
 

Toxicita anilin hydrochloridu  
a persulfátu amonného 

 

Jana Hrušková 

 

  
Bakalářská práce 
2013  

  
 



  





  



 

 

1) zákon č. 111/1998 Sb. o vysokých školách a o změně a doplnění dalších zákonů (zákon o vysokých školách), ve znění pozdějších práv-
ních předpisů, § 47 Zveřejňování závěrečných prací: 
(1) Vysoká škola nevýdělečně zveřejňuje disertační, diplomové, bakalářské a rigorózní práce, u kterých proběhla obhajoba, včetně 
posudků oponentů a výsledku obhajoby prostřednictvím databáze kvalifikačních prací, kterou spravuje. Způsob zveřejnění stanoví 
vnitřní předpis vysoké školy. 
(2) Disertační, diplomové, bakalářské a rigorózní práce odevzdané uchazečem k obhajobě musí být též nejméně pět pracovních dnů 
před konáním obhajoby zveřejněny k nahlížení veřejnosti v místě určeném vnitřním předpisem vysoké školy nebo není-li tak určeno, 
v místě pracoviště vysoké školy, kde se má konat obhajoba práce. Každý si může ze zveřejněné práce pořizovat na své náklady výpisy, 
opisy nebo rozmnoženiny. 
(3) Platí, že odevzdáním práce autor souhlasí se zveřejněním své práce podle tohoto zákona, bez ohledu na výsledek obhajoby. 
2) zákon č. 121/2000 Sb. o právu autorském, o právech souvisejících s právem autorským a o změně některých zákonů (autorský zákon) 
ve znění pozdějších právních předpisů, § 35 odst. 3: 
(3) Do práva autorského také nezasahuje škola nebo školské či vzdělávací zařízení, užije-li nikoli za účelem přímého nebo nepřímého 
hospodářského nebo obchodního prospěchu k výuce nebo k vlastní potřebě dílo vytvořené žákem nebo studentem ke splnění školních 
nebo studijních povinností vyplývajících z jeho právního vztahu ke škole nebo školskému či vzdělávacího zařízení (školní dílo). 
3) zákon č. 121/2000 Sb. o právu autorském, o právech souvisejících s právem autorským a o změně některých zákonů (autorský zákon) 
ve znění pozdějších právních předpisů, § 60 Školní dílo: 
(1) Škola nebo školské či vzdělávací zařízení mají za obvyklých podmínek právo na uzavření licenční smlouvy o užití školního díla (§ 35 
odst. 3). Odpírá-li autor takového díla udělit svolení bez vážného důvodu, mohou se tyto osoby domáhat nahrazení chybějícího projevu 
jeho vůle u soudu. Ustanovení § 35 odst. 3 zůstává nedotčeno. 
(2) Není-li sjednáno jinak, může autor školního díla své dílo užít či poskytnout jinému licenci, není-li to v rozporu s oprávněnými zájmy 
školy nebo školského či vzdělávacího zařízení. 
(3) Škola nebo školské či vzdělávací zařízení jsou oprávněny požadovat, aby jim autor školního díla z výdělku jím dosaženého 
v souvislosti s užitím díla či poskytnutím licence podle odstavce 2 přiměřeně přispěl na úhradu nákladů, které na vytvoření díla vynaloži-
ly, a to podle okolností až do jejich skutečné výše; přitom se přihlédne k výši výdělku dosaženého školou nebo školským či vzdělávacím 
zařízením z užití školního díla podle odstavce 1. 

 

 



ABSTRAKT 

Tato bakalářská práce se zabývá toxicitou dvou látek, konkrétně anilin hydrochloridu 

a amonium persulfátu, které tvoří základ pro výrobu vodivého polymeru polyanilinu. Teo-

retická část je zaměřena vedle toxicity těchto látek i na toxikologii samotnou. V praktické 

části je vyhodnocován vliv anilin hydrochloridu a amonium persulfátu na viabilitu buněčné 

linie keratinocitů HaCaT. 
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HaCaT

 

 

 

ABSTRACT 

This bachelor´s thesis deals with toxicity of two chemical substances, namely aniline hyd-

rochloride and ammonium persulfate, which forms the basis of polyaniline production. The 

theoretic part is focused on toxicity of these chemical substaces and toxikology itself. In 

the practical part the influence of aniline hydrochloride and ammonium persulfate on the 

viability of the keratinocyte cell line HaCaT is evaluated. 

 

Keywords: toxicity, ammonium persulphate, aniline hydrochloride, polyaniline, cell line 

HaCaT  
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ÚVOD 

Hlavním cílem této bakalářské práce je stanovení cytotoxicity dvou látek, a sice 

amonium persulfátu a anilin hydrochloridu. Jedná se o výchozí látky pro výrobu polyanili-

nu, vodivého polymeru, který má aktuálně velký potenciál pro využití v medicínských 

aplikacích. Jako jeho výchozí složky se tyto chemické látky v malém množství vyskytují i 

v hotovém polyanilinu a ovlivňují tak jeho biokompatibilitu.  

Z tohoto důvodu byly tyto látky zvoleny pro výzkum praktické části mé práce. 

Smyslem zkoumání tedy bude zejména zjištění koncentrací, které by již ve výsledném po-

lymeru nepůsobily toxicky, čehož bude dosaženo pomocí testu MTT a pozorováním flu-

orescenční mikroskopií. Metoda MTT využívá absorbance stejnojmenné látky 

(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-tetrazolium bromid) k vyhodnocení počtu živých 

buněk, které byly dříve vystaveny působení potenciálně toxické látky. Výsledky získané 

tímto postupem budou doplněny o názorné grafy, statisticko-matematické vyhodnocení a 

mikrofotografie buněk vystavených jednotlivým koncentracím testované látky. V testu 

MTT bude použito buněčné linie lidských keratinocytů HaCaT, při pozorování pomocí 

fluorescenční mikroskopie myšších fibroblastů NIH/3T3. 

V teoretické části budou, na základě výsledků jednotlivých toxikologických studií 

prováděných v minulosti, objasněny již známé toxické vlivy amonium persulfátu a anilin 

hydrochloridu, které doplní výsledky praktické části. Pro pochopení působení těchto látek 

zde budou vysvětleny jednotlivé typy toxických účinků a mechanismy, jakými se cizorodé 

látky do organismu dostávají a kterými v něm působí.
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 POLYANILIN  

Polyanili (PANI) je vodivý polymer, jehož vodivost je ve srovnání s kovy mnohoná-

sobně nižší, ovšem o mnoho řádů vyšší než u obvyklých polymerů. Vodivost PANI je dána 

systémem konjugovaných dvojných vazeb, tedy strukturou, ve které se pravidelně střídají 

jednoduché a dvojné vazby, a v druhé řadě pak přítomností nositelů náboje, kteří zpro-

středkovávají jeho transport po řetězci (Prokeš, Stejskal, Omastová, 2001). 

1.1 Formy 

PANI existuje v řadě forem, které se navzájem liší stupněm oxidace či protonace. 

Chemickou nebo elektrochemickou oxidací a redukcí lze dodat či odebrat elektrony a tak 

získat formy s rozdílnou chemickou strukturou, stabilitou, zbarvením a elektrickými vlast-

nostmi (Prokeš, Stejskal, Omastová, 2001).  

Obrázek 1 - polyanilinové formy (Prokeš, Stejskal, Omastová, 2001) 
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1.2 Příprava 

Standartní způsob přípravy PANI spočívá v oxidaci 0,2 M anilin hydrochloridu (AH)  

s 0,25 M amonium persulfátem (APS) v kyselém vodném prostředí za vzniku PANI ve 

formě emeraldinu. Při praktickém provedení se připraví odděleně roztoky AH a APS. Roz-

pustí se 2,59 g (20 mmol) AH v 50 ml vody a odděleně 5,71 g (25 mmol) APS taktéž 

v 50 ml vody (IUPAC, 2002). Po smísení roztoků lze pozorovat barevné změny. Reakční 

směs postupně modrá, po skončení polymerace zezelená. Reakce probíhá při pokojové 

teplotě asi 10 minut (Prokeš, Stejskal, Omastová, 2001). Následující den se vzniklá sraže-

nina odfiltruje, promývá se třemi 100 ml dávkami 0,2 M kyseliny chlorovodíkové a stej-

ným způsobem acetonem. Produkt se suší na vzduchu, dále se dosušuje při 60 °C ve vakuu 

(IUPAC, 2002). Stejným způsobem lze připravit filmy PANI na předmětech stálých 

v kyselém prostředí a to jejich ponořením do reakční směsi. Přidáním ve vodném prostředí 

rozpustného polymeru do reakční směsi lze získat místo sraženiny koloidní polyanilinovou 

disperzi (Prokeš, Stejskal, Omastová, 2001). 
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2 ANILIN HYDROCHLORID  

2.1 Struktura  

Obrázek 2 - strukturní vzorec anilin hydrochloridu 

(vytvořeno v programu ChemSketch)  

 

2.2 Fyzikální a chemické vlastnosti (při 20 °C) 

Anilin hydrochlorid (AH) je bílá až slabě našedlá nebo šedozelená látka pevného 

skupenství (při 20 °C), téměř bez zápachu. Je to hořlavá látka, rozpustná ve vodě a ethano-

lu. Molární hmotnost AH je 129,59 g/mol, hustota je 1,2 g/cm
3
, sypná hustota 500 kg/m

3
. 

Teplota tání je 197 – 200 °C, teplota varu 245 °C (Lach-Ner, 2005). 

2.3 Toxicita anilinhydrochloridu 

Toxicita AH je dále rozebrána v samostatné kapitole 5 toxicita anilin hydrochloridu. 
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3 AMONIUM PERSULFÁT  

3.1 Struktura 

Amonium persulfát (APS) je anorganická sůl (Cosmetic Ingredient Review Expert, 

2001) se strukturním vzorcem: 

Obrázek 3 - strukturní vzorec amonium persulfátu 

(vytvořeno v programu ChemSketch) 

 

3.2 Fyzikální a chemické vlastnosti (při 20 °C) 

APS je bílá, slabě zapáchající látka pevného skupenství. Je to nehořlavá látka roz-

pustná ve vodě, má silně oxidační vlastnosti. Molární hmotnost APS je 228,20 g/mol, hus-

tota je 1,982 g/cm
3
, sypná hustota 950 – 1050 kg/m

3
, hodnota pH = 3 (pro 100g/l). Teplota 

tání je 160 °C (Lach-Ner, 2011). 

3.3 Použití  

APS má v současnosti bohaté využití, kam patří, jak již bylo řečeno, příprava PANI 

(IUPAC, 2002). Dále se používá pro výrobu kadeřnických výrobků jako jsou zesvětlující 

přípravky a barvy na vlasy. Využítí nalézá také jako iniciátor při polymeraci latexu, synte-

tické gumy a při emulzních polymeracích. Dále také v elektronickém průmyslu, kde se 

využívá jeho čistících i leptacích účinků. Lze jej využít i při syntéze organických chemiká-

lií či antibiotik (Signorin et al., 2001). Mezi další aplikace patří například iniciace syntézy 

kvartérních amonných sloučenin, které jsou jedny z nejčastěji užívaných antimikrobiálních 

systémů pro různé lékařské aplikace (Abid, 2010) a spolu s kyselinou askorbovou tvoří 

iniciační systém tvorby hydrogelů na bázi polyvinylalkoholu (PVA). Ty jsou pak častou 

součástí medicínských aplikací (Martens, 2008). Používá se též při výrobě lipozomů 

na bázi vinylpyrolidonu a oxikology metakrylátu, ve formě váčků sloužících pro dopravu 

léků proti rakovině na určené místo, kde APS slouží opět k iniciaci, tentokrát v kombinaci 

s disiřičitanem sodným (Sivakumar, Rao, 2002). APS lze také použít při zjišťování obsahu 

berilia ve tkáních užitím urychlovačové hmotnostní analýzy (AMS). Před analýzou zkou-
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mané tkáně je vzorek orgánu vystaven účinku kyseliny dusičné a poté oxidován peroxidem 

vodíku a právě APS (Chiarappa-Zucca et al., 2004).  

3.4 Toxicita amonium persulfátu 

Na základě využití APS bylo vypracováno mnoho studií zabývajících se toxicitou 

a dráždivostí této látky. Podrobně se touto problematikou zabývá kapitola 6 toxicita amo-

nium persulfátu.  
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4 TOXIKOLOGIE 

4.1 Definice oboru 

Toxikologie je nauka o škodlivém působení látek na živé organismy. V moderním 

smyslu není toxikologie jen sumou poznatků o jedech a jejich účincích. Zabývá se také 

vzájemným působením chemických látek a živého organismu. U většiny látek totiž dochází 

po vstupu do organismu k jejich přeměnám – biotransformacím (Horák, Linhart, Klusoň, 

2004). Toxikologie se tedy vyvinula ve vědecký obor, který studuje účinky chemických 

látek na biologické organismy kvantitativně i kvalitativně. Chemická sloučenina totiž nemá 

pouze škodlivé nebo příznivé vlastnosti. Účinek, který chemikálie vyvolá, závisí 

na okolnostech, za kterých působí; např. na způsobu podání, na množství látky, které orga-

nismus musí zpracovat či na stáří a druhu organismu (Tichý, 2004). 

4.2 Vymezení základních pojmů 

Jed, neboli toxická látka, je v nejširším smyslu látka, která může vyvolat škodlivý 

účinek. Je zjevné, že nepříznivý účinek mohou za určitých podmínek vyvolávat všechny 

látky. Rozhodující je proto dávka, která reakci vyvolá (Horák, Linhart, Klusoň, 2004).  

Za jedy proto považujeme pouze takové látky, které již v malém množství mohou po vnik-

nutí do organismu vyvolat jeho poškození nebo smrt. Dále rozlišujeme toxiny, což jsou 

jedy pocházející z živé přírody, mají tedy živočišný, rostlinný či mikrobiální původ (Li-

nhart, 2012). Poslední pojem, který bych ráda vysvětlila je xenobiotikum. Jedná se o orga-

nismu cizí látku, která se v něm za normálních okolností nevyskytuje (Horák, Linhart, 

Klusoň, 2004). Ne všechna xenobiotika je možné označit za jedy. 

