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Bakalatrska prace se zabyvala extrahovatelnymi latkami z plastovych
materiald a jejich ucinkem na zivotaschopnost bunék. Testovana byla
také prozanétliva aktivita. Byly vybrany vzorky plasti (pneumatika,
tartan, elektricky kabel, brcko, haribo sacek, polystyren, psi hracka,
houbicka, bublinkova félie, zubni kartacek, dudlik a teflonova paska),
kter¢é byly homogenizovany a nasledné extrahovany do
dimethylsulfoxidu.

K testovani viability byly pouzity bunky BJ (lidské fibroblasty),
ke kterym byly pfidany extrakty plasti. Pomoci resazurinu byla métena
viabilita bun¢k. Za netoxické vzorky muzeme povazovat extrakty
dudliku (viabilita 102,3 %) a haribo sacku (viabilita 96 %). Za mirn¢
cytotoxické vzorky ovliviiujici viabilitu bunék v rozmezi 80-65 %
vzorky pneumatiky, tartanu elektrického kabelu, bréka, polystyrenu, psi
hracky, bublinkové folie, zubniho kartacku a teflonové pasky. Vzorek
houbicky snizil viabilitu bunék na 46,7 %. U testu ELAM vykazoval
nejvetsi prozanétlivy efekt také vzorek houbicky (131,1 %) a casteCny
vzorek polystyrenu (110,8 %). U ostatnich vzorkdl nebyl pozorovan
prozanétlivy ucinek. Vzorek houbicky na myti nddobi byl analyzovan
pomoci UHPLC-MS. Test potvrdil pfitomnost extrahovatelnych latek ze
vzorku houbic¢ky a predbézné byla identifikovana cast molekuly
s elementarnim slozenim C;HioN2. Mozna struktura odpovida 2.4-
diaminotoluenu (4-methylbenzen-1,3-diamin), ktery je meziproduktem
pti vyrobé isokyanatl pouzivajici se pifi vyrobé polyurethanu.

Plasty, mikroplasty, aditiva, cytotoxicita, zanét, resazurin, ELAM test,
zivotni prostredi
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This bachelor thesis dealt with the extractable substances from
plastics and their effect on cell viability. The proinflammatory
activity has been also tested. Selected plastic samples: tire, tartan,
electric cable, straw, Haribo bag, polystyrene, dog toy,
dishwashing sponge, bubble wrap, toothbrush, pacifier and teflon
tape. Samples have been homogenized and then extracted into
dimethyl sulfoxide.

The cytotoxicity was determined using BJ cells (human
fibroblasts) treated with extracts from plastics. Cell viability was
measured with resazurin. Extracts of pacifier (102,3 %) and
Haribo bag (96 %) can be considered as non-toxic samples.
Extracts of tire, tartan, electric cable, straw, polystyren, dog toy,
bubble wrap, tootthbrush and teflon tape slightly affected cell
viability in the range 80-65% were considered as slightly
cytotoxic. Extract of dishwashing sponge decreased cell viability
to 46,7 %. The ELAM test results also shown that the highest
pro - inflammatory effect exhibited extracts of dishwashing
sponge (131,1 %) and polystyrene (110,8 %). No pro-
inflammantory effect was observed in other samples. A sample
of the dishwashing sponge was analyzed with UHPLC-MS.
The results of the analysis confirmed the presence of extractable
substances from the dishwashing sponge sample and part of the
molecule with elementary composition C7H1oN2 was preliminary
identified. Possible structure corresponds to 2,4-diaminotoluene
(4 - methylbenzene-1,3-diamine), which is the intermediate
inthe production of isocyanates used in the production
of polyurethanes.
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1. UVOD A CILE PRACE

1.1 Uvod

Plasty jsou klicovym vynéalezem 20. stoleti. Pouzivame je dennodenn¢, jejich produkce
neustale stoupa, a proto muzeme i Snadsazkou fici, ze zijeme Vv “Dobé& plastové®.
Od béznych plasti oéekavame stalost, odolnost a zdravotni nezavadnost.

S narGstem vyroby plasti souvisi mnozstvi vyprodukovaného odpadu pochazejici
z produktii osobni potieby, domacnosti, stavebnictvi ¢i primyslu. Pouzité plasty casto konci
Vv prirod¢, kde vlivem abiotickych a biotickych faktort degraduji. Varujicim ptikladem muize
byt tzv. kontinent plastii nachédzejici se v Tichém oceéanu.

Nebezpe¢im pii rozkladu plasti pro organismy je uvolfiovani malych fragmentl-
mikroplastii a pfitomné rozkladné nizkomolekularni latky. Rizikem poziti mikroplastt
je jejich akumulace v organismu (napf. v zaludku). Oproti tomu aditiva s nizkou
molekulovou hmotnosti pronikaji do bunék, kde mohou interagovat s bunéénymi organely
a ovliviiovat tak pfirozeny metabolismus. Napiiklad polystyrénové mikroplasty testované
na mysich ovlivilovaly prostfedi zazivaciho traktu (Lu et al., 2018). Bisphenol A
(4,4° (propan-2,2-diyl)difenol) fadime mezi xenoestrogenni aditiva ovlivitujici endokrinni

hormonalni systém (Schug et al., 2011).

1.2 Cile prace
Teoreticka cast prace charakterizuje plasty, jejich degradaci a zaméfuje se na dopady
V biosféie. Zabyva se problémem mikroplastii v béZzném zivoté a seskupuje poznatky vlivu
mikroplast na ZivoCichy a ¢loveéka. Kratce poukazuje na riziko nizkomolekularnich latek
pfitomnych v plastovych materidlech.

V experimentdlni ¢asti bylo cilem vyvinout vhodny extrakéni postup a ovéfit
stalost/nerozpustnost plasti, resp. extrahovatelnost rozpustnych nizkomolekularnich latek
z plastovych materiald. DalSim cilem bylo ovétit, jestli extrahovatelné latky z plastd maji

vliv na rast bunék a zanét.



2. TEORIE

Plasty jsou vSudyptitomné a celosvétoveé pouzivané latky jiz téméf sto let. Prvni synteticky
polymer-bakelit vyrobil vroce 1907 Leo Baekeland. Masova vyroba plastd zapocala
ve 40. letech 20. stoleti a trva dodnes. V roce 1950 dosahovala svétova produkce plasti
1,5 milionu tuny, zatimco v roce 2017 byla ro¢ni produkce vice nez 348 milionu tun
(PlasticsEurope, 2017; Statista.com, 2018).

Plasty jsou makromolekularni organické slouceniny, které¢ tadime do skupiny
syntetickych polymerii. Nejmensi jednotky oznacujeme jako monomery — ty jsou spojené
do dlouhych fetézct. Pokud se polymer sklada pouze zjedné, té samé opakujici
se jednotky/monomeru, nazyvame takové uskupeni jako homopolymer, napt. polyethylen
(PE). Za kopolymery oznacujeme plasty, jejichZ fetézec je slozeny z vice (dvou, tii atd.)
strukturnich monomerut, napft. butadienstyrenovy kaucuk. (Scott, 1999; Carraher, 2017).

Syntetické polymery d€lime na dvé skupiny: termoplasty a termosety. Termoplasty
mohou byt opakované zmékceny, roztaveny, zpétné zchlazeny a pievedeny do jiného tvaru,
aniZ by se zménila jejich chemicka struktura. Dlivodem této vlastnosti jsou linedrni vazby,
které spojuji monomery do fetézci. Termosety nemohou byt po zahtati opét prevedeny
do tekutého stavu, nebot’ podléhaji chemickym zménam a zménou zasitovani struktur

(Ebewele, 2000; PlasticsEurope, 2017).

2.1 Degradace plastovych materiala
S masivnim rozsifenim plastovych materiall souvisi problematika jejich nasledného
rozkladu. Rozkladem/degradaci plastti oznacujeme jakékoliv chemické ¢i fyzikalni zmény,
napi. ve stavbé a struktufe polymeru, zméné¢ barvy a fyzikalnich vlastnostech
(mechanickych, optickych, vodivych). Pfi¢inou miize byt svételné zafeni, vlhkost,
pH prosttedi, vysoka teplota, salinita, pfitomnost chemickych latek nebo biologicka aktivita
mikroorganismd, napt. Bacillus cereus (Andrady, 2003; Ebewele, 2000; Smith et al., 2018).
Plasty se z hlediska fyzikalnich vlastnosti vyznacuji vysokou rezistenci ke starnuti
a biologické degradaci. Fotodegradace plastd souvisi s absorpci troposférického zafeni
(UV- A, UV-B), které je pro clovéka skodlivé. Zateni UV-A (315-400 nm) a UV-B
(295- 315 nm) zpusobuji fotolyzu a fotooxidaci plasti. Jakym zpisobem bude fotooxidace
probihat zélezi na sloZeni fetézce polymeru. Polymery délime dle stavby fetézce na fetézec
obsahujici pouze vazby ,,uhlik-uhlik”“ a na fetézce obsahujici heteroatomy. Do plastl

s vazbou ,uhlik-uhlik fadime polyethylen (PE), polypropylen (PP), polystyren (PS)
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¢i polyvinylchlorid (PVC). Naopak do druhé skupiny obsahujici heteroatomy v hlavnim
fetézci napiiklad polyurethan (PU) a poly(ethylenterephalat) (PET). Na obrazku 1
jsou zobrazeny vyjmenované druhy plastd, které patii mezi nejbéznéjsi a predstavuji
asi 80 % evropské poptavky k roku 2017 (Gewert et al., 2015; Pospisil a Nesparek, 2000;
PlasticsEurope, 2012).

