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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace pojednava o organickych polutantech, které perzistuji
v ekosystémech. V teoretické casti jsou organické polutanty definovany,

a pro jednotlivé latky uveden jejich vyskyt, toxicita a ti¢inek na lidské zdravi.

Prakticka ¢ast zkouma vliv deltamethrinu obsaZeného v insekticidu na lidské
zdravi. Deltamethrin byl v koncentracich 1 %, 0,1 % a 0,01 % aplikovan
k laboratorni bunécné linii lidskych hepatocytt SNU-475 a byl sledovan vliv
na proliferaci bunék v zavislosti na dobé ptisobeni. Vyhodnoceni probihalo
pomoci mikroskopickych technik a spektrofotometrickym stanovenim
metabolické aktivity MTT testem. Byl popsan princip, postup této analytické

metody.

Vysledky laboratornich testi byly diskutovany a porovnany s literaturou.
Bylo prokazano, ze insekticid obsahujici deltamethrin ptisobi postupnou redukci
bunééné kultury. Udinky jsou vice cytotoxické pro vyssi koncentrace a delsi dobu

pusobeni.

Klic¢ova slova

organické polutanty, deltamethrin, MTT test, SNU-475



ABSTRACT

This bachelor thesis deals with organic pollutants that persist in ecosystems.
In the theoretical part, organic pollutants are defined, and for the individual

substances their occurrence, toxicity, and effect on human health.

The practical part examines the effect of deltamethrin contained
in the insecticide on human health. Deltamethrin was applied to the human
hepatocyte cell line SNU-475 at concentrations of 1 %, 0,1 % and 0,01 %
and the effect on cell proliferation was monitored as a function of time of action.
The evaluation was  performed using  microscopic  techniques
and spectrophotometric determination of metabolic activity by MTT assay.

The principle and procedure of this analytical method were described.

The results of laboratory tests were discussed and compared with
the literature. The deltamethrin-containing insecticide has been shown
to gradually reduce cell culture. The effects are more cytotoxic for higher

concentrations and longer duration of action.

Keywords

organic pollutants, deltamethrin, MTT assay, SNU-475
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1 UVOD

Zivotni prostfedi ovliviiuje Zivot kaZzdého tvora na Zemi. Na vSechny
organismy ma vliv voda, potrava i okolni ovzdusi. Pokud je v nékteré
z téchto uvedenych moznosti nalezena toxicka latka, ma to negativni vliv

i na jednotlivé jedince, ktefi zde Ziji.

Organické polutanty se fadi mezi latky, které poskozuji lidské zdravi a vétSina
z nich ma karcinogenni charakter. Jejich nebezpecnost spociva v tom, Ze jsme jimi

stale obklopeni — v ptudé. vodeé i potravé.

Polutanty jsou zndmé tim, ze perzistuji v ekosystémech. Jejich negativni
ucinky jsou rtiznorodé, ale vSechny tyto latky maji jedno spolecné, bioakumulaci

dochdzi k tomu, Ze je Ize najit i v organismech, kde se poté hromadi.

Bioakumulace ovliviiuje cely potravni fetézec, vcetné clovéka. Nejvice

zasaZzenymi organismy jsou prave ti na vrcholu potravniho fetézce.

Vétsinu téchto latek je jiz zakdzano pouzivat, coz nafizuje Stockholmska
timluva, kterd plati i pro Ceskou republiku. I p¥i zidkazu pouZivani organickych
polutantd najdeme oblasti, které se s témito toxickymi latkami stale potykaji.
Nezadoucim vlivim na Zivotni prostfedi se dnes jiz nevyhneme, miizeme ale

prispét k lepsi odpovédnosti néds vSech.

V této bakalafské praci se zabyvam polutanty, které jsou znamé a maji

na c¢lovéka toxicky tcinek.



2 CILE PRACE

V teoretické ¢asti bakalarské praci zpracovat reSersi k problému organickych
polutant(i a pfehled metod k jejich monitorovani. Dale také objasnit fyziologické
ucinky téchto znecistujicich latek na lidsky organismus, které jsou velmi casto

velmi toxické nejen pro clovéka.

V praktické casti si vybrat jednu konkrétni latku, u které bude popsan
mechanismus pusobeni, vyskyt, u¢inky a bude vyuzita v praktické casti

k testovani na bunécnych liniich.

Konkrétné bude vyuzit deltamethrin, u kterého se nasledné proved pokus

s bunécnou linii SNU-475, s vyuzitim MTT testu.

Praktickd ¢ast se také bude zabyvat bunécnou linii uvedenou v predchozim
odstavci, MTT testem a spektrofotometrii, ktera je pro vyhodnoceni tohoto testu

nezbytna.
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3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

3.1 Organické polutanty

Organickeé polutanty (POPs) se fadi mezi organickeé latky na bazi uhliku. Jejich
nebezpecnost spociva v tom, zese mohou bioakumulovat v organismech
(Obrazek 1), cozmuze byt pro daného jedince iZivot ohroZujicim stavem

z hlediska toxicity (1; 2).

Obrazek 1 - Schéma perzistentnich organickych polutantti v ekosystému (11)

Vzhledem k potravnimu fetézci dochdzi k akumulaci polutanti smérem

k vrcholu potravni pyramidy. Tento jev se nazyva biomagnifikace (3; 1).

Nejvyznamnéjsi pfijem téchto toxickych latek predstavuje potrava, predevsim

ryby (2).

1



Bylo zjisténo, Ze jiz embryo v téle matky a nasledné narozené dité, prichazi
na svét jiZz s organickymi polutanty v téle. Po narozeni se tak koncentrace téchto
latek uz jen zvysuje kvtli jejich pfijmu v potravé. Nejvétsi koncentrace polutantt

nachazime u starsich lidi (3).

Mezi projevy perzistentnich organickych polutantti fadime hormonalni
poruchy, rakovinu, nemoci kardiovaskularniho systému, obezitu, reprodukéni
a neurologické potiZze, poruchy uceni a cukrovku (Tabulka 1). MtiZe se objevit

i potrat u téhotnych Zen z dtivodu defektu embrya (3).

Tabulka 1 - Vliv perzistentnich organickych polutantti na zdravi ¢lovéka (3)

Nazev POPs Onemocnéni

DDT Obezita, diabetes mellitus 2. typu, endokrinni poruchy

Kardiovaskuldrni onemocnéni, endokrinni disruptor, rakovina
PCB prsu, prostaty, varlat, vajecnikéi a délohy, obezita, diabetes

mellitus 2. typu, markery jaterni dysfunkce (ALP, ALT, GGT)

Cely svét si uvédomuje rizika, které tyto toxické latky s sebou do celého svéta
pfinaseji. Byl proto vroce 1995 vydan dokument, ktery obsahoval dvanact
perzistentnich  polutant(i, které byly vybrany jako nejnebezpecnéjsi
pro organismus. V roce 2001 byla vytvofena Mezindrodni sit pro eliminaci
POPs (IPEN), ktera si dala za tkol kontrolu rizik spojenych s perzistentnimi

organickymi polutanty. Tato organizace spada pod zastitu Stockholmské tumluvy

(3; 4).

12



Stockholmskou umluvu (Tabulka 2) prfijalo v roce 2014 pfiblizné 179 zemi,

véetné Ceské republiky (3; 5).

Tabulka 2 — Vybrané perzistentni organické polutanty uznané Stockholmskou timluvou (3)

Ttida Perzistentni organické polutanty

Aldrin, hexachlorbenzen, mirex, heptachlor, endosulfan

A
B DDT, perfluorooktansulfonat (PFOS)

Pentachlorobenzen, polychlorované dibenzodioxiny
C

(PCDD), polychlorované dibenzofurany (PCDF)

Nezatazené (stale | HBCD, hexachlorobutadien, pentachlorofenol

se vySetiuijf)

Vsechny zemé, které Stockholmskou tumluvu pfijaly, se zavazaly ke snizovani
organickych polutantii perzistujicich v ekosystémech. Pfedevsim se klade dtiraz
na snizovani tvorby a pouZzivani perzistentnich organickych polutantti. Jako
nejlepsi mozné feseni byl vyhodnocen zdkaz vyroby a nasledného vyuzivani

téchto toxickych latek (3).

