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Abstrakt

Diserta¢ni prace pojednavd o detekci mikro a nanometrickych castic na bazi kovu
v lidské hypertrofické tkani z oblasti skofep nosnich u pacientl s chronickou rymou,
v lidské nadorové plicni tkdni a v cytologickych vzorcich sputa. Studované tkané€ a tekutiny
byly primarné charakterizovany metodou Ramanovy mikrospektroskopie, vybrané vzorky
byly pak nasledné podrobeny analyze na skenovacim elektronovém mikroskopu, kdy zjisténé
vysledky byly vyhodnoceny statistickymi metodami. Navic byl proveden odbér silni¢niho
prachu v zavislosti na zatiZzenosti dopravy (2 lokality) v pribéhu osmi meésicii, jakoz mozny
potencialni zdroj castic zatézujici dychaci systém cloveéka. Témito metodami se podatilo
detekovat ptitomnost pevnych castic/shluktl ¢astic prevazné na bazi kovi. Velka ¢ast z nich
byla zjisténa ve velikosti pod 1 pm. Mnohé z téchto castic/shluki cCastic patii svym
chemickym slozenim podle IARC mezi agens ,,prokazatelné karcinogenni pro ¢lovéka®. Takto
ziskané informace a postupy by mohly dale poslouzit pro Iékafskou praxi. Charakterizované
metody detekce castic v lidské tkani by se tak mohly vyhledové stat soucasti specidlniho
vySetieni u n¢kterych autoimunitnich onemocnéni nebo u nemoci, které byly diagnostikovany

jako idiopatické, tedy vzniklé z neznamych pficin.



Abstract

The doctoral thesis deals with the detection of micro and nano-sized metallic particles in
human hypertrophic tissues from carrier beams in patients diagnosed with chronic
rhinitis, human lung cancer tissues and cytological specimens of sputum. The studied
tissues and fluids were first characterized by the Raman microspectroscopy method, the
selected samples were then analyzed by scanning electron microscopy, where the results
were evaluated by statistical methods. In addition, road dust was collected depending on
the traffic load (2 locations) in eight months, and analyzed as a potential source of
particulate matter entering human respiratory system. These methods were able to detect
the presence of solid particles / particle aggregates predominantly metal-based. Many of
these were found in a size below 1 um. Many of these particles / clusters of particles can
be according to chemical composition classified by IARC as "probably carcinogenic to
humans". The information and procedures thus obtained could further serve for medical
practice. Characterized methods of particle detection in human tissues could thus
prospectively become a part of a special examination in some autoimmune diseases or in

diseases that have been diagnosed as idiopathic, resulting from unknown causes.
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1. UVOD

Primysl a doprava jsou antropogennimi procesy, které se neustale vyviji a bez kterych je
fungovani lidstva jiz prakticky nemozné. OvSem tento vyvoj jde ruku v ruce s urcitymi
environmentalnimi a zdravotnimi riziky. Pravé doprava a lokaln¢ také primysl pfispivaji
vyznamnou mérou ke znec¢isSténi ovzdusi prachovymi casticemi. Mezi dalsi zdroje patii ale
také domacnosti. Z primyslu zde patii predevSim pyrometalurgie, chemicky a energeticky
primysl a spalovny odpadu. V dopravé se jednd o dieselové motory, které piispivaji do
ovzdusi pfevazne elementarnim uhlikem (velikostné pfevazné pod 1um). Ale také nespalovaci
procesy v doprave zna¢né prispivaji svymi emisemi prachovych ¢astic ke znecisténi prostredi,
zejména pak ovzdusi. Patii sem ptfedevSim otéry pneumatik, vozovky a brzdové otéry.
Vsechny tyto frikéni procesy jsou spojeny s uvolilovanim otérovych ¢astic do prostiedi. Pti
velkém poctu vyprodukovanych frikénich kompozitl na svéte je tedy otazkou, co a v jakém
mnozstvi je uvolilovano pii brzdéni do svého okoli a jaky to mize mit vliv na ¢lovéka. Vétsi
¢astice sedimentuji, ale ty malé ziistdvaji ve vznosu, mohou putovat na velké vzdalenosti a
pfispivat tak ke kontaminaci vétSiho tizemi. Tyto Castice jsou pfimo v dychaci zoné ¢lovéka a
jejich prvni cesta vstupu do lidského organismu muze byt pravé pres dychaci cesty.
Dlouhodoby vliv prachovych ¢astic, které se vyskytuji v ovzdusi, na clovéka mize byt jednou
z pti¢in vzniku néjakého z patologickych stavi. V lidské populaci obecné piibyva
onemocnéni hornich a dolnich cest dychacich, velmi €asto takovych, u kterych neni zcela
znama pricina vzniku. Mnohé z téchto pivodné akutnich onemocnéni piechazi do
chronického staddia a zptsobuji tak pacientovi dlouhodoby diskomfort v bézném zivotg.
Mohou mit za nasledek aZ vznik vaZnéjSich patologickych stavi, jakymi jsou chronické rymy,
anginy nebo dokonce nadorova onemocnéni. Obecné incidence nadorovych onemocnéni u
fyzické aktivity. Alarmujici je pfedevSim to, Ze se toto onemocnéni velmi Casto tyka osob v

produktivnim v€ku nebo dokonce malych déti.



Cilem této prace bylo:

1)

2)

3)

4)

Zjistit ptitomnost ¢astic na bazi kovl v tkanich z rtiznych ¢asti dychaciho systému,
pozménénych disledkem néjakého patologického stavu.

Nalézt nejvhodnéjsi zptusoby Upravy biologického materidlu pro ucely jednotlivych
chemickych a mikroskopickych analyz.

Pouzitim vybranych a hlavné dostupnych metod stanovit chemické a fazové slozeni
téchto detekovanych castic a jejich velikost.

Identifikace mozného rizika v souvislosti s piitomnosti detekovanych latek v
resuspendovaném silnicnim prachu z povrchu cesty, ktery se podili na kazdodenni

expozici ¢loveéka v oblastech s vyssi hustotou silni¢ni dopravy.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Nanomaterialy
Nanomaterialy, neboli materidly tvofené ¢asticemi nebo objekty, jejichz rozméry se pohybuji
v fadech nanometrii, se od materidli s vétSimi Casticemi odliSuji svymi charakteristickymi
fyzikélné-chemickymi vlastnostmi. Mezindrodni organizace pro normalizaci (ASTM)
definuje termin ~nanomateridl~ jako ,,material s jakymikoliv vné&j$imi rozméry velikosti v
fadu nanometri nebo s vnitini strukturou nebo povrchovou strukturou v fadu nanometrii*.
Pojem velikost v fadu nanometrii~ je definovan jako velikostni rozpéti obvykle od 1 nm do
100 nm [1]. Pfestoze je nanomateridl takto definovan, mnohé materidly, které nespliuji toto
velikostni rozpéti, mohou byt diky svym unikéatnim vlastnostem zafazeny pod nanomaterialy.
Dulezitymi parametry, které ¢ini nanomaterialy specifickymi jsou nejen velikost ¢astic, ale
také velikost povrchu ¢astic s tim souvisejici reaktivita a také 1 samotné chemické slozeni. Dle
doporuceni Evropské komise ze dne 18. fijna 2011 se nanomateridlem rozumi piirodni
material, materidl vznikly jako vedlej$i produkt nebo material cilené¢ vyrobeny obsahujici
izolované ¢astice nebo jako agregat ¢i aglomerat, ve kterém je u 50 % nebo vice Castic ve
velikostnim rozdé€leni jeden nebo vice vnéjSich rozméri v rozmezi velikosti obvykle
1-100 nm. Ve zvlastnich pfipadech a opraviuji-li k tomu obavy tykajici se Zivotniho
prostfedi, zdravi, bezpecnosti nebo konkurenceschopnosti, miize byt hranice 50 % ve

velikostnim rozd¢leni nahrazena hranici mezi 1 a 50 % [1,2].

Nanomaterialy Ize rozdélit dle nékolika hledisek:

a) Podle pavodu:

e Pfirodni nanomateridly — zdrojem je prevazné vulkanickd ¢innost a poZary. Pfirodni
nanomateridly jsou také v jemném motském aerosolu, pisku a piidnich koloidech. Jako
Castice v rozmérech ,,nano* se také vyskytuji viry, DNA, proteiny, pyl, aj. [3.,4],
(obrazek 1).

e Nanomateridly vzniklé jako wvedlej$i produkt — vétSinou prostiednictvim
antropogennich Cinnosti, jako jsou spalovaci procesy, pyrometalurgie, doprava,
svafovani, grilovani, koufeni a dalsi (obrazek 1). Tyto ,,antropogenni* nanomaterialy

nemaji zcela definovanou velikost a ne vzdy je zndmo jejich ptesné chemické slozeni

[5].
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Obrazek 1: Orientacni velikostni rozmezi castic prirodniho (zelené) a antropogenniho piivodu

(Cervené), prevzato a upraveno podle [6]

e C(Cilen¢ pfipravené nanomateridly (angl. engineered) — mohou se uvoliiovat do
prosttedi pfi jejich cilené ptipravé, ale také béhem jejich pouzivani ¢i likvidaci
kone¢nych produkti spotfebitelem. Patii zde vyroba elektroniky, obalovych hmot,
pigmentt, kosmetickych produktt, 1é¢iv, potravin a textilii. U téchto nanomaterialt je
vétSinou definovana velikost 1 sloZeni [5]. Jejich produkce se kazdym rokem zvySuje a
prevySuje mnoZstvi n€kolik tun roc¢né. Skutecné mnoZzstvi svétovych produkénich
objemt nanomaterialli neni mozné jednoznacné urcit, je tedy velmi tézké zjistit, jaké

je ptesné zatiZzeni zivotniho prostiedi témito nanomaterialy [6,7].

b) Podle tvaru:

Nanocastice - (angl. Nanoparticles, NPs) vykazuji ve vSech rovindch velikost Castic obvykle
pod 100 nm, tedy v m&fitku 1.10° m a vykazuji odli§né vlastnosti nez &astice vétsich rozméra
(chemicka reaktivita, rozpustnost) [6]. Nanoc¢éstice jsou také pravdépodobné nejhojnéji se
vyskytujicimi nanomaterialy v prostiedi.

Kvantové tecky - (angl. quantum dots, QD) jsou polovodivé nanokrystaly o velikosti nékolika
nanometri. Mohou existovat bud’ samostatné, nebo mohou byt uspoiddany do klastri.
Nejcastéjsi je uspotfadani, kdy jeden typ polovodice vytvaii jadro QD (core, napt. CdSe) a
nékolik vrstev atomli druhého typu polovodice vytvari obal kolem tohoto jadra (shell, napf.

ZnS). QD tohoto typu se oznacuji jako ,,core/shell* struktury [8].
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Nanovlakna - (angl. nanofibers) se vyznacuji tloustkou v rozmezi 10 — 100 nm, jejich délka
je zpravidla o dva a vice fadi vyssi. Da se fici, Ze predstavuji spojeni mezi svétem Castic
srozméry v nanometrech s oblastmi béznych mikronovych a vétSich celki [9,10].
Nanovlakna se v praxi témeét nikdy nevyskytuji samostatné, ale jsou usporadana do vyssSich
strukturnich a prostorovych celkd, se kterymi Ize realn€¢ manipulovat [11].

Fullereny - (angl. fullerenes) jsou molekuly tvofené atomy elementdrniho uhliku majici
uzavienou strukturu. Stény této struktury tvofi pravidelné péti- a Sestitthelniky. Tyto struktury
se téz nazyvaji klastry. Stabilni jsou pouze ty fullereny, u nichz se ve struktuie nenachazeji
zadné dva pétiuhelniky vedle sebe. Nejmensim stabilnim klastrem je fulleren C60 [12,13].
Nanotrubice - (angl. carbon nanotubes) jsou podlouhlé utvary, jejichz stény jsou tvofeny
atomy uhliku (podobna kulovitym fullerentim) o priméru 1 az 100 nm a o délce do 100 um.
Mohou byt jedno- ¢i vicesténné. Maji velkou pevnost v tahu, vysokou elektrickou i tepelnou

vodivost, vysokou tepelnou odolnost a vysokou mechanickou poddajnost [12,14].

Toto zakladni déleni pak dopliuji mnohé dalsi, jiz existujici a popsané struktury
nanomateridli, napf. nanopraSkové materidly, grafenové vlocky, nanovrstvy, nanopovlaky,

polymerni nanokompozity, polymerni nanomaterialy, a dalsi [2,15].

Nanocastice se mohou vyskytovat jako jednotlivé Castice, ¢i agregaty a aglomeraty, kdy z
pohledu definice se ¢astici ,,rozumi mala ¢ast hmoty s definovanymi fyzikalnimi hranicemi®,
aglomeratem se pak rozumi ,,shluk slabé vazanych ¢astic nebo agregatl, jejichz vysledny
vnéjsi povrch je podobny souctu povrchi jednotlivych slozek a agregatem ,,se rozumi Castice
slozena z pevné vazanych nebo sloucenych ¢astic* [1].
Jako pevné (prachové) Castice, neboli PM (angl. particulate matter) se oznacuji ¢astice, které
jsou diky své malé hmotnosti z velké casti rozptylené ve vzduchu. Tyto Castice jsou
hodnoceny podle jejich velikosti a to do jist¢ miry umoziuje odhadnout jejich pavod,
transport a nasledny osud v ovzdusi a také jejich ptipadnou depozici v organismu (pievazné
v plicich), dojde-li k jejich priniku do orgnismu. Velikost ¢astic PM se pohybuje v rozsahu 5ti
fadl od nékolika nanometrti do 100 um. V oboru environmentalnich véd a také oboru tzv,
»aerosol science* 1ze Castice rozdelit do nasledujicich velikostnich frakei podle jejich chovani
v prostiedi a schopnosti priniku do respiracniho traktu ¢lovéka:

e Hrubé (angl. coarse) prachové Castice o aerodynamickém primeéru od 2,5 do 10 um

(PM35.10). Tyto Castice mohou pronikat do hornich ¢asti dychacich cest a plic [16,17].
e Jemné Ccastice (angl. fine particles, FP) castice s aerodynamickym primérem

<2,5 um (PM;s). Pii vdechnuti tyto jemné Castice pronikaji hloubé&ji do plic a mohou
13



se tak dostat az do alveolarnich oblasti plic [16,17].

e Za ultrajemné d¢astice (angl. ultrafine particles, UFP) jsou povazovany castice
s aerodynamickym primérem men$im nez 100 nm. Pfispivaji jen mélo k celkové
hmotnosti PM v ovzdusi, ale pocetné predstavuji vétSinu celkového poctu ¢astic a
vétsinu jejich souhrnné povrchové plochy [18]. Podle Hindse (1999) tvoii UFP vice
nez 85% celkového poctu PM,s. Jsou rozliSovany dvé velikostni kategorie
ultrajemnych c¢astic: 1) nukleacni mdd, neboli ¢astice o velikosti pod 30 nm a 2)
Aitkentiv mod, neboli ¢astice o velikostech cca 20 - 100 nm [18].

VéEtsi Castice vznikaji obvykle koagulaci, aglomeraci, akumulaci ¢i kondenzaci Céstic

mensSich [19]. Prehled velikosti castic, které mohou vznikat piirodni cestou, nebo

antropogenni ¢innosti je uveden na obrazku 1.

Podle jednotlivych oblasti respiraéniho traktu, do kterych jsou dané velikosti Castic

schopny proniknout, rozliSujeme né€kolik velikostnich frakci (obrazek 2):

Inhalovatelna (angl. inhalable) frakce (< 100 pum) - castice, které jsou schopny vstoupit

do dychaciho traktu nosem nebo Usty.

Thorakalni (angl. thoracic) frakce (< 10 um) - castice, které mohou po vdechnuti

pronikat az za hrtan.

Respirabilni (angl. respirable) frakce (< 5 pum) - ¢éstice, které mohou po vdechnuti

pronikat do dychacich cest, kde jiz neni fasinkovy epitel a mohou byt transportovany az

do alveolarni ¢asti plic, tj. do plicnich sklipki [6,20,21].
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celkova prasnost

thorakalni
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vdechovatelna

. sloZka
respirabilni slozka

polétavy prach podie konwvence (%)

1 10 100

aesrodynamicky prumér um

Obrdzek 2: Vdechovatelna, thorakalni a respirabilni konvence, zndzornéna jako procenta z
polétavého prachu. Z grafu vyplyvad, ze 50% polétavého prachu s primérem D = 10 um je v
thorakalni frakci a 50 % polétavého prachu s primérem D = 4 um je v respirabilni frakci,

prevzato z [20].
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2.2 Zdroje emitujici nanomaterialy do prostredi
Jak jiz bylo zminéno, jednim z dualezitych faktord ovlivitujicich pfipadnd environmentalni
rizika nanocastic jsou zdroje, ze kterych se mohou nanocéstice do prostfedi uvoliiovat. Mlze
to byt prostfednictvim piirozenych ptirodnich procesi, jako jsou motsky piiboj, pisecné
boute, vulkanické erupce, pozary apod. [12], tak jako vedlejSi produkty pfi nejriiznéjSich
antropogennich procesech a rovnéz cilené pfiparvené nanocastice/nanomaterialy se mohou do
prostiedi uvoliovat v kterékoliv fazi svého Zivotniho cyklu [7]. Z obrazku 3 je patrné, ze
nanocastice/nanomaterialy se mohou voliiovat do prostiedi pii procesech vyroby, pfepravy, i
pii samotném kontaktu spotiebitele s produkty, ale také pti likvidaci produkti, které
nanocastice obsahuji (napft. skladkovani nebo spalovani). Tedy k pfimému kontaktu s lidskym
organismem muze dojit témet ve vSech fazich zivotniho cyklu nanocastic/nanomateriald.
V ramci hodnoceni moznych environmentalnich rizik a ekotoxicity je nutno rovnéz brat zietel

na kontakt nanoc¢astic/nanomateriali v jednotlivych fazich s ostatnimi Zivymi organismy.
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Obrazek 3: Zivotni cyklus nanomateridalii/nanocastic v Zivotnim prostiedi, upraveno

podle [12].

Mezi antropogenni c¢innosti, které produkuji relativné velké mnozstvi nanocastic patii
bezesporu pyrometalurgie (zpracovani rudy, vyroba Zeleza, zpracovani Zeleza), sklddkovani
jemnozrnného odpadu, spalovani fosilnich paliv a dal§i vysokoteplotni procesy [22].
Piedev§im Ostravsko je v ramci CR vyznamnou primyslovou oblasti, kde se s témito zdroji

mikro- a nanometrickych ¢astic lze setkat. Dalo by se fici, ze tyto primyslové zdroje jsou
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spiSe stacionarniho charakteru, je proto mozna relativni evidence a regulace mnozstvi
emitovanych nanocastic. Naopak doprava, ktera je dalSim vyznamnym zdrojem emisi
nanocastic, je mobilniho charakteru, a proto je skute¢né mnozstvi emitovanych nanocastic do
prostiedi velmi obtizn¢ kontrolovatelné [6]. Silni¢ni doprava, pfedevSim v méstskych
oblastech, je zdrojem CcCastic, které se vyskytuji v Sirokém spektru objemi, hmotnosti i
velikosti [23-25]. Mnohé¢ studie ukazuji, ze koncentrace poctu ¢astic vyznamné nariista prave
na rusnych silnicich a prudce klesa se zvySujici se vzdalenosti od silnice [26-29]. Je znamo,
ze dieselové motory emituji do ovzdusi elementarni uhlik ve formé sazi o velikostech okolo
50 nm [6,30]. Bylo ovSem uz také prokdzano, ze prostiednictvim brzdéni automobilil vznikaji
otérem brdovych desek o brzdovy kotou¢ nanocastice ve velikostech od 20 nm. Majoritni
sloZzkou téchto Castic jsou prevazné saze a oxidy zeleza, ale i dalsi kovové materidly [31].
Soucasné pii brzdéni automobili dochdzi také k otérim pneumatik o povrch vozovky, kdy
vznikaji Castice ve velikostech od 6 nm. Tyto Castice jsou komplexem latek, pfevazné
sloucenin zinku, organickych polymert, ale také kovti, jako jsou Li, Na, Ca, Fe a Ti [32]. Tyto

vSechny uvedené produkované ¢astice jsou soucasti sedimentovaného silni¢niho prachu.

Sedimentovany silnicni prach

Tento prach patii mezi komplexy latek o nehomogennim slozeni, které se pravdépodobné
dostavaji do lidského organismu, a mohou tak zptisobovat jeho poSkozeni. Silni¢ni prach se
naléza na povrchu témét vSech silnic a jedna se chemicky o smés kovl a jejich slou€enin,
elementarniho uhliku, minerdlnich latek a organickych latek [33,34]. Konkrétni zdroje
silni¢niho prachu jsou rozmanité a jsou velmi obtiZzné identifikovatelné, 1ze je vSak rozdélit do
dvou zékladnich kategorii: pfirodni a antropogenni. Mezi pfirodni zdroje patfi pifedevSim
pfitomné okolni pidy a organické zbytky z t&l zvifat a rostlin. Zatimco antropogenni lze
rozdélit na stacionarni zdroje (tepelné elektrarny, primysl, stavebni a demoli¢ni ¢innost,
spalovani odpadl a lokalni vytapeéni) a mobilni zdroje, jako je automobilova doprava [35,36].
Podle mnoha studii jsou nejvice zastoupenymi prvky v silni¢nim prachu Al, As, Ba, Be, Ca,
Cd, Co, Cu, Cr, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Ni, Pb, Rb, Sb, Sn, Sr, Ti, Zn a Zr [34,37-42]. Oblasti s
nejvetsim ekologickym zatizenim, pokud jde o sedimentovany prach, jsou vétsi mésta nebo
mésta s pfitomnosti primyslu. Bylo provedeno nékolik studii s cilem posoudit slozeni
silni¢niho prachu, a tim 1 provést identifikaci zdroji znecisténi. Kromé produkt spalovacich
procesu pfispiva doprava k sloZeni silni¢niho prachu piedev§im prostiednictvim opotiebeni
pneumatik a brzd, jakoz i opotfebeni povrchu vozovky [35,42,43]. V soucasné dobé¢ je
vénovana nemald pozornost Casticim, které vznikaji pii opotiebeni brzd a jejich vlivu na

zivotni prostiedi. V soucasné dobé se vyuziva stale vice kotoucovych brzd na obou napravach
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vozidel, nez pivodnich bubnovych brzd na zadni ndpravé, a to prevazné kvuli jejich vyssi
ucinnosti [44]. Rozdil mezi nimi je mimo jiné také v uvoliovani ¢astic vznikajicich otérem
slozek brzdového systému (bubnové brzdy udrzuji otérové cCastice vzniklé opotiebenim
uzaviené uvniti bubnu brzdy, zatimco C¢astice vzniklé otérem kotouCovych brzd jsou
uvoliiovany piimo do prostiedi). Kukutschova a kol. (2011) a Garg a kol. (2000) uvadéji, ze
ubytek hmotnosti brzdové desky je uvoliiovan ve formé aerosolu (primér 35%), ktery je z
63% slozen z Castic o prumérné velikosti pod 10 um [31,45]. Sanders a kol. (2003) zjistili, ze
béhem laboratorniho testu na dynamometru 50% generovanych otérovych castic
pochézejicich z brzdového oblozeni, putovalo do ovzdusi [46] . Existuji studie, které se
zam¢iuji na charakterizaci sedimentovaného silni¢niho prachu. Napiiklad podle Gunawardany
a kol. (2012) silni¢ni prach z povrchu silnic v jithovychodnim Queenslandu (méstské oblast v
Australii) je slozen ze smési minerdlnich sloucenin (cca 60%), organickych latek (asi 2%) a
potencialné toxickych znecistujicich latek (cca 30% ) - Cd, Cr, Cu, Ni, Pb a Zn [38]. Také
byly provedeny studie zamétfené na stanoveni sloZeni silnicniho prachu na silnicich, které se
od sebe lisily objemem dopravy [39,47]. Tyto studie vSak nezohlediiovaly mozné sezonni
vykyvy obsahu t&Zkych kovi. V Ceské republice, konkrétné v Ostravé, byla jiz provedena

pfedbézna studie zaméfend na chemické a fdzové analyzy silni¢niho prachu [33].

Nejen primysl a doprava jsou znamymi zdroji nanoc¢astic, nanoc¢astice se uvolnuji také pfti
kazdodennich lidskych cinnostech. Z mnoha lze vybrat naptiklad grilovani a smazeni
potravin, kdy pfi téchto béznych ¢innostech jsou uvoliiovany ¢astice pod 100 nm. Nejvetsi
mnozstvi emitovanych nanocastic popsal Buonanno a kol. (2009) pfi grilovani klobas a
slaniny, méné pfi grilovani potravin s niz§im obsahem tuku a pfi srovnani riznych druhti oleji
byly emise nanocastic nejvyssi pii smazeni na olivovém oleji [34]. Také bylo prokazano, Ze
pii pouzivani suSicek se uvoliiuji do prostiedi Castice ve velikostech od 10 do 100 nm [35].
Také laserové tiskarny mohou emitovat pii tisku nanoc¢éstice (obrazek 4) [36]. Na obrazku 4
lze pozorovat narlst koncentrace ¢astic béhem tisku ve srovndni s venkovnim prostfedim
Z téchto kiivek je patrné, Ze laserové tiskarny jsou potenciondlnim zdrojem emisi

nanometrickych ¢astic.
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tiskarny ve srovnani s koncentraci ve vnéjsim prostiedi, (p.cm”- pocet Ccastic na cm”),

upraveno podle [36].

Velka skala a také mnozstvi nanomateriali je vSak v posledni dob€ cilené pfipravovano pro
ucely riznych aplikaci. Syntetické nanomateridly jsou naptiklad pfidavany do obalovych
hmot, kosmetickych piipravkl a 1éCiv, pfevazné z divodu zlepSeni kvality a trvanlivosti
produktu. Mnohé studie vSak upozornuji na potiebu hlubSiho vyzkumu prévé v této oblasti
vyuziti nanomateriali. V piipadé¢ obalovych materiald je predev§im poukazovano na
nedostatek informaci z hlediska mozné migrace nanocastic z obali do potravin a z toho
plynouci nedostate¢né znalosti 0 mozné toxicité a ekotoxicité téchto nanocastic (obrazek 5)
[37-39]. Z nanomateriali pfidavanych do obalovych hmot se jedna napiiklad o SiO,, uhlikaté
nanotrubicky, chitosan ve formé& nanocastic, nanokrystaly Skrobu, nanovldkna na bazi
celuldzy, jily a silikaty [37]. Co se tykd kosmetického a farmaceutického primyslu jedna se
zde o pfimy kontakt s organismem, kdy nejvice jsou v téchto odvétvich vyuZivany

nanocastice TiO,, ZrO,, Al,Os, CeO,, fullereny (C60) a ZnO [37,40,41].
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Obrazek 5: Obecny obradzek biodegradace plastii, upraveno podle [37].

Pracovni expozice

Vyznamnou expozici nanoc¢asticim je bezesporu ta profesiondlni. Je vétSinou dlouhodoba a
Castéji s sebou nese vyssi rizika spojena s moZznym vlivem nanocastic na organismus [42]. Jak
uz bylo feceno, primysl, pfevazné tézky je jednim z vyznamnych zdroji emisi mikronovych a
submikronovych castic (vCetné téch nejmensich), proto je jasné, Ze pracovnici v tomto
odvétvi jsou jejich plisobeni denné vystaveni. Jednim z vyznamnych odvétvi, kde je pracovni
expozice nanometrickym ¢asticim zvySend je svafovani a brouSeni kovl. Bylo jiz prokazano,
Ze pti téchto ¢innostech se uvoliluji do prostfedi nanocéstice [43,44]. Prikladem muze byt
zjiSténi Castice na bazi wolframu v ¢ervené krvince glioblastomu mozku u svéiece (obrazek 6)

[45].