Plastics
C-C backbone Heteroatoms in backbone
PE PP PS PVC PET PU
cl ! o W W
H m L/J\l 07—<> \\/UXC> ) <n{/\ﬂ/\al/1{\a{h
175% 19,3% 6,6 % 10,2 % 7,4 % 7,7 %

Obr. 1 Rozdéleni druht plastd dle slozeni fetézce, nakresy struktur a procentualni
zastoupeni jednotlivych druhit plasti  z celkové evropské poptavky roku 2017;
zdroj: https://doi.org/10.1039/C5EMO00207A

2.1.1 Mechanismus fotodegradace

Mechanismus fotodegradace je rozdélen do téi hlavnich kroki: iniciaci, propagaci
aterminaci (Pritchard, 1998). U iniciace jsou pferuseny vazby v hlavnich uhlikatych
fetézcich svételnym zafenim. Nutna energie k disociaci vazby C-C je 375 kJ/mol a vazby
C - H 420 kJ/mol. Tato energie odpovida svou vinovou délkou UV-B zaieni, fotolyza téchto
vazeb vede ke vzniku volnych radikali. Aby mohlo timto zpisobem dojit k fotoiniciaci,
musi polymer obsahovat chromoforické skupiny, které dokazi absorbovat svételné zareni
(Gijsman et al., 1999; Singh a Sharma, 2008). Retézce se stavbou ,uhlik - uhlik* tyto
nenasycené dvojné vazby neobsahuji, a tudiz se ofekava pomalejsi rozklad ve srovnani
s polymery obsahujici nasycené heteroatomy (Grassie a Scott, 1988). U propagace reaguje
vytvofeny radikal s kyslikem za tvorby peroxy radikalti a hydroperoxidi. Tento d& vede
k autooxidaci, k nahodnému S§tépeni nebo zesiténi fetézci. Tvoii se funkéni skupiny
obsahujici kyslik. K terminaci dochézi, pokud je ze dvou radikald vytvofen inertni produkt
(Pritchard, 1998; Singh a Sharma, 2008). Produkty jsou nejcastéji aldehydy, ketony

a olefiny, které ve svych fetézcich obsahuji nenasycené dvojné vazby, a proto se budou

11



https://doi.org/10.1039/C5EM00207A

snadnéji rozkladat vlivem slune¢niho zéateni. Molekulova hmotnost se s ¢asem snizuje, plast
se stava kiehkym a nachylnéjsim k okolnimu prostiedi (Summers a Rabinovitch, 1999).

Pti vyrobé plastl se ptidavaji do smési rtizné chemické latky, stabilizatory UV zafeni
a svételného zateni, které zajistuji fotostabilizaci a zabranuji degradaci. Nejcastéjsi metodou
je absorpce UV zafeni pomoci antioxidanti vychytavajicich vytvofené radikaly a tim

zastavujici proces rozkladu. (Ruoko, 2012).

2.1.2 Biodegradace

Jednim z unikatnich zivocichu, ktery by mohl pomoci pii rozkladu plasti je zavije¢ voskovy
(Galleria mallonella) z ¢eledi zavijecoviti (Pyralidea), fadu motyli (Lepidoptera). Dospéla
mura klade vajicka do plastvi Ulu, kde se z vajicek lihnou larvy. Tyto larvy se Zivi v€elim
voskem, ktery dokézi rozlozit (Dickman, 1933). Vosk je sloZzen zrGznych lipidovych
slouc¢enin naptiklad mastnych kyselin, alkant, alkenti a estert. NejCastéjsi vazebnou
jednotkou je ve vosku CH2 — CHy, tak jako v PE, zobrazeno na obrazku 2 (Maia a Nunes,
2013). Pii experimentu bylo zjisténo, Zze pokud se ponechd 100 larev zavijeCe voskového
Vv piitomnosti komer¢ni PE tasky, za 12 hodin ubude 92 mg plastového materialu. Tato vaha
odpovida piiblizné 13 % celkové vahy PE tasky. Biodegradaci potvrzuje ptitomnost
ethylenglykolu (obrazek 2), ktery vznika rozkladem PE (Bombelli et al, 2017). Vyzkum
dopliuje Zhang et al. (2020), ktery zjistil, Ze ve stfevech zavijeCe voskového se nachazi

houba Aspergillus flavus produkujici enzymy Stépici PE vazby (Zhang et al, 2020).

—(CHy — CHp),, — polyethylen
OH — (CHy — CHp) — OH ethylenglykol
CH3 — (CHZ — CH2)7 —C00 — CHy — (CHZ — CH2)14 — CH3 wvcelivosk

Obr. 2 Chemicky vzorec polyethylenu (PE), ethylenglykolu a slozky véeliho vosku
(ester kyseliny  palmitové a myricylalkoholu). Obrazek pifevzat a upraven

z: doi.org/10.1016/j.cub.2017.02.060

2.2 Mikroplasty a jejich rozdéleni

Plasty = se  rozpadaji na  malé  castecky  oznaCované  jako  plastové
zbytky/fragmenty/mikroplasty (MPs), které délime dle jejich velikosti, jak lze vidét
v tabulce 1 (Andrady, 2011; GESAMP, 2016).
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Tab. 1 Klasifikace plastovych fragmentt dle jejich velikosti. Tabulka ptevzata z GESAMP
(Joint Group of Experts on the Scientific Aspects of Marine Environmental Protection);
2016.

Velikost ¢astice dle GESAMP Metoda
Macroplastics 100 cm -2,5¢cm Vizualné
Mesoplastics 25cm-0,1cm Vizualng, svételny mikroskop
Microplastics 0,1cm-1um  Svételny mikroskop
Nanoplastics <1lum  Elektronovy mikroskop

Samotné MPs jsou dé€leny na primarni a sekundarni, dle jejich zdroje/ptivodu. Primarni
MPs jsou jiz malé Castice, které jsou vypoustény do zivotniho prostredi (kanalizace).
Vznikaji naptiklad v pribehu vyroby plasti, pii pouzivani toaletnich ptipravki, opalovacich
krémi a pii prani syntetickych materialti (Baucher a Friot 2017; Sundt et al., 2014).

Plastové ptisady jsou novodobym trendem v kosmetickém priamyslu. Jejich pfitomnost
najdeme u zubnich past, sprchovych gelt ¢i Cisticich ptipravki (tzv. scrub). Jsou soucasti
oc¢nich stinii, deodorantli, pén na holeni a lakii na nehty. Ptikladem pouzitych plastovych
piisad jsou polybutylen terephalaty, polyethylen terephalaty (PET) nebo polypropylen
terephalaty. Testy bylo zjisténo, Ze urcité ocni stiny obsahovaly ve svém slozeni 47,27 %
PET, nemély vSak drazdivé ucinky. Negativni vliv vSak mohou mit tipytky vyrobené z PET,
které diky svym zoubkovitym okrajim mohou zptsobit poskozeni oka (Cosmetic Ingredient
Review, 2012; UNEP, 2015).

Dalsim moznym zdrojem jsou pneumatiky, které se béhem jizdy obrusuji.
Tyto obrousené castice jsou tvofeny syntetickymi polymery, ptiblizné 60 % styren
butadienovym kaucukem ve smési s pfirodnim kaucukem a dal$imi dopliiujicimi slozkami.
Castice se ze silnice dostavaji vlivy prostiedi do piirody (Sundt et al., 2014).

Sekundarnimi MPs se oznacuji plasty, které se dostaly celé do pfirody a jsou vlivem
prostfedi rozklddany (mechanicky, fotooxidaci). Mnozstvi Castic lze velmi Spatné
odhadnout, nebot je obtizné sledovat veskeré nakladani s odpady ¢i napiiklad pocet

ztracenych rybarskych siti (Boucher a Friot, 2017).
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2.3 Vl1iv mikroplastii na Zivé organismy

Znecisténi zivotniho prostfedi MPs ovlivituje vSechny suchozemské a vodni organismy.
V roce 2014 se odhadovalo, ze ve vSech oceanech se nachdzi 15-51 trilionti kust plasta,
coz odpovida vaze 93.000-236.000 tun (Sebille et al., 2015).

Potencialni rizika pro zdravi organismi mtzeme rozd¢lit do dvou skupin. Jednim z rizik
je pritomnost MPs v télech organismi, které se nejCastéji do téla dostanou nechténym
pozitim. Dalsim rizikem jsou chemikalie/aditiva obsazend v plastech. Pokud maji
chemikélie mensi molekulovou hmotnost jak 1000 Da, mohou proniknout do bunck
a chemicky interagovat s dal$imi biologickymi molekulami, a tak ovlivnit cely systém.

Pfitomnost a kontaminace oceanii MPs souvisi Sjejich hustotou a hmotnosti.
Nizkohustotni MPs se bude nachazet ve vrchnich vrstvach, oproti vysokohustotnimu,
ktery bude padat k moiskému dnu (Cole et al., 2016). Kazdy vodni organismus bude tedy

vystaven jinym podminkam kontaktu s MPs.

2.3.1 Plankton

Plankton je nedilnou soucasti potravniho fetézce, biomasy a bentosu. V oceanech se podili
na udrzovani uhlikové pumpy, tedy transportu fotosynteticky produkovanych organickych
latek a fixovaného uhliku z vrchnich vrstev hladiny do hlubsich ¢asti (Turner, 2002). Do téla
fytoplanktonu se MPs mohou dostat skrze bunéénou membranu a mohou zplisobit snizeni
koncentrace chlorofylu v télech zelenych fas (Nerland et al., 2014). N¢které heterotrofické
druhy pohlcuji cCastice pomoci fagocytézy (Laist, 1987). Mikrocastice se dostanou
do zazivaciho traktu planktonu, kde se hromadi a tim naruSuji pfijem a traveni potravy.
Dalsim z duasledk je ovliviiovani reprodukénich schopnosti, vymeéna oxidu uhli¢itého a mira
ponoru organismu. Fekalni pelet je dulezitym zdrojem uhliku a Zivin pro organismy
hlubokych vod a motského dna. Pokud plankton vylouc¢i odpadni latky navdzané na MPs,
zméni se rychlost potapéni fekalniho peletu. Tato zména ma za nasledek sniZeni potravy
pro bentické organismy a reminalizaci organickych latek (Cole et al, 2016; Turner, 2002).