Dals$im zptisobem omezeni je zapojeni bioremediacnich metod. Ty vyuZzivaji
geneticky modifikované mikroby spolu s polycyklickymi aromatickymi
uhlovodiky. Enzymy zapojené do téchto metod, jsou upraveny na urovni

enzymatické exprese, aktivity a specificnosti (3).
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Pro odstranéni perzistentnich organickych polutanti v ovzdusi se pouZzivaji

adsorbenty schopné zachytit tyto latky i ve stopovych mnozstvich (3).

3.1.1 Pesticidy

Pesticidy se vyuZzivaji jako ochrana rostlin pred skiidci. Mezi tyto latky fadime
i dichlordifenyltrichlorethan (DDT). DDT ma prokdzany perzistentni a toxicky
ucinek a z tohoto divodu byl i zakdzan. DDT se hromadi v tukové tkani kvtli

jeho lipofilité (2; 6).

Jeho akumulace pak vede k poruchdm nervového sytému, ledvin, jater
a reprodukce. Lze ho nalézt i v matefském mléce. Je taktéz povazovan za lidsky

karcinogen (7; 8).

Pfi bioakumulaci DDT v téle se mohou napiiklad objevovat priznaky
nevolnosti, zvraceni, tfesu, bolesti hlavy, slabosti, malatnosti, kieci, poskozeni

jater, nadory jater ¢i rakovina (8).

Pro odstranéni DDT z ptady se vyuzivad bioremedia¢nich metod, napriklad
mikrob Rhodococcus wratislaviensis. Bioremediace znamena proces, pti kterém
se vyuzivaji u zivych organismti, at uz mikroorganismu ¢i rostlin, jejich enzymy
k odstranéni, degradaci nebo mineralizaci latek. Tyto latky nasledné transformuji

do méné toxickych aZ neSkodnych forem (7; 9).

V nékterych rozvojovych zemich je vsak stidle pouZzivan pfi kontrole Sifeni
maldrie. Zde rizika spojend s bioakumulaci DDT v potravé pfevazilo riziko

nakazeni malarii (2).

~Mezi novéjsi, sofistikovanéjsi pesticidy patii organofosfity, karbamdty,
neonikotinoidy, a pyrethroidy” (1, s. 100). Tyto pesticidy nejsou pfili§ perzistentni,
ovSem predstavuji jiné potize naptiklad pro vcely kviili jejich toxicité (1).
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3.1.2 Polychlorované bifenyly

Polychlorované bifenyly (PCB) se fadi mezi skupinu 209 substituovanych
bifenylti, v jejichz struktufe nalezneme i chlor. Tyto latky byly komercné

syntetizovany (1; 10).

Dal$i moznosti vzniku PCB jsou sklddky, kde se nachdzi jak v domdacim

odpaduy, tak i v tom priimyslovém (10).

Diky tepelné stabilité, dielektrickym vlastnostem a oxidaéni odolnosti byly
PCB Siroce pouzivany v mazivech, regulatorech, elektrickych kondenzatorech,
jisti¢ich, transformatorech, primyslové vyrobé a kovovych natérech, lepidlech,

plastech a smésich barev (11).

,PCB piisobi jako endokrinni disruptory (narusuji hormondlni funkce) a patii mezi

latky neurotoxické a mezi podezielé karcinogeny” (1, s. 100).

Zeny vystavené PCB béhem téhotenstvi mohou mit za nasledek tézkou
poruchu motoriky a neurologické problémy, u déti zplisobuji kratkodobou

ztratu paméti a snizené 1Q (11).

Pro odstranéni PCB se osvédcily grampozitivni i gramnegativni bakterie.
Z grampozitivnich napfiklad Bacillus, Rhodococcus, Corynebacterium
a z gramnegativnich kmeny Enterobacter, Alcaligenes a Pseudomonas. Plati
ovSem, Ze pro co nejuéinnéjsi odstranéni PCB se musi jednat o polychlorovany

bifenyl s péti a méné chlory (11).

I pfes to, Ze je vyroba PCB jiz zakdzana, stale se ve vysokém mnozstvi vykytuje

e/

u vrcholovych predatorti, napriklad kosatek, ktefi Ziji ve vodnim prosttedi (12).
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3.1.2.1 Polychlorované dibenzo-p-dioxiny a dibenzofurany

Polychlorované dibenzo-p-dioxiny (PCDD) a dibenzofurany (PCDF) vznikaji
predevsim emisemi pramyslovych procesti, mezi které fadime spalovani
komundlnich a zdravotnickych odpadi. PCDD i PCDF (Obrazek 2) se mohou do

ekosystému dostat i z ¢isticek odpadnich vod (13; 14).

4 6
@)

3 7
2 8
1 O 9
(a) PCDDs

6
7
3 8
1 @) 9
(b) PCDFs

Obrazek 2 - Struktura PCDD a PCDF (15)
V lidském organismu mutize PCDD a PCDF vyvolat toxické tucinky,
které zasahuji reprodukcéni orgdny, nervovou soustavu, imunitni systém,

a i naruseni endokrinniho systému (13).

Toxicita polychlorovanych dibenzo-p-dioxinti a dibenzofuranti se lisi
v zavislosti na pocétu a poloze chloru. Zdaleka nejhorsi z této skupiny latek
je 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD), u kterého byl také prokdzany

karcinogenni ucinek (1; 13; 15).

Emise PCDD i PCDF do zivotniho prostfedi se v poslednich letech neustale
snizuji. Je tomu tak proto, ze nékteré dtilezité zdroje téchto emisi, jako jsou

spalovny odpadu, podléhaji pfisnym kontroldm (13).
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3.1.2.2 Polybromované bifenyly

Polybromované bifenyly (PBB) byly Siroce pouZivany jako zpomalovace
hofeni v elektronickych zafizenich, plastech, textiliich a nabytku. Tyto
zpomalovace hoteni, mezi které fadime i polybromované difenylethery,

se v Ceskoslovensku rozsitily na zacatku roku 1990 (16; 17).

PBB maji u clovéka median polocasu eliminace priblizné 13 let. Po vstupu
do lidského téla se PBB rychle dostdvaji do tkani bohatych na lipidy, zatimco c¢ast

je metabolizovadna a pomalu vylucovana stolici béhem nékolika dni (16).

Rozsifena kontaminace polybromovanymi bifenyly se vyskytla v Michiganu
od roku 1973 do roku 1974, kdy byly PBB ndhodné nahrazeny vyZivovym
doplitkem v krmivech pro hospodarska zvirata. Lidé, kteti zZili ve staté, byli
vystaveni PBB nékolika cestami, a to vcetné poziti, inhalace a absorpce kiize.
Odhaduje se, Ze 230-450 kg smési s PBB bylo distribuovdno na farmy
a maloobchodniky po celém staté Michigan. Obyvatelé farem v Michiganu
a okolnich komunit byli vystaveni PBB konzumaci kontaminovaného masa, vajec

a mlécénych vyrobki (16).

V letech 2012 az 2015 byla provddéna monitorovaci méfeni u obyvatel
Michiganu. Hladiny PBB v séru mezi ptivodnimi vysoce exponovanymi
skupinami (tj. chemickymi pracovniky, rodinou chemickych pracovniki
a jednotlivci, ktefi Zili nebo dostdvali potraviny z kontaminovanych farem)
zlistavaji vyrazné vyssi nez u ostatnich obyvatel Michiganu (16).

/N
Bry \— =/"Bry

m

St. Louis, Michigan
cl Cl,

1 { 0 0 O

4 40 vears
Obrazek 3 - Schéma vyvoje kauzy v Michiganu (16)

United states

2012-2015
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PBB mohou byt také preneseny z matky na plod prostfednictvim placenty
a kojeni. Odpovida to i tomu, Ze déti narozené po zacatku kontaminace PBB majt
nasobné vy3si koncentrace PBB v séru oproti jejich vrstevnikiim v USA. Vyssi
mira potrati byla zjisténa u dcer vysoce exponovanych matek v reprodukénim

véku (16).

Ve studiich na zvifatech bylo prokazano, Ze vysoka peroralni expozice PBB
zpusobuje negativni ucinky Stitné zlazy, jater, reprodukcni a vyvojové ucinky

a rakovinu (16).

Zeny, které byly vystaveny PBB jako déti, mély zménéné hladiny
menstruacnich hormontt a mély vétsi pravdépodobnost, Ze budou mit dité

s nizkym Apgarovym skore (16).

