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Znecisténé ovzdusi obsahuje velmi
komplexni smés plynti a ¢éstic, na
jejichZ povrchu jsou zkondenzova-
ny organické latky. V soucasné dobé
bylo ve vnéjsim ovzdusi identifiko-
vano vice nez 500 latek s mutagen-
nim G¢inkem [1]. Vzhledem k tomu,
Ze obecnd populace je vzdy soucas-
né exponovana smeési latek, pred-
stavuje predikce rizika velmi kom-
plikovany problém, protoze geno-
toxické latky mohou ve smési
interagovat, coZz muze ovlivnit jejich
transport, metabolismus a vazebné
vlastnosti [2, 3]. Lze tedy Fici, Ze bi-
ologické ucinky komplexnich smé-
si, zejména genotoxicita pfedstavu-
jici jejich reaktivitu s DNA, je z hle-
diska moznych zdravotnich Gc¢inki
vyznamnéjsi nez komplikovana
chemickd analyza [4-5].

Ukazuje se, Ze znecCiSténi ovzdusi
prachovymi ¢asticemi je ve velmi dii-
lezité z hlediska zvySeného rizika na-
dorovych onemocnéni a zvySené ne-
mocnosti a imrtnosti na kardiova-
skuldrni a plicni onemocnéni [6-8].
Z téchto divodd je posuzovani kvali-
ty vnéjsiho ovzdusi obvykle zalozeno
na stanoveni koncentrace pracho-
vych ¢astic (PM;y a PM,5) a sniZeni
koncentraci téchto ¢dstic je z hledis-
ka kvality vnéjsiho ovzdusi nejdilezi-
t¢j§im faktorem. Rada studii vSak
prokazuje, Ze zdravotni Gcinek pra-
chovych ¢éstic zavisi nejen na jeho
koncentraci, ale i na aerodynamic-
kém prameéru ¢astic [9-11], na jejich
zdroji a chemickém sloZeni [12, 13].
Mezi latkami vazanymi na prachové
Castice maji nejvy3si vyznam z hle-
diska genotoxicity karcinogenni po-
lycyklické aromatické uhlovodiky (k-
PAU) [14, 15]. Bylo navrZeno, Ze kon-
centrace ~ k-PAU  milze byt
povazovéna za index biologicky ak-
tivnich latek v prachu v ovzdusi [16].

V této studii jsme porovnéavali ge-
notoxicitu ovzdus$i v centru Prahy
s odstupem 5 let a zaroven jeho se-
z6nni variabilitu. K dosazeni tohoto
cile, jsme porovnali indukci vzniku
sloucenin organickych latek vaza-
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nych na c¢dstice (Ci jejich metaboli-
th) s nukleotidy DNA - tzv. DNA
aduktti. Byly porovnédny organické
extrakty z Cdastic PM;, odebrané
v rtiznych obdobich let 2000/2001
a 2005 v centru Prahy. Studie byla
provedena s pouzitim lidské hepa-
talni nadorové linie HepG2, ktera
byla ovéfena v predchozi studii [17].

MATERIAL A METODY

Odbér vzorkt ovzdusi, extrakce
EOM a chemickda analyza PAU

Aerosolové céstice PM;, (< 10 pm)
byly odebirdny v centru Prahy (Smi-
chov, monitorovaci stanice Ceského
hydrometeorologického ustavu).
Vzorky byly odebirdny denné (24h)
v 1été 2000 (15.6. — 15.9. 2000), v zimé
2000/2001 (4.12. 2000 — 7.3. 2001)
a v zimé 2005 (7.11. 2005 — 22.12.
2005) na filtry Pallflex 20x20 cm
(T60A20) s pouzitim velkoobjemo-
vych Cerpadel Anderson. Prachové
Castice <2,5 mm (PM,5) and <10 mm
(PM;) byly soucasné monitorovany
s pouzitim vzorkovacti VAPS (versati-
le air pollution sampler) na stejném
monitorovacim misté. Extrakci orga-
nické hmoty z filtr dichlormetha-
nem a chemickou analyzu PAU (po-
lycyklickych aromatickych uhlovodi-
k) provedla akreditovana firma ALS
Czech Republic s.r.0., Praha (EN ISO
CSN IEC 17025). Stanoveni bylo pro-
vedeno s pouzitim standardnich me-
tod US EPA [18, 19]. V kazdém vzor-
ku EOM byla analyzovana koncent-
race tfindcti PAU - fenantrenu
(PHE), antracenu (ANT), fluorantenu
(FLU), pyrenu (PYR), koronenu
(COR), benz[alantracenu (B[a]A),
chrysenu (CHRY), benzo[b]fluoran-
tenu (B[b]F), benzolklfluorantenu
(BIKIF), benzola]lpyrenu (B[a]P), di-
benzola,h]antracenu (DB[ah]A),
benzo[ghilperylenu (B[ghi]P) a inde-
no(1,2,3-cd]pyrenu  (I[1,2,3-cd]P).
Poslednich osm vyjmenovanych
PAU patfi dle IARC [20] mezi tzv. kar-
cinogenni PAU. Pro in vitro experi-
menty byly vzorky EOM po extrakci
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dichlormethanem odpafeny pod du-
sikem a odparky rozpustény v dime-
tylsulfoxidu (DMSO) tak, aby kazdy
vzorek EOM obsahoval 50 mg EOM
v 1 ml DMSO.

