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Abstrakt

Préace se zabyva vyuzitim bunécné linie BEAS-2B pro analyzu mikrojader v genetické
toxikologii. Je rozdélena do dvou hlavnich ¢asti: a) teoreticky uvod do problematiky
analyzy a hledani vhodnych modelt pro testovani vlivu znecisténého ovzdusi a vyrabénych
nanocastic, b) praktickd cast popisujici vysledky analyzy mikrojader indukovanych
polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky (PAU), extrahovatelnou organickou hmotou
(EOM) ze spalin tfi typu dieselového paliva a vyrabénych nanocastic. Bunécna linie
BEAS-2B ptedstavuje nenadorovy model lidského plicniho epitelu, ktery se jevi jako
vhodny pro analyzu mikrojader. Tato analyza je b&zné¢ pouzivanym postupem pro
stanoveni genotoxicity latek, ktery se pouziva u Sirokého spektra bunéénych kultur a také
Vv lidskych studiich. V ramci této diplomové prace byly po dobu 28, 48 a 72 hodin
testovany nasledujici latky: benzo[a]pyren, 3-nitrobenzantron a 1-nitropyren jakoZzto
karcinogenni PAU bézné se vyskytujici ve znecisténém ovzdusi; EOM ze spalin 100%
nafty, nafty s 30% piidavkem bioslozky, 100% bionafty a dvé vyrabéné nanocastice TiO;
a Ag. Vysledky prace potvrzuji vhodnost zvolené bunééné linie jako modelového systému
pro stanoveni genotoxicity testovanych latek pii vyuziti specifickych kultivacnich
podminek zajistujicich stabilitu linie BEAS-2B. Prace soucasné¢ ukazuje genotoxicky
potencidl testovanych PAU i EOM z emisi dieselovych paliv. Pfekvapivé vSak nebyly
zjistény rozdily v genotoxicit¢ EOM ze spalin ze standardniho dieselového paliva a z paliv
obsahujicich  bioslozku. Genotoxicita testovanych nanocCastic je za danych
experimentalnich podminek jen slaba, coZz miize souviset s omezenimi danymi detek¢ni

metodou, jak je podrobné v préci diskutovano.
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Abstract

This thesis deals with the application of BEAS-2B cell line for micronucleus assay in
genetic toxicology. It is divided into two main parts: a) theoretical introduction to the
analysis and search for suitable models for testing the impact of air pollution and
manufactured nanoparticles, b) practical part that describes the results of micronuclei
induction by polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS), extractable organic matter (EOM)
from diesel exhaust particles obtained from emissions of three types of fuel and engineered
nanoparticles. BEAS-2B cell line is a nonmalignant human model of lung epithelium
which seems to be suitable for micronucleus assay. This assay is commonly used for
determining the genotoxicity of various substances to wide variety of cell cultures and also
in human studies. In this thesis, the following substances were tested: benzo[a]pyrene,
3-nitrobenzanthrone and 1-nitropyrene as carcinogenic PAHs commonly found in polluted
air; EOMs from exhaust particles of 100 % diesel fuel, a blend of diesel fuel and 30 % of
biodiesel, 100 % biodiesel and two types of engineered nanoparticles (TiO, and Ag). The
cells were treated with the compounds for 28, 48 and 72 hours. The results confirm the
suitability of BEAS-2B cell line as a model for testing the genotoxicity of substances under
the specific culture conditions that provide the stability of the cells. The results also
show genotoxic potential of tested PAHs and EOMs from diesel fuel. Surprisingly, no
differences were found in genotoxicity of EOMs from exhaust particles from 100% diesel
and fuels containing biodiesel. Under the experimental conditions the genotoxicity of
tested nanoparticles is weak, which may be associated with the limits of the detection

method, as discussed in the thesis.
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1 Uvod

1.1 Znecisténi ovzdusi a latky poSkozujici lidské zdravi

Mezi latky zneciStujici ovzdusi fadime kromé jiného plynné latky jako ozon ¢i oxidy

dusiku a prachové &astice s acrodynamickym priimérem 10 metru a mensim (PMjo).

Prvni védeckou praci zabyvajici se vlivem znecisténé¢ho ovzdusi na ¢lovéka je zprava J.
Firketa z roku 1931. Podrobné popisuje smogovou situaci v udoli Meuse v Belgii, kde na
zacatku prosince 1930 zemielo v disledku respiracnich obtizi 60 lidi. Mezi piiznaky
vyskytujici se U obyvatel byla nespavost, bolest hlavy, zvraceni, bolest v oblasti hrudniku,
dusnost asilny kasel (Nemery et al., 2001). Nejznaméjs$im piipadem zvySené mortality
obyvatelstva z divodu znecisténi ovzdusi je smogova situace v Londyné v prosinci roku
1952. Zde bylo zaznamendno 04000 vice umrti, nez byla primérnd hodnota pro toto
obdobi, azprava zroku 1953 také uvadi, ze bylo nutné porazit az tietinu dobytka

vystaveného zne€isténému ovzdusi (Scott, 1953).

Od druhé poloviny 20. stoleti probiha intenzivni vyzkum vlivu znecisténi ovzdusi na
lidské zdravi a na zékladé zjisténych informaci bylo v roce 2013 mezinarodni agenturou
IARC (angl. International Agency for Research on Cancer) znecisténi ovzdusi zafazeno
mezi lidské karcinogeny (kategorie 1) (IARC, 2013).

Lidské zdravi je kromé znecisténého ovzdusi ohrozeno ichemickymi latkami v
pfedmétech denni potieby. S rozvojem mikroskopie a novych technologii se od 80. let 20.
stoleti zvySuje poptavka avyroba nanomaterialti s velikosti ¢astic mezi 1 — 100 nm.
Nanomaterialy vyrabéné na zakézku maji unikatni vlastnosti dané jejich tvarem, velikosti
a velkym povrchem a jejich vyuziti U véci denni potieby stale stoupd. Pfikladem muizZe byt
jejich pouziti v kosmetice, barvach ¢i pii tpravé povrcht (Vance et al., 2015). Bezpecnost
téchto noveé vznikajicich latek je nutné peclivé ovétovat. Latky, které lidskému organismu
nijak neSkodi ve form¢ vétSich castic, mohou jako nanocastice piisobit siln€¢ toxicky.
Prikladem mtize byt titan, ktery se bézn¢ pouZziva v lékarstvi jako soucast implantatii, ale
v podobé nekterych typt nanocastic zpusobuje dle skupiny Karlsson et al. (2008) a Gurr et
al. (2005) vyznamné poskozeni DNA.



1.1.1 Ovzdusi v CR a imisni limity

Mezi latky, jejichz vyskyt v ovzdusi je monitorovan, patii prachové ¢astice (PM, angl.
particulate matter), benzo[a]pyren (B[a]P), benzen, NOy (smés monodusikatych oxidi),
ozon (O3), tézké kovy, oxid sifiity (SO2) a oxid uhelnaty (CO). Mimo vyse zminéné jsou
v CR sledovany také koncentrace t8kavych organickych latek (VOCs, angl. Volatile
organic compounds), amoniaku artuti, tj. latek bez imisniho limitu, které jsou zdravi
Skodlivé. Vzhledem k tématu této diplomové prace budou v nasledujicich odstavcich

podrobnéji popsany pouze PM, B[a]P a benzen.

PM pfedstavuji komplexni a heterogenni smés castic, kterou rozdélujeme dle
acrodynamického pruméru v um obvykle na slozky PM < 10 um (PMjp) a PM < 2.5 um
(PM35). Diky své velikosti se mohou vdechnutim dostat do organismu a dopravit tak latky
navazané na jejich povrchu pfimo do téla. V soucasnosti jsou za nejvétsi problém
povazovany PM s navazanymi polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky (PAU) a dal$imi
latkami (napf. dusikaté, siranové, hlinikové ¢i kiemikové slouceniny). PM mohou vznikat
zcela ptirodnimi procesy jako je vétrné eroze, vulkanické ¢innost, lesni pozary atd. Um¢lé
zdroje PM jsou pak ptfedevsim spalovéni tuhych paliv, metalurgie a t€zky priimysl obecné,
doprava ¢&i koufeni. V roce 2014 ¢&inil roéni imisni limit pro PMzs 25 pg/m® abyl
prekroc¢en na 1,8 % tUzemi CR s cca 8,6 % obyvatel. Pro PMjg Cinil ro¢ni imisni limit 40
ug/m3 a byl prekroden na 0,45 % tzemi CR s cca 2,2 % obyvatel (CHMU, 2015a; Zdkon ¢.
20172012 Sb., o ochrané ovzdusi, 2012). Samostatné zkoumanou slozku PM tvoii tzv.
extrahovatelna organicka hmota (EOM, angl. Extractable organic matter). Slozeni EOM

zavisi na zdroji znec€iSténi, pficemz nejvice zkoumanou skupinou latek ve smési jsou PAU.

Z hlediska ochrany zdravi se v Ceské republice v ovzdusi méH hodnoty
benzo[a]pyrenu abenzenu jakozto prokazanych lidskych karcinogenti. Benzen fadime
mezi aromatické uhlovodiky, jejichZ zdrojem je piedevs§im uhli, ropa a chemicky primysl.
B[a]P patii do skupiny PAU. PAU jsou organické slouceniny, které vznikaji nedokonalym
spalovanim organické hmoty, tj. obdobné¢ jako prachové castice, na které se velmi dobte
adsorbuji. Za zdroj B[a]P se z vice jak 87% povazuje lokalni vytapéni domacnosti tuhymi
palivy (pfedeviim uhli) v zastaralych typech kotla (odhofivaci, prohotivaci) (CHMU,
2015a). Imisni limit v roce 2014 pro B[a]P &inil 1 ng/m® a byl pekrocen na 10,7 % plochy
uzemi CR s cca 51,1 % obyvatel. Pro benzen &inil roéni imisni limit 5 pg/m® a na uzemi

CR prekrocen nebyl (CHMU, 2015b; Zdkon ¢ 201/2012 Sb., o ochrané ovzdusi, 2012).



Kompletni ptehled PAU vcetné informaci 0 vlivu na lidské zdravi je uveden v publikaci

agentury IARC (1ARC, 2010).

U zbylych latek, jejichz vyskyt v ovzdusi je monitorovan, byl imisni limit v roce 2014
prekro¢en U NOy (imisni limit 40 pg/ m3) Vv lokalitach s vysokym stupném dopravniho
zatizeni, tj. v Praze, Ostravé aBmé& (0,001% uzemi CR s0,15% obyvatelstva).
Predpoklada se ale, Ze tento imisni limit byl pfekrocen ina dalSich dopravné zatiZzenych
mistech (CHMU, 2015a). Imisni limit byl v roce 2014 také piekroen u O3 (maximalni
denni 8hodinovy klouzavy primér s hodnotou 120 pg/ms) na 5,6 % tizemi CR s cca 0,8 %
obyvatel, pficemz méné zatizena jsou centra mést, kde je ozon odbouravan nadbytkem
NO, z dopravy na kyslik a NO, (CHMU, 2015a; Zdkon ¢ 201/2012 Sh., o ochrané
ovzdusi, 2012). U ostatnich latek jejich imisni limit v roce 2014 piekroc¢en nebyl.

1.1.2 Vliv znecisténého ovzdusi na jedince

Znecisténi ovzdusi bylo mezinarodni agenturou IARC v roce 2013 zafazeno mezi
lidské karcinogeny (kategorie 1) (IARC, 2013). Je prokazano, ze ma negativni vliv na
zdravi jedince, plodnost a vyznamné ovliviiuje i délku doziti (Lelieveld et al., 2015; Rubes
et al., 2010; Sram et al., 1999). Ze zpravy Evropské komise pro Zivotni prostiedi za rok
2015 vyplyva, ze v souctu ve 28 zemich Evropské unie pred¢asné zemielo az 491 000 lidi
na chronickou expozici zneéisténi (pocitano souhrnné pro PM;s, NOy, O3) (EEA, 2015).
Vliv znecisténi ovzdusi na stfedni délku doziti zkoumalo nékolik studii, mezi nimi napft.
Nevalainen & Pekkanen (1998), kteti ve studii na finské kohorté urcili zkraceni stfedni
délky zivota ve znecisténé oblasti (o 10 ug/m?’ PM vice nez kontrolni oblast), a to metodou
podle Dockery et al. (1993) 0 0,6 roku, a metodou podle Pope I1l. et al. (1995) o 1,01 roku.

Hlavnimi faktory ur€ujicimi vliv zne€isténého ovzdusi na zdravi jedince je mira a délka
expozice. Kratkodobé vystaveni nadlimitnim hodnotdm Skodlivych latek se povazuje za
méné zavazné, pokud nezpiisobi akutni otravu ¢i smrt jedince. Oproti tomu dlouhodoba
expozice jedince nizkym koncentracim latek, které nevyvolavaji akutni ptiznaky, mize
zpusobit chronickda onemocnéni ¢i byt mutagenni (WHO Regional Office for Europe,

2010). Vyznamnym faktorem je také vek a kondice exponovaného jedince.

Studie probihajici v letech 1993-1998 se podrobn¢ zabyvala vlivem znecisténi ovzdusi
na plodnost a porodnost v lokalitach Teplice a Prachatice v CR. Byla prokazana pozitivni

korelace zvysenych hodnot PMiy v ovzdusi (> 40 pg/m® v prvnim gestaénim mésici)



a vyskytu nitrodélozni ristové retardace (IUGR, angl. Intrauterine growth restriction),
kterd zvysuje riziko potratu, snizenou porodni hmotnost ¢i vyssi morbiditu déti. Dale byl
také prokdzan vliv znecisténi SO, na kvalitu spermii. Vyssi hladiny SO, v ovzdusi byly
spojeny se zménou morfologie a motility spermii, coz negativné ovlivituje plodnost jedince
(Sram et al., 1999).

Morbidita déti zijicich ve zneciSténych oblastech je az n¢kolikandsobné vyssi nez u déti
zijicich v méné znecisténych oblastech. Piikladem muze byt studie z roku 2013 provadéna
v Ostravé, kdy se sledovaly déti ve véku 0-5 let. U vSech vékovych skupin byl nejcastéjsi
nemoci za sledované obdobi zanét hornich cest dychacich. Dle vysledki se u skupiny do 1
roku Zivota ve vychodni primyslové oblasti vyskytoval zanét hornich cest dychacich 3x
Castéji nez v zapadni ¢asti mésta a i u starSich déti byl trend podobny. Dale byl zjistén
vyssi vyskyt akutni tonsilitidy, pneumonie a virovych infekei u vSech vékovych skupin
zijicich ve vychodni primyslové oblasti nez v zédpadni ¢asti mésta. U déti ve veéku 5 let
z vychodni primyslové oblasti Ostravy byl zjistén vyznamny narist ¢etnosti atopické
dermatitidy a alergické rymy oproti zapadni ¢asti Ostravy (Dostal et al., 2013). Obdobnym
tématem se zabyva recentni studie vlivu znecisténi ovzdusi a koncentraci NO; na zdravi a
vyskyt astmatu u déti (Kim et al., 2016). Autofi uvadi signifikantni (p < 0,05) zvySeni

frekvence astmatu u déti vystavenych vysSim hodnotam znecisténi.

Chronické expozice karcinogennim latkdm v ovzdusi je zodpovédna za piiblizné 5 %
ptipadd umrti na rakovinu plic (Cohen et al., 2004). Jednim z markert pro studium
zvy$eného rizika rakoviny je stanoveni frekvence chromozomovych aberaci (CA, angl.
Chromosome aberration) (Bonassi et al., 2004). Prace z roku 2008 zkoumala kohortu
22 358 zdravych jedinct, kterym mezi lety 1965-2002 bylo provedeno vysetfeni mnoZstvi
CA v perifernich lymfocytech apoté byli sledovani primérné 10,1 roku. Bylo zjisténo
zvyseni relativniho rizika (RR) vzniku rakoviny ve stfednim tercilu ha RR = 1,31 (95%
konfidenéni interval CI = 1,07-1,60) a tietim tercilu na RR = 1,41 (95% CI = 1.16-1.72)

pfi porovnani s prvnim tercilem (Bonassi et al., 2008).

Frekvence CA muze byt pfimo ovlivnéna expozici jedince zne€iSténému ovzdusi.
Tento efekt byl sledovan ve studii na 52 prazskych policistech, kteti denné travi > 8 hodin
v ulicich Prahy, ana 53 kontrolnich jedincich, ktefi stejny ¢as travi v uzavienych
budovach. Pfi monitorovani personalni expozice byl zaznamenan signifikantni rozdil

(p < 0,001) v koncentracich B[a]P [Kkontrola: 0.8 (0,3-2,8) ng/m?, policisté: 1,6 (0,3-8,7)



ng/m?] i k-PAU (karcinogenni PAU) [kontrola: 5,8 (3,1-19,3) ng/m°, policisté: 9,7 (3,1-
58,2) ng/m®], jimz byli jedinci vystaveni. Metodou FISH (angl. Fluorescent in situ
hybridization) bylo poté stanoveno nasledujici procento aberantnich bunc¢k (AB):
u kontrolni skupiny % AB = 0,24+0,18 a u policistit % AB = 0,33+0,25 (p<0,05). Rozdil
v poctu CA byl také signifikantni (p < 0,05): kontrola CA/1000 bunék = 3,90+3,06,
policist¢ CA/1000 bunck =5,5844,62. Policist¢é zahrnuti ve studii byli vystaveni
nadlimitnim hodnotam B[a]P (imisni limit 1 ng/m3) a mira poskozeni DNA byla vyssi nez

u kontrolni skupiny (Sram et al., 2007).

Vlivu PMjy a PM;5 na vznik rakoviny plic se vénovala studie 17 evropskych kohort
s 312 944 jedinci, kteti byli sledovani pramérné 12,8 roku. Vysledky ukazuji signifikantni
asociaci hazardu rizik (HR) vzniku rakoviny a koncentraci PMjo a PMys [HR pyio = 1,22
(95% konfiden¢ni interval Cl = 1,03-1,45) pii koncentraci 10 pg/m?;, HR pm.s = 1,18 (95%
konfiden¢ni interval CI = 0,96-1,46) pti koncentraci 5 ng/m?] (Raaschou-Nielsen et al.,
2013). Na tuto studii navazuje recentni prace z tinora 2016, ktera sledovala rozdil mezi
slozenim PMjo a PM_5 a rizikem vzniku rakoviny plic. Vysledky potvrdily ptedpoklad, ze
latky navdzané na povrchu prachovych castic vyznamné ovliviiuji Skodlivost prachovych
¢astic. Konkrétné byly sledovany PMyp a PM; 5 obsahujici Cu, Fe, K, Ni, S, Si, V a Zn.
Kromé vanadu byly vSechny testované latky spojeny s vys§im HR pro vznik rakoviny plic.
Statisticky vyznamné vysledky byly zjistény pro PM,5 Cu [HR = 1,25 (95% konfiden¢ni
interval Cl = 1,01-1,53) pii 5 ng/m®], PMyo Zn [HR = 1,28 (95% konfidenéni interval CI =
1,02-1,59) pti 20 ng/m3], PMyo S [HR = 1,58 (95% konfiden¢ni interval CI = 1,03-2,44)
pii 200 ng/m®], PMy Ni [HR = 1,59 (95% konfiden¢ni interval CI = 1,12-2,26] pii 2
ng/m® a PMy, K [HR = 1,17 (95% konfidenéni interval CI = 1,02-1,33) pii 100 ng/m?].
Zvysledkli je patrné, ze castice obsahujici siru anikl jsou potencidln€ Skodlivé;si

(Raaschou-Nielsen et al., 2016).

Studie Rossner et al. (2013a) byla zamétena na vliv EOM z ovzdusi z prachovych
¢astic PMy 5 odebranych v zimnim a letnim obdobi v Praze a v Ostravé z ovzdusi na buiky
HEL12469. Koncentrace karcinogenniho B[a]P se pohybovaly mezi 0,01 - 0,25 ng/ug
EOM, podle lokality aobdobi, kdy PM,s byly odebirany, abylo prokdzano mirné
poskozeni DNA u testovanych bunék. Obdobn¢ i studie autori Hanzalova et al. uvadi
oxida¢ni poskozeni DNA a lipidii po expozici bunék HepG2 riznym koncentracim EOM
(PM byly odebrany z ovzdusi v Praze, 2000-2005). Konkrétné¢ jiz koncentrace 10 pg/ml



aplikovana po dobu 24 h vykazovaly signifikantné (p < 0,01 pro vzorek z Iéta 2000, p <
0,001 pro vzorek ze zimy 2005) zvySené oxidacni poskozeni DNA. EOM se také pouzivaji
napf. pro urceni toxicity spalin dieselovych a benzinovych motort. Timto tématem se
zabyva prace zroku 2012, kdy autofi sledovali zmény v genotoXxicit¢ EOM ze spalin
rozdilnych druhi paliv (Topinka et al., 2012).

Vzhledem k tomu, Ze 8,6 % obyvatel CR bylo vystaveno nadlimitnim hodnotdm PM;s
(imisni limit 25 ug/m3) a2,2% obyvatel CR nadlimitnim hodnotam PMiq (imisni limit 40
ug/m?’), jsou vysledky z vy$e zminénych studii znepokojivé (CHMU, 2015a).