-
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Obrdzek 6: SEM analyza erytrocytu, pri bodové analyze svétlych bodii uvniti busiky byl zjisten
majoritni obsah wolframu v glioblastomu mozku u 62 let starého pacienta pracujiciho jako
svarec, prevzato z [45].
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Vyvoj, vyroba a aplikace nanomateriald se neustale rozsituje, proto jsou vyzkumnici, vyvojari
a d¢lnici jako prvni vystaveni potenciondlné toxickému vlivu nanomateriali. Ptikladem
mohou byt pracovnici, ktefi denné ptichazeji do styku s bilym pigmentem TiO,. Ve studii
Pelclové a kol. (2015) bylo prokazano, ze se v dychacim traktu téchto pracovnikl
vyskytovaly castice/shluky TiO,. Bylo také zjisténo, ze v priabéhu vyroby bilého pigmentu
TiO,, byli pracovnici vystaveni Casticim TiO, a tyto castice mohly pretrvavat v plicich
exponovanych zameéstnancii po dobu nejméné nckolik hodin po skoneni smény [46].
Podobné tomu bylo i pfi vyrobé a aplikaci uhlikatych nanotrubic, kdy se potvrdilo, Ze
pracovnici v tomto odvétvi jsou vystaveni ucinku téchto nanomaterialt mnohem intenzivnéji
nez bézny spotiebitel [47]. Soucasné bylo na zvifecich modelech prokazano, ze uhlikaté
nanotrubicky dokézaly proniknout ptes plicni bariéru, dostat se az do plic a zpisobit tak

neobvykle rychly vznik intersticialni fibrozy [47,48].

2.3 VIliv nanomaterialii/nanocastic na organismus
Spolu s rozvojem oboru nanotechnologii pfichdzi také mozna environmentalni a zdravotni
rizika. Tato rizika nejsou jeSté zcela vydefinovdna a objasnéna a stale jsou pfedmétem
intenzivniho zkoumani. Uréeni nebezpec¢nosti riznych typli nanomateriald je velmi slozité
[12]. V soucasné dob¢ plati pro nanomateridly/nanocastice stejna bezpecnostni opatieni jako
pro klasické chemické latky. Tato opatfeni vSak nejsou dostate¢na, neberou totiz v tvahu
odli$né vlastnosti nanomateriali/nanocastic, kterymi jsou predevsim jejich mald velikost a
velky mérny povrch. Pokles velikosti ¢astic je spojen s nartstem celkového povrchu a
zvySenim volné Gibbsovy energie, kterd odrazi reaktivitu danych ¢astic [49]. Diky svym
malym rozmérim mohou pravdépodobné nanocastice volné€ pronikat bunéénymi sténami a
byt transportovany v rdmci organismu kamkoli do cilového organu. Prostfednictvim své
vysoké reaktivity pak mohou ovliviiovat pribéhy nékterych fyziologickych procest [12,50].
Ur€eni nebezpecnosti nanomaterialli/nanocastic predstavuje komplexni né€kolika stupiiovy
proces. Mezi parametry, které zde hraji hlavni roli, patfi expozice danému nanomateridlu,
mira expozice dan¢ho materidlu, translokace k cilovému mistu v ramci organismu a
vylu¢ovani nanomateridlu z organismu [6]. Expozici miizeme oznacit jako proces, kdy latka
pifekond vnéjSi bariéru organismu a pronikne do néj, s naslednym moZnym vyvolanim
intoxikace [51]. Pfi posuzovani expozice je tieba uvazovat nasledujici faktory: prostfedi, ve
kterém se Céstice nachéazeji (voda, ptida, vzduch, biomasa), tvar ¢astic, expozi¢ni kontext

(pracovnici, uzivatelé nebo spotiebitel¢), ddvka castic a doba expozice, tedy jak dlouhou dobu
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je dany organismus vystaven pusobeni urcité davky vySe jmenovaného faktoru [6,52].
Vzhledem k poctu vyse uvedenych parametri, které se podileji na biologickém ucinku
nanomateridlll, je patrné, Ze existuje znacna variabilita vyslednych parametri pro kazdy (jiz
existujici) nanomateridl. Z toho hlediska vede jednoduché hodnoceni nebezpecnosti
nanomateridlti (pfi zanedbani stanoveni nékterého z parametri) k moznému nemalému

podhodnoceni rizik.

2.4 Vstup nanodcastic do organismu
Velmi dualezitym faktorem, ktery ma vliv na toxicitu nanocdastic je zpisob jejich vstupu do
organismu [3,6]. Nanocastice mohou pfijit do pfimého kontaktu s organismem a vstupovat do
néj pres dychaci systém (inhala¢ni expozice), zazivaci ustroji, tj. poZitim (peroralni expozice),
ktzi a sliznicemi (dermalni expozice), piimo do krevniho fecisté poskozenou tkéani Ci
vpichem (intravendzni expozice) [4-6]. Podle obrazku 7 si mlzeme ndzorné predstavit
jednotlivé mozné cesty vstupu do lidského organismu, také pravdépodobny transport uvniti

téla a mozny vznik onemocnéni.
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Obrazek 7: Obecné schéma mozného prijmu nanometrickych castic do lidského organismu, jejich
predpokladané translokacni drahy uvniti lidského téla a onemocneni, které s tim mohou souviset,

prevzato z [53].
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2.5 Dychaci soustava
Nejsnadnéjsi a nejcastéjsi cestou vstupu nametrickych ¢astic do organismu je prostiednictvim
inhalac¢ni expozice, tedy dychaci soustavou. Ta za normdlnich podminek zajistuje vyménu
plynit mezi krvi a vnéj$im prostfedim. K dychaci soustavé patii dychaci cesty, které lze

rozdé¢lit na dveé zékladni podskupiny, tj. horni cesty dychaci a dolni cesty dychaci.

2.5.1. Horni cesty dychaci
Zahrnuji nosni dutinu, vedlejsi nosni dutiny a (noso)hltan. Sliznice nosni dutiny se déli na
gichovou a respiraéni oblast. Cichovy epitel je roztrousen na zptsob $achovnice mezi
respiraénim epitelem. Respiracni epitel obsahuje fasinkové a poharkové bunky a
seromucinozni zlazky. Buniky fasinkového epitelu se podili na odstraiiovani prachovych ¢astic
z vdechovaného vzduchu. Vzduch proudi do nosni dutiny ptes nozdry, které vedou do vlastni
nosni dutiny pfes chlopenl. Nosni chlopen (valvula nasi) je utvarena dolni ¢asti lateralni nosni
chrupavky, prednim okrajem dolni lastury a nosnim septem. Nejuzsi ¢asti nosni dutiny je

pravé v urovni nosni chlopné a v oblasti ptedni ¢asti dolni skotepy [54].

Pti vdechovani ¢astic vétSich nez 10 um dochazi k jejich zachyceni sliznici na skotfepé nosni.
Castice mohou byt ze sliznice pfemistény rytmickym pohybem zachytnych bi¢ikt do Gst, tzv.
mukocilidrni eskalator. Céstice mensi, zvIasté ty s rozmérem pod 100 nm, zlstavaji v
proudicim vzduchu jdoucim do priidusek lalokovych a segmentalnich a nésledné difunduji

stale jemné&j$imi pridduskami do plicnich sklipkl [55,56].

Hypertrofie dolni skoiepy nosni

Jednim z patofyziologickych nalezi hornich cest dychacich zptsobujicich nosni obstrukci
(nepriichodnost) je hypertrofie dolni nosni skofepy (obrazek 8). Jednd se o Castou pficinu
feSitelné obstrukce nosniho dychani. Nejcastéji se jedna o hypertrofii mékkych tkani na

podkladé chronické hypertrofické rinitidy a dalSich pficin chronického slizni¢niho zanétu.
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Obrazek 8: Hypertrofie sliznice dolni skorepy nosni, prevzato z [57].

Lécba nosni neprichodnosti je dlouhodobé pfedmétem diskuzi. U nemocnych, kde je zndma
pfi¢ina hypertrofie dolni skofepy (alergici, medikamentdzni rinitida) je snaha o kauzalni 1écbu
- vyfazeni alergenu ze Zivotniho prostfedi nemocného, desenzibilizaci, vyfazeni dekongestiv
(ptipravky obsahujici vodny roztok soli) z denniho uzivani. V mnoha ptipadech ptesna pficina
hypertrofie dolni skofepy neni zndma a 1é¢i se tedy jen disledek nemoci, nikoli nemoc
samotnd. U pacientl, kde konzervativni 1é€ba neptinasi dostatecny efekt, je indikovéana lécba

chirurgicka. Je pouzivano velké mnozstvi chirurgickych metod, jednou z nich je:

Resekce sliznice dolni skovepy (mukotomie)

Odstranéni sliznice dolni skofepy. Dle rozsahu se jedna o parcialni mukotomii, kterd spociva
nejcasteji v odstranéni hypertrofického zadniho konce skotepy, nebo o rozsifenou mukotomii,
tj. odstranéni predniho konce a dolniho okraje skotepy. Tento endoskopicky vykon, pfi kterém
je zachovan cely vzorek odstranéné tkané, byva provadén pomoci chirurgickych ntzek.
Standardné jsou tyto odebrané vzorky tkané histologicky vySetfeny. Vzhledem k tomu, Ze
pfi¢inou onéch patologickych stavii miize byt 1 pfitomnost pevnych ¢astic drazdicich tkan je
vhodné tyto vzorky hypertrofické tkané analyzovat na pfitomnost a charakterizaci pevnych

¢astic. Tato analyza neni soucasti standardniho vysetfeni a béZzné se neprovadi [58,59].

2.5.2. Dolni cesty dychaci
Zahrnuji hrtan, pridusnici a cely bronchidlni strom (pradusky a pradusinky). Hrtan je
chrupavkami vyztuzena trubice, kterou prochazi vzduch do pridusnice a nasledné do plic.
Hrtan se také podili na obranné reakci dychacich cest, tj. kasli. KaSel pomaha odstraiiovat

hlen nahromadény v dolnich cestach dychacich nebo cizorodé télesa (véetn€ prachovych
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¢astic). PradusSnice navazuje na prstencitou chrupavku hrtanu a svym pribéhem piiblizné
sleduje zakfiveni patefe. Na povrchu pridusnice se nachazi vicetady cylindricky epitel
s fasinkami (respiracni epitel). Praduska, ktera vstupuje do plic plicni brankou, se u ¢lovéka
25krat vétvi a tvori tak priiduskovy strom. Hlavni pradusky se déli na lalokové pradusky, ty se
de€li na segmentalni pridusky, rozdé€lujici se na subsegmentalni pradusky, které se nasledné
vétvi na termindlni priduSinky. Kazda plice mé zhruba trojuhelnikovity tvar, leva plice je
mensi nez prava. Plice jsou roz¢lenéné na laloky, u ¢lovéka ma prava plice laloky tfi, mensi
leva ma dva. Histologicka stavba je zde podobna jako u trachey. Bronchioly maji primeér
mensi nez 1 mm. Na jejich povrchu se nachazi jednovrstevny cylindricky az kubicky epitel.
Vyskytuji se zde také tzv. Clarovy bunky, které produkuji surfaktant. Kolem alveold je bohata
sit’ kapilar. Déle se zde nachazeji alveolarni makrofagy (prasné bunky), které jsou soucasti
monocyto-makrofagového systému (dfive nazyvany retikuloendotelidlni systém, RES).
Makrofag je buiika, kterd hraje velmi dualezitou roli v imunitni reakci. Je soucasti pfirozené
imunity zivého systému. Jednd se o zastupce mononukleart, tj. bunék s jednim,

nesegmentovanym jadrem. [60].

Plicni karcinomy

Mezi zavazna onemocnéni dolnich cest dychacich bezesporu patii nadory plic a pridusek.
Nezhoubné nadory plic a pradusek jsou pomémné vzacné. Jsou ulozeny bud’ v plicni tkani,
nebo v priduskach. Naopak zhoubné nédory plic a pridusSek jsou nejcastéjsi ze vSech nadort
v oblasti dychacich cest [61].

Existuje fada diikazi, Ze nador je obecné odvozen od jedné bunky, kterd se dramaticky méni
po sérii genetickych zmén. Zdravéa buiika ma definovany tvar a strukturu a prosperuje mezi
uspofadanymi okolnimi buiikami. Odpovida na podnéty ze svého okoli a dava vznik dcefinym
bunikdm jen tehdy, jestlize rovnovéha stimulacnich a inhibi¢nich signalti z okoli je posunuta
ve prospéch bunécného déleni. AvSak v procesu replikace DNA a dé€leni bunky existuje stala
hrozba vzniku mutaci (ndhodnych zmén genetické informace bunky), které mohou tento
regulacni cyklus poruSovat. Jedna mutace mize zpUsobit, Ze buiika, kterd vypada standardné z
hlediska morfologie, avSak je mén¢ citlivd na vnéj$i signdly a miiZze se pfileZitostné zacit
nekontrolované delit. Akumulace genetickych zmén v dusledku genetické nestability mtize
zpusobit, Ze se dcefind builka stane zcela nevnimavou k externim signalim a vykazuje znaky
malignity (zhoubnost). Podstatou zhoubného bujeni je nekontrolovatelny rlst bunék.
Znamena to, Ze builka ztraci pfesny tvar a hranice, nereaguje na ristové inhibi¢ni signaly a
ziskava schopnost nekontrolované se délit (obrazek 9). Vznikajici masa nejen stlacuje a

poskozuje zdravou tkan ve svém okoli, ale miize déale pifekondvat bariéry jednotlivych organt

24



a metastazovat, coz znamenad, ze kolonizuje vzdalené tkan¢. Nador se tak stava zhoubnym

(malignim) [62].

invazivni karcinom
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s genetickou A
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Obrdzek 9: Podstata ndadorové transformace, prevzato z [63].

Jednim z nejcastéjSich onemocnéni plic zhoubnym nadorem jsou bronchogenni karcinomy.
Oznacuji se tak nadory priduSek i nadory, které vznikaji v plicnim parenchymu. Jejich
klinicky obraz je velmi podobny a proto je nelze od sebe presné oddélit. VEtsi vyznam ma
kategorizace podle histologického typu (pfesného rozboru nadorové tkan€) podle soucasné
klasifikace pouZivané americkou instituci (National cancer institute - NCI) na:

a) nemalobunéény karcinom: spinocelularni karcinom, adenokarcinom (obrazek 10),
velkobunéény karcinom, smiseny karcinom,

b) malobuné¢ny karcinom [61].
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Obrazek 10: Tkan plicniho adenokarcinomu a plicni tkan bez nadoru, nabarvena specialni barvici
technikou hematoxilin-eozin, zobrazena v optickém mikroskopu, urcena pro histologické hodnoceni

(oddelent patologie, fakultni nemocnice Ostrava).
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Na vzniku nadortt se mohou podilet n¢které faktory zevniho prostredi, tzv. teratogeny. Podle
fyzikélni faktory patii ionizujici zafeni, radioaktivita, hluk, chlad, vinbrace, teplo, elektricky
proud, laeser a dal$i. Mezi chemické faktory patii pfedevsim farmaka a drogy. Biologické
faktory zahrnuji mikroorganismy, rostliny a zivocichy. Obecné se na vzniku naddortt mohou
podilet nejen latky, které maji schopnost vyvolat zménu genetické informace (vlastni
karcinogeny), ale také kokarcinogeny (promotory), latky, které maji schopnost jiz existujici
genetické zmeény prohloubit a tak urychlovat vznik nadoru [62].

Mezinarodni agentura pro vyzkum zhoubnych novotvarti, angl. International Agency for
Research on Cancer (IARC) pfi svétové zdravotnické organizaci (WHO) uvadi seznam latek,
které jsou zarazeny do skupin, podle jejich pisobeni na lidsky organismus z hlediska jejich
karcinogenity. Patii k nim [64]:

- latky prokazatelné¢ karcinogenni pro ¢lovéka (skupina 1),

- latky pravdépodobné karcinogenni pro ¢lovéka (skupina 2A4),

- latky mozna karcinogenni pro ¢loveéka (skupina 2B),

- latky neklasifikovatelné z hlediska karcinogennich uc€ink na ¢lovéka (skupina 3),

- latky pravdépodobné nekarcinogenni pro ¢lovéka (skupina 4).

Podle této klasifikace Ize odhadnout miru karcinogenity jednotlivych latek, které jsou do této

kategorie zarazeny [65].

2.6 Osud nanocastic v organismu

V plicich je pfijem nanocastic do organismu uskuteciiovan v alveolech. Zde se ¢astice mohou
ukladat a sou¢asné jsou postupné odstraiovany pomoci fagocytézy. Castice s primérem od 1
do 100 nm vykazuji mnohem vétSi podil depozice v oblasti plic nez Castice s v&tSim
primérem [66-68]. Plicni bariéra plni vyznamnou funkci pifi ochran€ dychacich cest pied
vdechovanymi ¢asticemi, piesto byvaji plice nejvice postizenym organem z hlediska mnoZzstvi
deponovaného materialu. Na obrazku 11 je wuvedeno schéma extrathorakélniho
(mimohrudniho) a intrathorakalniho (hrudniho) prostoru, ve kterém se mohou deponovat

inhalované ¢astice.
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Obrazek 11: Rozdéleni dychacich cest (A) a ukladani castic (depozice) v téle dospélého jedince pri
klidovém dychani usty vyjadrena jako funkce velikosti castic, (B) data u pridusek jsou dany souctem

depozice v priduskach a plicnich sklipcich pridusinkach, upraveno podle [69].

Existuji vyrazné rozdily v depozici ¢astic v jednotlivych plicnich regionech (obrazek 11B),
tedy ¢im jsou ¢astice mensi, tim hloubé&ji v plicich jsou ulozeny [5, 69]. Tyto rozdily rozloZeni
prachu v plicich mohou mit vyznamné disledky v plsobeni na zdravi a na pfislusné
elimina¢ni mechanismy [5,70-74].

Lidské télo ma rizné obranné mechanismy k odstranéni téchto nezadoucich cizich objekti.
Jedna se o dva zakladni zplsoby: chemické rozpousténi castic, které jsou rozpustné a
fyzikalni translokace, coz znamend transport z jednoho mista do druhého, pro nerozpustné
¢astice nebo Castice s nizkou rozpustnosti [75]. Takto mohou byt nerozpustné castice nebo
Castice s nizkou rozpustnosti, které jsou ulozeny v plicnim systému, pomoci transportu
pfesunuty na jiné misto v téle. Znamym piikladem je jiZ zminény mukociliarni eskalator,
ktery je schopen odstranit Castice az do velikosti 5 um, které se obvykle nachéazeji v horni
oblasti plic, zejména tedy v tracheobronchidlni oblasti, kde je jesté pfitomen fasinkovy epitel.
Také tracheobronchidlni sliznice je pokryta bunkami s kmitajicimi ciliemi, které tvofi
eskalator a soucasné vylucuji hlen, ktery obali ¢astice a piesune je do nosu nebo do ust, kde
mohou byt vysmrkany nebo spolknuty. Obvykle je tento mechanismus uéinny a eliminuje
¢astice z dychaciho traktu za méné nez 24 hodin, v nékterém piipad€ 1 nanocastice [76].
V alveolarni oblasti makrofagy (patii do skupiny bunck, které chrani organismus pted
cizorodymi latkami a baktériemi) zachycuji nerozpustné c¢astice fagocytéozou. Je to
mechanismus, kterym makrofagy ¢astice obklopi, pohlti je a pak 1 s nimi pomalu postupuji k
mukociliarni eskalatoru, aby je eliminovali. Jedna se vSak pravdépodobné o relativné pomaly
proces s delsim eliminacnim polo¢asem, kdy koncentrace cizorodé latky (Castice) klesne
praveé na polovinu svého ustaleného stavu, u ¢loveka je to priblizn€ 700 dni [71].

Utinnost fagocytozy je viak silng zavisla na tvaru a velikosti ¢astic. Zatimco pro hrubsi
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Castice, v rozsahu cca 1-3 pm, je fagocytéza pomoci makrofaghh velmi ucinna,
neaglomerované castice ulozené v alveolarni oblasti nejsou makrofagy ucinné fagocytovany
[77,78]. To miize vést k velké akumulaci téchto malych ¢astic, jejich expozici a vétsi interakci
s alveolarnimi epitelidlnimi buiikkami. Podle nékterych studii mohou ultrajemné Céstice
prochazet epitelem a dostat se az do intersticia plic (vmezetena tkan rtiznych organti, objevuje
se v ni infiltrace bilymi krvinkami) [79-81]. Zajimavé je, Ze tento fenomén byl krom hlodavct
zaznamenan castéji u vyssich druhti, jako naptiklad u pst a opic [81,82]. Translokace
inhalovanych ultrajemnych castic v krevnim fecisti by mohla ovlivnit funkci endotelu a
podpofit trombozu a dalsi patologické stavy v krevnim systému, véetné zvySené koagulace
krve [76,83-87]. Tento jev byl prokazan u kiecku [83,88], ale situace u Cloveka ziistava
nejednoznacnd. Je znamo, ze existuji dva dal§i mechanismy, které pfispivaji ke snizeni
koncentrace ultrajemnych ¢astic (v rozmérech nano) v plicich [5,71]. Jednak je to
prostfednictvim krevniho ob¢hu, do kterého mohou jemné castice piechdzet pfimo z plicni
tkané a putovat tak celym télem do okolnich orgdnt. Tyto velmi jemné prachové Castice
mohou také prochéazet riiznymi bariérami plicni ochrany, dostat se do krevniho systému a byt
distribuovany do kterékoli Casti téla, kde se mohou akumulovat a zplsobit rizné druhy
poskozeni.

Také nckteré velmi malé ¢astice mohou byt transportovany piimo do centradlniho nervového
systému podél smyslovych drah (senzorickych axontl). Katz a kol. (1984) popsal neuronovy
transport ¢astic ve velikosti od 20 do 200 nm z nosni dutiny do centralni nervové soustavy
(CNS), kdy inhalace 35 nm radioaktivné znacenych c¢astic uhliku potkany, vedla k vyznamné
akumulaci téchto ¢astic v ¢ichovych bunkéch uz sedm dnl po expozici [89]. Nékolik dalsich
studii prokazalo, Ze po expozici potkanli prachu nebo dymi ze svafovani, ktery obsahuje
mangan, mohou nékteré ¢astice na badzi manganu projit ptimo z nosu do CNS pies Cichové
nervy, prekonat hematoencefalickou bariéru a hromadit se v mozkové tkani. Takové studie
byly také provedeny na riiznych rozpustnych kovech a vedly ke stejnym zavérim [75,90-95].
Tyto vySe uvedené mechanismy transportu ¢astic by mohly hrat vyznamnou roli ve vysvétleni
pfi¢iny a ve vyvoji urcitych onemocnéni srdce nebo centralni nervové soustavy. Je tieba ale
tyto jevy jasné prokazat i na ¢lov€ku [5,71]. Donaldson a kol. (2005) prezentovali vyznamné
zjisténi, ze plicni toxicita pravdépodobné souvisi s oxidativhim stresem zpusobenym
pfitomnosti pfechodnych kovili, organickych sloucenin, nebo ¢astic s velkym specifickym
povrchem. Tento oxidativni stres muze vést k aktivaci epitelidlnich bun€k [47]. Za normalnich
podminek existuje v organismu rovnovaha mezi reaktivnimi formami kysliku (angl.. Reactive
oxygen species — ROS) a antioxidanty. Pokud je tato rovnovéha z néjakého diivodu narusena,

vznikd tzv. oxidatini stres [6,96]. Toxické U¢inky nékterych nanocéstic (naptiklad fullerentt)
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na bunkéch jsou také spojené s mechanismem oxidativniho stresu. Studie na zvitatech
exponovanych ultrajemnym c¢asticim prokazaly plicni zanét s histopatologickymi zménami a
translokaci ¢astic do extrapulmonarnich tkani [75].

Jedny z prvnich studii o porovnani jemnych (250 nm) a ultrajemnych (20 nm) ¢astic TiO,
publikoval Ferin (1992) a Oberddrster (1994) [50,79]. V téchto inhalacnich studiich byly
potkanim podévany pfiblizné stejné koncentrace jemnych a ultrajemnych castic (respektive
22,3 +4,2a23,5+ 2,9 mg/m’ [50], presto byla pozorovana v&tsi plicni depozice ultrajemnych
¢astic. Zaroven byl pozorovan vyznamny narast zanétlivych znaka pii podavani ultrajemnych
Castic. Pfedevsim bylo zjisténo poskozeni plicniho epitelu, obstrukce Kohnovych porta (pory
mezi alveoly), vyskyt projevil intersticidlni fibrozy a zvySeni mediatorG zanétu (zmény
makrofagovych funkci). Také v lymfatické tkani bylo nalezeno vétSi mnozstvi castic o
velikosti 20 nm, coZ by mohlo potvrdit priinik nanoc¢éstic do intersticidlnich prostort. Doba
plicni clearance (mnozstvi krve, které se za jednotku casu ocisti od urcité latky
prostfednictvim elimina¢niho mechanismu plic) byla prodlouzena a translokace téchto Castic
v plicnim intersticiu byla vyssi. Tyto vysledky ukazuji, Ze inertni Castice se mohou stat
biologicky aktivnimi pfi vyskytu v nanometrickych velikostech. AZ do téchto studii byl TiO,
povazovan za inertni a netoxicky prach, ktery slouzil jako inertni kontrola. Pro posouzeni
rizika expozice nanocasticim provedl také Nakajima (2011) studii, kdy bylo 10 mysi po dobu
30-ti dni vystaveno Casticim TiO; (forma anatas) ve specialnim nanocasticovém expozi¢nim
zafizeni, vytvofeném pro tento vyzkum. Po expozici byla pomoci Ramanovy spektroskopie
prokazéna pfitomnost nano¢éstic na bazi titanu uvnitt bun€k v plicich [97]. Také Zhang
(2005b) uvadi, ze Donaldson (2001) a jeho tym prokazali, Ze nanocasticové formy (< 50 nm)
oxidu titani¢itého, oxidu hliniku a sazi zvySily parametry plicniho zanétu 10 krat vice nez pii
podani jemnych ¢astic stejného chemického slozeni [73,98].

Velmi vyznamné jsou i dal$i studie distribuce nanocastic v plicich. Naptiklad Kreyling (2002)

2Ir 0 proméru 15 a 80 nm (pfi

ve své praci testoval radiologicky znacené Castice iridia
2,5 ug/em’), které nechal inhalovat mladymi potkany po dobu 1 hodiny. Hrudni depozice
frakei inhalovanych astic '**Ir 15 a 80 nm byly 0,49 a 0,28 pg/em’. Ob¢ davky iridiovych
nanocastic se ukézaly jako nerozpustné. Byla zjiSténa translokace iridiovych astic 1 do
sekundérnich organt zvifat, pfedev§im do jater, srdce a mozku. Translokovana frakce ¢astic
o velikostech 80 nm byla ptiblizn€ o fad mensi nez u ¢astic o velikosti 15 nm. Autoti dospéli
k zavéru, Ze tyto nanocastice byly translokovany do orgédnil, pravdépodobné prostiednictvim
cirkulace nanocastic plicnimi cévami [76].

Soucasné také provedl inhalac¢ni studii u potkanti Oberddrster (2002), kdy zkoumal distribuci

nerozpustnych ultrajemnych &astic uhliku °C jako aerosol s primérem 20 - 29 nm. Dvé
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skupiny zvitrat byly umistény do expozi¢ni komory a vystaveny nanocasticim o koncentracich
0,80 a 170 ug/em’. Do 24 hodin po expozici nebyla ve zvifecich organech (plice, srdce,
mozek, ¢ichové bulby- ¢ast mozku obratlovel, kterd se vychlipuje z ptedni strany hemisfér
koncového mozku) pozorovana zvyiena koncentrace nano&astic °C. Védci viak vypozorovali
velkou akumulaci °C v jatrech u obou skupin zvifat v dob& 18 a 24 hodin po expozici. Autofi
vysvétluji tuto zvysenou koncentraci *C v jatrech translokaci nano¢astic z dychaciho systému
do ob€hového systému a poté do jater [99].