Jak již bylo uvedeno, o tom, jestli určitá látka působí jako jed, rozhoduje její dávka. 

Proto existují tzv. toxické indexy, které používáme pro vyjádření závislosti účinku na dáv-

ce. Efektivní (účinná) dávka (ED) je množství látky, které způsobuje reakci u určité části 

jedinců v souboru. Např. ED50 je dávka, při které reaguje 50 % jedinců ze souboru, 

ED100 je dávka, při které reagují právě všichni jedinci. Dávka letální (LD) je dávka, 

při které zahyne daná část jedinců ze souboru. Minimální inhibiční koncentrace (MIC) je 

nejnižší koncentrace, při které se projevuje bakteriostatický účinek, tzn. koncentrace, která 

viditelně inhibuje růst mikroorganismů (Tichý, 2004). „No Observable Adverse Effect 

Level“ (NOAEL) vyjadřuje nejvyšší koncentraci, při které ještě není pozorovatelný žádný 
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nepříznivý účinek.  „Lowest Observable Adverse Effect Level“ (LOAEL) je pak nejnižší 

testovaná dávka s již pozorovatelným, nepříznivým účinkem (Klaassen, 2008). 

Působení cizorodých látek na lidský organismus se může navenek projevit celou šká-

lou rozmanitých účinků – od lehké nevolnosti, přes poruchy zažívání, poškození nervové 

soustavy, až po smrt (Horák, Linhart, Klusoň, 2004). Změny, které jsou důsledkem vniknu-

tí jedů do organismu, při níž dochází k poškození jeho životních funkcí, se označují po-

jmem otrava. Projeví-li se bezprostředně již po podání jedné dávky cizorodé látky, mlu-

víme o otravě akutní. Účinek opakovaných dávek či dlouhodobé kontinuální expozice na-

zýváme chronický (Linhart, 2012). Akutní a chronické účinky vyvolané toutéž látkou se 

mohou navzájem značně lišit. Stejné látky mohou zpravidla způsobit jak akutní, tak chro-

nickou otravu (Horák, Linhart, Klusoň, 2004). 

4.3 Historie toxikologie 

Otravy doprovázejí dějiny lidského rodu od samého počátku. S úmyslným trávením 

neboli travičstvím se můžeme setkat v antice, ve středověku, v období renesance i baroka 

a ani doba moderní a postmoderní nebyla, a není, tohoto fenoménu ušetřena. (Horák, Li-

nhart, Klusoň, 2004) Již primitivní lidé znali účinky toxinů z živočichů a rostlin a používali 

je jako zbraně. Studium jedů zřejmě existovalo už před rokem 1500 př.K., odkud pochází 

dosud nejstarší známý soubor lékařských záznamů, Ebersův papyrus, který zahrnoval popi-

sy přípravy jedů (Tichý, 2004). Staří Egypťané používali destilovaný kyanovodík z jader 

broskvových pecek k výkonům soudní moci (Linhart, 2012). Jedy jako je otrušík, akonit 

nebo opium se objevovaly v medicíně starých Hindů, jak se lze dočíst ve Védách. Dávní 

Číňané pak užívali akonit jako šípový jed. Z prací Hippokrata (400 př.K.) je zřejmé, že 

Řekové nashromáždili téměř profesionální vědomosti o jedech a principech toxikologie, 

dokonce o léčení otrav pozměněním jejich absorpce v organismu. První z významných 

toxikologů, nikoliv travičů, je Paracelus (vlastním jménem Philippus Aureolus Threophra-

tus Bombastus von Hohenheim, narozen 1492 v Einsiedeln ve Švýcarsku). Mnoho jeho 

názorů zůstává součástí toxikologie dodnes. Paracelus prováděl skutečné pokusy a položil 

tak vědecký základ toxikologie. (Tichý, 2004) Na prahu novověku, v roce 1527, Paracelus 

zformuloval základní definici jedovaté substance: „Pouze dávka rozhoduje, je-li látka je-

dem“ (Horák, Linhart, Klusoň, 2004). Další významnou postavou tohoto oboru je španěl-

ský lékař M.J.B. Orfila (1787-1853), lékař a analytický chemik, který absolvoval univerzi-

tu v Paříži, kde se stal i profesorem. Své studium soustředil na analytické důkazy jedů 
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v organismu, tento fakt aplikoval při experimentech na psech (Linhart, 2012).  Zavedl 

kvantitativní metodologii do studií účinků chemikálií na zvířata, a proto je pokládán 

za otce moderní toxikologie (Tichý, 2004). 

Společně s vývojem průmyslové společnosti docházelo také k výraznému zvýšení 

kontaktů mezi člověkem a chemickými látkami. To vedlo k rozvoji řady nových metod 

sloužících ke studiu toxikologického efektu různých látek (Leist, Hartung, Nicotera, 2008). 

S ohledem na rozsah práce není možné celou problematiku podrobně popsat, proto odkazu-

ji čtenáře na informace obsažené v práci Toxicity testing in the 21
st
 Century: Defining New 

Risk Assessment Approaches Based on Perturbation of Intracellular Toxicity Pathways 

(2011). O významu toxikologie v moderní době svědčí také rozvoj podoborů a oborů nově 

vzniklých na jejím základě. V poslední době tak došlo k rozvoji například „Coputational 

19oxikology“, což je podobor toxikologie zabývající se využitím matematiky, statistiky, 

modelování a obecně in situ technik k hlubšímu porozumění mechanismů toxikologických 

efektů včetně jejich předvídání (Rusyn, Daston, 2010). Dalším příkladem může být „toxi-

kogenomika“, která se zabývá sběrem a interpretací informací o genové a proteinové akti-

vitě v konkrétních buňkách či tkáních jako odezvy na působení toxických látek (North, 

Vulpe, 2010). V posledních desetiletích je také možné pozorovat výrazný rozvoj alterna-

tivních metod studia. Ty jsou založeny především na in vitro metodách a minimalizují tak 

použití zvířat v laboratorních testech (Hartung, 2010). 

4.4 Toxické účinky 

Existuje celá řada toxických účinků, níže jsou uvedeny pouze jejich nejčastěj-

ší formy: 

4.4.1 Podráždění kůže a sliznic, místní účinek  

Kůže je hlavní cílovou tkání pro exogenní škodlivé látky, chrání nás před škodli-

vými vlivy životního prostředí, UV-zářením a endogenními ztrátami vody. Skládá se 

ze tří vrstev, pokožky (epidermis), škáry (dermis) a podkožního vaziva (subcutis), přičemž 

vnější epidermis tvoří rohovějící vrstevnatý dlaždicový epitel, který se skládá hlavně 

z keratinocytů  (Martínek, Vacek, 2009). Svrchní rohová vrstva pokožky je účinná bariéra 

proti obrovskému množství látek. Kromě toho, keratinocyty hrají klíčovou roli 

v imunitním dohledu, zahájení, modulaci a regulaci zánětu v epidermis (Welss, Basketter, 

Schroder, 2004). Podráždění kůže, dýchacího ústrojí i sliznic vyvolávají zejména žíraviny. 
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Mohou vyvolat až poleptání. Patří sem silné kyseliny, zásady a silná oxidační činidla. Stu-

peň podráždění závisí na schopnosti chemikálie prostupovat do kůže a sliznic. Ke změnám 

dochází v místě kontaktu a u kyselin a zásad jde o změnu pH (Tichý, 2004). Existuje také 

závislost kontaktní dráždivé dermatitidy na stáří kůže. Dráždivá reakce může být zvýšená 

u dětí a klesající pak s rostoucím věkem. Obecně platí, že starší pokožka reaguje ve srov-

nání s mladou kůží na podráždění pomaleji a s menší intenzitou (Zhai et al., 2012). 

Dráždivost kůže i sliznic chemikáliemi je často zkoumanou oblastí zejména kvůli 

využití látek v kosmetických výrobcích. Svědčí o tom mnohé publikace, mezi které patří 

studie z roku 2003, která pojednává o bezpečnosti sulfidů aplikovaných ve vlasové kosme-

tice (Nair, Elmore), dále studie o bezpečnosti užívání křemičitanů (Elmore, Andersen), 

ricinového oleje a jeho sloučenin (Johnson, Wilbur, 2007), tokoferolu a jeho sloučenin 

(Fiume, 2002), akrylátových kopolymerů (Fiume, 2002) či poloxamerů (polyoxyethyleno-

vé, polyoxypropylenové polymery) v kosmetice (Singh-Joy et al., 2008) a další. Zkoumány 

jsou samozřejmě nejen látky užívané v kosmetice, ale všechny ty, se kterými člověk při-

chází do kontaktu. O této problematice pojednávají práce o dráždivosti cementu u pracov-

níků ve stavebnictví (Winder a Carmody, 2002) či studie dráždivosti látek obsažených 

v prostředcích, které jsou používány pro zajištění hygieny rukou u pracovníků ve zdravot-

nictví (Kampf et al., 2007). 

Data o kožní dráždivosti anilinu u lidí nejsou k dispozici, známý je však jeho slabě 

dráždivý účinek na kůži králíků a silně dráždivý účinek na oči králíků (Scientific commit-

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

Postup pro posuzování zdravotnických prostředků a materiálů z hlediska jejich 

schopnosti vyvolávat podráždění a senzibilizaci kůže je popsán v desáté části souboru čes-

kých norem biologického hodnocení zdravotnických prostředků (ČSN EN ISO 10993), 

zabývající se zkouškami dráždivosti a senzibilizace kůže. Senzibilizace kůže neboli aler-

gická kontaktní dermatitida, je imunologicky zprostředkovaná kožní reakce na testovanou 

látku. U člověka se tato reakce projevuje svěděním, zarudnutím kůže, otokem, pupenci, 

puchýřky nebo kombinací uvedených příznaků (ČSN EN ISO 10993-10).  
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4.4.2 Narkotický účinek, celkové působení 

Narkotický účinek je způsobován rozpouštěním narkotik v tukových strukturách 

membrán, což brzdí přenos nervového vzruchu a potlačuje funkci nervového systému. Na-

rušení je reversibilní, jelikož je organismus schopný dostat se poměrně snadno do původ-

ního stavu. Narkoticky působí ty chemikálie, které v krvi dosahují narkoticky účinné kon-

centrace dříve, než způsobí jiné toxické účinky (Tichý, 2004). 

4.4.3 Inhibice přenosu kyslíku 

Transport kyslíku je proces nezbytně potřebný pro většinu organismů. Tento trans-

port však blokují sloučeniny, které reagují buď přímo s kyslíkem a snižují jeho dostupnost, 

reagují přednostně s místem jeho vazby na nosiči, anebo vazebné místo chemicky mění 

(Tichý, 2004).  

4.4.4 Inhibice funkce enzymů 

Na enzymu rozlišujeme tzv. aktivní místo, což je oblast enzymu, které zprostředko-

vává enzymové reakce. Látky, které jsou schopny se na aktivní místo specificky vázat, 

nazýváme substráty. Po navázání probíhá reakce, během které dochází k přeměně struktury 

substrátu (Nečas, 2000). Inhibitor je látka, která je schopna se vázat na totéž místo, 

a tak soutěžit se substrátem o daný enzym. To je inhibice kompetitivní (soutěživá). 

Aby kompetitivní inhibice proběhla, musí mít inhibitor schopnost účinně se vázat na en-

zym. Pro tuto vazbu je nutné, aby měl inhibitor podobné vlastnosti jako substrát.  Kromě 

toho se může cizorodá látka vázat na jiné místo enzymu, čímž mění jeho strukturu. Pozmě-

něný enzym pak není schopen plnit svoji funkci. V tomto případě mluvíme o inhibici ne-

kompetitivní (Horák, Linhart, Klusoň, 2004). 

S inhibicí enzymů se můžeme setkat v důsledku podání léku. Cizorodé látky jsou 

v těle převáděny  na strukturně odlišné produkty prostřednictvím biotransformačních reak-

cí. Lék jako xenobiotikum je oxidován cytochromem P450 (P450) jak na chemicky stabil-

ní, tak i reaktivní metabolity či meziprodukty. Je-li reaktivita produktu příliš vysoká, váže 

se na katalytické místo enzymu a inaktivuje jej (Masubuchi et al., 2007). Tento jev pak 

může být zesílen interakcemi léků, které jsou podávány na předpis, s bylinnými výtažky, 

jejichž používání je mezi lidmi stále častější. Indukce nebo inhibice P450 je pravděpodob-

ně nejčastější mechanismus farmakokinetických interakcí léků a bylin, přičemž inhibice 

P450 bylinnými extrakty mohou vést ke snížení koncentrace léčiva, tedy i ke snížení účin-
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nosti léku a celkovému selhání léčby (Mukherjee et al., 2011). K podobným interakcím 

může docházet v důsledku konzumace grapefruitové šťávy, která obsahuje furanokumariny 

a flavonoidy. Interakce těchto látek s léky jsou původcem inhibic P450 či P-glykoprotienů 

(Seden et al., 2010). Další látky způsobující inhibici enzymů jsou beze sporu organické 

sloučeniny fosforu (OP), užívané jako pesticidy a zároveň vyvíjeny pro bojové účely. Ex-

pozice organismu i malému množství OP mohou být fatální a smrt je obvykle způsobena 

respiračním selháním. Mechanismus otravy OP spočívá v inhibici acetylcholinesterázy, 

což vede k inaktivaci enzymu, který má důležitou roli v neurologických přenosech (Joka-

novic, 2009). 

Inhibice funkcí enzymů však může být využito i ve prospěch člověka. Bylo proká-

záno, že existuje souvislost mezi zvýšenými hladinami polyaminů a kožními nádory. Přes-

tože mechanismus, kterým polyaminy podporují kožní nádory, není zatím dobře chápán, je 

zřejmé, že zvýšené hladiny polyaminů aktivují epidermální i podkladové stromální buňky 

v kůži, čímž je podporován rozvoj a progrese kožních nádorů. Bylo zjištěno, že inhibice 

klíčových enzymů biosyntézy polyaminů má potenciál k tomu, aby se stal efektivní che-

moprevenční strategií proti nemelanomovým kožním nádorům (Gilmour, 2007). Existují 

též farmakologické inhibitory proteinové deacetylace, které jsou již schváleny pro léčbu 

rakoviny. Cílové enzymy, známé jako histonové deacetylázy, byly také prokázány jako 

účinné v preklinických modelech srdečního selhání (McKinsey, 2012). 

