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Uvod

Vysledky evropskych publikovanych studii shrnuji-
cich dopad kontaminovaného sedimentujiciho prachu
azejména dychatelnych podilti (Castic oznacovanych dle
velikosti — v pm — ¢astic jako PM,;y a PM,5) na lidské
zdravi jsou velmi heterogenni. Ukazuji ale jednoznac¢né¢ na
souvislost s rozvojem kardiovaskularnich a respiracnich
onemocnéni'. Velmi frekventovanou a vhodnou metodou
pro posouzeni pfipadnych neptiznivych vlivi sedimentuji-
ciho prachu a s nim spojenych polutanti na dychaci cesty
je odbér a vySetieni bronchoalveolarni tekutiny, tzv. bron-
choalveolarni lavaz (BAL), kdy jsou dolni dychaci cesty
a alveoly oplachovany pomoci specidlniho bronchoskopu
fyziologickym roztokem ohf4atym na teplotu 37 °C (cit.?).
Bargagli a spol.* studovali moznost vyuziti pfimého stano-

Tabulka I
SloZeni a pH pouZitych extrak¢nich médii
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veni obsah Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, V a Zn
v roztocich ziskanych metodou BAL pro posouzeni miry
projevi nékterych plicnich onemocnéni a oznadili ji za
velmi slibnou. Zaznamenali napf. pokles koncentraci Mn,
Zn, Cr a Ni v BAL vzorcich pacientl s idiopatickou plicni
fibrozou, kterd je charakterizovana mimo jiné zvySenou
tvorbou volnych radikalti a pokles koncentraci prvka byl
pripsan oxidativnimu stresu. Metoda je vyuzivana
1 v modelovych pokusech, kdy jsou laboratorni potkani
a mys$i prostfednictvim dychaciho ustroji exponovani che-
mickym prvkim>®, prachovym &asticim’, zplodinam
vzniklym pfi svafovani kovi®, vyfukovym plynim’ nebo
kontaminovanému méstskému prachu'® a prachu uvolné-
nému primyslovou &innosti''. Metoda je rovnéz pouzivana
k detailnimu popisu mechanismu priniku nékterych rizi-
kovych prvku (Fe, Mn, Zn) epitelem plicnich alveol a na-
slednym zdravotnim komplikacim'>"?.

Jako alternativu k témto 1ékafskym metodam je moz-
no hodnotit biologickou dostupnost chemickych prvkil ¢i
jejich sloucenin na zakladé jejich rozpustnosti v roztocich
simulujicich sloZeni riznych tkatiovych tekutin'®. Znama
je napt. metoda postupné extrakce (tzv. ,,Physiologically
Based Bioavailability Extraction Test“ PBET)'>'®, ktera
byla vyvinuta k hodnoceni negativniho dopadu pad ve
vysoce kontaminovanych oblastech, kdy se testuje mozny
vstup rizikovych prvkt do organismu ¢lovéka netimysl-
nym pozitim pidy. Postup zafazuje pro extrakci vzorku
pudy postupné ¢inidla, ktera simuluji procesy v tstni duti-
n¢, v zaludku, ve dvanactniku a v tenkém stievé. Pro hod-
noceni dostupnosti chemickych prvkl dychacim ustrojim
se nejéastéji vyuzivaji tzv. Gambleiv roztok'” a Hatchiiy
roztok'®. Jejich sloZeni shrnuje tabulka I. Gambletv roztok
simuluje intersticialni plicni tekutinu, Hatchtv roztok je bliz-
§ tekuting produkované epitelem dolnich cest dychacich®.

Tyto in vitro metody byly aplikovany napf. pro stano-
veni biodostupnych podild prvkd obsazenych ve zplodi-
nach vzniklych pfi svafovani kovt zachycenych na filtrech
z PVC®, nebo pro posouzeni biodostupnosti platinovych
kovih v méstském prachu odebraném na frekventované
komunikaci'®. V nasem experimentu byly tyto roztoky
pouzity pro odhad biodostupného podilu vybranych riziko-
vych prvki Al, As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb a Zn

Extrakéni médium pH Obsah slozek v 1 dm® deionizované vody

Gambletv roztok 7,4 MgCl, - 6 H,0O (0,2033g), NaCl (6,0193 g), KCI (0,2982 g),
Na,HPO, (0,1420 g), Na,S04(0,0710g), CaCl, - 2 H,0 (0,3676g),
CH;COONa - 3 H,0 (0,9526g), NaHCOs; (2,6043 g),
C;H,OH(COOH),COONa (0,0970 g)