VétSina druhli zooplanktonu pfijimé potravu nasavanim a naslednym filtrovanim vody,
jedna se o neselektivni vybér potravy (Moore et al., 2001). Studiemi byla dokazana
ptitomnost MPs v télech korysi (u druhi Calanus helgolandicus (Coppock et al., 2019),
Tigriopus japonicus — zobrazen na obrazku 3 (Lee et al., 2013), krillu, meduz a larev ryb
(Desforges et al., 2015; Macali et al., 2018; Steer et al., 2017).
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PS bead ingestion by copepod

Naupli
auplius Fecal pellet

Obr. 3 Fluorescenéné¢ znacené polystyrénové kulicky (Sipky) pozité korysem
Tigriopus japonicus. Viditelné u dosp€lého jedince, nauplia a fekalniho peletu.
Zdroj: https://doi.org/10.1021/es401932b

2.3.2 Larvy ryb, sladkovodni a morské ryby
Ze studie (Steer et al., 2017), ktera probihala v Lamansském prilivu vyplyva, Ze i larvy ryb

mohou byt ovlivnény MPs. Z celkového vysetifovaného poctu 347 volné Zijicich larev ryb
z 23 druht, byly nalezeny plastové ¢astice u 10 larev (2,9 %) v jejich zazivacim traktu.
Odhalené MPs byly v 17 % fragmenty modré barvy a v 83 % Cervena a modra vlakna.
Pomoci FTIR analyzy bylo zjisténo, ze MPs byly piivodem z polyester-polyamidu, nylonu
a syntetického bioplastu (Steer et al, 2017).

MPs jsou problémem i ve sladkovodnim prostiedim. V jihozapadnim Polsku na fece
Widaw¢ byly loveny a nasledné zkoumdny dva druhy kaprovitych ryb.
Hrouzek obecny (Gobio gobio) piedstavujici benticky druh a plotice obecna (Rutilus rutilus)
predstavujici pelagicky druh Zivici se ve vodnim sloupci. Z celkového poétu 389 ryb
bylo zaznamenano 212 (54,5 %) ryb obsahujicich MPs. Vyznamné rozdily poziti MPs mezi
druhy nebyly zaznamenéany. MPs byly nalezeny v zazivacim traktu, Zabrech a také ptilepené
hlenem k povrchu téla (Kusmierek a Popiotek, 2020).

Plastové castice zptsobuji blokddu traviciho systému ¢i jaterni stres diky akumulaci
organickych latek. Dale bylo pozorovano sniZzeni koncentrace glykogenu v jatrech,

vakuolizace a nekroza bun¢k (Derraik, 2002; Rochman et al., 2013).
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Rychlost vyluovani pozitych MPs zavisi také na tvaru téla ryby. Ryby s pfimym télem
vylucovaly MPs rychleji nez ryby s ohnutym télem, kterym tyto Castice zlstaly ve stfevech
(Hoang a Felix-Kim, 2020).

Organismus tilapie nilské (Oreochromis niloticus) vystavéné 15denni expozici roztoku
MPs, vykazoval zesilenou Ccinnost antioxida¢niho systému — enzymi superoxidasy
dismutasy, katalasy, peroxidasy a indexu oxidativniho stresu oproti kontrolni skupiné ryb.
Po expozici dochdzelo ke zvysSené peroxidaci lipidd, fragmentaci DNA ve srovnani
s kontrolni skupinou ryb. Po dalsich 15 zotavovacich dnech (bez expozice) se peroxidace
lipidt a fragmentace DNA vrétily k fyziologickym hodnotdm. Diky elektroforetické analyze
bylo zjisténo, ze dochazi k modifikaci svalovych proteinti (Hamed et al., 2020).

2.3.3 Meduzy

Meduzy jsou nedilnou soucasti pelagickych a hlubinnych spolecenstev. Jsou vyznamnou
soucasti potravinového fetézce a jsou také nazyvany zelatinovym planktonem. V piipadé
zkoumané meduzy Pelagia noctiluca zijici ve Stfedozemnim mofi, je hlavnim zdrojem
potravy zooplankton (Larson, 1897). V jejich gastrovaskularnich dutinach byly vSak
nalezeny plastové fragmenty, které mohly meduzy Spatné¢ rozpoznat jako potravu, nazorné
ukazuje obrazek 3. Je to dusledek nespravné identifikace z hlediska vizualniho, hmatového
¢i pritahovani aromatizaci organickych sloucenin (Mrosovsky et al., 2009; Moore C. J.,

2008; Brillant a MacDonald, 2002). Casti plastovych materialti zptiisobovaly blokadu stiev

s naslednym hladovénim a sniZenim energetickych rezerv (Gall a Thomson, 2015).

Obr. 3 Dikaz poziti plastového predmétu meduzou P. noctiluca. Na levé strané P. noctiluca

pfi pohledu zustniho otvoru a na pravé strané z aboralniho pohledu, viditelny
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polyethylenovy fragment o délce 1,7 cm nachazejici se V klobouku meduzy.

Obrazek ptevzat z doi.org/10.1038/s41598-018-24427-7

2.3.4 Morské muSle

V moiské musli Mytilus edulis (L.) byla prokazana akumulace polystyrénovych mikrocastic
ve stfevni duting, z niz se fagocyticky dostaly do hemolymfy a nasledné do hemocyti
(Browne et al., 2008). Toxicita polystyrenu a jeho monomeru styrenu, mize zpusobit
poSkozeni DNA u mekkyst a ryb (Mamaca et al., 2005). Moznym mechanismem toxicity
styrenu je tvorba volnych radikali, které mohou poskodit biomolekuly véetné DNA, lipidu

a proteinll. (Regoli et al., 2004).

2.3.5 Kytovci

V¢Etsi moftsti obyvatelé jsou ohrozeni plasty vice zpusoby. Plastové ¢éastice se mohou dostat
poZitim do jejich zaZivaciho traktu, ktery mize byt zablokovan a Zivocich nedostatkem
potravy vyhladovi. Dal§im nebezpecim je zapleteni téla naptiklad do siti, coz mize mit
za nasledek uskrceni a utonuti (Laist, 1997). Z dosavadnich zaznamt byla vétSina ptipad
tohoto typu zpisobena opusténym lovnym zafizenim. Divodem je struktura, velikost,
rezistence rozkladu lovnych zafizeni a také stanoviste, kde se s velkou mirou zivo¢ichové
nachazi (Baulch a Perry, 2014). Také se ptedpoklada, ze druhy MPs a jejich mnozstvi,
nalézané v zazivaci soustavé motskych savcti souvisi s jejich krmici strategii. Napiiklad
ze studie Lusher et al. z roku 2014 vyplyva, Ze v severnim Atlantiku se nachazi 2,46 MPs
nam= a piblizné u 11 % (84 jedincti) mesopelagickych ryb (ze 761 kust ve studii) byly
nalezeny MPs V travicim traktu. Mesopelagické ryby jsou hlavni potravou delfina
pruhovaného (Stenella coeruleoalba) patticiho do podiadu ozubenych. Z vypoétl nasledné
vyplyva, ze kazdy jedinec mize zkonzumovat az 463 milionim MPs v potravé (Lusher et al.,
2014; Lusher et al., 2015).

Oproti tomu druhy podiadu kosticovetl, zivici se filtraci vody, jsou ohroZeni i vétsimi
rozméry plasti. Naptiklad u hlubokomotskych velryb, jejichz hlavni potravou
jsou hlavonozci, byly nejc¢astéji nalezeny plastové sacky v travicim traktu. Pro tyto druhy
je zaména potravy z dlouhodobého hlediska smrtelna (Lusher et al., 2018).
U stftedomoiského plejtvaka mysoka (Balaenoptera physalus) byla zjisténa piitomnost

vyluhovanych aditiv v tukové tkani. Pravdépodobnym zdrojem jsou pozité plastové castice
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(Fossi et al.,, 2012) a dale bylo nalezeno modré nylonové lano jak v kosticich,

tak v zazivacim traktu (Lusher et al., 2018).

2.3.6 Hmyz

Jedinci druhu Chironomus riparius z ¢eledi pakomaroviti (Chironomidea), fadu dvoukiidli
(Diptera) byly vystaveni expozici PE ¢asticemi (Silva et al., 2019). Jejich Zivotni cyklus
zahrnuje stadium vajicka, larvy zavrtané v sedimentu pod vodou, kukly a imaga.
Jsou dualezitou soucasti ekologickych spolecenstev sladkovodnich 1 motskych vod
(Rébova, 2008). Ve stadiu larvy byly jedinci ulozeny do sedimentu obsahujici PE MPs
0 riznych velikostech ¢astic. Po deseti dnech byla ¢ast larev usmrcena a zkoumana. V jejich
sttevech se nasly &astice, pievazné o velikosti 32-63 um. Uginky poziti ¢astic byly viditelné
také u zivych larev, nebot’ se vyznamné snizil jejich rist oproti kontrolni skuping. Zpozdéni
dospélosti u samicek oproti sameckiim je u kontrolni skupiny ~ 1 den. V ptipadé imagu
exponovanymi PE MPs bylo zpozdéni dospé€losti samicek oproti samecktim ~ 2-4 dny.
Tato ¢asova odchylka by mohla mit dopad pfi reprodukci potomstva (Silva et al., 2019).
Ve studii Al-Jaibachi et al. (2019) se zabyvali mozZnosti pfenosu MPs bé&hem
ontogenetického vyvoje komara pisklavého (Culex pipiens). Larva je schopna pii krmeni
pozit MPs a pokud ho nevylouci, zistava v téle i do dospélosti, tedy do stadia bez krmeni.
Zéarovenn studie ukazala, ze MPs nemély vliv na umrtnost a rast komadara

(Al - Jaibachi et al., 2019).

2.3.7 Savci

V disledku rozkladu plastd a potravniho fetézce predstavuji mikroplasty nebezpeci
pro suchozemské savce, potazmo i pro ¢lovéka. Zde uvadim studie, které se zabyvali
ucinkem polyethylenovymi a polystyrenovymi MPs na mysi.