4.4.5 Indukce činnosti enzymů 

Induktory bývají často prekarcinogeny, které pak mohou být účinněji přeměněny 

v karcinogeny. Indukce tak může měnit toxicitu i dalších chemikálií, nejen ji zvyšovat ne-

bo snižovat, ale i indukovat jiné účinky, které jsou dané zvýšeným množstvím metabolitů 

(Tichý, 2004). 

Jak už bylo řečeno, inhibice i indukce činnosti enzymů P450 je ovlivňována podá-

vanými léky. Touto problematikou se zabývalo již mnoho studií. Toxikologická práce Da-

vida E. Amachera (2006) se zabývala indukcí jaterních mikrozomálních enzymů u hlodav-

ců a větších savců v závislosti na vysokých dávkách xenobiotik, které byly podávány 

pro určité farmakologické cíle v daných orgánech. Studie Pelkonena et al. (2008) uvádí 

aktuální pohled na rozsah a význam jak inhibice, tak indukce cytochromu P450 zejména 

u lidí. David E. Amacher publikoval roku 2010 další práci, ve které hodnotí odchylky en-
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dogenních regulačních systémů, které způsobují xenobiotické induktory P450, a jejich po-

tenciální důsledky. 

4.4.6 Imunotoxicita 

Imunitní systém člověka je pokládán za jeden z nejdůležitějších systémů organi-

zmu, který zajišťuje jeho homeostázu. Funkce imunitního systému dělíme v souvislosti 

s imunitní odpovědí na nespecifickou (vrozenou) a specifickou (získanou) imunitu. Obě 

tyto části se skládají z humorálních a buněčných složek, které spolu navzájem spolupracují 

(Petanová, 2007). Humorální obrana spočívá v tvorbě protilátek cirkulujících v krvi a váží-

cích se specificky s antigenem, buněčná vede ke vzniku specializovaných buněk 

s jedinečnou specifitou, které mají regulační a cytotoxické funkce (Trojan, 2003). Nespeci-

fickou imunitu představují zejména makrofágy, přirození zabíječi (NK buňky) 

a z humorálních složek například komplementový systém. Specifickou imunitní odpověď 

zajišťují kromě T lymfocytů (producentů velké řady cytokinů) i B lymfocyty, které 

po přeměně na plazmatické buňky produkují specifické protilátky – imunoglobuliny (Peta-

nová, 2007). Látky, které je imunitní systém schopen rozpoznat a které vyvolávají 

v organizmu imunitní odpověď, se nazývají antigeny. Jsou to látky makromolekulární, 

převážně organické povahy. (Trojan, 2003). Jakmile je antigen imunitním systémem roz-

poznán jako cizí, začíná proti této látce tvorba protilátek. Tyto protilátky jsou schopny vy-

tvořit s antigenem komplex, čímž jej inaktivují. Imunitní odpověď se může projevovat růz-

ně, např. kožními projevy, kopřivkou, dýchacími potížemi či anafylaktickým šokem. To-

xické látky mají dva typy účinku.  Imunitní reakci mohou potlačit (imunosuprese), nebo 

naopak vyvolat nepřiměřenou odpověď imunitního systému (alergická reakce). Malé mo-

lekuly standartních chemikálií samy o sobě za normálních podmínek nemohou být antige-

ny, pokud se však naváží na molekuly fyziologických proteinů, mohou jejich chemickou 

strukturu pozměnit tak, že jsou imunitním systémem rozpoznány jako cizí, antigenní (Ho-

rák, Linhart, Klusoň, 2004). 

Imunotoxikologie studuje interakce xenobiotik s imunitním systémem, které ná-

sledně vyúsťují v nežádoucí důsledky. Pro hodnocení vlivu xenobiotik na imunitní systém 

je důležité zjištění možnosti jejich vazby jako haptenů na nosič, zjištění jejich imunotoxic-

kého potenciálu pro člověka a určení míry rizika pro populaci i jednotlivce (Petanová, 

2007). Existuje také závislost imunotoxicity na věku jedince, který přišel do styku s danou 

látkou, čímž se zabývá vývojová imunotoxikologie (DIT). DIT se zaměřuje na možné dů-
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sledky expozice raných vývojových stádií látkám, které jsou zaměřeny na imunitní systém. 

Takové expozice pak mohou vést ke zvýšené vnímavosti vůči nemocem souvisejících 

s imunitou, mezi které patří např. infekce, autoimunita, rakovina (Collinge et al., 2012). 

Batista-Duharte et al. (2011) publikovali článek, kde poskytují nejnovější informace o sou-

časných znalostech, které se týkají jednotlivých parametrů a reaktantů imunitního systému 

na buněčné i molekulární úrovni. Jsou zde diskutovány důkazy získané z pozorování růz-

ných látek in vitro a in vivo, včetně těch, které jsou používány při očkování ve velkém mě-

řítku dodnes.  

Mezi známé imunotoxické látky patří mimo jiné olovo, kterým se zabývá recenze 

Dieterta et al. (2004). Olovo u lidí produkuje nepříznivé imunitní změny, které jsou mírné 

na buněčné úrovni, funkčně však mohou být přesto dramatické. Roku 

2006 byla publikována recenze Luebkeho et al., která srovnávala imunotoxické působení 

pěti vybraných chemických látek včetně olova (diethylstilbestrol, diazepam, olovo, 

2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin, tributyloxid) na nevyvinuté a dospělé organismy. Větší 

riziko bylo vyhodnoceno u všech pěti sloučenin pro nevyspělé organismy. Jiné práce hod-

notí imunotoxicitu mnoha různých látkek. Příkladem je recenze zabývající se potenciálem 

pro neurotoxické a imunotoxikologické účinky ethylbenzenu, které byly zkoumány 

u potkanů (Li et al., 2010) či souhrn efektů polycyklických aromatických uhlovodíků 

na vrozenou i získanou imunitu, které byly testovány na rybách (Reynaud, Deschaux, 

2006). 

Anilin u lidí způsobuje kožní alergické reakce, zvláště u pacientů trpících ekzema-

tickou dermatitidou. Účinek anilinu na zvířata se projevoval mírným až středním senzibili-

začním potenciálem. Respirační senzibilizace nebyla pozorována, ale kvůli pozorování 

kožní senzibilizace ji nelze vyloučit (Scientific committee on toxicity, ecotoxicity and the 

environment, 2003). 

4.4.7 Teratogenita 

Teratogenita představuje nežádoucí účinky zkoušené látky na embryo nebo fetus 

a prenatální a ranně postnatální vývoj, přičemž reprodukční funkce mohou být danou lát-

kou ovlivňovány bez jiných, zjevných příznaků toxicity a negativní efekt se může projevit 

od snížení fertility až po úplnou sterilitu. Reprodukční a vývojová toxicita stanovují poten-

ciální účinky testovaných vzorků na reprodukční funkci a embryonální morfologii (ČSN 

EN ISO 10993-3). 
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Zásahem teratogenu do normálního embryonálního vývoje nedochází ke změnám 

genotypu, změny tedy nejsou dědičné (Tichý, 2004). Účinky látky jako potenciálního tera-

togenu závisí na období těhotenství, ve kterém probíhá expozice matky, délce expozice, 

genotypu matky a plodu a samozřejmě dávky látky, která působí na plod. Teratogeny mo-

hou způsobovat u vyvíjejícího se plodu sotva pozorovatelné abnormality biochemických 

a fyziologických pochodů a změny chování, i když jsou dávky teratogenů mnohem menší 

než ty, které způsobují anatomické anomálie. Mnoho takovýchto skrytých poruch není 

zřejmých ani po narození a mohou být odhaleny až několik roků po porodu (Schwarzová, 

2010). 

Zatím nebyly provedeny multigenerační či jiné studie plodnosti s anilinem. Byla 

ale zjištěna určitá data při studii chronické toxicity na potkanech, která trvala 104 týdnů. 

U samců nebyly pozorovány žádné důkazy toxicity pro rozmnožovací systém, ale u skupi-

ny samic, které dostávaly vysoké dávky (72 mg / kg hmotnosti / den), byl zaznamenán 

pokles hmotnosti vaječníků (Scientific committee on toxicity, ecotoxicity and the envi-

ronment, 2003). 

Byly zkoumány též postnatální účinky anilinu při perorálním podání u potkanů. 

Při nejvyšších dávkách (100 mg AH / kg hmotnosti / den) byly u samic zjištěny známky 

hematotoxicity. Dále bylo zaznamenáno statisticky významné zvýšení relativní hmotnos-

ti sleziny u samic během těhotenství a to při dávkách 10 mg AH odpovídajících 

7 mg anilinu / kg hmotnosti / den. Z tohoto důvodu nebylo možné určit NOAEL. Plody 

i novorozenci samic s vysokými dávkami vykazovali mírné náznaky změn hematologic-

kých parametrů, což indikovalo NOAEL vývojové toxicity na 30 mg AH odpovídající 

21 mg anilinu / kg hmotnosti / den. Kritická úroveň expozice pro potenciální vývojovou 

toxicitu byla stanovena na 15 mg/osoba/den nebo 15 mg/m
3
 (Scientific committee on toxi-

city, ecotoxicity and the environment, 2003). 

4.4.8 Genotoxicita 

Dle ČSN EN ISO 10993 je pojem genotoxicita chápán jako schopnost způsobovat 

u buněk savců nebo i nižších organismů genové mutace, změny struktury chromozomů 

či jiné změny DNA a genů. Genotoxický účinek stojí na počátku chemické karcinogeneze, 

která je procesem vedoucím v konečném důsledku ke vzniku nádorového onemocnění. 

V této části ČSN EN ISO 10993 se tedy pojednává o potenciálu zdravotnických prostředků 

k indukci genetických změn u člověka, které pak mohou být přenášeny zárodečnými buň-
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kami na budoucí generace. Je to složitý komplex vlastností, jejichž společný efekt je 

na molekulární úrovni obtížně kvantifikovatelný. Z tohoto důvodu je při interpretaci vý-

sledků nutná značná opatrnost. Legislativní požadavky na zkoušky genotoxicity jsou zalo-

ženy na kombinaci dvou či tří testů. Jedna z možností zahrnuje kombinaci zkoušky na ge-

nové mutace na bakteriích a zkoušky na genové mutace pomocí buněk myšího lymfomu. 

Druhou alternativou jsou zkoušky genové mutace na bakteriích a savčích buňkách 

v kombinaci se zkouškou na klastogenitu, tedy schopnost vyvolávat chromozomové muta-

ce na savčích buňkách (ČSN EN ISO 10993-3). 

Mutageny jsou látky, které působí změny v genetické informaci buněk, zvyšují 

frekvenci mutací, k nimž dochází i spontánně (Tichý, 2004). Genetická informace je ucho-

vána a přenášena pomocí kyseliny deoxyribonukleové (DNA) a ribonukleové (RNA). 

Obě kyseliny jsou tvořeny dvojitými šroubovicemi, přičemž jejich vlákna jsou k sobě vá-

zána vodíkovými můstky dle pravidel párování bází jednotlivých řetězců šroubovice (Ne-

čas, 2000). V případě, že dojde ke změně struktury některé báze daného vlákna, není tato 

báze schopna vytvořit příslušný pár. Může tak dojít ke změně kódované, či přenášené ge-

netické informace. Takové změny nazýváme mutace (Horák, Linhart, Klusoň, 2004). 

Mezi mutagenní látky patří mimo jiné monocyklické aromatické aminy. Více než 

80 takových aminů bylo přezkoumáno testem mutagenity pro kmeny Salmonella v letech 

1975 – 1996, přičemž anilin zde vykazoval negativní výsledky (Chung et al., 1997). 

4.4.9 Karcinogenita 

Za karcinogeny považujeme látky, které svým působením vyvolávají zhoubné bu-

jení buněk a tkání. Dále rozlišujeme ještě kokarcinogeny, které účinek karcinogenů zesilují 

a prekarcinogeny, neúčinné sloučeniny, jejichž metabolity mají karcinogenní účinek (Ti-

chý, 2004). Mechanismus vzniku nádoru je značně složitý. Prvotní příčinou může být mu-

tace, přičemž se předpokládá, že k přeměně zdravé buňky na rakovinnou je třeba více 

než jedné mutace v jedné buňce (Alberts, 2001). Vztah mezi mutagenitou a karcinogenitou 

není jednoznačný. Mutagenita není ani nutnou, ani postačující podmínkou karcinogenity. 

Většina karcinogenů má mutagenní účinky, ale nádorová bujení mohou vyvolat i látky 

nemutagenní (Horák, Linhart, Klusoň, 2004). Nádorové bujení je obecně považováno za 

důsledek ztráty mezibuněčné komunikace, která zajišťuje růstovou regulaci, diferenciaci 

buněk a jejich funkce. Nádorové buňky pak mají schopnost nekontrolovatelného dělení, 
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jsou schopny nekonečně proliferovat bez ohledu na dosaženou hustotu buněk (Alberts, 

2001). 

Požadavky na zkoušky karcinogenity jsou definovány v 3. Části ČSN EN ISO 

10993. Karcinogenita materiálů je studována na základě pozorování vývoje nádorového 

bujení u pokusných zvířat během jejich života. Studie karcinogenity in vivo se provádí 

jako další stupeň po zkouškách genotoxicity a to pouze v případech, kdy genotoxicita ne-

byla stanovena. Byl-li tedy materiál vyhodnocen jako genotoxický, je považován za ne-

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

V rozvinutém průmyslu s anilinovými barvivy bylo evidováno nadměrné množství 

úmrtí ve skupinách pracovníků v důsledku rakoviny močového měchýře (CANCER, Inter-

national Agency for Research on, 1982). Pracovníci byli většinou vystavováni mnoha růz-

ným aromatickým aminům zahrnující anilin, alfanaftylamin, betanaftylamin, benzidin 

a auramin. Proto neexistují dostatečné důkazy o tom, že anilin sám způsobuje rakovinu 

močového měchýře (Scientific committee on toxicity, ecotoxicity and the environment, 

2003). Epidemiologické studie na pracovnících vystavených pouze anilinu a ne ostatním 

známým karcinogenům močového měchýře nevykazovaly mnoho důkazů o zvýšeném rizi-

ku. V metodologicky nejsilnější studii byla ohlášena jedna smrt způsobená rakovinou mo-

čového měchýře mezi 1223 muži, kteří vyráběli či používali anilin (CANCER, Internatio-

nal Agency for Research on, 1982).  