Hatchtiv roztok 7.4 CaCl, - 2 H,0 (0,2251 g), MgCl, - 6 H,O (0,21 g), MgSO, (0,0342 g),

KCl1(0,37g), KH,PO, (0,03 g), NaHCO; (2,27 g), NaCl (7,0 g),
Na,HPO, (0,1196 g), D-glukosa (1,0 g), phosphatidylcholin (10 g),
a-tokoferol (0,001 g), kyselina moc¢ova (0,025 g), sérovy albumin (10 g),
lysozym (2,5 g), apo-transferrin (0,2 g), kyselina askorbova (0,05 g),

glutathion (0,05 g)
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v homogennim vzorku kontaminovaného meéstského pra-
chu v zavislosti na dob¢ inkubace.

Material a metody

Vzorek prachu byl odebran ze vzduchotechniky Praz-
ského kulturniho centra (PKC), které stoji vedle magistra-
ly, i kdyz stale jes§t€ v centru prazské aglomerace. Tato
lokalita je tudiz vystavena extrémni dopravni automobilo-
vé zatézi, kterd se odrazi ve slozeni zachyceného prachu na
filtrech vzduchotechniky. Hrubé castice a pfimési byly
odstranény prosévanim pres sito s velikosti ok 2 mm;
dalsi frakcionace podle velikosti zrn pak nasledovala pro-
sévanim pfes sita s velikosti ok 0,507 mm, 0,119 mm,
0,063 mm. Pro experiment pak byla pouZita nejjemné;si
frakce <0,063 mm, kterd zahrnuje i dychatelné podily.
Stanoveni celkového obsahu prvki bylo provedeno po
mokrém rozkladu 20 mg vzorku prachu za zvyseného tla-
ku s mikrovinnym ohfevem ve smési HNO;, HF a H,0,
(5:1:1). Pro kontrolu spravnosti vysledkd byl pouzit refe-
ren¢ni material SRM 1648 Urban Particulate Matter
(NIST, USA). Obsahy Al, As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb
a Zn byly stanoveny metodou optické emisni spektrome-
trie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES, Varian,
VistaPro, Australia). Detailné je metoda stanoveni popsana
v nasi piedchozi praci'’. Vysledky byly potvrzeny srovna-
vaci analyzou metodami INAA a PIXE, jak popisuji ve své
préaci Sysalova a spol.%.

Vzorky prachu byly extrahovany dle nasledujiciho
postupu: 0,5 g vzorku prachu bylo navazeno do centrifu-
gacni nadoby, zalito 50 ml pfipraveného Hatchova nebo
Gambleova roztoku (tab. I) a inkubovano za stalého pro-
trepavani pii 30 otackach za minutu ve vodni lazni Mem-
mert WNE 22 s tfepacim zafizenim Memmert MO0 14/22
pfi teplot¢ 37 °C. Inkubace probihala vzdy ve
3 opakovanich po dobu 0,5; 1; 2; 4; 8; 16 a 24 hodin. Pro
odstied’ovani extrakt byla pouzita centrifuga Hettich Uni-
versal 320 R. Reakéni smés byla odstfedéna pfi
3000 otackach za minutu po dobu 10 min a supernatanty
pak byly uchovény pii 6 °C aZ do doby méfeni. VSechny
uzité chemikalie byly v maximalni dostupné Cistoté
(Analytika a Lach-Ner Ltd., Ceska republika), extrakéni
roztoky byly pfipravovany vzdy cerstvé. Obsah Al, As,
Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb a Zn v pfipravenych extraktech
byl stanoven optickou emisni spektrometrii s indukéné
vazanym plazmatem (ICP OES) s axidlni orientaci
plazmové hlavice na pfistroji Varian VistaPro (Varian,
Australie). Intenzita signalu byla vyhodnocovana na nasle-
dujicich vinovych délkach: A = 308,2 nm pro Al , A =
188,9 nm pro As, A = 214,4 nm pro Cd, A = 205,6 nm pro
Cr, A = 327,4 nm pro Cu, A = 238,3 nm pro Fe, A =
257,6 nm pro Mn, A = 231,6 nm pro Ni, A = 220,4 nm pro
Pb, A =206,2 nm pro Zn. Pro vyhodnocovani signalu byla
pouzita metoda piidavku standardu.
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Vysledky a diskuse