Kultivace bunék a inkubace
s k-PAU a extrakty

Linie lidskych hepatocytt HepG2 po-
chazi ptivodné z biopsie lidskych jater
[21] a pro naSe pokusy byla ziskdna
od Dr.A.Gabelové (Onkologicky tstav
SAV, Bratislava). Bunky (2-4x106) byly
inkubovany v plastikovych kultivac-
nich lahvi¢kéach (75 cm2, Costar). In-
kubace byly provadény dle postupu
popsaném Sevastyanovou a kol. [17].
Bunécné pelety byly tfikrat promyty
ve 13 ml fyziologického roztoku a na-
sledovné resuspendovany ve 3 ml fy-
ziologického roztoku. Alikvéty (2ml)
byly zamrazeny v tekutém dusiku do
doby nez byla provedena analyza
DNA aduktti.

Izolace DNA z bunék

Pelety bunék byly homogenizovéany
v extrakénim pufru (20 mM Tris-
HCI, 10 mM EDTA a 1% SDS). Vzor-
ky byly inkubovany se smési RNAaz
(10 mg/ml ribonukledza A, 5000
U/ml ribonukledza T1) a déle s pro-
teindzou K. Nasledné byla pouzita
fenol-chloroformova metoda extrak-
ce (fenol/chloroform/isoamylalko-
hol) [22]. Vzorky pak byly uskladné-
ny v mrazicim boxu pii -80 °C.

Analyza DNA aduktt

Analyza DNA aduktti byla provade-
na metodou 3%P-postlabeling [23,
24]. Celkova hladina DNA aduktii
byla vyjadfovédna jako pocet aduk-
t1/108 nukleotidi.

VYSLEDKY
Odbér vzorkt, extrakce
a chemicka analyza

Data z odbéra vzorkti ovzdusi vel-
koobjemovymi cerpadly v Praze na
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Tabulka 1: Velkoobjemové odbéry PM10 v Praze v riznych obdobich - zdkladni charakteristiky

SezOna Pocet Celk.obj PM;, EOM EOM Bla]P k-PAU k-PAU
filtrtt [m3) [mg/m3] [ug/m3] (%] [ng/m3] [ng/m3 [ng/mg EOM]
Léto 2000 90 125064 36,9 5,0 13,4 0,3 2,3 0,5
Zima 2000/2001 94 147699 62,6 14,9 23,9 3,5 24,7 1,7
Zima 2005 41 65150 39,0 6,7 7,2 3,3 19,5 2,9

z jednotlivych odbéru

Tabulka 2: Priimérné koncentrace jednotlivych k-PAU v extraktech z PM10

Léto 2000 Zima 2000/2001 Zima 2005

(ng/md) % (ng/m?) % (ng/m3) %
Benz[a]antracen 0,17 7,3 52 21,1 3,2 16,4
Chrysen 0,19 8,3 4,7 19,0 4,6 23,6
Benzo[b]fluoranten 0,37 16,0 4,6 18,6 2,0 10,3
Benzo[k]fluoranten 0,18 7,7 2,0 8,1 1,5 7,7
Benzola]pyren 0,25 10,8 3,5 14,2 3,3 16,9
Dibenz[a,h]antracen 0,05 2,0 0,29 1,2 0,27 1,4
Benzo[ghilperylen 0,66 28,5 1,9 7,7 2,3 11,8
Indeno(1,2,3-cd]pyren | 0,43 18,8 2,5 10,1 2,3 11,8

