
Z vysledkt vyplyva, ze pii ponechani bunék po dobu ,,Recovery Time* 24 hodin vykazo-
val DMSO mirny cytotoxicky efekt od koncentrace 1,6 %. Tato procentualni zastoupeni
DMSO v roztoku proto mohou zvySovat cytotoxické ptisobeni testovanych latek od kon-
centrace 160 ug/ml a je tieba tento fakt pti vyhodnoceni zohlednit. Navic byl zaznamenan
mirny pokles viability jiz u roztoku o obsahu 0,8 % DMSO. Proto mohou byt i vyledky
cytotoxicity testovanych latek o koncentraci 80 pg/ml, na kterou ptipada roztok obsahujici
0,8 % DMSO, zatizeny chybou v disledku spoluptisobeni testované latky a rozpoustédla.
Z tabulky vyplyva, Ze s rostouci koncentraci vSech latek se zvySovalo jejich cytotoxické
pusobeni. Pti ponechani bunék s ,Recovery Time*“ po dobu 24 hodin vykazoval
2-nitroanilin mirny cytotoxicky efekt jiz od koncentrace 20 pg/ml a stfedni cytotoxicitu od
160 pug/ml se stalym klesajicim trendem. VSechny cytotoxické koncentrace byly statisticky
prokazatelné odlisné jak od reference, tak od ptislusnych roztokit DMSO, bylo v§ak mozné
spoluptisobeni rozpustédla DMSO s 2-NA v koncentraci vyssi nez 80 pg/ml za soucasného
prohloubeni cytotoxického tucinku testované latky. 3-nitroanilin byl dle vysledkt hodnocen
jako necytotoxicky v koncentracich 10 a 20 pg/ml. Bunky vystavené témto roztokim vy-
kazovaly viabilitu blizkou referenci. Vyrazné snizeni viability nastavalo od koncentrace
40 pg/ml, ktera byla spolu s 80 pg/ml hodnocena jako mirné cytotoxicka. Stiedné cytoto-
xické pak byly roztoky 160 a 320 pg/ml. Vsechny toxické hodnoty byly prikazné odlisné
od reference 1 roztoki DMSO v danych koncentracich.Vyhodnoceni cytotoxického efektu
u roztoklt 80 — 320 pg/ml vSak pravdépodobné bylo ovlivnéno synergickym plsobenim
latky a rozpoustédla DMSO. V ptipadé 4-nitroanilinu byly necytotoxické koncentrace
niz8i nez 20 pg/ml. Dalsi zvySeni obsahu 4-NA zptasobovalo vyrazny pokles viability. Jako
mirn¢ cytotoxicka se ukazala koncentrace 40 pg/ml, stiedné cytotoxické byly
80 a 160 pg/ml a silnou cytotoxicitu vykazovala koncentrace 320 pg/ml. VSechny cytoto-
xické roztoky davaly hodnoty absorbance statisticky pritkazné odlisné od reference, u roz-
tokti koncentrovangjSich nez 40 pg/ml bylo opét mozné spoluptisobeni rozpoustédla. Azo-
benzen vykazoval u bun€k ponechanych 24 hodin ,,Recovery Time* cytotoxicitu v kazdé
testované koncentraci, ve vSech piipadech statisticky prukazné¢ odliSnou od reference

I od ptislusnych roztoku DMSO. Mirn¢ cytotoxické byly roztoky o obsahu AZO do 40 pg
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na 1 ml, stfedni cytotoxicitu vykazovaly roztoky 80 a 160 pg/ml, silnou cytotoxicitu pak
nejvyssi testovana koncentrace 320 pg/ml. U roztokli s obsahem AZO vySSim nez
80 ng/ml je pravdépodobné zatizeni chybou v dusledki spolupiisobeni latky a rozpouste-
dla. V piipadé benzidinu vysledky ukazaly vyhradné cytotoxické koncentrace latky. Mir-
toxické byly roztoky 20 a 40 pg/ml, siln¢ cytotoxické pak 80, 160 a 320 ug/ml. V téchto
siln¢ toxickych koncentracich lze ocekavat ovlivnéni vysledkli zplisobené synergickym
uc¢inkem BENZ a DMSO. Vsechny hodnoty absorbance byly statisticky prikazné odlisné
od reference i ptipadajicich roztokit DMSO. Podobné fenazin poskytoval ve vSech testova-
nych vzorcich o rizném fedéni cytotoxické ucinky. Mirny efekt cytotoxicity se projevoval
u koncentraci 10 a 20 pg/ml, stfedni v pfipadé 40 pg/ml a silny cytotoxicky G¢inek davaly
roztoky o obsahu 80, 160 a 320 pg/ml. Jako limitni se jevila koncentrace 160 pg/ml. Viabi-
lita bun¢k byla zalozena na hodnotach absorbance prukazné odlisSnych od reference. Opét
je zde pravdépodobné spoluptisobeni rozpoustédla DMSO a FEN a je tedy vhodné uvazo-
vat zatizeni chybou u roztokll 160 a 320 pg/ml, ptipadné i 80 pg/ml.
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6.1.2.3 Cytotoxicita 2-NA, 3-NA, 4-NA, AZO, BENZ a FEN v kultivacnim médiu s ,,Recovery Time*

Tabulka 12 - cytotoxicita roztokti 2-NA, 3-NA, 4-NA, AZO, BENZ a FEN v ¢istém kultiva¢nim médiu u bunék s ,,Recovery Time* vyjadiena

pro rtuzné koncentrace latek primérnou absorbanci + smérodatna odchylka (Abs); dle normy ISO 10 993-5 je uvedena relativni hodnota

V porovndni s referenci znacena jako procentudlni viabilita bunék (PV)

Vzorek 320 pg/ml 160 pg/ml 80 pg/ml 40 pg/ml 20 pg/ml 10 pg/ml
2-NA Abs 0,34 + 0,02 0,50 + 0,06 0,47 + 0,08 0,60 + 0,05 0,62 + 0,05 0,68 + 0,06
PV [%] 56,62 C 83,36 A 77,85 B 100,60 A 103,68 A 113,60 A
3-NA Abs 0,21 + 0,04 0,27 + 0,02 0,43 + 0,05 0,49 + 0,05 0,56 + 0,06 0,59 + 0,03
PV [%] 35,55 C 44,36 C 71,96 B 81,81 A 93,72 A 97,70 A
4-NA Abs 0,45+ 0,03 0,46 + 0,05 0,53 + 0,04 0,52 + 0,05 0,58 + 0,06 0,54 + 0,08
PV [%)] 74,93 B 76,13 B 88,77 A 86,51 A 96,19 A 89,51 A
AZO Abs 0,44 + 0,05 0,44 + 0,04 0,45+ 0,05 0,45 + 0,04 0,43 +0,01 0,44 + 0,03
PV [%)] 73,19B 72,65B 74,75 B 75,04 B 71,18 B 74,16 B
BENZ Abs 0,20 + 0,03 0,19 0,01 0,27 + 0,03 0,33 = 0,06 0,44 + 0,03 0,44 + 0,04
PV [%] 33,86 D 32,04 D 45,60 C 55,11 C 74,01 B 72,62 B
FEN Abs 0,25+0,6 0,22 + 0,04 0,22 + 0,03 0,46 + 0,02 0,46 % 0,04 0,43 + 0,03
PV [%] 40,92 C 37,31D 36,87 D 76,54 B 7712 B 71,87B