Celkové obsahy prvkd ve vzorku prachu byly nasle-
dujici: Al 36695+664 mgkg ', As 24,1£0,2 mg kg, Cd
2,64+0,05 mg kg, Cr 164+4 mg kg™*, Cu 434+3 mg kg™,
Fe 37 956+3 mgkg ', Mn 630£6 mgkg', Ni 57,8£0,9
mg kg™, Pb 106+2 mg kg™, Zn 1493+4]1 mg kg™'. Extra-
hovatelné obsahy prvkil jednotlivymi €inidly v zavislosti
na dob¢ inkubace znazornuje obr. 1. Je ziejmé, Ze extraho-
vatelnost jednotlivych prvku se lisi dle pouzitého ¢inidla,
doby inkubace i dle chemickych vlastnosti jednotlivych
prvki. Zatimco v pfipadé As a Cr byla extrahovatelna
frakce srovnatelna u obou ¢inidel, u ostatnich sledovanych
prvki byly vyssi extrahovatelné podily zaznamenany pii
pouziti Hatchova roztoku, tedy simulovanou tekutinou
produkovanou epitelem dolnich cest dychacich. Extraho-
vatelné podily Al, Cr, Pb a Fe byly velmi nizké a nepte-
kro€ily 1% celkového obsahu. Pfi pouziti Gambleova
roztoku byly nejvyssi extrahovatelné podily zjiStény u As,
kdy se vzavislosti na dobé inkubace pohybovaly
v rozmezi 10-24 % celkového obsahu tohoto prvku. Uvol-
nitelnost dalSich prvkd pak dosahovala jednotek procent
a klesala v pofadi Cu > Mn > Ni > Cd > Zn. Hatchiv roz-
tok uvolnoval nejvice Cd (40-48 % celkového obsahu)
a nésledovaly v sestupném potadi Cu (3540 %), Zn (30
az 33 %), As (15-34 %), Mn (12-15 %) a Ni (9-11 %).
Vysokd UCinnost tohoto extraktantu ve srovnani
s Gambleovym roztokem (zvlasté v pfipadé Cd, Cu a Zn)
je pravdépodobné zpuisobena piitomnosti organickych
slozek Hatchova roztoku (zejména glutathionu), které mo-
hou s uvedenymi prvky tvofit komplexy. Berlinger a spol.®
rovnéZ zaznamenali vys§i uvolnitelnost Fe, Mn, Cr, Ni
z PVC filtrd se zplodinami vznikajicimi pfi svafovani ko-
v pomoci Hatchova roztoku. Procento biologicky dostup-
ného Fe a Cr bylo ale vzhledem k odlisnému ptvodu
i slozeni analyzovanych vzorkl v jejich pripadé az fadové
vyssi. Tito autofi také sledovali zavislost extrahovatelného
podilu prvki na dobé inkubace, ktera se podobné jako
v naSem piipadé¢ liSila dle jednotlivych prvki i pouzitych
&inidel. Zatimco Berlinger a spol.® zaznamenali ve vét§ing
pripadd nejvyssi extrahovatelné obsahy prvkd po
24 hodinéch inkubace (zejména pfi pouZiti Hatchova roz-
toku, Gambleliv roztok daval nejednoznacné vysledky),
naSe data potvrzuji tento trend pouze v piipadé Mn a Pb.
Obr. 1 doklada u vétsiny prvkd nejvyssi extrahovatelné
podily v rozmezi mezi 8. a 16. hodinou inkubace. Po delsi
dobé inkubace pak u naSich vzorki musime uvazovat
o ptipadné readsorpci prvkil na matrici vzorku.

Vysledky mzeme porovnat sin vitro hodnocenim
potencialni biologické dostupnosti nékterych prvki travi-
cim traktem s pouzitim jiZ zmindné metody PBET". Tuto
metodu aplikovali Tremlova a spol.*' u totozného vzorku
prachu a extrahovatelné obsahy prvka predstavovaly
u simulované zalude¢ni stavy 18 % As, 93 % Cd, 6 % Fe
a74 % Zn. V piipadé simulované pankreatické $tavy se
pak jednalo o 20 % As, 40 % Cd, 8 % Fe a 48 % Zn. Vy-
soka extrahovatelnost Cd a Zn je v ptipad¢ zalude¢ni $ta-
vy zplsobena nizkym pH extraktantu (pH 2,5) a po zméné
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Obr. 1. Obsahy prvku extrahovatelné Gambleovym (a) a Hatchovym (b) roztokem ze vzorku kontaminovaného méstského prachu
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pH na hodnotu 7 u pankreatické S§t'avy doSlo k readsorpci
¢asti uvolnénych prvkl na matrici vzorku. Lze tedy shr-
nout, Ze pulmonarné dostupné podily As, Cd a Zn stanove-
né ve vzorku méstského prachu s vyuzitim Hatchova roz-
toku jsou porovnatelné s podily téchto prvku uvolnitelny-
mi pankreatickou Stavou, zatimco extrahovatelnost Fe
Hatchovym roztokem je mnohem niZsi.