Tabulka 3: Celkové hladiny DNA aduktt indukované extrahovatelnou hmotou
z PM,, ¢astic (EOM) odebranych v riiznych ¢asovych obdobich v centru Prah

Extrakt DNA adukty / 108 nukleotidti
Koncentrace Léto 2000 Zima 2000/2001 Zima 2005
(ug/ml) prameér (s.o.) mean (s.0.) mean (s.0.)
10 4,67 (0,7) 19,5 (3,17) 37,2 (6,05)
50 51,6 (28,5) 80,4 (3,50) 58,8 (14,7)
100 85,9 (11,8) 38,0 (2,16) 19,3 (2,73)
Smichové v l1été a v zimé 2000/2001 | tivni molekulovou  hmotnosti

a v zimé 2005 jsou shrnuta v tabul-
ce I. Celkovy objem odebraného
vzduchu a pocet filtri s odebrany-
mi PM;, byl asi 2x vy$§i v zimé
a v 1été 2000/2001 nez v zimé 2005
jak odpovida delsimu odbérovému
obdobi v letech 2000/2001. Kon-
centrace PM;, a obsah extrahova-
telné organické hmoty na m3 vzdu-
chu byl cca 2-3krat vy$si v zimeé
2000/2001 nez v 1été 2000. Pokud
vSak porovndme stejné parametry
pro zimu 2005 a 1éto 2000, nebyly
pozorovany zadné zmény. Naopak,
koncentrace B[a]P a k-PAU v EOM
v zimé& 2005 byly vyrazné vyssi nez
v zimé 2000/2001. Koncentrace
Bla]P a k-PAU na m? vzduchu byly
v obou zimnich obdobich srovna-
telné a priblizné 10-krat vyssi nez
koncentrace v 1été 2000. Primérny
podil PM,s v celkovém mnozstvi
PM,, pro vSechna odbérova obdobi
byl vypocten na zdkladé dat z odbé-
rovych zafizeni VAPS (obr. 1). Nej-
vyssi podil PM,5 (87,6% PM;) byl
nalezen ve vzorku ze zimy 2005, dé-
le ze zimy 2000/2001 (74,4%) a nej-
nizsi podil PM, 5 byl ve vzorku z 1é-
ta 2000 (51,5%).

Porovnédni letniho vzorku se
vzorky zimnimi ukazuje rizné rela-
tivni zastoupeni individudlnich
PAU (tabulka 2). PAU s nizsi rela-

(B[a]A a Chry) byly vice zastoupeny
v zimnich vzorcich, zatimco tézsi
PAU (B[ghi]P a I[cd]P) byly vyznam-
néji zastoupeny v letnim vzorku.
Koncentrace Bla]A a B[b]F byly v zi-

P

meé 2005 nizsi o 40, respektive 60%.

Genotoxicita extrahovatelné
organické hmoty

Celkové hladiny DNA adukt® indu-
kovanych po 24-hodinové expozici
bunék HepG2 rtznymi koncentra-
cemi extraktl z rGznych odbért
jsou shrnuty v tabulce 3. Pfi nejniz-
§1 koncentraci extraktu (10 mg/ml)
byl pozorovdn nejsilnéjsi genoto-
xicky Gcinek (nejvyssi hladina DNA
adukt) u vzorku odebraného v zi-
meé 2005. Déle nésledoval vzorek ze
zimy 2000/2001 a nejniz$i genotoxi-
citu vykazoval vzorek z léta 2000.
Oba extrakty ze zimniho obdobi in-
dukovaly nejvy$si hladinu DNA
aduktd v koncentraci 50 mg/ml,
pficemz extrakt ze zimy 2000/2001
vykazoval o 30 % vyS$si genotoxicitu
nez zimni vzorek z roku 2005. Toto
zjiSténi ukazuje na mozny vliv toxi-
city extraktu z roku 2005, ktery je
pak zvlasté patrny pro koncentraci
extraktu 100 mg/ml, kdy byl pozo-
rovan pokles hladiny DNA aduktt
pro oba zimni vzorky.