Expozice mysi PE MPs vedla ke zvétseni podilu neutrofilt v krvi, a naopak sniZzeni podilu
lymfocytd a hmotnosti jedincti. Maturace dendritickych bun¢k byla inhibovana. V zaludcich
mysi byla pozorovana odolnost plastovych €astic vic¢i natrdveni. Zaroven byly vyrazné
roz$ifeny vejcovody a bfisni aorta. Pii reprodukei se sniZil pocet narozenych mlad’at a také
jejich hmotnost (Park et al., 2020).

Ve studii Lu et al. (2018) se zabyvali vlivem polystyrénovych MPs na zaZivaci trakt
a mikrobialni floru mysi. MPs po poziti ovliviiuji vnitini prostiedi zazivaciho traktu a mohou
pusobit jako mikrobialni stanovisté. Samci mysi byly vystaveni PS MPs o dvou riznych
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velikostech (0,5 a 50 um) a dvou koncentracich (100 a 1000 pg/1), 1ze vidét na obrazku 4.
Castice byly ptidavany do pitné vody po dobu 5 tydnd. Kontrolni skupiné mysi nebyly
pridavany castice do pitné vody. Z pozorovani mysi vyplyva, Ze po tietim tydnu expozice
se zacala snizovat jaterni a télesnd hmotnost. Byl zaznamendn celkovy ubytek tuku.
Také byly snizené koncentrace triacylglyceroli a celkového cholesterolu v séru. Hladiny
glukosy a celkové zlucové kyseliny nebyly vyznamné ovlivnény. Sekrece mucinu v tenkém
stfevu a hlenu v oblasti tlustého stfeva byla vyznamné snizend. Ve slepém stievé se snizil
se pocet bakterii rodu Firmicutes a a-Proteobacteria.

Dale byla zjistovana ptitomnost transkripcnich faktord, které souviseji s metabolismem
lipidd a glukdsy. U exponovanych mysi se v jatrech sniZila koncentrace mRNA a nékterych
gent, které zajistuji lipogenezi a syntézu triacylglycerolt oproti kontrolnim mysim. Hladina

mRNA glukézové kindsy nebyla ovlivnéna (Lu et al., 2018).

(50 pm)

40X

Obr. 4 Utinek polystyrénovych MPs o velikosti 50 um na sekreci hlenu v oblasti tlustého
stfeva, zvétSeno 40x a 200x. Prvni obrazek zleva stfevo kontrolni mysi, prostiedni obrazek
sttevo mysSi vystavéné koncentraci 100 pg/l PS MPs a zprava stfevo mySi vystavéné
koncentraci 1000 pg/l. Stfevo byla barveno AB-PAS (alcian blue/periodic acid-Shiff).
Obrazek pievzat z doi.org/10.1016/j.scitotenv.2018.03.051

Dale byl testovan vliv PS MPs u matetskych mysi na potomstvo F1. Téhotné samice mysi
byly krmeny PS MPs a jejich potomstvo F1 bylo nasledné zkoumano. Dusledkem expozice

byla metabolicka porucha mastnych kyselin, a niz§i koncentrace triacylglyceroli
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a cholesterol-lipoproteint s vysokou hustotou u samct. U samic nedoslo k vyznamnym

zménam (Luo et al., 2019).

2.4. Vliv mikroplastii na ¢lovéka a lidské zdravi

Do lidského téla se plastové ¢astice mohou dostat riznymi zplsoby, nejcastéji piijmem
potravy a vdechnutim. Lidské télo nedokaze zpracovat mikro nebo nanoplasty, a proto
je tento problém potencialni riziko pro zdravi ¢lovéka.

MozZnost vstoupeni MPs do dychaci soustavy souvisi s velikosti Castic a jejich
bioperzistenci. Castici miizeme inhalovat nebo vdechnout. Vdechnuta &astice putuje do plic,
zatimco inhalovana ¢astice se usazuje v hornich cestach dychacich. T¢€lo dokaze ve vétsing
piipadii takovou c¢astici odstranit pomoci mukociliarni ,,clearance* dychaciho aparatu.
Ochranu zajistuji pohyblivé fasinky se sekrec¢ni ¢innosti, které vylucuji hlen s ptipadnymi
Z dychaci do travici soustavy. Na této ocisté¢ se také podileji alveoldrni makrofagy
a fagocytozové Castice (Gasperi et al., 2018; Donaldson a Tran, 2002). Bioperzistence
vdechnuté ¢astice souvisi s jeji odolnosti vic¢i vnitinimu prostiedi. Testy in vitro prokazaly,
ze pokud byly PP ¢astice, PE Castice a polykarbonatové Castice umistény do fyziologického
roztoku (Gamble’s solution) po dobu 180 dnii, nevykazovaly prakticky zadné stupné
rozkladu (Law et al., 1990).

2.5 Vliv mikroplastii v zemédélstvi

MPs se dostavaji do zeméd¢lské pudy vlivem Cinnosti Clovéka. Muze to byt napiiklad
pouzivanim odpadni vody a splaskli ke hnojeni a zalévani piidy. Zdrojem mohou byt skladky
nebo zemé&dé€lské plasty jako naptiklad silazni filmy, mulcovaci plasty, foliovniky a pasky
(Huang et al., 2020; Hussain a Hamid, 2003).

Ve studii Huang et al. (2020) se zabyvali rozpadem plastovych mulovacich plastu.
Odstranovani téchto folii je pracovné 1 ¢asové narocné, a proto jsou nékdy védome folie
ponechany v pidé. Vlivem prostfedi se material rozpadd na mensi ¢astice a znehodnocuje
tak pudu (Astner et al., 2019; Huang et al., 2020).

Vyskytuji se obavy o udrzitelnost kvalitni zeméd¢€lské pudy, jeji produktivity a akumulaci
MPs ¢&i nanoplastid (NPS) v potravinach. Mohou byt nevratné zni¢eny plidni ekosystémy
a ovlivnéna hospodarska zvitata (Nizzetto et al., 2016).

Ve studii Boag et al. (1999) byla provedena histologicka analyza plic pracovniki

textilniho primyslu pracujicich s nylonem. Bylo zjisténo, ze vdechovani plastovych castic
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zpusobuje onemocnéni plic. Pracovnici trpéli dusnosti, kaslem, obstrukci dychacich cest,
celkova a diftzni kapacita plic byly vyrazné snizené. Pomoci biopsie bylo zjisténo,
ze V plicich byl pfitomny mirny az stfedné tézky lymfaticky zanét bronchiolové stény.
Dale byla diagnostikovana lymfocytarni bronchiolitida a peribronchiolotida s lymfoidni
hyperplazii. (Boag et al., 1999).

2.6 Riziko pritomnych aditiv v plastovych materialech

Potencialni zdravotni riziko v plastech nespociva pouze v akumulaci MPs/NPs v organismu,
ale také v jejich primarni struktuie a aditivech, kterd se postupné uvolnuji. Aditiva tvoii
ptiblizné 4 % z celkové vahy MPs (EFSA, 2016). Pfidanim rtiznych druhii zmekcovadel,
antioxidantl, plniv, barviv ¢i zpomalovaci hofeni, jsme schopni vyrobit nespocet druhti
plastii s rozdilnymi vlastnostmi a funkcemi. Aditiva mizeme rozdélit do 4 hlavnich skupin:
funkéni piisady (stabilizatory, vulkanizacni a antistatickd ¢inidla), barviva (rozpustné
azokoloranty, pigmenty), plniva (jil, uhli¢itan vapenaty, siran barnaty) a pfisady pro zesileni
(sklenéna a uhlikova vlakna) (Hansen et al., 2013). Plasty se rozkladaji a uvoliuji
do prostiedi aditiva, které se mohou dostat diky své nizké molekulové hmotnosti do bunék.
Chemické latky nésledné mohou ovlivnit metabolismus buiiky. Ptikladem mohou byt

tzv. xenoestrogenni latky ovliviiujici endokrinni hormonélni systém (Schug et al., 2011).

2.6.1 Bisphenol A a jina aditiva

Jednou z xenoestrogennich latek je 4,4°-(propan-2,2-diyl)difenol neboli bisphenol A (BPA).
V roce 2003 dosahovala ro¢ni produkce BPA 2,2 tun (Burridge, 2003). BPA je velmi
pouzivany polykarbonat k potahu PET lahvi, kojeneckych lahvi, plechovek, obalovych
materialt ¢i uschovnych nadob. Pokud je potravina ¢i napoj v kontaktu s plastem obsahujici
BPA, dochazi k postupnému uvolnovani aditiva. Vymyvani je podpofeno vysokym
a nizkym pH (Brotons et al., 1995; Halden, 2010, Kang et al., 2003).

Koncentraci BPA v lidském téle mizeme uréit z krve, moci a plodové vody. ZvySena
koncentrace BPA mize ovlivnit pfedevSim Zeny v plodném véku, t€hotné Zeny a nenarozené
déti ve srovnani s dospélymi jedinci. PFicinou obav je prichod BPA placentou (Schonfelder
et al., 2002; Vandenberg et al., 2009). Pfitomnost BPA byla dokazana v matetském mléce
kojicich zen (Kishikawa a Kuroda, 2009). Nizké expozice BPA (50 pg/kg/den) ovliviiuji
lidské télo mnoha zpiisoby jako naptiklad sexudlni zrani, funkci reprodukénich orgénd,

plodnost, hladiny hormont v krvi, imunitni funkce, enzymatickou aktivitu a strukturu
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mozku. Negativni u¢inky expozice jsou zpusobeny piedevsim v raném stadiu vyvoje a pii
laktaci. Byly v8ak zaznamenany i u dospélych jedincti (vom Saal a Hughes, 2005). Expozice
BPA muaze ovlivnit ¢asny embryondlni vyvoj. Aditivum mize zpusobit apoptézu
cytotrofoblastovych buné€k s naslednou nekrézou a také ohrozit vyvoj placenty (Benachour
a Aris, 2009).