V roce 2016 byl Mezindrodni agenturou pro vyzkum rakoviny, kterd spada
pod Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO), pfiddn na seznam

pravdépodobnych karcinogenti, namisto pouze mozného karcinogenu (16).

3.1.2.3 Polybromované difenylethery

Mezi zdroje PBDE fadime zafizeni pro elektronicky odpad, zemédélské kaly

z Cistiren odpadnich vod, spalovani, prach, nebo eroze pudy (18).

Celkova celosvétova produkce PBDE od roku 1970 do roku 2005 byla

odhadnuta na 1,3-1,5 milionu tun (18).

I kdyz PBDE byly omezeny Stockholmskou umluvou, jsou stale casto
detekovany v prachu, ve wvnitinim vzduchu, potravinach, tukové tkani
a v lidském séru ve vysokych koncentracich, coz naznacuje, Ze lidé jsou casto
vystaveny PBDE. Také byly zjistény v matefském mléce, pupecniku a placenté
(19; 20).
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Nejvice toxicky na plod, jatra, nervovou soustavu ¢i reprodukéni systém
pusobi PDBE sjednim az ¢tyfmi bromy. Bylo prokdzano, Ze PBDE narusuje
homeostdzu hormont $titné Zlazy u zvifat a lidi. Vzhledem k tomu, Ze jsou
podobné struktury jako hormony Sstitné Zlazy, trijodthyroninu (T3) a tyroxinu
(T4), PBDE a jejich metabolity se mohou vazat na transportni proteiny hormonti
§titné  Zlazy, coZz vede ke sniZeni cirkulace hormona Stitné Zlazy.
Je zde predpoklad, Ze diky naruSené proliferaci Stitné zlazy mutze dojit
i ke vzniku nadort. Existuje také moznost, Ze PBDE mohou hrat roli ve vyskytu

a rozvoji rakoviny prsu (19; 21; 18; 17).

Koncentrace PBDE v séru u déti jsou dvakrat az tfikrat vyssinez u jejich matek,
pravdépodobné z diivodu vice expozicnich cest, véetné placentarniho pfenosu,
matefského mléka a z povrchli, na kterych ulpiva prach. Studie naznacuji,
Ze kojenci a batolata maji vyssi expozici PBDE ve srovndni se starSimi détmi
nebo dospélymi z dvodu poziti ptidy nebo kvili sahdni na kontaminované

povrchy, na kterych se drzi prach (20; 22).

U PBDE existuje také riziko, Ze pfi expozici v détském véku narusuje jejich
chovani. Vysledky studii naznacuji moznost, Ze se muZe rozvinout
az do poruchy pozornosti. PBDE je schopné poskodit vyvoj mozku ditéte béhem
téhotenstvi, coz muze vést kesnizenému inteligenénimu kvocientu

(23; 24).

PBDE nalezneme v ptidé, ve vodnim prosttedi, ale i ve snéhu ¢i destovych
prehankach. Koncentrace PBDE jsou mnohem vys$si v asijskych zemich,

oproti tém evropskym (18).
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3.1.3 Polycyklické aromatické uhlovodiky

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) se skladaji ze dvou nebo vice
benzenovych kruhti. Vétsina PAU jsou bezbarvé, bilé nebo svétle Zluté pevné

latky (25).

PAU jsou velkou skupinou vice nez 10 000 sloucenin, z nichZ vice
nez 100 je detekovano v atmosfére. Predpoklada se, ze vétsina PAU pochazi
z pyrogennich zdroji, jako jsou sopky a spalovani ropnych produkta.
Mezi hlavni zdroje PAU v atmosféfe patfi spalovani uhli a dfeva

pro automobilové plyny a vytapéni domacnosti. (25; 26).

Mnoho studii potvrdilo pfitomnost vice nez 500 typti PAU v cigaretovém
koufi. Jak aktivni koufeni, tak expozice pasivnimu koufeni jsou diilezitymi zdroji

toxickych PAU (27).

Globalni emise PAU dosahly vrcholu v roce 1995 a postupné klesaly. Emise
zrozvojovych zemi se vSak v poslednich letech zvysuji v diisledku rychlého
riistu populace a nasledné vyssi poptavky po energii a zvysené spalovaci ¢innosti

(28).

Nedavné studie uvadéji vyskyt PAU v rtiznych vodnich systémech, jako jsou
pritoky a odtoky z distiren odpadnich vod, podzemnich vod, povrchovych

vod nebo motskych vod (25).

PAU jsou vétsinou hydrofobni a lipofilni, a proto je velmi obtiZné je biologicky
rozlozit. Nejlépe se rozkladaji ty, které maji dva az tfi benzenové kruhy, protoze
jsou tékavé. Rozpustnost PAU ve vodé se obvykle snizuje s rostouci molekulovou

hmotnosti, zatimco jejich teplota varu a tani se zvysuje (25).
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Jednim ze zastupci PAU je benzo[a]pyren, ktery vznikd v dtsledku
nedokonalého spalovani pri teplotdch mezi 300 °C a 600 °C. Nachdzi
se ve vyrobcich od uhelného dehtu, zejména v uzeném a grilovaném masu
¢i tabdkovém koufi. Tato sloucenina ma také prokdzany karcinogenni,

mutagenni a teratogenni t¢inek (25; 29).

V atmosféfe mtiZze dochazet k substituci PAU. Namisto ptivodnich prvki jako
je sira, kyslik nebo dusik, mutzZe dojit k substituci za NOx, Os ¢i OH.
Tyto substituované PAU se pak nasledné mohou dostavat zpét do ekosystému ve

formé destovych pfehanék (25).

Napftiklad substituované PAU s dusikem ¢ini latky poldrnéjsimi a zvysuje
se jejich rozpustnost ve vodé. Dochazi tak k tomu, Ze tyto latky maji vyraznéjsi

toxicitu oproti ptivodnim PAU. (25).

PAU skyslikem tvofi OH radikal, coz zptisobuje fatalni poskozeni
biologickych  molekul v  dasledku  oxidaéniho  stresu.  Dochazi

zde tak k poskozeni DNA, proteinti a lipidd, zdnétim, redukci antioxidantt,

apoptdze (27).

PAU se bioakumuluji v lidskych a zvifecich tkanich, maji prokdzany
mutagenni a karcinogenni ucinek, vcetné rakoviny traviciho traktu, jater, prsu
a plic. Vyssi riziko rakoviny plic v diisledku expozice PAU byly hlaSeny zejména
v rozvojovych zemich. M4 také teratogenni ti¢inky na plod, dale je zde moZnost
postizeni ditéte, nizkd porodni hmotnost, pfedcasny porod, opozdény vyvoj

ditéte a nizke IQ (25; 26; 27; 28; 30).

PAU byly detekovany v sedimentech, vodnich zdrojich a odpadnich vodach.
Studie také ukazaly, ze PAU mohou migrovat z prostfedi na plodiny a potraviny,

jako jsou oleje, ovoce a zelenina, ryby, mofské plody, mléko, hovézi maso, uzené
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potraviny a pekafské vyrobky. Procesy vyroby potravin, zejména ty,
které pouzivaji vysoké teploty, jako je peceni, uzeni, smazeni a peceni, s veétsi

pravdépodobnosti vytvareji a hromadi velké mnozstvi PAU. (25; 26; 30).

PAU jsou lipofilni slouceniny, proto je najdeme i v olejich, jak jiz bylo uvedeno.
Olivovy olej lze rozdélit podle jejich kvality, od vysoce kvalitniho extra
panenského olivového oleje az po nekvalitni olivovy olej z pokrutin. Extra
panensky olivovy olej se extrahuje z olivovych plodd pouze mechanickymi
a fyzikdlnimi metodami bez dalsiho vysokoteplotniho praZeni a rafinace.
Extra panensky olivovy olej obvykle obsahuje velmi malé mnozstvi PAU,
které pochazeji pouze ze stromu. Oproti tomu olivovy olej z pokrutin se vyrabi
susenim olivovych vyliskd hoficim koufem a horkym vzduchem, nasledovanych
extrakci rozpoustédlem. Tyto procesy maji za nasledek vysokou koncentraci

PAH v olivovém oleji (26).

PAU, které jsou v soucasné dobé detekovany v potravindch, jsou vétsinou
v koncentracich ug/kg (napf. v jedlych olejich) nebo ng/ml (napf. v napojich).