Jednim z doposud ne zcela objasnénych faktorti majicich vliv na miru dopadu expozice
Skodlivinam je pohlavi a mira individualni vnimavosti. Cook et al. (2009) analyzoval data
vyskytu rakoviny v USA mezi lety 1975-2004 za uéelem nalezeni intersexualniho rozdilu
Vv incidenci jednotlivych typd rakoviny. Ve vétSin€ piipadid byla vySsi Cetnost vyskytu
rakoviny zaznamendna U muzu s tim, ze nejvetsi rozdily vyjadiené jako pomér incidence
(IRR) byly zjistény pro Kaposiho sarkom (28.73), rakovinu rti (7.16) ¢i rakovinu hrtanu
(5.17). Pouze pét typl rakoviny (rakovina prsu, zlucniku, §titné zlazy, rekta a souhrnné
dutiny bfi$ni) vykazovalo mirné zvySenou incidenci U Zen. Bonassi et al. (2001) naopak
poukazuje na zvysenou frekvenci mikrojader, spolehlivy marker genetického poskozeni,
v perifernich lymfocytech u Zen. Tento vysledek ¢astecné vysvétluje jev popsany skupinou
Hando et al. (1994), podle niz se az v 72,2 % mikrojader nachazi chromozom X, dle
Abruzzo et al. (1985) pak ptedevs§im jeho inaktivovana verze Xi. Z vysledkd studii by se
dalo fict, Ze rakovinou vice ohroZenym pohlavim jsou muZi, ale vzdy zalezi na konkrétnim
jedinci a konkrétni expozici. Ne nevyznamnou roli hraje i zivotni styl v jednotlivych

oblastech.

Kvalita ovzdu$i vCR je vyznamnou mérou ovlivnéna hutnickym primyslem
a sektorem vetejné energetiky a vyroby tepla. V obdobi 1990-2001 se diky legislativnim
nafizenim snizily emise SO, 0 88% a Vv ptipad¢ tuhych zneciStujicich latek, kam spadaji
pro vytapéni domdacnosti od roku 2001 jiz nepokracuje, pouze se méni pomér domacnosti
vytapénych uhlim a palivovym dievem (CHMU, 2015a). Kvalita ovzdusi je vyznamné
sniZena predev§im v zimnich mésicich aje ovlivnéna rozptylovymi podminkami v dané

oblasti (Lyman & Tran, 2015)
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1.1.3 Nanocdastice a jejich bezpecnost

Ackoli se vétSina soucasnych praci zabyvajicich se zne€isténim prostedi soustfedi na
prachové Castice a na EOM z nich ziskanou, jednéd se Casto 0 velikost ¢astic > 2,5 uM.
Velmi vyznamnou cast prachovych castic ale tvofi castice < 100 nm. Tyto ¢astice vznikaji
pfedevSim diky dopravé apii spalovani tuhych paliv ajsou tak pfitomny ve méstech
apobliz frekventovanych komunikaci. Skupina Shi et al. (1999) méfila velikostni
distribuci ¢astic z dopravy pobliz univerzity v Birminghamu v Anglii a udava, ze z celkové
koncentrace &astic 1.6 - 1.9x10 cm® ve velikosti 10 - 10 000 nm byla vice jak polovina
o0 velikosti < 30 nm. V dalsi studii ze stejné lokality se skupina zaméfila na ¢astice < 10 nm
a udava, ze Castice ve velikosti 3 — 7 nm tvofily 36 — 44 % z celkového poctu ¢astic (Shi et

al., 2001).

Lidsky organismus je vystaven nanocasticim nejen z dopravy, ale také tém, které se do
ovzdusi dostanou pfi vyrobé ¢i pouzivani pfedméti denni potfeby. Jak jiz bylo zminéno
diive, vyuziti nanomateridl vyrabénych na zakazku stile stoupd. Mezi nejpouzivanéjsi
vyrabéné nanomaterialy, se kterymi se béZzné setkavame a jejichz ¢astice vdechujeme, patii
kovy ajejich oxidy, uhlikové slouceniny a kfemik. Jejich pusobeni jsou ve velké mite
vystaveni pracovnici vyroby nanocastic, lidé zijici pobliz této vyroby, ale také spotiebitelé
produktl, ve kterych se tyto Castice pouzivaji. V dalSich odstavcich se budeme vénovat
konkrétné nanocasticim stfibra, titanu, zinku, médi a jejich oxidl jako nejvice vyuZivanym

nanocasticim.

Stiibro a jeho oxidy jsou celosvétové nejpouzivanéj$im nanomaterialem (Vance et al.,
2015). Vyuzivaji se predevsim kvili antimikrobidlnim vlastnostem pro {ipravu povrchd,
jako soucést kosmetiky ¢i v odévnim pramyslu. Ackoli jsou pouzivany dlouhodobé
a autofi jako Nowack et al. (2010) uvadi, Ze se nejedna 0 nové, potencialné nebezpecné
materialy, vysledky skupiny Sung et al. (2009) poukazuji na zanétlivou reakci plicni
a jaterni tkdné pfi inhalacni expozici po dobu 13 tydnl (6 hodin denné, 5 dni v tydnu)
U potkand Sprague-Dawley. Podobné vysledky uvadi i Kim et al. (2011), ktery poukazuje
na oxidacni poskozeni DNA u lidské bronchialni linie BEAS-2B po 24 hodinové expozici.
To, jakym zpisobem nanocastice stiibra reaguji s organismem, souvisi nejen s jejich
velikosti, ktera se mezi studiemi lisi, ale pfedevs$im na jejich povrchové upraveé (Nymark et
al., 2013). Toxicita stiibrnych nanocastic totiz nejvétsi mérou pochazi z tvorby reaktivnich

Ag" iontf, které jsou uvoliiovany z povrchu &astic (Yang et al., 2012).
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Titan a jeho oxidy se bézné vyskytuji v kosmetice a jako pigmentacni slozka barviv.
Prestoze se titan v téle chova zcela inertn€, jeho nanocastice podle nékterych studii
vykazuji toxické ucinky. Toxicita nanocastic titanu ajeho oxidd neni objasnéna. Byla
prokazana silna tvorba kyslikovych radikalt pti fotoaktivaci nanocastic TiO, ve vodném
prostedi, které u bun¢k zplsobuji oxidacni poskozeni (Konaka et al., 2001). V ptipadé
vylouceni fotoaktivace dochézi dle nékterych studii k pfimé vazbé ¢astic na biomolekuly,
ktera zpusobi disbalanci buiiky a jeji poskozeni. Byla také popsédna korelace mezi velikosti

nanocastic a jejich toxicitou (Gurr et al., 2005; Jin et al., 2011).

Oxidy zinku se stejné jako oxidy titanu pouzivaji v kosmetice ajako pigmentacni
slozka. Na rozdil od titanu je vSak toxicita zineCnatych nanomateridlti dana tvorbou
reaktivnich Zn?* iontl. Nejcastdj$i expozice oxidim zinku atitanu je v produktech na
opalovani, kde slouzi jako blokatory UV spektra svételného zafeni. Siroce diskutovanou
moznost pruchodu téchto nanocastic skrz vrstvu stratum corneum (nejsvrchnéjsi vrstva
epidermis) do téla vylucuje n€kolik studii (Cross et al., 2007; Filipe et al., 2009), ackoli
jiné poukazuji na mirn€ zvySené hodnoty zminénych nanocastic po epidermalni expozici
v krvi amoci (Gulson et al., 2010). Jelikoz je toxicita nanocastic zinku dana pfedev§im
jejich rozpustnosti ve vodném prostiedi, je typ expozice, které je jedinec vystaven,
primarnim rizikovym faktorem. Studie provadéné na plicnich epitelidlnich bunkach
I inhalaéni studie poukazuji na zanétlivou reakci aposkozeni bunék stejné jako

u nanocastic stibra (Karlsson et al., 2008; Wang et al., 2010).

Podobné jako u vySe zminénych i nanomaterialy obsahujici méd’ jsou typické tvorbou
aktivnich iontd Cu?*, které zpusobuji jejich toxicitu. Tyto nanomateridly se pouZzivaji
pfedevS§im v elektrotechnickém primyslu a napiiklad jako antimikrobidlnim sloZzka
plastiku. Ze skupiny ¢asto vyuzivanych kovovych nanomaterialti se tyto nanocastice dle
vice studii jevi jako vyznamné rizikové, pficemz jejich pouZiti a bezpecnost prace s nimi je
nutné zvazit (Ahmad et al., 2016; Karlsson et al., 2008).

Sledovani vlivu nanocastic na clovéka je omezeno na pracovni expozice zaméstnancii
ve vyrobé nanomaterialti a na testy dobrovolnikii. Shvedova et al. (2016) se zabyvala
potencidlni toxicitou uhlikovych nanovldken u zaméstnancii firmy Nanotech Center Ltd.
(Tambov, Rusko). Vysledkem studie u 15 zaméstnanct (8 exponovanych a 7 kontrolnich)
byly vyznamné aberace azmeény v regulaci ncRNA amRNA uexponovanych

zamé&stnancl, které byly spjaty s bunéénym cyklem, proliferaci a apoptézou. Obdobné
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skupina Pelclova et al. (2016) provedla studii na zamé&stnancich vyroby nanocastic TiOs.
Jednalo se 0 36 exponovanych pracovniki a 46 kontrolnich jedinct ze stejného provozu
(0.40 — 0,65 mg/m® TiO, exponovani, 0.16 mg/m® TiO, kontroly; 80 % &astic < 100 nm).
Byly zjistény vyznamné zvySené hladiny markeri oxida¢niho poskozeni v dechu

u exponovanych jedinc.

Dobrovolnici byli soucasti studii zabyvajicich se oxidy titanu a zinku a jejich moznosti
pruchodu skrz stratum corneum. Filipe et al. (2009) uvadi, ze ve studii s 37 dobrovolniky
(17 zdravych bez upravy exponovaného mista, 10 zdravych s odstranénymi vrchnimi
vrstvami stratum corneum, 4 jedinci s psoridzou a 6 kontrol) nebylo naméfeno statisticky
vyznamné zvyseni koncentrace TiO, ani ZnO ani po 48h expozici. Naopak Gulson et al.
(2010) ve své praci provedené na 20 dobrovolnicich, ktefi byli exponovani oxidim zinku
ve form¢ krému na opalovani, uvadi mirné zvyseni koncentrace zinku v Krvi i moci u vSech

dobrovolniki i po 6 dnech po posledni expozici.

1.1.4 MoZnosti testovani vlivu znecisténi ovzdusi alatek posSkozujicich lidské

zdravi

Sledovani vlivu zne€i$téni ovzdusi alatek poSkozujicich lidské zdravi je moZné
provadét pomoci populacnich studii (Rossner et al., 2013b; Shvedova et al., 2016), na
zvitecich modelech (Bolton et al., 2013; Stapleton et al., 2015) ¢i in vitro testi (Hanzalova
etal., 2010; Prasad et al., 2014).

wev

se takto sleduje vliv znecisténi ¢i latek na danou populaci v konkrétni lokalité. Piikladem
mize byt vyse zminéna populacni studie z Teplic mezi lety1993-1998 (Sram et al., 1999)
¢i studie profesionalni expozice z provozu vyroby uhlikovych nanomateriali ve mésté
Tambov, Rusko (Shvedova et al., 2016). Hlavni vyhodou populacnich studii je, ze takto
ziskana data, pfimo ukazuji na zdravotni stav dané populace v dané lokalité pfi znamych
koncentracich Skodlivin. Dal$i z vyhod je moZnost rozdélit sledovanou populaci do skupin
napt. podle veéku, pohlavi ¢i zaméstnani atim zvysit piesnost studie. Dalsi zpiesnéni
mohou poskytnout i dotazniky pro jednotlivé sledované osoby. Od jedinct zahrnutych ve
studii se obvykle odebird periferni krev a vzorek moci, které jsou posléze analyzovany.
Mezi nevyhody mimo ¢asovou a finan¢ni naro¢nost patii omezeny pocet jedincu, které je

mozné sledovat. Jen velmi mélo studii je provadéno na souborech vétSich nez v fadu tisict
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osob avysledek tak mize byt zkreslen malym poctem vstupnich dat a populacni
variabilitou (Beelen et al., 2014; Pope IlI. et al., 1995).

Studium Skodlivin na zvifecich modelech poskytuje komplexni informace
0 cytotoxickém, genotoxickém | behavioralnim vlivu latky na sledovaného jedince.
Dalsimi vyhodami jsou standardizované linie pokusnych zvifat, reprodukovatelnost
pokusti, moznost vysokého poctu jedincti ve studii a kontrolované podminky expozice.
Nevyhodou je, Ze jsou testy finanéné narocné a zvirata je nutné v prubéhu pokusu usmrtit,

pricemz miizeme také diskutovat 0 aplikovatelnosti takto ziskanych vysledkl na clovéka.

In vitro testy jsou oproti vySe popsanym studiim méné finanéné naro¢né a nedochazi
k usmrcovani laboratornich zvifat, tudiz je vhodné i z etického hlediska je preferovat vzdy,
kdyz to studie umoziuje. Lze pouZzivat lidské bunky z priméarnich kultur pfimo odebrané
od darce, ¢i buné&tné linie nadorového i nenadorového ptivodu. Dalsi z vyhod je moznost
rychlého testovani noveé vznikajicich latek v primyslu a pfipadné zamezeni zvySeného

zdravotniho rizika jedinct vystavenych t€émto latkam.

Mezi zékladni metody, kterymi se posuzuje mira poSkozeni DNA, patii analyza
perifernich lymfocytd zkrve jedince, ktery byl vystaven Skodlivindm. Jedna se
0 standardizovany, Siroce pouzivany zpusob vySetfeni, ktery je mozné provést konvenénim
chromozomovym vysetfenim, metodou FISH, analyzou mikrojader, metodami na detekci
adukt DNA, kometovym testem pro analyzu fragmentace DNA ¢i napf. studiem genové
exprese (Spector et al., 1998). Stejna skala metod se vyuziva i pro bunééné kultury s tim,
ze vysledné hodnoty poskozeni mohou byt vztaZzeny pro konkrétni organ, ze které¢ho bunky
pochézi. V ptipad¢ zvifecich modelti se k vySe zminénym metoddm obvykle ptidava

histologické vySetieni studované tkané.

1.2 Lidska dychaci soustava

Lidska dychaci soustava se d€li na horni (nos, nosni dutiny, hltan a hrtan) a dolni
(pradusnice, prudusky a plice s pridusSinkami a plicnimu sklipky) cesty dychaci. Cela
dychaci soustava je pokryta sliznici, kterd zajiStuje ochranu téla pied patogeny
a necistotami v ovzdusi, pficemz zamezuje také vysokym ztratdm vody. Bunky slizni¢niho
povrchu dychaci soustavy jsou v pfimém kontaktu s latkami v ovzdusi a jsou chranény jen

tenkou vrstvou hlenu, ktera slouzi k odstraiiovani necistot. V piipadé, ze se latky ve
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vdechovaném vzduchu dostanou az do plic, mohou piimo piestoupit az do krevniho feciste

jedince skrz plicni sklipky.

1.2.1 Onemocnéni respira¢niho systému a kvalita ovzdusi

Latky obsazené ve vdechovaném vzduchu jsou v piimém kontaktu se slizni¢nim
povrchem celé dychaci soustavy. Pokud maji tyto latky drazdivy, cytotoxicky ¢i
karcinogenni charakter, mohou vyraznym zplsobem ovliviiovat zdravi jedince. Mezi
nejcastéjsSi onemocnéni spojend se zhorsenou kvalitou ovzdusi patii zanétliva onemocnéni

jako astma bronchiale, bronchitida a pneumonitida.

Astma bronchiale se fadi mezi zavazna chronickd zanétlivda onemocnéni, kdy
U postizeného pfi vystaveni drazdivym latkam v ovzdusi (napt. prach) dojde k zuzeni
dychacich cest, zvySeni frekvence dychani a Casté je i typické sipani a lapani po dechu.
Byla dokazéna pozitivni korelace vyskytu astmatu a zneciSténi ovzdus$i, pficemz

ohrozenou skupinou jsou piedevsim déti (Kim et al., 2016).

Bronchitida neboli zanét priduSek je dal$im zanétlivym onemocnénim plic, jehoz
pfi¢inou nejcastéji byva bakterialni ¢i virova ndkaza. Pokud je jedinec vystaven drazdivym
Skodlivindm z ovzdusi, povrch dychacich cest mize byt narusen a vznikéa zanét. V piipade,
Ze iritace pretrvava a zanét je neléCen, mize se vyvinout v chronickou podobu. Bronchitida
se projevuje silnym kaslem, vykaSlavanim hlenu a Vv ptipad¢ akutni formy teplotami.
Typicky jsou chronickou bronchitidou postizeni kufaci ajedinci pracujici v prostredi
s vysokym obsahem drazdivych latek ve vzduchu. V piipadg, Ze jsou zanétem zasaZeny
piimo plice, onemocnéni se oznacuje jako pneumonitida (Challen et al., 1958; Sram et al.,
2013).

Trvalym nasledkem nelécenych a opakovanych zanéth pradusek aplic je tzv. plicni
emfyzém. Jedna se 0 abnormalni rozSifeni dychacich cest, které je charakterizovano
ubytkem azjizvenim plicni tkdné. Ve spojeni s chronickym zanétem dolnich cest
dychacich pak souhrnné hovofime 0 chronické obstrukéni plicni nemoci (CHOPN), ktera,

dle nekterych studii, vyznamné zvysuje riziko vzniku rakoviny plic (Turner et al., 2007).

Rakovina plic je druhou nejcastéjsi rakovinou postihujici ob& pohlavi a z celkového
poctu lidi, ktefi zemfou na rakovinu, az 26 % Zen a 28 % muzli umira pravé na rakovinu
plic. Dle recentni statistiky provadéné na tzemi USA je procento pétiletého relativniho

preziti pii diagndze mezi lety 2004-2010 pouhych 18 % (Siegel et al., 2015). V Ceské
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republice je toto Cislo jesté nizsi, pouhych 11,1 % (+/- 0,6 %) pro diagnézy mezi roky
2005-2008 (Pavlik et al., 2014). Jak jiz bylo zminéno, znecisténi ovzdusi karcinogennimi
latkami je celosvétoveé zodpovédné za piiblizné 5 % piipadi tmrti na rakovinu plic (Cohen
et al., 2004). Avsak nejen karcinogenni latky mohou zvySovat riziko vzniku rakoviny plic,
bylo prokézano, ze také dlouhodoby zanét vyvolany drazdivymi latkami vyznamné zvySuje
riziko vzniku rakoviny plic (HR pfi vyskytu emfyzému, 1.66; 95% konfiden¢ni interval CI
= 1.06, 2.59) (Turner et al., 2007).

1.2.2 Modelové systémy pro studium nemoci respira¢niho systému

Studium poskozeni respiraéniho systému c¢lovéka pomoci modelovych organismu je

provadéno in vivo na zvitecich modelech ¢i in vitro na buné¢nych kulturach.

Obecné jsou zvifeci modely vybirany podle konkrétniho procesu, ktery ma byt
zkouman. Nejvétsi procento studii je provaddéno na hlodavcich, tj. mySich, potkanech,
morcatech a kralicich. Minoritné jsou zastoupeny prace na vétSich savcich, jako jsou
fretky, psi, opice ¢i kon¢ (Aizawa et al., 2013; Barrett et al., 2003; Evans et al., 2003;
Leclere et al., 2011).

Pti vybéru vhodného zvifeciho modelu je nutné vzit v Givahu pribéh postnatidlniho
vyvoje plic ¢loveka a zvifeciho modelu. U ¢lovéka je v dobé porodu pfitomna asi polovina
z celkového poctu alveolll v dospélosti a ke zvySovani jejich po¢tu dochazi intenzivné do
dvou a poté pomaleji do osmi let zivota (Dunnill, 1962; Hislop et al., 1986; Thurlbeck,
1982). U mor¢at, jako jednoho z nejvice vyuzivanych modeld pro testovani onemocnéni
spojenych s respiraci, probihd vyvoj podobné¢ jako u lidi, pfi¢emz po morfologické strance
maji morcata vyznamné vys$i stupent vyvoje plic pii narozeni neZz mysi a potkani (Burri,
1974; Lechner & Banchero, 1982). Pokud je tento vyvoj narusen v obdobi citlivé periody
nemoci €1 napf. vysokym zne€isténim ovzdus$i, mize dojit ke snizeni celkového poctu
alveold u dospélého jedince a tim ke snizeni kvality respirace (Massaro et al., 1985). Tento
stav miize mit za nasledek vyssi pravdépodobnost vzniku CHOPN z divodu plvodné
nizs§iho poctu alveoll v plicich neZ u zdravého jedince. Celkové muzeme fici, Ze je tieba
pouzivat takové modely, které maji co nejvice podobné aktualni stadium vyvoje plic jako

nami sledovana cilova skupina.

Dals§im faktorem, ktery je tfeba zohlednit pfi vybéru modelového zvitete, je stavba

dychaciho epitelu a jeho metabolickd odpovéd’ na podrazdéni. Dle skupiny Ressmeyer et

16



al. (2006) je morce vhodngjsim modelem pro studium dychaci soustavy nez mysi ¢i
potkani a podobné zavéry uvadi i Muccitelli et al. (1987). Naproti tomu myS$i modely jsou
méné financné narocné a bylo vytvoreno velké mnozstvi mutantnich linii s konkrétnimi
genotypovymi a fenotypovymi projevy. Mén¢ Casto pouzivané modely, jako je napft. kun ¢i
pes, jsou sice zetického i finan¢niho hlediska naro¢né a diskutabilni, ale mohou
poskytovat unikatni informace diky své velikosti, vyss$i piibuznosti s ¢lovékem a napf.
pfirozenym vyskytem nemoci podobnych astmatu (Barrett et al., 2003; Leclere et al.,
2011).

Pro primarni, ale i rutinni testovani vlivu latek na lidsky dychaci systém se pouzivaji
bunécné kultury. Jak jiz bylo zminéno, je mozné pouzivat lidské buiiky z primarnich kultur

pfimo odebrané od darce, ¢i bunééné linie nadorového i nenadorového puvodu.