Nasledn¢ Oberddrster (2004) publikoval dlouhodobéjsi inhalacni studii, kdy u potkant
zjistoval distribuci stejnych elementarnich &stic uhliku “C v mozku. Ve specialnich
expozi¢nich komorach byli hlodavci vystaveni po dobu 6 hodin koncentracim 0, 150 a
170 ug/cm® a poté byli v 1., 3., 5. a 7. den usmrceni. Analyza mozkové tkang, tkang mozecku
a gichového bulbu zvitat ukazala vyznamny zachyt astic °C u exponovanych potkand. Aviak
potkani usmrceni 1. den po expozici méli Castice pouze v ¢ichovych bulbech. V dalSich
tkanich byly ¢astice u hlodavct usmrcenych az 7. den. Na zaklad¢ téchto zjisténi, autofi
predpokladali transport castic z dychacich zén zvitat do Cichovych bulb a pak naslednou
translokaci dal pfes axonalni dréhy. Zaroven usuzovali na pfesun castic ¢ z plic do krevniho
feCisté a pak prichodem ptes hematoencefalickou bariéru az do mozkové tkan¢€. Tato studie
vyznamné prispéla k pochopeni mozného transportu castic pies dychaci cesty az do
mimoplicnich organa [100].

Kukutschova a kol. (2009) pouzili pro testy pulmonalni toxicity brzdy pomleté na frakci pod
5 um. U potkanti vystavenych malym davkam (0,5 a 1 mg) téchto ¢astic se projevila pouze
mirna odpoveéd organismu bez poskozeni plicni tkang€. Kdezto davky 3 mg vyvolaly mnohem
intenzivnéj§i odezvu, zmnoZeni alveoldrnich makrofagl, spolu s translokaci castic do
lymfatické tkan¢ a regionalnich uzlin. Ur¢ité mnozstvi ¢astic zlstalo deponovano v alveolarni
tkdni a byla pozorovana zanétlivda reakce. Podle autori nebylo zcela jasné, ktery
element/frakce pomleté desky byl zodpovédny za zanétlivou reakei [101].

Bylo jiz prokazano, Ze nanocastice/ultrajemné ¢astice na bazi kovli se mohou prostiednictvim
zvySeni oxidacniho stresu, zanétlivé reakce a abnormalni apoptdzy podilet na vzniku
nadorovych zmén. Podle mnohych studii, pii kterych byly nanocastice a ultrajemné Céstice
podavany inhalacné a intratrachealn¢ po dobu delsi nez dva roky, se prokazaly karcinogenni
ucinky takto podavanych ¢astic [102,103]. Pfevazné u cilené pfipravovanych nanocastic bylo
prokazano, Ze plsobi genotoxicky, cytotoxicky a mutagenné v biologickém systému. Je to
pfi¢itano n€kolika faktoriim, naptiklad pifimé interakci s cilené pfipravovanymi nanocasticemi
(angl. engineered nanoparticles - eNPs) s genetickym materidlem, uvoliiovani toxickych ionti

z rozpustnych eNPs, interakci s cytoplazmatickymi/jadernymi proteiny, zvySeni oxidacniho
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stresu, poruchy funkce kontrolniho bodu bunécného cyklu, inhibice antioxidac¢ni obrany, a
mnoha dalSim [104]. Pfikladem miiZze byt studie, kdy autofi aplikovali fullereny Cgo na kiizi
mysi. Ve vysledku nebyl zddny vliv na syntézu DNA, ale v epidermis (pokozce) byl
zaznamenan mirny narust aktivity ornitin-decarboxylazy (enzym s tilohou v podpote nadort)
[105].

Ovsem nejen cilen¢ pfipravované nanocastice, ale také Castice vzniklé jako sekundarni
produkt nékterych antropogennich ¢innosti mohou mit podobné ucinky. Napiiklad nékteré
vyzkumy poukazuji na to, ze Castice s nizkou rozpustnosti, jako jsou saze a oxid titanicity,
mohou zptisobovat fibrozy, neoplasické 1éze a plicni nddory u potkani. Mnozstvi nanocastic
pottebné k vyvolani téchto ucinkli je mnohem mensi, nez mnozstvi Castic s vétsi velikosti
[106].

Také dalsi studie prokdzaly, Ze napiiklad nanocéstice niklu zpiisobuji rychlé a dlouhotrvajici
hypoxie v lidskych plicnich epitelovych buiikach (H460) [107-113]. Giertz (2010) vypracoval
studii, jejimz cilem bylo zjistit Skodlivé ucinky kovovych ¢astic v tkanich jater, ledvin, plic a
srdce u krys po injekéni aplikaci Hankova roztoku (roztok, ktery obsahuje ¢astice slitiny Ti a
nerezové oceli, vzniklé tfenim téchto dvou kovil). Velikost ¢astic se pohybovala v ptipadé
slitiny Ti v rozmezi od 50 do 200 um a u nerezovych oceli v rozmezi od 100 do 500 um.
Tkané byly nasledné analyzovany pomoci mikroskopu s energiové disperznim spektrometrem
(EDS). V tkanich byla zjisténa pritomnost hliniku a ytria soucasné s granulomem (chronicky
zanét), makrofagy epiteloidniho vzhledu spole¢né€ s obrovskymi buitkami, které byly znakem

zanétlivé odpoveédi organismu [114].

Jak uz bylo uvedeno vyse, existuje mnoho studii, které se zabyvaji testovanim ucinkli nano- a
submikronovych kovovych ¢astic na zvifecich modelech. Vzhledem k tomu, ze je testovany
organismus pro potieby dalSich analyz vétSinou na zavér studie usmrcen, lze tyto experimenty
z etickych divodil provadét pouze na laboratornich zvitatech. Na zéklad¢ ziskanych dat, si tak
1ze vytvofit jakysi pfehled o osudu nanocastic v Zivém organismu. Samoziejmé piinosné jsou
studie, ve kterych je sledovanym Zivym organismem piimo ¢lovek. Patfi mezi n€ evidence
nanomateridlli v lidském téle, které byly do organismu vpraveny cileng, s konkrétnim t¢elem,
prevazng 1écebnym. Je znamo jejich chemické slozeni a také jejich velikost.

Jednou z nich je ptehledova studie Chena a kol. (2016), ve které shrnuji celosvétové poznatky
o aplikaci nanomateridli v diagnostice a 1écbé rakoviny v oborech jako jsou: optické
zobrazovaci techniky, ultrazvuk, fotoakustické zobrazovani, zobrazovani magnetickou
rezonanci (MRI) a radionuklidové zobrazovani. Nanocastice se tedy mohou vyuZit

k ptesnému zobrazeni poskozené tkané, i posouzeni biologie a mikroprostiedi nadoru.
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Mohou byt také vyuzity k pfimé destrukci poSkozené tkané. Prikladem jsou nanocastice zlata
(GNPs), coz jsou snadno syntetizované struktury, které siln€¢ absorbuji svétlo za ucelem
generovani tepelné energie, ktera indukuje fototermalni destrukci maligni tkané [115].

Singh a kol. (2015) ve svém obsahlém clanku zhodnotili pouziti a G¢innost pravé nanoc¢astic
zlata pti diagnostice a 1écbé rakoviny gastrointestindlniho traktu [116]. Cilené piipravené
nanocastice, mohou byt vyuzity také jako nosice 1éciv. Napiiklad Bagalkot a kol. (2015)
vytvotili modelové hybridni lipo-latexové (LilLa) nanocastice, které selektivné zaméfili na
makrofagy zanétlivého fenotypu M1 pomoci fagocytarnich signalti. Nasledné prokazali jejich
ucinnost prostiednictvim zobrazovani a podavani 1ékii v oblasti zanétlivych onemocnéni
aterosklerézy a obezity [117].

Nanocastice, které se mohou vyskytovat v lidském organismu, a u kterych je pfiblizné¢ zndmé
jejich chemické slozeni, nikoliv vSak piesna velikost, jsou naptiklad nanocastice uvoliujici se
pfi vzajemném otéru kloubnich implantatii. Allen a kol. (1994) studovali G¢inky uhlikovych
povlakl na tkanové bunky (makrofagy, fibroblasty a osteoblastové buiiky), které obklopuji
totalni kloubni nahradu. Neexistoval zadny dikaz, ze pravé povlaky z uhliku (angl. diamond
like carbon — DLC), uloZené na riznych typech kloubnich nahrad, zplsobily cytotoxicitu
in vitro. Bunky kultivované na potaZenych substratech vykazovaly normélni bunéény rist a
morfologii [118]. OvSsem v piipadé¢ kovovych ortopedickych implantati je vysoké riziko
uvolnovani kovovych iontl pii tfeni jednotlivych komponent (kov na kov, angl. metal on
metal, MoM). Kinetika drobnych kovovych ¢astic (nanocastic) vznikajicich pii otéru a s tim
souvisejicich produktl koroze, neni zcela objasnéna [119]. Pfedpoklada se, Ze kovové Castice
(submikronové, nanocastice) jsou pozity makrofagy nebo jsou pomoci lymfatického systému
piepraveny do retikuloendotelialniho systému [120]. Vysoce citlivé metody detekce mohou
prokdzat hladiny cirkulujicich kovovych iontd v télnich tekutindch. Mnozi autofi detekovali
pomoci spektroskopickych metod ionty kobaltu a chromu v séru a moci u pacientl
s ortopedickymi implantaty na bazi slitiny kobaltu a chromu (kovovy implantat) [121-123].
Uvolnovani téchto kovovych iontli ovsem muze souviset s velkym mnozstvim nezadoucich
ucinki, zvlast pokud se jednd o kovové ionty. Tyto Castice by mohly, diky své vysoké
reaktivité, pfi dlouhodobém piisobeni prostfednictvim oxida¢niho stresu plsobit toxicky na
lidsky organismus [123,124].

Osud nanocastic v lidskych tekutinach také studoval Myllynen a kol. (2006). Zamé&iil se na
pfenos tzv. pegylovanych nanocastic zlata (PEG, s vrstvou polyetylen glykolu) pomoci
perfundované lidské placenty. Pfi pritoku placentou byly pouzity nanoc¢éstice ve velikostech
15 a 30 nm a byly odebirdny vytoky mateiské¢ i plodové vody. Recirkulacni perfuze

s pouzitim 10 nebo 15 nm nanocastic trvala 6 hodin. Koncentrace zlata ve vzorcich byla
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analyzovana pomoci hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS).
Jako referen¢ni slouceninu autofi pouzili antipyrin, ktery rychle ptekonal placentu. Pfi
otevienych perfuziich byly detekovany nanocastice v mateiském, ale ne ve fetalnim odtoku
vody, coz by mohlo naznacovat nedostatek placentarniho pfenosu. Béhem Sesti hodinové
perfuze nebyly ve fetdlnim ob&hu zjistény zadné Castice. Pomoci transmisni elektronové
mikroskopie (TEM) byly nanocéstice vizualizovany v placentarni tkéani hlavné
v trofoblastické bunécéné vrstve. Autofi tedy prostfednictvim své studie zjistili, ze pegylované
nanocastice zlata o velikosti 10-30 nm behem Sesti hodin neptekrocily perforovanou lidskou
placentu v detekovatelnych mnozstvich do fetdlniho obéhu. OvSem zda pii dlouhodobé&;si
cirkulaci jsou pegylované nanocastice zlata nakonec schopny projit placentou a zda mohou
nasledné ovliviiovat placentarni funkce, je tfeba dale zkoumat [125].
Podobnou studii, zaméfenou vSak na slozeni plodové vody prezentovali BaroSovéa a kol.
(2014). Zjistili ptitomnost ¢astic na bazi kovl (Cu, Si, Ba, Al, Fe, Bi, Ti, Ni, Cr, Sb, Sn, Zn, a
Mn) v lidskych plodovych vodach u normaélnich téhotenstvi a wu téhotenstvi
s diagnostikovanymi vrozenymi vyvojovymi vadami. Céstice byly zji§tény v obou typech
vzorkd (plodovych vod) a vétSina z nich se vyskytovala ve formé aglomerati do velikosti
desitek mikrometrti, sklddajici se pfevazné ze submikronovych ¢astic [126].
Existuji vSak jiz také studie, které zjiStuji pritomnost nanomaterialti ve zdravych lidskych
tkanich a tkanich pozménénych vlivem néjakého onemocnéni. Pievazné se jednd o Castice,
u kterych neni pfedem znamé jejich chemické slozeni ani jejich velikost. Ptesto se
predpoklada vliv téchto ¢astic na lidsky organismus a z toho vyplyvajici podil na vzniku
onemocnéni. Prokdzat ptfesny mechanismus Uc¢inku téchto velmi malych pevnych c¢astic na
lidsky organismus je velmi komplikovana zéleZitost. Zelenik a kol. (2012) napiiklad zjistili
vyskyt nanocastic Fe, Cr, Ni, Al, Zn a Cu v patrovych mandlich u pacienti s chronickou
tonzilitidou a spinocelularnim karcinomem [127]. Také Dvotackova a kol. (2015) detekovala
v 64 vzorcich lidské tkané z oblasti patrovych mandli u pacientii s chronickym zanétem,
Castice na bazi kovii. Nejcastéji byly zjisteény Castice Fe, Cr, Ni a Al ve velikostech od 500 nm
do 25 um. Vétsina z tdchto &astic tvofila agregaty [45]. Soudasné Cabalova a kol. (2015)
detekovali v hypertrofické nosni sliznici u pacientli s chronickou rhinosinusitidou, mikronové
a nanocastice na bazi kovu, pfevazne s obsahem Fe, Mn, Ba a Ti. Castice mensich rozméra
byly zjistény v tkani z oblasti vzdalené;si od nozder [128].
Ani v jedné z téchto studii vSak neprokazali pfimou zavislost mezi nanoc¢asticemi v tkanich a
vznikem ¢i vyskytem onemocnéni. Naopak jsou jiz zndmé dlouhodobé epidemiologické
studie, které¢ se zabyvaly ucCinky ultrajemnych castic, obsaZzenych pievazné v prachu, na
kardiovaskularni a respiracni systém ¢loveka. Napiiklad epidemiologické studie dobrovolnikii
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prokazaly, ze obsah inhalovanych ultrajemnych ¢astic ma ptimy vliv na kardiovaskuldrni
systém, na zmény srdecniho rytmu a arteridlniho priiméru [129-132]. V dalsi epidemiologické
studii byly zjiStény vyznamné vztahy, z nichz vyplyva, ze zvysSeni zneciSténi ovzdusi jemnymi
Casticemi, zejména v dusledku emisi z dopravy, vedlo ke zvySeni morbidity a umrtnosti
v populaci, kterd je citlivéjsi k respiratnim a srde¢nim problémim [133]. Kontrolované
klinické laboratorni studie prokazaly ukladdani ultrajemnych Castic v celém plicnim systému
spolu s kardiovaskuldrnimi problémy [5,71,72,134]. V téchto studiich vSak nejsou zjistény
konkrétni chemické a fazové slozeni jednotlivych slozek prachu a jeho presna velikost. Je
tedy jasné, ze je nutny hlubsi a dlouhodoby vyzkum v oblasti vlivu pevnych nanocéstic na

lidsky organismus, s vyznamnym propojenim téchto dvou typi studii.

Samostatnym odvétvim jsou studie expozice ultrajemnym casticim a nanocasticim
v pracovnim prostiedi. V tomto piipadé mize byt zndmé chemické slozeni sledovanych
¢astic, ne vzdy vsak jejich velikost. Patii sem napftiklad studie horniki v uhelnych dolech,
ktefi jsou dlouhodobé vystaveni puasobeni ultrajemnych prachovych castic. Tyto studie
prokazaly akumulaci takovychto ¢éstic pfevazné v jatrech a slezin€ hornikt [47]. Vyznamné
bylo zjisténi, ze byla akumulace prachu vyssi u hornikd, kteii jiz pfedtim vykazovali zavazné
plicni problémy. Podle Donaldsona a kol. (2005) by navic poskozené plice nebo plice
castic do krevniho systému [47]. Je tedy zndmo, Ze vysoce jemné prachy o stejnych
rozmérech jako nanocéstice tak pronikaji hlavné télem prostiednictvim inhalace a jsou
uloZeny v plicich. Plice nemuseji nutné uspét pii odstranovani téchto nezadoucich castic,
které pak zpusobuji plicni zanét. To mtze vést k vyvoji plicnich onemocnéni specifickych pro
povahu prachu, ktery je zpisobil, pfikladem muize byt pneumokoniéza (silikdza, azbestoza),
rakovina plic, onemocnéni ze svafeni, astma z povolani, beryliéza atd. [135-137].

Zajimavou studii z hlediska pracovni expozice je studie Pelclové a kol. (2015). V této studii
autofi prokazali v dychacim traktu pracovniki s bilym pigmentem (TiO,) vyskyt Castic/shluki
TiO,. Bylo také zjisténo, Ze v pribéhu vyroby bilého pigmentu byli pracovnici vystaveni
¢asticim TiO; a tyto ¢astice mohli pfetrvavat v plicich exponovanych zaméstnancti po dobu
nejméné nékolik hodin po skonceni smény [46].

Ostiguy a kol. (2003, 2005) uvedl ve svych studiich, Ze manganismus, neboli otrava
manganem, souvisi s akumulaci manganu v mozku, i kdyZz pfesny mechanismus této
akumulace neni doposud prokazan [94,95]. Manganismus se vétSinou tyka pravé profesni
expozice, a to pirevazné u profese svare¢. Za zminku stoji také studie Brema a kol. (2006),

v které autofi zjiStovali pfitomnost Castic Zeleza (magnetitu — Fe;O4) ve vzorcich lidské
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mozkové nadorové tkdn€¢ - meningeomy, ve srovnani s mozkovou tkdni bez nadort —
hipokampalni tkan od pacientl s mezialni epilepsii. V ramci studie autofi zjistili, ze lidska
mozkova nadorova tkan obsahovala o fad vyssi koncentrace ferimagnetickych ¢astic nez tkan
bez nadora (hipokampalni) [138]. Vzhledem k tomu, Ze autofi této studie neuvedli pracovni
anamnézy jednotlivych pacientii, neda se jasné fici, zda se jednalo také o pracovni expozici,
nicméng se to neda ani vyloucit.

Mechanismus u¢inku prachu je v pracovnim prostfedi Gplné stejny, jako v bézném zivote.
Rozdil je pouze v tom, ze zaméstnanci jsou vétSinou vystaveni pusobeni Castic prakticky
denné¢ a v daleko vétSim rozsahu. Dochazi tedy mnohem dfiv k moznym zdravotnim
komplikacim, které mohou byt zpisobeny praveé vlivem ¢éstic rizné velikosti a chemického

slozeni.

2.7 Pouziti Ramanovy mikrospektroskopie v analyze tkani

Ramanova spektroskopie je jiz dlouho vyuzivana v celé fad¢ biomedicinskych aplikaci, resp.
diagnostiky. Jednad se napiiklad o odliSeni normalni, zdravé tkané¢ od tkdn¢ nemocné,
identifikace jednotlivych buné€k, detekce ptitomnosti cizich vméstkli po implantaci a zmény
v tkédnich po interakci s nékterymi chemickymi ¢inidly apod. [139,140]. Tato technika se také
pouziva pfti ,,in vivo“ a pii diagnostickém zobrazovani riznych typd rakoviny u cloveka
[141]. Mohou tak byt ureny hranice mezi normalni a patologickou tkani, zalozené¢ na
jednotlivych biochemickych spektrech [142]. Navic Ramanova mikroskopie mize byt pouzita
pro sledovani intraceluldrnich nanocastic a soucasné mulze poskytovat informace
o biochemickych interakcich uvnitf bunky [143]. Nicméné jedna nevyhoda spociva v tom, ze
samotné biomolekuly emituji pouze nizké intenzity signalu [142,144]. Movasaghi a kol.
(2007) a vytvotili pomoci Ramanovy spektroskopie databdzi molekularnich ,,fingerprinti®,
ktera je dobrym voditkem pfi ur€ovani chemické struktury biologickych tkani [145]. Talari a
kol. (2015) tuto databazi navic doplnili o pasy typické pro nadorovou tkan [146]. Vyhodou
Ramanovy spektroskopie je pak schopnost diagnostikovat C¢asny ndstup nemoci, rychle,
neinvazivné¢ a jednoznacné [147].

Podle Kline a kol. (1997) je vizualizace chemickych sloucenin (lipidi a proteinil) v lidské
prsni tkani pomoci Ramanovy spektroskopie technikou vhodnou pro neinvazivni zobrazeni a
klasifikaci nadoru prsu [148], soucasné¢ se Ramanova spektroskopie také pouziva u lidské
prsni tkané pro odliSeni benignich a malignich 1ézi, a to také pomoci stanoveni chemického
sloZeni [149].

Ramanova spektroskopie je ovSem také Siroce pouzivana jako dilezity klinicky néstroj pro
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diagnostiku rakoviny ,,in vivo* v realném case. Ramanova spektra mohou byt ziskana z
celych organii a tkani, ale také na bunééné a molekuldrni irovni Ramanovy spektroskopie
muze rozliSovat maligni tkané od normdlnich tkdni a mtize naptiklad béhem operace hodnotit
nadorové okraje nebo sentinelové lymfatické uzliny. Na trovni bunék mohou byt Ramanova
spektra pouzita k monitorovani intracelularnich procesti probihajicich v krevnim ob&hu. Na
biomolekularni trovni mohou povrchové zesilend Ramanova spektroskopie (tzv. SERS —
angl.. surface enhanced Raman spectroscopy) pomahat detekovat biomarker na povrchu
nadoru, stejné jako hodnotit G¢innost protirakovinovych 1é¢iv. Ramanovy mapy dale odhaluji
nehomogenni rozlozeni rtiznych sloucenin, zejména bilkovin, lipidl, mikrokalcifikaci a jejich
metabolickych produktii v rakovinnych tkanich prsu. VSechny tyto informace mohou pomoci
k lepSimu porozuméni celého mechanismu rakoviny prsu [150].

Hu a kol. (2008) srovnavali pomoci Ramanovy mikrospektroskopie vzorky tkdni normdlni
7alude&ni sliznice a sliznice nadorové. Zjistili zfejmé spektralni zmény v oblasti 1156 cm™ a
1587 cm™ mezi zdravou a nadorovou tkani. Podle autorii je pas v oblasti 1587 cm™
intenzivnéjsi ve zdravé tkani a mlze byt pfisuzovan valencni vibraci lipidii nebo retinolu
(vitamin A). Naopak v naddorové tkéani jsou intenzivngj$i pasy v oblasti 1156 cm” a 1522 cm™
a mohou naznacovat vys§i obsah karotenoidii v maligni sliznici [151]. Min a kol. (2005)
Ramanovu spektroskopii pouzili k odliSeni zdravé plicni tkan€ od plicni tkané postizené
nadorem. Vyuzili laser vinové délce 1064 nm a tkan byla v nativnim stavu bez jakékoliv
upravy. Zjisténd Ramanova spektra vykazovala jasny rozdil mezi zdravou a nadorovou plicni
tkani. Nadorova plicni tkan vykazovala oproti zdravé plicni tkéni silny pas v oblasti
1659 cm™ [152]. Rakovina d&lozniho hrdla je tfetim nejastdj$im onemocnénim rakoviny po
celém svété. Mortalita souvisejici s rakovinou d€loZniho €ipku vSak miZe byt vyznamné
sniZena, pokud je onemocnéni zjisténo v pfedmalignim stadiu. Rashid a kol. (2014) prokazali,
Zze Ramanova mikrospektroskopie by mohla byt uzitecnd pro v€asnou detekci pre-malignich
zmén v cervikalni tkani. Pomoci vytvofenych spektralnich map dokazali rozliSit tkan
d€lozniho Cipku az do nékolika vrstev (vazivové tkané€, bazalni, para/bazalni a povrchoveé
vrstvy). V normalnich oblastech abnormélnich vzorkli byly pozorovany také biochemické
zmény spojené s onemocnénim, kde nebyly patrné morfologické zmény. Tato studie tedy
ukazala, ze Ramanova mikrospektroskopie by mohla byt uzitecnd pro vc€asnou detekci
premalignich zmén také v cervikalni tkani [153].

Jiz od devadesatych let se také pomoci Ramanovy spektroskopie provadi histochemicka
analyza normadlnich lidskych artérii a artérii s aterosklerotickymi platy. Bylo zjisténo, Ze u
normalnich tepen lze v Ramanovych spektrech detekovat dominantni péasy skupiny proteini

okolo 1658 cm™ a 1252 cm™ a u sklerotickych tepen jsou navic pasy cholesterolu pod
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1000 cm™ [154,155]. Ramanova spektroskopie se také vyuziva pro diagnostiku a popis
morfologie aterosklerdézy pfimo v koronarnich tepnach [156]. Plazmonické nanomateridly,
byvaji jako latky dodavajici 1é¢ivo nebo bio-zobrazovaci Cinidla zavadény intravendézné do
biologickych systémti. Nicméné¢, potencial aglomerace téchto nanocastic v biologickych
systémech by mohly dramaticky ovlivnit jejich farmakokineticky profil a toxicky potencial. Je
tedy dulezité screeningové vyhodnotit aglomeraci takto podédvanych nanocastic [157]. Jenkins
a kol. (2015) vytvotily nové metody monitorovani téchto castic, které umoznuji rychlé
stanoveni stavu aglomerace plazmonickych nanomateridli v biologickych systémech,
konkrétné v krvi. Jednou z nich je pravé konfokalni Ramanova mikroskopie (cRM), ktera se
vyuziva predevs§im pro rozliSeni nanocastic zlata (AuNP) a jejich aglomeratt v krvi [157].

Jiz na konci dvacatého stoleti byla pomoci Ramanovy spektroskopie méfena moc, ke které
byla cilené ptidana gluko6za, aceton nebo mocovina, souc¢asné také byla analyzovéana glukéza,
aceton a mocovina vmoci u pacient s onemocnénim diabetes mellitus (cukrovka).
Koncentrace glukozy, acetonu a mocoviny v moci, kterd obsahuje uméle ptidanu urcitou
slozku, byla stanovena intenzitou pasu pii 1130 cm™, 789 cm™ nebo 1016 cm™ [158].
Ramanova spektroskopie se v té dobé zacala pouzivat také k analyze mocovych kamend a
byla snaha tuto metodu zafadit do rutinni analyzy téchto biologickych vzorkd. Mocové
kameny byly klasifikovany pomoci Ramanovych spekter jejich hlavnich slozek. Jedna se
napiiklad o spektra oxalati vépenatych, fosforecnant, kyseliny mocové, urati a cystinu.
Autofi se nezaméfili pouze na spektra lidskych mocovych kameni, ale v rdmci rozsifeni
informaci analyzovali také mocové kameny u zvifat, pfedevSim u psti, kocek a koni [159].

Spektroskopicka charakterizace moci byla také vyuZita jako vyznamny nastroj pii identifikaci
nekolika patologickych stavil, véetné rakoviny. Brindha a kol. (2017) ve své studii pomoci
Ramanovy spektroskopie charakterizovali vzorky moci od zdravych subjektd a od pacienti
s premalignimi a malignimi stavy. Dospéli k zavéru, Ze flavoproteiny mocoviny, tryptofan a
fenylalanin jsou zodpovédné za pozorované spektralni zmény mezi normdlnimi a
abnormalnimi skupinami. Dokazali tak, ze detekci metaboliti z moc¢i pomoci Ramanovy

spektroskopie 1ze zjistit chorobné stavy organismu, véetné nddorového onemocnéni [160].