Tyto jednotky jsou Siroce pouzivany v réiznych kategoriich potravin (26).

K odstranéni PAU z ekosystému se vyuziva bioremediace. U téchto typt latek
se muze vyuzit konkrétné fytobioremediace, tedy pouziti rostlin. Rostliny
mohou totiz fungovat jako kontaminujici bioakumulatory a bioindikatory kvuli
jejich rozsdhlému rozloZeni povrchu a specifickym reakcim. Rostliny vyuZivaji
svych rostlinnych lipidti a nasledné libovolny pocet reakci oxidace, redukce nebo
hydrolyzu. Nejvice latek je zadrZeno v kofenech rostlin, o néco méné
pak ve stoncich. Fytobioremediace se vyuziva predevsim pro PAU s malym

poctem benzenovych kruhti (25).

Dalsim typem bioremediace je vyuziti mikrobti. Zde se vyuziva Pseudomonas

fluorescens, Alcaligenes eutrophus nebo Neptunomonas naphthovorans (25).
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Jednim z problémti spojenych s bioremediaci PAU je toxicita téchto sloucenin
pro buriky, protoze tyto lipofilni latky maji pfimy dopad na bunécné

membrany (25).

K odstranéni PAU lze vyuzit i rizné membranové filtracni systémy, jako
je mikrofiltrace, ultrafiltrace, nanofiltrace a reverzni osmdza. Ty se pouzivaji

pfi ¢isténi vody a odpadnich vod (25).

I pfes to, Ze mnohé zemé¢, vcéetné Evropské unie, vydaly standardy, které majt
snizit PAU v ekosystémech, jsou zde stale vysoké hodnoty PAU v potravinach

v disledku zvySenych emisi ¢i jiné kontaminace (26; 31).

3.1.4 Bisfenol A

Bisfenol A, jinak nazyvany jako 2,2-bis (4-hydroxyfenyl)propan nebo BPA,
byl poprvé syntetizovan ruskym chemikem Alexandrem Pavlovi¢em Dianinem
v roce 1891. Jedna se o slouceninu ve formé bezbarvych krystalt nebo prasku

a miiZze byt uvolnéna plastovymi vyrobky do potravin a napojt (32; 33).

Od roku 1950 se BPA pouziva pfedevsim k vyrobé polymernich materiald, jako
jsou epoxidové pryskyftice, polykarbonaty a polysulfonové pryskyfice. Najdeme
ho také v termotiskdrnach, kde se s nim pak nejéastéji setkame pfi tisku uctenek

z obchod (1; 32).

Vzhledem k rozsifenému pouzivani téchto produktt se BPA stal jednou

z nejvice produkovanou chemikalif na svété. (32).

BPA byl detekovan v povrchovych vodach a fi¢nich sedimentech po celém
svété. Déle pak také v odpadnich vodach a kalech uvolnovanych z distiren

odpadnich vod a ovzdusi (32).
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Studie uvadi pfitomnost BPA v lidské a zvifeci krvi, moci, tukové tkani,

matefském mléce, placenté a plodové vodé (32; 33).

Bylo také prokazano, ze expozice BPA (Obrazek 4) je spojena s rozvojem
onemocnéni spojenych s reprodukci a plodnosti, véetné raznych nadort
(vajecnikii, prsu, délohy, varlat, prostaty a jater). Existuje také souvislost mezi
BPA a vyssim rizikem kardiovaskuldrniho onemocnéni, diabetu druhého typu
a obezity. Vyssi hladiny BPA jsou spojeny se Spatnou funkci ledvin a niZsi
glomerularni filtraci. Expozice u déti miZe mit za nasledek poruchu uceni

a paméti (32; 33; 34).

Ingestion

;3 ) Skinleye Maternofetal
i contact transmission
Inhalation
1 J
/ | &
: / 3 w
[ o | )
II lI
) 1
Thyroid Liver bl Male
¢ a—— reproductive
Adipose Heart apparatus

reproductive

Ussub apparatus

Obrazek 4 - Zptisoby pfijmu BPA do organismu a nasledny mozny ucinek na ¢lovéka (33)
V posledni dobé se tato chemicka latka stala zndmou kvili tomu, Ze spada
do skupiny endokrinnich disruptorti. BPA totiz patii do tfidy sloucenin

narusujicich endokrinni ¢innost a vykazuje vlastnosti podobné hormontim. (32).
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BPA interferuje se syntézou, sekreci a signalizaci hormonti stitné Zlazy. Diky
svému antiandrogennimu ucinku pusobi BPA jako agonista na estrogenovych
receptorech a antagonista na androgennich receptorech. BPA interferuje
se spermatogenezi a zhorsuje muZskou reprodukéni funkci. Dale také ovliviiuje
metabolismus glukdzy, nastup a progresi nékolika nadort a imunitni funkci
vazbou ruznych receptorti, modulaci transkripénich faktorti a vyvolanim

epigenetickych zmén (33).

Obavy z potencialné skodlivych tc¢inkt BPA na zdravi vedly k zdkazu mnoha

plastovych vyrobkii, zejména téch, které se pouZzivaji pro kojence a malé déti (33).

3.1.5 Tézké kovy

Tézkymi kovy rozumime latky, které maji bud vysokou atomovou hmotnost,
nebo vysokou hustoté. Jedna se o kovové chemické prvky a metaloidy, které jsou

toxické pro zivotni prostfedi a ¢lovéka (35).

Tézké kovy se prirozené nachazeji v zemskeé kiife od vzniku Zemé. Vzhledem
k narastu pouzivani tézkych kovli doslo k ndrastu kovovych latek v ekosystému.
Mezi zdroje tézkych kovt v pfirodé fadime tézbu kovi, taveni, vyluhovani kovi
z raznych zdroj, jako jsou skladky ¢i skladky odpadu. Dal$im diivodem vzriistu
tézkych kovti je i zemédélstvi, pfi kterém byly pouzivany pesticidy, insekticidy
a hnojiva. Pfirodni zdroje mohou také zvysit znecisténi tézkymi kovy, spada sem
sopecna cinnost, koroze kovil, odpafovani kovii z pudy a vody, eroze pudy

i geologické zvétravani (35).

Tézké kovy mohou vstoupit do organismu pozitim kontaminovanych
potravin, dychdnim, piti kontaminované vody, kontaktem s kazi
ze zemédélskych, farmaceutickych, vyrobnich, obytnych a priimyslovych oblasti

(35).
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Kovy nelze rozloZit a jsou biologicky nerozloZitelné. Organismy mohou
detoxikovat kovové ionty skrytim prvku v proteinu nebo jejich uloZenim
do intracelularnich granuli v nerozpustné formé, ktera se vylucuje stolici
nebo jej dlouhodobé skladovat. KdyZ jsou tézké kovy spolknuty ¢ vdechnuty
do naSeho téla, dochazi k bioakumulaci. Nejbézné&jsi zptisob pfijmu téZkych
kovi spociva ve formé potravin, predevsim ryb. Nékteré kovy jsou ovSem
nezbytné pro organismus, které jsou potfebné pro rtzné biochemické
a fyziologické funkce. Mohou vsak byt toxické, pokud jsou pritomny ve velkém

mnozstvi (35; 36).

Toxicita tézkych kov(i ovliviiuje mitochondrie, jadra bunék, lysozomy,
bunéénou membranu a enzymy. Ukdzalo se, Ze kovové ionty interaguji
s DNA a jadernymi proteiny, coz zpusobuje poskozeni DNA, coz nésledné vede
k poSkozeni bunééného cyklu, apoptéze nebo karcinogenezi. Toxicita kovli

pak zptisobuje tvorbu volnych radikal, které zptisobuji poskozeni DNA (35).

Tézké kovy zptisobuji gastrointestindlni a rendlni potize, kardiovaskuldrni

poruchy, nddory, tubuldrni a glomeruldrni dysfunkce anebo osteopordzu (36).

Dlouhodoba expozice tézkym koviim muze zpusobit svalovou dystrofii,
Alzheimerovu chorobu, rtizné typy rakoviny, roztrousenou sklerézu, dysfunkci
ledvin, poruchy plodnosti, funkce jater, imunitniho, nervového a endokrinniho

systému (36; 37).