U primarnich kultur je zndm jejich pfesny plvod, fenotyp darce anejsou zatiZzeny
zménami souvisejicimi s imortalizaci bunécnych linii (Sack, 1981). Dalsi z vyhod je
moznost zachyceni populacni variability, kterd ale mtize v nékterych piipadech byt naopak
nevyhodou. Vice studii poukazuje na vyznamné rozdily v bunétné odpovédi u kultur od
rozdilnych darci. Napi. studie skupiny Vakhrushev et al. (2016) zabyvajici se
mezenchymalnimi kmenovymi buiikami ziskanymi ze diené zubu udavé, ze ackoli se
primarni kultury od sebe morfologicky, ani ve zkoumanych proteinech neliSily, byl zde
vyznamny rozdil v proliferaci a migraci bun¢k mezi jednotlivymi darci. K podobnym
zavérum dosla i skupina Matthews et al. (2000), ktera se zabyvala fagocytujici aktivitou
monocytu z periferni krve 6 zdravych darct. Studie popisuje vyznamné rozdily v sekreci

pro-zanétlivych cytokininli mezi primarnimi kulturami od rozdilnych darct.

Lidské bunééné linie nadorového ptivodu vykazuji neomezeny pocet déleni a jsou proto
vhodné pro dlouhodobé kultivace. Jednd o0 aneuploidni buiky s velkym mnoZstvim
chromozomovych piestaveb jako jsou translokace, delece ¢i inzerce. Mira téchto ptfestaveb
a pocet chromozomi je variabilni jak mezi jednotlivymi liniemi, tak i mezi kulturami
Vv jednotlivych laboratofich, a proto jsou tyto linie vhodnym modelem pro studium vyvoje

nadorovych onemocnéni (Isaka et al., 2003; Peng et al., 2010).

Tomuto tématu se vé€nuje prace na Casto pouzivané plicni nddorové bunécné linii A549
skupiny lIsaka et al. (2003). Autofi v ¢lanku stanovili pofet chromozomu v metafazni
buiice na primérnou hodnotu 62, pficemzZ jejich pocet je znac¢né variabilni a pii pouZziti

zobrazovaci metody FISH nalezeno az 25% abnormalnich chromozomi. V praci je
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zminéno, Ze takto vysoké procento abnormalnich chromozomti mize vést k blokaci
s takovym mnozstvim abnormalnich chromozomi, které je slucitelné s mechanismem
metafaze a nasledné anafaze bunécného cyklu. Piimo selekci bun¢k A549 se zabyva prace
skupiny Onul et al. (2012), ktera udava, ze po 70 dnech kultivace bun¢k A549 s postupné
se zvySujicimi koncentracemi H,O, doslo k vytvoreni dcefiné linie A549-HHP. Tato linie
vykazovala vyssi miru proliferace nez ptvodni linie A549 abyla odolnd vuci 2,4 mM

koncentraci H,O, ktera byla pro pivodni A549 100% letalni.

Lidské bunécné linie nenadorového pivodu predstavuji mezistupen mezi primarnimi
kulturami a buné¢nymi liniemi nadorového puvodu. Buiikky mohou byt imortalizované
napi. virem ¢&i lidskou telomerazovou reverzni transkriptazou spole¢né s cyklin
dependentni kinazou 4 (Ramirez et al., 2004; Reddel et al., 1988). Takto upravené burnky
maji vyznamné prodlouzenou dobu déleni pti zachovani karyotypu, ktery je podobny
matefskym bunkam z primarni kultury. V ptipad¢ pasobeni mutagennich latek, stresu ¢i
dlouhodobé kultivace se tyto bunky stavaji nestabilni (Ohnuki et al., 1996; Werner et al.,
2014, 2015). Proto jsou tyto linie vhodnym modelem napf. pro studium bunécné

transformace.

1.3 Bunécna linie BEAS-2B

Bunééna linie BEAS-2B piedstavuje lidskou bunécnou adherentni linii pochazejici
z tkdn¢ praduSek zdravého dospélého jedince, kterou vytvofila skupina Reddel et al.
(1988). Jedna se 0 pruduskovy epitel imortalizovany hybridnim virem Ad12-SV40 (Schell
et al., 1966), ktery diky této upravé nepodléha senescenci atato metoda byla Gspé$né
pouzita ve vice studiich (Andley et al., 1994; Webber et al., 1996). Po morfologické
strance tyto bunky vykazuji typicky polygonalni tvar epitelidlnich bunék a jejich
proliferace je shodnd s normdlnimi bronchidlnimi bunkami. Produkce virovych castic
ovéfovana elektronovym mikroskopem neprokazala prfitomnost virovych ¢astic aani
nebyla prokazana ani tumorogeneze U athymickych mysi (Reddel et al., 1988). Karyotyp
bude popsan v podkapitole 1.3.2.

Bunécéna linie BEAS-2B dle mnoha studii pfedstavuje spolehlivy model plicniho
epitelu. Byla uspéSné pouzita napi. jako model ve studiich zabyvajicich se zménami

Vv genové expresi a epigenetickych zménach (Seriani et al., 2016; Zhou et al., 2016), kde
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vysledky ukazuji deregulaci ve zkoumanych genech a mitochondridlni aktivit¢ a nizkou
membranovou integritu pii stresu. Linie byla pouzita ipfi testovani DNA adukti,
fragmentace DNA kometovym testem ¢i analyzou mikrojader (Agen et al., 1997; Longhin
et al., 2013). Dale byla potvrzena naptiklad pfitomnost histaminovych receptori jakoZzto
jednoho z hlavnich hormonti v plicni tkani spojeného s onemocnénim a zanéty (Noah et al.,
1991).

1.3.1 Vznik bunééné linie BEAS-2B

Primarni kultura normalnich bronchialnich bunék nenadorového pivodu byla
vytvotena z autopsie dospélého muze dle metody Lechner et al. (1985). Infikovanim
kultury hybridnim onkogennim DNA virem Ad12-SV40 (Schell 1965) doslo po 41 dnech
k imortalizaci Casti bunék, které byly oddéleny od senescentnich bunck a byly
pojmenovany BEAS-2A, BEAS-2B a BEAS-2C. Buiiky BEAS-2A a BEAS-2C postupné
zpomalily proliferaci a po priblizné¢ 20 tydnech kultivace doSlo k senescenci. Burky
BEAS-2B proliferovaly vice nez rok anedoslo unich k zadnému zpomaleni ristu ani

morfologickym zménam (Reddel et al., 1988).

1.3.2 Karyotyp

Karyotyp bunék vykazuje typické zmény vyvolané virem SV40, tj. chromozomové
zlomy, endoreduplikace, rozvolnéni chromozomu, translokace ¢i delece (Sack, 1981).
Pocet chromozomt je az u 81 % bunck témét diploidni (42-50 chromozomil v metafazni
burice). Prace zroku 1996 (Ohnuki a Reddel) vyse zminéné potvrzuje a dodava, ze pii
dlouhodobé kultivaci bun€k dochdzi k akumulaci zmén karyotypu a mirnému zvySeni

tumorogeneze.

1.3.3 Kultivace bunééné linie BEAS-2B

Bunécnd linie BEAS-2B ma byt dle skupiny Reddel et al. kultivovdna v bezsérovém
médiu LHC-9 ¢i, dle dodavatele ATCC (angl. American Type Culture Collection),
Vv bezsérovém mediu BEGM (angl. Bronchial epithelial growth medium).

Existuje pomérné velké procento praci, které pro kultivaci bunék BEAS-2B pouZiva
médium s piidavkem séra (Deutschle et al., 2006; Gurbani et al., 2013; Gurr et al., 2005;
Landsiedel et al., 2009), ale bylo prokazano, ze buiiky BEAS-2B za téchto podminek

podstupuji termindlni diferenciaci v dlazdicovy epitel, méni se tedy jejich morfologie,
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senzitiva a schopnost proliferace (Lechner et al., 1984; Zhao & Klimecki, 2014). Oproti
tomu buiky nadorového puvodu tuto diferenciaci nepodstupuji, aproto dlouhodoba
kultivace BEAS-2B v sérovém médiu mize vést k silné pozitivni selekci vice aberantnich

bunck a jejich rychlejsi nddorové transformaci.

Kultivaéni povrch mé byt pfed samotnou kultivaci potazen smeési fibronektinu,
kolagenu a bovinniho sérového albuminu, aby byla zajisténa lepsi adheze a morfologicka
i metabolicka stabilita bunék. Timto tématem se zabyva prace z roku 2004, ktera uvadi
vyznamné snizeni apoptozy U stresovanych bunék BEAS-2B pfii potahovani kultiva¢niho

povrchu kolagenem typu I. a fibronektinem (Wadsworth et al., 2004).

Kultivace bunécéné linie BEAS-2B je doporucena v maximalni konfluenci 80%
kultivaéniho povrchu. Vys$si konfluence ¢i dokonce kompletni pokryti kultivaéniho
povrchu zplsobuje buiikdm stres a zdroven mulze vést k jejich termindlni diferenciaci
v dlazdicovy epitel plic. Tento efekt byl napt. pozorovan u keratinocytii, které pii vysoké
konfluenci ztratily schopnost proliferace a doslo u nich k terminalni diferenciaci (Poumay
& Pittelkow, 1995).

1.4 Analyza mikrojader

Analyza mikrojader (MN analyza) pfedstavuje spolehlivou a na vybaveni nenarocnou
metodu stanoveni nespecifického poSkozeni DNA. Za zakladatele této metody povazujeme
autory Schmid a Heddle (Heddle & Salamone, 1981), ktefi nezavisle na sobé zkoumali
v 70. letech vyskyt mikrojader v polychromatickych erytrocytech v roztérech kostni diené
mysi, a pozdé€ji byla tato metoda rozsifena 0 pouziti cytochalasinu-B (Fenech & Morley,
1985). Dnes je nejvice pouzivana analyza mikrojader v lymfocytech periferni krve (Joksic
et al.,, 2016; OECD, 2010; Rossnerova et al., 2011) , ktera byla poprvé popsana v roce
1976 (Countryman & Heddle, 1976) a jeji modifikace se pouzivaji i pro jiné bunécné typy
(Sharma et al., 2014).

1.4.1 Mikrojadro — jeho vznik a stavba

V pribéhu anafize dochazi k rozdéleni sesterskych chromatid k opacnym pdlim
pomoci mikrotubulti déliciho vieténka, které jsou spojeny s centromerou chromatidy (viz
Obrazek 2). Nasleduje telofaze, kdy dojde k znovuvytvoreni jaderné membrany, vznikaji

dvé samostatna jadra a buitka muize podstoupit cytokinezi. V piipade, Ze v jadie jsou
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pfitomny fragmenty chromozomu ¢i acentrické chromatidy, které nemohou byt odtazeny
mikrotubuly dé€liciho vieténka, vytvori se v telofazi tzv. mikrojadro, které zlstava uvniti
jedné ze dvou dcefinych bunék. Jedna se 0 samostatny utvar 0 maximalni velikosti 1/3
praméru hlavniho jadra buiky, ve kterém je obsazen fragment chromozomu. Po
morfologické strance je mikrojadro identické s hlavnim jadrem, takze napf. po obarveni
preparatu roztokem Giemsy ma hlavni jadro i mikrojadro stejnou barvu. Pocet mikrojader
je variabilni, ale obvykle nachazime 1-2 jadra, buiika s vice jak 5 mikrojadry je spise
raritou (Fenech, 2007). Mikrojadra jsou znama také jako Howell-Jolly téliska
v erytrocytech (Mathew et al., 2015). Viz Obrazek 1.

Basalni hladina poctu mikrojader je variabilni aodrdzi miru poSkozeni DNA
konkrétniho organismu. Piikladem mize byt studie na prazskych policistech, kdy skupina
nekufdkli v letnich mésicich méla 4.61 + 2.72 mikrojader/1000 dvoujadernych bunék
a Vv prubéhu zimnich mésicti s horsi kvalitou ovzdusi se u nich vyskytovalo 7.31 + 3.72

mikrojader/1000 dvoujadernych bunék (Rossnerova et al., 2009)

1.4.2 Princip analyzy mikrojader

Analyzu mikrojader rozdélujeme na dva zikladni typy dle toho, zda byl pouzit
cytochalasin-B  (CBMN, angl. Cytokinesis-block micronucleus assay), ¢i nikoli.
Cytochalasin-B je inhibitor polymerace aktinovych vlaken pii tvorbé mikrofilamentového
prstence, ktery slouzi k cytokinezi arozdéleni dcefinych bun¢k po mitoze (Fenech &
Morley, 1985). Pfidanim této latky k bunééné kultufe, dojde k zastaveni cytokineze
abunky jsou tak synchronizovany do té doby, nez prob&hne dalsi déleni. Ptidéani
cytochalasinu-B k buikam muze byt provedeno soucasné s testovanou latkou, po ukonéeni
expozice, ¢i jako odlozena ko-kultivace. V ptipadé lidskych lymfocytd z periferni krve se
cytochalasin-B ptidava na poslednich 28 hodin kultivace, kdy dojde pravé k jednomu
déleni lymfocytti (Fenech, 2007).

Test CBMN ma nékolik vyhod, tj. napt. zachyceni praveé téch mikrojader, ktera vznikla
béhem expozice testované latce a vylouceni faleSn€ negativnich vysledki pomoci kontroly
déliciho indexu kultury. Jsou hodnoceny pouze neapoptotické dvoujaderné buiky se
srovnatelné velkymi jadry, ktera jsou od sebe viditeln¢ oddélena. Obvykly pocet
hodnocenych dvoujadernych bunék je 1000 bunék/vzorek.
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CBMN je vhodné kombinovat napf. s metodou FISH. Balajee et al. (2014) ve své praci
provedli celochromozomové barveni lidskych lymfocytd z periferni krve, které byly
vystaveny ionizujicimu zafeni v riznych davkach. Prace uvadi, Ze Castéji byla nalezena
mikrojadra s vice nez jednim fragmentem chromozomu a také to, ze v 60-70% mikrojader
se nenachazela centromera. Dle skupiny Minissi et al. (1999) mize mit pouziti
cytochalasinu-B negativni vliv na pocet mikrojader i proliferaci, a proto je vhodné jej

pouzivat jen U dobie proliferujicich bunék (Kirsch-Volders et al., 2003).

V piipadé, ze cytochalasin-B pouzit neni, jsou hodnocena v§echna mikrojadra, ktera se

V bunécéné kultufe nachazi.
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2 Cile prace a hypotézy

Cilem této diplomové prace je otestovat vhodnost bunécné linie BEAS-2B pro
zjisStovani genotoxicity vybranych latek pomoci analyzy MN.

Tato prace navazuje na obdobné studie provedené na jinych bunéénych typech
predstavujicich lidsky plicni epitel. Na zdklad¢ téchto studii bylo navrzeno 5 hypotéz.

Konkrétni podklady pro testované koncentrace jsou rozebrany v kapitole 5.1 Testované
latky.

2.1 Dil¢i cile prace

e Optimalizace kultivace bunécné linie BEAS-2B v Lab-Tek™ Chamber Slide systému

e Vytvoreni protokolu CBMN v systému Lab-Tek™ Chamber Slide pro bunéc¢nou linii
BEAS-2B

e Analyza genotoxicity vybranych polycyklickych aromatickych uhlovodika (B[a]P,
3-nitrobenzantron (3-NBA), 1-nitropyren (1-NP)), EOM ze spalin paliv BO, B30,
B100, a vyrabénych nanocastic (TiO, a AQ).

2.2 Hypotézy

H1: ,,Bunécnd linie BEAS-2B je vhodnym modelem pro testovani genotoxicity pomoci

MN analyzy.*

H2: ,.B[a]P a 3-NBA jsou genotoxické latky, pficemz vyvolavaji ¢asové i koncentracné

zéavislou tvorbu MN pfii ndmi testovanych koncentracich.*

H3: ,1-NP a EOM jsou potencidlné¢ genotoxické latky, pficemZ ocekavame pozitivni

¢asove i koncentracné zavislou tvorbu MN pii nami testovanych koncentracich.

H4: ,Nanocastice TiO, jsou potencidlné genotoxickou latkou, ale pozitivni casové

I koncentra¢né zavislou tvorbu MN pii nami testovanych koncentracich neo¢ekavame.*

HS: ,,Nanocastice Ag jsou potencialné genotoxickou latkou, pfi¢emz ocekavame pozitivni

casové I koncentrac¢n¢ zavislou tvorbu MN pfi nami testovanych koncentracich.*
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3 Material a metody

3.1 Testované latky

Pti expozici testovanym latkam bylo cilem urcit koncentracni a také ¢asovou zavislost
indukce mikrojader. Pti 28 a 48 h expozici byla sledovana jak koncentracni, tak ¢asova
zéavislost pii stejnych koncentracich testované latky. 72 h expozice niz§im koncentracim
predstavovala oddéleny test, kdy byl sledovan vliv nizkych koncentraci za delsi ¢asovou

jednotku.

3.1.1 Polycyklické aromatické uhlovodiky B[a]P, 3-NBA, 1-NP

PAU jsou stabilni organické slouceniny obsahujici dva avice aromatickych
benzenovych jader, které vznikaji nedokonalym spalovanim organické hmoty. Na strukturu
benzenovych jader se mohou navazat dalsi slouceniny, jako je napt. dusik ¢i metan. PAU
jsou obvykle ve formé bélavého ¢i zlutého prasku, ktery je dobfe rozpustny v organickych

rozpoustédlech.

Benzo[a]pyren piedstavuje jeden z nejlépe prozkoumanych karcinogennich PAU, ktery
bézné vznika pti spalovani organickych sloucenin. Nejvétsi mérou jsme jeho pilisobeni
vystaveni pfi pfijmu potravy a jeho inhalace mtze vést az k rozvoji rakoviny plic (Agen et
al., 1997; Kazerouni et al., 2001). Dle mezinarodni agentury IARC se B[a]P tadi do
kategorie 1, tj. prokazané lidské karcinogeny (IARC Monographs, 2014). Studie z roku
1998 uvadi, ze pii expozici koncentraci B[a]P 50 pg/ml (200 uM pii M [g/mol] = 252,31)
doslo ubunééné linie BEAS-2B k signifikantnimu zvySeni poctu chromozomovych
aberaci, které, jak jiz bylo zminéno, pifimo souvisi s poétem mikrojader v buiice (Lee &
Lee, 1998). V praci z roku 2013 byl B[a]P pouzit jako pozitivni kontrola tvorby DNA
aduktd u bunééné linie BEAS-2B v koncentraci 15 uM po 24 hodin (Longhin et al., 2013).
Vlivem B[a]P na poskozeni DNA se zabyvala i prace skupiny Rossner et al. (2014), ktera
pracovala sbunécnou linii embryonalnich plicnich fibroblasti HEL12469. Zde byly
testované koncentrace pro 24 h kultivaci 1 pM, 10 uM, 25 uM. Na zdklad€ té€chto zjisténi
byly koncentrace B[a]P v této diplomové prace ur¢eny nasledovné: 28 h kultivace (25 uM,
100 uM, 200 uM), 48 h kultivace (25 pM, 100 uM, 200 uM), 72 h kultivace (1 uM, 10
uM, 15 uM). B[a]P (Sigma-Aldrich) byl rozpustén v dimethylsulfoxidu (DMSO) a fedén
médiem dle Tabulka 17, Tabulka 18 a Tabulka 19.
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3-nitrobenzantron predstavuje stejn¢ jako B[a]P PAU vznikajici pfi spalovani
organické hmoty. Byl ve velké mife nalezen ve vyfukovych plynech dieselovych motorti
ana povrchu prachovych castic, pficemz je prokazano, ze se jednd 0 siln¢ karcinogenni
latku (Enya et al., 1997; Nagy et al., 2005b). Dle mezinarodni agentury IARC se 3-NBA
fadi do kategorie 2B, tj. mozné lidské karcinogeny (IARC Monographs, 2014). Autofi
Lamy et al. (2004) ve své studii sledovali zmény ve frekvenci mikrojader u bun¢k HepG2
po 1 h expozici koncentracim 12 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM. Jiz 12 nM koncentrace
zvysila signifikantné (p < 0,05) pocet mikrojader oproti kontrole. Nagy et al. (2005a) ve
své studii udava, ze koncentrace 2 uM, 5 uM, 10 uM a 20 uM po dobu 24 hodin u bunécné
linie A549 zpusobily vyznamné zvyseni fragmentace DNA, pfi¢emz u koncentrace 20 uM
nastal mirny pokles. Podobné vysledky udava i studie skupiny Landvik et al. (2010), ktera
u mysich bunék Hepalclc7 pii koncentracich 3-NBA 1 uM, 3 uM, 10 uM po dobu 24
hodin zjistila vyznamné zvySeni aduktt i fragmentace DNA. Na zaklad¢é téchto zjisténi
byly koncentrace 3-NBA v této diplomové prace uréeny nasledovné: 28 h kultivace (1 uM,
5 uM, 10 uM), 48 h kultivace (1 uM, 5 uM, 10 uM), 72 h kultivace (12 nM, 25 nM, 250
nM). 3-NBA (Sigma-Aldrich) byl rozpustén v DMSO afedén médiem dle Tabulka 17,
Tabulka 18 a Tabulka 19.