Soriana-Ursua a kol. (2014) testovali pomoci Ramanova spektrometru mozkovou tkan
laboratornich mysi, po aplikaci slouc¢enin boru a kyseliny borité. Zjistili odliSnosti mezi
intenzitou spekter mozkové tkané€ bez ptitomnosti sloucenin boru a kyseliny borité a mozkové
tkan¢ s pfitomnosti téchto latek, a to v riiznych koncentracich. Navic zjistili, ze vysoké davky
kyseliny borité vedly k urcitym toxikologickym uc¢inktim, které se projevovaly jako zmény
chovani, zejména ve smyslu zhorSené orientace se v prostoru [161].
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Konvencni metody pro studium interakce nanocastic s zivymi bunikami se opiraji o techniky
oznacovani, které bud’ selektivné zabarvuji Castice, nebo je selektivné znackuji znackovacimi
molekulami. V praci Ahlindera a kol. (2013) byla pouzita Ramanova zobrazovaci technika,
bez rozséhlé piipravy vzorka, pro kvantifikaci prostorové distribuce nanocastic na bazi oxida
kovli uvnitt zivych plicnich epitelidlnich bunék (A549). Buiky byly vystaveny plsobeni
nanocastic TiO, (oxid titani¢ity) nebo FeO (OH), (goethitu) v riznych inkubacénich ¢asech (4
nebo 48 hodin). Autofi s pomoci multivariacni analyzy dat hyper-spektralnich Ramanovych
obrazi urcili biodistribuci nanocastic uvnitt zivych bunék. Az 40% spekter z bunééného jadra
vykazovalo Ramanovy pésy, které souvisely s pfitomnosti nanoc¢asticoxidii kovli bez ohledu
na kratké (4 h) nebo dlouhé (48 h) expozi¢ni ¢asy. Zavéry byly kvalitativné potvrzeny pomoci
skenovaci elektronové mikroskopie [162].

Také Salehi a kol. (2014) pouzil neinvazivni zobrazovaci techniku, jakou je konfokalni
Ramanova mikroskopie, proo sledovani nanocéstic oxidu titani¢it¢ho (TiO,) v zivych
bunéénych liniich MCF-7 (buniky diferencovaného epitelu prsni zldzy) a TERT
(imortalizovana lidska keratinocytova buné¢na linie z oblasti dutiny Ustni). Intenzita priniku
nanocastic TiO, do bunck odhalila ¢asovou zavislost na postupné difiizi nanoc¢éstic v celé
bunice. Se sledovanim difuze cytochromu C do cytoplazmy byla zarovenl monitorovana
bunéénd apoptdéza (tj. programovand smrt buiiky). Kone¢nd koncentrace TiO, uvnitt
mitochondrie byla 2 pg.ml”. Z tohoto vysledku autofi usoudili, Ze ptitomnost ¢astic TiO,
v bufice neni ptimou indikaci k apoptéze buiiky. Tim také prokazali, ze pomoci konfokalni
Ramanovy mikroskopie je mozZné sledovat prinik castic TiO, do buiiky a sledovat jejich

apopticky stav [163].

Ramanova spektroskopie a mikrospektroskopie ma vsak také vyuziti pfi analyze a kontrole
potravin a lékd, molekuldrniho objevu 1ékli, navrhu inovativnich systémt dodavek 1€k a
kontroly kvality hotovych vyrobki, vcetné téch, které se tykaji nanomateriald. Ramanova
spektroskopie se stala extra citlivou metodou, které je pouzitelna nejen pro analyzu potravin a
1kt v casné a pozdni fdzi farmaceutického vyvoje, procesni analyzy a mikrostrukturni
analyzy systéml dodavani 1€ki, ale také pro intracelularni a interceluldrni zobrazovani.
Inovaci miZe byt také spojeni Ramanova spektrometru se sondou z optickych vlaken. Toto
spojeni ma velky potencial v aplikacich, jako je monitorovani a kontrola jakosti v
primyslovém zpracovani potravin, bezpecnost potravin v zemédélské rostlinné vyrobé a

pohodlna kontrola farmaceutickych vyrobkd, a to i pfes obalovy material [164,165].

Ramanova spektroskopie nachazi vyuziti také ve forenzni védé. Bumbrah a kol. (2016) ve své
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recenzi poskytli piehled o vyvoji v analyze drog a jinych nelegélnich latek pomoci Ramanovy
spektroskopie, prevazné pro forenzni ucely. Ve svém piehledu poukazuji na potencialni ptinos
Ramanovy spektroskopie v kvalitativni a kvantitativni analyze stopovych mnozstvi
zneuzivatelnych 1€kl a jinych nelegéalnich latek na riiznych matricich, jako jsou textilie,
bankovky, vlakna apod. Jako vyznamné vtomto odvétvi autofi zminuji predevSim
nedestruktivni a velmi jednoduchou piipravu analyzovanych vzorki [166].

Zavérem lze uvést, ze Ramanova spektroskopie nabizi velké mnozstvi aplika¢nich moznosti
spolu s nepiekonatelnou citlivosti. Nicméné, tato metoda ma i1 jistd omezeni, co se tyce
hloubky priniku svétla, proto vhodnéjsim zplsobem, jak vyuzit jeji atributy napiiklad v
klinickém prosttedi, je spojit Ramanovu spektroskopii s endoskopii [167]. Podle Zavaleta a
kol. (2011) by tak mohl Ramaniv laeser zaméfeny na nddor piimo béhem rutinniho
kolonoskopického vySetfeni nabidnout novy zpiisob, jak citlivé detekovat dysplastické 1éze a

zaroven obchazet omezenou hloubku priniku Raman a zabrénit systémové toxicité [167].

Jak jiz tedy bylo uvedeno v ptedchozich podkapitolach, Ramanova mikrospektroskopie je
technikou, kterd je jiz dlouhou dobu vyuzivdna v biomediciné¢ pro analyzu zdravych a
nemocnych tkani, bunék a biomolekul. Také pro charakterizaci potravin, 1éki a v neposledni
fad¢ je pouzivanana pro detekci mikronovych a nanometrickych ¢astic znamého slozeni ve
zvitecich a lidskych tekutinach a tkanich. V dostupné literatuie vSak nejsou zminky, nebo je
jich pouze velmi malo, o detekci pevnych ¢astic pfedem nezndmého chemického a fazového
sloZzeni ve zdravé a nemocné lidské tkdni, prevazné v mikronovych a submikronovych
rozmérech. Z toho divodu byla ptedlozené disertaéni prace zamétfena pravé na toto téma
detekce pfredem neznamych cCastic v lidské tkéani. Jedna se vSak o velmi rozsihlou oblast, a
proto byla prace tématicky vymezena pouze na nanocastice /ultrajemné ¢astice deponované v
tkanich lidskych hornich a dolnich cest dychacich. Prostfednictvim inhalacni expozice totiz
pevné cCastice mohou nejsnadnéji a nejméné komplikované vstoupit do organismu a tkan,

se kterou ptijdou jako prvni do styku, je pravé tkan dychacich cest.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Studované vzorky

Predkladand disertacni prace je zaméfena na detekci a naslednou charakterizaci Céstic
v hypertrofovanych tkanich hornich cest dychacich v oblasti nosni skofepy a castic
v nadorovych tkéanich z oblasti dolnich cest dychacich metodami dostupnymi na Centru
nanotechnologii, Vysoka $kola bafiska — Technicka Univerzita Ostrava (VSB — TUO).

Tato prace byla realizovana v ramci spoluprace s Fakultni nemocnici Ostrava (FNO) a
schvalena Etickou komisi FNO - ENT - Nanoc¢astice , (2 RVO - FNOs / 2013) a evidovana na
ClincialTrials.gov (NCT02270125). Disertacni prace je také v souladu s Helsinskou deklaraci,
spravnou klinickou praxi a pfisluSnymi regula¢nimi pozadavky. Informovany souhlas byl
ziskan od vSech pacientl, ktefi poskytli vzorky tkéni.

Vsechny vzorky, upravené podle potieb vybranych analytickych metod, byly pifedany
k analyzam na Centru nanotechnologii, VSB — TUO.

3.1.1. Hypertroficka tkan z oblasti skofep nosnich

Vzorky mékké hypertrofické tkané¢ v oblasti dolni skofepy nosni byly odebrany na
Otorinolaryngologické klinice FNO pfi standardnim chirurgickém vykonu (resekce sliznice
dolni skofepy — viz nize). Ve spolupréci s Ustavem patologie FNO byly vzorky tkan& nasledng&
zpracovany fixaci v 10% vodném roztoku formaldehydu a svislym rozdé€lenim na tfi pfiblizné
stejné velké Casti v zavislosti na vzdalenosti od nozder (obrazek 12, ¢asti A, B, C). Jednotlivé
¢asti byly odvodnény pomoci smési 96% lihobenzin, izopropylalkohol, xylenu a prosyceny
parafinem v automatu Tissue-Tek VIP (Sakura). Nasledn¢ byly ,,zality” parafinem do
plastovych kosicki (blockil). Z kazdého takto ptipraveného blocku byly nakrajeny dva fezy o
tloust'ce 2-4 pm, které byly ,,natazeny* na podlozni skli¢ko a nésledné byl odstranén parafin
pomoci smési xylen, lihobenzin (96 %) a lihobenzin (70 %). Na zavér byly takto pfipravené
fezy tkani vysuSeny v termostatu pii teplot¢ 37 °C a piedany k analyzdm. Dva takto
piipravené paralelni fezy jsou zobrazeny na obrazku 13. Celkem bylo analyzovano 40 vzork

hypertrofické tkan€ a dva vzorky referencni (kontrolni) tkdné z oblasti skofep nosnich.
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Obrazek 12: Vzorek hypertrofické mékké tkané z oblasti skorepy nosni rozdélen na tii ¢asti v zavislosti

na vzdalenosti od nozder.
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Obrazek 13: Vzorek tkane z oblasti skorepy nosni - dva fFezy natazené na mikroskopickéem sklicku.

Modre je vyznacena oblast sliznice (S) a baze (B).

3.1.2. Vzorky hypertrofické tkané — cytologické odbéry sputa

Principem odbéru cytologického materidlu je ziskani jednotlivych bunék, které netvoii tkan.
V nasem pfipad€ byly vzorky ziskdny stérem bunc¢k z povrchu sliznice v oblasti skotep
nosnich. Stéry byly provedeny u nékterych vzorkli z povrchu hypertrofické tkané pied
samotnym chirurgickym vykonem (resekce sliznice dolni skotfepy) na Otorinolaryngologické
klinice FNO. Sterilnim odbérovym StéteCkem byl setieny obsah nanesen rovnomérné na
povrch podloZniho sklicka. Po zaschnuti byl takto pfipraveny vzorek pouzit k analyze.
Celkem bylo takto pfipraveno a nésledné analyzovéno 9 vzorkll. Vzorek na obrazku 14 je

cytologicky stér, ktery je jiz pokryt tenkou vrstvou zlata (ta je potfebna pro naslednou analyzu
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na skenovacim elektronovém mikroskopu). Buiikky jsou pouze v oblasti bilych skvrn a

bublinek. Souvisla fialova a rizova plocha je pouze naprasend vrstva zlata.

Obrdazek 14: Vzorek cytologického stéru bunék z povrchu sliznice v oblasti skorep nosnich nanesenych

na povrch mikroskopického sklicka. Buriky jsou v oblasti bilych skvrn na sklicku.

3.1.3. Vzorky bronchogennich karcinomii (adenokarcinomy)

Vzorky nadorové plicni tkané (obrazek 15) byly odebrany na Ustavu patologie FNO a déle bylo
postupovano stejn¢, jako pii pripraveé vzorka hypertrofické tkan¢ (viz kapitola 4.1.1).

Obrazek 15: Vzorek nddorove tkané z oblasti plic - adenokarcinom, dva vezy natazeny na

mikroskopickém sklicku.

3.1.4. Vzorky sedimentovaného prachu z cesty

Navic byl také studovan sedimentovany prach z povrchu silnic, jako jeden z potencidlnich
zdrojii zne¢isténi. Céstice silni¢niho prachu mohou byt nasledné resuspendovany do vzduchu

a muze dojit pomé&rné snadno k jejich inhalaci.

42



Byly studovany dvé skupiny sedimentovanych vzorki prachu, které byly odebirany z povrchu
silnice po dobu osmi mésici béhem jednoho roku, a to od bfezna do fijna roku 2015. Prvni
skupina vzorki byla ziskdna z povrchu méstské kiizovatky, méstské Casti Ostrava - Poruba.
Méstska ¢ast Poruba lezi na zapadé meésta Ostravy a patii k pomérné husté obydlenym
méstskym obvodiim skladajicim se téméi vyhradné z bytovych domu s ustfednim vytapénim a
s minimalnim pfimym vlivem tézkého priamyslu. Druha skupina sedimentovanych vzorki
prachu byla odebirana na povrchu ptiméstské silnice v obci Ludgetovice, ktera lezi nedaleko
mésta Ostravy. Vybrana oblast v Ludgefovicich je dopravné téméf nezatizena, vétSina
zneCisténi muze pochazet pravdépodobné z lokdlnich systému vytapéni - kotle spalujici bud’
plyn, nebo tuhd paliva (celoro¢ni provoz - ohfev vody). Detailni mapa lokalit, kde byly
vzorky odebirdny je vidét na obrdzku 16. Odbérnd mista byla vybrana predev§im z divodu
znamého objemu provozu v téchto mistech. V misté odbéru v Ostraveé (méstska lokalita) bylo
v roce 2015 zaznamenano primérné provozni zatizeni 20 000 vozidel za 24 hodin [168].
Kromé toho bylo toto odbérné misto v blizkosti rusné kiizovatky a prechodu pro chodce,
tudiz se predpokladalo ¢asté brzdéni automobilti. Naproti tomu misto odbéru v Ludgetovicich
(ptiméstska lokalita) bylo na samém konci slepé ulice vedle dvou samostatnych rodinnych
domd, kde je provoz minimélni.

Vzorky prachu byly odebirany z povrchu vozovky o velikosti plochy cca 1 m* smetanim a
ukladanim do sklenéné nadoby. Odbér byl provadén jednou mésicné, od 9:00 do 10:00
dopoledne. Den odbéru byl volen v zavislosti na meteorologickych podminkéach. Odbér
vzorkll probihal pouze v dobé bez destovych prehanek, kdy posledni dést’ byl nejméné dva
dny pted samotnym odbérem. Z kazdého mista byl ziskan vzorek o hmotnosti cca 450-500 g.
Takto bylo ziskdno osm vzorkti z méstského a osm vzorkll z pfiméstského mista odbéru
(odpovidajici mésiciim odbéru). Kazdy vzorek byl homogenizovan v rotaénim mlynu (Fritsch
Pulversitte) rychlosti 250 otdc¢ek/min po dobu 15 minut a nasledné byl proset ptes sito pro
velikostni frakci 200 um. Velikost zrna byla zvolena dle standardniho operaéniho postupu

akreditované laboratofe Centra nanotechnologii VSB — TUO.
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Obrazek 16: Mista odbéri vzorkii. A — Ostrava- Poruba, B — Ludgerovice.

3.2. Pouzité metody
Vsechny typy vzorkii (tkdn€¢ a cytologické stéry) byly primarn€ analyzovany pouzitim
Ramanova konfokalniho mikroskopu XploRA™, (HORIBA JobinYvon, France), kdy nebyla
potieba Zadna dalsi Giprava vzorki. Nasledn€ byly vybrané vzorky analyzovany také pouzitim
skenovaciho elektronového mikroskopu (Quanta FEG 450 s EDS analyzatorem APOLLO X a
Philips XL30), kdy pro tuto analyzu byly vzorky pokoveny tenkou vrstvou zlata. Vzorky
sedimentovaného prachu byly analyzovany pomoci atomové obsorpéni spektroskopie s
elektrotermdlni atomizaci (SPECTRO Ciros Vision EOP a UNICAM 969, Velka Britanie). Po
zjisténi CastéjSiho vyskytu ¢astic na bazi zeleza ve vzorcich plicni nadorové tkang, byly navic
u téchto vzorkll stanoveny magnetizacni kiivky pomoci magnetometru (EV9 VSM,
MicroSense), které mohou odhalit mozné magnetické vlasnosti vzorkli. Soubor 40

hypertrofickych tkani byl také statisticky vyhodnocen.
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3.2.1 Ramanova mikrospektroskopie

Jednim zcili této prace bylo navrhnout vhodnou metodiku pro efektivni detekci a
charakterizaci pevnych castic v lidskych tkanich. Znalost chemického, ale také fazového
sloZeni je velmi podstatné pro predikci ptipadného vlivu pevnych ¢éstic na lidsky organismus
a moznou souvislost snékterymi diagnézami. Ramanova mikrospektroskopie jako
nedestruktivni metoda umoziujici bodovou analyzu vzorku (spojeni Ramanovy spektroskopie
s konfokalnim mikroskopem) se jevi jako velmi vhodnad metoda pro analyzy téchto vybranych
tkani. Voprvni fazi byl vzorek tkan&, bez jakychkoliv uprav, analyzovan po
jednotlivych vybranych bodech (na zaklad¢ vizudlni odliSnosti) v celé plose vzorku. Tato
metoda byla Casové velmi naro¢na, a tedy analyza vétsiho mnozstvi vzorkl pro statistické
vyhodnoceni byla téméf nemoznd. Z tohoto diivodu byla hleddna alternativa pravé pro
moznost statistického vyhodnoceni. Pro tento ucel byla zvolena analyza jen v uritém poctu
vybranych jednotlivych bodi, vzdalenych od sebe v piiblizné stejné délce, ve tvaru jakési
miizky (obrazek 17). Pocet bodi byl stanoven dle velikosti tkan¢ tak, aby byly body
rozmistény rovnomérné po celé plose vzorku. Analyza byla provedena pouze v téchto
urenych bodech. Diky motorizovanému stolku umoziujicimu pohyb vzorku ve vSech tfech
smérech a také urceni metrické vzdalenosti, byl nejdiive zjiStén rozmér tkané€ a nasledné pak
bylo provedeno rozdéleni na jednotlivé body. Tato zvolena analyza pouze v jednotlivych
bodech se jevila jako dostatecnd pro analyzu vétSiho souboru vzorkd. Pfi srovnani zjisténych
fazi v tkéni analyzované v celém svém rozsahu a sloucenin zjisténych pii analyze téze tkané
pouze v bodech, nebyl zjistén vyznamny kvalitativni rozdil. Proto byla metoda analyzy lidské

tkané v bodech pouZita na vSechny dalsi analyzy metodou Ramanovy mikrospektroskopie.

Obrazek 17: Sit deviti bodit zvolena pro vzorek hypertrofickeé mekké tkané z oblasti skorepy nosni a) a

sit triceti bodii zvolena pro vzorek plicni nadorové tkané -adenokarcinom b).
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Za ucelem zjisténi velikosti a skutecné¢ho tvaru detekované castice byly navic pouzitim
mapovani vytvoreny spektralni mapy, které nazorn¢ zobrazily pfitomnou ¢astici/shluk ¢astic
v tkéni (obrazek 18). Tato analyza ptedstavuje automatické méfeni v takzvané siti bodua (tzv.
Ramanovo mapovani), kterd pokryva celou vybranou oblast a jejichz vzdalenost od sebe je
zvolena individualné, podle konkrétni méfené oblasti. Pfestoze analyza ve vybranych bodech
urychlila Ramanovu mikroanalyzu, naméteni spektralni mapy je vSak také velmi Casovée
naroc¢né, proto bylo provedeno jen ve vybranych bodech vzorku. Pouziti téchto popsanych
metod Ramanovy mikrospektroskopie bylo popsano jiz v publikaci Cabanova a kol. (2017)
[169].
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Obrazek 18: Ramanova spektralni mapa castice grafitu. Vlevo obrazek z optického mikroskopu a) a
vpravo spektralni mapa, kde je vidét skutecna velikost a tvar castice (Cervena barva), okolni prostredi

je znazornéno cerné b).

Ramanova mikroanalyza byla provedena pomoci Smart Raman mikroskopického systéemu
XploRA™ (HORIBA JobinYvon, Francie), (obrazek 19), a to v celém rozsahu vino&tii od 100
do 4000 cm™. Byl pouzit objektiv se zvétinim 100 x, ktery je vhodny pro vzorky v podobé
tenkych vrstev ¢i tekutin zaschlych na podloznim sklicku. Byl pouZit laser o vinové délce
532 nm s excitatnim laserovym zdrojem 20 - 25mW. Primér laserového svazku je ptiblizné
500 nm, coZ jiz umoziuje bodovou analyzu &astic, & shlukil astic. Zatizeni XploRA™
umoznuje zvolit intenzitu laserového paprsku v rozmezi: 0,1, 1, 10, 25, 50 a 100%. Pii
detekci Castic v lidské tkani byla intenzita laseru zvolena spise nizsi (1%, 10% nebo 25%), a
to prevazné z diivodu zabranéni poSkozeni vzorkl. MfiZka byla nastavena na 1200 vrypi/mm.
Pfi méfeni Ramanovych spektralnich map bylo nastaveni stejné jako pfi jednotlivych
bodovych analyzach a mapy byly méfeny s posunem stolkul pm. Naméfend Ramanova
spektra a spektralni mapy byly upraveny s pouZzitim softwaru LabSpec, ktery je soucasti
systému XploRA™,
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Obrdzek 19: Ramanitv mikrospektrometr XploRA™ (HORIBA JobinYvon, Francie)

3.2.2 Skenovaci elektronova mikroskopie

Pro pfesnéjSi charakterizaci morfologie, velikosti a zjiSténi elementarniho sloZeni
detekovanych pevnych ¢astic byla dale provedena dopliujici analyza na skenovacim
elektronovém mikroskopu Quanta FEG 450 (FEI) s EDS analyzatorem APOLLO X (EDS),
(Obrazek 20a) a na skenovacim elektronovém mikroskopu Philips XL30 (obrazek 20b).

Oba typy mikroskoptpouZivaji pro méfeni dva zobrazovaci detektory: SE - detektor
sekundarnich elektroni a BSE - detektor zpétné odrazenych elektronti. Navic je soucasti
ptistroje rentgenovy (RTG) detektor na mikroanalyzu vzorki — (SEM — EDS).

Vzorky tkani nanesenych na skli¢ku nebyly tepelné ani elektricky vodivé, z toho diivodu bylo
nutné vzorky pokryt tenkou vrstvickou kovu pro zajisSténi optimalni vodivosti. Vzorky byly
proto napraseny zlatem v zafizeni pro naprasovani povrchi POLARON SC 7640. Takto
upravené vzorky byly vlozeny na pohyblivy stolek v komoie mikroskopu, ktery je soucasti
pfistroje, a za vysokého vakua zmé&feny. JelikoZ se jedna také o pomérné Casové narocnou
metodu, ktera byla provedena pracovnicemi z Centra nanotechnologii, VSB - TUO byla
pouzita jen pro vybrané vzorky (9 vzorka hypertrofické tkdn€, 9 vzorkt cytologickych stérti a
19 vzorkid plicni tkan€), kdy se jednalo pouze o doplikova meéfeni k Ramanové

mikrospektroskopii.
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Obrazek 20: Skenovaci elektronovy mikroskop Quanta FEG 450 (FEI) a) a skenovaci elektronovy
mikroskop Philips XL30 b).

3.2.3 Atomova obsorp¢ni spektroskopie s elektrotermalni atomizaci

Pevné vzorky sedimentovaného prachu byly rozpuStény ve smési koncentrovanych kyselin
(HF + HNO; + HCIlOy4) pii 90 °C po dobu nékolika hodin az k uplnému rozkladu. Po
celkovém rozkladu byly kapalné vzorky analyzovany atomovou emisni spektroskopii pro
identifikaci s indukéné véazanou plazmou (AES-ICP), (SPECTRO Ciros Vision EOP,
Némecko). Koncentrace Sb a Sn v rozlozenych vzorcich byla stanovena atomovou absorpéni
spektroskopii s elektrotermdlni atomizaci (AAS-GF), (UNICAM 969, Velka Britanie). Méteni
bylo provedeno pracovniky z Centra nanotechnologii, VSB- TUO. V prachovych vzorcich byl
predpokladdn mnohem vys$si vyskyt ¢astic na bazi kovll nez v tkanich, z toho diivodu byla tato

metoda pouzita pouze na analyzu prachovych vzorki.

3.2.4 Méreni magnetiza¢nich krivek vzorki

Vzorky plicni nddorové tkané byly zmeéfeny na vibratnim magnetometru EV9 VSM,
MicroSense (obrazek 21), ktery je Siroce pouZivanym experimentdlnim zafizenim ke
stanoveni magnetickych vlastnosti nejriznéjsich typi materialti. Tato experimentalni technika
je zalozena na principu, kdy vibrujici vzorek umistény do externiho magnetického pole

generovaného elektromagnetem indukuje napéti, které je snimano detekénimi civkami a jehoz
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velikost je pfimo umérna magnetickému momentu m, respektive magnetizaci M, métené¢ho
vzorku. Vykresleni magnetického momentu jako funkci magnetického pole tvoii zakladni
charakteristiky zkoumaného magnetického materidlu. Pro méfeni vzorka bylo nastaveno na
méficim pfistroji VSM maximalni magnetické pole 15 000 Oe = 1,5T. Méfeni probihalo pii

teploté 20°C.

Obrazek 21: Vibracni magnetometr EV9 VSM firmy MicroSense

3.2.5 Statisticka analyza

VSechny statistické analyzy byly provedeny v programu R Core Team [170]. Mnohorozmérné
analyzy pak konkrétn€ v baliku FactoMineR [171]. Pro vSechny testy byla zvolena hladina
signifikance a = 0.05.

Pro soubor hypertrofickych tkani z oblasti skofep nosnich byla provedena hierarchicka
shlukovd analyza na hlavnich komponentech (Hierarchical clustering on principal
components, HCPC) za ucelem charakterizace skupin vzorkl se statisticky vyznamnymné
odliSujicimi se vlastnostmi. Shlukovani samotné bylo provedeno Wardovou metodou na péti
prvnich hlavnich komponentech stanovenych mnohonasobnou korespondenéni analyzou.

Pro plicni nadorovou a referen¢ni tkan byl proveden chi kvadrat test (test dobré shody) pro
testovani asociace jednotlivych kategoridlnich proménnych, pro popsani obecnych gradientt
variability v datech, byla provedena Mnohonasobna koresponden¢ni analyza (Multiple
correspondence analysis, MCA).

Pro soubor vzorki sedimentovanych prachli byla provedena analyza hlavnich komponent
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(Principal component analysis, PCA) za t¢elem stanoveni obecnych vazeb mezi jednotlivymi
proménnymi (pfitomnost jednotlivych detekovanych kovli, mésic odbéru a misto odbéru
vzorkll). Pro zhodnoceni vztahii mezi vSemi dvojicemi jednotlivych proménnych byla PCA
doplnéna vypoctem korelacni matice (Pearsoniv korelacni koeficient) a jeji grafickou
reprezentaci.

Z dtvodu nestejnych hodnoticich proménnych a odlisSnych pozadovanych vystupti byly na

jednotlivé soubory vybrany rozdilné statistické analyzy.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Hypertrofické tkané z oblasti skofepy nosni
Analyza pomoci Ramanova mikrospektrometru u prvniho souboru vzorkl hypertrofické tkané
(M1 — M9) byla provedena v bodech rozmisténych rovnomérné po celé plose vzorku, tak jak
bylo popsdno v kapitole 4.2.1. Pocet méfenych bodl (9) byl zvolen dle velikosti vzorku.
Detekované slouceniny jsou uvedeny v tabulce 1. Piehled vybranych spekter detekovanych
fazi je uveden na obrazku 22. Detekované slouceniny byly identifikovany na zéklad€ srovnani
se spektralni knihovnou programu LabSpec, ktery je soucasti piistroje XploRA™. Na
obrazku jsou vzdy uvedena ob¢ spektra, kde dolni spektrum odpovidd namétenému spektru a
horni spektrum odpovida referenénimu spektru ze spektralni knihovny. Pro kontrolu bylo také

provedeno srovnani s dostupnou literaturou, coz také potvrdilo shodu se spektry ze spektralni

knihovny [172,173].

Tabulka 1: Prehled detekovanych fazi a prvkii ve vzorcich hypetrofické tkané (mukotomie) pomoci
Ramanova mikrospektrometru a skenovaciho elektronového mikroskopu. (AC — amorfni uhlik, GR —

grafit, TiO»-A — anatas, TiO>-R — rutil).