Negativni Uginky BPA byly prokazany také u ryb. U embryi dania pruhovaného
(Danio rerio), které byly vystaveny BPA, byly detekovany vysoké koncentrace mozkového
enzymu cytochromu P450 aromatasy B mRNA. Tento enzym je zodpovédny za pfeménu
androgenu na estrogen, ktery muze ovlivnit celou nervovou soustavy a sexualni chovani
(Kishida et al., 2001; Chung et al., 2011). Dale bylo dokazano u krokodylu
Caiman latirostris, Ze u in 0vo expozice s piitomnosti BPA v ¢ase ur¢ovani pohlavi, budou
vSichni vysledni potomci samice (Stoker et al., 2003).

Ve studii Kedzierski et al. (2018) bylo pfedmétem zkoumani rozdilné starnuti
syntetickych plastii polyvinylchloridu (PVC), polyethylenterephalatu (PET) a biologicky
rozlozitelného polybutylenadipat-terephalatu (PBAT). Materidl byl umistén po dobu 502 dni
v moiské zatoce ve Francii. Analyzou bylo zjisténo, Zze PVC starne rychleji nez PET
a uvolnuje estrogenni latky. Pozd¢ji adsorbuje k tézkym kovim. V ptipadé¢ PET nebyla
zaznamenana estrogenni aktivita. PBAT se rozkladd nejrychleji, povrch byl poruseny
s dutinami. Studie také uvadi, Ze plasty mohou mit estrogenni aktivitu, aniz by vykazovaly

cytotoxickou aktivitu (Kedzierski et al., 2018).

2.7 Metody — Test cytotoxicity a test ELAM

2.7.1 Test cytotoxicity
Pojem cytotoxicita je definovana jako vlastnost bun¢k ¢i chemickych latek narusit bunécné
procesy a zpusobit tak bunéénou smrt (Encyklopedie Diderot, 1999).
V této préci se zamétuji na cytotoxickou aktivitu extrahovatelnych latek ze 12 vzork plastd,
které jsem vyextrahovala do DMSO. Tyto extrakty byly inkubovany s bunikami. Nasledné
byla méfena viabilita (Zzivotaschopnost) bunék pomoci indikatoru resazurinu.

Resazurin je fluorescenéni barvivo, které ma schopnost proniknout skrze neporuSenou
cytoplasmatickou membranu zivych bun&k. Ziva buiika bude redukovat modry resazurin
naruzovy resorufin, reakce je zobrazena na obrazku 5. Fluorescencni maxima

excitace/emise 575/585 nm resorufinu jsou metreny fluorescencnim detektorem. Oproti tomu
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u mrtvé bunky nebude dochazet k metabolizaci (nema fluorescen¢ni aktivitu). Mira

fluorescence je pfimo umérna metabolizovanému produktu, a tudiz i poctu zivych bunék.

Viable cell

reductase
enzymes

HO\<IO (o] HO (o) (o]
J T Ty
f;l/ N/
Og
Resazurin Resorufin

Obr. 5 Chemické struktury resazurinu a resorufinu. Resazurin prochazi cytoplasmatickymi
membranami Zivych bungk, které ho redukuji na vysoce fluorescen¢né aktivni produkt
resorufin. Absorpéni maxima excitace/emise 575/585 nm.

Obrazek pievzat z: doi.org/10.3390/molecules23020382

2.7.2 Test ELAM

U testu ELAM sledujeme pokles nebo nartist zanétu po aplikaci testovanych vzorkii. Zanét
detekujeme pomoci markeri zanétu (ELAM, endothelial-leukocyte adhesion molecule).

Zanét je patologicky proces, ktery je zpisoben charakteristickym prasknutim membrany
s naslednym vylitim bunééného obsahu do okolniho prostiedi. Soucast bunééného obsahu
jsou také aktivni enzymy poskozujici tkan a vyvolavajici zanét a bolest (Skripta
Patofyziologie ¢lovéka: Zanik bunky; Ivana Fellnerova; 2020).

Ktestu ELAM jsou vyuzivany primarni endotelové bunky izolované
z lidského pupecniku, které  maji  omezenou  Zivotnost. Pomoci  TNFa
(Tumor Necrosis Factor o) je indukovan zanét a tim dochazi k vysoké expresi proteinu
ELAM na povrchu bunky, ktery je nasledn¢ detekovan pomoci ELISA testu
(enzyme - linked immunosorbent assay). K buiikdm jsou pfidany primarni protilatky proti

proteinu ELAM, poté sekundarni protilatky S navazanou kifenovou peroxidasou, ktera
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po pridani Stépi ptidany substrat za vzniku zlutého fluorescenéné detekovatelného produktu.
Absorbance je méfena pii vinové délce 492 nm. (Morrogh-Bernard et al., 2017; konzultace
s Mgr. Lucii Rarovou, Ph.D.)

3. MATERIAL A METODY

3.1 Plastovy material

Pneumatika (Continental), tartan (Hornbach), ochrana elektrickych kabelti (Hornbach),
kartacek na zuby (Signal), polystyren (Isover, Saint-Gobain), plastovy sacek Haribo cola
(Haribo), dudlik (babylove), teflonova paska (Hornabach), bublinkova folie
(Globalfol s.r.0.), houbi¢ka na myti nadobi (MELITRADE a.s.), gumova hracka pro psy
(Dog Fantasy), brcko (IKEA)

3.2 Buné¢ny material
Pro cytotoxické stanoveni byla pouzita BJ bunétna linie — nenadorova linie, lidské
fibroblasty. Bunééna linie byla ziskana ze zdroje ATCC (American Type Culture

Collection).

3.3 Chemikalie
K extrakci plastového materialu byl pouzit dimethylsulfoxid (DMSO) (Merck, Darmstadt,

Germany). Bunééna linie BJ byla kultivovana v zivném médiu skladajici se z Dulbecco’s
Modified Eagle Média (DMEM, D5523) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), do kterého bylo
ptidano 10% fetalni bovinni sérum (ID number: SO0D41000B; Biowest, Riverside, USA),
1% antibiotikum penicilin - streptomycin (PEN-STREP) (P4333-100ML; Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) a 1% L-gluthamin (G7513-100ML; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).
Takto vytvotené médium bylo uchovavano v lednici pfi teploté 4 °C.

K pasazovani bun€k byl pouzit roztok trypsinu, ktery obsahoval sterilni
ethylendiamintetraoctovou kyselinu (EDTA) a trypsin, v poméru 1:1. Roztok 1 litru EDTA
byl sloZzen z 8 g chloridu sodného, 2 g chloridu draselného, hydrogenuhli¢itanu sodného
(vSechny tii Penta s.r.o., Praha, Ceskd republika), 1 g glukésy a 0,2 g EDTA (obé
Sigma - Aldrich, St. Louis, USA). Trypsin byl puvodem z prase¢iho pankreasu (T4549-
100ML; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

Byl vytvoien zasobni fosfatovy pufr (PBS) -v 1 litru destilované vody bylo rozpusténo 80 g

chloridu sodného, 2 g chloridu draselného (obé& Penta s.r.o., Praha, Ceska republika), 2 g
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dihydrogenfosfore¢nanu draselného a 23,1 g dodekahydratu fosfore¢nanu disodného
(obé Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), roztok byl sterilizovan. V testu cytotoxicity byl pouzit
indikator resazurin 6,25 mg/100 ml a jako pozitivni kontrola kyselina lipoova (LipA)
Vv zésobnim roztoku 100mM v DMSO.

3.4 Pristrojové vybaveni

e Analytické vahy (OHAUS PIONEER, Parsippany, USA)

e Automatické pipety labopette® (Hirschmann-Laborgerite, Eberstadt, Némecko)

e CO: Inkubator (Sanyo Galenkamp, Leicestershire, UK)

e Flowbox (Alpina, Konin, Polsko)

e Hlubokomrazici box New Brunswick Innova (New Brunswick Scientific, Edison,
USA)

e Kavovy mlynek KM1310S (Tarrington House-MIP Group, Diisseldorf, Némecko)

e Mikrocentrifuga Micro Star 17 (VWR International s.r.o., Radnor, USA)

e Mikroskop Nikon (Nikon, Minato, Japonsko)

e Mikroskop Olympus CK2 (Olympus, Hamburg, Némecko)

e Minitrepacka Vortex V-1 plus (bioSan, Riga, Latvia)

e Multidetekéni reader infinite M200 PRO (TECAN, Minnedorf, Svycarsko)

e Multikanalova automaticka pipeta Eppendorf Xplorer (Eppendorf, Hamburg,
Némecko)

e Oscila¢ni kulovy mlynek MM400 (Retsch® & Co. KG, Haan, Némecko)

e Tiepaci inkubator Thermo shaker (Grant-bio, Wiltshire, UK)

e Ultrazvukova lazen Ultrasonic cleaner (VWR International s.r.o., Radnor, USA)

e UV sterilizator CL — 1000 (Millipore Sigma, Burlington, USA)

3.5 Extrakce plastovych materiali

3.5.1 Homogenizace

Dohromady 12 rtiznych druhli plasti bylo oplachnuto destilovanou vodou a nasledné
ethanolem. Postupné¢ byl kazdy vzorek homogenizovan na co nejmensi Castice.

K homogenizaci bylo pouzito bézné kuchynské struhadlo, niizky a kavovy mlynek.
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3.5.2 Extrakce pomoci DMSO
Vzorky plasti byly navdzeny do mikrozkumavek pfiblizn€ po 30 mg (Tab 2) a byla ptidana
jedna kovova homogeniza¢ni kulicka. Do mikrozkumavek bylo napipetovano extrakéni

¢inidlo DMSO, objemy zapsany v tabulce 2.

Tab. 2 Hodnoty navazek (mg) a pipetovanych objemu (ul) vzorkt plastd.