Procentudlni viabilita bun¢k (PV) vyjadiuje procentudlni pokles bunééné viability ve srovnani s referenci, pfi¢emz: hodnota rovna 100 znamena
100% ptezitelnost bun¢k; hodnoty >80 odpovidaji latkdm bez cytotoxického ucinku (A); hodnoty v rozmezi 60 - 80 udavaji mirnou cytotoxicitu
(B); 40 - 60 stredni cytotoxicitu (C) a hodnoty <40 silnou cytotoxicitu (D). Absorbance reference byla rovna 0,60 + 0,05 = 100 %
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Tabulka 12 hodnoti cytotoxicitu latek 2-NA, 3-NA, 4-NA, AZO, BENZ a FEN
aplikovanych v ¢istém kultivaénim médiu. Buniky byly v tomto pfipadé vystaveny danym
vzorkliim po dobu 24 hodin, poté¢ byly ponechdny stejnou dobu v pfitomnosti samotného
kultivaéniho média (doba zotaveni, ,,Recovery Time). Vzhledem Kk nizké rozpustnosti
téchto pevnych latek v médiu (obrazek 16) je nutné zohlednit nepiesnost uvedenych kon-
centraci v testovanych roztocich. Vzhledem k aplikaénimu potencidlu polyanilinu
Vv biologickém prosttedi, kde se vhodné rozpoustédlo nevyskytuje, a faktu, ze pouzité roz-
poustédlo DMSO muze vykazovat cytotoxicky ucinek, mohou byt vysledky ucinkt latek
v médiu ptinosné. 2-nitroanilin poskytoval v koncentracich 10, 20, 40 pg/ml hodnoty via-
bility velmi blizké referenci. V ptipad¢ nejnizsi koncentrace se zdala viabilita 2-NA vyssi
nez reference, nicméné s ohledem na smérodatné odchylky nebyla naméfena absorbance
statisticky prikkazné odliSna od referen¢ni hodnoty. VSechny roztoky, s vyjimkou koncen-
trace 80 a 320 pug/ml vykazovaly necytotoxicky efekt. Koncentrace 80 pg/ml byla hodno-
cena jako mirné cytotoxicka, vzhledem k dal§imu prabéhu hodnoceni a vysoké smérodatné
odchylce piekryvajici se s referenci, mohlo byt vyhodnoceni zatizené chybou méfeni.
Chyba mohla byt v piipadé 2-NA zpusobena zejména nedostate¢nou homogenizaci vel-
kych nerozpusténych ¢astic ve vzorku. Piesto byl u roztokd 80 a 160 pg/ml zaznamenan
vyrazny pokles viability a nejvyssi koncentrace 320 ug/ml pak byla hodnocena se statistic-
kou prikaznosti jako stfedné cytotoxicka. V ptipad¢ 3-nitroanilinu klesala viabilita bunék
s rostoucim obsahem latky v roztoku. Jako necytotoxické koncentrace byly vyhodnoceny
10 — 40 pg/ml, mirné cytotoxicka byla 80 pg/ml a stiedné cytotoxické byly roztoky
sobsahem 160 a 320 ug 3-NA na 1ml média. Hodnoty absorbance u koncentraci
40 - 320 pg/ml byly statisticky prikazné odlisné od reference. Vysledky cytotoxicity byly
podobné, jako v pfipadé hodnoceni latky v roztoku DMSO, nicméné viabilita bun¢k byla
VYs8i nez pii rozpousténi v DMSO. 4-nitroanilin v ¢istém médiu vykazoval v porovnani
s roztoky DMSO slabé cytotoxické ucinky. Rozdilnost mezi vysledky mohla byt dana vel-
mi slabou rozpustnosti 4-NA v kultivaénim médiu, ktery v roztoku setrvava ve formé vel-
kych ¢astic. Koncentrace 10 - 80 pg/ml vykazovala necytotoxické ptsobeni. Roztoky
0 obsahu 160 a 320 pg/ml davaly mirny cytotoxicky ucinek, statisticky prokazateln¢ odlis-
ny od reference. Azobenzen v tomto piipadé vykazoval ve vSech testovanych koncentra-
cich mirn€ cytotoxicky ucinek statisticky prikazné odlisny od reference. Zda se, ze AZO
Vv kultiva¢nim médiu, pfi ponechani bunék po dobu 24 hodin ,,Recovery Time*, vykazoval

limitni koncentrace jiz pfi 10 pg/ml. Dals$i zvySovéani obsahu latky v médiu nemélo vyraz-
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ny vliv na zivotnost bun¢k. Stejny pokles viability u vSech koncentraci mohl byt dusled-
kem zastaveni buné¢ného cyklu pfi ptisobeni dané latky. Po vyméné roztoki AZO za Cisté
médium by se tak buniky nemnozily a ve srovnani s referenci by mély snizenou hodnotu
viability, coz odpovida témto vysledkiim. Benzidin v ¢istém kultiva¢nim médiu zptsobo-
val ve vSech pouzitych koncentracich cytotoxické puisobeni. Mirnou cytotoxicitu vykazo-
valy roztoky 10 a 20 ug/ml, stiedni cytotoxicitu roztoky 40 a 80 pg/ml a silnou cytotoxici-
tu pak vzorky o koncentraci 160 a 320 pg/ml. Hodnoceni cytotoxicity v ¢istém médiu bylo
podobné jako v roztocich DMSO, avSak BENZ v kultiva¢nim médiu dosahoval dannych
urovni toxicity pii vy$sich koncentracich nez tomu bylo v roztoku DMSO. To lze ptisoudit
Spatné rozpustnosti BENZ v médiu. Vsechny hodnoty byly statisticky prikazné odlisné
od reference. Fenazin aplikovany v kultivacnim médiu v tomto ptipadé také zpusoboval
cytotoxicitu u vSech roztoku. Koncentrace 10 — 40 pg/ml byly mirné cytotoxické,
80 a 160 ug/ml vykazovaly silny cytotoxicky uc¢inek. Roztok 320 pg/ml byl hodnocen jako
stitedné cytotoxicky. Vzhledem k tomu, Ze se zde cytotoxicita pohybovala na hranici stfed-
ni/silny ucinek a vzhledem k ptekryvu smérodatnych odchylek téchto roztoki neslo 0 vy-
znamné zvySeni viability. Naopak lze piedpokladat, ze koncentrace 80 pg/ml byla limitni
a dalsi zvySeni obsahu latky nema vliv na viabilitu bunék. VSechny hodnoty byly statistic-

ky prikazné odliSné od reference.
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Obrazek 24 — mikrofotografie bunék pied vyhodnocenim testu MTT s ,,Recovery Time*