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC) rozdélila tézké kovy

do ¢tyt skupin (Tabulka 3) (35).
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Tabulka 3 — Rozdéleni vybranych tézkych kovti dle IARC z hlediska karcinogenity (35)

Skupina Stupen karcinogenity Tézky kov
Arsen, kadmium, slouceniny
1 Karcinogenni
niklu
2A Pravdépodobné karcinogenni Anorganicke slouceniny olova
Oxid molybdenicity, olovo,
2B MozZna karcinogenni
kobalt
Neklasifikovatelna
3 Méd, selen
karcinogenita
Pravdépodobné neni
4 Mangan, stfibro, zinek
karcinogenni

K odstranéni tézkych kovti z odpadnich vod je vyuzivano pfidavani srazecitho
¢inidla. To nasledné reaguje sionty tézkych kovii a vznikaji nerozpustné
srazeniny. Vzniklé srazeniny se ndsledné odstrani pomoci sedimentace nebo
filtrace. K odstranéni napfiklad médi ¢i chromu se pouzivaji hydroxidova

¢inidla, konkrétné Ca(OH):2 a NaOH (36).

Dale muze byt pouzita fytobioremediace. Rostliny jsou citlivé na pfitomnost
tézkych kovii, proto se vyuzivaji geneticky pozménéné druhy. Pfijem kovii
dorostlin se odehrava diky fytoextrakci, fytostabilizaci, rhizoremediaci
nebo fytofiltraci. Nékteré rostliny dokdZou diky detoxika¢nimu systému
prijmout vétsi i mnozstvi kovi. Lze také vyuzit bioremediaci s mikrobem,

naptiklad Escherichia coli, Bacillus cereus a Pseudomonas fluorescens (36).
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3.1.5.1 Chrom

Peroralni pfijem Cr'"* zplisobuje akutni otravu a stim spojené priznaky,
nevolnost, zvraceni, horecky, prijmy, zavraté, toxické nefritidy, poskozent jater,

pripadné az koma anebo smrt (35).

Vdechovani Cr'™ nebo kontaktem s ktizi zpusobuje chronickou otravu,
coz miize zpusobit alergickou kontaktni dermatitidu a ekzém, zanét dasni,
podrazdéni sliznic, bronchitidu, onemocnéni jater a ledvin, sinusitidy, zapal plic

nebo rakovinu plic (35).

Pfechodné stavy chromu jako Cr** a zejména Cr* vedou k tvorbé volnych

radikalt, které pravdépodobné poskozuji lipidy, proteiny a DNA (38; 35).

3.1.5.2 Kadmium

Clovék se do kontaktu s timto prvkem dostane pfi spalovani fosilnich paliv,
v tabdkovém koufi, komundlnim odpadu anebo v kontaminovanych

potravinach ¢i vodé (38).

Kadmium je prvek, ktery je zndmy pro svou karcinogenitu a je extrémné

toxicky i pfi nizkych koncentracich (38).

Zptisobuje nefrotoxicitu, neplodnost, psychologické poruchy,
gastrointestindlni poruchy, poruchy centralniho nervového systému, poruchy
imunitntho systému a rakovinu. NaruSuje metabolismus vitaminu
D a diky své podobé s vapnikem se miize ukladat v kostech, coz se projevuje
zlomeninami kosti. Ma negativni vliv i na DNA. Studie uvadéji, Ze inhibuje
reparaci DNA, protoze ptlisobi jako slaby mutagen, coz nasledné vede ke zvySené

produkci protoonkogent (38; 35).
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3.1.5.3 Arsen

Primarnim zdrojem expozice arsenem je pro clovéka kontaminovana pitna

voda (38).

Arsen najedeme v organické i anorganické podobé. U organické formy

ale nedochazi k bioakumulaci (38).

Oxidacni stavy arsenu jsou bud As*, nebo As®>*. Toxi¢téjsi pro organismus
je stav s oxidacnim stavem As®, ma totiZ pomalejsi rychlost vylu¢ovani a snadny

vstup do bunék (38).

Anorganickd forma arsenu md za nasledek podrazdéni gastrointestinalniho
systému, podrazdéni plic, zmény na ktzi, snizenou produkci erytrocytu
a leukocytt, srdecni problémy, diabetes mellitus, poskozeni mozku, poskozeni

DNA, epigenetické modifikace, neplodnost a potraty (35; 38).

Organicky arsen zptisobuje Zalude¢ni nevolnosti a poSkozeni nervii bez toho,

aby ovliviioval DNA (35).

Chronickd expozice arsenem zpUsobuje multisystémové onemocnéni

nazyvané jako arsenikdza (38).

3.1.5.4 Olovo

Expozice olovem nastava prostfednictvim kontaminované vody, pudy

nebo vzduchem (38).

U dospélych lidi zptlisobuje deformity kosti, hematologické poruchy,
neurodegeneraci, hypertenzi, potraty, poruchy funkce ledvin, poranéni mozku,

bolesti bficha, poskozeni spermii, kognitivni poruchy (38; 35).
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Naopak u déti vede k neurologickym poruchdm, které maji za nasledek zmény
ve vyvoji mozku a centrdlniho nervového systému, sniZenou inteligenci, nizsi
stupeni dosazeného vzdélani, sniZeni pozornosti a asocidlni chovani

(35; 38).

Olovo se hromadi v mékkych tkanich, nervovych burikach a kostech. Zaroven
také diky podobnosti s vapnikem, hoféikem a Zelezem dochéazi k poruchdm

signalizace neurotransmiterti, enzymatické regulace a tvorbé proteinti (38).

3.1.6 Deltamethrin

Deltamethrin, ktery patfi do skupiny pyrethroid{i, se pouZziva jako insekticid
a akaricid po celém svété. Je to jeden z nejucinnéjSich znamych insekticid
aje Siroce pouzivan k ochrané plodin, ovoce, zeleniny a ryb pfed Skidci
a parazity. Lidé jsou tak vystaveni pyrethroidtim kvli jejich rozsifenému pouZziti
v zemédélstvi, domacnostech, skolach, parcich, bytech a pracovnich. Lidé jsou
také vystaveni pyrethroidnim zbytkiim v potravindch, zejména na ovoci

a zeleniné. (39; 40).

Vzhledem k tomu, Ze je deltamethrin v rtiznych oblastech Siroce naduzivan,
velké mnozstvi zbytkového deltamethrinu se nevyhnutelné hromadi ve vodnich

zdrojich a pidé€, coZ zpuisobuje jedovaté znecisténi ekologického prostredi (41).

Oralni poziti vody a potravin znecisténych deltamethrinem je pro c¢lovéka

gkodlivé (39).
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Deltamethrin zptisobuje vyraznou toxicitu u obratlovci a bezobratlych,

pravdépodobné v dtisledku oxidacniho stresu (Obrazek 5) (39).
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Obrazek 5 — Vyvoj oxidacniho stresu v diisledku ptisobeni deltamethrinu (39)

V této bakaldfské praci byl insekticid obsahujici deltamethrin

v praktické ¢asti.

vyuzit
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4 METODIKA

4.1 Nasazeni bunék ze zamrazené kultury

4.1.1 Chemikalie a pomicky

e DMEM (High Glucose)

e Fetalni bovinni sérum (FBS)
e Antibiotika (ATB)

e Bunky SNU-475

e Pipeta BIOHIT Midi Plus

e Pipeta 1000 pl

o Spicky

e Mikrozkumavky

e Centrifuga Sigma 3-30 KS

e Mrazak ULT C75

e Lamindrni box Aura Vertical S. D. 4

e Termobox (37 °C) v atmosfére s 5% CO2 a 90% vlhkosti
e Petriho misky TC treated o priiméru 10 cm a 6 cm
e Sterilni sitko

e Sterilni stfikacka

e Tfepacka Biosan ES-20

e Spektrofotometr BioTek Synergy HT

4.1.2 Ptiprava média DMEM (High Glucose)

Do 50 ml zkumavky napipetujeme 45 ml DMEM High Glucose, 5 ml FBS a 1 ml

antibiotik.
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4.1.3 Buiiky SNU-475

SNU (Seoul National University) cita celkem 109 bunécnych linii,
které pochazi od korejskych pacientti trpicich riznym typem rakoviny od roku

1982. (42; 43)

Tyto linie bunék si 1ze nasledné zakoupit od Korean Cell Line Bank. Slouzi

k vyzkumtm a studiim (42; 43).