4.5 Osud cizorodých látek v organismu 

Účinek cizorodých látek je dán interakcí látky s organismem, tedy jejich vzájemným 

působením. Při studiu působení těchto látek proto musíme sledovat obě strany interakce, 

tzn. změny pozorované nejen u cizorodých látek, ale i u živého organismu. Osud cizoro-

dých látek v organismu dělíme do čtyř stádií: absorpce, distribuce, biotransformace, vylu-

čování (Linhart, 2012). 

4.5.1 Absorpce  

Chemikálie mohou působit až ve chvíli, kdy se dostanou na místo vlastního účinku, 

což nemusí být na povrchu těla. Látky proto musí do organizmu pronikat, musí se resorbo-

vat (Lüllman, Mohr, Wehling, 2004). Absorpci ovlivňuje několik faktorů – aplikační cesta, 

léková forma, množství účinné látky, prokrvení, velikost resorpční plochy a základní fyzi-

kálně-chemické vlastnosti chemikálie. Důležitou roli hraje ionizace molekul. Ionizované 
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formy jsou polárnější a těžce pronikají biologickými membránami, zatímco u forem neio-

nizovaných, tedy lipofilnějších, je prostupnost membránami daleko snadnější (Slíva, Vota-

va, 2010). Aplikační cesta je významná kvůli různému charakteru buněk jednotlivých or-

gánů, jejich membrán, dále i anatomickému uspořádání, proto rozlišujeme dané cesty vstu-

pu do organismu: inhalační, transdermální, intravenosní, perorální (Tichý, 2004).  

4.5.1.1 Inhalační 

V toxikologii je tato cesta vstupu nejdůležitější. Inhalace je vstup nejmasovější 

zejména kvůli neustálému dýchání suchozemských savců, kterým se do dýchacích cest 

mohou dostávat plyny, páry, aerosol či prachové částice (Tichý, 2004). Dalším důvodem 

je fakt, že touto cestou mohou škodliviny do těla pronikat nepozorovaně. Ačkoliv 

se v horních cestách dýchacích část těchto látek zadržuje, jednak na řasinkové výstelce 

sliznic, jednak rozpuštěním ve vlhkém povrchu sliznic, zbytek vdechovaných látek se do-

stává až do plicních sklípků a odtud do krve. Velká rychlost resorpce je pak dána vysokým 

prokrvením plic (Horák, Linhart, Klusoň, 2004). 

4.5.1.2 Transdermální 

Účinky chemikálií při dermální absorpci dělíme na účinky lokální, kdy mluvíme o 

leptání či dráždění, a účinky systémové, kdy se látka musí vstřebat, aby se dostala k místu 

svého účinku (Tichý, 2004). 

I když dermální absorpce patří mezi pomalejší cesty vstupu, je z hlediska možné 

otravy významná (Linhart, 2012). Schopnost látek prostupovat kůží závisí na řadě faktorů. 

Mimo vlastnosti samotných chemikálií, jako je bod tání, relativní molekulová hmotnost, 

tlak nasycených par nad kapalinou nebo rozpustnost ve vodě (Tichý, 2004), je zde rozho-

dující též stav kůže, tedy to, je-li mechanicky či chemicky porušena, její vlhkost, teplota 

i stáří (Horák, Linhart, Klusoň, 2004).  

Nanočástice prostupují do organismu vedle cesty dýchacím ústrojím též transder-

mální absorpcí, přičemž tyto dva mechanismy vždy probíhají současně a kůže je pak často 

považována za méně propustnou a vnímání rizik touto cestou je velmi nízké. Kožní ab-

sorpce chemikálií však musí být pro hodnocení rizika brána v úvahu. Na základě fyzicko-

chemických vlastností sloučenin rozlišujeme čtyři cesty průniku kůží: mezibuněčné, 

transcelulární a skrz vlasové folikuly či potní žlázy. Je známo, že malé (<600 Da) lipofilní 

molekuly mohou snadno proniknout kůží pasivně, ale rozsah kožní absorpce mohou ovliv-
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ňovat další faktory jako kožní integrita, povrchové kontaminace, anatomické vlastnosti 

a přítomnost kožních nemocí jako alergická a dráždivá kontaktní dermatitida, atopický 

ekzém a lupénka. Navíc i mechanické ohyby, dráždivé saponáty a chemikálie mohou zvy-

šovat kožní absorpci (Crosera et al., 2009). Kůží, jako cestou vstupu nanočástic, se zabýva-

li Alvarez-Roman et al (2004), kteří užívali konfokální mikroskopii k tomu, aby zviditelnili 

distribuci nebiodegradabilních, fluorescenčních, polystyrenových nanočástic (průměry 20 a 

200 nm) napříč prasečí kůží po půl, jedné a dvou hodinách vystavení ve vertikálních difúz-

ních buňkách. Povrchové obrazy odhalily, že polystyrenové nanočástice se nahromadily 

především v chlupových folikulech. Hromadění bylo časově závislé, přičemž distribuce 

částic ukázala na přednostní akumulaci malých částic. Tinkle et al. (2003) studovali efekty 

ohybu na kůži vychytávající nanočástice, což ukázalo, že mechanický ohyb usnadňuje pe-

netraci fluorescenčních dextranových mikročástic, které byly pozorované v hlubších kož-

ních vrstvách. 

4.5.1.3 Intravenosní 

Intravenosní podání je významné zejména v lékařství, jelikož jde o nejrychlejší 

možnou cestu vstupu, kdy látky podáváme přímo do krevního řečiště, odkud se rozvádí 

a distribuuje do cílových orgánů (Linhart, 2012). Další osudy chemikálie přitom závisí 

na místě, kde byla vpravena do oběhu, protože vždy postupuje s proudem krve (Tichý, 

2004). 

4.5.1.4 Perorální 

Pokud chemikálie není žíravá či dráždící a nemá tak za následek otravu přímo 

v zažívacím traktu, způsobuje požití chemikálie systémové působení. Aby k tomuto došlo, 

musí být škodlivina vstřebána do krve. U ionizovatelných látek závisí lipofilita na pH (Ho-

rák, Linhart, Klusoň, 2004). V kyselém prostředí žaludku je potlačována disociace slabých 

kyselin, které se potom lépe vstřebávají. Zásady se v prostředí žaludku chovají přesně nao-

pak. Hlavní absorpce látek, bez ohledu na jejich pH, pak probíhá v tenkém střevě (Tichý, 

2004) . 

4.5.2 Distribuce 

Jakmile se látka dostane do krevního řečiště, je v závislosti na svých vlastnostech 

transportována do tkání a orgánů celého těla (Linhart, 2012). Mezi distribuční prostory 

s vodným prostředím, kde se látka může rozpouštět, patří krevní plazma, intersticiální te-
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kutina a intracelulární prostor. Daná látka se může vázat i na pevné struktury, jako jsou 

erytrocyty v krvi, fosfolipidové dvojvrstvy membrán či receptory v tkáních, ale jen nena-

vázané, volné molekuly mohou obsadit místo účinku (Lüllman, Mohr, Wehling, 2004).  

Aby se tento volný podíl dostal k cílovým receptorům, které se nacházejí uvnitř buněk ne-

bo organel, musí být látka schopna prostupovat skrz buněčné membrány (Linhart, 2012).  

Nespecifické distribuční pochody pak závisí zejména na rozpustnosti dané látky. 

Dle rozpustnosti rozlišujeme látky: 

 rozpustné pouze ve vodě (hydrofilní) – pokud se jejich kinetiky neúčastní trans-

portní proteiny, po perorálním podání se špatně resorbují, po intravenosním podání 

jejich distribuce probíhá jen v extracelulárním prostoru a jsou pak dobře vylučová-

ny ledvinami, 

 rozpustné pouze v tucích (hydrofobní) – v závislosti na koeficientu rozpustnosti 

se hromadí v tucích, např. DDT, 

 amfifilní látky (obsahují jak hydrofilní tak hydrofobní složku) – mohou se hromadit 

na membránách v důsledku hydrofobních interakcí s řetězci mastných kyselin 

a elektrostatických interakcí s fosfátovými skupinami fosfolipidů (Lüllman, Mohr, 

Wehling, 2004). 

Distribuce látek v organismu tedy neprobíhá rovnoměrně. Cizorodé látky se mohou 

ukládat v různých orgánech a tvořit tzv. depot, odkud se ještě dlouho po ukončení expozice 

uvolňují do oběhového systému (Linhart, 2012). 

Kromě nespecifických pochodů je distribuce látek výrazně ovlivňována i specific-

kými biologickými pochody, jako jsou vazby na receptory či účast na aktivních transport-

ních mechanismech (Lüllman, Mohr, Wehling, 2004). 

4.5.3 Biotransformace 

Veškeré látky, které organismus vstřebá, jsou vystaveny působení řady enzymo-

vých reakcí, při kterých dochází k přeměnám látky biochemickými procesy, tedy k její 

biotransformaci. Těmito mechanismy organismus usiluje o vznik látek lépe rozpustných ve 

vodě, které lze snáze vyloučit (Hampl, Rádl, Paleček, 2002). Biotransformací mo-

hou vznikat: 

 látky stejného farmakologického účinku jako látka původní, 
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 látky se sníženou či nulovou účinností, kdy mluvíme o detoxikaci, 

 látky účinnější ve srovnání s původní látkou, kdy jde o tzv. aktivaci. Zejména reak-

tivní metabolické intermediáty, elektrofily a volné radikály mohou původní látku 

aktivovat za vzniku metabolitu o výrazně vyšší toxicitě (Linhart, 2012). 

Biotransformační reakce probíhají ve dvou fázích: 

 reakce I. fáze mající mechanismus oxidace, redukce či hydrolýzy mění strukturu 

xenobiotik, 

 reakce II. fáze jsou reakce slučovací (konjugační) s polárními endogenními látkami, 

které způsobují vyšší rozpustnost ve vodě a tím snažší vylučování močí (Lüllman, 

Mohr, Wehling, 2004). 

4.5.4 Vylučování 

Rychlost vylučování z organismu je u jednotlivých látek různá. Látky špatně meta-

bolizovatelné, či látky lipofilního charakteru, jsou odstraňovány pomaleji, lipofilní látky 

se navíc mohou kumulovat v tukové tkáni. Velmi pomalu probíhá vylučování některých 

toxických prvků, např. iontů olova nebo rtuti. Některé organické sloučeniny se vážou 

na kreatinin v nehtech nebo vlasech a podléhají zpětnému vstřebávání, ionty kovů se mo-

hou ukládat v kostech (Tichý, 2004).  

Schopnost organismu eliminovat látku charakterizuje veličina zvaná clearance 

(CL). CL vyjadřuje objem plazmy, který se za jednotku času očistil od účinné látky (Lüll-

man, Mohr, Wehling, 2004).  

Největší význam pro vylučování má vylučování močí, existují však i jiné cesty, ja-

ko vylučování stolicí, vydechovaným vzduchem a ve velmi malé míře i potem, slzami 

či mateřským mlékem (Lüllman, Mohr, Wehling, 2004). 

4.5.5 Interakce s místem účinku 

Vlastní interakce s cílovými molekulami a následné působení těchto dějů na buněč-

né organely i buňky smotné jsou popsány v samostatné kapitole 4.6 Působení jedů. 
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4.6 Působení jedů 

4.6.1 Působení na úrovni molekul, receptory, cílové molekuly 

4.6.1.1 Specifické působení na určité receptory 

Působení biologicky účinných látek začíná interakcí látky nebo jejího metabolitu 

s receptorem, tedy určitou proteinovou strukturou, na kterou se specificky váže účinná lát-

ka. Po navázání účinné látky na receptor dojde ke spuštění kaskády biochemických dějů, 

což vede k vnějšímu projevu účinku, v našem případě k příznakům otravy (Linhart, 2012). 

Navázání látky na receptor bývá často zprostředkováno různými typy slabých interakcí. 

Příkladem je orientace a konformační přizpůsobení molekul tvaru receptoru nebo fixace 

molekul k receptoru pomocí vodíkových můstků, hydrofobních interakcí 

či van der Waalsových sil. Jsou-li příslušné vazebné struktury komplementární, vzniká 

nový komplex s minimálním obsahem Gibbsovy energie (Hampl, Rádl, Paleček, 2002). 

Dalo by se předpokládat, že se znalostí struktury xenobiotik můžeme předpovídat účinky 

těchto látek. To je ve skutečnosti možné jen se značnou opatrností, jelikož situace 

v organismu je velmi komplexní (Lüllman, Mohr, Wehling, 2004). 

4.6.1.2 Nespecifické působení na molekulární úrovni 

Mimo uvedené specifické interakce dochází k nespecifickému poškozování biomo-

lekul reaktivními částicemi, které se na ně vážou kovalentní vazbou. Tyto částice reagují 

nejčastěji s malými, poměrně snadno nahraditelnými molekulami, které jsou v buněčném 

prostředí hojně zastoupeny. Dle chemické povahy rozlišujeme tyto interakce na reakce 

elektrofilů, nukleofilů a volných radikálů: 

 Elektrofilní látky mají schopnost vazby s nukleofilními centry v proteinech, která 

může vést k významným strukturním i funkčním změnám proteinů.  

 Nulkeofilní látky se mohou vázat na aktivní centra v metaloenzymech, čímž dochá-

zí k vytlačování přirozených ligandů, bez nichž zmíněné enzymy ztrácejí svoji 

funkčnost.  