1-nitropyren je poslednim z PAU, ktery byl v této diplomové praci testovan. Jedna se,
stejné jako u predchozich, 0 produkt spalovani organické hmoty a Vv ptipadé vyfukovych
plyni dieselovych motorli pfedstavuje nejvice zastoupeny PAU s navazanou
nitroskupinou. Dle mezinarodni agentury IARC se 1-NP fadi do kategorie 2A, tj.
pravdépodobné lidské karcinogeny (IARC Monographs, 2014). Prace z roku 2012 udava,
ze 48 h expozice 1-NP v koncentraci 0,25 pg/ml a 0,5 pg/ml (1 pM a 2 uM pii M [g/mol]
= 247,25) zpusobuje signifikantni (p < 0,05) zvySeni poctu mikrojader u lidskych
perifernich lymfocytt (Bonnefoy et al., 2012). Tyto vysledky potvrzuje i in vitro studie na
lidskych endotelidlnich bunkach cév, kdy pti 24h expozici koncentracim 1 uM, 5 uM a 10
uM 1-NP doslo k vyznamnému zvySeni fragmentace DNA (Andersson et al., 2009).
Ackoli vyse zminéné studie poukazuji na vyznamné poskozeni DNA bunék, studie na
kteccich uvadi, Ze pouze 2 jedinci z testované skupiny 21 méli pozitivni nalez nadoru na
plicich po expozici 1-NP (200 ul v koncentraci 10 mg/ml aplikovano do plic uspanym
kfeckum, 1x tydné, 15 tydni) (Yamamoto et al., 1987). Na zakladé téchto zjisténi byly
koncentrace 1-NP v této diplomové prace urceny nasledovné: 28 h kultivace (1 uM, 5 uM,
50 uM), 48 h kultivace (1 uM, 5 uM, 50 uM), 72 h kultivace (10 nM, 200 nM, 1 uM).
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1-NP (Sigma-Aldrich) byl rozpustén v DMSO a fedén médiem dle Tabulka 17, Tabulka 18
a Tabulka 19.

3.1.2 Extrahovatelna organicka hmota ze spalin nafty a bionafty

Spaliny z dieselovych motori byly mezinirodni agenturou IARC =zafazeny mezi
prokazané lidské karcinogeny (kategorie 1) (IARC Monographs, 2014). Pevna slozka
spalin dieselovych motori se oznacuje jako DEP (angl. Diesel exhaust particles)
a predstavuje heterogenni smés c¢astic 0 rizné velikosti, na kterou adheruji organické latky
vznikajici pii spalovani paliva. EOM ze spalin motorti se li§i nejen typem motoru c¢i

pouzitym palivem, ale také zptisobem extrakce.

Prace autort Don Porto Carero (2001) se zabyvala mimo jiné genotoxicitou EOM
z DEP, ptficemz U bunécné linie A549 doslo k signifikantnimu zvySeni fragmentace DNA
(p < 0,05) pti 48 h expozici koncentraci 1,6 pg/ml. Podobné prace skupiny Bonvallot et al.
(2001) udava signifikantné (p < 0,05) zvySené markery zanétlivé reakce u lidskych
plicnich bun¢k 16HBE pfi 24 h expozici 15 ng/ml EOM z DEP. Na zédklad¢ téchto zjisténi
byly koncentrace EOM v této diplomové prace urCeny nasledovné: 28 h kultivace (1
pg/ml, 10 pg/ml, 25 pg/ml), 48 h kultivace (1 pg/ml, 10 pg/ml, 25 pg/ml), 72 h kultivace
(1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml).

V této diplomové praci byly pouzity EOM ze spalin nafty (BO0), nafty s 30% ptimési
bioslozky z fepkového oleje (B30) a 100% bionafta z fepkového oleje (B100). EOM byly
ziskany z Védeckotechnického parku Roztoky (VTP Roztoky), testovanym motorem byl
Iveco Tector (6 valcii, objem motoru 6 litrit). Castice byly zachyceny na filtry Pallflex
TXA40HI (piistroj HiVol 3000) a EOM byla extrahovana dichlormetanem. Tento roztok
obsahujici organickou hmotu piivodné adherovanou na c¢asticich byl odpafen dusikem
arezidua rozpusténa v DMSO. Koncentrace vzorkl ziskanych z VTP Roztoky ¢inila 0,1
g/ml DMSO. Veskeré vzorky byly uchovavany v -80 °C do doby t&€sné pied expozici.
Zaznam fedéni je v Tabulka 17, Tabulka 18 a Tabulka 19. Chemicka analyza koncentraci

PAU, které se v jednotlivych vzorcich nachazi, je ptiloZena jako Tabulka 20.

3.1.3 Nanocastice TiO; a Ag

Jak jiz bylo zminéno, nanocastice TiO, i1Ag jsou jednémi z nejpouzivangjsim

nanomaterialli, jejichz genotoxicky vliv a mechanismus té¢inku na Zivé organismy neni
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pln€ prozkouman. Nanomateridly pro tuto diplomovou praci byly ziskdny z Evropského

depozitare nanomaterialli projektu NANoREG ve formé prasku ¢i suspenze.

TiO, (NM101, vyrobce Joint Research Centre) pouzity v této praci ma krystalickou
formu anatas s velikosti ¢astic 5 — 8 nm ve v§ech smérech (95% < 100 nm, 77% < 50 nm,
11% < 10 nm). Aktivni povrch &ni 170 — 316 m%/g. Ve sloZeni pievlada Ti (58,78 % w/w)
a0, (40,35 % w/w), pricemz dle metody ICP-OES (angl. Inductively coupled plasma
optical emission spectrometry) se NM101 sklada navic z Al, P, S, Zr (> 0,01 % w/w), Na
(> 0,1 % w/w) adale pak zK aCa (0,01 — 0,05 %0 w/w). Metoda EDS (angl. Energy
dispersive spectrometer) urcila nasledujici slozeni NM101 Ti: (58,78 % w/w), O, (40,35 %
wiw) a Si (2,9 %o Wiw), P (2,7 %o wiw), Al (0,9 %o wiw) a 'S (1,2 %o w/w) (Rasmussen et

al., 2014). V nasem piipad¢ se jednalo 0 praskovou formu TiOs.

Piiprava NM101 pro expozici probihala dle protokolu autorii Jensen at al. (2011) pro
projekt NANOREG. Prvnim krokem bylo navazeni 15,36 mg NM101 do protokolem
doporuc¢ené¢ 10 ml sklenéné vialky (Schott Duran), nasledované zvlhéenim 30 pl 99%
etanolu a poté byla provedena disperze v 5,97 ml roztoku bovinniho sérového albuminu
(0,05% w/w bovinniho sérového albuminu ve sterilni deionizované vodé s odporem 18,2
MQ). Takto pfipravena suspenze byla po dobu 16 minut ve vodni lazni s ledem
sonikovana, aby bylo dosazeno optimalni disperze Castic v roztoku. Finalni suspenze ¢astic
méla koncentraci 2,56 mg/ml abyla dale fedéna médiem dle Tabulka 17, Tabulka 18 a
Tabulka 19. Na zaklad¢ vysledki cytotoxicity, které nejsou soucasti této prace, byly
koncentrace TiO; zvoleny nasledovné: 28 h kultivace (1 pg/ml, 10 pg/ml, 25 pg/ml), 48 h
kultivace (1 pg/ml, 10 ug/ml, 25 pg/ml), 72 h kultivace (1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml).

Pfesné nastaveni sonikatoru je obsahem protokolu autorti Jensen et al.

Ag (NM302, vyrobce Fraunhofer) pouZité v této praci bylo dodano ve formé suspenze
ty¢inek stiibra se Sitkou 100 — 200 nm a délkou 5 — 10 um 0 sloZeni >99,99% w/w Ag
s piiméesi Ba (0,0057 %o w/w), Cu (0,0011 %0 w/w), K (0,0491 %o w/w), Na (0,001 %o
w/w), Ni (0,0079 %o w/w) a'V (0,0014 %o w/w). SloZeni suspenze v deionizované vode
S odporem 18,2 MQ je nasledovné: tyCinky stiibra (8,6% w/w), polyvinylpyrrolidon (<1%
w/w), akryl/akrylatové kopolymery (< 2% w/w), polykarboxylat éter (< 2% w/w)
(Robinson et al., 2014).

Prvni krok pfipravy nanocastic NM302 probihal oproti NM101 odlisné diky, rozdilné
formé. K 168,3 pul (185,06 mg) suspenze NM302 jsme piidali 5,8317 ml roztoku bovinniho
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sérového albuminu (0,05% w/w bovinniho sérového albuminu ve sterilni deionizované
vod¢ s odporem 18,2 MQ) a takto pfipravend suspenze byla v doporucenych sklenénych
vialkach sonikovana po dobu 16 minut ve vodni l4zni s ledem stejné jako NM101. Finalni
suspenze Castic méla koncentraci 2,56 mg/ml a byla dale fedéna médiem dle Tabulka 17,
Tabulka 18 a Tabulka 19. Na zakladé¢ vysledkd cytotoxicity, které nejsou soucasti této
prace, byly koncentrace Ag v této diplomové prace zvoleny nasledovné: 28 h kultivace
(1 pg/ml, 10 pg/ml, 25 pg/ml), 48 h kultivace (1 pg/ml, 10 pg/ml, 25 pug/ml), 72 h
kultivace (1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml).

3.2 Kultivacni protokol bunééné linie BEAS-2B

Bunécné linie BEAS-2B byla zakoupena od spolecnosti ATCC, dle vyrobce se jedna
0 38. pasaz (38P). Pro testy v ramci této diplomové préci byla rozmraZena zésobni ampule

(44P, 28. 3. 2015), pficemz pro testovani latek byla u vSech pokust pouzita vzdy 48. pasaz.

3.2.1 Roztoky pro kultivaci bunék BEAS-2B

Pro standardni kultivaci bunék BEAS-2B dle ATCC je potfeba kultivatni médium
BEGM™ BulletKit™ (Lonza), BEBM™ (angl. Bronchial epithelial basal medium)
(Lonza), roztok 0,25% Trypsin/0,53 mM EDTA (Sigma-Aldrich) + 0,5%
polyvinylpyrrolidon (PVP) (Sigma-Aldrich) a podkladové médium. Konkrétni pracovni
teploty viz Tabulka 21.

3.2.2 Priprava roztoki pro kultivaci bunék BEAS-2B

Pro piipravu kultivaéniho media BEGM™ bylo pouzito 500 ml BEBM™ (angl.
Bronchial epithelial basal medium) a rustové faktory (extrakt z hovézi hypofyzy 2 mil,
lidsky epidermalni rtistovy faktor 0,5 ml, kyselina retinova 0,5 ml, hydrokortison 0,5 ml,
epinefrin 0,5 ml, transferin 0,5 ml, insulin 0,5 ml, trijodthyronin 0,5 ml), které jsou
soucasti BEGM™ BulletKit™. Rastové faktory jsme nechali pfi pokojové teploté
rozmrznout a jednotlivé vialky jsme zcentrifugovali, abychom zabranili ulpéni kapek na
vnitini strané vicka. VSechny riistové faktory jsme piepipetovali do 500 ml BEBM™ dle
navodu vyrobce. Takto pfipravené medium bylo skladovano pii 2-8°C v lednici

a temperovano bylo pouze pracovni mnozstvi media.

Pro piipravu podkladového média byly pouzity roztoky BEBM™ (2-8°C), fibronektin
(2-8°C) (Sigma-Aldrich), kolagen typu 1. (2-8°C) (Sigma-Aldrich) abovinni sérovy

28



albumin (BSA) (2-8°C) (Sigma-Aldrich). Do nami zvoleného mnozstvi BEBM™ jsme
postupné pridali uréené mnozstvi kolagenu typu I., fibronektinu a BSA. Vse jsme dobte
promisili a takto piipravené podkladové medium bylo skladovano maximalné 3 mésice pii

2-8°C. Konkrétni koncentrace jednotlivych slozek viz Tabulka 22.

Pro ptipravu roztoku 0,25% Trypsin/0,53 mM EDTA + 0,5% PVP bylo ke 12 ml
0,25% Trypsin/0,53 mM EDTA piidano 60 ul 100% roztoku PVP.

3.2.3 PotazZeni kultiva¢nich nadob podkladovym médiem

Ptedem piipravené podkladové medium bylo sterilné aplikovano do kultiva¢nich nadob
a kyvavym pohybem byl pokryt cely kultiva¢ni povrch. Uzaviené nadoby byly inkubovany
pfes noc v termostatu pii 37°C, neprodysSné zabalené, aby se omezil pifipadny odpar
podkladového media. Poté byly tyto nadoby ve vodorovné poloze skladovany v
uzavienych plastovych saccich maximalné po dobu 1 mésice pfi pokojové teploté ve tmé.

Pted samotnym nasazenim bun¢k bylo podkladové médium sterilné odsato.

3.2.4 RozmrazZeni bunék BEAS-2B

Ampuli s buitkami (1 ml 0 koncentraci 500 000 bun€k/ml) jsme vyjmuli z kapalného
dusiku a v gaze napusténé 70% etanolem jsme ji pienesli do laminarniho boxu, kde jsme
pootocili zavitem ampule 0 % otacky pro uvolnéni ptipadného tlaku. Zavit byl opét utazen
a ampule byla ponotena do vodni lazné (37°C) tak, aby zavit nebyl v kontaktu s tekutinou
v lazni. Za mirného protfepavani byl obsah ampule po 1-2 minutach rozmraZen. Po
rozmrazeni byla ampule sterilné oteviena v laminarnim boxu a jeji obsah piepipetovan do
centrifugacni  zkumavky. K bunééné suspenzi bylo pomalu pfidino 10 ml
vytemperovaného média (37°C) a poté byla centrifugovana 5 minut pii1 800 otackach/min
(125 g). Po odsati supernatantu byl pelet bunék Setrné resuspendovan v 10 ml nového
média. Takto pfipravena bunétnd suspenze byla rozpipetovana do pfedem piipravenych
kultivagnich lahvi v koncentraci 3000 bungk/cm?s 10 ml vytemperovaného media. Buiiky
byly 24 hodin kultivovany v termostatu (37°C, 5% CO,), poté bylo médium kompletné
vymeénéno, abychom odstranili mozné zbytky kryoprotektantu, a buiikky byly opét vraceny

do termostatu.
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3.2.5 Kultivace a pasazovani bunék BEAS-2B

Vymeéna média i pasazovani bylo vzdy provedeno ve sterilnim prostfedi laminarniho
boxu. Vyména média byla provadéna kazdé dva dny, pokud nebylo dosazeno 80%
konfluence bun¢k, v tom piipadé byly bunky pasézovany. Médium bylo vzdy kompletné
odsato anahrazeno stejnym mnozstvim vytemperovaného Cerstvého média. Poté byly

bunky vraceny do termostatu.

Pii pasazovani bunétné kultury bylo kompletné odsato kultivaéni médium ado
kultiva¢nich lahvi s povrchem 75 cm? byly pfidany 2 ml roztoku 0,25% Trypsin/0,53 mM
EDTA + 0,5% PVP. Roztok byl kyvavym pohybem rozprostten po kultiva¢ni plose
a uzaviena kultiva¢ni nadoba byla umistnéna do termostatu na 5-10 minut. Po 5 minutach
jsme kultivaéni lahev vyjmuli ztermostatu apod invertovanym mikroskopem
zkontrolovali, zda se uz bunky uvolnily, ¢i nikoli. Pokud ano, kultiva¢ni lahev jsme
ptenesli do lamindrniho boxu a pfidali jsme 5 ml vytemperovaného media. Nékolikrat jsme
Setrné¢ oplachnuli kultivaéni plochu a resuspendovali ptipadné shluky bunék. Takto
vzniklou suspenzi jsme piepipetovali do centrifuga¢ni zkumavky a centrifugovali 5 minut
pfi 1000 otackach/min (200 g). Po odsati supernatantu jsme buiiky resuspendovali v 5
ml vytemperovaného cCerstvého media a rozpipetovali do piedem piipravenych
kultivacnich nadob v ndmi zvolené koncentraci. Buniky jsme poté kultivovali v termostatu

(37°C, 5% CO?).

V ramci této diplomové prace nebylo tfeba buitky BEAS-2B zamrazovat, v piipadé

zajmu ¢tenafe je postup popsan v textové Piiloze ¢. 1 a Tabulka 23.

3.3 Protokol zpracovani vzorki pro analyzu mikrojader v Lab-Tek™

Chamber Slide systému

Nunc® Lab-Tek® Chamber Slide™ systém, ktery byl pouzit v této diplomové praci, se
sestava z plastového podlozniho sklicka, na némZz je pfichycen blok s osmi plné
oddélenymi komtrkami. Tyto komurky ptfekryva volné polozené vicko zajistujici vyménu
plyni a sterilitu kultivovanych bun¢k. Kazda komilrka ma kultiva¢ni plochu 0,8 cm? a

doporuceny pracovni objem media je 0,2 — 0,4 ml.
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3.3.1 Kultivace bunék BEAS-2B v Lab-Tek™ Chamber Slide systému

Pfi kultivaci bunék BEAS-2B v Lab-Tek™ Chamber Slide systému byl pouzit stejné
jako ustandardni Kultivace v kultiva¢nich lahvich potah kultiva¢niho povrchu
podkladovym mediem. Piedem pfipravené podkladové medium bylo steriln¢ aplikovano
do jednotlivych komirek v objemu 150 pl/komirka a kyvavym pohybem byl pokryt cely
kultivaéni povrch. Podlozni sklicka byla poté inkubovana pies noc v termostatu pii 37°C.
Pied samotnym nasazenim bunék bylo podkladové medium ve sterilnich podminkach

odsato.

3.3.2 Pracovni postup pro 28, 48 a 72 hodinovou expozici

Buiniky byly nasazeny do komurek pfiblizné 24 h predem v koncentraci: 6000
b/komirka (28 h expozice), 3000 b/komirka (48 h expozice) a 1500 b/komurka (72 h
expozice) v 0,2 ml media. Buriky se nachazely v exponencialni fazi ristu a nedosahly vice

nez 80% konfluence.

V piipadé 28 h expozice bylo druhy den po nasazeni bun¢k veskeré médium odsato
a nahrazeno 199 pl roztoku testované latky o ptislusné koncentraci (B[a]P, 3-NBA, 1-NP,
EOM z B0, B30, B100 a nanoc¢astice NM101 a NM302). K tomuto objemu byl poté ptidan
roztok cytochalasinu-B (1 pl, koncentrace 200 pg/ml), aby bylo dosazeno vysledné
koncentrace 0,1 pg/ml a cely objem komirky byl ne€kolikrat promichan nasatim pipetou.
Po 28 h od piidani testované latky spole¢né s cytochalasinem-B byla provedena fixace

vzorku a experiment byl ukoncen.

Pro 48 h expozici bylo druhy den po nasazeni bunék odsito veSkeré médium
av piipadé¢ B[a]P, 3-NBA, 1-NP a EOM z B0, B30, B100 nahrazeno 300 pl media s
testovanou koncentraci latky. V pfipad¢ nano¢astic NM101 a NM302 bylo odsaté médium
nahrazeno 199 pl testované koncentrace a 101 pl média pro doplnéni na objem 300 pl. To
bylo provedeno z toho divodu, aby se U 48 h expozice dodrzelo stejné mnozstvi pg ¢astic
na cm? kultivaéni plochy jako u 28 h expozice. U viech testovanych latek bylo po 20 h
expozice z 300 ul odebrano 1,5 ul a nahrazeno 1,5 pl cytochalasinu-B (koncentrace 200
ug/ml), aby byla dosazena finalni koncentrace v mediu 0,1 pg/ml, a cely objem komurky
byl poté nékolikrat promichan nasatim pipetou. Po 28 h od ptidani cytochalasinu-B byla

provedena fixace vzorku a experiment byl ukoncen.
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V ptipad¢ nejdelsi, tj. 72 h expozice bylo stejné jako v piipadé 24 h expozice veskeré
médium nahrazeno 200 pl (199 pl pro NM101 a NM302) testované koncentrace dané
latky. Po 44 hodinach expozice bylo u latek B[a]P, 3-NBA, 1-NP a EOM z B0, B30, B100
médium odsato a vymeénéno za 199 ul Cerstvého média se stejnou koncentraci testované
latky jako v ptivodnim médiu. K tomuto objemu byl pfidan roztok cytochalasinu-B (1 pl,
koncentrace 200 pg/ml), aby bylo dosazeno vysledné koncentrace 0,1 pug/ml. Cely objem
komirky byl poté promichan nasatim pipetou jako v piedchozich piipadech. V piipadé
nanoc¢astic NM101 a NM302 bylo k médiu s ¢asticemi pouze pfidano Cerstvé médium
0 objemu 149,25 ul a roztok cytochalasinu-B o objemu 1,75 pl (koncentrace 200 pg/ml),
aby bylo dosazeno vysledné koncentrace 0,1 pg/ml v celkovém objemu 350 pul media.
Tento postup byl zvolen z diivodu vysoké sedimentace castic arizika zvySeni jejich
koncentrace na cm? v ptipadé kompletni vymény média. Po 28 h od ptidani cytochalasinu-

B byla provedena fixace vSech vzorkl a experiment byl ukoncen.

3.3.3 Ukonceni expozice a fixace preparatu

Ukonceni expozice bylo provedeno fixaci vzorku. Po uplynuti dané expozi¢ni doby
bylo jiz v nesterilnich podminkach odsato piiblizné¢ 90% media z komurek ana 3,5
minuty bylo ptidano 200 pul hypotonického roztoku o teploté 37°C (0,55 g KCL ve 100
ml deionizované vody s odporem 18,2 MQ). Po uplynuti této doby byla odsata veskera
tekutina v komirce anasledné bylo pfidano 0,2 ml vychlazeného (2-8°C) fixa¢niho
roztoku (metanol a kyselina octova v poméru 3:1) Po uplynuti 1-2 minut byl fixa¢ni
roztok odsat av poslednim kroku fixace bylo pfidano 0,2 ml vychlazené¢ho (2-8°C)
metanolu. Po uplynuti 1-2 minut byl metanol zcela odsat, byl odstranén blok komirek
a hotové sklicko s osmi samostatnymi ploskami fixovanych bunék bylo ponechano

alespont 20 minut volng schnout.