Vzorek plastu NavaZena hmotnost (mg)  Pipetovany objem DMSO (ul)
pneumatika 30 200
Tartan 29,8 200
elektricky kabel 32,3 200
zubni kartacek 30,9 200
polystyren 30,1 1000
plastovy sacek Haribo 29,9 500
dudlik 29,6 200
teflonova paska 30,8 400
bublinkova folie 29,2 1000
houbicka na myti nadobi 29,3 1000
gumova hracka pro psy 29,3 200
Br¢ko 29,1 200

Takto piipravené vzorky byly umistény na kulovém oscilatnim mlynu po dobu 5 minut,
pii frekvenci 27 Hz. Nasledné byly vzorky sonifikovany Vv ultrazvukové lazni po dobu
10 minut. Vzorky byly extrahovany na rotatoru 24 hodin pii 30 otackach za minutu. Vzorky
byly 10 minut centrifugovany na centrifuze pii 20160g. Nasledn¢ byly supernatanty
odebrany do mikrozkumavek a uchovany pii —80 °C. Extrakt teflonové pasky byl zfiltrovan
na membranovém 0,45 pl nylonovém mikrofiltru, nebot mikrocCéstice se nachazely

I V supernatantu.

3.6 Kultivace BJ bunééné linie

Bunky byly inkubovany ve sterilnim inkubatoru pii 37 °C s atmosférou obsahujici 5 % oxidu
uhli¢itého a relativni vlhkost 90 %. Bunky byly kultivovany ve stfedné velikych lahvich.
Zivné DMEM médium s pfidanym fetdlnim sérem, antibiotikem a gluthaminem,
bylo vyménovano kazdé 2 az 3 dny ve sterilnim prostiedi laminarniho boxu. Pokud byla
zaznamenana zména barvy média ztmavé riZové na cCervenou barvu, médium

bylo vyménéno.
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3.6.1 Pasazovani
Pasazovani probihalo ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu. Vsechny pouzité roztoky
byly pfedem umistény do vodni lazn¢, aby jejich teplota byla 37 °C. Bunky v lahvi byly
zkontrolovany vizuéln¢ a také pod mikroskopem. Byl kontrolovan tvar bun¢k, mira zaplnéni
dna a pfipadna kontaminace jinymi organismy.

Z jednoho mista v lahvi bylo odebrano staré médium pomoci Pasteurovy pipety.
K bunikam bylo napipetovano 5 ml PBS, které odstranilo zbytky starého média a pfipadné
mrtvé bunky. Po jemném promyti bunék bylo PBS odsano. Nasledn¢ byly k bunikam piidany
2 ml roztoku trypsinu, ktery zajistil uvolnéni adherentnich bun¢k ze dna. Lahev byla
temperovana 2-3 minuty pii 37 °C. Po stanovené dobé byly vizualn¢ zkontrolovany buriky,
zdali se jiz odlepily ze dna. U buné€k byl kontrolovan jejich tvar, ptisedlost ke dnu a ptipadné
kontaminace. Trypsin byl inaktivovan ptidanim 8 ml DMEM média. Burniky byly nékolikrat
opatrn¢ nasaty pipetou. Nakonec byl cely objem s bunikami nasan a bylo ponechano pouze
urcité mnozstvi, vétSinou 20 az 30 % (dle situace a poctu bunék). Kultivacni 1dhev byla

uzaviena, zkontrolovana pod mikroskopem a vracena do inkubatoru.

3.7 Test cytotoxicity

3.7.1 Den 1 — vysazeni bunék do 96 jamkové desky

Bunky byly zpasazovany a cely objem kultivac¢ni lahve byl pfeveden do zkumavky. Bylo
nutné vypocitat piiblizny pocet bunék, nebot’ cilem bylo vysadit 20 000 bunék do jedné
jamky na 96 jamkové desce. Do Biirkerovy komurky bylo napipetovano 10 pl suspenze
bunék ze zkumavky. Nasledné byl spoc¢itan pocet bun¢k v 5 ¢tvercich a jejich pramér.
Vypocty byly zjistény nutné objemy suspenze bunék a cCistého nového média, vypocet
znazornén na obrazku 6. Tyto objemy byly smichany ve velké Petriho misce a dikladné
promichany opétovnym nasitim do pipety. Pomoci multikanalové pipety byly buiky
vysazeny do jamek na 96 jamkové desce, objem pipetovany do kazdé jamky byl 150 pl.
Takto byly vysazeny buriky do dvou 96 jamkovych desek. Desky byly inkubovany 24 hodin
pii 37 °C.
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pocet jamek x 20 000
(potet bunék v Birkerové komirce + 5) x 104

Objem Suspenze bunék (ml) =

Objem média (ml) = (poclet jamek X 0,15) — objem suspenze bunék

Obr. 6 Vzorce pro vypocet ptiblizného poctu bunék pro zjisténi objemu média (ml)

3.7.2 Den 2 — Expozice vysazenych bunék extrakty plastii

Ve sterilizovanych rezervoarkach byly piipraveny roztoky média s testovanou latkou.
Rezervoarky byly sterilizované UV svétlem po dobu 3000 sekund. Médium bylo slozeno
z DMEM média a 1 % gluthaminu (bez fetalniho séra a antibiotik). Za testované latky byly
pouzity vytvofené extrakty plastd, dohromady 12 extrakti. Z extrakti a média
byla ptipravena koncentra¢ni tada, koncentrace jednotlivych extrakti jsou zapsany
na obrazku 7 a 8. Za pozitivni kontrolu byla zvolena LipA, byla vytvofena koncentrac¢ni fada
o koncentracich 100 uM, 10 uM, 1 uM a 0,1 uM.

Po 24 hodinach inkubace byly 96 jamkové desky s nasazenymi buikami vlozeny
do laminarniho boxu. Z jamek bylo opatrné odebrano médium. Pomoci multikanalové
pipety byly vytvoiené roztoky média a extraktl o ¢étyfech riznych koncentracich a ve tfech
opakovanich napipetovany do jamek, 150 pl/jamka. Obrazek 7 a 8 znazoriuji rozlozeni
testovanych latek na deskach. Pozitivni kontrolou byla LipA, negativni kontrolou DMSO
a médium s bunikami. Médium bez bunék byl blank. Desky byly inkubovany 24 hodin

pii 37 °C.
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Pneumatika
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Obr.7 Rozlozeni testovanych extrakti na 96 jamkové desce (kyselina lipoova, pneumatika,
tartan, elektricky kabel, brcko, sacek Haribo a polystyren), v obdélnicich jsou uvedeny
jednotlivé koncentrace extraktii. Vpravo dole je pfitomen kvartet negativni kontroly DMSO,

média S bunkami a média bez bunék
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Obr. 8 RozlozZeni testovanych extraktd na 96 jamkové desce (kyselina lipoova, psi hracka,
houbicka, bublinkova folie, zubni kartacek, dudlik a teflonova paska), v obdélnicich jsou
uvedeny jednotlivé koncentrace extrakti. Vpravo dole je pfitomen kvartet negativni kontroly

DMSO, média s bunkami a média bez bun¢k
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3.7.3 Den 3 — Test viability bunék pomoci resazurinu

Resazurin byl 5x zifedén v pfipraveném PBS pufru. Po 24 hodinach inkubace byly desky
vlozeny do prostiedi laminarniho boxu, bylo odsato médium z kazdé jamky. Nasledn¢ bylo
pipetovano pomoci multikanalové pipety 20 ul pfipraveného roztoku resazurinu do jamek.
Desky s buiikami byly vlozeny do multidetekéniho readeru TECAN a byla métena
fluorescence pii emisni vinové délce 598 nm a excitacni vinové délce 535 nm. Viabilita

bunék byla testovana kazdych 10 minut po dobu 1 hodiny.

3.8 ELAM test

Lidské priméarni endotelové bunky izolované z lidského pupecniku byly inkubovéany
s médiem v inkubatoru pii 37 °C v 96 jamkové desce. Nasledné byly k bunikam piidany
extrakty plastt, a to ve tfech opakovanich. Jako kontrola slouzil triplet jamek s buiikami
inkubované pouze s médiem. Duplikat jamek s bunkami byly vystaveny TNFa. Buiiky byly
inkubovany po dobu 4 hodin.

Po stanovené dobé nasledovalo provedeni ELAM ELISA testu pro zjisténi pritomnosti
ELAM proteinu jako prekurzoru zanétu. Bunky byly nejprve jedenkrat promyty PBS pufrem
a zafixovany 0,1% glutaraldehydem po dobu 15 minut pii pokojové teploté. Poté byly buiiky
promyty roztokem PBS pufru obsahujici Tween 20 a dale roztokem PBS pufru obsahujici
bovinni sérovy albumin (BSA). Primarni anti-ELAM-mysi protilatky byly piipipetovany
do jamek, deska byla takto nechana pii pokojové teploté po 1l hodiny. Nasledné byly
pripipetovany sekundarni kozi anti-mysi protilatky konjugované s kienovou peroxidasou.
Deska byla inkubovéna ve tmé¢, pii pokojové teploté, po dobu 1 hodiny. Na zavér byl piidan
substrat o-fenylendiamin dihydrochlorid, ktery byl $tépen kienovou peroxidasou za vzniku
zlutého produktu. Absorbance byla méfena spektrofotometrem pii vinové délce 492 nm.

(Morrogh-Bernard et al., 2017; konzultace s Mgr. Lucii Rarovou Ph.D.)

3.9 Vyhodnoceni dat

3.9.1 Vyhodnoceni testu cytotoxicity
Data byla vyhodnocena v programu Excel. Kazdy testovany vzorek byl testovan o ¢tyfech
koncentracich a ve tfech opakovanich. U kazdého testovaného vzorku byly spocitany

aritmetické priméry a smeérodatné odchylky. Hodnota negativni kontroly DMSO
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predstavovala 100 % Zivotaschopnosti bun¢k. Testované vzorky jsou K této hodnoté
vztazeny, vypocteno v procentech. V grafu jsou uvedeny pouze nejvy$si koncentrace
extraktli plastli, nebot’ u nizsich koncentracich nebyl pozorovan zadny efekt. Vysledky byly

zpracované ve spolupraci s vedoucim bakalarské prace.