 Volné radikály, známé pro schopnost iniciace řetězových radikálových reakcí, které 

jsou pro živé organismy nebezpečné, jsou zároveň neodlučnou součástí všech ae-

robních organismů. Případné narušení či vyčerpání obraných buněčných mecha-
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nismů vůči volným radikálům může způsobit iniciaci těchto organismu škodlivých 

reakcí (Linhart, 2012). 

4.6.2 Působení na subcelulární úrovni 

4.6.2.1 Buněčné membrány  

Při vstupu do buňky musí látky nejprve prostoupit buněčnými membránami. 

Ty se skládají z dvojité vrstvy fosfolipidů, která je tzv. selektivně propustná. Skrze mem-

brány mohou prostupovat na základě prosté difuze:  

 malé nepolární molekuly (např. kyslík), 

 nenabité polární molekuly, jejichž rychlost difuze závisí na velikosti molekuly (ma-

lé molekuly, např. voda či ethanol, jsou schopny membránou procházet poměrně 

rychle, oproti tomu glycerol pomaleji), 

 pro nabité molekuly i všechny ionty jsou pak membrány téměř nepropustné, jelikož 

náboj molekuly brání vstupu do uhlíkové fáze fosfolipidové dvojvrstvy (Alberts, 

2001). 

Látky, které nejsou schopny přes membrány difundovat, využívají pro prostup: 

 Membránové kanály, které lze zjednodušeně popsat jako póry či průduchy prochá-

zející napříč celou membránou. 

 Přenašečové proteiny, které mohou specificky vázat přenášenou molekulu (ligand) 

na jedné straně membrány a odtud ji konformačními změnami ligandu přesunout na 

druhou stranu, kde ji uvolní. 

 Mechanismů, které manipulují celými částmi biomembrán tak, že odštěpují její čás-

ti ve formě měchýřků (exocytóza) nebo s měchýřky naopak splývají za jejich ote-

vření a vylití obsahu do buňky (endocytóza) (Nečas, 2000). 

Uvnitř membrán může také docházet ke škodlivým interakcím, což může mít za ná-

sledek poruchy přenosu fyziologicky důležitých látek nebo narušení integrity buněčné 

membrány, které předchází smrti celé buňky. Buněčné membrány jsou narušovány volný-

mi radikály, které způsobují peroxidaci lipidů, tedy štěpí řetězce mastných kyselin, násle-

duje rozpad fosfolipidů membrán a vylití obsahu buňky do okolí. Dále jsou pro membrány 
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nebezpečná organická rozpouštědla, povrchově aktivní látky a kationty těžkých kovů (Li-

nhart, 2012). 

4.6.2.2 Mitochondrie 

Mitochondrie jsou buněčné organely, které buňce dodávají energii. Oxidací mole-

kul potravy (např. cukrů) produkují adenosintrifosfát (ATP), který je potřebný pro pohon 

většiny buněčných aktivit (Alberts, 2001). Dojde-li k narušení funkce mitochondrií, hladi-

na ATP může klesnout až na kritickou úroveň, kdy buňka hyne. Mezi látky narušující syn-

tézu ATP řadíme fenoly nesoucí elektron-akceptorní substituenty, zejména chlor a nitros-

kupinu. Tyto látky jsou schopné díky své lipofilní povaze procházet membránami mito-

chondrií a svým kyselým pH pak uvnitř mitochondrií narušit gradient pH potřebný 

k syntéze ATP (Linhart, 2012). 

4.6.2.3 Lysosomy 

Lysosomy jsou organely, jejichž funkcí jsou katabolické biochemické procesy, tedy 

rozklad makromolekul, které jsou pro buňku nepotřebné. K tomuto trávení funkčních 

i stavebních jednotek buňky lysozomy využívají asi 40 různých hydrolytických enzymů. 

Pouze membránové proteiny lysosomů jsou vysoce glykozylovány a tím zřejmě chráněny 

proti jejich účinku (Nečas, 2000). Pokud však dojde k prasknutí membrány lysosomu 

a vylití těchto enzymů do cytoplazmy, dochází k destrukci (Linhart, 2012). 

4.6.2.4 Buněčná jádra 

V buněčném jádře se nacházejí důležité biomolekuly, jako je deoxyribonukleová 

kyselina (DNA), ale také proteiny zodpovědné za replikaci DNA, za její opravy a přepis, 

za transkripci genů do informační ribonukleové kyseliny (RNA). Zmíněné molekuly se 

mohou stát cílovými pro toxické látky a způsobovat tak např. inhibici či stimulaci syntézy 

nukleových kyselin, inhibici mitosy a další (Linhart, 2012). 

4.6.2.5 Endoplasmatické retikulum 

Hlavní funkcí endoplasmatického retikula (ER) je syntéza membránových lipidů 

a proteinů všech membránových organel, také veškerých extracelulárních enzymů, hormo-

nů i krevních bílkovin. Podílí se také na regulaci koncentrace kalciových iontů 

v cytoplazmě, které se spoluúčastní na transdukci signálů z okolí buňky. Indukce nebo 
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inhibice enzymů v ER má významnou roli při toxickém působení na organismus (Ne-

čas, 2000). 

4.6.3 Působení na úrovni buněk 

Toxické účinky, které mají počátek na molekulární úrovni, se na úrovni buněk pro-

jevují patologickými změnami u buněk až jejich nadměrným odumíráním. Odumírání, 

v závislosti na regenerační schopnosti tkáně, rozsahu a způsobu odumření, má nepříznivé 

účinky pro funkce jednotlivých tkání (Linhart, 2012). Zejména nekróza buněk, tedy smrt 

buněk způsobená okolními vlivy, má na okolní tkáň neblahé následky. Příčiny zahájení 

procesu nekrózy mohou být různé. Zahrnují například vniknutí jedu do organismu, 

kde brání správnému průběhu metabolických procesů. Smrtící faktor, v našem případě 

chemická látka, zasahuje do dílčích buněčných procesů a struktur, jako jsou buněčné 

membrány či syntéza ATP. Následkem toho nejčastěji dochází k rozložení buněčných 

struktur a makromolekul enzymy a jejich uvolnění do okolí. Je-li buňka součástí mnoho-

buněčného organismu, reagují okolní buňky zánětlivou reakcí, což vyvolává poškození 

dalších buněk (Nečas, 2000). Na rozdíl od nekrózy nemá apoptóza, tedy programovaná, 

řízená smrt buňky, nepříznivé následky pro okolní tkáň. Živé buňky se dokážou velmi dob-

ře vyrovnat s nepříznivými podmínkami nejen vnějšího, ale i vnitřního prostředí buňky. 

Mezi obranné mechanismy buněk patří změna prostupnosti membrán pro určité látky, ak-

tivní transportní mechanismy a chemické transformace cizorodých látek na produkt, který 

pak snadno difunduje z buňky ven (Linhart, 2012). 
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5 TOXICITA ANILIN HYDROCHLORIDU 

5.1 Subchronická toxicita 

Byla provedena studie subchronické expozice AH na potkanech Sprague-Dawley, 

při které byly pozorovány hematologické, biochemické a histopatologické odpovědi. Jedna 

skupina samců dostávala 600 parts per million (ppm) AH v pitné vodě, druhá skupina pou-

ze čistou vodu. Z každé skupiny bylo vždy po 30, 60 a 90 dnech usmrceno 5 zástupců, 

u kterých byla pozorována změna hmotnosti orgánů. Poměr hmotnosti sleziny vzhledem 

k tělu byl u skupiny, které byl AH podáván, vždy vyšší než u skupiny kontrolní, největší 

rozdíl byl zaznamenán u potkanů usmrcených po 60 dnech a sice 61 %. Játra vykazovala 

po 30 dnech snížení hmotnosti u léčené skupiny, po 60 dnech pak zvýšení oproti kontrolní 

skupině. Varlata vykazovala významné snížení poměru hmotnosti po 60 dnech. Počty ery-

trocytů ukázaly velmi významný pokles ve všech časových intervalech, hematokryt a he-

moglobin vykazovaly snížení po 30 a 90 dnech léčby (Firoze et al., 1993). 

5.2 Karcinogenita 

Testy možné karcinogenity AH byly prováděny použitím potkanů Fisher 344 a myší 

B6C3F1. AH byl podáván ve stravě ve dvou koncentracích vždy 50 samcům a 50 samicím 

každého druhu. Koncentrace v potravě činily u potkanů 0,6 a 0,3 %, u myší 1,2 a 0,6 % 

a do výzkumu byly zahrnuty též kontrolní skupiny od každého pohlaví, kterým byla podá-

vána strava s nulovým obsahem AH. Výzkum trval 103 týdnů za podávání AH a dalších 

5 týdnů dodatečného pozorování. U potkaních samců bylo zjištěno několik typů statisticky 

významných mezenchymálních tumorů, zejména sleziny, spojovaných s účinky AH. Vý-

skyt tumorů u samic byl významně propojen s rostoucí koncentrací AH. AH byl vyhodno-

cen jako karcinogenní při perorálním podání. U myší, a to u obou pohlaví, nebyl 

ve srovnání s kontrolní skupinou prokázán statisticky významný výskyt tumorů (Bioassay 

of aniline hydrochloride for possible carcinogenicity, 1978). 

AH byl testován na kancerogenitu v jednotlivých experimentech na myších 

a potkanech při perorálním podávání. U myší nebylo zjištěno žádné zvýšení výskytu nádo-

rů. U potkanů byl pozorován výskyt fibrosarkomů, zhoubných nádorů pojivových tkání 

a sarcomů sleziny a peritoneální dutiny (CANCER, International Agency for Research on, 

1982).  
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AH byl též testován po dva roky při perorálním podání na potkanech. Výsledky vy-

kazovaly zvýšený výskyt různých typů sarkomů sleziny u skupiny samců s vysokými dáv-

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

5.3 Teratogenita 

AH byl hodnocen jednak z hlediska teratogenity a jednak z hlediska postnatálních 

účinků ve studii při ústním podání u potkanů Fisher 344. Při nejvyšší dávce, tedy 

100 mg AH / kg hmotnosti / den, byly u samic zjištěny známky hematotoxicity. U skupiny, 

které byla podávána nejnižší dávka, tedy 10 mg AH / kg hmotnosti / den, bylo pozorováno 

u těhotných samic statisticky významné zvýšení relativní hmotnosti sleziny. V důsledku 

takto různorodých výsledků nebylo možné určit hodnotu NOAEL (Scientific committee on 

toxicity, ecotoxicity and the environment, 2003). 

Jak u plodů tak u novorozenců ze skupiny samic, kterým byly podávány vysoké dáv-

ky AH, byly indikovány změny v hematologických parametrech. Na základě těchto vý-

sledků byla stanovena NOAEL vývojové toxicity na 30 mg AH / kg hmotnosti / den 

(Scientific committee on toxicity, ecotoxicity and the environment, 2003). 
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6 TOXICITA AMONIUM PERSULFÁTU 

6.1 Akutní toxicita 

Akutní toxicita při perorálním podání byla testována na potkanech v koncentraci 

200 mg/ml za stanovení hodnoty LD50 na 820 mg/kg (Smyth et al., 1969). Při podání roz-

toku APS v destilované vodě potkaním samcům a roztoku APS v kohoutkové vodě potka-

ním samicím byla hodnota LD50 600 mg/kg u samců a 495 mg/kg u samic. Při testování 

akutní toxicity při aplikaci dermální cestou byla stanovena LD50 na 2 g/kg, kdy byl APS 

aplikován na neporušenou kůži deseti Sprague-Dawley potkanů, a 10 g/kg při aplikaci ne-

ředěného APS na čtyři králičí samce. Akutní toxicita je vyvolávána také inhalací APS. 

Po čtyřhodinové inhalaci APS potkany byla vyhodnocena LC50 2,95 mg/l (Final report on 

safety assessment of ammonium, potassium, and sodium persulfate, 2001).  

6.2 Toxicita při opakovaném podání APS (Repeated dose toxicity) 

Krátkodobá toxicita APS byla testována jednak po podání perorálním, jednak inhala-

cí. Perorálně byl APS podáván samcům CR-CD potkanů v dávkách 0, 100, 300 nebo 

600 ppm po dobu 28 dní. Tomuto výzkumu nenásledovalo žádné úmrtí. Jako LOAEL byla 

stanovena dávka 600 ppm (National industrial chemicals and assessment scheme, 2001). 

Příznaky toxicity APS nebyly pozorovány při výzkumu, ve kterém byla šesti psům podá-

vána mouka obsahující 15 g/45 kg APS 6 dní v týdnu po dobu tří měsíců. Žádné změny 

nebyly zaznamenány ani u potkanů a psů, kteří byli krmeni moukou upravenou pomocí 

APS po dobu pěti nebo šestnácti měsíců (Final report on safety assessment of ammonium, 

potassium, and sodium persulfate, 2001).  

Inhalační cestou vstupu se již také zabývalo několik studií. Patří sem výzkum, 

ve kterém byli potkani vystavováni aerosolu APS o koncentracích 0, 1, 4, 9, 17 a 20 mg/m
3
 

během 7 dní, 23,5 hodin denně. Jako NOAEL byla stanovena hodnota 1 mg/m
3
. Při vyšších 

koncentracích byly zaznamenány poklesy hmotnosti a náznaky plicního edému (Last et al., 

1982). Další prací, která se zabývala touto cestou vstupu, je třináctidenní studie toxicity 

APS. Byla provedena na králících, kteří inhalovali vdechovatelný prach o koncentraci 0; 5; 

10,3 nebo 25 mg/m
3
 vždy 6 hodin denně, 5 dní v týdnu. Během studie nebylo vyhodnoceno 

žádné úmrtí související s expozicí APS, ale byly zjištěny šelesty na plicích a zvýšená rych-

lost dýchání ve skupině 25 mg/m
3
 a u několika jedinců skupiny 10,3 mg/m

3
. Tyto příznaky 

vymizely během několika týdnů výzkumu. Vyskytovaly se další změny, jako pokles těles-
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né hmotnosti či nárůst hmotnosti plic, všechny však byly na konci výzkumu srovnatelné 

s kontrolní skupinou. NOAEL byl stanoven na 10,3 mg/m
3 
(Signorin et al., 2001). 