Buriky SNU-475, které jsou pouzivany v praktické casti, byly ziskany
od korejského pacienta trpictho konkrétné rakovinou jater. Navic trpél

i hepatitidou typu B (42; 43; 44).

4.1.4 Postup

1. Bunky SNU-475 rozmrazime ve vodni 1azni po dobu nékolika minut.

2. Do 15 ml zkumavky si napipetujeme 2 ml bunécné suspenze SNU-475
a po kapkach pfidame 6 ml ristového média.

3. Zkumavku ddme do centrifugy a to¢ime na 1100 ot/min po dobu
5 minut.

4. Supernatant slijeme a peletu rozmichdme, pfiddme do 1 ml média.
Tuto smés pipetujeme do prislusSnych Petriho misek a dame

do kultivaéniho boxu vyhtatého na 37 °C.

4.2 Pasazovani buneék

1. Médium z Petriho misky odsajeme pomoci pipety a buriky oplachneme
pomoci PBS.

2. PBS poté opét odpipetujeme a pfiddme 0,25% trypsin smichany
s EDTA.
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3. Petriho misku vloZime do termoboxu vyhtatého na 37 °C po dobu
10 minut. Buniky zkontrolujeme v mikroskopu.

4. Pfidame do Petriho misek 8 ml DMEM, které zastavi ui¢inek trypsinu.
Do 15 ml zkumavky si pfepipetujeme smés DMEM a trypsinu z Petriho
misek.

5. Zkumavku ddme centrifugovat pfi 1100 ot/min po dobu 5 minut.
Supernatant slijeme a zbyvajici peletu pipetujeme do nové Petriho

misky.

4.3 Vyména rustového média

1. Bunky pravidelné 2x tydné kontrolujeme pod mikroskopem
a vyménime riistové médium.
2. Staré médium odsajeme a napipetujeme 8 ml cerstvého média

do Petriho misky, ddme opét do inkubatoru.

4.4 Pokus s insekticidem Prost Fast K

Insekticid Prost Fast Ko objemu 250 ml byl vybran a koupen zcela novy
aneotevieny. Tento insekticid se pouzivd k hubeni msic a jiného savého
a zravého hmyzu. Obsahuje t¢innou latku deltamethrin o koncentraci 0,06 g/1.
Sam vyrobce uvadi, Zese deltamethrin déle rozklada, ale ,nepfedpoklidi

se perzistence, bioakumulace a toxicita (45, s. 9). “

1. Postupujeme stejné jako u pasaZovani bunék, pouze s tim rozdilem,
Ze zbyvajici peletu neddvame do Petriho misky, ale na sklicko,
kde pfidame trypanovou modf. Pipetujeme 8 pl bunék i trypanové
modfi. Smés smichdme a pfepipetujeme opét 8 ul do Biirkerovy
komtrky.

2. Buriky spocitdme a udéldme pramér.
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Primérna hodnota bunék v Biirkerové komtirce byla 115 na velky
Ctverec.

115 - 2 - 10* =3 000 000 v 1 ml suspenze

V rdmci poctu bunék v 1 ml suspenze je adekvatni, aby v Petriho misce
bylo 100 000 bunék v 1 ml, potfebujeme tedy napipetovat 33 ul bunécné

suspenze.

3. Do Petriho misek pipetujeme 5 ml média a 33 pl bunék, tato miska
slouzi jako kontrolni médium.

4. Do dalsi Petriho misky pipetujeme 5 ml média, 33 ul bunék a 50 pl
insekticidu Prost Fast K, kde je koncentrace insekticidu 1 %. Do dalsi
misky dame opét 5 ml média, 33 ul bunék a 5 ul insekticidu,
zde je koncentrace 0,1 %. Insekticid byl pfed pipetovanim sterilizovan
pres sterilizacni sitko a do ¢isté mikrozkumavky pipetovan sterilni

stiikackou.

Hodnota koncentrace na obalu vyrobku = 0,06 g/l
Hodnota koncentrace u 1% insekticidu byla tedy 0,0117 mmol/l,
u 0,1% insekticidu 0,00118 mmol/I.

5. Petriho misky ddme do inkubatoru a pravidelné vyménujeme médium.

4.5 MTT test Sigma CGD1-1KT

MTT test Sigma CGDI1-IKT vyuziva principu méfeni zivych bunék diky
aktivité mitochondridlni dehydrogendzy, ktera se nachazi v burice. Ta pfeménuje
zluty MTT  (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium  bromid)

na fialovy formazan, ktery je nerozpustny (46; 47).
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Meéfeni se nasledné provadi spektrofotometricky. Plati, Ze ¢im je roztok
fialovéjsi, tim je i vySsi absorbance, coZ znaci vice Zivych bunék v roztoku

(46; 47).

1. Po pasdzovani a zhodnoceni celkového poctu bunék v Biirkerové
komtrce si pfipravime mikrotitracni desticku. Na desticku jsme vloZili
10 bunék na cm?.

2. Do jamek pipetujeme jako negativni kontrolu (NK) 17 pl bunék a 100 ul
média. Do dal$ich jamek pipetujeme stejny objem, ale pfiddvame navic
i insekticid Prost Fast K o koncentracich 1 % (vzorek 1), 0,1 % (vzorek 2)
a 0,01 % (vzorek 3). Koncentrace byly pfipraveny desitkovym fedénim,
fedéno bylo pomoci PBS. Z kazdé koncentrace bylo pipetovano 10 ul.

V kazdém jednom méfeni jsou vzorky v tripletu (Tabulka 4).

Tabulka 4 — Ukdzka jednoho tripletu na mikrotitracni desticce

Sloupec Radek 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 i 12
Vz. | Vz. | Vz Vz. | Vz. | Vz Vz. | Vz. | Vz.
A NK NK NK
1 2 3 1 2 3 1 2 3

Triplety mély byt celkem tfikrat (celkem 36 jamek), ale u tfetiho tripletu doslo
k tomu, ze dosly bunky, takze celkovy pocet jamek pfipravenych k méfeni je

31 (32 i s blankem).

3. Inkubujeme 24 hodin v inkubatoru pfi 37 °C.

4. Po inkubaci pfiddvame MTT roztok do jamek. K negativni kontrole
a blanku pipetujeme 11,7 ul, ke vzorkiim 12,7 pl. K blanku priddvame
navic jesté 117 ul média. Inkubujeme 3 hodiny pfi 37 °C.
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5. Médium odsajeme a pipetujeme do jamek isopropanol. K negativnim
kontrolam 117 pl a ke vzorkiim 127 pl. Desticku pfeneseme na trepacku
do temné mistnosti po dobu 5 minut.

6. Obsahjamek o objemu 100 ul pipetujeme do stripti a méfime absorbanci

na spektrofotometru.

Obrazek 7 - Spektrofotometr BioTek Synergy HT (vlastni zdroj)

4.6 Spektrofotometrie

UV absorpéni spektrometrie je Siroce aplikovana v analytické chemii,
biochemii a biomedicinskych aplikacich diky své jednoduchosti, flexibilité
a nizkym néakladdim (48).
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Ultrafialova a viditelnd absorpéni spektrofotometrie je technika zaloZena

na méreni utlumu elektromagnetického zafeni absorpcni latkou (49).

Spektrofotometrie se pouziva ke kvantifikaci mnoZstvi chromogenu
produkovaného chemickou reakci mezi analytem v klinickém vzorku a ¢inidly
selektivnimi pro tento analyt. MnoZstvi chromogenu z reakce je tumérné

mnozstvi analytu ve vzorku (50).

Tuto vlastnost 1ze vyjadfit pomoci Lambert-Beerova zdkona:

A=¢-1-¢

kde A znadi absorbanci, ¢ je molarni absorpéni koeficient, | znamena délku

absorpéni vrstvy a ¢ udava koncentraci (49).

Absorbance udava, kolik svétla bylo pohlceno vzorkem. Jedna se veli¢inu,

ktera patfi mezi bezrozmérné (51).

Transmitance 7 znadi, kolik dopadajiciho svétla urcité vlnové délky proslo

vzorkem, coz lze vyjadfit vztahem

kde @ znadi zéafeni, které proslo absorpénim prostfedim, @, znamend zareni,

které do prostredi vstoupilo (51; 52).