A) 2-NA 80 pg/ml média B) BENZ 320 pg/ml média C) FEN 80 pg/ml média

P

G R
-

D) 3-NA 10 pug/ml média s DMSO E) AZO 80 pg/ml média s DMSO F) BENZ 320 /mI média s DMSO
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6.1.2.4 Mikroskopické snimky bunék dopliiujici test MTTs ,,Recovery Time*

Obrazek 24 zobrazuje mikrofotografie bunék po 24 hodinach ,,Recovery Time*, po-
fizené pred hodnocenim cytotoxicity pomoci testu MTT. Snimky A) a D) zachycuji jev,
ktery se vyskytoval pouze u zkousky s ,,Recovery Time*. Jsou zde ziejmé trhliny a nasled-
né odlupovani vrstvy bunék od substratu pti zachovani vysoké viability. Tomuto 1ze ptisu-
zovat znaén¢ vyS$i smérodatné odchylky u celé série testovani s ,,Recovery Time*, protoze
v disledku mensi plochy buné€k, kterd byla zaznamenana u vybranych vzorki vSech testo-
vanych latek, muZze byt sniZzena intenzita absorbance. Fotografie A) prezentuje bunky vy-
stavené u¢inku 2-NA v koncentraci 80 pg/ml média. Kromé zachovani vysokého poctu
buné¢k je zde zfejmé zhorSeni morfologie. Jadra jsou $patné viditelnd a adheze je narusena
jiz zminénym odlupovéanim. Obrazek B) poskytuje pohled na buiiky, které byly inkubova-
ny Vv prostiedni BENZ o koncentraci 320 pg/ml média. Je zde mozné vidét zbytky odumfe-
lych bungk, coz odpovida vysledku dle testu MTT, ktery hodnoti tuto koncentraci BENZ
jako siln¢ cytotoxickou. Snimek C) zachycuje zbytky bunék, které odumfiely v disledku
pusobeni roztoku FEN o obsahu 80 ug na 1 ml kultiva¢niho média. Fenazin jiz v této kon-
centraci pisobil jako silné€ cytotoxicky, coz koresponduje s vystavenou fotografii. Mikrofo-
tografie D) predstavuje bunky kultivované v piitomnosti roztoku 3-NA o obsahu 10 pg
na 1 ml roztoku DMSO v médiu. Vedle odlupovani bun¢k od podkladu, ¢imz je naruSena
adheze celé vrstvy, jsou buiiky pfitomné ve velkém mnozstvi, srovnatelném s referencni
skupinou, coz souhlasi s vysledkem testu MTT. Na obrazku E) jsou buiiky, které byly vy-
staveny pusobeni roztoku AZO o obsahu 80 pg/ml média s DMSO. Tvar bun¢k se znacné
li§i od zdravych bunék reference, adheze 1 mnozstvi samotnych bunék je snizené a jsou zde
pfitomny 1 odumirajici buniky. Stav bunék odpovida hodnoceni stfedniho cytotoxického
efektu. Na snimku F) lze pozorovat odumfielé zbytky bunék po vystaveni ti¢inku BENZ
Vv koncentraci 320 pg na ml roztoku DMSO. Snimek koresponduje s hodnocenim této kon-

centrace BENZ jako siln€ cytotoxické.
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6.2 Pomér apoptickych a nekrotickych bunék

Nize je uvedeno vyhodnoceni analyzy bunétné smrti méfené pomoci prutokového
cytometru. Vysledky udavaji procentudlni rozdéleni bunéénych populaci, které se vyskyto-
valy u danych koncentraci v dob¢ méfeni, mezi zivé, apoptické a nekrotické bunky. Latky
s omezenou rozpustnosti v kultivaénim médiu (2-NA, 3-NA, 4-NA, AZO, BENZ, FEN,
HB) byly testovany ve dvou koncentracich (20 a 160 pg/ml) pouze v roztoku DMSO. Ob-
sah DMSO v jednotlivych vzorcich byl aplikovan v koncentracich 0,2 a 1,6 %, které byly
pomoci testu MTT bez doby zotaveni vyhodnoceny jako necytotoxické (viz tabulka 2).
V ptipad¢ zkousky s dobou zotaveni je mozné ovlivnéni vysledkli u koncentraci 160 pg/ml
v disledku spolupiisobeni rozpoustédla, které v tomto piipad€é zplsobuje pokles viability
(viz tabulka 3), a testované latky. AH a APS byly rozpustény v Cistém kultivanim médiu,
AH byl hodnocen v koncentracich 1000 a 3000 pg/ml a APS 160 a 500 ug/ml.

Tabulka 13 - vysledky analyzy bunééné smrti u latek testovanych

bez ,,Recovery Time*

PROCENTUALNI{ ZASTOUPENI POPULACI
bez doby zotaveni

Zivé nekrotické apoptické

2NA_160 95,0 4,6 0,4
2NA_20 94,0 5,7 0,3
3NA_160 86,9 11,9 1,2
3NA_20 91,3 8,0 0,7
4NA_160 96,9 2,6 0,5
4NA_20 95,0 4,4 0,6
AZO_160 96,3 2,6 1,1
AZO_20 82,7 17,0 0,3
BENZ_160 96,3 2,6 1,1
BENZ_20 92,8 6,4 0,8
FEN_160 94,7 3,4 1,8
FEN_20 82,8 16,9 0,4
HB_160 94,1 4,7 1,2
HB_20 87,1 12,4 0,5
AH_3000 92,7 4,2 3,1
AH_1000 75,8 21,4 2,8
APS_500 87,9 7,4 4,8
APS_160 91,7 7,2 1,1