6.3 Podráždění kůže a sliznic 

Dermální dráždivost APS byla zjišťována pomocí náplastí aplikovaných jak na nepo-

rušenou, tak i na odřenou kůži tří bílých ruských králíků. Na porušené kůži bylo pozorová-

no silné zarudnutí doprovázené otokem, kterému následovala tvorba strupu a zjizvení. Ne-

porušená kůže nevykazovala kromě slabého otoku, který odezněl během 24 hodin, jiné 

známky dráždivosti, a proto byl APS vyhodnocen jako kůži nedráždivá látka. Tyto výsled-

ky se pak shodují s výzkumem z roku 1994, kdy byl APS aplikován na kůži šesti no-

vozélandských bílých králíků. V této studii taktéž nebyly pozorovány dráždivé účinky APS 

(Final report on safety assessment of ammonium, potassium, and sodium persulfate, 2001). 

Schopnost APS dráždit oční sliznice byla vyhodnocena indexem dráždivosti rovným 

hodnotě 10,5 - mírně dráždivý. APS v množství 0,1 g byl nakapán do spojivkového očního 

vaku tří králíků, čemuž následovalo silné zarudnutí doprovázené otokem s nadměrnou se-

krecí. Příznaky ustupovaly po dobu 72 hodin, přičemž zákal rohovky přetrvával déle. Stu-

die CTFA pozorovala reakce u devíti novozélandských králíků, z nichž třem byly oči po 

aplikaci promývány po dobu třiceti sekund. APS vykazoval mírnou dráždivost u králíků, 

jejichž oči nebyly promývány, a téměř nulovou u těch, kterým byly oči promyty (Final 

report on safety assessment of ammonium, potassium, and sodium persulfate, 2001). 

6.4 Genotoxicita 

APS v množství 1 až 1000 μg/miska byl podroben testům mutagenity na bakteriích. 

Testy byly provedeny na Salmonella typhimurium druhu TA1535, TA1537 a TA1538 

s metabolickou aktivací i bez ní. Ve všech případech byly získány negativní výsledky (Fi-

nal report on safety assessment of ammonium, potassium, and sodium persulfate, 2001) . 

Mutagenní potenciál byl testován i v koncentracích až do 10 mg/miska za použití Sal-

monella typhimurium druhu TA92, TA94, TA98, TA100, TA1535 a TA1537, opět 

s metabolickou aktivací i bez metabolické aktivace. Výsledky mutagenity byly negativní 

ve všech testovaných koncentracích (Ishidate et al., 1984).  

Při testech chromozomálních aberací APS vykazuje též negativní výsledky. Testy 

byly provedeny na CHL buňkách inkubovaných v koncentraci 250 μg/ml po dobu 48 hodin 

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

Karcinogenita APS byla zjišťována ve studii zaměřené na potenciál této látky 

pro tvorbu kožních nádorů. Výzkum probíhal 51 týdnů a byl prováděn na myších samicích. 

V první řadě bylo myším jednorázově podáno 20 nmolů iniciátoru dimethyl benzantracenu 

v 0,2 ml acetonu. O týden později bylo započato podávání APS v koncentraci 200 mg/ml 

acetonu, kontrolním jedincům byl podáván čistý aceton. Ve výsledcích byly náznaky tvor-

by nádorů spojované s APS, ale nebylo možné jej označit jako aktivně podpůrný ani kom-

pletní karcinogen (Kurokawa et al., 1984). 
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7 TOXICITA OLIGOMERŮ ANILINU 

Toxicita oligomerů anilinu byla systematicky poprvé zkoumána roku 2012. Práce, kte-

rá byla tohoto roku vydána, popisuje zkoušky cytotoxicity anilinových dimerů, trimerů 

a tetramerů na myších fibroblastech (NIH-3T3) a karcinogenních lidských alveolárních 

bazálních epiteliálních buňkách (A549). Výsledky demonstrují, že anilinové trimery vyka-

zují vyšší cytotoxicitu než dimery či tetramery, a to na oba typy buněk. Nicméně i typ bu-

něk výrazně ovlivňoval výsledky. U buněk A549 byla pozorována nižší cytotoxicita než 

u NIH-3T3 (Zhang et al.). 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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8 MATERIÁL A METODIKA 

8.1 Anilin hydrochlorid a amonium persulfát 

Anilin hydrochlorid (pure, kat. č.: 40008-CT0) byl vyroben a dodán firmou Lach-

Ner. Amonium persulfát (reagent grade, 98%, kat. č.: 215589) byl vyroben a dodán firmou 

Sigma-Aldrich. 

Bezpečnostní listy obou použitých látek jsou k dispozici v přílohách této práce. 

8.2 Použité buněčné linie 

V rámci MTT testu byly použity buňky buněčné linie HaCaT. Jedná se o buněčnou 

linii lidských keratinocytů, které byly získány od firmy Cell Lines Service (Catalog 

No. 300493. Germany). Jako kultivační médium bylo použito Dulbecco´s Modified Eagle 

Medium, s vyšším obsahem glukózy. K médiu se dle návodu pro kultivaci buněk přidává 

10% fetálního séra skotu a antibiotika – konkrétně Penicillin/Streptomycin, 100 U/ml 

(100µg/ml), (PAA Laboratories GmbH, Austria). Kultivační podmínky byly následující: 

teplota 37°C, koncentrace CO2 – 5%, stabilní relativní vlhkost uvnitř inkubátoru. 

V rámci testů fluorescenční mikroskopie byla použita buněčná linie myších fibrob-

lastů NIH/3T3 (ARCC CRL-1658), pro které bylo použito stejné medium jako 

v předchozím případě, rozdíl byl pouze v použitém séru. U linie NIH/3T3 jsme použili 

telecí sérum. 

8.3 Použité přístroje 

Biologický inkubátor s řízenou atmosférou CO2 – Inkubátor Heracell 150i (Ther-

moScientific, USA), mikroskop s fázovým kontrastem (Olympus CKX 41, Japan), centri-

fuga Ependorf 5702 R (Ependorf, Německo), spektrofotometrický přístroj pro měření ab-

sorbance Sunrise (Tecan, Švýcarsko), laminární flow box s řízenou cirkulací vzduchu 

(ThermoScientific, USA). 

8.4 Experimentální uspořádání 

8.4.1 Příprava roztoků AH, APS 

Roztoky AH i APS byly připraveny smícháním jednotlivých monomerů 

s používaným kultivačním médiem. Finální koncentrace AH byly 25; 20; 15; 10; 5; 1; 
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0,75; 0,5; 0,25; 0,1; 0,05 a 0,025 mg/ml. Koncentrace APS byly 25; 20; 15; 10; 5; 1; 0,75; 

0,5; 0,25; 0,1; 0,05 a 0,025 mg/ml. V případě roztoků AH bylo zjištěno nízké pH, proto byl 

proveden ještě pokus s vzorky u kterých bylo pH upraveno na hodnotu pH = 7 ± 0,2. 

8.4.2 Prekultivace buněk 

Z kultivační lahve bylo odsáto kultivační médium. Po důkladném odsátí bylo pro-

vedeno opláchnutí buněk pufrovaným fyziologickým roztokem (PBS) v množství 

0,2 ml/cm
2
. Bezprostředně po oplachu bylo PBS odsáto. Poté byl k buňkám přidán trypsin 

v množství 0,1 ml/cm
2
 a láhev byla vložena do inkubátoru. Stav trypsinizace byl průběžně 

kontrolován pod mikroskopem. Poté, co bylo zpozorováno oddělení buněk od kultivační 

nádoby (proces může trvat maximálně 20 minut od přídavku trypsinu), bylo do nádoby 

přidáno kultivační médium ve stejném objemu, v jakém byl přidáván trypsin. Suspenze 

buněk pak byla pomocí pipety převedena do centrifugační zkumavky. Zkumavka byla vlo-

žena do centrifugy, kde probíhalo odstředění po dobu 3 minut při rychlosti 1100 rotací za 

minutu (rpm) a teplotě 37,0 °C. Po vyjmutí zkumavky s buněčným sedimentem na dně byl 

opatrně odsát supernatant. Samotné koncentrované buňky pak byly naředěny čerstvým 

médiem na požadovanou koncentraci 1.10
5
 buněk/ml. Takto připravená buněčná suspenze 

byla poté rozpipetována do jednotlivých jamek 96 jamkových destiček v objemu 100 μl na 

1 jamku. Připravené destičky byly vloženy do inkubátoru, kde probíhala prekultivace bu-

něk po dobu 24 hodin. Prekultivace buněk je důležitá z hlediska jejich fyziologického sta-

vu při začátku testu. 

8.4.3 Přidávání roztoků 

Druhého dne bylo odsáto médium a následně byly do jamek s buňkami přidávány 

roztoky AH a APS a to v koncentracích: 0,15; 0,2; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 5; 10; 15; 20; 

25 mg/ml. Jednotlivých koncentrací bylo docíleno ředěním roztoku o nejvyšší koncentraci 

(25 mg/ml) čistým médiem. Následovala kultivace buněk v inkubátoru po dobu 24 hodin. 

8.4.4 MTT test 

Třetího dne, po 24 hodinách kultivace v přítomnosti roztoků, bylo buňkám vymě-

něno médium a přidán 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-tetrazolium bromid (MTT) 

v koncentraci 0,5 mg/ml média. Destičky s buňkami byly poté vloženy do inkubátoru na 

4 hodiny. Po uplynutí této doby bylo z jamek pomocí mikropipety odebráno 40 μl média, 

zbytek byl odsát a odpipetovaných 40 μl bylo navráceno zpět do jamek. V dalším kroku 
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bylo přidáno 80 μl dimethylsulfoxidu (DMSO). DMSO byl ponechán účinkovat po dobu 

15 minut. Poté byla změřena absorbance pomocí spektrofotometrického přístroje (Molecu-

lar probes, 2002).  

8.4.5 Fluorescenční mikroskopie 

Fibroblasty NIH/3T3 použité pro testování pomocí fluorescenční mikroskopie byly 

kultivovány stejným způsobem jako keratinocyty HaCaT pozorované v testu MTT. Postup 

je popsán v kapitolách 8.4.2 Prekultivace buněk a 8.4.3 Přidávání roztoků. Poté bylo 

k buňkám přidáno 10 μg/ml fluorescenčního barviva, v našem případě barviva Hoechst 

33258, tedy pentahydrát (bis-benzimide), které bylo ponecháno působit po dobu deseti 

minut. Buňky byly opláchnuty pomocí PBS a vzorky byly pozorovány pod fluorescenčním 

mikroskopem s fázovým kontrastem.  

Barviva Hoechst jsou modrá flouorescenční barviva schopná prostupovat do bu-

něčných struktur, což umožňuje pozorovat za jejich použití přítomnost daných proteinů 

v buněčných organelách. Díky jejich citlivosti na konformace DNA a stav chromatinu 

v buňkách je možná detekce poškození buněčných struktur, vizualizace chromozomů, jadé-

rek či jader a tedy i počtu samotných buněk. Struktura barviva hoechst 33258 je znázorně-

na na obrázku 4 (Molecular probes, 2005). 

Obrázek 4 - strukturní vzorec barviva Hoechst 

33258 (Molecular probes, 2005) 

 

 

Princip fluorescenční mikroskopie spočívá ve specifickém navázání barviva na po-

zorovanou strukturu a následném ozáření světlem o takové vlnové délce, kterou barvivo 

absorbuje za současného zvýšení energie molekuly. Tato energie je pak vyzářena světlem 

o delší vlnové délce, což se pod mikroskopem projeví barevnou změnou (Molecular pro-

bes, 2005). 
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9 VÝSLEDKY 

Níže jsou uvedeny výsledky testů cytotoxicity dvou látek, jedná se o anilin hydrochlo-

rid (AH) a amonium persulfát (APS), přičemž v případě AH byl ještě zahrnut vzorek 

s upraveným pH. Viabilita buněk je vyjádřena pomocí grafů a tabulek. V tabulkách jsou 

uvedeny výsledky průměrné absorbance a jejich směrodatné odchylky, přičemž se jedná 

o průměr ze čtyř opakování. V tabulkách je také uvedeno vyhodnocení dle ISO 10 993-5 

„Zkoušky na cytotoxicitu in vitro“. ISO norma je primárně určena pro testování zdravot-

nických prostředků, nicméně způsob vyhodnocení je v tomto případě aplikovatelný také 

pro naše testy cytotoxicity samostatných sloučenin. Dle ISO se porovnává procentuální 

viabilita buněk refence s viabilitou jednolivých vzorků, přičemž je aplikován následující 

postup:  hodnota rovna 100 znamená 100% přežitelnost buněk; >80 vyjadruje necytotoxic-

ký efekt; 60–80 slabá cytotoxicita; 40–60 střední cytotoxicita, <40 silná cytotoxicita. 

9.1 pH jednotlivých roztoků 

Hodnoty pH jsou důležité z hlediska reakcí buněk, proto je potřebné jej před testová-

ním zkontrolovat, případně upravit. Testovaný vzorek amonium persulfátu o koncentraci 

25 mg/ml měl hodnotu pH 7,319, tudíž nebylo nutné jeho pH upravovat. Při testování 

vzorku anilin hydrochloridu byly pro dané koncentrace naměřeny hodnoty pH: pH 3,983 

pro 25 mg/ml, pH 5,501 pro 5 mg/ml a pH 7,363 pro koncentraci 1 mg/ml. Jelikož vzorky 

anilin hydrochloridu o koncentracích vyšších než 5 mg/ml vykazovaly kyselé hodnoty, 

bylo pH vzroku anilin hydrochloridu o koncentraci 25 mg/ml upraveno na hodnotu 7,403. 

V tomto stavu byl vzorek naředěn na potřebné koncentrace a opětovně podroben zkouškám 

cytotoxicity. 
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9.2 Cytotoxicita amonium persulfátu 

Cytotoxicita amonium persulfátu (APS) byla stanovena na buněčné linii HaCaT po-

mocí upravené metodiky ISO normy č. 10993-5. V grafu č. 1 jsou uvedeny výsledky vyja-

dřující absorbanci jednotlivých vzorků APS při testu MTT. Z grafu je patrné, že se zvyšu-

jící se koncentrací APS v kultivačním médiu dochází ke snížení viability buněk. Výrazný 

pokles viability nastává od koncentrace 0,25 mg/ml. V koncentracích nižších (0,1; 0,05 

a 0,025) jsou hodnoty absorbance velmi blízké referenci.  Je možno konstatovat, že absor-

bance u koncentrace 0,025 mg/ml je nižší než u mírně vyšších koncentrací, zdá se však, 

že se jedná pouze o chybu měření. Jako limitní se zdá koncentrace 1 mg/ml. Při vyšších 

koncentracích (5; 10; 15; 20 a 25 mg/ml) APS již nedochází k výraznému snížení viability 

buněk.  