Aby mohl byt porovndn genoto-
xicky potencidl prachovych ¢&éstic
ve vzduchu odebranych v raznych
obdobich, bylo vzato v tvahu
mnozZstvi extrahovatelné hmoty na
m? vzduchu. Naméfené hladiny
DNA aduktd byly vyndsobeny ko-
rekénim faktorem zohlednujicim
rozdily v obsahu EOM/m? vzduchu
(obr. 2). Za téchto podminek pfed-
stavuje extrakt z letniho odbéru vi-
ce nez 10x niZ8i genotoxicitu (23,4
rel. jednotek) v porovnéni s obéma
zimnimi vzorky, jejichZz genotoxicky
potencial je obdobny (290,6 a 249,2
rel. jednotek).

Mezi koncentracemi B[a]P a k-
PAU v ovzdusi a celkovymi hladina-
mi DNA adukt@i indukovanych jed-
notlivymi EOM v bunkdch HepG2
byla nalezena statisticky vyznamnd
pozitivni korelace (12 = 0,9; obr. 3).
Rozdily v obsahu EOM mezi jedno-
tlivymi odbéry byly vzaty v Gvahu,
tzn., Ze hladiny DNA adukti byly
opét vyndsobeny korekénim fakto-
rem zohledniujicim rozdily v obsahu
EOM/m3 vzduchu.

DISKUSE

Nejvyznamnéj$im vysledkem této
studie je zjiSténi, Ze genotoxicky po-
tencidl prachovych ¢astic v ovzdusi
neni dan koncentraci PM;y a PM, 5,
ale zdavisi prevdzné na mnozstvi k-
PAU vézanych na tyto ¢éstice. Ten-
to ndlez je podlozen dlouhodobym
sledovdanim  koncentraci = PM;,
PM, 5 a k-PAU v centru Prahy a mé-
fenim genotoxicity organickych ex-
trakt z prachovych ¢éstic s vyuzi-
tim analyzy DNA aduktti indukova-
nych v lidské nddorové bunécné
linii HepG2. Tento zavér je dale
podlozen nasSimi pfedchozimi vy-
sledky o genotoxicité ovzdusi ve vy-
branych evropskych méstech [25].
Organické extrakty byly ziskdny
z prachovych castic frakce PM,,
odebranych v letnim a zimnim ob-
dobi 2000/2001 [26] a v zimé 2005
velkoobjemovymi odbérovymi zafi-
zenimi. Koncentrace PM;, a mnoz-
stvi extrahovatelné hmoty bylo v zi-
meé 2005 vyznamné niz8i neZ v zimé
2000/2001 (39,0 mg/m?, 6,7 mg/m3
vs. 62,6 mg/m3, 14,9 mg/m?). Na-
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Obr. 1: Podil PM, ; v celkovém mnozZstvi PM10 v riznych odbérovych obdobich.
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Obr. 2: Relativni srovnéani schopnosti riiznych extrakta tvorit DNA adukty

v buiitkdch HepG2. Rozdily v koncentracich EOM mezi jednotlivymi odbéry jsou
vzaty v tivahu. Hladiny DNA adukt byly vynasobeny korekénim faktorem
zohlednujicim rozdily v koncenracich EOM/m3 vzduchu.
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proti tomu, koncentrace B[a]P a k-
PAU v ovzdusi byly v obou zimnich
obdobich srovnatelné. Koncentrace
PM;, a obsah EOM v lété 2000
a v zimé 2005 se vyznamné nelisily,
ale B[a]P a k-PAU koncentrace na
m? vzduchu byly v zimé 2005 8-krét
vys8i nez v 1ét€ 2000. Zjisténi, zZe
aroven PM,;, a k-PAU koncentrace
v ovzdusi spolu nekoreluji miize byt
Castecné vysvétleno rozdilnym po-
dilem PM, 5 v PM;, pro srovndvana
odbérovd obdobi. Nejvyssi podil
PM,s byl zjisttn v zimé 2005
(87,6%), zatimco v 1été 2000 byl ten-
né koncentrace PM,; v obou zim-
nich obdobich koreluji se srovnatel-
nymi k-PAU koncentracemi
v téchto obdobich. Koncentrace
PM,s v letnim obdobi vsak byla
pouze 2-krat niz§i nez v zimnim ob-
dobi, zatimco rozdil v koncentraci
k-PAU je vice nez 8-ndsobny. Toto
srovndni naznacuje, Ze sezoénni va-
riabilita PM, 5 mtize tézko vysvétlit
mnohem veétsi rozdily v hladinach
k-PAU. Tyto vysledky jsou konzi-
stentni se studii Georgiadise a kol.
[27], ve které téZ nebyla pozorovana
korelace mezi koncentracemi PM, 5
a k-PAU pfi srovndni dvou feckych
mest.