Detekované faze Detekované
Vzorek | Pohlavi | VEék | Koufeni Povolani prvky
Raman
SEM
Dtchodce |AC, ankerit, CaCQOs3,| Ba, Cu, Cr, Fe, Mn,
M1 M 78 N (svéFed) GR, TiO,-A Ni, Zn
, CaCO;, FC304, .
M2 M 38 N Programator TiO,-A, TiOy-R Ba, Cu, Fe, Ti, Zn
i v " N Zameenik/ | AC, CaSO,, Fe;0., ﬁa, i/‘{l CI\C}; % FTe
1 n’ 0, 1, b 19
svafed GR, TiOrA 7n
v AC, ankerit, GR, .
M4 M 65 A Straznik TiO»-A, TiO,-R Ba, Fe, Ti
M5 7 26 N Studentka Fe;0,, GR Ba, Fe
. Montazni AC, CaCO;
Me Z 44 N _ Fe
d¢€lnice
M7 M 28 N Student GR Fe, Ti, Zn
MS M 44 A Ridi¢ €aCo;, GR Fe
M9 7 58 N Vytvarnice GR, TiO-A Fe, Cu
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Obrazek 22: Vybrana spektra sloucenin nalezenych ve vzorcich hypertrofickych tkani, zmérena pomoci
Ramanovy mikrospektroskopie. (AC- amorfni uhlik, GR — grafit, Fe;O, — magnetit, TiO,-A — anatas,
TiO>-R — rutil, MgCOj; uhlicitan horecnaty, (CaFe(CO;),) - ankerit, CaCOjs - kalcit). Dolni spektrum

je namérené a horni spektrum je referencni spektrum z knihovny spekter.

S ohledem na zjisténi pfiblizného tvaru a velikosti ¢astic/shlukt detekovanych ve vzorcich
tkdni pomoci Ramanova mikrospektrometru, bylo provedeno mapovani zvolené oblasti. Pfi
mapovani je analyzovand vybrana oblast vzorku mapovana s krokem, ktery je urCen na
zéklad¢ velikosti dané oblasti, vétSinou byl krok zvolen 1um. Tato metoda ma jistou vyhodu
oproti méfeni pouze v jednotlivych bodech. Na obrazku 23a je znazornén vzorek

hypertrofické tkdn€¢ (mukotomie), ktery byl pofizen prostiednictvim svételného mikroskopu,
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jenz je soucasti piistroje XploRA™. Podle tohoto snimku by méla mit nalezena ¢astice/shluk
¢astic velikost piiblizné 10 um. Pfi bodové analyze bylo zjiSténo, ze Castice/shluk c¢astic
obsahuje jednu z forem oxidu titanicitého, a to anatas (obrazek 23c¢). Avsak pfi mapovani celé
vybrané oblasti bylo zjisténo, ze na ploSe jeve skutecnosti vice odd€lenych castic anatasu,
jejichz velikost je mnohem mens$i nez ptvodnich 10 pm (obrazek 23b). Tedy snimek z
optického mikroksopu je velmi neptesny, kdy vizualné odlisnd castice neodpovidala
cizorodému materialu, ale pravdépodobné slo o pfirozenou soucast tkané, kdy presné urceni
nebylo mozné, jelikoz zbyld oblast vykazovala zna¢nou fluorescenci. Nevyhodou v piipadé
mapovani je, ze jej zatim nelze pouzit na analyzu kompletné celého vzorku studovanych
tkani, a to hlavné z ¢asovych divodu, ale také diky nerovnému povrchu fezu tkané, s ¢imz

souvisi odli$nd intenzita signalu po celé plose vzorku.

: o
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Obrdzek 23 : Ramanova spektralni mapa vybrané oblasti vzorku hypertrofické tkané (mukotomie,
vzorek M3), kde a) je tkan pod svetelnym mikroskopem s vybranou oblasti, b) spektralni mapa vybrané
oblasti (Cervené - mista detekce TiO, ve formé anatasu, cerné - okolni tkan) a c) namérené spektrum

TiO; ve formé anatasu v cervené oblasti spektralni mapy.

Jak jiz bylo zminéno vySe, pouzitim Ramanovy mikrospektroskopie se v hypertrofickych
tkanich podatilo detekovat pritomnost pevnych ¢astic/shlukti. Patii mezi né i oxid titaniéity
(TiOy), ktery se vyskytuje v nékolika rlznych krystalickych strukturdch. Nejcastéji
vyskytujici se pfirozend forma TiO, je rutil. Anatas a brookit jsou dalSi dva vzacné&jsi
polymorfy [64]. Oxid titanicity je obecné Siroce pouzivan jako pigment a piedstavuje cca 70%
z celkového objemu vyroby pigmentu na svété. Pouziva se jako bélidlo do barev, plastt,
papirt, inkoustu, potravin, zubnich past, léiv a kosmetickych piipravka [174].
V hypertrofické tkani pacientll byl pomoci Ramanovy mikrospektroskopie zjistén anatas ve
vzorcich M1-M4 a M9 a rutil ve vzorku M2 (tabulka 1, obrazek 22). Zarovei byla ve vétSing
ptipadi potvrzena SEM-EDS analyzou pfitomnost titanu (tabulkal). Podle IARC, je TiO,
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klasifikovan jako potencialné karcinogenni pro lidi, skupina 2B [46,65]. Na obrazku 23
vidime mapu &astice oxidu titani¢itého ve formé anatasu. Cervend zobrazena &astice (obrazek
23b) je ve velikosti okolo jednoho mikrometru. Ale pfi detailn¢jSim zkoumani je patrné, ze
mohlo jit i o ¢astice mnohem mensich rozméri, které pravdépodobné vytvorily shluk. Z toho
vyplyva, ze Castice oxidu titani¢itého pfitomné v tkdnich se mohly piivodné vyskytovat i ve
velikostech pod 1um a vlivem okolnich podminek mohly tyto Castice vytvofit aglomeraty
(agregaty). Tato skutecnost byla potvrzena také SEM analyzou, pomoci které byly zjistény
v hypertrofické tkani i Castice titanu pod jeden mikrometr (vzorek M4), (tabulka 2).

Tabulka 2: Prehled velikosti castic, detekovanych pomoci SEM-EDS ve vzorcich hypertrofické tkané

(je uvedena nejmensi detekovana velikost).

PRVKOVE SLOZENI A VELIKOST CASTIC
VZOREK (nm)DETEKOVANYCH V JEDNOTLIVYCH VZORCICH
Ba | Cd | Cu | Cr | Fe | Mn | Mo | Ni Ti | Zn | Pb
M1 4 - 5 25 4 8 - 25 - 3 -
M2 2 - <1 - 2 - - - <1 10 -
M3 <1 <1 <1 2 2 3 3 <1 2 <1 5
M4 3 - - - 2 - - - <t - -
M5 4 - - - <1 - - - - - -
M6 - - - - 2 - - - - - -
M7 . . - - 8 - - 4 - 7 -
M8 - - - - 3 - - - - - -
M9 - - 5 - 3 - - - - - -

Nanocastice TiO, maji diky svym malym velikostem jedinecné vlastnosti, pro které jsou
velmi Casto vyuZzivané ve farmaceutické a kosmetickém primyslu. Nicméné velkd plocha
povrchu spolu s vysokym oxida¢né-redukénim potencidlem zplsobuje vysokou reaktivitu
téchto nanocastic, coZ mize mit negativni vliv na zivotni prostiedi 1 na lidské zdravi [174].
Podle Chena a kol. (2014) mohou nanocéstice TiO, zplisobovat zanéty, fibrozu a nadory plic a
jsou kategorizovany jako potencidlné karcinogenni pro c¢lovéka [174]. Oberdorster a
kol.(2000) navic prokazali rozdilnou kinetiku eliminace ¢istic TiO,, inhalovanych potkany ve
dvou rozdilnych velikostech (20 nm a 250 nm). Doba eliminace 20 nm ¢astic TiO, z téla

potkant byla podstatné delsi, neZ u ¢astic TiO, ve velikosti 250 nm [80].
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Pomoci Ramanovy mikrospektrokopie byla v hypertrofickych tkénich zjiSténa také
pfitomnost riznych forem uhliku, jednou z nich byl amorfni uhlik (obrazek 22). Jelikoz byla
volena nizka intenzita pouzitého laseru, nejedna se o ,,spalenou” tkan, ale jedna se o castice,
které nemaji pfirozeny ptivod v tkanich. Amorfni uhlik miize byt produktem nedokonalého
spalovani zejména fosilnich paliv pouzivanych v dopravé, uhelnych elektrarnach ¢i pfi
vytapéni domadcnosti. Na produkci atmosférického elementdrniho uhliku se také podili
spalovani biomasy a pfirodni pozary [175]. Sainfeld a Pandis (1998) definuji amorfni uhlik
jako saze formujici se v moment¢, kdy pomér uhliku a kysliku béhem spalovani je mensi nez
1. Takto vzniklé saze se pak skladaji z nahodné orientovanych krystalii o priméru 2 - 3 nm se
strukturou podobajici se grafitu [176]. Podle Cyrys et al. (2003) reprezentuje elementdrni
uhlik spiSe komplex uhlikatych latek s fadou funkénich skupin (alkoholova, fenolova,
karbonylova, karboxylovd). Po celém svété existuje velké mnozstvi vyrobnich zavodi na
primyslovou vyrobu sazi (amorfniho uhliku) [177]. V roce 2005 byla tato ro¢ni vyroba
odhadnuta na vice nez 10 tun [68,178]. Amorfni uhlik byl ve vzorcich hypertrofické tkané
detekovan u obou svafect (M1 a M3), montazni délnice (M6) a straznika (M4). Jednim
z vyznamnych zdroji amorfniho uhliku — sazi je doprava. Saze jsou uvoliiovany pfedevs§im
pfi spalovacich procesech v dopravé [179,180], ale i nespalovaci procesy (brzdny otér)
ptispivaji znacnou meérou k jejich uvoliovani. Vzhledem k adsorpci mutagennich a
karcinogennich latek na elementarni uhlik, ktery je ve vysokych koncentracich zastoupen v
emisich z dieselovych motorti, byly proto dieselové vyfukové plyny klasifikovany jako
potencidlni lidsky karcinogen negativné plisobici predevsim na plice [65]. Americka agentura
pro ochranu piirody (angl. Environmental Protection Agency - US EPA) navrhla referencni
koncentraci pro dlouhodobou inhalaci &astic z dieselovych vyfukovych plynd 5 pg/m’ jako

mezni hodnotu, ktera jesté nema karcinogenni u¢inky [181,182].

Jak jiz bylo fe€eno i brzdéni ptispiva k emisim obsahujici amorfni uhlik. Jednou z hlavnich
slozek vétsiny frikénich kompozitlh pro brzdova obloZeni osobnich automobili je fenolicka
pryskyfice, ale 1 dal$i Casto pouzivané slozky jsou na bazi uhliku (napft. grafit, koks, fenolicka
pryskyfice, nitrilovd guma). Pfi brzdéni se tzv. frikéni vrstva desek, ktera je formovana
mechano-chemickymi procesy, v kone¢né fazi mechanicky otird a takto vzniklé otérové

¢astice s vyznamnym obsahem amorfniho uhliku jsou uvoliiovany do prostredi [22,183].

Saze slouzi také ve velké mife jako plnivo kaucukovych pneumatik, coZz obnasi téméf 70%
spotifeby z jejich celkové vyroby. Pti brzdéni automobill dochazi rovnéz k otéru mezi
pneumatikou a povrchem silnice a tim mize dojit také k uvoliovani sazi do prostiedi

[184,185]. Vzhledem k tomu, ze celkovy pocet motorovych silni¢nich vozidel, tj. osobnich
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automobilli, autobusti, nakladnich automobilti a uzitkovych vozidel (krom motocykli) na
sveéte prekrocil v roce 2010 jednu miliardu [186], nelze mnozstvi sazi uvolnénych do ovzdusi
prosttednictvim spalovacich a nespalovacich procest v dopravé piehlizet. Saze jsou ale také
vyuzivany 1 mimo dopravu, napfiklad jako ¢erné barvivo zejména v laserovych tiskarnach
[187]. Nelze jednoznacné tvrdit, ze ¢astice amorfniho uhliku mohly zptsobit chronické zanéty
v oblasti mekké tkané skotfep nosnich, ale vzhledem k velkému mnozstvi sazi, kterému jsme
denn¢ vystaveni, se potencidlné mohly tyto Castice podilet na vzniku onemocnéni. Bylo totiz
jiz prokdzano, ze ultrajemné castice z vyfukovych plynti automobili s dieselovymi motory
(angl. diesel engine particles - DEPs) mohou na bunécnych kulturach (PC-12 cells) indukovat

oxidac¢ni stres a ovlivnit metabolismus dopaminu (nizkomolekularni neurotransmiter) [188].

Také grafit byl nalezen pomoci Ramanovy mikrospektroskopie v hypertrofickych tkanich
(tabulka 1) a to ve vzorcich M1, M3-M5 a M7-M9. Grafit je povazovan za chemicky inertni a
termicky relativné stabilni material, ktery neobsahuje Zadné tékavé slozky. U syntetického
grafitu nejsou prokazany karcinogenni vlastnosti [189]. Zadna ze slozek obsazenych
v syntetickém grafitu nebyla podle IARC identifikovéana, jako pravdépodobny, mozny nebo
potvrzeny karcinogen [65]. To ovSem neznamena, Ze je grafit zcela neSkodny, protoze muze
vyvolat podrazdéni o¢i a pti vdechnuti mize zplsobit podrazdéni dychacich cest. Také miize
byt Skodlivy pfi poZiti a pfi absorpci pies kiizi, miize vyvolat jeji podrazdéni [190].

Mezi solemi vapniku, detekovanymi pomoci Ramanovy mikrospektroskopie byl uhlicitan
vapenaty (M1, M2, M6 a M8). Ten je pomérné Casto pouzivan v potravinarském pramyslu
(pfedevsim jako regulator kyselosti nebo jako neutralizator ve viné, zmrzlinach, sirupech,
cukrovi ¢i prascich do peciva, slouzi také jako protihrudkujici latka v solich, jako plnidlo
zvykacek, jako lestidlo v zubnich pastich, jako nosi¢ v ruznych bélidlech nebo jako
stabilizator kandovaného ovoce). V mediciné se uziva proti prijmim a k snizovani paleni
Zahy jako antacidum. Pfi nizkych koncentracich nejsou pozorovany nezadouci Gcinky. Pii
nadmérné konzumaci vSak miiZe zplsobit napf. nadymani a zacpu [191-193]. Provedené
studie na lidech prokézaly, Ze zvySeny obsah vapniku v krvi, mizZe byt spojeny s projevy
nevolnosti, slabosti a zdvrati a to prevazné pii davce 145x vyssi nez je denni doporucend

davka (800 mg) [194].

Siran vapenaty, nalezeny ve vzorku M1, se pouziva v potravinafstvi, pfevazné k regulaci
kyselosti vyrobkt, jako proti-spékava a kypfici latka. Také je vyuzivan k zakonzervovani
ovoce a zeleniny a jako zahuStovadlo marmelad. Zabranuje ztratam barevnosti. PouZziva se pfi
vyrob¢ syri jako niva, gorgonzola, cottage. Mlze se pouZzit v zubnich pastach jako abrazivum,

kdy absorbuje vzdusnou vlhkost — vytvoii hydratovanou stl a ztvrdne. U tohoto siranu nejsou
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znamé zadné vedlej$i ani nepfiznivé ucinky na lidské zdravi [192,194,195]. Podle studie
Nouriho a kol. (2015) je siran vapenaty relativné ucinnou hemostatickou latkou pfi

potlacovani jaterniho krvaceni u potkanti [196].

Vyznamnou slouceninou zjisténou v hypertrofické tkani (vzorky M2, M3- svafe¢ a MS5)
prostiednictvim Ramanovy mikrospektroskopie byl magnetit (Fe;O4), (tabulka 1). Magnetit je
vyuzivam jako surovina pro vyrobu zeleza a oceli [197]. Soucasné je v primyslu pouzivan
jako tavidlo elektrod pouzivanych pfi ru¢nim svafovani obloukem. Pfi svafovani dochazi
vlivem elektrického proudu k ziskani vysokych teplot a k taveni kyselého obalu elektrody,
ktery obsahuje 50% magnetitu [198]. Je tedy moZzné, Ze se magnetit ve form¢ aerosolu
dostava pfi svarovani az do dychaci zény pracovnika a miize dojit k jeho vdechnuti. V této
studii byl magnetit nalezen v hypertrofické tkani svarece, ale také u profese programator a u
studentky. Magnetit jiz byl prostfednictvim nckolika studii zjistén v lidské mozkové tkani
[199], v nadorové mozkové tkani [138] a v tkéni postizené neurodegenerativnim
onemocnénim (Alzheimerova choroba) [200]. Magnetit je ale také diky svym magnetickym

vlastnostem ve form¢ nanocastic ¢asto vyuzivan cilen¢ v biomedicinskych aplikacich [201].

Dalsi slouceninou zeleza, byl ankerit (CaFe(COs3),). Tento mineral Zeleza je obsazen v uhli
[202] a pti spalovani uhli v tepelnych elektrarnach se ankerit uvoliiuje do popilku, ktery maze
byt pfitomen v ovzdusi, nebo muze sedimentovat [203]. Jeho pfitomnosti v hypertrofické
tkani hornich cest dychacich (M1, M4) by mohla souviset s ¢astéjSim vyskytem v blizkosti

pramyslovych komplexi, kde je pravidelné spalovano uhli.

Pro wupfesnéni morfologie a prvkového sloZeni detekovanych ¢astic ve vzorcich
hypertrofickych tkani byla zvolena dopliiujici metoda skenovaci elektronové mikroskopie
(SEM-EDS). Vysledky jsou rovné€Z uvedeny v tabulce 1. Analyza na SEM — EDS byla
provedena az po analyze na Ramanové mikrospektrometru, jelikoz pokoveni nutné pro SEM
analyzu znehodnocuje vzorek pro néslednou analyzu Ramanovou mikrospektroskopii.
Ve vSech vzorcich hypertrofické tkané (tabulka 1) SEM-EDS analyza potvrdila vyskyt Zeleza.
Pievazné byly zjiStény castice pravidelného, kulovitého tvaru, ve velikosti od 1 do 8 pum
(obrazek 24). Avsak byly detekovany 1 Castice ve velikosti pod 1 pm (tabulka 2). Apopa a kol.
(2009) prokazali, ze pusobeni nanocastic Zeleza muze vyvolat prostiednictvim oxidac¢niho
stresu zvySeni prostupnosti endotelovych bunék mikrotubulii [204]. Zaroven také cCastice
sloucenin na bazi kovl, zejména Zeleza, pravdépodobné zvysuji produkci reaktivnich forem
kysliku (Reactive oxygen species - ROS), a mohou mit tak za nésledek prostiednictvim
oxidativniho stresu spusténi popiipad€ zhorSeni jiz probihajictho onemocnéni (zanétu). Ten
muze vzniknout naruSenim rovnovdhy mezi ROS a antioxidanty [205-208]. Zdrojem
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Castic/shlukii ¢astic obsahujicich Zelezo je predevSim pyrometalurgie a hutni pramysl. Ale
také se miize do prostfedi uvoliovat z dopravy. Pfevazné z nespalovacich procest v dopravé,
pfi otéru brzdového kotouce o brzdové desky [101,183]. V primyslovych oblastech a v
oblastech se zvysenou frekvenci dopravy je vysoce pravdépodobné, ze Castice/shluky Castic s
majoritnim obsahem Zeleza mohou pfijit pomérné ¢asto do styku s lidskym organismem, tfeba
pravé prostfednictvim inhala¢ni expozice. Z vySe uvedenych informaci tedy vyplyva, ze
jednak elementarni (SEM-EDS), ale i fdzova (Ramanova mikrospektrometrie) analyza

potvrdily vyskyt zeleza v hypertrofickych tkanich pacientd M1-MS5, (tabulka 1).

b)

Fe
) Zn Zn
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 £.00 9.00 10.00
keV

Obrazek 24: SEM-EDS obrazek castice s majoritnim zastoupenim Zeleza, detekované v hypertrofické

tkani (a) s prislusnym EDS spektrem (b) detekovanych ve vzorku M6.

Metodou SEM-EDS byla v hypertrofické tkani déle zjiSténa pfitomnost mnoha dalSich kovi,
napiiklad ¢éstice na bazi chromu, manganu, molybdenu a olova. Bylo ov§em zji§téno i velké
mnozstvi kovovych ¢astic ve velikostech pod 1 um (tabulka 2). Naptiklad nikl (obrazek 25),
baryum (obrazek 26), zinek (obrazek 27), méd’ a kadmium. Detailni ptehled vSech
detekovanych prvki je uveden v tabulce 1 a piehled nejmensich detekovanych velikosti ¢astic

je uveden v tabulce 2.

58



b)

"y |
| Nasip :
Ml 145 L Ni

100 200 3.00 400 500 600
keV

Obrazek 25: SEM-EDS obrazek castice, ktera obsahuje nikl, detekované v hypertrofické tkani (a)
s prislusnym EDS spektrem (b) detekovanych ve vzorku M3.

b)

Mg Ba
NaalfPS 2 Ba BaBa
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Obrazek 26: SEM-EDS obrazek castice, ktera obsahuje barium, detekované v hypertrofické tkani (a)
s pristusnym EDS spektrem (b) detekovanym ve vzorku M3.

Si1 b)
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Obdzek 27: SEM-EDS obrdzek shluku castic, obsahujici z velké casti zinek, detekovanych
v hypertrofickeé tkani (a) s prislusnym EDS spektrem (b) detekovanych ve vzorku M2.
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Nejveétsi mnozstvi kovovych castic/shlukii, bylo nalezeno ve vzorcich hypertrofické tkané
svarecu (tabulka 1 a 2) vzorky M1 a M3. Velkd ¢ast z nich byla zjiSténa ve velikosti pod
1 um. Toto vétsi mnozstvi nalezenych kovl pravdépodobné souviselo s pracovni expozici,
pirevazné sjiz vySe uvedenou profesi svaiece. SvaieCské dymy se totiz definuji jako
komplexni smés plynti a jemnych castic oxidi kovl vznikajici odpafovanim a oxidaci kovu
béhem svarovaciho procesu. Slozeni svarecskych dymu se lisi v zéavislosti na pouzitych
kovech. Dymy vznikajici pfi svafovani obsahuji Fe, Cr, Ni, Mn, Mo, V, Ti, Co, Cu, Ba a
ochranné barvy na bazi Pb, Cd, Zn a Al [209]. N¢&které z téchto slozek svarecskych dymu (Fe,
Cr, Ni, Mn, Mo, Ti, Cu, Ba, P, Cd, Zn) byly nalezeny pravé v hypertrofické tkani svarecu
(vzorky M1 a M3). Velka c¢ast téchto latek patii svym chemickym slozenim podle IARC, mezi
agens ,,prokazatelné karcinogenni pro ¢lovéka“. Jedna se predevidim o Cd, Cr', Fe (neni
rozliSena forma), Ni (slouceniny) a saze. Do skupiny ,,moznych karcinogent pro ¢lovéka*

patfi z nalezenych castic Ni (kov, slitina), TiO, a Pb [64,65].

Kadmium je jeden z nejtoxictéjSich kovi, ktery se projevuje vysokym zadsahem do potravniho
a potravinového fetézce [210,211]. V lidském téle ma vysoky kumulativni efekt, navic je
velmi pomalu a obtizné eliminovano. Hromadi se pfedevSim v ledvinach, ale také v jatrech
[212]. DalSimi projevy chronického plisobeni kadmia u ¢lovéka jsou osteopordza, anémie,
zvySené riziko srdecnich a cévnich onemocnéni a zvysené riziko rakoviny [213].

Chrom ma znac¢nou biologickou diilezitost. Patii mezi esencialni prvky a je v nepatrném
mnozstvi konstantné obsazen v téle azasahuje do metabolismu cukrii a tukd. Jsou vsak
vyznamné rozdily v jedovatosti sloucenin chromu, které jsou vdzany na to, v jaké valenci se
chrom vyskytuje. Uginky slougenin Cr" a Cr'" jsou malé, aviak u¢inky slougenin Cr"' jsou
velmi zavazné. Pti vdechovani prachovych castic s obsahem chromu je drazdéna sliznice
dutiny nosni. PoSkozovana sliznice vSak neboli, projevuje se pouze jako ryma, postupné vSak
dochdzi k tvorbé viedli na nosni piepaZce a muze dojit az k prodéravéni (perforaci) jeji
chrupavcité ¢asti [212,214]. Hlavni pouziti chromu je v metalurgii pti galvanické povrchové
uprave kovi a v chemickém pramyslu.

V této praci byly dale zjistény, v hypertrofickych tkanich z oblasti skofep nosnich, ¢astice s
vys$§im obsahem manganu ve velikostech 3 a 8 um (tabulka 2). Cesta vstupu manganu do
organismu je predevSim dychacim ustrojim. Po vdechnuti mize dojit ptimo k difuzi
ultrajemnych ¢astic pfes alveoly rovnou do krevniho fecisté, nebo pak u vétSich castic k
fagocytdze, ¢i k presunu prostiednictvim mukociliarniho eskalatoru do nosohltanu a nasledné
vykaslani nebo spolknuti. V travicim Ustroji je vstiebavan velice malo [60,212]. U clovéka,

krom vlivu na jiné orgdny, vykazuje mangan charakteristické patologické poskozeni
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gangliovych bunék, vedouci Casto az k jejich destrukci. Pfi dlouhodobé chronické otraveé
manganem miiZze dojit az k onemocnéni, které probiha pod obrazem Parkinskonova syndromu
[212,215,216]. Coz bylo také potvrzeno studii na opicich, kterym byl po dobu 18 mésicti
podavan MnCl, [217]. Hlavnim zdrojem emisi manganu do ovzdusi jsou spalovéani uhli a
metalurgie. Vyznamna je také pracovni expozice manganu, predevSim se jednd o obsah
manganu ve svarecskych dymech [218,219]. Tato skutecnost byla potvrzena také touto praci.
Castice na bazi manganu byly zjitény v souboru hodnocenych tkani u obou pacineti, ktefi
pracuji, nebo pracovali v profesi svaifec/zamecnik. U ostatnich pacientii mangan zjistén nebyl.
Podobné¢ také Castice na bazi niklu, které byly rovnéz zjistény pouze u svarecu (tabulka 1).
V jednom piipad¢ se Castice nachazela ve velikosti pod 1um (tabulka 2), (obrazek 25). Podle
Sundermana a kol. (1986) pii svafovani oceli nebo slitiny niklu je ve svarecském dymu
obsazeno az 1% c¢astic na bazi niklu ve velikostech pod 0,1 pm [220]. Velikost ¢astic/shluki
pfitomnych v lidské tkani hraje totiz velmi dilezitou roli v jejich charakterizaci. Jednak
z hlediska vstupu castic do organismu, jejich distribuce v lidském téle, ale také eliminace,
tedy odstranéni z organismu. S velikosti ¢astic/shlukli souvisi samoziejme i jejichreaktivita a
moznd toxicita, jejimz kliCovym mechanismem muze byt jiz zminény oxidacni stres [6]. Nikl
tvofi slouceniny, které jsou pomérné vysoce toxické pro vodni organismy. Pfirozené se
vyskytuje v lidském téle ve stopovém mnozstvi v nékterych enzymech, ale mize mit i lokalni
zanétlivé ucinky, pfedevsim se muze podilet na vzniku kontaktni dermatitidy, vétSinou
alergického pivodu [221]. Akutni otrava ma za nasledek poSkozeni zazivaciho traktu, cév,
ledvin, srdce a centralni nervové soustavy. Dlouhodoba expozice vysokym davkam niklu
zpusobuje snizeni vahy, poskozeni srdce a jater a zanety kuze [222]. Dokonce pfi dlouhodobé
expozici byl jiz u ¢lovéka prokazan vyskyt rakoviny plic, nosnich dutin a vzacnéji nosohltanu
[223-225]. Nikl je také jednou ze slozek cigaretového koute, v kterém se vykytuje velmi
toxicky tetrakarbonyl niklu [226] a jak jiz bylo uvedeno vySe je zafazen podle IARC a WHO
mezi agens ,,prokazatelné karcinogenni pro ¢loveéka®, predevSim jeho oxidy a sulfidy [65]
[64]. Nikl se vmalém mnoZstvi vyuzivd v potravinafstvi k vyrobé ztuZenych tukid z
rostlinnych olejti [227]. Zdrojem je také tezba a zpracovani niklu, spalovani fosilnich paliv a
odpadu a aplikace Cistirenskych kali do plidy. Diky jeho pomérné dobré stilosti viici
atmosférickym vliviim 1 vod¢ se ¢asto nanasi velmi tenkd niklova vrstva na povrchy méné
odolnych kovi, nejcastéji Zeleza. Pouziva se tedy k poniklovani pracovnich néstroji, jako
jsou Sroubovaky nebo klice, ale také nékterych chirurgickych nastroji [227]. Podle mnoha
analyz pracovniho ovzdusi lze predpokladat vyssi koncentraci niklu pfedevs§im ve slévarnach,
a jak uz bylo fec€eno, pfi svafovani [212,222].