Graf 1 - výsledky testu cytotoxicity jednotlivých koncentrací vzorků APS  

 

V tabulce č. 1 jsou uvedeny výsledky doplňující graf č. 1 o vyhodnocení pomocí 

T-testu a dle ISO normy. Z tabulky je zřejmé, že tendence pozorované v grafu jsou potvr-

zeny i matematicko-statistickým vyhodnocením. Všechny koncentrace s vyjímkou koncen-

trací 0,1 a 0,05 mg APS na ml média jsou dle T-testu statisticky průkazně odlišné od refe-

renčního vzorku. V případě koncentrace 0,025 mg/ml je sice pozorován statisticky vý-

znamný rozdíl oproti referenci, ale podle ISO normy je tato koncentrace necytotoxická 

podobně jako koncentrace 0,1 a 0,05 mg/ml. Vyšší koncentrace APS  již vykazují slabou 

cytotoxicitu. Konkrétně se jedná o koncentrace 0,25 a 0,5 mg/ml. Zbývající koncentrace 

(0,75; 1; 5; 10; 15; 20 a 25 mg/ml) pak vykazují již střední cytotoxicitu.  
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Tabulka 1 - vyhodnocení absorbancí vzorků APS pomocí T-testu 

Koncentrace Průměr ± SD p % 

25 mg/ml 0,4054 ± 0,0095 0,0000 50 

20 mg/ml 0,3761 ± 0,0248 0,0000 47 

15 mg/ml 0,4080 ±0,0082 0,0000 50 

10 mg/ml 0,3565 ± 0,0070 0,0000 44 

5 mg/ml 0,3696 ± 0,0248 0,0000 46 

1 mg/ml 0,3911 ± 0,0234 0,0000 48 

0,75 mg/ml 0,4522 ± 0,0230 0,0000 56 

0,5 mg/ml 0,5139 ± 0,0107 0,0000 64 

0,25 mg/ml 0,6251 ± 0,0303 0,0000 77 

0,1 mg/ml 0,7709 ± 0,0507 0,3928 95 

0,05 mg/ml 0,7662 ± 0,0422 0,2429 95 

0,025 mg/ml 0,7096 ± 0,0251 0,0090 88 

Reference 0,8079 ± 0,0574  100 

Poznámka: p vyjadřuje hladinu významnosti při porovnání s referencí. % vyjadřují procentuální pokles 

buněčné viability ve srovnání s referencí, přičemž: hodnota rovna 100 znamená 100% přežitelnost buněk; 

>80 vyjadřuje necytotoxický efekt; 60–80 slabá cytotoxicita; 40–60 střední cytotoxicita, <40 silná 

cytotoxicita. 

 

Na obrázku č. 5 jsou zobrazeny fotografie buněčné linie HaCaT při stonásobném 

zvětšení, těsně před vyhodnocením testu pomocí MTT. Mikrofotografíe korespondují 

s kvantifikací dle testu MTT, na jednotlivých snímcích lze pozorovat morfologické změny 

buněk. Na fotografii (A) je zobrazena koncentrace 0,1 mg APS na 1 ml média. To odpoví-

dá množství i vzhledu zdravých buněk, což značí fyziologický vzhled, dobře viditelná já-

dra a adheze buněk. Při koncentraci 0,25 mg/ml na obrázku (B) zatím nejsou pozorovány 

výrazné morfologické změny, ale je zde zachycen úbytek buněk, což se shoduje s výsledky 

T-testu, který vyhodnotil tuto koncentraci jako slabě toxickou. U vyšších koncentrací  na 

fotografiích (C), (D), (E) a (F) množství buněk radikálně klesá a jsou zde vidět značné 

změny morfologie, snížená adheze i zbytky odumřelých buněk. Na fotografii (F) je zachy-

cena tvorba bublin cytoplazmatické membrány, což je charakteristický jev doprovázející 

buněčnou smrt. 
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Obrázek 5 - fotografie buněk při testu cytotoxicity amonium persulfátu v koncentracích 0,1 

(A); 0,25 (B); 1 (C); 5 (D); 15 (E) a 25 mg/ml (F) 

(A) (B) 

  

(C) (D) 

  

(E) (F) 
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Na obrázku č. 6 jsou zobrazeny fotografie buněčné linie NIH/3T3 při stonásobném 

zvětšení po obarvení fluorescenčním barvivem Hoechst 33258. Fotografie jsou pořízeny 

pomocí fluorescenčního mikroskopu. Přestože je test vyhodnocován na buněčné linii jiné-

ho původu, fotografie korespondují s výsledky testu MTT. Pozorujeme zde výrazné snížo-

vání počtu buněk s rostoucí koncentrací amonium persulfátu. 

 

Obrázek 6 - fotografie fluorescenční mikroskopie buněčné linie NIH/3T3 prekultivované 

s amonium persulfátem v koncentraci: referenční – 0 (A); 0,1 (B); 0,5 (C); 1 mg/ml (D)  

(A) (B) 

  
 

(C) (D) 
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9.3 Cytotoxicita anilin hydrochloridu 

Cytotoxicita anilin hydrochloridu (AH) byla stanovena na linii HaCaT pomocí upra-

vené metodiky ISO normy. Výsledky testu MTT jsou znázorněny pomocí absorbancí jed-

notlivých vzorků AH o různých koncentracích v grafu č. 2. Na grafu je viditelný klesající 

trend viability buněk s rostoucí koncentrací látky v kultivačním médiu. Znatelné snížení 

viability lze pozorovat od koncentrace 1 mg AH na 1 ml kultivačního média. Jako limitní 

se jeví koncentrace 5 mg/ml. Nejvyšší koncentrace látky, tedy 25 mg/ml, vykazuje mírné 

zvýšení absorbance vůči mírně nižším koncentracím. Tato změna absorbance je však způ-

sobena tvorbou krystalků AH, které se samovolně vytváří již od koncentrace 15 mg/ml, 

u koncentrace 25 mg/ml je ale jejich vliv mnohem výraznější. Ke vzniku krystalků dochází 

i v čistém médiu, pokud je však AH rozpuštěn v ultračisté vodě, krystalky se netvoří. Jejich 

vznik je tedy pravděpodobně způsobem interakcí s některou ze složek média. Krystalky 

jsou viditelné na obrázku č. 7 (F). U  nižších koncentrací (0,75; 0,5; 0,25; 0,1; 0,05 

a 0,025 mg/ml) než 1 mg/ml, jsou hodnoty absrobance viditelně blízké referenční hodnotě. 

Značný pokles absorbance při koncentraci 0,05 mg/ml je považován za chybu měření.  

Graf 2 - výsledky testu cytotoxicity jednotlivých koncentrací vzorků AH 

 

Tabulka č. 2 uvádí výsledky doplňující graf č. 2 o vyhodnocení pomocí T-testu 

a dle ISO normy. Z výsledků je patrné, že v grafu viditelný trend viability buněk je potvr-

zen i matematicko-statistickým vyhodnocením. Koncentrace vyšší než 1 mg AH na 

1 ml média (25; 20; 15; 10; 5 a 1 mg/ml) jsou podle T-testu statisticky průkazně odlišné od 

reference. U koncentrací vyšších než 1 mg/ml (0,75; 0,5; 0,25; 0,1; 0,05 a 0,025) nebyla 
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T-testem zjištěna statisticky průkazná odlišnost od referenčního vzorku. Ačkoliv u koncen-

trace 0,05 mg/ml pozorujeme značný propad hodnoty absorbance, je tato koncentrace AH 

v kultivačním médiu považována dle ISO normy za necytotoxickou, podobně jako tomu je 

u koncentrací 0,025; 0,1; 0,25; 0,5 a 0,75 mg/ml. Slabou cytotoxicitu vykazuje koncentrace 

1 mg AH na 10 ml média. Zbylé koncentrace této látky (5; 10; 15; 20 a 25 mg/ml) již vy-

kazují střední cytotoxicitu. Výrazné zvýšení buněčné viability u nejvyšší koncentrace je 

způsobeno změnou absorbance v důsledku tvorby krystalků AH.  

Tabulka 2 - vyhodnocení absorbancí vzorků AH pomocí T-testu 

Koncentrace Průměr ± SD p % 

25 mg/ml 0,4742 ± 0,0162 0,0000 59 

20 mg/ml 0,4212 ± 0,0125 0,0000 52 

15 mg/ml 0,4198 ± 0,0203 0,0000 52 

10 mg/ml 0,4440 ± 0,0180 0,0000 55 

5 mg/ml 0,4677 ± 0,0169 0,0000 58 

1 mg/ml 0,6218 ± 0,0321 0,0000 77 

0,75 mg/ml 0,7936 ± 0,0237 0,6332 98 

0,5 mg/ml 0,8164 ± 0,0192 0,8408 101 

0,25 mg/ml 0,8424 ± 0,0249 0,3242 104 

0,1 mg/ml 0,8299 ± 0,0400 0,4758 103 

0,05 mg/ml 0,7424 ± 0,0134 0,0670 92 

0,025 mg/ml 0,8590 ± 0,0241 0,1496 106 

Reference 0,8079 ± 0,0574  100 

Poznámka: p vyjadřuje hladinu významnosti při porovnání s referencí. % vyjadřují procentuální pokles 

buněčné viability ve srovnání s referencí, přičemž: hodnota rovna 100 znamená 100% přežitelnost buněk; 

>80 vyjadřuje necytotoxický efekt; 60–80 slabá cytotoxicita; 40–60 střední cytotoxicita, <40 silná 

cytotoxicita. 

 

Fotografie buněčné linie HaCaT zachycené před vyhodnocením testu MTT jsou 

na obrázku č. 7. Zvětšení fotografií je stonásobné. Fotografie korespondují s výsledky testu 

MTT. Fotografie (A) koncentrace 0,25 mg AH na 1 ml média znázorňuje buňky v dobrém 

fyziologickém stavu a velkém množství. Ve stejně dobré fyziologické kondici zachycuje 

buňky fotografie (B), kde jsou zobrazeny buňky kultivované s roztokem AH o koncentraci 

0,75 mg/ml. Mimo mírné snížení jejich počtu zde nejsou pozorovány žádné změny. 
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Na obrázku (C) a (D) o koncentracích 1 a 10 mg/ml lze pozorovat nefyziologický vzhled, 

zejména tvar buněk. Na fotografiích (E) a (F) je zobrazena koncentrace 25 mg/ml, přičemž 

na obrázku (E) je vidět tvorba „bublin“ doprovázející apoptózu,  na obrázku (F) krystalky 

AH ovlivňující absorbanci při testu MTT a v důsledku toho pak hodnoty získané viability. 

Obrázek 7 - fotografie buněk při testu cytotoxicity anilin hydrochloridu v koncentracích 

0,25 (A); 0,75 (B); 1 (C); 10 (D); 25 (E) a 25 mg/ml, kde jsou viditelné krystalky AH (F) 

(A) (B) 

  

(C) (D) 

  

(E) (F) 
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Na obrázku č. 8 jsou zachyceny fotografie buněčné linie NIH/3T3 po obarvení flu-

orescenčním barvivem Hoechst 33258. Fotografie jsou pořízeny pomocí fluorescenčního 

mikroskopu při stonásobném zvětšení. Na obrázku je pozorováno snížení počtu buněk 

s rostoucí koncentrací anilin hydrochloridu, což se shoduje s výsledky testu MTT.  

 

Obrázek 8 - fotografie fluorescenční mikroskopie buněčné linie NIH/3T3 prekultivované 

s anilin hydrochloridem v koncentraci: referenční – 0 (A); 0,5 (B); 0,75 (C); 1 mg/ml (D)  

(A) (B) 

  
(C) (D) 
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Cytotoxicita Anilin hydrochloridu s upraveným pH 

Cytotoxicita Anilin hydrochloridu s upraveným pH byla taktéž stanovena na linii 

HaCaT pomocí upravené metodiky ISO normy. V grafu č. 3 jsou uvedeny hodnoty absor-

bancí jednotlivých vzorků anilin hydrochloridu s upraveným pH, získaných při testu MTT. 

Na grafu je viditelná klesající tendence viability buněk s rostoucí koncentrací látky 

v kultivačním médiu a to zejména v rozmezí koncentrací 5 a 10 mg anilin hydrochloridu na 

1 ml kultivačního média. U zbylých koncentrací (15; 20 a 25 mg/ml) již pozorujeme mírné 

kolísání kolem ustálené hodnoty absorbance, tedy podobné vlivy těchto koncentrací na 

viabilitu buněk. Nepřiměřený vzrůst absorbance u koncentrace 20 mg/ml je pravděpodob-

ně, s ohledem na směrodatné odchylky, způsoben chybou měření.  

Graf 3 - výsledky testu cytotoxicity jednotlivých koncentrací vzorků AH s upraveným pH  

 

V tabulce č. 3 jsou uvedeny výsledky doplňující graf č. 3 o vyhodnocení pomocí 

T-testu a dle ISO normy. Z výsledků je zřejmé, že tendence viability buněk pozorovaných 

v grafu jsou doloženy i matematicko-statistickým vyhodnocením. Všechny testované kon-

centrace (5; 10; 15; 20 a 25 mg/ml) anilin hydrochloridu s upraveným pH jsou statisticky 

průkazně odlišné od referenční hodnoty a všechny spadají do kategorie střední cytotoxici-

ty, jako tomu bylo při testování anilin hydrochloridu bez úpravy pH. 
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Tabulka 3 - vyhodnocení absorbancí vzorků AH s upraveným pH pomocí T-testu 

Vzorek Průměr ± SD p % 

AH_25mg/ml 0,3850 ± 0,0074 0,0000 48 

AH_20mg/ml 0,4105 ± 0,0212 0,0000 51 

AH_15mg/ml 0,3861 ± 0,0217 0,0000 48 

AH_10mg/ml 0,3766 ± 0,0191 0,0000 47 

AH_5mg/ml 0,5089 ± 0,0450 0,0000 63 

Reference 0,8079 ± 0,0574  100 

Poznámka: p vyjadřuje hladinu významnosti při porovnání s referencí. % vyjadřují procentuální pokles 

buněčné viability ve srovnání s referencí, přičemž: hodnota rovna 100 znamená 100% přežitelnost buněk; 

>80 vyjadřuje necytotoxický efekt; 60–80 slabá cytotoxicita; 40–60 střední cytotoxicita, <40 silná 

cytotoxicita. 