Pro ucely hodnoceni preparatu pomoci svételného mikroskopu byly poté preparaty
barveny po dobu 3,5 minuty 5% roztokem Giemsy.

3.4 Zpisob hodnoceni analyzy mikrojader

V ramci této diplomové prace byl pro vSechny testované koncentrace vytvoren bunécny
triplikat, tj. v naSem pfipad¢ tfi samostatné komurky, které byly oddélen¢ exponovany
I fixovany. V kazdé z téchto komurek bylo hodnoceno 500 dvoujadernych bunék (pokud
tomu bylo jinak, je tak uvedeno v Tabulka 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15) a byl zaznamenan jak
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pocet bun¢k s mikrojadrem (ABB, aberantni dvoujaderna bunka), tak i pocet mikrojader v
bunce. Mikrojadra byla hodnocena dle protokolu Fenech et al. (2007) a vysledky jsou
vyjadieny jako % ABB v dvoujadernych bunkach vypoétené jako pramér ze téi hodnot
ziskanych z bunééného triplikatu. V kazdé komurce byl také uréen dé€lici index bunék
(CBPI, angl. Cytokinesis-block proliferation index) u500 bunék. Tento index byl
vypocitan dle vzorce (M1 + 2xM2 + 3x (M3 + M4)) / N, kde M1 - 4 piedstavuje pocet
bunék s jednim az a ¢tyfmi jadry a N je celkovy pocet hodnocenych bun¢k. CBPI udava
pocet dokoncenych bunécnych déleni béhem pisobeni cytochalasinu-B (v naSem ptipadé
za 28 hodin). Pro vyhodnocovani frekvence mikrojader je CBPI idealn¢ roven 2, tzn., Ze

vSechny hodnocené buiiky prodélaly pravé dvé bunééna déleni.

Statisticka analyza dat byla provedena pomoci testu homogenity dvou binomickych
rozdé€leni, kdy byl porovnavan primérny pozorovany vyskyt ABB na 1000 dvoujadernych
bunék pti dané koncentraci testované latky vuci kontrolnimu primérnému poctu ABB v
1000 dvoujadernych bunkéach. Jako wvysledek bylo povazovano zvySeni poctu MN
u testované koncentrace oproti negativni kontrole, tzn. HO: p1 = p2 a H1: p1 > p2, kde pl
je pocet ABB v 1000 dvoujadernych bunkach pti dané koncentraci testované latky, p2 je
poc¢et ABB v 1000 dvoujadernych bunkach u negativni kontroly. Z tohoto divodu byl
vybran jednostranny test. Tato analyza byla provedena pro vsechny koncentrace oproti
kontrole a dale také pro testované koncentrace dané latky mezi s sebou z divodu uréeni
koncentra¢ni zavislosti vyskytu ABB. Ve druhém piipadé byl vzdy porovnavan
pozorovany vyskyt ABB v 1000 dvoujadernych bunkach pii vyssi koncentraci testované

latky vacéi praimérnému poétu ABB v 1000 dvoujadernych burnkach nizsi koncentrace.
Vzorec pouzity pro statisticky vypocet:

pl —p2 pl +p2
Z= , kd -
¢p nl +n2

\/p(l - p)(n—11+ %)

nl je pocet hodnocenych dvoujadernych bunék pii dané koncentraci testované latky a n2 je
pocet hodnocenych dvoujadernych bun€k u negativni kontroly. Vysledné z bylo vzato
z Tabulky 8 pro Z, a pokud platilo z > 1—a, kdy a je hladina vyznamnosti (0,05; 0,01;
0,001), tak je platna hypotéza H1 : pl > p2, tudiZ testovana koncentrace signifikantné

zvysila pocet mikrojader oproti kontrole.
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4 Vysledky

4.1 Polycyklické aromatické uhlovodiky

Benzo[a]pyren jako prokazany lidsky karcinogen byl pro bunéénou linii BEAS-2B
Vv koncentracich 25 puM, 100 uM a200 uM aplikovanych po dobu 28 i48 hodin
genotoxicky. Signifikantni zvySeni poctu mikrojader (p < 0,05) po 28 h expozici bylo
zaznamenano U koncentraci 100 uM a 200 uM a u 48 h expozic bylo vysoce signifikantni
zvySeni poc¢tu mikrojader (p < 0,001) zjisténo u vSech koncentraci (viz Tabulka 1 a 2, Graf
¢.1). Dale pak byla zjisténa ¢asova zavislost v indukci po¢tu MN mezi 28 a 48 h expozici
(p < 0,01 a 0,001). Signifikantni pozitivni koncentraéni zavislost po¢tu mikrojader
prokazana nebyla, ackoli u koncentraci 25 uM a 100 uM pii 28 h expozici k mirnému
narGstu doslo. Délici index CBPI negativné koreloval se zvySujici se koncentraci B[a]P. U
72 h expozic doslo k vysoce signifikantnimu zvySeni po¢tu mikrojader (p < 0,001) u vSech
testovanych koncentraci, ale stejn¢ jako u 28 h a 48 h expozice pozitivni koncentracni

zavislost po¢tu mikrojader zjisténa nebyla (viz Tabulka 1 a 2, Graf ¢.2).

3-nitrobenzathron stejné jako B[a]P pusobil na bunky genotoxicky. Po 28 h expozici
doslo po aplikaci 1 pM 1-NBA k signifikantnimu zvySeni po¢tu mikrojader (p < 0,01) a
vysoce signifikantni zvySeni (p < 0,001) bylo zaznamenéno u koncentraci 5 uM a 10 uM.
48 h expozice zplsobila vysoce signifikantni (p < 0,001) zvySeni poctu mikrojader oproti
kontrole u vSech testovanych koncentraci (viz Tabulka 3 a 4, Graf ¢.3). Dale pak byla
zjiSténa Casova zavislost mezi 28 a 48 h expozici (p <0,05 a 0,001). Signifikantni pozitivni
koncentraéni zavislost po¢tu mikrojader prokazana nebyla, ackoli u vSech koncentraci pfi
28 h expoziciau 1 uM a 5 uM koncentrace pii 48 h expozici K mirnému nardstu doslo. U
72 h expozic doslo k vysoce signifikantnimu zvySeni poc¢tu mikrojader (p < 0,001) u vSech
testovanych koncentraci a zaroven byla zaznamenana pozitivni koncentracni zavislost mezi
12 nM a 25 nM koncentraci (p < 0,05) a mezi 12 nM a 250 nM koncentraci (p < 0,05) (viz
Tabulka 3 a 4, Graf ¢.4). D¢lici index CBPI se v pribéhu zvySujici se koncentrace

vyznamné nemenil.

Aplikace 1-nitropyrenu po dobu 28 h vedla k signifikantnimu zvySeni po¢tu mikrojader
u vsech testovanych koncentraci: 1 uM (p < 0,01), 5 uM a 50 uM (p < 0,001). 48 h
expozice obdobné zptisobila vysoce signifikantni zvyseni poctu mikrojader (p < 0,001) pfi

vSech testovanych koncentracich (viz Tabulka 5 a 6, Graf ¢.5). Dale pak byla zjisténa
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Casova zavislost mezi 28 a 48 h expozici pro 1 uM koncentraci (p < 0,01), pficemz mirny
narust poctu mikrojader byl také u 5 uM koncentrace. Signifikantni pozitivni koncentraéni
zéavislost po¢tu mikrojader prokézana nebyla, zatimco po aplikaci nejvyssi koncentrace
1-NP doslo k poklesu procenta mikrojader. 48 h expozice vedla k poklesu poctu
mikrojader se zvySujici se koncentraci 1-NP. U 72 h expozic doslo k vysoce
signifikantnimu zvyseni po¢tu mikrojader (p < 0,001) u vSech testovanych koncentraci (viz

Tabulka 5 a 6, Graf ¢.6). Pozitivni koncentra¢ni zavislost nebyla pozorovana.

4.2 Extrahovatelna organicka hmota ze spalin dieselovych paliv

Organickd hmota extrahovana ze spalin nafty (BO0), nafty s 30% ptidavkem bioslozky
(B30) a 100% bionafty prokazatelné zvysila pocet mikrojader ve vSech testovanych
koncentracich pti 28, 48 1 72 h expozici. EOM ze spalin jiz pfi koncentraci 1 pg/ml pii 28
h expozici signifikantné¢ (p < 0,05 pro BO a B100, p < 0,01 pro B30) zvysila pocet
mikrojader oproti kontrole. Pii této koncentraci byla také nalezena ¢asova zavislost mezi
28 a 48 h expozici pro B0, B30 i B100 (viz Tabulka 7, 8, 9, 10, 11, 12 a Graf ¢. 7-12). 72
h expozice BO, B30 i B100 ukazuje na pokles poétu mikrojader pfi koncentraci 5 pg/ml
oproti 1 pg/ml a opétovny vzestup pii koncentraci 10 pg/ml, ktery je srovnatelny s poctem
MN pii 1 pg/ml. Délici index CBPI koreluje s timto poklesem a klesa se zvySujici se
koncentraci dané EOM v médiu. Souhrnny Graf ¢.13 pro B0, B30 a B100 ukazuje, Ze

7adna z testovanych EOM se nijak vyznamné ve svém plsobeni na buitkky BEAS-2B nelisi.

4.3 Nanocastice TiO; a Ag

Nanocastice titanu NM101 nejsou dle analyzy mikrojader pfi 28 a 48 h expozici
koncentracim 0,25 ;,Lg/cmz, 2,5 pg/cmz, 6,25 ;,tg/cm2 kultiva¢ni plochy genotoxické (viz
Tabulka 13, 14 a Graf ¢.14). Naproti tomu 72 h kultivace pfi koncentraci 0,25 ug/crn2
vyznamné zvysila (p < 0,001) pocet nalezenych mikrojader (viz Tabulka 13, 14 a Graf
¢.15). Vyssi koncentrace pii stejné délce kultivace zvySeni po¢tu mikrojader neindukovaly.

Délici index CBPI se v pribéhu zvysujici se koncentrace nijak vyznamné neménil.

Nanocastice stiibra NM302 pii 28 h expozici koncentracim 0,25 ug/cmz, 2,5 ug/cmz,
6,25 ug/cm2 mirn¢ zvysily pocet mikrojader, nejednalo se ale o statisticky vyznamné
zvyseni na 5% hladin€¢ vyznamnosti. 48h expozice naproti tomu pii koncentraci 2,5 ;,tg/cm2

mirné statisticky vyznamné (p < 0,05) zvyseni poctu mikrojader oproti kontrole indukovala
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(viz Tabulka 15, 16 a Graf &.16). Pii 72 h expozici doslo u koncentrace 0,25 pg/cm?
K velmi vyznamnému (p < 0,001) zvySeni poctu MN, pficemz vy$$i koncentrace také
vykazovaly signifikantni zvySeni po¢tu mikrojader vici kontrole (p < 0,01 pro 1,25 ug/cm2
ap < 0,05 pro 2,5 pg/em?) (viz Tabulka 15, 16 a Graf &.17). Délici index CBPI se

Vv pribehu zvysujici se koncentrace nijak vyznamné neménil.
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Graf ¢. 1, Mikrojadra indukovana po expozici B[a]P, 28 a 48 hodin

13
124 *p<0.05

114**p<0.01

104]*** p <0001
9_ * %k k
8-
7.

%ﬁﬁﬂﬁﬁﬁﬁ

T

**

% ABB

T
SN

Graf znazornuje procento mikrojader ve vzorku, chybova usecka udava
smérodatnou odchylku SD. Hodnoty p jsou vztazeny ke kontrole, piipadné
k nizsi testované koncentraci. B[a]P (benzo[a]pyren)

Graf ¢.2, Mikrojadra indukovana po expozici B[a]P 72 hodin

13
12-4{*p<0,05

114{**p<0.01

10 *¥%p <0,001
9
8-
74
6
5
4
3
24
1-
O T T T T

N D @ D

© X N\ X
N N N Nel

B
T

o

% ABB

Graf znédzorniuje procento mikrojader ve vzorku, chybova tsecka udéava
smérodatnou odchylku SD. Hodnoty p jsou vztaZeny ke kontrole. B[a]P
(benzo[a]pyren)
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Tabulka 1: Analyza po¢tu mikrojader po aplikaci B[a]P

Vzorek €.1 Vzorek ¢.2 Vzorek ¢.3

Expozice | Koncentrace | Pocet | Pocet | Pocet [% ABB |Pocet | Pocet |Pocet|% ABB | Pocet |Pocet|Pocet (% ABB | Primérné | CBPI
h DB | ABB | MN DB | ABB | MN DB |ABB| MN % ABB
28 0 M - - - - 750 | 16 16 | 213% | 450 | 10 12 | 222% | 2,18% 1,74
28 25 UM 500 16 18 | 3,20% | 500 | 14 14 | 2,80% | 400 8 9 |200% | 2,67% 1,72
28 100 uM 500 20 20 | 400% | 500 | 17 17 | 3,40% | 500 | 18 19 | 360% [ 3,67% 1,72
28 200 uM 400 15 15 | 3,75% | 400 | 13 13 | 3,25% | 400 | 11 12 | 2,75% | 3,225% 1,70
48 0 uM 500 13 15 | 260% | 500 | 12 13 | 240% | 500 8 11 | 1,60% [ 220% 1,78
48 25 M 500 30 30 | 6,00% | 500 | 36 41 | 7,20% | 500 | 31 31 | 620% | 647% 1,75
48 100 uM 500 32 35 | 640% | 500 | 38 39 | 760% | 500 | 29 31 | 580% | 6,60% 1,66
48 200 uM 500 31 39 |620% | 500 | 25 26 | 500% | 500 | 28 32 | 560% | 5,60% 1,60
72 0 uM 500 11 11 | 2,20% | 500 [ 10 11 | 200% | 500 | 10 10 | 2,00% [ 2,07% 181
72 1 uM 500 41 53 | 820% | 500 | 31 35 | 620% | 500 | 38 41 | 760% | 7,33% 1,80
72 10 uM 400 29 31 | 725% | 430 | 38 41 | 884% | 500 | 37 39 | 740% | 7,83% 1,79
72 15 uM 400 40 40 |[10,00% | 500 | 39 39 | 780% | 500 | 32 32 | 640% | 8,07% 1,68

B[a]P (benzo[a]pyren), DB (dvoujaderna buiika), ABB (aberantni dvoujaderna buiika), MN (mikrojadro), CBPI (angl. Cytokinesis-block proliferation index)
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Tabulka 2: Hladina statistické signifikance p pro porovnani po¢tu mikrojader indukovanych po pusobeni B[a]P

Expozice [Koncentrace 28 28 28 28 48 48 48 48 72 72 72 72
h 0 uM 25uM | 100 pM | 200 uM 0 uM 25uM | 100 upM [ 200 uM 0 uM 1 M 10 yM 15 M
28 |0uM
28 |25uM 0,448
28 |100 uM 0,011 0,102
28 |200 M 0,034 0,215 n
48 |0 uM
48 |25 M < 0,001 < 0,001
48 100 uM 0,002 < 0,001 0,184
48 (200 M 0,007 < 0,001 n n
72 |0puM
72 |1 M < 0,001
72 |10 M < 0,001 0,337
72 |15uM < 0,001 0,663 0,401

Statisticka analyza byla provedena testem homogenity dvou binomickych rozdéleni, kdy vypoctené Z bylo porovnano s Tabulkou ¢. 24 pro z. Hodnota p byla vypocitana

jako 1-z. B[a]P (benzo[a]pyren), n (hodnoty nespliiovaly kritéria pro jednostranny test homogenity binomického rozdéleni), zluté (p < 0,05), zelené (p < 0,01), Cervené (p <

0,001).




Graf ¢.3, Mikrojadra indukovana po expozci 3-NBA 28 a 48 hodin
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Graf znéazornuje procento mikrojader ve vzorku, chybova tsecka udava
smérodatnou odchylku SD. Hodnoty p jsou vztazeny ke kontrole, piipadné
k nizsi testované koncentraci. 3-NBA (3-nitrobenzantron)

Graf ¢.4, Mikrojadra indukovana po expozici 3-NBA 72 hodin
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Graf znédzorniuje procento mikrojader ve vzorku, chybova tsecka udéava
smérodatnou odchylku SD. Hodnoty p jsou vztazeny ke kontrole, ptipadné
k niZsi testované koncentraci. 3-NBA (3-nitrobenzantron)
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Tabulka 3: Analvza noétu mikroiader no anlikaci 3-NBA

Vzorek €.1 Vzorek ¢.2 Vzorek ¢.3

Expozice | Koncentrace | Pocet | Pocet | Pocet [% ABB |Pocet | Pocet |Pocet|% ABB | Pocet |Pocet|Pocet (% ABB | Primérné | CBPI
h DB | ABB | MN DB | ABB | MN DB |ABB| MN % ABB
28 0 M 500 9 9 1,80% | 500 9 9 |180% | 350 7 9 |200% | 187% 1,79
28 1 uM 500 19 21 | 380% | 500 | 26 27 | 520% | 500 | 13 14 | 2,60% | 3,87% 1,80
28 5uM 500 24 24 | 480% | 500 | 27 27 | 540% | 500 | 15 15 | 3,00% | 4,40% 1,77
28 10 M 500 24 24 | 480% | 500 | 22 23 | 440% | 500 | 27 27 | 540% | 4,87% 1,75
48 0 uM 500 8 8 160% | 500 | 13 13 | 260% | 500 | 11 11 | 220% | 2,13% 1,78
48 1 uM 500 27 27 | 540% | 500 | 28 30 | 560% | 500 [ 35 39 | 7,00% | 6,00% 1,75
48 5 uM 500 41 47 | 8,20% | 500 | 35 38 | 700% | 500 | 40 44 |1 800% | 7,73% 1,77
48 10 uM 500 39 45 | 7,80% | 500 | 26 30 | 520% | 500 | 41 44 |1 820% | 7,07% 1,76
72 0 uM 500 13 13 | 260% | 500 [ 10 10 | 200% | 500 | 11 11 | 220% | 227% 1,78
72 12 nM 500 28 29 | 560% | 500 | 25 27 | 500% | 500 | 29 31 | 580% | 547% 1,77
72 25nM 500 34 35 |680% | 500 | 47 52 | 940% | 500 | 32 32 | 640% | 7,53% 1,78
72 250 nM 500 38 40 | 7,60% | 500 | 39 41 | 780% | 500 | 41 45 | 820% | 7,87% 1,76

3-NBA (3-nitrobenzantron), DB (dvoujaderna burika), ABB (aberantni dvoujaderna butika), MN (mikrojadro), CBPI (angl. Cytokinesis-block proliferation index)
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Tabulka 4: Hladina statistické signifikance p pro porovnani po¢tu mikrojader indukovanych po pisobeni 3-NBA

Expozice [Koncentrace 28 28 28 28 48 48 48 48 72 72 72 72
h 0 uM 1 uM 5uM 10 uM 0 uM 1 uM S5uM 10 uM 0 uM 12 nM 25nM | 250 nM
28 |0uM
28 |1uM 0,006
28 |5uM 0,001 0,288
28 |10 M < 0,001 0,138 0,298
48 |0 uM
48 |1uM 0,0158 < 0,001
48 |SuM 0,001 < 0,001 0,067
48 |10 M 0,019 < 0,001 0,159 n
72 |0puM
72 12 nM < 0,001
72 |25nM < 0,001 0,035
72 1250 nM < 0,001 0,016 0,367

Statisticka analyza byla provedena testem homogenity dvou binomickych rozdéleni, kdy vypoétené Z bylo porovnano s Tabulkou ¢. 24 pro z. Hodnota p byla vypocitana

jako 1-z. 3-NBA (3-nitrobenzantron), n (hodnoty nespliiovaly kritéria pro jednostranny test homogenity binomického rozdéleni), zluté (p < 0,05), zelené (p < 0,01),

¢ervené (p < 0,001).