Riizny relativni podil PM, 5 a in-
dividuélnich k-PAU naznacuje rtiz-
né zdroje znecisténi ovzdusi v za-
vislosti na ro¢nim obdobi a téz vliv
meteorologickych podminek, ze-
jména inverznich situaci, které udr-
zuje polutanty v niz§ich vrstvach at-
mosféry. Vzhledem k tomu, ze pri-
mérné teploty v pribéhu obou
zimnich odbérovych obdobi se vy-

Obr. 3: Korelace mezi primérnou koncentraci benzo[a]pyrenu (B[a]P) a k-PAU ve vzduchu v priibéhu jednotlivych
odbérovych obdobi a schopnosti jednotlivych extraktii indukovat DNA adukty v buitkkdch HepG2 (r2= 0,9). Bunky byly

inkubovany v pfitomnosti 10 mg jednotlivich EOM/ml media.
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razné neliSily (1,4 °C vs. 2,4 °C), lze
vylouc¢it vyznamny vliv meteorolo-
gickych podminek. Proto pfedpo-
klddame, Ze pozorované rozdily
mohou byt zplisobeny pfedevsim
rozdilnostmi ve zdrojich znecisténi
ovzdusi. Vyssi podil benz[alantra-
cenu a chrysenu a niz$i podil ben-
zo[ghi]perylenu a indenolcd]pyre-
nu v zimnich vzorcich byl téz nale-
zen Binkovou a kol. v severnich
Cechach a Praze [16] a Georgiadi-
sem a kol. v Aténdch [27]. Nejprav-
dépodobnéjsi vysvétleni téchto po-
zorovani je v dominantnim vlivu
dopravy na znecisténi ovzdusi v let-
nim obdobi a lokdlnich zdroja to-
peni v zimnim obdobi [16, 28].

Vyssi koncentrace k-PAU
a B[a]P v extraktu ze zimy 2005 ve
srovnani se zimou 2000/2001 (k-
PAU: 2,91 vs. 1,65 ng/mg and
Bla]P 0,49 vs. 0,24 ng/mg EOM) ko-
reluji s celkovou hladinou DNA
aduktd (37,2 + 6,1 vs. 19,5 + 3,2
aduktd / 108 nukleotid) pro nej-
niz§i testovanou koncentraci ex-
traktu (10 pg EOM/ml). Tento vy-
sledek ukazuje na klicovou roli k-
PAU a B[a]P pro genotoxicky
potencidl extraktu.

Koncentrace extraktli 50 mg ex-
traktu/ml ze zimnich odbért indu-
kovala hladiny DNA aduktti, které
nekoreluji s koncentracemi k-PAU
a Bla]P. Hladiny DNA aduktt
v HepG2 bunkach inkubovanych se
100 mg EOM/ml (a ¢4stecné i s 50
mg EOM/ml) ukazuji na vliv toxici-
ty extrakti z obou zimnich odbért,
zvlasté pro EOM ze zimniho odbéru
2005. V dutsledku téchto toxickych
Gcink®i, byla pozorovdna linedrni
davkova zavislost hladiny DNA
aduktli pouze pro extrakt z letniho
odbéru 2000. Tento ndlez je dale
podpoien srovndnim schopnosti
indukovat DNA adukty normované
na mnozstvi EOM na m?® (obr. 2). Za
téchto podminek je extrakt z letni-
ho odbéru roku 2000 desetkrat mé-
né genotoxicky, nez odpovidajici
extrakt ze zimniho obdobi, zatimco
oba zimni extrakty maji pfiblizné
stejny genotoxicky potencidl.