REF 80,3 16,6 3,1
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Tabulka 13 prezentuje vysledky analyzy bunééné smrti ve formé procentualniho za-
stoupeni zivych, nekrotickych a apoptickych bun€k u danych vzorkd bez doby zotaveni.
Dle testu MTT byl 2-NA vyhodnocen jako necytotoxicky v koncentraci 20 i 160 ug/ml, ale
u vzorku s obsahem 160 pg/ml byl vuci referenci zaznamenan pokles viability. Dle vysled-
ki pratokové cytometrie vSak po 24 hodinach pisobeni v obou piipadech dochazelo ke
zvySenému zastoupeni nekrotickych bunék. 2-NA tedy pouze v koncentraci 160 pg/ml
mirn¢ sniZzoval buné¢nou populaci, ale u obou pievladalo mezi poskozenymi bufikami ne-
krotické odumirani, cca 4 — 6 % z celkové populace. 3-NA v koncentraci 160 ug/ml vyka-
zoval v testu MTT sniZenou viabilitu na Groven mirné cytotoxicity. V populaci, ktera pie-
zila ucinek této latky, prevazovaly zivé bunky, ale témét 12 % z celkové populace bylo
nekrotickych, malé mnozstvi pak prochazelo apoptickym procesem (1,2 %). U koncentrace
20 pg/ml nedochazelo dle testu MTT k poklesu viability, pomér subpopulaci byl ale po-
dobny jako u koncentrovanéjsiho roztoku. Populace byla slozena pievazné z zivych bunék,
dochazelo vsak i k poskozeni nekrézou (8 %), v malém mnozstvi se vyskytovaly i apoptic-
ké bunky (0,7 %). 4-NA byl dle MTT vyhodnocen jako necytotoxicky v koncentraci
20 pg/ml a jako mirné cytotoxické v koncentraci 160 pg/ml. V ramci populace, ktera ptezi-
la pasobeni téchto roztokt, dochazelo dle analyzy bunééné smrti k poSkozeni predevsim
nekrotickym procesem (cca 2,5 — 4,5 %), apoptoze podléhalo pouze cca 0,5 % celé popula-
ce. AZO dle testu MTT neptisobil cytotoxicky v zadné ze zvolenych koncentraci, nicméné
u vzorku 160 pg/ml byla zaznamendna zna¢né sniZena viabilita. V pfipadé€ této koncentrace
dle analyzy bunécné smrti dochazi k poSkozeni bunc¢k nekrdézou (2,6 %) 1 apoptéozou
(1,1 % z celkové populace). U koncentrace 20 pug/ml, kde dle MTT nedochazelo k tbytku
bunééné populace, bylo zaznamenano relativné velké zastoupeni poskozenych nekrotic-
kych bunék (17 %) a minimalni mnozstvi bun€k prochézejicich apoptoézou (0,3 %). Dle
vysledkl testu MTT nedochazelo u BENZ o koncentraci 20 pg/ml k vyznamnému ubytku
bunék. Analyza bunécné smrti vSak v této populaci zaznamenala zvySeny vyskyt bunék
poskozenych nekrézou (6,4 %) a také malé mnozstvi apoptickych bunék (0,8 %). Koncen-
trace 160 pg/ml byla testem MTT vyhodnocena jako mirn¢ cytotoxicka. V populaci bunék,
ktera ptezila plisobeni této latky, se vyskytovalo 2,6 % nekrotickych a 1,1 % apoptickych
bunék. V piipadé FEN o koncentrace 160 pg/ml byl dle hodnoceni MTT zaznamenan po-
kles viability dosahujici mirného cytotoxického ucinku. V ramci bunék, které piezily pi-
sobeni této latky, bylo malo poskozenych zéstupcti. Nekroze podléhalo 3,4 %, apoptoze
1,8 % celkové populace. Niz§i koncentrace této latky nezptisobila dle MTT vyrazny pokles
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viability, nicméné pomér bunééné smrti odhalil zvySené zastoupeni nekrotickych bunék
v celkové populaci (16,9 %) a nizky obsah bun¢k apoptickych (0,4 %). HB nemohl byt
hodnocen testem MTT, jelikoz u néj byla zjisténa schopnost interakce s MTT za tvorby
formazanu, coz miize zkreslovat vysledky testu. Dle analyzy bunécné smrti tato latka zpt-
sobuje predevsim nekrotické poskozeni bun¢k. U koncentrace 20 pg/ml bylo zaznamenéno
az 12,4 % bunék podléhajicich nekroze a pouze 0,4 % apoptickych bunék. Koncentrace
160 ng/ml také vykazovala vyssi zastoupeni nekrotickych bunék (4,7 %) vii¢i apoptickym
(1,2 %). AH byl testem MTT hodnocen v koncentraci 1000 pg/ml jako necytotoxicky, pii
obsahu 3000 pg/ml vykazoval mirnou cytotoxicitu. Analyza buné¢né smrti doklada posko-
zeni bun¢k predevsim formou nekrézy. U roztoku 1000 pg/ml je dokonce 21,4 % bunék
poskozeno nekrotickym procesem, pouze 2,8 % apoptdzou. V piipadé koncentrace
3000 pg/ml také mirn€é pievazovala nekrotickd subpopulace (4,2 %) vici apoptické
(3,1 %). APS vykazoval cytotoxicitu mirného ucinku pouze u roztoku 500 ug/ml. Mezi
bunkami, které prekonaly piisobeni této koncentrace, bylo zastoupeno 7,4 % nekrotickych
a 4,8 % apotpickych bunck. Vyssi vyskyt bunék poskozenych nekrézou (7,2 %) vici

apoptoze (1,1 % z celkové populace) se vyskytoval i u koncentrace 160 pg/ml.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 85

Tabulka 14 - vysledky analyzy bunécéné smrti u latek testovanych

s ,,Recovery Time*

PROCENTUALNI{ ZASTOUPENI POPULACI
s dobou zotaveni

Zivé nekrotické apoptické
2NA_160 89,24 9,85 0,92
2NA_20 92,58 6,38 1,04
3NA_160 95,77 2,91 1,32
3NA_20 92,53 7,09 0,37
4ANA_160 96,37 2,34 1,30
4NA_20 86,77 13,01 0,22
AZ0O_160 95,80 2,76 1,44
AZO 20 94,73 5,08 0,18
BENZ_160 95,80 2,76 1,44
BENZ_20 95,86 3,78 0,37
FEN_160 99,19 0,33 0,47
FEN_20 97,26 2,06 0,68
HB_160 95,20 4,38 0,42
HB_20 98,34 1,47 0,19
AH_3000 96,31 3,43 0,26
AH_1000 96,28 3,24 0,48
APS_500 94,73 2,25 3,02
APS_160 96,57 3,11 0,32
REF 92,43 6,93 0,64