Dalsi ¢astici, ktera byla nalezena v hypertrofické tkani a ma pravdépodobné pivod v profesni
61



expozici, je castice/shluk castic na bazi molybdenu. Ten byl zjiStén pouze u
zamecnika/svaifece. Molybden se vyskytuje v Zivotnim prostiedi v relativné nizkych
koncentracich, s vyjimkou oblasti, se zvySenym vyskytem v pudé [212]. V pracovnim
prostiedi dochazi k expozici molybdenu ve slévarnach kovi a pii zpracovani molybdenovych
rud a také jako MoS, se pouziva jako vstupni slozka brzdovych desek [228]. U dlouhodobé
exponovanych osob prachu obsahujicimu kovovy molybden a jeho oxidy byla popséna

pneumokoniéza, suchy kasel a dychaci bolesti [228].

SEM-EDS analyzou byladetekovana castice/shluku Céstic s obsahem barya (obrazek 26).
Baryum bylo zjisténo nejen u pacienta s profesi svaiec (vzorky M1 a M3), ale také u pacientt
s profesi programator, straznik a student (vzorky M2, M4 a MS5). Plivod detekovanych
castic/shlukii s obsahem barya nelze jednoznacné wurcit. Profesni expozici jako
nejvyznamnéjsi zdroj nemizeme stoprocentné potvrdit, protoZze neni zcela zndmda piesna,
dlouhodobé pracovni anamnéza. Vime pouze, Ze baryum je soucasti svarecich dymu [209] a
bylo detekovéano i1 ve tkdni svafecii. Baryum se vyskytuje 1 bézné v pfirodé, kde jsou jeho
zdrojem mate¢né horniny. Obecné antropogennim zdrojem barya je primyslova ¢innost, jako
napiiklad uhelné elektrarny a spalovny odpadu [232]. Lze je detekovat i v pudach [233].
Moznosti je také kontaminace baryem prostfednictvim znecisténi pochazejicitho z dopravy.
Konkrétn¢ nespalovaci procesy v dopravé (otéry z brzd), kde jednim z komponent, z kterych
je slozené brzdova desticka, je opét baryt (BaSO,). Pii brzdéni se desticka otird a mohou se
tak nékteré slozky z brzd uvolnovat do prostfedi [101] [183]. Ale baryt prostfednictvim
Ramanova mikrospektrometru v tkanich detekovan nebyl (tabulka 1), nebylo tedy mozné
dopravu jako pravdépodobny zdroj kontaminace tkani baryem potvrdit. Toxicita sloucenin
barya zavisi na jejich rozpustnosti. Volné ionty barya (rozpustné soli barya) jsou snadno
absorbovany naptiklad plicemi a trdvicim traktem, naopak nerozpustny siran barnaty neni
absorbovan prakticky vibec [229]. Vyjimkou miiZe byt nerozpustny uhli¢itan barnaty, ktery
v zaludku reaguje s kyselinou chlorovodikovou za vzniku rozpustného chloridu barnatého
[230]. Po absorbci se baryum mtize deponovat v kostni tkani a také v o¢nim pigmentu [229].
Akutni a chronicka expozice baryovym solim miize u zvifat zplisobovat intoxikaci ledvin,
hypertenzi a srde¢ni poruchy. U clov€ka pii akutni intoxikaci baryum zplsobuje bolesti
bficha, zvraceni, prijmy, kie¢e, zménu pulzu a vede aZ k ochrnuti. Baryum je fyziologicky
antagonista drasliku, zptisobuje tedy navic hypokalémii [230]. Pfi dlouhodobém plisobeni
barya, naptiklad v rdmci pracovni expozice, byla u ¢lovéka pozorovana vyssi incidence
hypertenze (vysoky tlak krevni), navic pfimé vdechovani siranu barnatého mize zplsobovat

benigni pneumokoniézu (barytozu) [231].
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Také méd’ je jednou ze slozek brzdovych desticek a pravé castice/shluk castic médi ve
velikosti < 1 um (tabulka 2), byla detekovana pomoci SEM analyzy ve vzorku hypertrofické
tkan¢ u pacienta pracujicitho jako programator (vzorek M2), (tabulka 1). Méd je slozkou
kazdé tkané a je ulozena predevsim v jatrech, mozku, srdci, ledvinach a svalech [234]. Méd’
jako kovovy prvek se vyskytuje ptirozené bud’ jako volny kov, nebo je spojen s jinymi prvky
ve slouceninéch, které obsahuji rizné mineraly. Méd’ se pouziva hlavné jako kov nebo slitina.
Sloucenina siran meédnaty se pouziva jako fungicid, algicid a vyzivovy doplnck.
Antropogennim zdrojem jsou zejména huté na zpracovani médi a pramysl na zpracovani rud.
Méd’ je ovSsem také pifidavana do brzd z divodu teplotni stabilizace (odvod tepla) [101].
Castice médi v atmosféfe sedimentuji nebo se odstrani sraZzenim, ale mohou byt
resuspendovany do atmosféry ve formé prachu [235]. Pti akutni expozici praSnym aerosolim
médi muze vzniknout horecka z kovil [212]. Chronicka otrava z médi byla prokazand u
dobytka (krav), kdy se ke krmeni ptidaval dopln¢k obsahujici méd’. Po ptfed¢asném uhynu
bylo pifi pitvé zjiSténo zvySené mnozstvi médi v jatrech. Soucasné se zjistily pfiznaky
chronické toxicity médi, véetn¢ jaterniho ikteru (zloutenka), jaterni fibrozy (zmnozeni vaziva
v jaterni tkani) a hemoglobinurické nefrézy (poskozeni ledvin) [236]. Podle studii na
zvitatech existuji dikazy o tom, ze expozice médi ve vzduchu nebo vysoké hladiny médi v
pitné vodé mohou poskodit imunitni systém. ZhorSena bunééna a humoralné zprostredkovana
imunitni funkce byla pozorovana u mysi. Studie na potkanech, mySich a norcich prokazaly, ze
vystaveni vysokym hladindm médi ve stravé mize mit za néasledek sniZzeni embrya a rtstu

plodu [235].

Zinek hraje dileZitou roli jako esencialni stopovy prvek pro vyvoj, riist a diferenciaci vSech
zivych organizmt [237]. V piirod€ se zinek vyskytuje pouze ve slouceninach. Do Zivotniho
prostiedi se vétSinou dostava jako vysledek dilni Cinnosti, ¢isténi (rafinace) zinku a olova ¢i
kadmia, taky v dusledku vyroby oceli, spalovani uhli a odpadt [238]. Zinek se ovSem také
pfidava do brzdovych desek a pneumatik automobilti [31,184,185]. Uvadi se, Ze zinek je
ctvrtym prumyslové nejvice vyrabénym kovem [212] a je velmi toxicky pro vodni organismy
[239]. Zinek byl detekovan prosttednictvim SEM-EDS jako ¢astice/shluk castic ve velikosti
kolem 10 um (obrazek 27). Pii detailnim zvétSeni se vSak jednalo skutecné o shluk castic
mnohem mens$ich rozméri (obrazek 26). Mohlo jit o skupinu pevné (agregat) nebo slabé
(aglomerat) vazanych primarnich ¢astic, u kterych se shlukovanim sniZuje biologicka aktivita.
Aglomeraty/agregaty se vSak mohou pifi zmén€ podminek prostfedi, napiiklad v Zivém
organismu, rozpadat a znovu vznikat, ¢imz se miize ménit jejich biologickd dostupnost a s tim

souvisejici toxicita [6,240]. Jak je vidét, tak velmi dilezitou roli v charakterizaci ¢astic/shlukt
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pritomnych v lidské tkéni hraje jejich velikost. Jednak z hlediska vstupu Castic do organismu,
jejich distribuce v lidském téle, ale také eliminace, tedy odstranéni z organismu. S velikosti
castic/shlukil souvisi také reaktivita a mozna toxicita, jejimz kli¢ovym mechanismem je jiz
zminény oxidacni stres [6]. V oblasti predni ¢asti dolni skofepy je nejuzsi ¢ast nosni dutiny
[54], v tomto misté na sliznici ulpiva nejvic ¢astic v rozmezi 1-10 um, coz také vyplyva
znaseho méfeni (tabulka 2). Tyto castice mohou byt pomoci mukociliarniho eskalatoru
pfemistény do ust a nasledné spolknuty nebo mohou zistdvat ulozeny v tkani hornich cest

dychacich [60,241].

Referenéni vzorky

Z etickych divodi nebylo mozné ziskat referencni vzorky zdravé tkdn€ z oblasti skotep
nosnich od béznych pacientl. Proto byly analyzovéany vzorky tkan¢ z oblasti skofep nosnich
pochézejicich z mrtvé narozenych déti. U téchto vzorkti byl predpoklad, Ze nebudou
obsahovat témétf zadné pevné Castice a tudiz bude mozné je pouzit jako referencni. Ve
skute€nosti po analyze na Ramanové mikrospektrometru byla zjiSténa pfitomnost téchto
sloucenin: TiO, ve formé anatasu, TiO, ve formé rutilu, grafitu, magnesitu (MgCO3),
sloucenin Al a sloucenin Cu. Podle BaroSové a kol. (2015) jsou v plodové vod¢ ptfitomny
¢astice kovil a pravé tyto Castice rizného chemického sloZeni, detekovala autorka v plodové
vod¢ u déti s vrozenou vyvojovou vadou, ale i v plodové vod¢ zdravych t€hotenstvi [126].
Predevsim TiO;-anatas a TiO,-rutil detekované v plodové vod¢ se svym chemickym slozenim
shoduji s ¢asticemi nalezenymi v tkanich z oblasti skofep nosnich u mrtvé rozenych déti.
Amniovou tekutinu plod dyché a polyka po celou dobu svého vyvoje v téle matky. Je tedy
docela pravdépodobné, Ze Castice detekované v nosnich tkénich plodu pochazely z amniové
tekutiny. Podle téchto ziskanych vysledki lze fici, Zze pravdépodobné jiz v prenatalnim obdobi
je lidsky organismus vystaven vlivu pevnych ¢astic rizného chemického sloZeni

prostfednictvim kontaminace plodové vody.

I pfes analyzu malého mnozstvi vzorkli hypertrofické tkané€, byly zjistény velmi vyznamné
skuteCnosti o pfitomnosti ¢astic a slou¢enin na bazi kovl v lidské tkani. Mnohé z téchto
detekovanych pevnych ¢astic by mohly na zakladé€ své velikosti a chemického slozeni plisobit
zavazné poskozeni lidského organismu. Proto byl na Ramanové mikrospektrometru
analyzovan vétsi soubor vzorkii hypertrofické tkané z oblasti skofep nosnich. Divodem bylo
mozné zjisténi vice informaci o pfitomnych pevnych casticich v lidské tkani. Také byl
predpoklad, ze statistické vyhodnoceni takového vétsiho souboru dat by mohlo pfinést

zajimavé souvislosti mezi jednotlivymi proménnymi.
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4.2 Vyhodnoceni souboru hypertrofickych tkani

Pomoci Ramanova mikrospektrometru metodou analyzy v bodech (9 bodii) byl zméfen
soubor 40 vzorkli hypertrofické tkané, které také obsahuji i predeslych 8 vzorkti (M1-8). Je
patrné, ze ze srovnani analyzy v celé¢ ploSe vzorku a srovnani analyzy v 9 bodech plyne, ze
vytvofena metodika pékné koreluje s celkovou analyzou. V¢Ek, koufeni, pohlavi a pracovni
anamnéza jednotlivych pacienti a podrobny vypis vSech zjisténych sloucenin je uveden
v tabulce 3.

Tabulka 3: Prehled detekovanych fazi ve vzorcich hypertrofické tkané prostrednictvim Ramanovy

mikrospektroskopie, s uvedenym pohlavim, vekem, kourenim a pracovni anamnézou. (AC-amorfni

uhlik, GR-grafit, TiO,-A-anatas, TiO,-R-rutil,sl.Si-sloucenina kiemiku, sl.Al-sloucenina hliniku).

Vzorek | Pohlavi | Vék | Koureni Povolani Detekované slouceniny
M1 M 78 N Svarec AC, ankerite, CaCO3, GR, TiO;-A
M2 M 38 N Programator CaCOg, Fe304, TiO5-A, TiO5-R
M3 M 38 N Svafec AC, CaS0y, Fe;04, GR, TiO2-A
M4 M 65 A Straznik AC, ankerite, GR, TiO,-A, TiO,-R
M5 7z 26 N Studentka Fe;04, GR
M6 V4 44 N | Montazni délnice AC, CaCO;
M7 M 28 N Student GR
M8 M 44 A Délnik CaCOs;, GR
M9 7 58 N Vytvarnice GR, TiO,-A
M10 M 37 N Manazer GR, TiO»-A
M1l M 42 A Zednik GR
M12 Z 45 N Manazerka GR, TiO»-A
M13 M 40 N Utednik Fe, 03, TiOz-A
M14 M 32 N Straznik AC, Fe,0s, GR, TiO2-A
M15 Z 53 N Prodavacka ankerit, GR, TiO,-A
M16 M 44 A Ridi¢ CaCO;3, GR, TiO»-A, TiO2-R
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M17 Z 42 N Skladnice ankerit, BaSO,, TiO,-A
MI18 M 34 A Speditér AC, CaCO;3, GR, SiO,, TiO2-A
M19 M 48 N Cignik ankerit, CaCO3, Fe;03, SiOs, TiO,-A
M20 M 35 A Klempit ankerit, CaCO3,GR, Si0O;
M21 M 31 N Operator vyroby ankerit, GR

M22 M 28 N Valcit kovu TiO,-A

M23 M 28 N Operator TiO,-A

M24 M 54 N Policista AC, GR

M25 M 44 N Jednatel AC, sl.Si, TiO;-A, TiO,-R
M26 M 42 N Vypravei AC, CaCO3;, GR
M27 M 25 N Student AC

M28 M 42 A Policista AC, ankerit, BaSO4, GR
M29 M 25 A Nezaméstnany AC, GR, TiO,-A
M30 M 39 A Svarec AC, sl Al, (Ca, Mg)COs
M31 Z 20 N Student GR, TiO»-A, TiO,-R
M32 M 31 N Administrator AC, sl.Al, ankerit
M33 M 43 N Obrabéc AC, GR, TiOz-A
M34 Z 41 N Svadlena GR, TiO»-A

M35 7z 65 N Manazerka CaCOs3, TiO2-R
M36 M 36 N PC technik GR, TiO;-A

M37 M 44 N Vedouci vyroby -

M38 M 34 N Elektrotechnik -

M39 55 N Podnikatel -

M40 54 N Exekutor -
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Po analyze celého souboru 40 vzorka hypertrofické tkan¢ byly navic detekovany néckteré
slouceniny, naptiklad slouCenina zeleza, hematit (Fe,O3), (obrazek 28), kterad byla zjisténa ve
vzorcich M13,M14 a M19. Mimo to, ze je hematit zdrojem pro vyrobu zeleza a oceli, vyuziva
se také jako pigment pii vyrob¢ skla, v barvach a kosmetice [197]. Hematit je také pouzivan
jako tavidlo elektrod vyuzivanych pfi ru¢nim obloukovém svarovani [198]. V této studii vSak
nebyl zjistén ani u jednoho pacienta pracujiciho v profesi svarec, ale pouze u pacientd
pracujicich v profesich: ufednik, straznik a ciSnik (M13-14,M19). Zdroj zeleza
pravdépodobné nebyl soucasti pracovni expozice. Kdezto sloucenina hliniku u svéarece
detekovana byla (vzorek M30) a je tedy mozné, ze pravé hlinik mohl z pracovni expozice
pochézet. Svareci hliniku jsou totiz jednou z nejvice profesionalné exponovanych skupin
[212]. U takto dlouhodobé exponovanych svafect mohou byt koncentrace hliniku v moci az
100krat a v krvi az 10 az 20krat vyss$i nez u neexponovanych osob [242,243]. Typickym
ptikladem chronické intoxikace hlinikem je Alzheimerova choroba [244]. Soli hliniku jiz byly
také zjisStény ve zvySené mitfe v lidské prsni tkéani, kdy se predpoklada souvislost jejich
pfitomnosti se zvySenym vyskytem prsnich cyst a rakoviny prsu [245]. Podle nafizeni vlady
361/2007 Sb. patii hlinik a jeho oxidy mezi prach s pievazné nespecifickym ucinkem a jeho
pfipustny expozic¢ni limit (PEL) je stanoven na 10 mg.rn"3 [246]. Podle TARC u vyrobct

hliniku dochazi k vysokému riziku vzniku rakoviny plic [65].

Dalsi slouceninou detekovanou v souboru hypertrofickych tkani byl SiO,, ktery ma diky své
rozmanitosti mnoho fazi a polymorfnich forem a velké moznosti v praktickém vyuziti. Je to
mineral hojné pfitomny v pisku a Stérku. Ve velké mife je soucésti sedimentovaého prachu
hromadiciho se na povrchu silnice [33]. Obsah krystalického SiO, v prachu, fadi tento prach
mezi fibrogenni latky, které jsou schopny svym ptisobenim v dychacich cestach vyvolat plicni
fibrozu [246]. Slou€enina SiO; byla zjiSténa u profese ¢isSnik (M18), speditér (M19) a klempif
(M20). SiO; je také ptidavan do bazického obalu elektrod, které se pouzivaji pfi ruénim
obloukovém svarovani, kdy tato vrstva tavidla (obal) elektrod se pfi svafovani spaluje a
vznika tak svafeci dym [198]. Presto nebyl SiO; zjistén u zadného ze svareci v souboru

(tabulka 3), coz by mohlo pracovni prosttedi vyloucit jako jeho hlavni zdroj.

V rozsifeném souboru hypertrofickych tkani byl zjiStén baryt (BaSO,), (obrazek 28), coz
potvrdilo domnénku uvedenou vyse, Ze kontaminace tkan€ baryem prostfednictvim znecisténi
pochazejiciho z dopravy je moznd. Pievazné brzdové desky obsahuji baryt a béhem brzdiciho
procesu se tak mohou nékteré slozky z brzd uvolnovat do prostiedi [101,183]. Baryt byl
zjistén u profesi: skladnice (M17) a policista (M28), pfi kterych mohli byt pracovnici

67



vystaveni vlivu znecisténi pochazejici z dopravy. Bohuzel tento soubor nebyl analyzovan na

chemickou analyzu prostiednictvim SEM-EDS, tedy nebylo baryum v tkanich potvrzeno.
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Obrazek 28: Spektra hematitu (Fe,03) a barytu (BaSO,) nalezenych v souboru vzorkii hypertrofickych
tkani, zjistena pomoci Ramanovy mikrospektroskopie. Dolni spektrum je namérené a horni spektrum je

ziskané z knihovny spekter.

Na zakladé shlukové analyzy byly podle jednotlivych detekovanych sloucenin vzorky
rozdéleny do Sesti specifickych skupin (klastri), (obrazek 29). Do prvni skupiny patii
pacienti, u kterych byla v tkani zjiSténa n&jaké sloucenina hliniku. Druha skupina je sloZena
pouze z jednoho pacienta s pfitomnym CaSO, v tkani. Tteti skupina je tvofena pacienty, u
kterych byl v tkani detekovan rutil (TiO,), kalcit (CaCO3) a SiO,. Ctvrta skupina je zaloZena
pfedev§im na pfitomnosti hematitu (Fe,Os3) v tkdni. V paté skupin€ jsou pacienti, u kterych
byl detekovan v tkani baryt (BaSO4) a soucasné ankerit (CaFe(COs3);). K posledni, Sesté

skupiné patfili pacienti se soucasné zjisténym anatasem (TiO;), amorfnim uhlikem a grafitem.
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Obrazek 29: Graf hierarchické shlukové analyzy na hlavnich komponendch za ucelem charakterizace
skupin vzorki se statisticky vyznamné se odlisujicimi vlastnostmi. Vzorky se tak rozdeélily podle

Jednotlivych detekovanych sloucenin do Sesti specifickych skupin (klastrii).

Z celkového hodnoceni souboru pacientli dale vyplyva, Ze jednotlivé analyzované vzorky
tkani se od sebe vzijemné liSily pfedevSim ,,pacient od pacienta”. V souboru 40 vzorkl
hypertrofickych tkani bylo devét kufakd, z toho byli vSichni kufaci manualné pracujici muzi.
Podle Erikssona a kol. (2013) bylo prokazano, ze samotné¢ koufeni muze byt spojeno
s vysokou prevalenci chronické rymy u muzi (i Zen) a podle vysledkd jejich studie byla
prevalence chronické rymy nejniZsi u nekufdkl a nejvyssi u tézkych kurakt (18,5% vs 34,5%,
p <0,001). Dle autora lze tedy fici, Ze koufeni miiZze mit jisty vliv na vznik chronické rymy
[247]. V této praci se nam toto tvrzeni jednoznacné nepotvrdilo.

Byla vSak zjiSténa jistd zavislost mezi pacienty s chronickou rymou, ktefi byli kufaci a mezi
vyskytem amorfniho uhliku v jejich hypertrofické tkani. Zaroven také manualn€ pracujici
pacienti a pacienti muzského pohlavi méli v hypertrofické tkani vétsi mnozstvi amorfniho
uhliku. Ale vSichni kufaci s vy$§im obsahem amorfniho uhliku v hypertrofické tkani byli
muzského pohlavi a manudln€ pracujici. Dalo by se tedy fici, Ze u manualné pracujicich
muzi, kutdkl bylo zjisténo vétsi mnozstvi amorfniho uhliku v hypertrofické tkani. Na zakladé

tohoto zjisténi nelze jednoznacné tvrdit, Ze Castice amorfniho uhliku zpisobily chronické
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zanéty v oblasti me¢kké tkané skotfep nosnich, ale je mozné, Ze se mohly ¢aste¢né podilet na
vzniku onemocnéni. Tato skutecnost jiz byla potvrzena na bunéénych kulturach (PC-12), kde
bylo jiz bylo prokdzano, Ze ultrajemné Castice (DEPs), které jsou soucasti Castic vyfukovych
plynii z dieselovych motort, mohou indukovat oxidacni stres a podilet se na vzniku zanétu
[188].

Zajimavé bylo, ze amorfni uhlik byl nejcastéji zjiStén u manuélnich profesi, pti kterych byli
pracovnici pravidelné vystavovani emisim z dopravy (straznik, speditér, policista, vypravci,
f1di¢). Jak jiz bylo feceno, doprava je jednim z vyznamnych zdrojii amorfniho uhliku — sazi.
Jednak jsou uvoliovany z dieselovych motort [179,180], také pti brzdéni automobila byl
prokdzan vznik sazi [22]. Ostatni manualné pracujici, u kterych byl zjistén amorfni uhlik, byli
zaméstnani v pramyslu (d€lnici, svareci a obrabéc) a také v kancelarskych profesich (student,
programator). Saze jsou totiz vyuZivany taky jako cerné barvivo v laserovych tiskarnach
[187]. To mohlo byt pfi¢inou detekce amorfniho uhliku také pacientii, ktefi vykonavali
kancelafskou praci.

Také byla v souboru pacientii s chronickou rymou nalezena jistd souvislost mezi vékem
pacientli a obsahem oxidu titani¢it¢ho v hypertrofické tkani. Podle Slavina a kol. (2009) je
ryma u starSich pacientl ¢asto béznd, protoze strukturdlni zmény v nosu spojené se starnutim,
predurcuji starsi osoby k rinitidé [248]. Jak jiz bylo uvedeno vyse, ¢astice TiO; jsou pfitomny
v predmétech denni potieby (bily pigment do bonboni, zvykacek, zelé, cukrovinek, dzemd,
také v potravinovych obalech, jako barvivo do inkoustovych propisek, v keramice, tabletkach,
papiru, v kosmetice a v 1écich). Clovék je tedy jejich ptisobeni vystaven prakticky denné. Pfi
dlouhodobé expozici je tedy mozné, Ze cCastice TiO, se v urCité mife mohou deponovat
v mékkych tkanich dychacich cest. Otazkou i v tomto piipadé zlistava, zda ¢astice TiO, mohly
byt inicidtory vzniku zanétu nebo se do nosni sliznice dostaly aZ po vzniku onemocnéni.
Soubor tkani nebyl analyzovan prostfednictvim SEM-EDS, pitomnost elementarniho titanu

tak nebyla potvrzena.

Pro vytvofeni §irSiho pohledu na mozny vstup nano€astic do dychacich cest a na jejich mozny
vliv na organismus, byla snaha analyzovat sputum (hlen), které se bézn¢ vyskytuje na povrchu
sliznice v dutin€ nosni. Cilem bylo zjistit, zda se mikro a nanocastice detekované

v hypertrofickych tkanich nevyskytovaly také ve sputu na jejich povrchu.
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4.3 Vyhodnoceni souboru cytologickych odbérii sputa
Vsechny vzorky sputa (hlen, resp. to, co je vysmrkano) z povrchu sliznice v oblasti skotfep
nosnich byly analyzovany pouzitim Ramanova mikrospektrometru, nicméné ani v jednom
z téchto vzorkt cytologickych stérii nebyla nalezena sloucenina na bazi kovi. Z toho divodu
byly vzorky analyzovany pfevazné pomoci skenovaci elektronové mikroskopie. Tato metoda
detekovala v analyzovaném sputu ¢astice a stanovila jejich chemické slozeni. V tabulce 4 jsou
uvedeny elementy, které se podatfilo ve vzorcich sputa zjistit. Soucasné jsou v tabulce 4
uvedeny také slouceniny detekované Ramanovou mikrospektrometrii v hypertrofickych
tkdnich z oblasti skofep nosnich, z jejichz povrchil byly jiz zminéné stéry pofizeny a zaroven

jsou tamtéz uvedeny udaje o jednotlivych pacientech, véetné pracovni anamnézy.

Tabulka 4: Prehled detekovanych sloucenin ve vzorcich cytologicky odbérii sputa prostrednictvim
skenovaci elektronové mikroskopie. Soucasné prehled sloucenin, zjistenych prostrednictvim Ramanovy
mikrospektroskopie, ve vzorcich hypertrofickych tkanich z kterych byl porizen stér. Zaroven jsou
uvedeny informace o pohlavi, véku, koureni a pracovni anamnéze. (AC-amorfni uhlik, GR-grafit, TiO,-

A - anatas, TiO»-R - rutil).