3.9.2 Vyhodnoceni testu ELAM
U testu ELAM byly vysledky vyhodnoceny v programu Excel. Extrakty byly testovany

ve tiech opakovanich. Kontrolou byl triplet jamek s buikami a médiem. U vSech vzorkd
byly spocitany aritmetické priméry a smérodatné odchylky. Vysledky vzorkt jsou vztazeny
ke kontrole, vypocitano v procentech. Zpracovani vzorkd probéhlo ve spolupraci s vedoucim

bakalatské prace a s Mgr. Lucii Rarovou Ph.D.

4. VYSLEDKY

4.1 Schéma extrakéniho postupu

Plasty jsou materidly, které se vyznacuji odolnosti a stalosti vi¢i vnéjSimu prostiedi.
Rozklad plastti byva Casto slozity, a proto byly vzorky homogenizovany a muselo byt
vybrano vhodné rozpoustédlo, aby se ze vzorkl plastii vyextrahovalo co nejvice latek.
Homogenizaci se zvétsil povrch styku s rozpoustédlem. Také zaleZelo na tvrdosti a povrchu
plastového materidlu. Naptiklad velmi tvrdd pneumatika byl homogenizovana pomoci
struhadla a kavového mlynku, oproti mékkému polystyrenu. Piedbézné pokusy
s methanolem a vodou ukézaly, Ze se do téchto rozpoustédel nevyextrahuje tolik latek.
Nakonec bylo zvoleno DMSO, vysoce polarni organické rozpoustédlo. Schéma extrakéniho

postupu je zobrazeno na obrazku 9.
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PRIPRAVA EXTRAKTU PLASTOVYCH MATERIALU

Plastovy materidl I:> O¢isténi H.0 a EtOH I:> Homogenizace

(pneumatika, tartan, elektricky kabel, (struhadlo, ntizky, kavovy mlynek)
brcko, haribo sacéek, polystyren, psi

hracka, houbicka, bublinkova folie,

zubni kartacek, dudlik, teflonova paska) ﬂ

Pfidani extrakéniho ¢inidla DMSO <:| Navazeni 30 mg vzorku

J

Kulovy oscila¢ni mlyn (5 min, 27 Hz)

J

Ultrazvukova lazen (10 min)

J

Rotator (24 hodin, 30 otagek/min)

J

Centrifuga (10 min, 20160g)

l

Odebrani supernatantu
a uchovani v mrazaku
pti -80 °C

Obr. 9 Zjednodusené schéma postupu extrakce plastovych materiali, vytvorené extrakty

byly testovany v testu cytotoxicity.
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4.2 Vysledky testu cytotoxicity

Jednim z cil mé bakalatské prace bylo ovérit, zdali extrahovatelné latky z plastd maji vliv
na rast bunék a jejich viabilitu. K experimentu jsem pouzila BJ bunéénou linii a testovala
jsem dohromady 12 vzorku plastti — pneumatiku, tartan, elektricky kabel, bréko, haribo sacek
cola, polystyren, psi hracku, houbicku na myti nadobi, bublinkovou f6lii, zubni kartacek,
dudlik a teflonovou pasku.

U testu cytotoxicity jsem jako negativni kontrolu pouzila 0,5% DMSO. Viabilitu bunék
jsem detekovala pomoci latky resazurinu, ktery je zivymi bunkami metabolizovana
na resorufin. Resorufin byl méfen pomoci fluorescenéniho detektoru pii maximech
excitace/emise 575/585 nm.

Viabilita bun¢k je zobrazena na obrazku 10. Za netoxické vzorky miizeme povazovat
extrakty dudliku s viabilitou 102,3 % a haribo sacek s viabilitou 96 %. VétsSina extraktt
snizovala mirn¢ viabilitu. Vzhledem k vétsi variabilit¢ méfeni by bylo vhodné experiment
zopakovat. Vzorek houbicky vykazoval nejvétsi vliv na rast bun€k a redukoval viabilitu
na 46,7 %. Z hodnot vzorku houbicky byl proveden T-test s vysledkem 0,0156. To znamena,
ze stfedni hodnoty viability ve vzorcich kontroly a houbic¢ky se od sebe vyznamné lisi
na hladin¢ vyznamnosti 0=0,05. Vzorek houbi¢ky byl dale analyzovan na hmotnostnim

spektrometru.
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Obr. 10 Cytotoxicita testovanych extrakti. Bunky byly kultivovany 24 hodin s extrakty
plasti [pneumatika (0,750 mg/ml), tartan (0,745 mg/ml), elektricky kabel (0,808 mg/ml),
brcko (0,728 mg/ml), haribo sacek (0,299 mg/ml), polystyren (0,151 mg/ml), psi hracka
(0,733 mg/ml), houbicka (0,147 mg/ml), bublinkova folie (0,146 mg/ml), zubni karta¢ek
(0,733 mg/ml), dudlik (0,740 mg/ml), teflonova paska (0,385 mg/ml)]. K testu byla pouzita
BJ bunécna linie —kozni fibroblasty, nenddorova linie. Viabilita bunék byla testovana
pomoci resazurinu. Sloupce vyjadfuji primér a chybové Usecky znazoriiuji smérodatnou
odchylku (n=3).

* Rozdil mezi kontrolou DMSO a vzorkem houbicky je statisticky vyznamny na hladiné

vyznamnosti 0=0,05.
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4.3 Vysledky ELAM testu

Nejvétsi prozanétlivy efekt vykazoval vzorek houbicky (131,1 %). Castedny efekt byl
pozorovan taktéz v ptipadé vzorku polystyrenu (110,8 %), méteni vykazuje velikou
variabilitu, a proto by bylo vhodné provést tento experiment opakovan¢. U ostatnich vzorkt
nebyl pozorovan prozanétlivy ucinek. Vysledky testu ELAM jsou znazornény
na obrazku 11.

U vzorku houbicky byl proveden T-test s vysledkem 0,0057. To znamenda, Ze stfedni
hodnoty viability ve vzorcich kontroly a houbic¢ky se od sebe vyznamné 1i$i na hladiné

vyznamnosti a=0,05.
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Psi hracka (1 mg/ml)
Houbicka (1 mg/ml)
Bublinkova félie (1 mg/ml)
Zubni kartacek (1 mg/ml)
Dudlik (1 mg/ml)
Teflonova paska (1 mg/ml)
KONTROLA

Testované vzorky plastt

Obr. 11 Zanétlivost testovanych extraktll. Buiiky byly kultivovany 4 hodiny s extrakty
plastli (pneumatika, tartan, elektricky kabel, brcko, haribo sacek, polystyren, psi hracka,
houbicka, bublinkova folie, zubni kartacek, dudlik, teflonova paska; vSsechny o koncentraci

1 mg/ml). K testu byly pouzity primarni endotelové buiiky izolované z lidského pupecniku.
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U testu ELAM je sledovana prozanétliva aktivita po aplikaci testovanych extraktl plasta.
Zanét detekujeme pomoci markerd zanétu (ELAM) a ELISou. Kontrolou je médium
s bunkami. Sloupce vyjadiuji primér a chybové usec¢ky znazoriuji smérodatnou odchylku
(extrakty plasti a KO-n=3).

* Rozdil mezi kontrolou a vzorkem houbic¢ky je statisticky vyznamny na hladiné

vyznamnosti a=0,05.

4.4 Analyza vzorku houbi¢ky pomoci UHPLC-MS
Vzorek houbicky na myti naddobi byl analyzovan pomoci UHPLC-MS. Vysledek testu
cytotoxicity ukazal, Ze extrakt houbi¢ky snizuje viabilitu bun¢k na 46,7 % a test ELAM
potvrdil prozanétlivou aktivitu. Pomoci UHPLC-MS byla ovéfovana hypotéza, ze v extraktu
houbicky jsou pritomné extrahovatelné latky. K vyhodnoceni byly pouzity chromatogramy
pozitivniho médu (ES+), které jsou na obrazcich 12 a 13.

V ptipad€ chromatogramu na obrazku 12 frakce obsahovala dvé hlavni latky s reten¢nimi
¢asy 10,86 min a 11,93 min, piky jsou ohrani¢eny ¢ervenymi obdélniky. Chromatogram
na obrazku 13 obsahoval latku s retencnim ¢asem 10,26 min., pik je ohrani¢en Cervenym

obdélnikem.

| 10.86 I

10.36
11.79

1: TOF M5 ES+

506.2
2.16e5

9.32 17.61 18.091376

t u u T u T T T T T T
2.00 400 6.00 .00 10.00 12.00 14.00 16.00

RT [min]

Obr. 12 UHPLC-MS analyza extraktu houbicky. Je zobrazen Extracted ion chromatogram

(EIC) pro m/z 506 namé&fené v pozitivnim modu
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Obr. 13 UHPLC-MS analyza extraktu houbicky. Je zobrazen EIC pro m/z 419,1 naméfené

V pozitivnim modu

Na obrazku 14 je spektrum MS/MS v retenénim ¢ase 10,18 min prekurzorového iontu
m/z 419,1, kde byly detekovany produktové ionty m/z 123,09 a m/z 271,1. Na druhém
chromatogramu na obrazku 15 je MS/MS spektrum vV retenénim ¢ase 10,32 min
prekurzorového iontu m/z 506,2 s detekovanymi produktovymi ionty m/z 123,09, m/z 271,1
am/z 419,23.

Oba prekurzorové ionty poskytovaly produktovy ion s m/z 123,0936. Elementarni sloZeni
tohoto iontu bylo ur¢eno v software MassLynx jako C7HioN2. S naslednou piedbéznou
identifikaci mozna struktura odpovida 2,4-diaminotoluenu (4 - methylbenzen - 1,3-diamin),

Ktery je meziproduktem pii vyrob¢ isokyanati pouZzivajici se pii vyrobé polyurethanu.