Tabulka 14 prezentuje vysledky analyzy bunééné smrti ve formé procentudlniho za-
stoupeni zivych, nekrotickych a apoptickych bun€k u danych vzorki s dobou zotaveni.
2-NA pfi testu MTT s ,,Recovery Time* v koncentraci 20 pg/ml vykazoval mirnou cytoto-
xicitu, v koncentraci 160 pg/ml pak stfedni cytotoxicky ucinek. V obou piipadech dle ana-
lyzy bunééné smrti pievlada poskozeni bunék nekrozou (6 — 10 %) S niz§im zastoupenim
apoptickych bun¢k (cca 1 %). 3-NA byl testem MTT vyhodnocen v koncentraci 20 pg/ml
jako necytotoxicka, pii 160 pg/ml jako stfedné cytotoxicka latka. Analyza bunééné smrti
doklada rozdéleni populace mezi zivé, nekrotické a apoptické buiiky. Je zfejmé, ze 3-NA
vyvolaval ve vétsi mife nekrotické poskozeni. V piipadé roztoku 20 pg/ml bylo zazname-
nano 7 % nekrotickych bun¢k a 0,37 % apoptickych. U koncentrace 160 pg/ml pak
cca 3 % nekrotickych a 1,32 % apoptickych bun¢k. 4-NA vykazoval stiedni cytotoxicky
efekt pouze v koncentraci 160 ug/ml, u koncentraci 20 pg/ml byl hodnocen jako necytoto-
xicky. V obou pfipadech ptrevlada nekrotické plisobeni, v ptipad¢ roztoku 20 pg/ml bylo
naméfeno az 13 % nekrotickych a pouze 0,22 % apoptickych bunek. Test MTT vyhodnotil
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u AZO pokles bunécné viability u obou roztokl. Také v ptipadé obou z nich prevazuje
nekrotické poSkozeni. Builky, které piezily ptisobeni mirné cytotoxické koncentrace
20 pg/ml vykazuji vyssi poskozeni nekrézou (5 %) nez apoptdzou (0,18 %). BENZ byl
testem MTT vyhodnocen jako stfedné cytotoxicky v koncentraci 20 pg/ml a silné cytoto-
xicky pii obsahu 160 pg/ml. Opét je zde vyssi zastoupeni nekrotické (2 — 4 %) subpopula-
ce vuci apoptické (0 — 2 %). FEN je dle testu MTT mirné cytotoxicky v koncentraci
20 pg/ml a siln€ cytotoxicky pii 160 pg/ml. V piipadé silnéjsi koncentrace bylo v prubéhu
»Recovery Time* produkovano nekrotické poskozeni ve velmi omezené mite (0,33 %
z celkové populace), podobné apoptdza se vyskytovala u 0,47 %. U koncentrace 20 pg/ml
bylo poskozeni bun¢k tvoteno taktéz v malé mife, k nekr6ze dochazelo u 2 %, k apoptdze
u 0,7 % populace. HB nebyl hodnocen testem MTT. Analyza bunééné smrti s ,,Recovery
Time* poskytuje nizsi hodnoty nekrotického zastoupeni v populaci u roztoku 20 pg/ml.
Zastoupeni nekroticky poskozenych bun¢k se zde pohybuje okolo 1,5 %, apoptickych pak
0,2 %. U koncentrovangj$iho roztoku je zaznamenan vyskyt nekrotickych bunék 4,4 %,
obsah apoptickych bungk je pak 0,4 %. Dle MTT vykazuje AH mirnou cytotoxicitu v obou
koncentracich. Analyza bunééné smrti vtomto piipadé udava vyskyt nekrotickych
(3,2 - 3,4 %) a apoptickych (0,2 — 0,5 %) bun¢k podobny u obou zvolenych koncentraci.
Cytotoxicky ucinek dle MTT u APS nebyl zaznamenan u koncentrace 160 pg/ml, u rozto-
ku 500 pg/ml byl vyhodnocen ve formé silného G€inku. Analyza bunééné smrti popisuje
sloZeni populaci, které prezily Uc¢inek té€chto roztokli. Béhem doby zotaveni dochdzelo
u roztoku 160 pg/ml k produkci asi 3 % nekrotickych bunék a pouze 0,3 % bunck apoptic-
kych. U koncentrovangjsiho vzorku byl zaznemnan zvySeny vyskyt apoptickych bunck

(3 %) vuci nekrotickym (2,3 %).
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7 DISKUZE

Polyanilin je polymer s dobrou chemickou stabilitou, snadnou a pomérné levnou syn-
tézou a mezi polymery vysokou vodivosti (Cruz-Silva et al., 2006). Diky svym vlastnos-
tem nachazi moznost zna¢ného uplatnéni Vv elektronice, pii vyrobé senzoru
(Bai et al., 2007), antistatickych materiald (Bowman a Mattes, 2005) nebo napiiklad vodi-
vych natéra a lepidel (Hino, Taniguchi a Kuramoto, 2005). V disledku Sirokych moznosti
jeho vyuziti jsou hojné studovany i jeho toxikologické vlastnosti, jejichz znalost mize vést
k jeno aplikaci ve zdravotnistvi a medicinské technice. Nabizi se ptredev$im vyuziti
ve formé biosenzorl a chirurgickych sond (Nambiar a Yeow, 2011) nebo tkanové inzenyr-
stvi srde¢ni tkané (Hsiao et al., 2013). Tyto aplikace jsou limitovany toxicikymi projevy
nich latek (Wang et al., 1999; Humpolicek et al., 2012). Pravé nizkomolekuldrnimi pro-
dukty syntézy polyanilinu a jejich toxickym potencialem se zabyvala tato diplomova prace.
Hlavnim cilem prace bylo stanoveni cytotoxického u¢inku monomeru anilin hydrochlori-
du, oxida¢niho ¢inidla amonium persulfatu, dale hydrazobenzenu a benzidinu, které vzni-
fenazinu a azobenzenu, které se v PANI vyskytuji, pokud reakce probiha v alkalickém pro-
sttedi (Sedénkova, Stejskal a Trchova, 2014), a vzhledem k relativné vysokému obsahu
nitrosloucenin v PANI pfipraveném v kyselém prostiedi (Laska a Widlarz, 2004), byly
zatazeny taktéz dusikaté derivaty anilinu 2-nitroanilin, 3-nitroanilin a 4-nitroanilin. Cyto-
toxicita latek byla hodnocena na bunééné linii myssich fibroblasti NIH/3T3 pomoci testu
MTT a pro doplnéni informaci o chovani bunéénych populaci byla zafazena také analyza
bunééné smrti méfena pomoci pritokové cytometrie. S ohledem na Spatnou rozpustnost
nékterych latek v kultivaénim médiu (2-NA, 3-NA, 4-NA, AZO, BENZ, FEN, HB) bylo

pro jejich aplikaci pouZito jak Cisté médium, tak rozpoustédlo DMSO.