Vzorek | Pohlavi | Vék | Koufeni Povolani H)igertroﬁcka SEM .
tkan (Raman) cytologie
cumM37| M | 44 | N Vedouc i Fe, Zn
vyroby
AC, CaCO3,
C2/M18 M 34 A Speditér GR, Si-com, Ba, Fe
TiO,-A
. ) Ankerite,
C3/M17 Z 42 N Skladnice BaSO,, TiO»-A Ba
camM21| M | 31 N Operdtor | =\ \erite, GR | Fe, Cr, Zn
vyroby
C5/M41 M 47 N Manazer nemeieno Fe, Mn, Zn
cemM23| M | 28 N Operdtor TiO,-A Cr, Fe, Mn, Ti
vyroby
C7/M22 28 N Valcii kovi TiO,-A Ti, Zn
C8/M42 44 A Prodavac neméieno Cr, Fe, Ni
Administrati
C9/M43 Z 40 N vni nemeieno Fe, Ti
pracovnice
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V souboru byly pomoci skenovaci elektronové mikroskopie detekovany téméer ve vSech
cytologickych vzorcich castice s majoritnim obsahem Fe, na obrazku 30 spolu s prvky Cr a
Mn. Jeho pfitomnost ve form¢ slouceniny vSak vtkdni nebyla Ramanovou
mikrospektroskopii potvrzena (tabulka 4). Velikost detekovanych castic na bazi zZeleza se
pohybovala v rozmezi od 2 do 10um, avsak byly zjistény i ¢astice ve velikosti pod 1um
(tabulka 5). Podobné¢ tomu bylo 1 u c¢astic s majoritnim obsahem barya. Ty byly
prosttednictvim SEM-EDS detekovany v cytologickém stéru ptevazné ve velikosti pod 1pum
(tabulka 5). Zaroven byla prostfednictvim Ramanovy mikrospektroskopie pifitomnost barya
potvrzena detekci slouCeniny barytu (BaSO,) v hypertrofické tkani. Z hlediska pracovni
anamnézy bylo baryum nalezeno u pacientii pracujicich v profesich speditér a skladnice, coz

muze byt spojeno s uvolilovanim barya z nespalovacich procest [101,183].

090 1.80 2.70 3.60 450 540 6.30 7.20 keV

Obrazek 30 : Kulovita castice s majoritnim obsahem Zeleza, chromu a manganu, zjisténa pomoci

SEM-EDS analyzy ve vzorku C6 a) s prislusnym EDS spektrem b).
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Tabulka 5: Prehled velikosti castic/shiuki castic, detekovanych pomoci SEM-EDS ve vzorcich
cytologickych odbérii z povrchu hypertrofické tkané (je uvedena nejmensi detekovana velikost kde

nebyla castice detekovana, je uvedena pomicka).

Pi‘ehled velikosti ¢astic/shluku ¢astic, detekovanych
VZOREK pomoci SEM-EDS (um)

Ba Cr Fe Mn Ni Ti Zn

C1/M37 - - <1 - - - A
C2/M18 <1 - 4 - - - -
C3/M17 <1 - - - - - -
C4/M21 - 2 2 - - - 3
C5/M41 - - 6 7 ; ) 6
C6/M23 - 5 2 5 ; 5 )
C7/M22 - - - . } D) <1
C8/M42 - 2 <1 - ) ) )
C9/M43 - - 10 - } ) )

V cytologickych stérech bylo pomoci SEM-EDS detekovano také pomérné velké mnozstvi
¢astic na bazi zinku (tabulka 4). V jednom ptipad¢ také ve velikosti pod 1 pum (tabulka 5).
Ptitomnost sloucenin zinku vSak pomoci Ramanova mikrospektrometru nebyla zjisténa
v hypertrofickych tkanich. Naopak v hypertrofickych tkanich bylo nalezeno vét§i mnoZstvi
sloucenin oxidu titanicitého, pfevazné ve formé anatasu. U pacientll pracujicich v profesich

operator vyroby a valcit kovil byl titan zjistén také v cytologickych stérech (obrazek 31).

AccV SpotMagn Det WD —— | 20 um

250kV 50 1200x BSE 108

2.00 4.00 6.00 keV

Obrazek 31: Castice/shluk castic titanu zjisténa pomoci SEM-EDS analyzy ve vzorku C7 a)

s prislusnym EDS spektrem b).
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4.4 Bronchogenni karcinomy - adenokarcinomy
Nasledné byly zkoumény vzorky tkdni z dolnich cest dychacich, které byly ziskany na
zaklad¢ biopsii (tkan odebrand za Gcelem histologické analyzy pfi operaci) a nekropsii (tkan
odebrana za ucelem histologické analyzy pii pitv€). Jednalo se vzorky bronchogennich
karcinomt (adenokarcinomt), tedy karcinomt praduSek a plicniho parenchymu (tkan).
Ziskané vysledky z Ramanovy mikrospektroskopie a SEM-EDS analyzy jsou uvedeny v
tabulce 6. Vysledky ukazuji, Ze Zelezo bylo nalezeno témét ve vSech vzorcich plicni tkané. V
mnoha piipadech bylo detekovano ve formeé Castic o velikosti mensi nez 1 um (tabulka 7). Ve
vzorcich A8 (adenokarcinom), R3 a R4 (referencni tkan) bylo nalezeno Zelezo ve formé

aglomeratli (obrazek 32).

Tabulka 6: Prehled detekovanych sloucenin ve vzorcich adenokarcinomii (A1-A13) a referencnich
vzorkii plicni tkané (R1-R6) prostiednictvim Ramanovy mikrospektroskopie (AC-amorfni uhlik, GR-

grafit, TiO»A - anatas, TiO»-R - rutil)) a skenovaci elektronové mikroskopie, spolu s uvedenym

pohlavim, vékem, kourenim a pracovni anamnézou.

Vzorek | Pohlavi | Vék | Koureni Profese Raman SEM
Al M 71 A Dichodce GR Fe, Ti
A2 7z 36 N Svadlena AC -

A3 M 72 A Vedouci provozu AC, MgCO; Fe, Ti
A4 7 49 A Nezaméstnana FeCOs, GR Cu, ;ﬁ’ T,
A5 7z 70 A Zdravotni sestra slCu Cu, Fe, Zn
Drabezarna,
A6 M 61 A rozvoz posty, GR Cu, Fe
ostraha
. . AC, TiO,-A, .
A7 V4 44 N Psycholozka TiO,-R Fe, T
A8 M | 70 A Brusi€ kovii, | CaCOs, FeCOs, | (o g 1y
svarec TiO,-A
A9 Z 72 N Reditelka ZS CaCOs, TiO>-A | Fe, Mn, Ti
Al10 M 71 N Mechanik zavodu GR Fe
All V4 64 A Jetabice-délnice GR Fe
A12 7 e | A Prodavacka AC, Caco, | B#&BLCr
Fe, N1
Al3 7 e | N Administrativai | oo 7o, A Fe
pracovnice

74



R1 7z 78 N Prace ve $kolstvi - Ti
< AC, GR, TiO,- | Ba, Fe, Mn,

RR ] M ™ N Ridie A, TiOyR | Sb,Ti,Zn

R3 M 60 N Nezaméstnany GR Fe

R4 M 67 N Vysoke pece, AC, GR, SiO, Fe, Ti
Sachta

RS 7 70 N Ucetni AC, GR Cr, Fe, Ni, Ti

R6 7 71 N Délnice GR Cu, Ti, Zn

Tabulka 7: Prehled velikosti Castic/shlukii castic, detekovanych pomoci SEM-EDS ve vzorcich
adenokarcinomii (A1-A13) a referencnich vzorki plicni tkané (RI-R6), (je uvedena nejmensi

detekovana velikost, kde nebyla castice detekovaina, je uvedena pomicka.).

VELIKOST DETEKOVANYCH CASTIC (um)
VZOREK

Ba Bi [ Cu Cr Fe Mn Ni Sb | Ti \%\Y% Zn
Al - - - - <1 - - - <1 - -
A2 - - - - - - - - - - -
A3 - - - - <1 - - -2 - -
Ad - - 5 - <1 - - - <1 - 5
A5 - - 5 - 5 - - - - - 10
A6 - - 8 - - - - - - -
A7 - - - - <1 - - - 3 - -
A8 - - - 3 <1 - - - 3 2 -
A9 - - - - <1 10 - - <1 - -
A10 - - - - <1 - - - - - -
All - - - - <1 - - - - - -
A12 2 3 - 7 <1 - 7 - - - -
Al13 - - - - 3 - - - - - -
R1 - - - - - - - -2 - -
R2 <1 - - - <1 2 - <1 <1 - 3
R3 - - - - <1 - - - - - -
R4 - - - - <1 - - - - - 2
R5 - - - <1 <1 - <1 - 2 - -
R6 - - <1 - - - - - - <1
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Obrdzek 32: Shluky castic, které byly pomoci SEM-EDS detekovany v nadorovych a referencnich

tkanich plic. A8 - adenokarcinom, R3-6 - referencni plicni tkané.

Presné stanoveni zdroji Castic je téméf nemozné, ¢astecné by mohly pochazet z pracovni
expozice, ale také ze zne€isténi prostiedi (pramysl, doprava). Napiiklad metalurgicky priamysl
a pyrometallurgie jsou zndmymi zdroji nanometrickych kovovych ¢astic, pfevazné Zeleza
[249]. Pacient R4 pracoval jako délnik na vysokych pecich a v uhelnych dolech, takze ¢éstice
na bazi Zeleza zjiSténé v jeho plicni tkani mohou z velké Casti pochdzet z pracovniho

prostiedi. Akumulace Castic v plicnich tkdnich mlze byt spojena s velikosti ¢astic, nebot’ se
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predpoklada, ze velmi malé Castice se pii vdechovani mohou relativné snadno dostat hluboko
do plic, az do plicnich sklipkii. U¢innost obranného mechanismu dychacich cest, fagocytoza,
je pomérné silné zavisla na tvaru a velikosti ¢astic. Zatimco vétsi Castice (asi 1 um a veétsi)
jsou ucinn¢ fagocytovany makrofagy, neaglomerované ultrajemné Castice, pritomné v
alveolarni oblasti nejsou makrofagy fagocytovany prakticky viibec [77,78]. To mlze vést k
velké akumulaci téchto malych Castic a vétsi interakci s alveolarnimi epitelidlnimi bunikami
[75]. Podle nékterych studii na hlodavcich je zndmo, Ze ultrajemné Castice mohou prochazet
epitelem a dostat se tak az do intersticia plic [76,79,80]. Podobné mechanismy
pravdépodobné funguji v lidském téle, nicméné to nebylo dosud jednoznacné prokazéano.

Ptitomnost shlukii ¢astic s majoritnim obsahem zeleza, zjiSténa v plicni tkani Ize ¢astecné
vysvétlit tim, ze magnetické nanocastice maji poméerné velky sklon se shlukovat, coz muize
mit za nasledek tvorbu aglomerat ¢i agregati [250]. Ve shluku se pak nanocastice mohly
chovat jako vétsi Castice, predevsim v zavislosti na velikosti samotného aglomeratu/agregétu.
K jeho vytvoteni v§ak mohlo dojit az po priniku ¢astic do epitelu plic s pfispénim samotného
zivého systému, ktery se pravdépodobné snazil cizorodé castice neustdle eliminovat. Z
divodu prikazu pfitomnosti magnetickych nanocastic vtkani bylo provedené
magnetometrické meteni, které potvrdilo magneticky charakter nékterych vzorkl (obrazek

33). Byla prokéazéana ptitomnost Castic s magnetickym charakterem v plicni tkani ve vzorcich

A4, A8 aR3.
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Obrazek 33: Nékteré vzorky ndadorovych tkani, jakoz i nékteré referencni vzorky vykazovaly slabé

feromagnetické chovaini (A). Ostatni vzorky vykazovaly paramagnetické chovani (B).
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V plicni nédorové tkéani pacienta A8 byly detekovany castice na bazi zeleza (obrazek 32),
které mohly byt spojeny s pracovni expozici. Tento pacient vykonéval profesi brusi¢ kovt.
Brouseni nepati, vzhledem k pouzivani chladicich kapalin, mezi vysokoteplotni procesy, ale
pii vysoké rychlosti, kterd je béhem brouSeni vyvinuta se kov mize zahtivat a odpafovat, a
bchem tohoto procesu muize vznikat pomérné vysoky podil ultrajemnych ¢astic [251]. Podle
Brouwera a kol. (2010) mize byt koncentrace kovovych castic o velikostech <100 nm
pfitomnych v pracovnim prostfedi spojovanan s ¢innostmi jako je svafovani nebo brouseni.
Soucasné autofi pfi monitorovani pracovniho prostiedi zjistili, ze pravé pii svafovani nebo
brouseni byly ve vzduchu pfitomné spiSe aglomerdty nebo agregity kovovych castic nez
samotné malé Castice [252]. Pfitomnost ¢astic na bazi zeleza byla ve vzorku A8 potvrzena
rovnéz pomoci Ramanovy mikrospektroskopie, zjisténim slouceniny sideritu — (FeCO3),

(obréazek 34, obrazek 35).
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Obrdzek 34: Ramanova spektralni mapa vybrané oblasti vzorku nddorové plicni tkané (vzorek A8),
kde a) je tkan pod svételnym mikroskopem s vybranou oblasti, b) spektralni mapa vybrané oblasti

(Cervené - mista detekce FeCQj;, cerné - okolni tkan) a c) namerené spektrum FeCOs.
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Obrazek 35: Vybrand spektra sloucenin detekovanych Ramanovou mikrospektroskopii v plicnich
nadorovych tkanich (adenokarcinom) a referencnich vzorcich plic (bez karcinomu). Horni spektrum je
referenci. (AC — amorfni uhlik, GR — grafit, TiO,-A — anatas, TiO,-R — rutil, FeCOj; - siderit, CaCOj; —
kalcit).

U posledniho vzorku (R3), ve kterém byl také detekovéan shluk ¢astic na bazi zeleza, nebyla
zjiSténa presnd pracovni anamnéza, nelze tedy odhadovat moznou souvislost mezi
detekovanymi casticemi Zeleza v tkani a vykonavanou profesi. V souvislosti s pracovni
expozici byla vyznamna detekce Castic s obsahem antimonu (obrazek 36) a barya u profese
fidi¢ (vzorek R2). Jak baryum, tak antimon jsou obecné spojovdny se zneciSténim
pochazejicim ze silniéni dopravy, konkrétné s nespalovacimi procesy jako je naptiklad
brzdéni. BéZné se totiz ve forme sloucenin (BaSO4 a Sb,Ss3) pouzivaji do brzdovych oblozeni
(desticek) automobilil jako plniva a lubrikanty [22,183]. Je tedy mozné, Ze pii dlouhodobé
expozici, ktera je u profese fidi¢e pravdépodobna, mohly nekteré castice, detekované v plicich

pacienta, pochazet prave z nespalovacich procestu v doprave.

79



Fe Fe

Obrazek 36: Cdstice s majoritnim obsahem antimonu, detekovand pomoci SEM - EDS. Tato castice

byla zjisténa v referencnim vzorku plic (R2) u pacienta, ktery pracoval jako Fidic.

Dalsim detekovanym prvkem ve studovanych plicnich tkanich byl titan (viz tabulka 6). Jeho
pfitomnost byla zjisténa prostfednictvim SEM-EDS v témét polovin€ vzorkl plicni nddorové
tkané a ve vice nez poloviné referencnich vzorkt plicni tkdn€. Soucasné byla jeho pfitomnost
vnadorové 1 referencni plicni tkani (A7-9, Al13, R2) potvrzena Ramanovou
mikrospektroskopii (obrazek 35), kterou byly identifikovany dvé formy oxidu titani¢itého, a
to anatas a rutil. Jak jiz bylo uvedeno vyse, oxid titaniCity je Siroce pouzivan jako pigment a
vyuziva se jako belici prostfedek do barev, plastl, papiru, inkoustu, potravin, kosmetiky a
1é¢iv [174]. Podle Chena (2014) mohou zarovei nanocastice TiO, zpisobovat zanét, fibrozu
a rakovinu plic a jsou potencialn¢ karcinogenni pro ¢lovéka [174].

U tii vzorkll tkani plic (A4, AS, A6) byla zjisténa pfitomnost ¢astic s majoritnim obsahem
medi. Soucasné jeden referencni vzorek (R6) obsahoval shluk ¢astic na bazi médi (obrazek
32). Krom¢ toho byly nalezeny jak v nadorové plicni tkéni, tak v referencnich plicnich
tkanich ¢astice s majoritnim obsahem prvkt: Zn, Mn, Ni, Bi a Cr (Tabulka 6). Zaroven byly
detekovany faze: grafit, amorfni uhlik, uhli¢itan vapenaty (obrazek 35), uhli¢itan hotec¢naty,
oxid kifemicity a slouCeniny médi (tabulka 6). Vyznamné bylo zjisténi Castice na bazi
wolframu v naddorové plicni tkani u pacienta pracujiciho jako brusi¢ kovl/svare¢ (obrazek
37). Zdrojem téchto wolframovych ¢astic mohlo byt pravdépodobné pracovniho prostiedi.
Podle Gruberové (2009) pracovnici, jejichz hlavni ¢innosti je svafovani a brouSeni mohou
svafovat pomoci netavici se wolframové elektrody v inertnim plynu, angl. TIG — Tungsten
Inert Gas a soucasn¢ zabruSovat wolframové elektrody [232,254]. Tato metoda se pouziva
predevsim pro svafovani oceli s obsahem chromu a niklu, dale pro svafovani hliniku, hoiciku,

titanu a dalSich neZeleznych kovil [255], ¢emuZ by odpovidaly dal$i nalezené prvky (tabulka
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6).

KCa W
WKiCa  w) WWw
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Obrazek 37: Castice na bdzi wolframu zjisténého SEM - EDS. Tato castice se objevila u pacienta s

karcinomem (A8) pracujictho v profesi brusic kovii/svarec.

Tyto vysledky byly také nésledné¢ zpracovany statisttickou analyzou a jeji vysledky odhalily
relativné vyznamnou souvislost mezi vyskytem rakoviny plic a koufenim (obrazek 38). Podle
Rodrigueze a kol. (2009) byl zaznamenan velmi silny vztah mezi koufenim a zvySenym
rizikem vzniku rakoviny plic u pracovnikli ve slévarnach Zeleza a oceli. Soucasné autofi
zjistili, ze pracovnici méli vysoké riziko rakoviny plic [256]. S ohledem na nizky pocet
respondentli nelze v nasi studii tuto hypotézu jednoznacné potrdit. Jak je patrné z uvedenych
vysledkt, ptesto, ze byl hodnoceny soubor relativné maly, byly zjiStény urcité vyznamné
skutecnosti. Z toho diivodu mé vyznam pokracovat v dalSim vyzkumu v oblasti detekce ¢astic
v naddorové tkani, vyhodnotit vétsi soubor pacientli a potvrdit tak zavéry z této dilc¢i pilotni

studie.
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Obrazek 38: Chi kvadrat test (test dobré shody) pro testovani asociace jednotlivych kategorialnich

promeénnych.

Jak uz bylo uvedeno vySe, IARC uvadi seznam latek, které jsou zatazeny do skupin, podle
jejich plisobeni na lidsky organismus z hlediska jejich karcinogenity. Podle této klasifikace lze
odhadnout miru karcinogenity jednotlivych latek, které jsou do této kategorie zafazeny [65].
Tato klasifikace byla v predlozené praci vyuzita pro identifikaci mozného rizika v souvislosti
s pfitomnosti detekovanych latek v sedimentovaném silni¢énim prachu z povrchu cesty, ktery

se podili na kazdodenni expozici ¢lov€ka v oblastech s vyssi hustotou silni¢ni dopravy.
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4.5 Sedimentovany prach z cesty

Nejbeéznéjsi a nejlépe dostupny mozny zdroj kontaminace lidského organismu prostiednictvim
inhala¢ni expozice je sedimentovany prach ze silnice. Pro zhodnoceni mozného rizika
pritomnosti Skodlivych latek vtomto prachu bylo nutné stanovit elementarni slozeni
sedimentovaného silnicniho prachu v méstské a pfiméstské oblasti vybrané priamyslové
aglomerace. Bylo zvoleno mésto Ostrava, které je tietim nejvétsim méstem v Ceské republice
s poctem obyvatel pies 300 000 a je sidlem nejvétSich zelezarenskych a ocelarskych zavodl v
zemi. Vzhledem k poctu ob¢ant se v Ostraveé nachazi také pomérné vysoky pocet automobili,

kdy v roce 2015 ptipadalo na jedno vozidlo 2,45 obyvatel [257].

Ve vzorcich hodnocenych prachii v obou lokalitich (méstské a pfiméstské) byly pomoci
metody AES - ICP detekovany prvky: Ba, Cu, Cr, Fe, Mn, Ni, Pb, Sb, Sn, Zn a V. Ptehled
detekovanych prvkiije uveden v tabulce 8 spolu s vysledkem porovnani t-testu.

Tabulka 8: Primery obsah prvkii na obou lokalitach (méstské a priméstské) urcené ICP (* - p <0,05,
** . p<0,01).

Urban Suburban p <0.05
Elements (mean) (mean) (t-test)
(mgkg) (mgkgh)
Ba 414.125 361.875 ok
Cr 170.5 339.375 *ok
Cu 106.25 25.5 *x
Ni 32.625 28.375 -
Pb 32.625 58.5 o
A\ 72.75 110.75 o
7/n 234.125 192.875 *
Sb 249 3.314 ok
Sn 17.588 7.129 *
(%) (%0)

Fe 4.3075 3.985 -
Mn 0.20313 0.54638 ok

Soucasné byly nékteré elementy potvrzeny analyzou SEM-EDS. V méstské lokalité byly
zjiStény predevsim Fe, Ti a Mn. Ukdzka morfologie ¢astic je prezentovana na obrazku 39, kde
se jednd o kulovitou ¢astici na bazi Fe, Ti a Mn. Velikost této ¢astice se pohybovala okolo
10um Naopak v piiméstské lokalité (B) byly zjiStény ¢éstice s majoritnim obsahem Fe, Mn,

Zr a Si. Castice okolo 20pum nalezena v sedimentovaném prachu piiméstské lokality je
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zobrazenana obrazku 40. Céstice mimojiné obsahovala pfevazné Fe a Mn.

b)

Fe
Mn

Mn lie

Obazek 39: SEM obrazek kulovité castice, obsahujici z velké casti Zelezo, mangan a titan detekované
ve vzorku sedimentovaného prachu na odbérovém misté A (méstska cast Ostravy), (a) s prislusnym

EDS spektrem (b).

b)

0]
Fe
Fe
e i Mn

0.90 1.80 2.70 3.60 4.50 5.40 6.30 7.20 keV

Obazek 40: SEM obrazek Castice, s majoritnim obsahem Zeleza a manganu, detekované ve vzorku
sedimentovaného prachu na odbérovém misté B (priméstska cast Ostravy), (a) s prislusnym EDS

spektrem (b).

Pomoci Ramanovy mikrospektroskopie byly ve vzorcich sedimentovaného prachu z méstské
lokality identifikovany faze jako SiO,, TiO, — anatas, CaCO; a grafit. V piiméstské lokalité
pak pouze amorfni uhlik. Pfehled Ramanovych spekter téchto fazi je zobrazen na obrazku 41.
Z davodu vysoké fluorescence vzorkl prachu byla analyza na Ramanové mikrospektrometru
znaéné ztizena. Castice na bazi kovii mohly byt pokryty okolnim fluoreskujicim materialem a

tudiz spketra danych sloucenin nebylo mozno zméfit. Laser ma ptiblizné tloustku svazku 500
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okoli, které mtze byt zatizené jiz zminénou fluorescenci.
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Obrazek 41: Vybrana spektra sloucenin nalezenych ve vzorcich sedimetovaného prachu na odbérovém
miste A (méstska cast Ostravy) a odbérovem miste B (priméstska cast Ostravy), zmérend pomoci

Ramanovy mikrospektroskopie (GR — grafit, TiO,-A — anatas).

Statistickd analyza prvki byla provedena na zdklad¢ udaji o mnoZstvi prvka uréenych na
obou mistech za G¢elem stanoveni celkového vztahu mezi jednotlivymi prvky ve vzorcich
silnicniho prachu. Vizualizace vysledkil je zndzornéna na obrazku 42, zde jsou proménné
vyslednych elementarnich koncentraci zobrazeny jako vektory, jejichz délky odpovidaji
reprezentaci konkrétni proménné v modelu a thly vytvotené vektory ukazuji stav korelace
proménnych. Korela¢ni koeficienty jsou v tomto modelu definovany jako kosinus téchto thla
- ostry uhel pfedstavuje pozitivni korelaci, tupy thel zapornou korelaci a pravy uhel bez
jakékoliv korelace. Hodnotici vztahy se liSily mezi misty odbéru vzorkli. Na obou mistech
byla zjisténa pozitivni korelace mezi Pb a Zn. V méstskeé lokalité byla navic doprovazena
korelaci s Ba, naopak v pifimé&stské lokalit¢ Ba negativné korelovalo jak s Pb, tak se Zn.
Kromeé toho bylo Ba v pfiméstské lokalité pozitivn€ spojeno s Fe, a naopak v méstské lokalité
Ba nebylo v zadné korelaci s Fe. Vzhledem k tomu, Ze jak Ba, tak i Fe jsou kovy, které se
bézné vyskytuji 1 v neznecisténé pudeé [233], Ize konstatovat, Ze: a) situace na piimeéstské
lokalité odrazi ocekdvanou koncentraci téchto kovli v posuzovaném regionu a b) v méstské
lokalité je odlisny zdroj Ba od zdroje Ba v piiméstské lokalite. Oba zjisténé elementy, Pb a Zn
jsou spojeny se zneCiSténim souvisejicim s dopravou, muzeme tedy piedpokladat, ze

85



pritomnost Ba v méstské lokalit¢ mize také souviset s dopravou. Bylo zjiSténo, ze Cr je
v méstské lokalité v pozitivni korelaci s Cu, avSak v ptipad¢ priméstské lokality nema Zadnou

korelaci.

Dim 2 (23 .58%)
Dim 2 (21.68%)

-1.0

Dim 1 (57.84%)

Obrazek 42 : Korelacni kruhy - zalozené na vysledcich analyz hlavnich slozek (PCA — z angl.

Principal Component Analysis), pro méstskou A a priméstskou lokalitu B.

Meéstska a priméstska lokalita se liSily v objemu dopravy a zpisobem lokalniho vytapéni
bytovych jednotek, nicméné zjisténé prvky ve vSech odebranych vzorcich prachu byly stejné
a kromé Fe bez vyznamného rozdilu v mésici sbéru (bfezen az tijen).

Lze predpokléadat, Ze detekované prvky (tabulka 8) mohou ptedstavovat potencialni riziko jak
pro Zivotni prostiedi, tak pro lidské zdravi, zejména pokud jsou ve formé Castic
resuspendovany do ovzduSi. Napftiklad, lidské zdravi muize byt ovlivnéno expozici
sloucenindm antimonu, chronické vystaveni muiiZze zplsobit respiracni problémy, jako je
pneumokonidza, zatimco jeho poziti mliZze zpusobit prijmy, zvraceni, inavu a bolest hlavy
[258]. SlozZeni sedimentovaného silni¢éniho prachu z obou odbérovych lokalit tedy muze
naznacovat, Ze akumulace téchto kovi a jejich mozny ptfesun do plidy a nasladn€ podzemnich
vod muize piedstavovat mozné riziko pro zivotni prostfedi. Navic byly zjiStény vyznamné
rozdily v obsahu téchto prvkii mezi méstskymi a ptiméstskymi lokalitami. U vétSiny prvkl
byl obsah Ba, Cu, Fe, Ni, Sb, Sn a Zn vyssi v méstské lokalité, zatimco nékteré prvky - jako
Cr, Mn, Pb a V - byly zjistény ve vysSich mnozstvich v ptiméstské lokalité.

Veskeré prvky nachazejici se ve vétSich mnozstvich v méstské lokalit¢ mohly byt né&jak

spojeny s emisemi z dopravy (bud’ z opotiebeni brzd, opotiebeni z pneumatik nebo emise z
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vyfukovych plyni [259-262]. Ackoli muze byt ptvod nékterych prvkil v sedimentovaném
silnicnim prachu odlisny (lokalni vytapéni, pramysl), pfesné rozliSeni je téméf nemozné.
Vzhledem k tomu, ze nejvétsi rozdil v mistech odbéru vzorkl je v jejich objemu provozu
(byly vybrany podle tohoto parametru), vétSina obsahli detekovanych prvk ve vzorcich
sedimentovanych silni¢nich prachtit v méstské lokalité¢ lze pfipsat doprave, konkrétnéji
nespalovacim procesim v dopravé. Znecisténi ovzdus$i prachovymi casticemi vzniklymi
prostifednictvim opotiebeni je rozdéleno podle velikosti ¢astic do frakei. Sedimenovana frakce
(z angl. non-airborne) obsahuje vétsi Castice, které se usazuji na okolnich povrsich vozovek.
Polétavé castice (z angl. airborne) setrvavaji suspendovany ve vzduchu a mohou byt
v zé&visloti na své velikosti unaSeny vzduchem daleko od svého zdroje. Napiiklad vice nez
50% hmotnostnich procent brzdového otéru je emitovano do okoli jako sedimentovana frakce
[263,264] a podle odhadu Velké Britanie celkovy uUbytek pneumatik pii opottebovani
dosahuje az 140 g/m/rok [265,266].