2: TOF MSMS 419.14ES+

123.0936_ 3.29ea
32881
149.0636
18788
%
1
271.1012
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297.0637
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!
108.0703 150.0688 \
2572 ! | :
e 2265 271.0818 y 419.0865
2233 297.0803 1047
‘ 2751 |
l T mfz

7‘5 1(;0 155 150 1':‘5 260 2&5 2;0 2':“5 3(‘)0 3%5 35‘0 3';5 4(‘)0 4&5 4%0 4‘.:5 5(‘)0 555 55‘0 5':'5 600 5;5 55‘0 5'."5
Obr. 14 MS/MS spektrum prekurzorového iontu m/z 419 v reten¢nim ¢ase 10,18 min vzorku
houbicky naméfené v pozitivnim modu
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Obr. 15 MS/MS spektrum prekurzorového iontit m/z 506 v reten¢nim ¢ase 10,32 min vzorku

houbic¢ky naméfené v pozitivnim modu

5. DISKUZE

Cilem bakalaiské prace bylo testovat extrahovatelné latky z riznych vzorkid plasth
a zjistit pfipadnou cytotoxickou a prozanétlivou aktivitu. Vybér vzorkl jsem se snazila
udélat riznorody: od plast, s kterymi jsme bézné v kontaktu (bréko, houbi¢ka na myti
nadobi, zubni kartac¢ek ¢i dudlik), tak po plasty pouzivané ve stavebnictvi a pramyslu (tartan,
elektricky kabel, polystyren, bublinkova folie a teflonova paska). Jesté jsem zahrnula
do vybéru psi hracku a vzorek pneumatiky. Z téchto vzorkd jsem pfipravila extrakty,
které byly pfidavany k BJ bun&cné linii (nenadorova linie koznich fibroblastl). Nasledné
jsem pomoci barviva resazurinu, ktery se redukuje zivymi buiitkami na resorufin, zjistovala
miru fluorescence a Zivotaschopnost bunék.

Testovanim extrakti plastd na BJ bunétné linii jsem zjistila, Ze netoxické vzorky
byly extrakty dudliku a Haribo sac¢ku. Tyto extrakty vyznamné neovlivnily zivotaschopnost
bungk (viabilita nad 90 %). Obzvlasté u dudliku je toto zjisténi dulezité (viabilita 102,3 %),
nebot’ V bézném zivoté je v kontaktu s vnitinim prostiedim ust ditéte a mohl by ovlivnit

vyvoj. Dudliky obecné také patii do kategorie ,Pfedmétu bé&zného uzivani“ a fidi
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se dle zakona o ochrané vetejného zdravi ¢. 350/2011 Sh. (Krajska hygienicka stanice
stfedoCeského kraje; http://www.khsstc.cz/obsah/predmet-cinnosti_17_1.html)

Vzorky brcka (viabilita 67,3 %) a haribo sacku (viabilita 96%) musi Spliiovat podminky
pro styk s potravinami. Pro tyto materialy plati Nafizeni Evropského parlamentu a rady (ES)
¢. 1935/2004. V tomto nafizeni jsou sepsany pozadavky pro jednotlivé plastové materialy.
Cytotoxicita neni hlavnim kritériem, hodnoti se migrace latek z plastti do potravin (Utedni
veéstnik Evropské unie, https://eur-lex.europa.eu)

Nejvice cytotoxicky vzorek byl vzorek houbicky, ktery snizil viabilitu bunék na 46,7 %.
Variabilita méfeni byla pomérné vysoka, a tudiZz by bylo vhodné experiment zopakovat.
V praxi to miZze znamenat uvoliiovani toxickych latek do kanalizace, vodnich toku
a zivotniho prostiedi.

Testem ELAM jsem prokazala, ze extrakt houbicky a castecné extrakt polystyrenu
vykazovaly prozanétlivou aktivitu. Klasicka mékka c¢ast houbic¢ka na myti nadobi
je z polyurethanu. Pokusy na mySich ukazaly, ze polyurethanové nanoplasty zvysuji
akumulaci visceralniho tuku. Tukova tkan vykazovala zanétlivy infiltrat (Silva et al., 2016).
Ve studii Lu et al. (2018) uvadg;ji rizika poziti polystyrénovych mikrogastic. Castice mize
byt mikrobidlnim stanovi$tém, které mutze zpusobit i zanét. (Lu et al., 2018). U embryi
zebficky pruhované byla zkoumana akumulace PS nanoplastd v organismu a toxicka
aktivita. Dochazelo ke zvysené produkci reaktivnich druht kysliku a prozanétlivé odpovédi
(Lee et al., 2019).

Vzorek houbicky na myti nadobi byl testovan pomoci UHPLC-MS. V EIC
chromatogramech na obrazcich 12 a 13 bylo detekovano vétsi mnozstvi piku, které mély
stejnou m/z. To muze byt zpusobeno fragmentaci oligomerid. Také u obou MS/MS spekter
na obrazcich 14 a 15 je podobny produktovy ion m/z 123,09, a proto bylo ur¢eno jeho
elementarni slozeni (C7H10N2) a pravdépodobna struktura (2,4-diaminotoluen).

Molekula 2,4-diaminotoluenu je pravdépodobné soucasti vétsi extrahovatelné molekuly
ze vzorku houbicky. 2,4-diaminotoluen je meziproduktem pii vyrobé polyurethanu,
ze které¢ho se vyrabi i houbicky na myti nadobi. ldentifikace této latky dava smysl a nemusi
byt nahodila. Z hlediska chemické bezpecnosti fadime tuto latku do skupiny akutné
toxickych a drazdivych latek, ohroZujici lidské zdravi a Zivotni prostiedi. Komercné je
vyuzivan k vyrobé barviv, polyurethanovych pén ¢i stabilizatord (PubChem Database,
stazeno 30.6.2020). Ve studii Séverin et al. (2005) se zabyvali genotoxickym efektem této
latky, ktery byl potvrzen. Pomoci Comet assay bylo dokézano, Ze dochazi k poskozeni DNA
bun¢k jater a ledvin (Séverin et al., 2005). Dalsi studie se zamétily na karcinogenitu.
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Experimenty skrysami a my$Smi ukazaly, ze 2,4-diaminotoluen se v téle rozklada
na reaktivni produkty, které interaguji piedev§im s karboxylovymi a amino skupinami

proteinti a tim poskozuji DNA informaci (Shanmugam et al., 2001).

HN

NH,

Obr. 16 Struktura 2,4-diaminotoluenu. Struktura ptevzata z: https://www.reaxys.com/

Dalsimi testovanymi plasty byly vzorky pneumatiky, elektrického kabelu a psi hracky,
které se Casto vyrabi z PVC. V provedenych testech vzorky nevykazovaly vyznamnou
aktivitu. Jiné vyzkumy ale potvrdily uvoliiovani aditiv a mikroc¢astic z PVC.

Piikladem muze byt infazni sacek skrvi ve farmacii, ne které se zaméfuji studii
Haned et al. (2018). Krev je ve styku s plastovym povrchem a latky-aditiva mohou
migrovat. Infuzni sacky jsou vyrdbény z PVC skladajici se asi ze 40 % DEHP
(bis(ethylhexyl)-phalat). DEHP je povazovan jako toxicka latka naruSujici reprodukéni
schopnosti a studii se potvrdila mozna migrace do krve (Haned et al., 2018).

Uvolnovani aditiv se tyka také potravinarského pramyslu. Jednou z migrujicich latek jsou
chlorované parafiny pridavajici se do obala (Wang et al., 2019). Také zjedné studie
zabyvajici se vakuovanymi obaly s masem potvrdily migraci phalata do potravin (Guerreiro

etal., 2018).
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6. ZAVER

Teoreticka cast bakalaiské prace charakterizuje plasty, jejich degradaci a zamétuje
se na zdravotni dopady u rGznych druhti organismti. Poukazuje na riziko pfitomnych
rozpustnych nizkomolekularnich latek v plastech.

V experimentalni ¢asti byly stanoveny tfi hlavni cile: vyvinout vhodny extrakéni postup
a overit stalost/nerozpustnost plastd, resp. extrahovatelnost latek z plastovych materiala.
Dalsim cilem bylo zjistit, zdali extrahovatelné latky z plastd nemaji vliv na rust bunc¢k.
Poslednim cilem bylo testovat prozanétlivou aktivitu extrahovatelnych latek z plastt.

K testovani byly vybrany vzorky pneumatiky, tartanu, elektrického kabelu, brcka, haribo
saCku, polystyrenu, psi hracky, houbicky, bublinkové folie, zubniho kartacku, dudliku
a teflonové pasky. Vzorky byly homogenizovany a extrahovany do DMSO.

U cytotoxického testu bylo zjiSténo, Ze za netoxické vzorky mliZzeme povaZovat vzorky
dudliku a haribo sacku. VétSina vzorkl mirn€ sniZovala riist bunék, a proto by bylo vhodné
experiment zopakovat. Nejvice redukoval viabilitu buné€k vzorek houbicky (46,7 %).

U testu ELAM byla pozorovana prozanétliva aktivita u vzorku houbicky a castecna
u vzorku polystyrenu. Vzorek houbicky byl déle testovan pomoci UHPLC-MS analyzy,
ktera potvrdila pfitomnost extrahovatelnych latek. Pomoci software MassLynx bylo zjisténo
elementarni  slozeni C7HioN2. Struktura mize byt piedbézné identifikovana
jako 2,4 — diaminotoluen, ktery je pravdépodobné soucasti vétsi extrahovatelné molekuly
ze vzorku houbicky. 2,4-diaminotoluen je meziproduktem pii vyrobé polyurethanu,
ze které¢ho se vyrabi i houbicky na myti nadobi.

Vysledky naznacuji, ze z plasti se mohou uvolnovat rozpustné nizkomolekularni latky,
které mohou byt rizikové pro zivotni prostiedi a Skodlivé pro lidské zdravi. Proto si myslim,
ze by bylo vhodné dale a intenzivnéji zkoumat plasty, se kterymi jsme V kazdodennim
kontaktu.
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