Anilin hydrochlorid, ktery je pouzivan jako monomer pro piipravu PANI, vykazuje
dle dostupnych toxikologickych informaci toxické tcinky ptredev§im ve formé karcinoge-
nity a teratogenity. Subchornické studie u potkani oSetfovanych AH o koncentraci
600 ppm ukazaly jeho vliv na kolisani hmotnosti sleziny, jater i varlat a zmény hematolo-
gickych parametrii (Firoze et al., 1993). Karcinogenni Uc¢inek této latky u potkant se
V nejvetsi mife projevoval také u sleziny (Carcinogenesis, National Cancer Institute, 1978;
CANCER, International Agency for Research on, 1982; Scientific committee on toxicity,

ecotoxicity and the environment, 2003). Teratogenni potencial hodnoceny u biezich samic
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potkant odhalil komplikace ve formé& hematotoxickych ucinkd a zmén hmotnosti sleziny.
Podobné u novorozencti se vyskytovaly hematologické zmény, na zéklad¢ cehoz byla sta-
novena NOAEL vyvojové toxicity 30 mg/kg/den (Scientific committee on toxicity, ecoto-
xicity and the environment, 2003). Cytotoxicita této latky v souladu s ISO normami byla
hodnocena v bakalaiské praci, na kterou navazuje tato diplomova prace. U¢inek AH byl
pozorovan u keratinocyti HaCaT, kdy se cytotoxicita projevovala od koncentrace 1000
pug/ml. Vysledek testu MTT bez doby zotaveni (,,Recovery Time*) v praktické Casti této
diplomové prace udava prvni cytotoxickou koncentraci 1500 pg/ml média. Pfi¢inou rozdil-
nych vysledki je s velkou pravdépodobnosti rozdilnd bunécna linie. V této praci byly zvo-
leny myssi fibroblasty, lze tedy fici, ze tato linie NIH/3T3 je k AH citlivéjsi. S rostouci
koncentraci AH se viabilita bun€k pfili§ neménila, az u vzorku 3000 pg/ml doslo
k vyraznému poklesu témét k hodnotam stiedni cytotoxicity. AH zpusoboval dle analyzy
bunécné smrti ve vétsi miife poSkozeni vedouci k nekréze nezli apoptdze. Do hodnoceni
byla zafazena série testu s ,,Recovery Time®, ktery projev cytotoxicity této latky zhorSoval.
Mirny cytotoxicky ucinek se projevil ve vSech testovanych koncentracich, coz milize byt
zpusobeno zastavenim bunécného cyklu v disledku podani AH, ktery se po 24 hodinach
»Recovery Time* jevi vici referenci jako toxicky i v nejnizsi koncentraci 500 pg/ml, pies-

toze v tomto pfipad¢ jinym zpisobem buniky nepoSkozoval.

Dle dostupnych studii byl amonium persulfat, S ohledem na jeho €asté vyuziti v kos-
metice, testovan jak na schopnost podrazdéni kize a sliznic, kdy byl klasifikovan jako
mirné drazdivy pouze pro o¢ni sliznice (Final report on safety assessment of ammonium,
potassium, and sodium persulfate, 2001), tak pro akutni a subchronickou toxicitu, genoto-
xicitu a karcinogenitu. Akutni toxicita u potkanti uddva po perordlnim podani hodnotu
LDS50 u samct 600 mg/kg a u samic 495 mg/kg, pficemz akutnich projevi bylo dosazeno
I po inhalaci ¢i dermalni aplikaci (Cosmetic Ingredient Review Expert, 2001). Z hlediska
genotoxickych ucinkl byl APS hodnocen né€kolika studiemi vZdy s negativnim vysledkem
(Final report on safety assessment of ammonium, potassium, and sodium persulfate, 2001;
National industrial chemicals and assessment scheme, 2001). Studie karcinogenity Kuro-
kawa et al. (1984) udava vyrazn¢ zvyseny vyskyt nadori. APS byl z hlediska cytotoxicity
hodnocen v mé bakalatské praci na bunééné linii keratinocytt, kdy vykazoval mirny cyto-
toxicky efekt od koncentrace 250 pg/ml. Tento vysledek koresponduje s vyhodnocenim
testu MTT v experimentalni ¢asti této prace. Zde APS piisobil mirnou cytotoxicitu od kon-

centrace 320 pg/ml. ZvySeni koncentrace na 500 az 1000 pg/ml vyvolalo prohloubeni
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ucinku na stfedni cytotoxicky efekt. Vysledky testu MTT s ,,Recovery Time* naznacuji,
ze buiiky vystavené Uc¢inku cytotoxickych koncentraci APS jiz nejsou schopny obnovit

proliferaci.

2-nitroanilin byl diive hodnocen na zkouSky mutagenity pomoci Amesova testu. Ac-
koliv u této latky nebyla prokazana genotoxicka aktivita, byla zjisténa jeho akutni toxicka
koncentrace pro Salmonella typhimurium 2515 pg/miska (ABmann et al., 1997). Pti zkous-
kach teratogenity a reprodukcni toxicity vysledky ukézaly podezieni na vyvojovou toxicitu
2-NA u potkanti, piicemz hodnota NOAEL pro teratogenni potencial byla stanovena
na 300 — 400 mg/kg/den (United Nations Environment Programme, 2001). Hodnoceni
2-NA z cytotoxického hlediska bylo v této praci provedeno pomoci testu MTT. 2-NA vy-
kazoval cytotoxicky efekt od koncentrace 320 pg/ml. Doba zotaveni v ptipadé 2-NA posu-
nula hranice cytotoxicity k niz§im koncentracim (od 20 pg/ml v DMSO, od 80 pg/ml
v Cistém médiu), je tedy pravdépodobné, ze 2-NA zhorSoval schopnost bunécné proliferace

¢i metabolismu i v koncentracich, které se bez ,,Recovery Time* jevily jako necytotoxické.

3-nitroanilin byl roku 1991 testovan na akutni toxicitu u potkanu in vivo. Jako NOEL
byla hodnocena koncentrace 15 mg/kg/den, pii podani vyssitho mnozstvi 3-NA byl
U potkanii zvyseny vyskyt poskozeni muzskych pohlavnich organti nebo inhibice pfenosu
kysliku (Yoshida et al.). U 3-NA byl roku 1997 testovan na genotoxicitu pomoci Amesova
testu. Vysledky prokazaly jeho mutagenitu u Salmonella typhimurium a u tohoto kmene
stanovily toxickou koncentraci 3308 pg/miska (ABmann et al.). 3-NA v této praci vykazo-
val mirny cytotoxicky efekt od koncentrace 80 pg/ml v roztoku DMSO, od 160 pg/ml
v ¢istém médiu. Tento rozdil je mozné ptisoudit omezené rozpustnosti 3-NA v médiu.
U série testll s ,,Recovery Time* byl cytotoxicky ucinek posunut k niz§im koncentracim
a diive mirné cytotoxické ucinky byly prohloubeny na hodnoty stfedni cytotoxicity.
Z téchto vysledki 1ze usuzovat, ze poskozené bunky nebyly schopny obnovit proliferaci.
U této latky bylo analyzou bunééné smrti zaznamenano vyrazné vyssi zastoupeni nekrotic-

kych bunék vici apoptickym, a to jak ve zkouskach s ,,Recovery Time* i bez ng¢;.