Graf ¢.5, Mikrojadra indukovana po expozici 1-NP 28 a 48 hodin
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Graf znédzornuje procento mikrojader ve vzorku, chybova tsecka udava
smérodatnou odchylku SD. Hodnoty p jsou vztazeny ke kontrole, ptipadné
k niz$i testované koncentraci. 1-NP (1-nitropyren)

Graf ¢.6, Mikrojadra indukovana po expozici 1-NP 72 hodin
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Graf znéazornuje procento mikrojader ve vzorku, chybova tseCka udava
smérodatnou odchylku SD. Hodnoty p jsou vztazeny ke kontrole. 1-NP
(1-nitropyren)
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Tabulka 5: Analyza poctu mikrojader po aplikaci 1-NP

Vzorek €.1 Vzorek ¢.2 Vzorek ¢.3

Expozice | Koncentrace | Pocet | Pocet | Pocet [% ABB |Pocet | Pocet |Pocet|% ABB | Pocet |Pocet|Pocet (% ABB | Primérné | CBPI
h DB | ABB | MN DB | ABB | MN DB |ABB| MN % ABB
28 0 M 500 8 9 1,60% | 500 9 9 |180% | 500 | 13 16 | 2,60% [ 2,00% 1,71
28 1 uM 500 18 19 | 360% | 500 [ 22 22 | 440% | 500 | 23 24 | 460% | 4,20% 1,70
28 5uM 500 28 32 | 560% | 500 | 22 25 | 440% | 500 | 28 31 | 560% | 5,20% 1,69
28 50 M 500 24 29 |480% | 500 [ 33 33 | 6,60% | 500 | 19 19 | 3,80% [ 5,07% 1,59
48 0 uM 500 10 10 | 2,00% | 500 9 9 |180% | 500 | 12 12 | 240% [ 2,07% 1,80
48 1 uM 500 35 35 | 7,00% | 500 | 41 41 | 8,20% | 500 | 35 35 | 7,00% | 7,40% 1,73
48 5 uM 500 29 29 | 580% | 500 | 36 36 | 7,20% | 500 [ 34 | 39 | 680% | 6,60% 1,60
48 50 uM 500 17 17 | 340% | 500 | 26 28 | 520% | 500 | 28 28 | 560% | 4,73% 1,55
72 0 uM 500 9 11 | 1,80% | 500 [ 10 11 | 200% | 500 | 10 11 | 200% [ 193% 1,74
72 10 nM 500 56 56 |11,20%| 500 | 51 51 |10,20% | 500 | 47 47 | 940% | 1027% | 1,75
72 200 nM 500 59 65 |11,80% | 500 | 58 60 |11,60% | 500 | 48 51 | 960% | 11,00% | 1,76
72 1 uM 500 59 60 |11,80% | 500 | 51 55 |10,20% | 500 | 52 53 |[1040% | 10,80% | 1,73

1-NP (1-nitropyren), DB (dvoujaderna bunka), ABB (aberantni dvoujaderna bunka), MN (mikrojadro), CBPI (angl. Cytokinesis-block proliferation index)
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Tabulka 6: Hladina statistické signifikance p pro porovnani po¢tu mikrojader indukovanych po pusobeni 1-NP

Expozice [Koncentrace 28 28 28 28 48 48 48 48 72 72 72 72
h 0 uM 1 uM 5uM 50 uM 0 uM 1 M 5uM 50 uM 0 uM 10nM | 200 nM 1 uM
28 |0uM
28 |1uM 0,002
28 |5 < 0,001 0,145
28 |50 uM < 0,001 0,169 n
48 |0 uM
48 |1uM 0,0011 < 0,001
48 |5uM 0,092 < 0,001
48 |50 uM 0,659 < 0,001 n
72 |0puM
72  |10nM < 0,001
72 (200 nM < 0,001 0,305
72 |1 M < 0,001 0,359 n

Statisticka analyza byla provedena testem homogenity dvou binomickych rozdéleni, kdy vypoétené Z bylo porovnano s Tabulkou ¢. 24 pro z. Hodnota p byla vypocitana

jako 1-z. 1-NP (1-nitropyren), n (hodnoty nespliiovaly kritéria pro jednostranny test homogenity binomického rozdéleni), zluté (p < 0,05), zelené (p < 0,01), ¢ervené (p <

0,001).




Graf ¢.7, Mikrojadra indukovana po expozci B0 28 a 48 hodin
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Graf znazornuje procento mikrojader ve vzorku, chybova tsecka udava
smérodatnou odchylku SD. Hodnoty p jsou vztazeny ke kontrole, piipadné
k nizsi testované koncentraci. BO (extrahovatelna organickd hmota ze 100%

nafty)

Graf ¢. 8, Mikrojadra indukovana po expozici B0 72 hodin
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Graf znazoriiuje procento mikrojader ve vzorku, chybova usecka udava
smérodatnou odchylku SD. Hodnoty p jsou vztazeny ke kontrole, pfipadné
k nizsi testované koncentraci. BO (extrahovatelna organickd hmota ze 100%
nafty)
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Tabulka 7: Analyza po¢tu mikrojader po aplikaci EOM z paliva BO

Vzorek ¢.1 Vzorek ¢.2 Vzorek ¢.3

Expozice | Koncentrace | Pocet | Pocet | Pocet (% ABB | Pocet|Pocet |Pocet(% ABB | Pocet [Pocet|Pocet|% ABB [ Primérné | CBPI
h DB | ABB | MN DB | ABB | MN DB |ABB| MN % ABB
28 0 pg/ml 400 8 8 2,00% | 350 7 7 |1200% | 750 | 14 | 14 | 187% | 196% 1,78
28 1 ug/ml 500 17 18 | 340% | 500 | 17 20 | 340% | 500 | 21 | 24 | 420% | 3,67% 1,77
28 10 pg/ml 500 21 21 | 420% | 500 [ 23 23 | 460% | 500 | 19 | 20 | 3,80% | 4,20% 1,79
28 25 pg/ml 500 28 29 | 560% | 500 [ 25 25 | 500% [ 500 | 26 | 28 | 520% | 5.27% 1,78
48 0 pg/ml 400 8 9 2,00% | 350 5 5 [143% | 750 | 17 | 17 | 227% | 1,90% 1,75
48 1 ug/ml 500 38 38 | 760% | 500 | 31 33 | 620% | 500 | 37 | 38 | 7,40% | 7,07% 1,73
48 10 pg/ml 500 19 19 | 380% | 500 | 27 27 | 540% | 500 [ 21 | 22 | 420% | 447% 1,68
48 25 pg/ml 500 35 35 [ 7,00% | 500 | 27 27 | 540% | 300 | 21 | 21 | 700% | 6,47% 1,65
72 0 pg/ml 400 6 7 1,50% | 350 7 8 [200% | 750 | 18 | 19 | 240% | 197% 1,75
72 1 pg/ml 500 48 48 1 960% | 500 | 44 | 45 | 880% | 500 | 47 | 48 | 940% | 927% 1,69
72 5 pg/ml 500 30 30 |[6,00% | 500 | 32 32 | 640% | 500 | 42 | 42 | 8,40% | 6,93% 1,55
72 10 pg/ml 500 40 43 | 800% | 500 [ 49 51 [ 980% | 500 | 44 | 46 | 880% | 8,87% 1,54

EOM BO (extrahovatelna organicka hmota ze 100% nafty), DB (dvoujaderna buiika), ABB (aberantni dvoujaderna butika), MN (mikrojadro), CBPI (angl. Cytokinesis-

block proliferation index)
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Tabulka 8: Hladina statistické signifikance p pro porovnani po¢tu mikrojader indukovanych po pisobeni EOM z paliva BO

Expozice [Koncentrace 28 28 28 28 48 48 48 48 72 72 72 72
h Opg/ml | 1pg/ml | 10 ug/ml | 25 ug/ml | O pg/ml | 1 pg/ml | 10 ug/ml | 25 yg/ml | Opg/ml | 1 pg/ml [ Spug/ml | 10 pg/ml
28 |0 pg/ml
28 |1 pg/ml 0,011
28 |10 pg/ml 0,002 0,2843
28 |25 pg/ml < 0,001 0,042 0,123
48 |0 pg/ml
48 |1 pg/ml < 0,001 < 0,001
48 |10 pg/ml 0,371 < 0,001
48 |25 pg/ml 0,127 < 0,001 0,025
72 |0 pg/ml
72 |1 pg/ml < 0,001
72 |5 pg/ml < 0,001
72 |10 pg/ml < 0,001 0,049

Statistickd analyza byla provedena testem homogenity dvou binomickych rozdéleni, kdy vypoétené Z bylo porovnano s Tabulkou ¢. 24 pro z. Hodnota p byla vypodéitana

jako 1-z. EOM B0 (extrahovatelna organicka hmota ze 100% nafty), n (hodnoty nespliiovaly kritéria pro jednostranny test homogenity binomického rozdéleni), zluté (p <
0,05), zelené (p < 0,01), Cervené (p < 0,001).




Graf ¢.9, Mikrojadra indukovana po expozici B30 28 a 48 hodin
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Graf znazornuje procento mikrojader ve vzorku, chybova usecka udava
smérodatnou odchylku SD. Hodnoty p jsou vztazeny ke kontrole, piipadné
k niz§i testované koncentraci. B30 (extrahovatelnd organickd hmota z nafty
s 30% ptridavkem bioslozky)

Graf ¢.10, Mikrojadra indukovana po expozici B30 72 hodin
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Graf znazorfiuje procento mikrojader ve vzorku, chybova usecka udava
smérodatnou odchylku SD. Hodnoty p jsou vztazeny ke kontrole. B30
(extrahovatelna organicka hmota z nafty s 30% ptidavkem bioslozky)

49




05

Tabulka 9: Analyza poctu mikrojader po aplikaci EOM z paliva B30

Vzorek €.1 Vzorek ¢.2 Vzorek ¢.3
Expozice | Koncentrace | Pocet | Pocet | Pocet [% ABB |Pocet | Pocet |Pocet|% ABB | Pocet |Pocet|Pocet (% ABB | Primérné | CBPI
h DB | ABB | MN DB | ABB | MN DB |ABB| MN % ABB
28 0 pg/ml 450 9 9 2,00% | 300 8 8 | 267% | 750 | 17 17 | 227% | 231% 1,77
28 1 pg/ml 500 21 21 | 420% | 500 | 19 19 | 3,80% | 500 | 23 24 | 460% | 4,20% 1,80

28 10 pg/ml 500 23 23 | 460% | 500 | 23 24 [ 460% | 500 | 23 | 23 | 4,60% | 4,60% 1,78
28 25 pg/ml 500 25 25 [ 500% | 500 | 20 21 [ 400% | 450 | 27 | 28 | 6,00% | 5,00% 1,80

48 0 pg/ml 500 8 8 1,60% | 350 6 7 [ 1,71% | 500 | 14 | 14 | 280% | 2,04% 1,83
48 1 pg/ml 500 31 33 |620% | 500 | 43 45 [ 860% | 500 | 35 | 35 [ 7,00% | 7,2/% 1,83
48 10 pg/ml 500 31 31 [620% | 500 | 31 31 [620% | 500 | 29 [ 29 [ 580% | 6,07/% 1,70
48 25 pg/ml 500 32 32 |640% | 500 | 26 26 [ 520% | 400 | 28 [ 28 | 7,00% | 6,20% 1,69
72 0 pg/ml 400 7 9 1,75% | 350 6 6 [1,71% | 750 | 20 | 21 | 2,6/% | 2,04% 1,79
72 1 pg/ml 500 50 54 110,00% | 500 | 38 38 [ 760% | 500 | 48 [ 49 [ 9,60% | 9,07% 1,77
72 5 pg/ml 500 40 41 |1 800% | 500 [ 39 39 [780% | 500 | 35 [ 35 [ 7,00% | 7,60% 1,60

72 10 pg/ml 500 50 51 [10,00% | 500 | 51 52 [10,20%| 500 | 40 [ 43 [ 8,00% | 9,40% 1,62

EOM B30 (extrahovatelna organicka hmota z nafty s 30% piidavkem bioslozky), DB (dvoujaderna buiika), ABB (aberantni dvoujaderna buiika), MN (mikrojadro), CBPI

(angl. Cytokinesis-block proliferation index)
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Tabulka 10: Hladina statistické signifikance p pro porovnani po¢tu mikrojader indukovanych po pisobeni EOM z paliva B30

Expozice [Koncentrace 28 28 28 28 48 48 48 48 72 72 72 72
h Opg/ml | 1pg/ml | 10 ug/ml | 25 ug/ml | O pg/ml | 1 pg/ml | 10 ug/ml | 25 yg/ml | Opg/ml | 1 pg/ml [ Spug/ml | 10 pg/ml
28 |0 pg/ml
28 |1 pg/ml 0,002
28 |10 pg/ml 0,001 0,330
28 |25 pg/ml < 0,001 0,198 0,337
48 |0 pg/ml
48 |1 pg/ml 0,0014 < 0,001
48 |10 pg/ml 0,067 < 0,001
48 |25 pg/ml 0,142 < 0,001 0,4641
72 |0 pg/ml
72 |1 pg/ml < 0,001
72 |5 pg/ml < 0,001 n
72 |10 pg/ml < 0,001 0,409 0,075

Statisticka analyza byla provedena testem homogenity dvou binomickych rozdéleni, kdy vypoctené Z bylo porovnano s Tabulkou ¢. 24 pro z. Hodnota p byla vypocitana

jako 1-z. B30 (extrahovatelnd organicka hmota z nafty s 30% ptidavkem bioslozky), n (hodnoty nespliiovaly kritéria pro jednostranny test homogenity binomického

rozde€leni), zluté (p < 0,05), zelené (p < 0,01), Cervené (p < 0,001).




Graf ¢.11, Mikrojadra indukovana po expozici B100 28 a 48 hodin

13
124 *p<0,05
11 **p<0,01
104 *kk *¥*% p <0,001
1
94 *xk x
8_ —
7 . *kok

% ABB

Sl

%_o‘\ \\& \@ \0“\ o\«& \<°\ \\’Q\
AR AR LR N
WY oY oY Y 9

Graf znéazornuje procento mikrojader ve vzorku, chybova tsecka udava
smérodatnou odchylku SD. Hodnoty p jsou vztazeny ke kontrole, piipadné
k niz§i testované koncentraci. B100 (extrahovatelna organickd hmota ze
100% bionafty)

Graf ¢.12, Mikrojadra indukovana po expozici B100 72 hodin
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Graf znédzorniuje procento mikrojader ve vzorku, chybova tsecka udava
smérodatnou odchylku SD. Hodnoty p jsou vztazeny ke kontrole, ptipadné
k niz8i testované koncentraci. B100 (extrahovatelna organickd hmota ze
100% bionafty)
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Tabulka 11: Analyza po¢tu mikrojader po aplikaci EOM z paliva B100

Vzorek €.1 Vzorek ¢.2 Vzorek ¢.3

Expozice | Koncentrace | Pocet | Pocet | Pocet [% ABB |Pocet | Pocet |Pocet|% ABB | Pocet |Pocet|Pocet (% ABB | Primérné | CBPI
h DB | ABB | MN DB | ABB | MN DB |ABB| MN % ABB
28 0 pg/ml 400 8 8 2,00% | 350 8 8 |229% | 750 | 18 18 | 2,40% | 2,223% 1,76
28 1 pg/ml 500 17 17 | 340% | 500 | 17 19 | 340% | 500 | 18 19 | 360% [ 347% 1,75
28 10 pg/ml 500 24 25 | 480% | 500 [ 24 25 | 480% | 500 | 26 26 | 520% | 4,93% 1,77
28 25 pg/ml 500 18 18 | 3,60% | 500 | 25 25 | 500% | 500 | 26 27 | 520% | 4,60% 1,75
48 0 pg/ml 400 9 9 2,25% | 350 5 5 1143% | 500 | 14 14 | 2,80% | 2,16% 1,86
48 1 pg/ml 500 40 41 | 8,00% | 500 | 34 35 | 680% | 500 [ 34 | 37 | 680% | 7,20% 1,85
48 10 pg/ml 400 25 26 | 625% | 500 | 26 26 | 520% | 500 | 27 28 | 540% | 5,62% 1,75
48 25 pg/ml 500 32 32 | 640% | 500 | 30 30 | 600% | 500 [ 34 | 34 | 680% | 6,40% 1,77
72 0 pg/ml 400 9 9 2,25% | 350 8 9 1229% | 750 | 14 14 | 187% | 213% 1,86
72 1 pg/ml 500 43 45 | 8,60% | 500 | 41 43 | 8,20% | 500 | 49 51 | 980% | 8,.87% 1,83
72 5 ug/ml 500 28 28 | 560% | 500 | 27 27 | 540% | 500 | 22 22 | 440% | 5,13% 1,70
72 10 pg/ml 500 51 52 110,20% | 500 | 42 43 | 840% | 500 | 39 40 | 7,80% | 8,80% 1,69

EOM B100 (extrahovatelna organicka hmota ze 100% bionafty), DB (dvoujaderna buika), ABB (aberantni dvoujaderna buiika), MN (mikrojadro), CBPI (angl.
Cytokinesis-block proliferation index)
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Tabulka 12: Hladina statistické signifikance p pro porovnani po¢tu mikrojader indukovanych po ptisobeni EOM z paliva B100

Expozice |Koncentrace 28 28 28 28 48 48 48 48 72 72 72 72
h Opg/ml | 1 pg/ml | 10 ug/ml | 25 ug/ml | O pg/ml | 1 pg/ml | 10 ug/ml | 25 ug/ml | O pg/ml | 1 pg/ml | 5 pg/ml | 10 ug/ml
28 |0 pg/ml
28 |1 pg/ml 0,019
28 |10 pg/ml < 0,001 0,059
28 |25 pg/ml < 0,001 0,108 n
48 |0 pg/ml
48 |1 pg/ml < 0,001 < 0,001
48 |10 pg/ml 0,242 < 0,001
48 |25 pg/ml 0,038 < 0,001 0,227
72 |0 pg/ml
72 |1 pg/ml < 0,001
72 |5 pg/ml < 0,001
72 |10 pg/ml < 0,001 0,001

Statisticka analyza byla provedena testem homogenity dvou binomickych rozdéleni, kdy vypoétené Z bylo porovnano s Tabulkou ¢&. 24 pro z. Hodnota p byla vypocitana
jako 1-z. EOM B100 (extrahovatelna organicka hmota ze 100% bionafty), n (hodnoty nespliiovaly kritéria pro jednostranny test homogenity binomického rozdéleni), Zluté

(p <0,05), zelené (p < 0,01), Cervené (p < 0,001).
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Graf¢.13, % ABB a CBPI pro buiitky BEAS-2B souhrnné po aplikaci EOM zpaliv B0, B30 a B100
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Graf znazorfiuje procento mikrojader a délici index ve vzorcich EOM z nafty BO, nafty s 30% pfidavkem bioslozky a 100% bionafty pti 28, 48 a 72 h expozici. Leva

osa y znazoriiuje hodnoty %ABB, prava osa y znazoriiuje hodnoty dé¢liciho indexu CBPI. EOM (angl. Extractable organic matter), ABB (aberantni dvoujaderna burika)




Graf ¢.14, Mikrojadra indukovana po expozici NM101 28 a 48 hodin
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Graf znazornuje procento mikrojader ve vzorku, chybova tsecka udava
smérodatnou odchylku SD. Hodnoty p jsou vztazeny ke kontrole. NM101
(nanocastice TiO,)

Graf ¢.15, Mikrojadra indukovana po expozici NM101 72 hodin
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Graf znazornuje procento mikrojader ve vzorku, chybova tsecka udava
smérodatnou odchylku SD. Hodnoty p jsou vztazeny ke kontrole. NM101
(nanocastice TiO,)
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Tabulka 13: Analyza poc¢tu mikrojader po aplikaci NM101

Vzorek ¢.1 Vzorek ¢.2 Vzorek ¢.3

Expozice | Koncentrace [ Pocet | Pocet | Pocet (% ABB | Pocet | Pocet |Pocet|(% ABB | Pocet |Pocet|[Pocet|% ABB |Primémé | CBPI
h DB | ABB | MN DB | ABB | MN DB [ABB| MN % ABB
28 0 pg/em™2 | 500 10 10 | 200% | 500 | 11 11 | 2,20% | 500 8 8 | 160% | 193% 1,83
28 10,25 pg/cm”2| 500 9 9 1,80% | 500 | 11 11 | 220% | 500 | 10 | 10 | 200% | 2,00% 1,79
28 2,5 pg/lem”2 | 500 13 13 |1 260% | 500 | 11 11 | 220% | 500 | 10 | 11 | 200% | 2,27% 1,78
28 6,25 pg/lem”™2| 500 7 7 140% | 500 [ 11 11 | 220% | 500 | 10 | 10 | 200% | 1,87% 1,80
48 0 pg/cm™2 [ 500 10 10 | 2,00% | 500 | 11 11 | 2,20% | 500 9 9 | 180% | 2,00% 1,81
48 10,25 pg/em™2| 500 15 15 | 3,00% | 500 | 12 12 | 240% | 500 | 14 | 14 | 280% | 2,73% 1,78
48 2,5 pg/em”2 | 500 12 12 | 240% | 500 | 13 14 1 260% | 500 | 10 | 10 | 200% | 2,33% 1,75
48 16,25 pg/cm”2| 500 13 13 | 260% | 500 | 11 11 | 2,20% | 500 8 12 | 160% [ 2,13% 1,80
72 0 pg/cm™2 [ 500 11 11 | 2,20% | 500 9 10 | 1,80% | 500 | 10 | 10 | 2,00% | 2,00% 1,73
72 025 pg/em”™2| 500 25 29 [ 500% | 500 | 22 23 | 440% | 500 [ 20 | 23 | 400% | 4,47% 1,75
72 1,25 pg/em”2| 500 15 15 | 3,00% | 500 | 16 16 | 320% | 500 | 16 | 18 | 320% | 3,13% 1,74
72 2,5 pg/em”2 | 500 11 11 | 2,20% | 500 | 13 14 1 260% | 500 | 12 | 12 | 240% | 240% 1,82

NM101 (nanoéastice TiO,), DB (dvoujaderna buiika), ABB (aberantni dvoujaderna buiika), MN (mikrojadro), CBPI (angl. Cytokinesis-block proliferation index)
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Tabulka 14: Hladina statistické signifikance p pro porovnani po¢tu mikrojader indukovanych po pusobeni NM101

Expozice | Koncentrace 28 28 28 28 48 48 48 72 72 72
h 0 pg/em”2 0,25 pg/em”™2 | 2,5 pg/em”™2 | 6,25 pg/em’2 | 0 pg/em’2 | 0,25 pg/em™2| 2,5 pg/em™2 | 0 pg/em’™2 | 0,25 pg/em’™2 | 1,25 pg/cm’™2
28 |0 ug/em”™2
28 0,25 pg/cm”2 0,500
28  |2,5 pg/em™2 0,319 0,319
28 6,25 pg/cm’2 n n n
48 [0 pg/cm™2
48 (0,25 pg/cm”2 0,154 0,154
48 2,5 pg/em’2 0,480 0,323
48  [6,25 pg/em™2 0,356 0,436 n
72 |0 pg/em”2
72 1025 pg/em’™2 < 0,001
72 1,25 pg/cm’2 0,061
72 |2,5 pg/em”2 0,271 n

Statisticka analyza byla provedena testem homogenity dvou binomickych rozdéleni, kdy vypoétené Z bylo porovnano s Tabulkou ¢&. 24 pro z. Hodnota p byla vypocitana

jako 1-z. NM101 (nanocastice TiO,), n (hodnoty nespliovaly kritéria pro jednostranny test homogenity binomického rozdéleni), zluté (p < 0,05), zelené (p < 0,01), Cervené
(p <0,001).