Mezi transmitanci a absorbanci plati vztah

A= —log,,

kde A znamenad absorbanci, T transmitanci (52).
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Tato metoda patfi mezi metody srovnavaci, pficemz se mefi hodnota absorbance.

Tato hodnota pak udava koncentraci méfeného analytu ve vzorku (52).

Vysledky Ize vyhodnocovat pomoci metody kalibracni kfivky, kdy proméfime
absorbanci kalibra¢nich roztokti o znamé koncentraci, nebo metodou

standardniho pfidavku (52).
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5 VYSLEDKY

5.1 Pokus s insekticidem Prost Fast K

Po tfech dnech se na Petriho misce s 1% objevilo pfiblizné <10 % mrtvych
bunék. U Petriho misky s 0,1% insekticidem to bylo pfibliZzné < 5 % mrtvych

bunék oproti kontrolni misce. Zbylé buriky byly narostlé a zivé.

Po péti dnech na 1% insekticidu narostla pliseni, ktera prekryvala polovinu

Petriho misky.

U 0,1% koncentrace byly bunky vétsinou Zzivé, pouze priblizné v <10 %
pripadt se jednalo o burnky mrtvé. Neobsahovaly jakoukoliv viditelnou

kontaminaci.

Po sedmi dnech narostla pliseni i u 0,1% insekticidu, ta pfekryvala plochu

Petriho misky priblizné ze dvou tfetin.

Sterilizace pres bunécné sito tak nebyla dostacujici, coz se projevilo tak,
Zeuvyssi koncentrace se insekticidu pfidavalo vétsi mnozstvi, coz meélo

za nasledek rychlejsi nartst plisné.

5.2 MTT test Sigma CGD1-1KT

5.2.1 1. méfeni

Tabulka 5 - Naméfené hodnoty absorbance v 1. méfeni pfi 570 nm

NK

Vz. 1

Vz. 2

Vz. 3

NK

Vz. 1

Vz. 2

Vz. 3

NK

Vz. 1

Vz. 2

Vz.3

Blank

Absorbance | 0,120

0,168

0,176

0,163

0,139

0,114

0,050

0,053

0,040

0,052

0,063

0,102

0,050
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Tabulka 6 - Naméfené hodnoty absorbance v 1. méfeni pfi 690 nm

NK |Vz.1|Vz.2|Vz.3

NK

Vz. 1

Vz. 2

Vz. 3

NK

Vz. 1

Vz. 2

Vz. 3

Blank

Absorbance | 0,062 | 0,097 | 0,096 | 0,093 | 0,082

0,064

0,043

0,050

0,039

0,043

0,053

0,065

0,042

Uvedené hodnoty absorbanci jsou velmi nizké. Také ocekdvané fialové

zbarveni jamek nebylo pfitomno, naopak spektrum barev bylo od prithledné

po svétle Zlutou.

5.2.2 2. méfeni

Tabulka 7 - Naméfené hodnoty absorbance ve 2. méfeni pfi 570 nm

NK |Vz.1|Vz.2|Vz.3

NK

Vz. 1

Vz. 2

Vz. 3

NK

Vz. 1

Vz. 2

Vz. 3

Blank

Absorbance | 0,049 | 0,137 | 0,051 0,092 | 0,042

0,058

0,041

0,042

0,039

0,045

0,053

0,062

0,048

Tabulka 8 - Naméfené hodnoty absorbance ve 2. méfeni pfi 690 nm

NK |Vz.1|Vz.2|Vz.3

NK

Vz. 1

Vz. 2

Vz. 3

NK

Vz. 1

Vz. 2

Vz. 3

Blank

Absorbance | 0,049 | 0,137 | 0,051 0,092 | 0,042

0,058

0,041

0,042

0,039

0,045

0,053

0,062

0,046

K posouzeni vysledki se pouzivaji vzorce pro stanoveni toxicity bunék C

C=<1—(;TVK)-1OO,

kde Ay znadi absorbanci vzorku a Ayk absorbanci negativni kontroly.

V ramci statistického zpracovani se vyuziva aritmeticky pramér ¥

X =

A1p+ A1p+ Arc

3

4
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kde Ajy znadéi hodnotu absorbance vzorku ¢. 1 zprvniho triplety,
Aip absorbance vzorku ¢. 1 zdruhého tripletu a Ajc absorbanci vzorku

¢. 1z ttetiho tripletu. Délime cislem tfi, které odpovida poctu hodnot v (itateli.

Smérodatnou odchylku o téchto dat spocitame jako

1 _
o= JgZ(AlAJB,lc - %),

kde cerpame z hodnoty aritmetického priiméru, kterd vysla v pfedchozim

vypoctu.

Obrazek 8 — Jamka s negativni kontrolou po tfech dnech od nasazeni (vlastni zdroj)

Obrazek 9 — Jamka se vzorkem ¢. 1 po tfech dnech od nasazeni (vlastni zdroj)
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Pokus pokracoval druhym méfenim po tfech dnech, kdy jsme ocekavaly
nartst bunék. Ten se ovSem nekonal, pokus byl ukoncen konstatovanim,
Ze buniky v mikrotitracni desticce sice byly pritomny, ale nebyly schopné

se uchytit a metabolizovat. Pokus tak byl nasledné ukoncen.
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6 DISKUZE

PrestoZe prakticka c¢ast bakaldrské prace neodpovidéd o¢ekdvanym vysledkiim
jinych praci kvili neuchyceni bunék na mikrotitracni desticku a schopnosti
samostatné metabolizovat, tak v zahraniéni studii zkoumaly ucinky
deltamethrinu na bunky kostni dfené. Také pracovaly metodou MTT testu,
kdy buriky pochazely od zdravych koz uréenych k poraZce. Jejich studie ukazala,
Ze vliv deltamethrinu negativné ovliviioval bunécnou linii. Koncentrace latky
v mikrotitraéni desticce byla v rozmezi 200 umol — 1 mol (Obrazek 12).
Ke vzorktim, kde byla pfitomna koncentrace jiz 1 mmol dochdzelo ke zvysenému
narustu apoptdzy bunék. Autofi studie si to vysvétluji tim, Ze to mohlo
byt v disledku zvySeného pfisunu véapenatych iontti do bunék, coZ nasledné

vedlo ke zvySené apoptdze bunék (53).

>
=
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DAy

Obrazek 12 - Graf vyvoje toxicity bunék vlivem deltamethrinu v zavislosti na koncentracich (53)

Oproti studii, ktera vyuZzivala koncentrace 200 pumol — 1 mol, jsem ja nasadila

koncentrace pod 8,5 pumol.

Bylo také zjiSténo, Ze ¢im je doba expozice delsi, tak tim dochdzi i ke zvySeni
toxicity pro bunky. Nartst toxicity byl hlavné u koncentraci, které byly vyssi.
Autofi pfedpokladaji, ze deltamethrin obsadil vazebnd mista pro imunitni

44



buriky, ¢imz poté doslo k bunécné smrti, coz pak muZe ovlivnit celkovou

imunitni odpovéd organismu (53).

Dalsi studie potvrzuje, zZe deltamethrin zplisobuje u potkanich hepatocytti

tvorbu oxidac¢niho stresu, coz vedlo k nasledné apoptdze bunék (54).

Jinda studie zkoumala ucinek deltamethrinu spolu s thiaklopridem,
coz je také insekticid, na plicni buriky. Bylo prokdzano, Ze spolu s pfibyvajicim
casem ucinku insekticidi, doSlo ke sniZeni Zivotaschopnosti bunék.
Tyto vysledky ukdazaly, Ze jak smés deltamethrinu a thiaklopridu, tak jejich
metabolity mohou vyznamné sniZit Zivotaschopnost bunék a indukovat
cytotoxicitu v lidskych plicnich fibroblastech, a to zejména pifi vyssich

koncentracich (55).

Predchozi studii potvrzuje i dalsi vyzkum, ktery zkoumal taktéZz ucinek
deltamethrinu spolu s thiaklopridem. Bylo potvrzeno, Ze kombinace téchto dvou
latek vyrazné ovlivnila zivotaschopnost bunék, kterd méla sestupny charakter.
Také dosly k nazoru, ze deltamethrin indukoval cytotoxické uéinky, které vedly
k poskozeni DNA. Doslo ke sniZeni jaderného déleni v kulturach lidskych

lymfocytt (56).