4-nitroanilin byl hodnocen z hlediska akutni toxicity u sladkovodnich ryb Cyprinus
Carpio, kde vykazoval mirnou toxicitu. Studie stanovila hodnotu LC50 po 94 hodinach
na 48,99 mg/l vody (Shen, Gao a Wang, 2012). Chronické studie odhalily jeho vliv na
hmotnost n€kterych télnich organti, zejména sleziny, a nartist koncentrace methemoglobinu
Vv krvi, pfi jehoz zvySeni dochazi k inhibici pfenosu kysliku (Nair, 1990). 4-NA byl hodno-

cen jako pozitivni na mutagenni uc¢inek v Amesové testu u kmene Salmonella typhimurium
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s toxickou koncentraci 2495 pg/miska. Karcinogenni studie 4-NA u mySi zaznamenala
Casté negativni hematologické efekty a u samci oSetfovanych touto latkou v koncentraci
100 mg/kg po dobu 103 tydna byl odhalen zvySeny vyskyt hemangiosarkomt. V podobné
studii u potkant nebyl prokézan karcinogenni potencial, ale opét zde byly zjistény hemato-
logické neptiznivé ucinky (Health Council of the Netherlands, 2008). Vyhodnoceni cyto-
toxicity 4-NA v této praci udava mirn€ cytotoxicky ucinek od obsahu 80 pg latky na 1 ml
roztoku DMSO, nicméné koncentrace 40 pg/ml poskytla viabilitu bunék velmi blizkou
mirné cytotoxicité. Potom, co butiky prosli ,,Recovery Time* se tato koncentrace projevila
jako mirn¢ cytotoxicka a pii vysSim obsahu 4-NA dosahovaly hodnoty viability az silné
cytotoxického efektu. Je tedy ziejmé, Ze bunky vystavené cytotoxickém koncentracim ne-
obnovili svoji proliferaci. Analyza buné¢né smrti s ,,Recovery Time* navic odhalila zvyse-
né mnozstvi nekrotickych bunék béhem doby zotaveni. Pii aplikaci 4-NA v ¢istém kulti-
vacnim médiu nedoslo k projevu toxicity, coz je prisuzovano velmi nizké rozpustnosti

4-NA v tomto prostiedi a tedy silné omezenému kontaktu bunék s touto latkou.

Azobenzen byl pii testech genotoxicity na potkanech hodnocen jako slabé mutagenni
latka (Cheung et al., 1994). V piipad¢ testd karcinogenity u potkant in vivo bylo nalezeno
velké mnozstvi zhoubnych nadori bfiSnich organti, pficemz jejich vyskyt se zvySoval
s rostouci koncentraci (National Toxicology Program, 1979). Také novéjsi studie Sekiha-
shi et al. (2002) vyhodnotila AZO jako pozitvni na karcinogenni potencial u mysi i potka-
nt s vysokym vyskytem nadorli v riiznych orgénech dutiny bfisSni. Test MTT v praktické
¢asti této diplomové prace hodnotil AZO jak v ¢istém médiu, tak v roztoku DMSO. V zad-
né z testovanych koncentraci nebyl zaznamenan cytotoxicky efekt, nicméné analyza bu-
nééné smrti zaznamenala zvySené poskozeni bunék nekrotickym procesem, coz se v testu
MTT projevilo az v prubéhu ,,Recovery Time“. Vysledky, které hodnotily cytotoxicitu
AZO vroztoku DMSO s ,Recovery Time“, naznacuji zvySené cytotoxické chovani
od koncentrace 80 pg/ml, ale vysledky testu s ,,Recovery Time® po aplikaci v Cistém médiu
udavaji ve vSech koncentraciCh mirnou cytotoxicitu. Proto je pravdépodobna moznost,
ze AZO zplsoboval zastaveni bunécéného cyklu a v kombinaci s DMSO vV rozmezi

160 - 320 pg/ml byla toxicita zesilena ptitomnosti rozpoustédla.

Benzidin je povazovan za karcinogen mocového meéchyie u ¢loveéka (Choudhary,
1996), nicméné epidemiologické studie, ze kterych toto hodnoceni vychazi a které
se v minulosti touto problematikou zabyvaly, posuzovaly vzdy benzidin v kombinaci

S jinymi chemikaliemi. I kdyz byl prokazan zvySeny vyskyt rakoviny mocového méchyie,
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nebylo mozné tyto dasledky pfisoudit samotnému BENZ (Beyerbach et al., 2005; Brown,
Alberts a Schoengerg, 2011). Prokazatelného vyskytu nadorovych onemocnéni v dasledku
expozice pouhému BENZ bylo dosazeno u studie, kterd pozorovala uc¢inky této latky
na potkanech (Morton et al., 1981). Nov¢;jsi studie se zaméiuji spiSe na hodnoceni genoto-
xického potencidlu BENZ, ktery byl prokazan skrze chromozomalni aberace bunék kostni
dfen¢ u mysi (You et al., 1993), pomoci kometového testu u lidskych lymfocyti a hepato-
cytl (Chen, 2002; Chen et al., 2011), pficemz genotoxicita BENZ je pravdépodobné zpro-
sttedkovana reaktivnimi formami kysliku (Chen, 2002; Makena a Chung, 2007). BENZ
vykazuje také schopnost ovliviiovat imunitni systém, ménit aktivitu jeho bun¢k a zasahovat
do spravné funkce sleziny a brzliku, kvtli ¢emuz je hodnocen jako imunotoxicka latka
(Rao et al., 1971; Luster et al., 1991). V praci Chen et al. (2014) byla prokazana i vyvojova
toxicita BENZ u embryi sladkovodnich ryb Danio rerio, projevujici se abnormalnim vyvo-
jem mozku ¢i perikardidlnim otokem. V experimentalni ¢asti této prace vykazoval BENZ
rozpustény v DMSO mirny cytotoxicky efekt, statisticky prikazné odlisSny od reference,
od koncentrace 80 pg/ml. Pii aplikaci v ¢istém médiu pak od koncentrace 160 pg/ml. Roz-
dil 1ze opét ptisoudit snizené rozpustnosti této latky v médiu. Poté, co buniky prosli 24 ho-
dinami ,,Recovery Time*, byla cytotoxicita v danych koncentracich prohloubena az Kk silné
cytotoxicité¢ a mirny cytotoxicky efekt byl zaznamenan uz Vv nejnizsich testovanych kon-
centracich. Vzhedem k témto vyraznym zménam, ke kterym doslo béhem ,,Recovery Ti-
me*, je zfejmé, ze buinky nebyly schopné obnovit proliferaci, a ze BENZ zpiisobil posko-
zeni i u bunék, které byly v prvni sérii srovnatelné s referenci. Jelikoz mikroskopické vy-
Setfeni ukdzalo bunky v relativné hojném poctu, mohlo se jednat o naruSeni bunécného
cyklu ¢i poruchy metabolismu. Pomér nekrotickych a apoptickych bun¢k vyhodnotil mirné

vy$$§i zastoupeni nekrozy.