Graf ¢.16, Mikrojadra indukovana po expozici NM302 28 a 48 hodin
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Graf znazornuje procento mikrojader ve vzorku, chybova tsecka udava
smérodatnou odchylku SD. Hodnoty p jsou vztazeny ke kontrole. NM302
(nanocastice Ag)

Graf ¢.17, Mikrojadra indukovana po expozici NM302 72 hodin
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Graf znazornuje procento mikrojader ve vzorku, chybova tsecka udava
smérodatnou odchylku SD. Hodnoty p jsou vztazeny ke kontrole. NM302
(nanocastice Ag)
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Tabulka 15: Analyza po¢tu mikrojader po aplikaci NM302

Vzorek €.1 Vzorek ¢.2 Vzorek ¢.3

Expozice | Koncentrace | Pocet | Pocet | Pocet [% ABB |Pocet | Pocet |Pocet|% ABB | Pocet |Pocet|Pocet (% ABB | Primérné | CBPI
h DB | ABB | MN DB | ABB | MN DB |ABB| MN % ABB
28 0 pg/cm”2 | 500 9 9 180% | 500 | 11 11 | 2,20% | 500 9 9 |1180% | 1,93% 1,79
28 0,25 pg/cm™2| 500 12 12 | 2,40% | 500 | 10 10 | 2,00% | 500 9 9 |180% | 2,07% 1,77
28 2,5 pg/em™2 | 500 13 13 | 2,60% | 500 | 10 10 | 2,00% | 500 | 11 12 | 220% | 227% 1,83
28 6,25 pg/em”™2| 500 16 17 1 3,20% | 500 | 14 14 |1 2,80% | 500 | 12 12 | 240% | 2,80% 1,76
48 0 pg/cm”2 | 500 11 11 | 2,20% | 500 | 10 10 | 2,00% | 500 9 9 |180% | 2,00% 1,78
48 0,25 pg/cm”2| 500 15 16 | 3,00% | 500 | 15 16 | 3,00% | 500 | 16 16 | 3,20% [ 3,07% 1,75
48 2,5 pg/em™2 | 500 17 17 | 3,40% | 500 | 15 15 | 3,00% | 500 | 16 16 | 3,20% | 3,20% 1,77
48 6,25 pg/em™2| 500 12 12 | 240% | 500 | 13 13 | 2,60% | 500 | 16 17 | 320% | 2,73% 1,76
72 0 pg/cm”2 | 500 11 11 | 2,20% | 500 9 9 |180% | 500 | 10 10 | 2,00% | 2,00% 1,82
72 0,25 pg/cm™2| 500 23 23 | 460% | 500 | 23 23 | 460% | 500 | 22 22 | 440% | 4,53% 1,80
72 1,25 pg/cm”™2| 500 18 19 | 3,60% | 500 | 20 20 | 400% | 500 | 19 19 | 3,80% [ 3,80% 1,79
72 2,5 pg/em”™2 | 500 19 20 | 3,80% | 500 [ 19 20 | 3,80% | 500 | 17 17 | 340% | 3,67% 1,74

NM302 (nanocastice Ag), DB (dvoujaderna buinka), ABB (aberantni dvoujaderna burika), MN (mikrojadro), CBPI (angl. Cytokinesis-block proliferation index)
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Tabulka 16: Hladina statistické sionifikance P nro norovnani noétn mikroiader indukovanvch no niisoheni NM302

Expozice | Koncentrace 28 28 28 28 48 48 48 72 72 72
h 0 pg/em”2 | 0.225 pg/em™2| 2,5 pg/cm’™2 | 6,25 pg/lem™2 | 0 pg/em™2 [ 025 pg/cm™2 | 2,5 pg/em™2 | 0 pg/em™2 | 025 pg/cm”™2 [ 1,25 pg/cm’™2
28 |0 ug/em™2
28 0,25 pg/cm”2 0,436
28 |25 pg/em™2 0,319 0,319
28 6,25 pg/cm’2 0,121 0,142 0,224
48 [0 pg/cm™2
48 10,25 pg/cm’2 0,074 0,057
48 12,5 pg/em’2 0,099 0,046 0,433
48 (6,25 pg/em™2 n 0,154 n n
72 |0 pg/cm”2
72 1025 pg/em’™2 < 0,001
72 1,25 pg/cm’2 0,008
72 |2,5 pg/em”2 0,011 n

Statisticka analyza byla provedena testem homogenity dvou binomickych rozdéleni, kdy vypoétené Z bylo porovnano s Tabulkou ¢&. 24 pro z. Hodnota p byla vypocitana

jako 1-z. NM302 (nanocastice Ag), n (hodnoty nespliiovaly kritéria pro jednostranny test homogenity binomického rozdéleni), zluté (p < 0,05), zelené (p < 0,01), Cervené
(p <0,001).




5 Diskuze

Pouzivani in vitro testd genotoxicity U bunénych linii ma sva omezeni a
vitro testy nedokazou plné simulovat déje odehravajici se v organismu vystaveného
Skodlivinam, ale velmi podstatnou charakteristikou je schopnost metabolizovat testované
latky, stejn¢ jako cilova tkan in vivo. Buné¢ny model s témito vlastnostmi pak muze slouzit
k testovani i takovych latek, jejichz genotoxicita vyzaduje metabolickou aktivaci. Buné¢na
linie BEAS-2B se dle piedchozich studii jevila jako vhodny nenadorovy model pro
testovani genotoxicity latek vyskytujicich se v ovzdusi (Longhin et al., 2013; Seriani et al.,
2016; Zhou et al., 2016). Bylo otazkou, zda bude tato linie stabilni za dodrzeni
doporucéenych kultiva¢nich metod a zda ji bude mozné usp&sné kultivovat v Lab-Tek™

Chamber Slide systému.

Z vysledki nasi prace vyplyva, ze bunky BEAS-2B ziskané z ATCC (38. pasaz) je
mozné Usp&$né kultivovat v Lab-Tek™ Chamber Slide systému, pficemz jejich basalni
hladina po¢tu mikrojader v dvoujadernych bunkach byla 2,08 + 0,35 %. Od téchto hodnot
jsme se nijak vyznamné neodklonili ani u jinych pasazi, které byly pouzity pro pilotni
studii a dodate¢nou kontrolu stability. Buniky byly po morfologické strance u kontrol stalé.
Potvrdili jsme tak vysledky skupiny Agen et al. (1997), ktera své praci uvadi 2% basalni
hladinu ABB pfi kultivaci bun€k v bezsérovém médiu a tuto hodnotu potvrzuje i studie
Prasad et al. (2014). Naproti tomu studie Nymark et al. (2013) uvadi basalni hladinu poc¢tu
aberantnich bun¢k < 1,5% a prace Oh et al. (2011) udava pocet mikrojader v 1000
dvoujadernych butikach jako 7,38 + 3,66.

Analyza mikrojader u buné¢éné linie BEAS-2B byla provedena u 28, 48 a 72 kultivaci
s koncentraci cytochalasinu-B 0,1 pg/ml media. Tato koncentrace byla oproti jinym
studiim pouzivajicim cytochalasin-B u buné¢né linie BEAS-2B mnohem nizs§i. Piikladem
mize byt koncentrace 6 pug/ml v praci skupiny Agen et al. (1997), 4 pg/ml v praci, kde
bunky byly kultivovany s 10 % séra (Gurr et al., 2005), 9 pg/ml v praci Ruosaari et al.
(2008) ¢i 3 pg/ml v praci Jung et al. (2012). Divodem pouziti nasi nizké koncentrace byly
vysledky pilotniho testu cytotoxicity (vysledky nejsou soucésti této diplomové prace), kdy
koncentrace vy$si nez 1,2 pg/ml cytochalasinu-B negativné ovliviiovaly viabilitu bunék.
Koncentrace nizsi nez 0,8 pg/ml byly pak jiz nedostatecné pro zablokovani cytokineze.

Jednim z moznych vysvétleni takovéto citlivosti bunék k cytochalasinu-B jsou odlisné
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kultivacni podminky v jednotlivych studiich, respektive naptiklad absence potahu
kultiva¢ni plochy smési fibronektinu, kolagenu typu I a bovinniho sérového albuminu,
ktery hraje vyznamnou roli v signalizaci adherentnich bunék (Wadsworth et al., 2004).
Dal$im moznym vysvétlenim mohou byt zmény v bunkéach indukované piitomnosti séra,
které prokazatelné iniciuje terminalni diferenciaci bunék BEAS-2B (Lechner et al., 1984;
Zhao & Klimecki, 2014), ¢i nedodrzeni kultiva¢nich podminek jako je maximalni 80%

konfluence.

B[a]P, 3-NBA i 1-NP jsou pro bunéénou linii BEAS-2Bv nami testovanych
koncentracich genotoxické. B[a]P i 3-NBA vykazovaly mirné, statisticky nevyznamné
koncentra¢ni zvySeni poctu ABB jak u 28 tak u 48 h expozice. Naproti tomu Casova
zavislost byla prokazatelné signifikantni (p < 0,05) u vSech koncentraci, pfi¢emz byl
zaznamenan mirny pokles ABB u nejvyssi (200 uM) koncentrace B[a]P. Tento pokles
pozitivng koreloval s poklesem déliciho indexu CBPI (1,78 kontrola, 1,6 pro 200 uM), coz
zna¢i mirny inhibi¢ni vliv této koncentrace B[a]P na bunécnou proliferaci. Délici index
3-NBA se nijak vyznamné se zvySujici se koncentraci neménil, tudiz zde zZadny inhibi¢ni
ucinek zaznamendn nebyl. Na ziklad¢ téchto vysledkli byla z vétsi Casti potvrzena
hypotéza H2, tj. ze B[a]P a3-NBA jsou pro bunécnou linii BEAS-2B genotoxické,
pficemz vyvolavaji predev§im cCasové zavislou tvorbu MN pii nami testovanych
koncentracich a koncentra¢ni zavislost nebyla potvrzena u vSech vzorka. 1-NP vykazoval
mirné, avSak opétovné statisticky nevyznamné koncentrac¢ni zvySeni poctu ABB pii 28 h
expozici. 48 h expozice indukovala sestupnou tendenci poc¢tu ABB, tudiz ¢asové zavislé
signifikantni zvySeni (p < 0,05) ABB bylo zaznamendno pouze u nejnizZsi testované
koncentrace, tj. pti 1 uM. Snizeni poctu ABB se zvySujici se koncentraci u 48 h expozice
pozitivné korelovalo s poklesem déliciho indexu, tudiZ tyto koncentrace mély jiz mirny
inhibi¢ni efekt. Na zéklad¢ téchto vysledkil byla ¢aste€né potvrzena hypotéza H3, tj. ze
1-NP ptedstavuje genotoxickou latku pro bunky BEAS-2B, ale nebyla potvrzena ¢asova

ani koncentra¢ni zavislost.

Vysledky ze 72 h expozice B[a]P ukazuji, ze i 25x nizs§i koncentrace po dostate¢né
dlouhou dobu vysoce signifikantné (p < 0,001) zvySuje procento ABB oproti 28 h
expozici. Obdobné i 3-NBA a 1-NP vykazuji vyssi procento ABB pfi 72 h expozici nizS§im
koncentracim, nez tomu bylo u 28 a 48 h expozic. Mlzeme tedy fict, Ze buné¢éna linie

BEAS-2B je senzitivni | K nizkym koncentracim PAU pfi dlouhodobé kultivaci.
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Extrahovatelnd organicka hmota ze spalin nafty B0, nafty s 30% piidavkem bioslozky
B30 a 100% bionafty B100 je pro bunécnou linii BEAS-2B Vv testovanych koncentracich
genotoxicka, ¢imz byla potvrzena druha ¢ast hypotézy H3. Celkové vzato, EOM ze spalin
vSech tfi typt dieselového paliva mély velmi podobné Gcinky, prestoze jejich sloZzeni neni
totozné (viz Graf ¢.13). Celkové mnozstvi PAU, které jsou z hlediska genotoxicity
35769,3 ng/mg DEP, B30 40 107,5 ng/mg DEP, B100 41 164,7 ng/mg DEP. 28 h
expozice vykazovala u vSech tfi paliv mirnou, v piipadé B0 statisticky vyznamnou (p <
0,05) koncentrac¢ni zavislost. Naproti tomu casova zavislost mezi 28 a 48h expozici
testované koncentrace 1 pg/ml u vSech paliv a mirné zvySeni (p < 0,05) pfi koncentraci 25
ug/ml u B100. Propad v po¢tu ABB u 48 h expozice pii koncentraci vyssi nez 1 pg/ml je
zjevny u vSech testovanych paliv a je doprovazen poklesem déliciho indexu CBPI. Tudiz
koncentrace vyss$i nez 1 ug/ml mély pti del$i nez 28 h expozici mirné inhibi¢ni vliv na
proliferaci bunck, ktery vyustil ve sniZzeni celkové hladiny ABB pfii zachovani

detekovatelné koncentra¢ni zavislosti.

Vsechny testované koncentrace EOM ze vsech tii paliv pfi 72 h expozici byly vysoce
genotoxické (p < 0,001). U 72 h expozice byl vysSe popsany pokles poctu ABB pii
koncentraci vys$§i nez 1 pg/ml také zaznamenan a opét pozitivné koreluje s poklesem
déliciho indexu CBPI. Vzhledem k vySe zminénému byl prokazan vysoce signifikantni
nartst poctu ABB pii expozici bunék BEAS-2B EOM ze vSech testovanych paliv bez

vyznamného rozdilu mezi nimi.

Testovani genotoxicity nanoc¢astic titanu a stiibra pomoci analyzy mikrojader narazelo
na urcité problémy, kterym se v nasledujici ¢asti budeme jednotlivé vénovat. Prvnim
z problému, pti planovani experimentu byl fakt, Ze ob¢ testované nanocastice v tekutiné
velmi dobte sedimentovaly, tudiz nebylo mozné vzdy pouzit identického postupu expozice
jako u latek rozpustnych. Pfi 28 h expozici byla aplikace nanocastic provedena stejné jako
u latek rozpustnych, tj. k 199 pl média s ¢asticemi byl pfidan 1 ul cytochalasinu-B, aby
bylo dosazeno vysledné koncentrace 0,1 pg/ml, acely objem komurky byl nékolikrat
promichan. Hlavnim cilem 48 h expozice bylo testovat stejné koncentrace latek jako pii 28
h expozici a sledovat tak pifipadnou Casovou zavislost. Proto, aby byla zachovana stejna

koncentrace nano&astic na cm? kultivaéni plochy, bylo do komurky postupné napipetovano
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199 ul média s ¢asticemi a 101 pl média pro doplnéni na celkovy objem 300 ul. Po 20 h
expozice bylo z celkového objemu 300 pl odebrano 1,5 ul anahrazeno 1,5 pul
cytochalasinu-B, aby byla dosaZena finalni koncentrace v mediu 0,1 pg/ml, a cely objem
komiirky byl poté nékolikrat promichan. Timto zplisobem byla zachovana koncentrace
nanodastic na cm?® kultivaéni plochy pfi udrzeni vhodnych kultiva¢nich podminek pii delsi
expozici. Podobné jako 48 h expozice byla vyfesena i 72 h expozice, a to tak, ze k 199 pl
média s ¢asticemi bylo pfidano po 44 h kultivace Cerstvé médium o objemu 149,25 ul
a roztok cytochalasinu-B o objemu 1,75 pl, aby bylo dosazeno vysledné koncentrace 0,1

png/ml v celkovém objemu 350 pl media.

Druhym a velmi vyznamnym problémem byla piedev§im u nanocastic titanu
pritomnost téchto cCastic V prepardtu. Vzhledem k principu analyzy mikrojader, kdy
hodnotitel opticky kontroluje pfitomnost mikrojadra v dvoujaderné buiice, jsou shluky
nanocastic nashromazdéné na povrchu bunék a pravdépodobné i uvnitt velkym
problémem. Na Obrazku 3 mutzeme vidét, jak shluky ¢astic znemoziuji urcit ptipadnou
ptitomnost mikrojadra. Tento problém byl velice patrny obzvlast u NM101 pfi koncentraci

vysSich nez 1 ],Lg/cmz.

Na zéklad¢ naSich vysledkii lze shrnout, ze titanové nanocastice NM101 nejsou
Vv testovanych koncentracich pfi 28 a 48 h genotoxické, nicméné je mozZné, Ze mirny
genotoxicky efekt nebyl zachycen kvili vyse uvedenym komplikacim. Délici index bunék
nijak vyznamné& nekolisal a buniky byly po morfologické strance stabilni. Naproti tomu 72
h expozice pfi nejnizsi testované koncentraci 0,25 ],Lg/cm2 vykazuje vysoce signifikantné (p
< 0,001) zvySeny pocet ABB oproti kontrole a potvrzuje hypotézu H4. U dalSich
koncentraci je evidentni pokles poctu ABB se zvySujici se koncentraci. Tento efekt si
vysvétlujeme snizenou zachytitelnosti mikrojader z divodu vysSiho poctu shluki

nanocastic kolem jader buiiky.

V ptipadé stiibrnych nanocastic NM302 byla hodnotitelnost pii koncentracich
porovnatelnych s NM101 lepsi z diivodu jiného tvaru a absence lomu svétla na povrchu
¢astic (viz Obrazek 4). Ziejm¢ i proto byl zaznamendn mirny nartst po¢tu ABB u davky
2,5 pg/cm2 pii 48 h expozici. 72 h expozice vykazuje sestupny, piesto ve vsech
koncentracich signifikantni (p < 0,05) trend poctu ABB. D¢lici index bunék nijak
vyznamné nekolisal a buiikky byly po morfologické strance stabilni stejn¢ jako u NM101.

Na zakladé téchto vysledkii byla potvrzena castecné hypotéza HS, tj. Ze nanocdstice
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NM302 jsou genotoxickou latkou pro buiiky BEAS-2B, ale nebyla prokazéana koncentra¢ni
ani Casova zavislost. Pfitomnost nanocastic vné ¢i uvniti bunék BEAS-2B bude v

budoucich experimentech provéfena pomoci transmisni elektronové mikroskopie.

Vzhledem k vysledkim této diplomové prace muzeme fFici, Ze piestoze jsou
koncentrace testovanych latek vysoké ve srovnani s redlnymi podminkami (napt. 1 pM
B[a]P odpovida koncentraci 251,31 pg/m®, pfiemz napf. koncentrace naméfené v Praze-
Sporilové mezi lety 2000-2012 &inily 1,23 pg/m®) (Rychlikova, 2014), tato bundcna linie
muze poslouzit i pii testovani realnych dlouhodobych expozici ¢i k testovani genotoxicity
potencidlné Skodlivych latek. Byla tak potvrzena hypotéza H1.Vyznamnym zjisténim této
prace jsou vysledky genotoxicity EOM ze spalin paliv BO, B30 a B100, kdy nebyly
zjistény zaddné vyznamné rozdily mezi jednotlivymi palivy, 1 kdyz soucasné probihajici

testy v nasi laboratofi naznacuji jisté rozdily na tirovni dalSich analyzovanych markert.

Podobné problémy, které byly popsany v této praci ve spojeni s testovanim nanocastic,
jsou obsazeny i v ¢lanku skupiny Oostingh et al. (2011), kdy se skupina potykala se shluky
nanocastic ve vzorku, které zplisobovaly chyby ve stanoveni po¢tu mikrojader. Rozdilem
oproti této praci je ale fakt, Ze jednalo o shluky v mediu, zatimco v naSem ptipadé byly
nanoCastice na a mozna i uvniti bunék, ale v okolnim médiu byly rovnomérné
dispergované. Problematikou pouzivani tradi¢nich toxikologickych testil pro nanomaterialy
se podrobné zabyva i ¢lanek skupiny Kroll et al. (2012) a Doak et al. (2009), které uvadi,
ze je nutné vSechny druhy nanocastic testovat samostatné a hledat konkrétni feSeni
problémi pro danou c&astici. Diky velké variabilité téchto latek ve tvaru, povrchu a
reaktivité totiz neni mozné vytvofit pouze jeden spolecny protokol pro testovani toxicity
nanomateridli. Déle pak na zdklad€ naSich vysledkii miZeme fici, Ze vystaveni nizkym
koncentracim nanocastic NM101 1 NM302 po dobu delsi nez 48 h mlze byt potencialni

genotoxické ucinky.
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6 Zavér

Hlavni naplni této diplomové prace bylo otestovani vyuziti buné¢né linie BEAS-2B pro

analyzu mikrojader v genetické toxikologii. Analyza byla provedena pomoci 28, 48 a 72 h

expozice PAU, EOM ze tii typi dieselovych paliv a nanocésticim titanu a stfibra.

1)

2)

3)

4)

5)

vvvvvv

Bunécna linie BEAS-2B je pfi dodrzeni doporucenych kultivaénich podminek
stabilni bunéCnou linii s charakterizovanym genotypem a morfologii lidského

plicniho epitelu.

Analyza mikrojader je vhodnou metodou pro testovani genotoxicity vybranych

latek u bun&cné linie BEAS-2B v systému Lab-Tek® Chamber Slide™.