Zda se tedy, ze ze sledovanych prvki zasluhuje nej-
veétsi pozornost zinek, ktery se nachazi ve vzorku prachu
ve vysokych koncentracich ve srovnani napf. s béznymi
obsahy tohoto prvku v pidach a u nc¢hoz byla zaroven
zjiSténa vysoka potencidlni Dbiologicka dostupnost.
Adamson a spol.?' hodnotili u laboratornich potkant vliv
rizikovych prvki inhalovanych se vzorkem atmosférické-
ho prachu na pfipadné zanétlivé zmény na plicich. Po tfech
dnech expozice bylo zjisténo, Ze pouze zinek vyvolal zvy-
Seni poctu zanétlivych bunék a obsahu proteini v BAL
vzorcich. Dalsi sledované prvky, tedy Cu, Fe, Al, Pb a Ni,
podobné zmény nevyvolaly. Totozna zména jako v ptipadé
zinku ale byla pozorovana, pokud byla pokusna zvifata
exponovana vSem sledovanym prvkiim soucCasné vcetné
zinku. Expozice zvifat vS§em prvkim soucasné kromé zin-
ku vedla jen k nevyznamnym zménam na plicich. Autofi
se domnivaji, ze riziko vpfipadé zinku vychézi
z vysokého obsahu tohoto prvku v prachu v kombinaci
s jeho vysokou mobilitou, kterd je v tomto ptipad€ rozho-
dujici. Gilmour a spol.'” pak u potkani exponovanych
zinku dychacimi cestami zaznamenali vrozmezi 1 aZ
24 hodin po skonceni expozice zvySeni obsahu zinku
v krevni plazmé o 20 %. Zjistili také prukazné snizeni
krevni srazlivosti u zvitat exponovanych zinku. Wallen-
born a spol.22 pak zaznamenali u potkanli kardiotoxicitu
prvku ptijatych dychacimi cestami, zejména Zn a Ni.

Zavér

Lze shrnout, ze ze sledovanych prvka obsazenych
v kontaminovaném méstském prachu piedstavuje pii inha-
laci tohoto prachu potencialni zdravotni riziko praveé zinek,
jak naznacuje i nd§ experiment. Naproti tomu olovo, které
patii k nejcastéji studovanym prvkim v sedimentujicim
prachu, je velmi slab& uvolnitelné simulovanou plicni te-
kutinou a jeho zdravotni riziko je v tomto piipadé€ nizké.

NaSe vysledky naznacuji, Ze in vitro experimenty
simulujici biologickou dostupnost rizikovych prvki
v kontaminovaném sedimentujicim prachu mohou byt
jednoduchou a snadno reprodukovatelnou alternativou
nebo doplikem klasickych klinickych testl vyuzivajicich
napf. metodu BAL. Vysledky simulovanych in vitro testi
mohou vést pfi vhodné volbé extrakéniho média a experi-
mentalnich podminek ke kvalifikovanému odhadu potenci-
alniho rizika prvki obsazenych v méstském prachu.

Problematika byla FeSena v ramci vyzkumného pro-
jektu GA CR 521/09/1150.
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K. Ka$parovska™®, J. Szakova®, J. Sysalova®,
P. Tlustos®, and P. Svoboda® (“Institute of Physiology,
Academy of Science of the Czech Republic, Prague,
b Faculty of Agrobiology, Food and Natural Resources,
Czech University of Life Sciences, Prague,;“ AAS Labora-
tory, Institute of Chemical Technology, Prague): In-vitro
Bioavailability of Hazardous Elements from Inhaled
Urban Particulate Matter

An in vitro test simulating release of elements from
inhaled particles using artificial lung fluids was used in

Laboratorni pfistroje a postupy

estimation of bioavailability of hazardous elements (Al,
As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, and Zn). The extractable
Al, Cr, Pb, and Fe did not exceed 1 %. The mobility of
the elements was affected by the extractants used, incuba-
tion time and/or element properties. Whereas no signifi-
cant differences between the extractants were found for As
and Cr, higher extractability of the other elements was
observed depending on the artificial lung fluid.
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