Dalsi testovanou latkou je fenazin, ktery byl dfive hodnocen i z hlediska cytotoxicity,
a to na lidskych hepatocytech. Hodnota IC50 po 24 hodinach plisobeni byla pomoci testu
MTT stanovena na 21 pg/ml, pomoci testu RTCA 50 pg/ml (McGuigan a Xing-Fang,
2014). Zkousky mutagenity udavaji minimalni genotoxickou koncentraci fenazinu u euka-
ryotickych bun¢k kmene Saccharomyces cerevisiae 0,38 pg/ml, u bakterii 23,78 pg/ml
(Bartos et al., 2006). V partické ¢asti této prace byl FEN pfi rozpusténi v DMSO vyhodno-
cen jako mirné cytotoxicky od koncentrace 40 pg/ml, stiedné cytotoxicky od 160 pg/ml.
Pti aplikaci v ¢istém médiu byla cytotoxicita posunuta k vy$s§im koncentracim, tento rozdil

je ale pfisuzovan nizké rozpustnosti v médiu a naroéné homogenizaci vzorku obsahujiciho
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pevné Castice. U série testovani s dobou zotaveni bunck byla toxicita znaéné prohloubena
jak u vzorkt v ¢istém médiu, tak v roztoku DMSO. Vyhodnoceni v obou piipadech dosa-
huje u nizsich koncentraci (do 20 pg/ml) mirnou cytotoxicitu, u vysokych koncentraci
(80 - 320 pg/ml) toxicitu silného Géinku. Je patrné, Ze buriky nebyly schopny obnovit proli-
feraci, pravdépodobné také dochézelo k zastaveni bunééného cyklu ¢i metabolismu béhem

pribéhu ,,Recovery Time*.

Hydrazobenzen byl testovan na subchronickou toxicitu v nékolika zkouskach in vivo.
Tato latka u potkanti zptisobovala zanéty plic, inhibici pienosu kysliku, u mysi pak stievni
krvaceni. Jako velmi casté komplikace se objevovaly degenerativni zmény jater a proto byl
tento organ vyhodnocen jak cilovy pro toxické ucinky FEN. S ohledem na umrtnost byla
stanovena hodnota LOAEL u potkanii 5 mg/kg/den a u mysi 52 mg/kg/den. V téchto kon-
centracich byl HB oznacen jako karcinogen jater, nadledvinek a mlé¢né Zzlazy (National
Toxicology Program, 1978). V nejnovéjsi subchronické studii na potkanech byly nalezeny
opét komplikace u jater, jako NOEL byla vyhodnocena koncentrace 4,8 mg/kg/den (Dodd
et al., 2013). Diivéjsi vysledky genotoxické studie u kieka ¢inského in vivo piinesly také
naznaky reproduk¢ni toxicity u samct (Agency for Toxic Substances and Disease Registry,
1990). Cytotoxicita HB nemohla byt testovana metodou MTT, protoze v piitomnosti stej-
nojmenné latky vykazuje schopnost jeji redukce na formazan. Na tomto principu je zaloZe-
no celé stanoveni, proto by byly vysledky zatizeny chybou. Analyza bunééné smrti vyhod-
notila v ptitomnosti HB pievazujici zastoupeni zivych buné€k. Mezi poskozenymi bunkami
vsak byl zfejmy vyssi vyskyt nekrotickych bunék. Béhem ,,Recovery Time* byl obsah po-
Skozenych bunék v dusledku nekrozy snizen, ale stile vykazoval hodnoty srovnatelné

s latkami, které byly vyhodnoceny jako cytotoxické.
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ZAVER

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo stanoveni cytotoxicity nékolika nizkomo-
lekularnich latek, které se v zavislosti na ptipravé mohou vyskytovat v polyanilinu a které
mohou piisobit toxicky. Stanoveni bylo provedeno s ohledem na potencialni vyuziti poly-
anilinu jakozto biomaterialu. Konkrétné byl hodnocen monomer anilin hydrochlorid, oxi-
daéni ¢inidlo amonium persulfat, oligomerni jednotky azobenzen, benzidin, hydrazobenzen

a fenazin a nakonec dusikaté derivaty anilinu 2-nitroanilin, 3-nitroanilin a 4-nitroanilin.

Testy cytotoxicity byly provedeny na bunééné linii mysSich fibroblastd NIH/3T3.
Koncentrace jednotlivych latek byly vybrany na zaklad¢ piedchoziho studia jejich toxiko-
logickych vlastnosti a do testu byly zatazeny taktéz referencni vzorky bunék, které byly
inkubovany s nulovou koncentraci testovanych latek. Kvantitativné byla cytotoxicita hod-
nocena pomoci testu MTT a prutokové cytometrie, spravnost testu byla ovéfovana porov-

nanim vysledkl s pofizovanymi mikrofotografiemi bunék.

Vysledky testtl jsou rozdéleny do dvou sérii. U jedné z nich byla cytotoxicita hod-
nocena ihned po ukonceni expozice, v druhé ¢asti buniky prosly tzv. dobou zotaveni, kterd
umoziuje hodnotit schopnost obnoveni proliferace. V druhé sérii testt s dobou zotaveni
byly hranice toxicity posouvany k niZz§im koncentracim a cytotoxicita dosahovala vySsich
urovni u vSech hodnocenych chemikalii, coZ znamend, Ze bunky, které byly vystaveny
negativnimu u¢inku téchto latek, nebyly schopny dalsiho buné¢ného dé€leni. Z tohoto du-
vodu jsou zde uvedeny vysledky testi s dobou zotaveni, které¢ udavaji cytotoxické piisobe-
ni u AH od koncentrace 1000 pg/ml; u APS od 320 ug/ml; 3-NA a 4-NA vykazovaly cyto-
toxicitu od 40 pg/ml; 2-NA od koncentrace 20 ug/ml a AZO, BENZ i FEN projevily cyto-
tit testem MTT, kvili jeho schopnosti redukovat stejnojmennou latku MTT na nerozpustny

formazan.

Tyto vysledky poskytuji zakladni informace o toxickém potencidlu hodnocenych

latek a jsou nezbytné pro dalsi studium biologickych G¢inkt polyanilinu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AH
APS
AZO
BENZ

EC

ED

FEN

HB

LD

LOAEL

MGC

MIC

NOAEL

NOEL

PANI

,Recovery Time*
2-NA

3-NA

4-NA

Anilin hydrochlorid
Amonium persulfat
Azobenzen
Benzidin

Efektivni koncentrace, pii které dochazi k reakci uréité ¢asti jedinct

v souboru

Efektivni davka, kterd zpisobuje reakci u urCité ¢asti jedinci

v souboru
Fenazin
Hydrazobenzen

Koncentrace, ktera zplsobi pokles viability u urCité ¢asti jedincii

v souboru

Letalni davka, pii které zahyne urcita ¢ast jedincti v souboru
Minimalni genotoxickd koncentrace latky

Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Nejvyssi davka, pii které neni pozorovany neptiznivy tc€inek
Nejvyssi davka, pii které neni pozorovany jakykoliv G€inek
Polyanilin

Doba zotaveni bun¢k

2-nitroanilin

3-nitroanilin

4-nitroanilin
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