Vysledky MTT testu ukdzaly, Ze deltamethrin a jeho dva metabolity
(2'-OH-deltamethrin a 4-OH-deltamethrin) indukovaly cytotoxicitu snizenim

zivotaschopnosti bunek (56).

Dalsi studie zkoumala vliv deltamethrinu na lidsky model epidermis,
ktery je sloZzeny z vicevrstvych a plné diferencovanych lidskych keratinocytt.
Ukazalo se, Zze deltamethrin i v nejvyssi koncentraci, kterou pifi studii pouzili,

tedy 0,05 %, ki1zi nijak nedeformovala a nezptisobila podrazdéni kiize (57).
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Studie zabyvajici se deltamethrinem si dala za cil objasnit, jestli nizsi
koncentrace deltamethrinu, nemusi zptisobit apoptozu v normalnich zdravych
burikach, ale miize indukovat apoptotickou bunécénou smrt v rakovinnych
burikdch. Ke studii byla pouzita bunécna linie Jurkat-J6, coZ jsou vlastné
T-lymfocytarni burikky od pacienta sakutni leukémii. Béhem testu doslo
k vyznamné ztraté Zivotaschopnosti bunék Jurkat-J6 se vSemi koncentracemi
deltamethrinu. Pfi velmi nizké molarni koncentraci (0,1-1 umol) se prokazalo,
Ze deltamethrin zptlisobuje bunécnou smrt, kterd je pozitivni reakci na jeho
protirakovinné vlastnosti. PficemZ u zdravych bunék pfi stejné koncentraci

se uvadi, ze smrt bunék zptisobena nebyla (58).

Pfi oxidacnim stresu klesa koncentrace pfirodnich antioxidantd, takZe tento
vysledek naznacuje, Ze deltamethrin muiZe vyvolat oxidacni stres v bunécné linii

Jurkat-J6 (58).

Rastovy faktor T-bunék, interleukin-2, je nezbytnou soudasti téchto bunék,
najdeme je i v bunééné linii Jurkat-J6. Zatimco v médiu spolu s deltamethrinem

je jejich hladina sniZend, coZ znamend pro tyto buriky smrtelny ucinek (58).

Vijiné studii bylo prokdzano, Ze jaterni enzymy ALT a AST vlivem
deltamethrinu zvysily aktivitu v zavislosti na davce, coz nasledné vedlo

k dysfunkci jater (59).

Dalsi metodou vhodnou k pouziti kromé MTT testu, ktery byl pouzit
v praktické casti, je i fluorescence. Mechanismus fluorescence vznikl diky
fotoindukovanému pfenosu elektrontt (PET), pfenosu energie fluorescencni
rezonanci (FRET) nebo agregacnimu procesu. Vysledky naznacuji, Ze tato
metoda miize byt uzitecnad pro detekci deltamethrinu ve vzorcich zivotniho

prosttedi a potravin (60).
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V soucasnosti se pri stanoveni zbytku deltamethrinu pfednostné pouziva
vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), plynova spektrometrie
(GC) a kapalinova  chromatografie-hmotnostni ~ spektrometrie ~ (LC-MS).
Tyto metody vykazovaly citlivost a specifi¢nost. Jejich praktickému uplatnéni
v3ak branila nevyhnutelna omezeni, vcetné vysokych nakladti, sofistikované
predupravy, komplikovanych profesiondlnich operaci a nedostupnosti

monitorovani na misté v realném case (61).

Dal$i metodou vhodnou k pouziti jsou i mikrofluidni analyticka zafizeni
nabazi papiru. Ty pfitahuji Siroky zdjem o testovani na misté diky svym
jednoduchym, pfenosnym, levnym a ekologickym vlastnostem. Je zde pouze
méfeni zmény barvy, které vznika z divodu chemické reakce mezi specifickym
cilem a odpovidajicimi ¢inidly (uslechtilé kovy ¢i chromogenni ¢inidla) potaZené
papirovym substratem. Tato zmeéna barvy, vyZadujici jen malé mnozstvi
uslechtilych kovii nebo jiného chromogenniho ¢inidla, by mohla byt nejen
pozorovana pouhym okem pro kvalitativni analyzu, ale také shromaZzdovéana
digitdlni kamerou pro kvantitativni analyzu. Diky svym velkym vyhodam,
jako je pfenositelnost, nizkd cena, pfipravena dostupnost a snadnad detekce
na misté bez zvlastniho pozadavku technického persondlu, 1ze mikrofluidni
analytickd zafizeni na bdazi papiru pouzit nafarmdach, supermarketech,

a dokonce i v doméacnostech, aby byla zajisténa bezpecnost potravin (61).

Dalsi studie pfinesla také senzor rGO-PEI-AgNPs. Ten byl navrzen jako nova
ucéinna platforma pro citlivou voltametrickou detekci a stanoveni deltamethrinu
ve vzorcich lidské plazmy. Ukézalo se, Ze mé vynikajici analyticky vykon
pro detekci deltamethrinu s vysokou citlivosti a reprodukovatelnosti. Vysledky
potvrzuji, Ze tento senzor a jeho nové biokompatibilni rozhrani mtize poskytnout

vhodné, spolehlivé, cenové dostupné, rychlé a uzivatelsky privétivé diagnostické

nastroje pro detekci deltamethrinu v redlnych lidskych vzorcich (62).
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7 ZAVER
Vtéto praci jsem zpracovala literdrni reSerSi zabyvajici se organickymi
polutanty, metodami a zpusoby monitorovani. Tato cast prace se nachazi

v kapitole Pfehled soucasného stavu.

Do praktické casti jsem si vybrala insekticid obsahujici deltamethrin,

u kterého jsem popsala mechanismus ptlisobeni, vyskyt a tcinky.

Praktickou c¢ast jsem vykondvala v laboratofi Fakulty biomedicinského
inZenyrstvi, kde jsem se naucila pracovat sterilné v lamindrnim boxu, praci
sristovym médiem, pasdzovat bunky & rozpoznat Zivé burky

pod mikroskopem.

Byly vybrany tfi koncentrace insekticidu — 1%, 0,1%, 0,01%, které byly pouZity
k bunééné linii lidskych hepatocyttit SNU-475. Postup laboratorni prace je uveden

v kapitole Metodika.

Snizena proliferace buné€k se ukdzala na pokusu v Petriho miskach,
kde se ukazal vliv koncentrace na dobu ptisobeni insekticidu. MTT test pouzity
k vyhodnoceni viability bun€k, jsem teoreticky zpracovala, ale jeho vyhodnoceni,

vzhledem k nepriikaznym vysledkiim, nebylo mozné.

Experiment v praktické casti ukdzal, Ze deltamethrin ma toxicky vliv na
buriky, které souvisi pfedevsim s vyssimi koncentracemi. Vysledky této prace

se shoduji se zahrani¢nimi studiemi, které jsem porovnavala v kapitole Diskuze.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ALP
ALT
As
ATB
BPA
Ca(OH):
Cr
DDT
DNA
FSB
GGT
HBCD
IARC
ug/kg
NaOH
ng/ml
NO«
Os

OH radikal
PAU
PBB
PBDE
PCB
PCDD
PCDF
PFOS
POPs

alkalicka fosfataza
alaninaminotransferaza

arsen

antibiotika

bisfenol A; 2,2-bis (4-hydroxyfenyl)propan
hydroxid vapenaty

chrom

dichlordifenyltrichlorethan; 1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan
deoxyribonukleova kyselina

fetalni bovinni sérum
v-glutamyltransferaza
hexabromcyklododekan

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny
mikrogram/kilogram

hydroxid sodny

nanogram/mililitr

oxidy dusiku

ozon

hydroxylovy radikal

polycyklické aromatické uhlovodiky
polybromované bifenyly

polybromované difenylethery
polychlorované bifenyly

polychlorované dibenzo-p-dioxiny
dibenzofurany

perfluorooktansulfonat

perzistentni organické latky
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SNU
SNU-475
T3

T4
TCDD

WHO

Seoul National University

bunééna linie lidskych hepatocytii

trijodtyronin; 3, 5, 3’- trijodtyronin

tyroxin; 3, 5, 3°, 5’- tetrajodtyronin
2,3,7,8-tetrachloroxanthren; 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin;
dioxin

to jest

Svétova zdravotnicka organizace
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