Brzdové oblozeni automobilii je multikomponentni material, ktery se obvykle sklada z vice
nez 10 slozek a proto jejich slozeni neni jednotné, navic u jednotlivych kompoziti neni uplné
pfesné znamé, predevsim z diivodu obchodniho tajemstvi vyrobcidl [267]. Ptesto ale existuji
tzv, ,, tracery neboli indikatory emisi z brzd. Napiiklad Sternbeck a kol. (2002) navrhl jako
jeden z nich stanoveni poméru Cu/Sb, stfedni hodnotu tohoto poméru urcil jako 4,6 £ 2,3.
V nasich vysledcich hodnota poméru Cu/Sb (tabulka 8) v prachu z meéstské lokality dobie
koresponduje s uvedenym intervalem (= 4,3), naopak pomér Cu/Sb v prachu piiméstské
lokality byl mnohem vyssi (= 7,7). Z tohoto zjisténi bychom mohli ptedpokladat, Zze Cua Sb v
méstské lokalité¢ by mohly pochdzet prevazné z otérti brzd.

Ze vSech prvki zjisténych v sedimentovaném prachu z povrchu silnice pouze vanad
pravdépodobné nemiiZze byt povaZzovan jako mozny indikator opotiebeni brzd [259]. Vanad se
nachazi v zemske¢ kiife, ale mize mit také antropogenni pivod, zejména ze spalovani fosilnich
paliv, dieselové saze, ale i z katalyzatorti na bazi vanadu [261,268,269]. Vysoké obsahy kovii
v sedimentovaném prachu piiméstské lokality, jako jsou Cr, Mn, Pb a V, mohou byt také
spojeny s vysokym poctem lokélnich topnych systémi na tuhd paliva [270].

MnozZstvi Zeleza bylo jedinou proménnou, kterd se vyznamné neliSila v zavislosti na misté

odbéru vzork, ale misto toho vykazovala vyznamnou sezonni zavislost (obrazek 43).
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Obrazek 43: Vysledky analyzy faktorii na smiSenych datech, kvalitativni i kvantitativni proménné. Lze
pozorovat, ze Fe je mnohem vice zavislé na mésici (month) na rozdil od ostatnich prvkii, které jsou

v korelaci spise s mistem odbéru (site).

Z obrazku 43 je zfejmé, ze Fe korelovalo vétSinou se Sb a Sn v méstské lokalité, coz také
potvrdilo jako moZny zdroj emisi Fe v méstské lokalité otéry z brzd. Jak uz bylo uvedeno
vySe, Fe, Sb a Sn mohou byt pouZity jako indikatory opotfebeni brzd [259]. Naopak v
pfiméstské lokalité¢ bylo Fe v korelaci s V, coZ by mohlo naznacovat jiny zdroj neZ prave jiz

zminéné opotiebeni brzd, coz také souvisi s mnohem objemem dopravy v této lokalité.

Pii srovnani vysledkl sedimentovaného prachu a vysledkli hypertrofickych tkani z oblasti
skofep nosnich Ize konstatovat, Ze byly nalezeny CcCéstice Ba v prachu (tabulka 8) i
v hypertrofickych tkanich (tabulkal) a soucasn¢ byla nalezena v hypertrofickych tkanich
sloucenina BaSOy, (tabulka 3). Také Castice na bazi Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb a Zn byly nalezeny
jak v sedimentovaném prachu (tabulka 8), tak 1 v hypertrofickych tkanich (tabulka 1).

Vyjma Pb, Sn a V byly vSechny ostatni prvky detekované v sedimentovaném prachu (tabulka
8) nalezeny také v plicnich nddorovych a referencnich vzorcich (tabulka 6). Na zékladé téchto
zjisténi 1ze sedimentovany prach z povrchu silnice zatfadit mezi mozné zdroje kontaminace

hornich a dolnich cest dychacich pevnymi ¢asticemi na bazi kovi.
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5.ZAVER

Byla provedena charakterizace souboru vzorkll hypertrofickych tkani, adenokarcinomi a
cytologickych vzorki sputa. Studované tkédné byly primarné charakterizovany metodou
Ramanovy mikrospektroskopie, vybrané vzorky byly pak nasledn¢ podrobeny analyze na
skenovacim elektronovém mikroskopu, kdy zjisténé vysledky byly vyhodnoceny statistickymi
metodami. Navic byl proveden odbér silniéniho prachu v zavislosti na zatizenosti dopravy (2
lokality) v priitbéhu osmi meésicli, jakoz mozny potencialni zdroj ¢éstic zatézujici dychaci
systém Cloveéka. Na zakladé provedenych vyzkumt a dosazenych vysledkti vyplyvaji tyto

skute¢nosti:

1) Pouzitim Ramanovy mikrospektroskopie se v hypertrofickych tkdnich z oblasti skoiep
nosnich podafilo detekovat pfitomnost pevnych castic/shlukii. Detekované ¢éstice byly na
bazi oxidu titanicitého (TiO;) ve dvou svych modifikacich (anatas a rutil), amorfniho uhliku,
grafitu, CaCO3;, Mg(COs3),, CaSO4, magnetitu (Fe;O4) a ankeritu (CaFe(COs),).

2) Metodou SEM-EDS se jednak potvrdila pritomnost Ti, Fe a Mn v hypertrofickych
tkanich a dale byla zjisténa pfitomnost mnoha dalSich kovi, naptiklad ¢astice na bazi chromu,
molybdenu, olova, niklu, barya, zinku, médi a kadmia. Mnohé byly detekovany v
mikronovych velikostech. Velkéd ¢ast z nich ovSem byla zjiSténa také v rozmérech mensich
nez lpum.

3) Byla zjiSténa jistd vyznamna statisticka zéavislost mezi vyskytem nékterych
castic/shlukil ¢astic na bazi kovi a urcitou profesi. Nejvétsi mnozstvi kovovych castic/shlukil
¢astic bylo nalezeno ve vzorcich hypertrofické tkang€ svarecii. Velka €ast z nich byla zjiSténa
ve velikosti pod 1 pm. Mnohé z téchto ¢astic/shlukl ¢astic patii svym chemickym slozenim
podle IARC mezi agens ,,prokazatelné karcinogenni pro ¢loveéka®.

4) V referencnich vzorcich tkané z oblasti skofep nosnich (pacienti s diagnostikovanymi
chronickymi rinitidami) byla po analyze pouZzitim Ramanovy mikrospektroskopie zjiSténa
pritomnost téchto sloucenin: TiO, ve form¢ anatasu, TiO, ve formé rutilu, grafitu, magnesitu
(MgCOs) a sloucenin Al a Cu. TudiZ neni mozné obdrzet referencni vzorky nezatizené
¢asticemi, kdy i1 nenarozeny plod je ovliviiovan ptes plodovou vodu matky.

5) Analyza vétsiho souboru hypertrofickych tkani pfinesla navic zjisténi nékterych
dalSich castic/shluki ¢astic na bazi kovi, napf. slouCeniny Zeleza hematit — (re203), dale pak
sio2, baryt — (BaSQ,) a slou€eniny hliniku. Z celkového statistického vyhodnoceni souboru

Ctyficeti pacientll vyplynulo, Ze se nepotvrdil pivodné piedpokladany, vyznamny, rozdil ve
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vyskytu ¢astic v tkani v zavislosti na vzdalenosti od nozder. Jednotlivé analyzované vzorky
tkani se od sebe vzajemné liSily pfedev§im ,pacient od pacienta®. Vyznamné vSak bylo
zjisténi, ze vSichni kutéaci v souboru pacientli byli manualné pracujici muzi. Podobné také
byla zjiSténa jista zévislost mezi pacienty s chronickou rymou, ktefi byli kufaci a mezi
vyskytem amorfniho uhliku v jejich hypertrofické tkani. Také byla v souboru pacientl s
chronickou rymou nalezena jistd souvislost mezi v€kem pacienti a obsahem oxidu
titani¢ité¢ho v hypertrofické tkéni.

6) V cytologickych vzorcich sputa byly zjiStény castice/shluky castic s majoritnim
obsahem Fe, spolu s Cr, Mn, Ba a Ti. Velikosti detekovanych c¢astic/shlukt Castic byly i ve
velikostech pod 1um.

7) Témét ve vSech vzorcich plicni naddorové tkané a referencni plicni tkané bylo
detekovéano zZelezo. Jednak prostfednictvim SEM — EDS jako ¢astice s majoritnim obsahem
Fe, ale i jako sloucenina Zeleza pomoci Ramanovy mikrospektroskopie. V mnoha ptipadech
bylo detekovano ve formé castic/shluku castic ve velikosti mensi nez 1 pm. Podobné také
titan byl zjistén prostiednictvim SEM-EDS v témét poloviné vzorkt plicni naddorové tkané a
ve vice nez poloviné referencnich vzorkl plicni tkdné. Soucasné byla jeho pfitomnost v
nadorové i referencni plicni tkani potvrzena Ramanovou mikrospektroskopii. Vyznamna byla
také detekce castic/shlukii ¢astic s majoritnim obsahem Sb, Ba, Cu, Zn, Mn, Ni, Bi a Cr.
Zaroven byly detekovany faze: grafit, amorfni uhlik, uhli¢itan vapenaty, uhli¢itan hotecnaty,
oxid kiemicity a slouceniny médi.

8) Vysledky statistické analyzy odhalily relativné vyznamnou souvislost mezi vyskytem
rakoviny plic a koufenim.

9) Nebyla nalezena souvislost s vyskytem ¢astic v tkanich a vyskytem nadorti. Nelze tedy
stanovit, zda pritomnost ¢astic ma vliv na vzniku nadoru, ¢i vzniknuvsi nador ovlivituje dalsi
akumulaci ¢astic.

10)  VSechny determinované prvky (Ba, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Sb, Sn, V a Zn) byly
detekovany ve vSech sedimentovanych vzorcich prachu z obou hodnocenych mist (A 1 B).
Sezonni rozdil byl pozorovan pouze u obsahu Zeleza. Na druhé strané bylo zjiSténo, Ze obsah
vSech ostatnich stanovenych prvki - s vyjimkou Zeleza - se vyrazné li§i v zavislosti na misté
sbéru. Vyssi obsah Ba, Cu, Sb, Sn a Zn byl pozorovan ve vzorcich odebranych v blizkosti
ru$né mestské silnice, v méstské lokalité. Vy$si obsah Cr, Mn, Pb a V byl pozorovéan ve
vzorcich z ptiméstské lokality

11)  Pomoci Ramanovy mikrospektroskopie byly ve vzorcich sedimentovaného prachu z
méstské lokality identifikovany faze jako SiO,, TiO, — anatas, CaCOs a grafit. Ve vzorku z

piiméstske lokality pak pouze amorfni uhlik, coZ ma za nasledek vysoké fluorescence vzorku.
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Souhrnem Ize konstatovat, Ze se podafilo zjistit pfitomnost ¢astic na bazi kovi v tkanich z
ruznych ¢asti dychaciho systému, at’ uz referencnich nebo pozménénych disledkem néjakého
patologického stavu. V ramci prace byl nalezen nejvhodnéjsi zptisoby Upravy biologického
materidlu pro ucely jednotlivych chemickych a mikroskopickych analyz, a sice piiprava
vzorkll tkdni nanesenych v podobé tenkych fezli na mikroskopické sklicko. Pomoci
vybranych metod bylo stanoveno chemické a fazové slozeni detekovanych Céstic a navic byla
odhadnuta jejich velikost. Soucasn€¢ se podafilo charakterizovat jeden z moznych zdroji
kontaminace organismu pevnymi Casticemi, a sice sedimentovany prach z povrchu silnice.
Takto ziskané informace a postupy by mohly dale poslouzit pro Iékatfskou praxi. Pfitomnost
¢astic na bazi kovli by mohla ¢astecné objasnit pfi¢iny nékterych onemocnéni. P metody
detekce c¢astic v lidské tkdni by se tak mohly vyhledové stat soucasti specidlniho vySetieni u
nékterych autoimunitnich onemocnéni nebo u nemoci, které byly diagnostikovany jako

idiopatické, tedy vzniklé z neznamych pficin.
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SEZNAM ZKRATEK

ASTM Mezinarodni organizace pro normalizaci

DNA deoxyribonukleova kyselina

QD kvantové tecky, angl. quantum dots

PM prachové (pevné) Castice, angl. particulate matter

FP jemné Castice, angl. fine particles

UFP ultrajemné Castice, angl. ultrafine particles

PM,5 ¢astice s aerodynamickym primérem < 2.5 pm

CR Ceska republika

D pramér

RES retikuloendotelidlni systém

A549 zivé plicni epitelidlni buiky

NCI Nérodni onkologicky registr, angl. National cancer institute
IARC Mezinarodni agentura pro vyzkum zhoubnych novotvard, angl.nternational Agency for

Research on Cancer

WHO svétova zdravotnicaé organizace, angl. World Health Organization

CNS centralni nervova soustava

ROS reaktivni forma kysliku, angl. reactive oxygen species

eNPs cilené ptipravované nanocastice, angl. engineered nanoparticles

EDS energiove disperzni spektrometr

GNPs nanocastice zlata, angl. gold nanoparticles

LiLa lipo-latexové nanocastice

M1 zanétlivy fenotyp

DLC povlaky z uhliku, angl. diamond like carbon

MoM ortopedicky kovovy implantaty ,,kov na kov®, angl. ,,metal on metal*

PEG pegylované nanocéstice zlata s vrstvou polyetylen glykolu

ICP-MS hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

TEM transmisni elektronova mikroskopie

SERS povrchové zesilenda Ramanova spektroskopie, angl. urface enhanced Raman
spectroscopy

cRM konfokalni Ramanova mikroskopie

AuN nanocastice zlata

MCEF-7 bunky diferencovaného epitelu prsni zlazy

TERT imortalizovana lidska keratinocytova bunééna linie z oblasti dutiny ustni

VSB-TUO Vysoka skola banska — technicka univerzita Ostrava
FN-ENT eticka komise fakultni nemocnice Ostrava

RTG rentgenovy detektor
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AES-ICP
AAS-GF
HCPC

MCA
PCA
GR
AC
TiO,-A
TiO,-R

DEPs

PC-12
SEM-EDS

TIG

atomovou emisni spektroskopie s induk¢éné vazanou plazmou

atomovou absorp¢ni spektroskopii s elektrotermalni atomizaci

hierarchicka shlukova analyza na hlavnich komponentech, angl. Hierarchical
clustering on principal components

Mnohonasobna koresponden¢ni analyza, angl. Multiple correspondence analysis
analyza hlavnich komponent, angl. Principal component analysis

grafit

amorfni uhlik

anatas

rutil

ultrajemné castice z vyfukovych plynt automobila s dieselovymi motory, angl. diesel

engine particles
bunécné kultury
skenovaci elektronova mikroskopie s energioveé disperzni spektrometr

wolframové elektrody v inertnim plynu, angl. Tungsten Inert Gas

116



SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1: Orientacni velikostni rozmezi castic pfirodniho (zelen€) a antropogenniho plivodu

(Cerveng), prevzato a upraveno podle

Obrazek 2: Vdechovatelna, thorakalni a respirabilni konvence, znazornéna jako procenta z polétavého
prachu. Z grafu vyplyva, ze 50% polétavého prachu s D = 10 um je v thorakalni frakci a 50 %

polétavého prachu s D =4 um je v respirabilni frakci, pfevzato z [20]
Obrizek 3: Zivotni cyklus nanomaterialti/nanoé¢astic v Zivotnim prostiedi, upraveno podle [12].

Obrazek 4: Obrazek 4 : Koncentrace nanoc¢astic emitovanych v kancelati béhem provozu laserové
tiskarny ve srovnani s koncentraci ve vnéjsim prostiedi, (p.cm-3- pocet ¢astic na cm-3), upraveno
podle [41].

Obrazek 5: Obecny obrazek biodegradace plastii, upraveno podle [42].

Obrazek 6: SEM analyza erytrocytu, pii bodové analyze svétlych boda uvnitt bunky byl zjistén
majoritni obsah wolframu v glioblastomu mozku u 62 let staré pacientky pracujici jako svarecka,
prevzato z [39].

Obrazek 7: Obecné schéma mozného pfijmu nanometrickych ¢astic do lidského organismu, jejich
predpokladané translokacni drahy uvnitt lidského téla a onemocnéni, které s tim mohou souviset,
ptevzato z [51].

Obrazek 8: Hypertrofie sliznice dolni skotfepy nosni, pfevzato z [57].

Obrazek 9: Podstata nadorové transformace, pievzato z [61]

Obrazek 10: tkan plicniho adenokarcinomu a plicni tkan bez nadoru, nabarvena specialni barvici
technikou hematoxilin-eozin, zobrazena v optickém mikroskopu, urcend pro histologické hodnoceni
(oddéleni patologie, fakultni nemocnice Ostrava).

Obrazek 11: Rozdéleni dychacich cest (A) a ukladani castic (depozice) v té€le dospélého jedince pii
klidovém dychani tsty vyjadiena jako funkce velikosti ¢astic;(B) data u pradusek jsou dany souctem
depozice v priduskach a plicnich sklipcichpriidusinkach,upraveno podle [67].

Obrazek 12: Vzorek hypertrofické mékké tkan¢ z oblasti skofepy nosni rozdélen na tfi ¢asti
v zavislosti na vzdalenosti od nozder.

Obrazek 13: Vzorek tkan¢ z oblasti skofepy nosni - dva fezy natazené na mikroskopickém sklicku.
Modre je vyznacena oblast sliznice (S) a baze (B).

Obrazek 14: Vzorek cytologického stéru bunék z povrchu sliznice v oblasti skofep nosnich
nanesenych na povrch mikroskopického sklicka. Buniky jsou v oblasti bilych skvrn na sklicku.
Obrazek 15: Vzorek nadorové tkané zoblasti plic - adenokarcinom, dva fezy natazeny na
mikroskopickém sklicku.

Obrazek 16: Mista odbért vzorku. A — Ostrava- Poruba, B — Ludgefovice.

Obrazek 17: Sit’ deviti bodt zvolena pro vzorek hypertrofické mékké tkané z oblasti skotepy nosni a)

a sit’ ticeti bodli zvolena pro vzorek plicni nadorové tkané -adenokarcinom b).
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Obrazek 18: Ramanova spektralni mapa Castice grafitu. Vlevo obrazek z optického mikroskopu a) a
vpravo spektralni mapa, kde je vidét skutecna velikost a tvar grafitu b) grafit je zde znazornén
cervenou barvou a okolni tkan cern¢.

Obrazek 19: Ramanidv mikrospektrometr XploRATM (HORIBA JobinYvon, Francie)

Obrazek 20: Skenovaci elektronovy mikroskop Quanta FEG 450 (FEI) a) a Skenovaci elektronovy
mikroskop Philips XL30 b).

Obrazek 21: Vibra¢ni magnetometr EV9 VSM firmy MicroSense.

Obrazek 22: Vybrana spektra sloucenin nalezenych ve vzorcich hypertrofickych tkani, zméfena
pomoci Ramanovy mikrospektroskopie. (AC- amorfni uhlik, GR — grafit, Fe;O, — magnetit, TiO,-A —
anatas, TiO,-R — rutil, MgCO; uhli¢itan hofecnaty, (CaFe(COs),) - ankerit, CaCO; - kalcit). Dolni

spektrum je naméfené a horni spektrum je referencni spektrum z knihovny spekter.

Obrazek 23: Ramanova spektralni mapa vybrané oblasti vzorku hypertrofické tkané (mukotomie,
vzorek M3), kde a) je tkan¢ pod svételnym mikroskopem s vybranou oblasti, b) spektralni mapa
vybrané oblasti (Cervené - mista detekce TiO, ve form¢ anatasu, Cerné - okolni tkai) a c) namétené

spektrum TiO, ve formé anatasu.

Obrazek 24: SEM-EDS obrazek ¢astice s majoritnim zastoupenim zeleza, detekované v hypertrofické

tkani (a) s ptislusnym EDS spektrem (b) detekovanych ve vzorku M6.

Obrazek 25: SEM-EDS obrazek castice, ktera obsahuje nikl, detekované v hypertrofické tkani (a)
s ptislusnym EDS spektrem (b) detekovanych ve vzorku M3.

Obrazek 26: SEM-EDS obrazek castice, ktera obsahuje barium, detekované v hypertrofické tkani (a)
s ptislusnym EDS spektrem (b) detekovanym ve vzorku M3.

Obazek 27: SEM-EDS obrazek shluku castic, obsahujici z velké casti zinek, detekovanych
v hypertrofické tkani (a) s pfisluSnym EDS spektrem (b) detekovanych ve vzorku M2.

Obrazek 28: Spektra hematitu (Fe203) a barytu (BaSO4) nalezenych v souboru vzorkid
hypertrofickych tkani, zjisténa pomoci Ramanovy mikrospektroskopie. Dolni spektrum je naméfené a

horni spektrum je ziskané z knihovny spekter.

Obrazek 29: Graf hierarchické shlukové analyzy na hlavnich komponenach za ucelem charakterizace
skupin vzorkl se statisticky vyznamné se odliSujicimi vlastnostmi. Vzorky se tak rozdélily podle

jednotlivych detekovanych sloucenin do Sesti specifickych skupin (klastrit).

Obrazek 30: Kulovita Castice s majoritnim obsahem Zeleza, chromu a manganu, zji§téna pomoci

SEM-EDS analyzy ve vzorku C6 a) s prislusnym EDS spektrem b).
Obrazek 31: Casticetishluk &astic titanu zjisténa pomoci SEM-EDS analyzy ve vzorku C7 a)
s ptislusnym EDS spektrem b).

Obrazek 32: Shluky castic, které byly pomoci SEM-EDS detekovany v nadorovych a referenc¢nich

tkanich plic. A8 - adenokarcinom, R3-6 - referen¢ni plicni tkané.
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Obrazek 33: Nékteré vzorky nadorovych tkani, jakoZ i nékteré referenéni vzorky vykazovaly slabé

feromagnetické chovani (A). Ostatni vzorky vykazovaly paramagnetické chovani (B).

Obrazek 34: Ramanova spektralni mapa vybrané oblasti vzorku nddorové plicni tkané (vzorek AS8),
kde a) je tkan€ pod svételnym mikroskopem s vybranou oblasti, b) spektralni mapa vybrané oblasti

(Cervené - mista detekce FeCO;, Cerné - okolni tkén) a ¢) naméfené spektrum FeCO3.

Obrazek 35: Vybrand spektra sloucenin detekovanych Ramanovou mikroskoproskopii v plicnich
nadorovych tkanich (adenokarcinom) a referencnich vzorcich plic (bez karcinomu). Horni spektrum je
referenci. AC - amorfni uhlik, GR - grafit, TiO,-R - oxid titanicity-rutil, TiO,-A - oxid titanicity -
anatas, FeCOs - siderit, CaCO; — kalcit.

Obrizek 36: Castice s majoritnim obsahem antimonu, detekovana pomoci SEM - EDS. Tato &astice

byla zjisténa v referencnim vzorku plic (R2) u pacienta, ktery pracoval jako fidic.

Obrazek 37: Castice na bazi wolframu zjisténého SEM - EDS. Tato &astice se objevila u pacienta s

karcinomem (A8) pracujiciho v profesi brusi¢ kovi/svarec.

Obrazek 38: Chi kvadrat test (test dobré shody) pro testovani asociace jednotlivych kategorialnich

proménnych.

Obazek 39: SEM obrazek kulovité ¢astice, obsahujici z velké ¢asti zelezo, mangan a titan detekované
ve vzorku sedimentovaného prachu na odbérovém misté A (méstska Cast Ostravy), (a) s ptislusnym

EDS spektrem (b).

Obazek 40: SEM obrazek Castice, s majoritnim obsahem Zeleza a manganu, detekované ve vzorku
sedimentovaného prachu na odbérovém misté B (pfimestskd cast Ostravy), (a) s prisluSnym EDS

spektrem (b).

Obrazek 41: Vybrana spektra sloucenin nalezenych ve vzorcich sedimetovaného prachu na
odbérovém misté A (mestska ¢ast Ostravy) a odbérovém misté B (piiméstska cast Ostravy), zmétena

pomoci Ramanovy mikrospektroskopie.

Obrazek 42: Korelatni kruhy - zalozené na vysledcich analyz hlavnich slozek (PCA — zangl.

Principal Component Analysis), pro méstskou A a ptiméstskou lokalitu B.

Obrazek 43: Vysledky analyzy faktord na smiSenych datech, kvalitativni i kvantitativni proménné.
Lze pozorovat, ze Fe je mnohem vice zavislé na meésici (month) na rozdil od ostatnich prvki, které

jsou v korelaci spiSe s mistem odbéru (site).

119



SEZNAM TABULEK

Tabulka 1: Piehled detekovanych fazi a prvkl ve vzorcich hypertrofické tkané (mukotomie) pomoci
Ramanova mikrospektrometru a skenovaciho elektronového mikroskopu. AC — amorfni uhlik, GR —

grafit TiO,-R — rutil, TiO, A — anatas.

Tabulka 2: Piehled velikosti ¢astic, detekovanych pomoci SEM-EDS ve vzorcich hypertrofické tkané

(je uvedena nejmensi detekovana velikost).

Tabulka 3: Piehled detekovanych fazi ve vzorcich hypertrofické tkané prostfednictvim Ramanovy
mikrospektroskopie, s uvedenym pohlavim, vékem, koufenim a pracovni anamnézou. (AC-amorfni

uhlik, GR-grafit, TiO,-A-anatas, TiO,-R-rutil).

Tabulka 4: Piehled detekovanych sloucenin ve vzorcich cytologicky odbéri sputa prostfednictvim
skenovaci elektronové mikroskopie. Soucasné piehled sloucenin, zjisténych prostfednictvim
Ramanovy mikrospektroskopie, ve vzorcich hypertrofickych tkani, z kterych byl potizen stér. Zaroven
jsou uvedeny informace o pohlavi, véku, koufeni a pracovni anamnéze. (AC-amorfni uhlik, GR-grafit,

TiO,-A-anatas, TiO,-R-rutil).

Tabulka 5: Piehled velikosti Castic/shlukti ¢astic, detekovanych pomoci SEM-EDS ve vzorcich
cytologickych odbérti z povrchu hypertrofické tkan¢ (je uvedena nejmensi detekovana velikost kde

nebyla ¢astice detekovana, je uvedena pomlcka).

Tabulka 6: Prehled detekovanych sloucenin ve vzorcich adenokarcinomtl (A1-A13) a referencnich
vzorkl plicni tkané (R1-R6) prostiednictvim Ramanovy mikrospektroskopie (AC-amorfni uhlik, GR-
grafit, TiO2-A-anatas, TiO2-R-rutil) a skenovaci elektronové mikroskopie, spolu suvedenym

pohlavim, vékem, koufenim a pracovni anamnézou.

Tabulka 7: Prehled velikosti Castic/shluku ¢astic, detekovanych pomoci SEM-EDS ve vzorcich
adenokarcinomil (A1-A13) a referenc¢nich vzorkl plicni tkan¢ (R1-R6), (je uvedena nejmensi

detekovana velikost, kde nebyla Castice detekovéna, je uvedena pomlcka).

Tabulka 8: Primérny obsah prvkli na obou lokalitach (méstské a pfiméstské) ur¢ené ICP (* - p <0,05,

% _p <0,01).
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PRILOHY

Priloha 1
Publikace ptfimo souvisejici s disertacni praci, které byly publikovany pied odevzdanim
disertacni prace:
e Raman microspectroscopy as a useful tool for nanopathology
e Micro- and Nanosized Particles in Nasal Mucosa: A Pilot Study
e Metal and carbon-based particles/clusters in the peripheral T-cell lymphoma in the
lungs

e Chemical and phase analysis of road dust
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