 

9.4 Srovnání cytotoxicity Amonium persulfátu a Anilin hydrochloridu 

Z výše uvedených výsledků vyplývá, že obě látky, jak amonium persulfát (APS), 

tak anilin hydrochlorid (AH), vykazují cytotoxické účinky závislé na koncentraci dané 

chemikálie. Jejich účinky se však při různých koncentracích mírně liší. Svědčí o tom na-

příklad první výrazný pokles viability buněk viditelný na grafu č. 1 a 2, který byl u APS 

pozorován při koncentraci 0,25 mg/ml a u AH při koncentraci 1 mg/ml. Tato informace 

tedy říká, že nástup cytotoxicity byl u APS zaznamenán při nižší koncentraci než u AH. 

Potvrzuje to také limitní koncentrace, pozorovaná na grafech, která byla u APS rovna 

1 mg/ml, u AH 5 mg/ml. Z tabulek č. 1 a 2 je zjevné, že obě zjištěné kategorie cytotoxicity 

se projevovaly u APS v nižších koncentracích než u AH. Konkrétně slabá cytotoxicita byla 

u APS zaznamenána při koncentraci 0,25 mg/ml a u AH při 1 mg/ml. Střední cytotoxicita 

se objevila u APS při koncentraci 0,75 mg/ml, u AH při 5 mg/ml. Je vhodné též po-

dotknout, že ačkoliv obě látky dosahovaly pouze kategorie střední cytotoxicity, nejvyšší 

pozorovaná hodnota u APS dosahovala vyšších hodnot než nejvyšší hodnota cytotoxici-

ty AH. 
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10 DISKUZE 

Polyanilin (PANI) je jako zástupce vodivých polymerů potenciálně využitelný 

v biomedicínských aplikacích, například v oboru srdečního a nervového tkáňového inže-

nýrství. Roku 2012 byla provedena studie biokompatibility PANI (Humpolíček et al.), kde 

byla zjištěna cytotoxicita tohoto polymeru. Vzhledem k tomu, že bylo dosaženo význam-

ného snížení cytotoxicity pomocí čistících postupů následujících po syntéze PANI, bylo 

možné konstatovat, že za cytotoxicitu jsou odpovědné zejména nízkomolekulární složky, 

které se v hotovém PANI nachází. S ohledem na tyto výsledky bylo vhodné provést vý-

zkum vlivů možných nečistot PANI, tedy zbytků výchozích látek, monomeru anilin hyd-

rochloridu (AH) a oxidačního činidla amonium persulfátu (APS) (Prokeš, Stejskal, Omas-

tová, 2001).  

O těchto látkách již bylo v minulosti provedeno několik studií. Svědčí o tom například 

výzkum subchronické toxicity AH na potkanech (Firoze et al., 1993), který odhalil nega-

tivní vliv na tělesné orgány těchto zvířat, konkrétně jater, sleziny a varlat, přičemž bylo 

zaznamenáno také snížení hematokrytu. Karcinogenita této látky byla často diskutována 

v souvislosti se zvýšeným množstvím nádorů močového měchýře, které byly zjištěny 

u pracovníků v průmyslu s anilinovými barvivy. Bylo však vyzkoumáno, že tyto nádory 

byly způsobovány komplexním působením více látek v tomto průmyslu. Při pozorování 

účinku samotného anilinu nebylo pozorováno zvýšené riziko (CANCER, International 

Agency for Research on, 1982). Při testování karcinogenních účinků AH na myších nebyly 

zjištěny pozitivní výsledky, studie karcingenity prováděné na potkanech ukazovaly zvýše-

nou produkci tumorů, což dokládá jednak souhrn dat International Agency for Recearch on 

cancer (1982), jednak práce Bioassay of aniline hydrochloride for possible carcinogenicity 

(1978) a výsledky testů Scientific committee on toxicity, ecotoxicity and the environment 

(2003). AH byl dále testován na teratogenní účinky perorálním podáním této látky těhot-

ným samicím potkanů. Ačkoliv byly pozorovány fyziologické změny, z důvodu různoro-

dosti výsledku nemohla být určena hodnota NOAEL. V důsledku hematologických 

změn u samic i plodů byla ale získána hodnota NOAEL pro vývojovou toxicitu 

30 mg AH / kg hmotnosti / den (Scientific committee on toxicity, ecotoxicity and the envi-

ronment, 2003). 

 APS je látka hojně využívaná v kosmetickém odvětví, zejména v prostředcích pro 

barvení vlasů, a proto již prošla mnoha studiemi. Akutní toxicita byla testována na potka-
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nech po perorálním podání v koncentraci 200 mg/ml za zjištění hodnoty LD50 820 mg/kg 

(Smyth et al., 1969), v další studii taktéž perorálním podáním potkanům ve vodě, kdy byly 

stanoveny hodnoty LD50 600 mg/kg u samců a 495 mg/kg u samic, stejně tak dermální 

cestou neporušenou kůží u potkanů, kdy už hodnota 2g/kg byla určena jako LD50 a u krá-

líků pak 10 g/kg. Akutní toxicita inhalací u potkanů byla stanovena na koncentraci LC50 

2,95 mg/l (Final report on safety assessment of ammonium, potassium, and sodium persul-

fate, 2001). Toxicita po opakovaném podání byla pozorována u potkanů, u nichž byla zjiš-

těna LOAEL perorálním podáním 600 ppm  (National industrial chemicals and assessment 

scheme, 2001). Naproti tomu ve studii na psech, kterým byl APS podáván ve stravě obsa-

hující 15 g/45 kg mouky po dobu tří měsíců, nebyla prokázána toxicita této látky. Toxicita 

nebyla pozorována ani v šestnáctimesíční studii na psech a potkanech (Final report on safe-

ty assessment of ammonium, potassium, and sodium persulfate, 2001). Při aplikaci APS 

potkanům inhalační cestou byla určena NOAEL 1 mg/m
3 

(Last et al., 1982). Třináctidenní 

studie toxicity u králíků při inhalaci APS poskytla NOAEL 10,3 mg/m
3
 (Signorin et al., 

2001). Dráždivost kůže nebyla v žádné studii zpozorována, byla zjištěna pouze mírná 

dráždivost očí při testování na králících (Final report on safety assessment of ammonium, 

potassium, and sodium persulfate, 2001). APS byl také podroben testům mutagenity na 

bakteriích. Ve třech různých studiích mutagenity na kmeni Salmonella typhimurium vyka-

zoval negativní výsledky (National industrial chemicals and assessment scheme, 2001), 

stejně jako u testů chromozomálních aberací prováděných na CHL buňkách (Ishida-

te et al., 1984). Kurokawa et al. (1984) zkoumaly karcinogenní účinky APS na myších. 

I když byly pozorovány náznaky tvorby nádorů, nebylo možné jej označit jako prokazatel-

ný karcinogen. Mezi další zkoumané účinky této látky patří její potenciál k uvolňování 

histaminu z kůže. Mahzoon, Yamamoto a Greaves (1977) tento potenciál testovali na kož-

ních řezech tří druhů, morčat, potkanů a opic. Kožní štěpy byly inkubovány s různými 

koncentracemi APS. U morčat a opic nebyl pozorován žádný projev, u potkaní kůže bylo 

při koncentraci 1000 μg/ml zjištěno 20% až 24% uvolnění histaminu. Jak je patrné 

z uvedeného přehledu, oba monomery byly v minulosti intenzivně studovány, ale přede-

vším s ohledem na in vivo studie. Práce zabývající se cytotoxicitou, v souladu s ISO nor-

mami, však nebyly publikovány. V praktické části této práce proto byly stanoveny cytoto-

xické koncentrace amonium persulfátu a anilin hydrochloridu. AH vykazoval slabou cyto-

toxicitu při koncentraci 1 mg/ml, při koncentracích vyšších již cytotoxicitu střední, při-

čemž jako limitní se zdála být koncentrace 5 mg/ml. Slabá cytotoxicita APS se projevovala 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 59 

 

při koncentracích 0,25 a 0,5 mg/ml, vyšší koncentrace pak způsobovaly cytotoxicitu střed-

ní. Jako limitní bylo možné označit koncentraci 1 mg/ml. Roku 2012 byly vyhotoveny 

první zkoušky cytotoxicity látek, které této práci posloužily jako výchozí pro určení testo-

vaných koncentrací (Kuceková et al.). V této studii byly pro AH zvoleny nízké koncentra-

ce, z nichž žádná nevykazovala cytotoxické účinky, proto byly v mé práci přidány i vzorky 

o vyšších koncentracích, u nichž byl zjištěn cytotoxický vliv, a dále pak i limitní koncen-

trace. U koncentrací stejných jako v práci Kuceková et al. byly stanoveny podobné necyto-

toxické výsledky. U roztoků APS byly ve studii Kuceková et al. zjištěny téměř stejné vý-

sledky jako v praktické části této bakalářské práce. Můj výzkum byl rozšířen o nižší kon-

centrace APS, u kterých byl shledán přechod mezi necytotoxickým působením a střední 

cytotoxicitou této látky. 

Mezi další nečistoty, které se mohou v PANI vyskytovat, patří oligomery anilinu. 

Jejich cytotoxické vlivy byly poprvé zkoumány roku 2012. Oligomery byly rozděleny 

dle délky řetězce, tedy počtu merů, na dimery, trimery a tetramery, a poté byly jednotlivě 

testovány na myších fibroblastech (NIH-3T3) a karcinogenních lidských alveolárních ba-

zálních epiteliálních buňkách (A549). U obou typů buněk bylo zjištěno, že anilinové trime-

ry vykazují vyšší cytotoxicitu než ostatní oligomery. Pro porovnání posloužila hodnota 

IC50, tedy koncentrace oligomeru, při které dochází k 50% poklesu viability. Po šesti ho-

dinách inkubace buněk s oligomery byly získány hodnoty IC50; 642,2 μg/ml pro dimery, 

210,8 μg/ml pro trimery a 532,2 μg/ml pro tetramery. Z výsledků je možno usoudit, 

že i malé koncentrace těchto látek, zejména trimerů anilinu, mohou značně měnit výsled-

nou toxicitu polymeru (Zhang et al.). Naše výsledky doplňují dosavadní znalosti v objas-

nění toxicity polyanilinu, konkrétně z hlediska cytotoxicity zbytků monomeru polyanilinu, 

tedy anilin hydrochloridu a oxidační látky amonium persulfátu. Konkrétně byly zjištěny 

hranice koncentrací, při kterých je pozorován cytotoxický vliv na lidské buňky, přičemž se 

zvyšující se koncentrací obou látek cytotoxicita rostla. Anilin hydrochlorid vykazoval prv-

ní cytotoxický účinek při koncentraci 1 mg/ml, amonium persulfát při koncentraci 

0,25 mg/ml.  
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ZÁVĚR 

Hlavním cílem praktické části této bakalářské práce bylo stanovení cytotoxicity 

amonium persulfátu a anilin hydrochloridu jakožto výchozích složek pro výrobu polyanili-

nu, vodivého polymeru s potenciálním využitím v medicínských aplikacích. Zjištění toxici-

ty bylo prováděno z důvodu možných pozůstatků těchto látek v hotovém polymeru, a tudíž 

případného působení na organismus. 

Testy cytotoxicity byly provedeny pomocí testu MTT na buněčné linii lidských ke-

ratinocytů HaCaT. Do testu byly zařazeny jednotlivé koncentrace látek, které se zdály být 

z toxikologického hlediska významné, včetně reference, vzorku buněk inkubovaných 

s nulovou koncentrací zkoumaných látek, pro porovnání získaných hodnot. Výsledky testu 

pak byly doplněny o matematicko-statistická vyhodnocení pomocí T-testu, která v obou 

případech korespondují se získanými hodnotami. Správnost testu MTT byla ověřována 

porovnáním výsledků daných koncentrací s pořizovanými mikrofotografiemi, na kterých 

byly pozorovány změny v morfologii odpovídající výsledné viabilitě buněk.  

Z výsledků je patrné, že cytotoxický účinek vykazovaly obě látky, přičemž jejich 

negativní účinek se zvyšoval s rostoucí koncentrací testované látky v kultivačním médiu. 

U anilin hydrochloridu i amonium persulfátu byla stanovena limitní koncentrace, od které 

se zdál být účinek látky konstantní, bez dalšího růstu. Limitní koncentrace byla určena 

u amonium persulfátu na 1 mg/ml, u anilin hydrochloridu na 5 mg/ml média. Slabý cytoto-

xický účinek byl u APS zaznamenán již při koncentraci 0,25 mg/ml, u AH při 1 mg/ml. 

Na základě těchto zjištění by bylo do budoucna možné pomocí čistících postupů hotového 

polyanilinu dosáhnout takových koncentrací zbytkových nečistot - anilin hydrochloridu a 

amonium persulfátu, díky kterým by radikálně klesla celková toxicita polyanilinu. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

ED  Efektivní dávka, která způsobuje reakci u určité části jedinců v souboru. 

IC  Koncentrace, která způsobí pokles viability u určité části jedinců v souboru. 

LD  Letální dávka, při které zahyne určitá část jedinců v souboru. 

LOAEL  Nejnižší testovaná dávka s pozorovaným nepříznivým účinkem. 

MIC  Minimální inhibiční koncentrace. 

NOAEL  Nejvyšší dávka, při které není pozorovaný nepříznivý účinek. 
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