Prestoze koncentrace PM,, a ob-
sah EOM ve vzorku ze zimy 2005
byly vyznamné niz$i nez v zimé
2000/2001, genotoxicita obou ex-
traktd byla pfiblizné stejnd. Nao-
pak, priblizné stejné koncentrace
PM,, a obsah EOM v zimnim vzor-
ka 2005 a v letnim vzorku
2000/2001 pfedstavovaly znacné
odlisnou schopnost indukovat DNA
adukty. Koncentrace PM,s odrdzi
lépe genotoxicky potencidl ovzdusi,

ale pfimd korelace mezi koncentra-
ci PM,5 a genotoxicitou zevniho
ovzdusi nebyla pozorovana. Lze te-
dy fici, ze koncentrace PM;, a do-
konce ani PM, 5 v zevnim ovzdusi
nekoreluje s jeho genotoxicitou
a nemuze tedy odrazet redlné rizi-
ko.

Vyznamna pozitivni korelace
mezi koncentracemi B[a]P nebo k-
PAU v ovzdusi (r2= 0,9) a schopnos-
ti extraktd z prachovych castic to-
hoto ovzdu$i tvofit DNA adukty
podporuje hypotézu, ze koncentra-
ce B[a]P a k-PAU ve vné&j$im ovzdu-
jejich genotoxicity.

Zavérem lze konstatovat, ze ge-
notoxicky potencidl zevniho ovzdu-
§i a predikce zdravotnich rizik by
méla byt zaloZena zejména na mé-
feni koncentrace k-PAU.

SOUHRN

Hlavnim cilem studie bylo porovnat
genotoxicky potencidl organickych
extraktli z prachovych c¢astic zevni-
ho ovzdusi odebranych v riznych
obdobich v centru Prahy (Smichov).
K dosazeni tohoto cile, byla analy-
zovdna schopnost extrahovatelné
hmoty z ¢astic PM,, indukovat tvor-
bu DNA aduktti v lidské nddorové li-
nii HepG2. Hladiny DNA aduktt by-
ly analyzovany metodou 3?P-postla-
belling. Zjisténé koncentrace PM;,
byly 36,9 mg/m? v 1été 2000, 62,6
mg/m? v zimé 2000/2001 a 39,0
mg/m? v zimé 2005. Odpovidajici
koncentrace extrahovatelné orga-
nické hmoty (EOM) byly 5,0 mg/m3
(13,9% of PM10), 14,9 mg/m3
(23,8%) a 6.7 mg/m3 (17,2%). Celko-
vé hladiny DNA aduktti indukované
10 mg EOM/ml byly 17,7 v 1été 2000;
19,5 v zimé 2000/2001 a 37,2 aduk-
t1/108 nukleotidti v zimé 2005. Jest-
lize je vzat v Gvahu rozdil v obsahu
EOM/m? vzduchu mezi jednotlivy-
mi odbérovymi obdobimi, potom
extrakt z letntho odbéru 2000 pied-
stavuje 10-krdt niz§i genotoxicitu
neZ odpovidajici zimni vzorek, za-
timco rozdil mezi zimnimi vzorky je
velmi nizky: 23,4 DNA adukti (v rel.
jednotkéch) v 1été€ 2000, 291 v zimé
2000/2001 and 249 v zimé 2005. Ac-
koli koncentrace PM,, ve vzduchu
a obsah EOM v prachovych ¢ésti-
cich byly v zimé 2005 vyrazné nizsi
nez v zimé 2000/2001, genotoxicky
potencidl obou extraktti byl téméf
stejny. Byla nalezena vyznamné po-
zitivni korelace mezi koncentracemi
B[a]P nebo k-PAU v ovzdus$i (2=

0,9) a schopnosti extraktt z pracho-
vych ¢&astic tohoto ovzdusi induko-
vat tvorbu DNA aduktti. Tento vy-
sledek podporuje hypotézu, Ze ob-
sah B[a]P a k-PAU v EOM jsou
ky potencidl prachu v ovzdusi. Cel-
kové nase vysledky ukazaly, ze ge-
notoxicita ovzdusi a poredikce zdra-
votnich rizik musi byt predevSim
zaloZzena na méfeni koncentraci k-
PAU v ovzdusi a méfeni biologické
aktivity extrakt®i, zatimco koncent-
race Céastic a obsah EOM v téchto
Casticich se nezda pro urceni geno-
toxicity ovzdusi rozhodujicim fakto-
rem.
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