B[a]P, 3-NBA a 1-NP jsou pro buné¢nou linii BEAS-2B genotoxické latky, které
za urcitych podminek velmi vyznamné (p < 0,001) zvysuji procento ABB ve vzorku

a v ptipad¢ vyssich koncentraci dokazou mirné inhibovat bunéénou proliferaci.

EOM ze spalin nafty BO, nafty s 30% pifidavkem bioslozky B30 a 100% bionafty
B100 jsou pro bunéénou linii BEAS-2B za urcitych podminek velmi vyznamné (p <

0,001) genotoxicke.

Nanocastice TiO, NM101 a Ag NM302 jsou za danych experimentalnich podminek
pro bunécnou linii BEAS-2B genotoxické, ale analyza mikrojader neni vhodnym

testem urceni této genotoxicity z divodu optickych vlastnosti téchto nanocastic.
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8 Prilohy

Priloha €. 1, Zamrazovaci protokol bunék BEAS-2B

Roztoky: BEGM™ (37°C), BEGM™ (2-8°C), DMSO (PT), PBS (37°C), PVP (2-8°C),
isopropanol (RT)

Postup: Den pied zamrazenim u bunééné kultury byla u bunééné kultury provedena
vyména media. Byly zamrazovany dobie narostlé buné¢né kultury v exponencialni fazi
ristu. Bunky byly zamrazeny ve specialnim Cerstvé piipraveném mediu, které se sklada
z media A a media B (viz Tabulka 23).

Bunky byly sklizeny stejnym zptsobem jako pfipasazovani a vysledna bunééna
suspenze byla zfedéna na koncentraci 1x10° bunék/ml. K tomuto mnozstvi bylo pomalu,
kapku po kapce ptidano vychlazené medium B v poméru 1:1 avse dobfe promiseno.
Maximalni doba od prvniho kontaktu bunék s mediem B do zamrazeni nesméla byt delsi
nez 40 minut. Vznikla suspenze méla koncentraci 5x10° bun&k/ml. Byla rozd&lena po 1 ml
do kryozkumavek aumistnéna do mraziciho kontejneru s isopropanolem o pokojové
teploté. Kontejner byl ulozen do -70°C, kde byl ponechan minimalné 4 hodiny (nejlépe
ptes noc). Poté byly zkumavky pievedeny do kapalného dusiku.

Pozn. pro zvySeni viability zamrazenych bunék je mozné pouzit misto Cerstvého

BEGM™ 50% kondiciované medium.
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Tabulka 17: Rozpis rFedéni testovanych latek pro 24 h kultivaci

\%
Latka [ml] |% DMSO
B[a]P Zasobni roztok 200 mM 100 %
1,5 ul (200 mM) + 1498.5 ul media =200 uM 1,5 0,10 %
500 pl (200 uM) + 500 pul media = 100 uM 1 0,05 %
250 ul (100 uM) + 750 pl media =25 uM 1 0,01 %
3-NBA Zasobni roztok 5 mM 100 %
4 ul (5 mM) + 1996 ul media=10 uM 2 0,20 %
600 ul (10 uM) + 600 pl media =5 uM 1,2 0,10 %
200 pl (5 uM) + 800 pl media =1 uM 1 0,02 %
1-NP Zasobni roztok 10 mM 100 %
5,5 ul (10 mM) + 1094,6 ul media =50 uM 1,1 0,50 %
120 pl (50 pM) + 1080 pl media =5 uM 1,2 0,05 %
200 pl (5 uM) + 800 pl media =1 uM 1 0,02 %
B0, B30, B100 | Zasobni roztok 0,1 g/ml 100 %
1 ul (0,1 g/ml) +999 pl media = 100 pg/ml 1 0,10 %
350 pul (100 pg/ml) + 350 ul media = 50 pg/ml 0,7 0,05 %
14 pl (50 pg/ml) + 686 pl media = 1 pg/ml 0,7 | <0,01%
250 pul (100 pg/ml) + 750 pl media =25 pg/ml 1 0,02 %
100 pl (100 pg/ml) + 900 pl media = 10 pg/ml 1 <0,01 %
NM101, NM302 | Zasobni roztok 2560 pg/ml X
78,13 ul (2560 ug/ml) + 921,87 pul media =200 pg/ml | 1 X
87,5 ul (200 pg/ml) + 612,5 pl media = 25 pg/ml 0,7 X
35 ul (200 pg/ml) + 665 ul media = 10 pg/ml 0,7 X
3,5 ul1 (200 pg/ml) + 696,5 pul media =1 pg/ml 0,7 X

B[a]P (benzo[a]pyren), 3-NBA (3nitrobenzathron), 1-NP (1-nitropyren), BO (extrahovatelnd organicka slozka
z nafty), B30 (extrahovatelnd organicka slozka z nafty s 30 % biosloZzky), B100 (extrahovatelna organicka
hmota ze 100% bionafty), NM101 (nanocastice TiO;), NM302 (nanocéastice Ag) DMSO (dimethylsulfoxid)
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Tabulka 18: Rozpis Fedéni testovanych litek pro 48 h kultivaci

\
Latka [ml] |% DMSO
B[a]P Zasobni roztok 200 mM 100 %
1,6 ul (200 mM) + 1598,4 ul media =200 uM 1,6 0,10 %
600 ul (200 uM) + 600 ul media =100 uM 1,2 0,05 %
250 pl (100 uM) + 750 pl media =25 pM 1 0,01 %
3-NBA Zasobni roztok 5 mM 100 %
4 ul (5 mM) + 1996 ul media =10 uM 2 0,20 %
600 pl (10 uM) + 600 pl media =5 uM 1,2 0,10 %
200 ul (5 uM) + 800 ul media=1 uM 1 0,02 %
1-NP Zasobni roztok 10 mM 100 %
5,5 ul (10 mM) + 1094,6 pul media =50 uM 1,1 0,50 %
120 pl (50 uM) + 1080 pl media =5 uM 1,2 0,05 %
200 pl (5 uM) + 800 pl media=1 uM 1 0,02 %
BO, B30, B100 |Zasobni roztok 0,1 g/ml 100 %
1,5 ul (0,1 g/ml) + 1498,5 pl media = 100 pg/ml 1,5 0,10 %
500 pl (100 pg/ml) + 500 pl media = 50 pg/ml 1 0,05 %
20 pl (50 pg/ml) + 950 pl media =1 pg/ml 1 <0,01 %
250 pul (100 pg/ml) + 750 ul media =25 pg/ml 1 0,02 %
100 pl (100 pg/ml) + 900 pl media = 10 pg/ml 1 <0,01 %
NM101, NM302 | Zasobni roztok 2560 pg/ml X
78,13 ul (2560 pg/ml) + 921,87 pl media =200 pg/ml | 1 X
125 ul (200 pg/ml) + 875 ul media =25 pg/ml 1 X
50 ul (200 pg/ml) + 950 pul media = 10 pg/ml 1 X
5 ul (200 pg/ml) + 995 pl media = 1 pg/ml 1 X

B[a]P (benzo[a]pyren), 3-NBA (3nitrobenzathron), 1-NP (1-nitropyren), BO (extrahovatelna organicka slozka

z nafty), B30 (extrahovatelna organicka slozka z nafty s30 % bioslozky), B100 (extrahovatelna organicka
hmota ze 100% bionafty), NM101 (nanocastice TiO,), NM302 (nanocastice Ag) DMSO (dimethylsulfoxid)
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Tabulka 19: Rozpis redéni testovanych latek pro 72 h kultivaci

\% %
Latka [ml] | DMSO
B[a]P Zasobni roztok 10 mM 100 %
2,25 ul (10 mM) + 1497,75 ul media =15 uM 1,5 0,15%
666,6 ul (15 uM) + 333,4 pul media =10 uM 1 0,10%
70 ul (10 uM) + 630 pl media=1 uM 0,7 0,01%
3-NBA Zasobni roztok 5 uM 1%
50 ul (5 uM) + 950 ul media =250 nM 1 0,05%
100 pl (250 nM) + 900 pl media = 25 nM 1 0,01%
336 ul (25 nM) + 364 pl media =12 nM 0,7 | <0,01%
1-NP Zasobni roztok 0,01 mM 1%
80 ul (10 uM) + 620 pl media=1 pM 0,8 0,10%
140 pl (1 uM) + 560 pl media = 200 nM 0,7 0,02%
35 ul (200 nM) + 665 pl media = 10 nM 0,7 | <0,01%
B0, B30, B100 |Zasobni roztok 0,1 g/ml 100%
1 pl (0,1 g/ml) + 1999 ul media = 50 pg/ml 2 0,05%
140 pl (50 pg/ml) + 560 pl media = 10 pg/ml 0,7 0,01%
70 ul (10 pg/ml) + 630 pl media =1 pg/ml 0,7 | <0,01%
50 ul (100 pg/ml) + 950 ul media =5 pg/ml 1 <0,01%
NM101, NM302 | Zasobni roztok 2560 pg/ml X
78,13 ul (2560 pg/ml) + 921,87 pl media =200 ug/ml | 1 X
35 ul (200 pg/ml) + 665 pul media = 10 pg/ml 0,7 X
17,5 ul (200 pg/ml) + 682,5 ul media =5 pg/ml 0,7 X
3,5 ul (200 pg/ml) + 696,5 pul media = 1 pg/ml 0,7 X

B[a]P (benzo[a]pyren), 3-NBA (3nitrobenzathron), 1-NP (1-nitropyren), BO (extrahovatelna organicka slozka
z nafty), B30 (extrahovatelnd organicka slozka z nafty s30 % bioslozky), B100 (extrahovatelnd organicka
hmota ze 100% bionafty), NM101 (nano¢astice TiO,), NM302 (nanoé¢astice Ag) DMSO (dimethylsulfoxid)
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Tabulka 20: Chemicka analyza EOM ze spalin nafty (B0), nafty s 30% piimési

bioslozky z Fepkového oleje (B30) a 100% bionafta z Fepkového oleje (B100)

BO B30 B100
PAU (ng/mg DEP) (ng/mg DEP) (ng/mg DEP)
Fenanthren 60,9 25,8 18,3
Antracen 6,4 4,0 2,1
4H-cycklopenta[def]fenanthren 2,8 3,8 4,3
Fluoranthen 41,9 109,7 117,0
Pyren 67,7 151,8 144.4
Benzo[c]fenanthren 1,9 3,8 4,0
Trifenylen 9,0 3,6 4,0
4-methylpyren 10,0 13,4 12,0
1-methylpyren 5,1 7,2 3,9
Benz[a]antracen 6,6 9,8 26,1
Chrysen 5,1 60,8 126,1
Benzo[j]fluoranthen 2,4 2,8 6,4
Benzo[e]pyren 0,7 0,6 3,6
7-methylbenz[a]antracen 0,3 n.d. n.d.
Benzo[b]fluoranthen 1,2 1,4 7,0
1-methylchrysen 0,3 0,3 1,2
Benzo[k]fluoranthen n.d. n.d. 2,6
Benzo|[c]chrysen n.d. n.d. 0,2
Benzo[a]pyren 0,6 0,9 1,7
Benzo[g,h,i]perylen 2,2 2,8 3,8
Indeno[1,2,3-cd]pyren 0,7 0,8 1,8
Koronen 0,8 0,7 0,7

BO B30 B100
Oxidované PAU (ng/mg DEP) (ng/mg DEP) (ng/mg DEP)
Anhydrid 1,8-
naftalendikarboxylové kyseliny 25417 29454 29669
Fenanthren -9,10-dion 1264 771 839
9H-fluoren-9-on 4321 2754 1714
Antracen-9,10-dion 2675 4460 3984
7H-Benz[de]antracen-7-on 1358 1502 2373
9-hydroxybenzo[a]pyren 60 71 93
Benz[a]antracen-7,12-dion 24 39 151
3-hydroxybenzo[a]pyren 47 47 100

BO B30 B100
Nitro- PAU (ng/mg DEP) (ng/mg DEP) (ng/mg DEP)
1-nitropyren 314 539 1504
2-nitropyren 25 12 23
4-nitropyren 18 16 44
3-nitrofluoranthen 7 16 41
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BO B30 B100
Dinitro- PAU (ng/mg DEP) (ng/mg DEP) (ng/mg DEP)
1,3-dinitropyren 1,6 2,4 17,7
1,6-dinitropyren 1,2 5,6 65,0
1,8-dinitropyren 0,9 4,6 48,0
Celkovy soucet vsech PAU 35769,3 40107,5 41164,7

BO (extrahovatelna organicka slozka z nafty), B30 (extrahovatelna organicka slozka z nafty s 30 % bioslozky),
B100 (extrahovatelna organickd hmota ze 100% bionafty), DEP (angl. Diesel exhaust particles), n. d.

(koncentrace latky byla pod detekénim limitem pfistroje).

Tabulka 21: Roztoky pro kultivaci BEAS-2B

Roztok Skladovani Pracovni teplota
BEGM"" BulletKit™ 2-8°C 37°C

BEBM™ 2-8°C 2-8°C

0,25% Trypsin + 0,53 mM EDTA + 0,5% PVP 2-8°C PT

Podkladové medium 2-8°C PT

BEGM (angl. Bronchial epithelial cell growth medium), EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova), PVP
(polyvinylpyrrolidon), PT (pokojova teplota)

Tabulka 22: Roztoky pro pripravu podkladového média pro kultivaci BEAS-2B

Podkladové Skladovani Zasobni Finalni koncentrace v | V =45 ml
medium koncentrace | roztoku

BEBM™ 2-8 °C 44,2785 ml
Fibronektin 2-8 °C 1 mg/mi 0,01 mg/ml 450 pl
Kolagentypu I. | 2-8 °C 5 mg/ml 0,03 mg/ml 270 ul
BSA 2-8 °C 300 mg/mi 0,01 mg/ml 1,5 ul

BEBM (angl. Bronchial epithelial basal medium), BSA (bovinni sérovy albumin)

Tabulka 23: Roztoky pro zamrazovani bunék BEAS-2B

MEDIUM a= BEGM™ (37°C) + buiiky (1x10° bun&k/ml) 50% 2,5ml
MEDIUM B = BEGM ™ (2-8°C) + 15% DMSO (PT) + 2% PV/P (2-8°C) | 50% 2,5ml
BEGM™ (2-8°C) 83% 2,075 ml
DMSO (PT) 15% 375 ul
PVP (2-8°C) 2% 50 ul
Celkovy objem k zamrazeni 5 ml
Poget kryozkumavek s 5x10° bungk/ml 5

BEGM (angl. Bronchial epithelial cell growth medium), DMSO (dimethylsulfoxid), PVP (polyvinylpyrrolidon),
PT (pokojova teplota)
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Tabulka 24: Tabulka hodnot z pro Z skore

sZk(')re 0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09

0 0,5000 | 0,5040 | 0,5080 | 0,5120 | 0,5160 | 0,5199 | 0,5239 | 0,5279 | 0,5319 | 0,5359
0,1 0,5398 | 0,5438 | 0,5478 | 0,5517 | 0,5557 | 0,5596 | 0,5636 | 0,5675 | 0,5714 | 0,5753
0,2 0,5793 | 0,5832 | 0,5871 | 0,5910 | 0,5948 | 0,5987 | 0,6026 | 0,6064 | 0,6103 | 0,6141
0,3 0,6179 | 0,6217 | 0,6255 | 0,6293 | 0,6331 | 0,6368 | 0,6406 | 0,6443 | 0,6480 | 0,6517
04 0,6554 | 0,6591 | 0,6628 | 0,6664 | 0,6700 | 0,6736 | 0,6772 | 0,6808 | 0,6844 | 0,6879
0,5 0,6915 | 0,6950 | 0,6985 | 0,7019 | 0,7054 | 0,7088 | 0,7123 | 0,7157 | 0,7190 | 0,7224
0,6 0,7257 | 0,7291 | 0,7324 | 0,7357 | 0,7389 | 0,7422 | 0,7454 | 0,7486 | 0,7517 | 0,7549
0,7 0,7580 | 0,7611 | 0,7642 | 0,7673 | 0,7704 | 0,7734 | 0,7764 | 0,7794 | 0,7823 | 0,7852
0,8 0,7881 | 0,7910 | 0,7939 | 0,7967 | 0,7995 | 0,8023 | 0,8051 | 0,8078 | 0,8106 | 0,8133
0,9 0,8159 | 0,8186 | 0,8212 | 0,8238 | 0,8264 | 0,8289 | 0,8315 | 0,8340 | 0,8365 | 0,8389
1 0,8413 | 0,8438 | 0,8461 | 0,8485 | 0,8508 | 0,8531 | 0,8554 | 0,8577 | 0,8599 | 0,8621
11 0,8643 | 0,8665 | 0,8686 | 0,8708 | 0,8729 | 0,8749 | 0,8770 | 0,8790 | 0,8810 | 0,8830
12 0,8849 | 0,8869 | 0,8888 | 0,8907 | 0,8925 | 0,8944 | 0,8962 | 0,8980 | 0,8997 | 0,9015
13 0,9032 | 0,9049 | 0,9066 | 0,9082 | 0,9099 | 0,9115 | 0,9131 | 0,9147 | 0,9162 | 0,9177
1,4 0,9192 | 0,9207 | 0,9222 | 0,9236 | 0,9251 | 0,9265 | 0,9279 | 0,9292 | 0,9306 | 0,9319
15 0,9332 | 0,9345 | 0,9357 | 0,9370 | 0,9382 | 0,9394 | 0,9406 | 0,9418 | 0,9429 | 0,9441
1,6 0,9452 | 0,9463 | 0,9474 | 0,9484 | 0,9495 | 0,9505 | 0,9515 | 0,9525 | 0,9535 | 0,9545
1,7 0,9554 | 0,9564 | 0,9573 | 0,9582 | 0,9591 | 0,9599 | 0,9608 | 0,9616 | 0,9625 | 0,9633
1,8 0,9641 | 0,9649 | 0,9656 | 0,9664 | 0,9671 | 0,9678 | 0,9686 | 0,9693 | 0,9699 | 0,9706
1,9 0,9713 | 0,9719 | 0,9726 | 0,9732 | 0,9738 | 0,9744 | 0,9750 | 0,9756 | 0,9761 | 0,9767
2 0,9772 | 0,9778 | 0,9783 | 0,9788 | 0,9793 | 0,9798 | 0,9803 | 0,9808 | 0,9812 | 0,9817
2,1 0,9821 | 0,9826 | 0,9830 | 0,9834 | 0,9838 | 0,9842 | 0,9846 | 0,9850 | 0,9854 | 0,9857
2,2 0,9861 | 0,9864 | 0,9868 | 0,9871 | 0,9875 | 0,9878 | 0,9881 | 0,9884 | 0,9887 | 0,9890
2,3 0,9893 | 0,9896 | 0,9898 | 0,9901 | 0,9904 | 0,9906 | 0,9909 | 0,9911 | 0,9913 | 0,9916
2,4 0,9918 | 0,9920 | 0,9922 | 0,9925 | 0,9927 | 0,9929 | 0,9931 | 0,9932 | 0,9934 | 0,9936
2,5 0,9938 | 0,9940 | 0,9941 | 0,9943 | 0,9945 | 0,9946 | 0,9948 | 0,9949 | 0,9951 | 0,9952
2,6 0,9953 | 0,9955 | 0,9956 | 0,9957 | 0,9959 | 0,9960 | 0,9961 | 0,9962 | 0,9963 | 0,9964
2,7 0,9965 | 0,9966 | 0,9967 | 0,9968 | 0,9969 | 0,9970 | 0,9971 | 0,9972 | 0,9973 | 0,9974
2,8 0,9974 | 0,9975 | 0,9976 | 0,9977 | 0,9977 | 0,9978 | 0,9979 | 0,9979 | 0,9980 | 0,9981
29 0,9981 | 0,9982 | 0,9982 | 0,9983 | 0,9984 | 0,9984 | 0,9985 | 0,9985 | 0,9986 | 0,9986
3 0,9987 | 0,9987 | 0,9987 | 0,9988 | 0,9988 | 0,9989 | 0,9989 | 0,9989 | 0,9990 | 0,9990
3,1 0,999 | 0,9991 | 0,9991 | 0,9991 | 0,9992 | 0,9992 | 0,9992 | 0,9992 | 0,9993 | 0,9993
3,2 0,9993 | 0,9993 | 0,9994 | 0,9994 | 0,9994 | 0,9994 | 0,9994 | 0,9995 | 0,9995 | 0,9995
3,3 0,9995 | 0,9995 | 0,9995 | 0,9996 | 0,9996 | 0,9996 | 0,9996 | 0,9996 | 0,9996 | 0,9997
3,4 0,9997 | 0,9997 | 0,9997 | 0,9997 | 0,9997 | 0,9997 | 0,9997 | 0,9997 | 0,9997 | 0,9998
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Obrazek 1: Dvoujaderné buniky BEAS-2B po aplikaci cytochalasinu-B, 48 h, negativni
kontrola, barvené 5% roztokem Giemsy. (A) dvoujaderna buika s dvéma mikrojadry, (B)
dvoujaderna bunika bez mikrojadra

T~

30 pm

Obrazek 2: Délici se bunka BEAS-2B v anafazi, 28 h expozice nanocasticim Ag NM302
6,25 pg/cm?, barvené 5% roztokem Giemsy. Sipky oznacuji nano&astice.
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Obrazek 3: Dvoujaderné buniky BEAS-2B po aplikaci cytochalasinu-B, 28 h expozice
nano&asticim TiO, NM101 2,5 pg/cm?® barvené 5% roztokem Giemsy. Sipka oznauje
nanocastice.

\
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Obrizek 4: Dvoujaderné buky BEAS-2B po aplikaci cytochalasinu-B, 28 h expozice
nano¢asticim Ag NM302 6,25 pg/cm?® barvené 5% roztokem Giemsy. Sipky oznaduji
mikrojadra.
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