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ÚVOD 

Znečištěné ovzduší obsahuje velmi
komplexní směs plynů a částic, na
jejichž povrchu jsou zkondenzová-
ny organické látky. V současné době
bylo ve vnějším ovzduší identifiko-
váno více než 500 látek s mutagen-
ním účinkem [1]. Vzhledem k tomu,
že obecná populace je vždy součas-
ně exponována směsí látek, před-
stavuje  predikce rizika velmi kom-
plikovaný problém, protože geno-
toxické látky mohou ve směsi
interagovat, což může ovlivnit jejich
transport, metabolismus a vazebné
vlastnosti [2, 3]. Lze tedy říci, že bi-
ologické účinky komplexních smě-
sí, zejména genotoxicita představu-
jící jejich reaktivitu s DNA, je z hle-
diska možných zdravotních účinků
významnější než komplikovaná
chemická analýza [4-5]. 

Ukazuje se, že znečištění ovzduší
prachovými částicemi je ve velmi dů-
ležité z hlediska  zvýšeného rizika ná-
dorových onemocnění a zvýšené ne-
mocnosti a úmrtnosti na kardiova-
skulární a plicní onemocnění [6-8].
Z těchto důvodů je posuzování kvali-
ty vnějšího ovzduší obvykle založeno
na stanovení koncentrace pracho-
vých částic (PM10 a PM2,5) a snížení
koncentrací těchto částic je z hledis-
ka kvality vnějšího ovzduší nejdůleži-
tějším faktorem. Řada studií však
prokazuje, že zdravotní účinek pra-
chových částic závisí nejen na jeho
koncentraci, ale i na aerodynamic-
kém průměru částic [9–11], na jejich
zdroji a chemickém složení [12, 13].
Mezi látkami vázanými na prachové
částice mají nejvyšší význam z hle-
diska genotoxicity karcinogenní po-
lycyklické aromatické uhlovodíky (k-
PAU) [14, 15]. Bylo navrženo, že kon-
centrace k-PAU může být
považována za index biologicky ak-
tivních látek v prachu v ovzduší [16]. 

V této studii jsme porovnávali ge-
notoxicitu ovzduší v centru Prahy
s odstupem 5 let a zároveň jeho se-
zónní variabilitu. K dosažení tohoto
cíle, jsme porovnali indukci vzniku
sloučenin organických látek váza-

ných na částice (či jejich metaboli-
tů) s nukleotidy DNA – tzv. DNA
aduktů. Byly porovnány organické
extrakty z částic PM10 odebrané
v různých obdobích let 2000/2001
a 2005 v centru Prahy. Studie byla
provedena s použitím lidské hepa-
tální nádorové linie HepG2, která
byla ověřena v předchozí studii [17].  

MATERIÁL A METODY 

Odběr vzorků ovzduší, extrakce
EOM a chemická analýza PAU

Aerosolové částice PM10 (< 10 µm)
byly odebírány v centru Prahy (Smí-
chov, monitorovací stanice Českého
hydrometeorologického ústavu).
Vzorky byly odebírány denně (24h)
v létě 2000 (15.6. – 15.9. 2000), v zimě
2000/2001 (4.12. 2000 – 7.3. 2001)
a v zimě 2005 (7.11. 2005 – 22.12.
2005) na filtry Pallflex 20x20 cm
(T60A20) s použitím velkoobjemo-
vých čerpadel Anderson. Prachové
částice <2,5 mm (PM2.5) and <10 mm
(PM10) byly současně monitorovány
s použitím vzorkovačů VAPS (versati-
le air pollution sampler) na stejném
monitorovacím místě. Extrakci orga-
nické hmoty z filtrů dichlormetha-
nem a chemickou analýzu PAU (po-
lycyklických aromatických uhlovodí-
ků) provedla akreditovaná firma ALS
Czech Republic s.r.o., Praha (EN ISO
CSN IEC 17025). Stanovení bylo pro-
vedeno s použitím standardních me-
tod US EPA [18, 19]. V každém vzor-
ku EOM byla analyzována koncent-
race třinácti PAU – fenantrenu
(PHE), antracenu (ANT), fluorantenu
(FLU), pyrenu (PYR), koronenu
(COR), benz[a]antracenu (B[a]A),
chrysenu (CHRY), benzo[b]fluoran-
tenu (B[b]F), benzo[k]fluorantenu
(B[k]F), benzo[a]pyrenu (B[a]P), di-
benzo[a,h]antracenu (DB[ah]A),
benzo[ghi]perylenu (B[ghi]P) a inde-
no[1,2,3-cd]pyrenu (I[1,2,3-cd]P).
Posledních osm vyjmenovaných
PAU patří dle IARC [20] mezi tzv. kar-
cinogenní PAU. Pro in vitro experi-
menty byly vzorky EOM po extrakci

dichlormethanem odpařeny pod du-
síkem a odparky rozpuštěny v dime-
tylsulfoxidu (DMSO) tak, aby každý
vzorek EOM obsahoval 50 mg EOM
v 1 ml DMSO.

Kultivace buněk a inkubace 
s k-PAU a extrakty

Linie lidských hepatocytů HepG2 po-
chází původně z biopsie lidských jater
[21] a pro naše pokusy byla získána
od Dr.A.Gábelové (Onkologický ústav
SAV, Bratislava). Buňky (2-4x106) byly
inkubovány v plastikových kultivač-
ních lahvičkách (75 cm2, Costar). In-
kubace byly prováděny dle postupu
popsaném Sevastyanovou a kol. [17].
Buněčné pelety byly třikrát promyty
ve 13 ml fyziologického roztoku a ná-
sledovně resuspendovány ve 3 ml fy-
ziologického roztoku. Alikvóty (2ml)
byly zamraženy v tekutém dusíku do
doby než byla provedena analýza
DNA aduktů.

Izolace DNA z buněk

Pelety buněk byly homogenizovány
v extrakčním pufru (20 mM Tris-
HCl, 10 mM EDTA a 1% SDS). Vzor-
ky byly inkubovány se směsí RNAáz
(10 mg/ml ribonukleáza A, 5000
U/ml ribonukleáza T1) a dále s pro-
teinázou K. Následně byla použita
fenol-chloroformová metoda extrak-
ce (fenol/chloroform/isoamylalko-
hol) [22]. Vzorky pak byly uskladně-
ny v mrazicím boxu při –80 °C.

Analýza DNA aduktů

Analýza DNA aduktů byla provádě-
na metodou 32P-postlabeling [23,
24]. Celková hladina DNA aduktů
byla vyjadřována jako počet aduk-
tů/108 nukleotidů. 
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Smíchově v létě a v zimě 2000/2001
a v zimě 2005 jsou shrnuta v tabul-
ce I. Celkový objem odebraného
vzduchu a počet filtrů s odebraný-
mi PM10 byl asi 2x vyšší v zimě
a v létě 2000/2001 než v zimě 2005
jak odpovídá delšímu odběrovému
období v letech 2000/2001. Kon-
centrace PM10 a obsah extrahova-
telné organické hmoty na m3 vzdu-
chu byl cca 2–3krát vyšší v zimě
2000/2001 než v létě 2000. Pokud
však porovnáme stejné parametry
pro zimu 2005 a léto 2000, nebyly
pozorovány žádné změny. Naopak,
koncentrace B[a]P a k-PAU v EOM
v zimě 2005 byly výrazně vyšší než
v zimě 2000/2001. Koncentrace
B[a]P a k-PAU na m3 vzduchu byly
v obou zimních obdobích srovna-
telné a přibližně 10-krát vyšší než
koncentrace v létě 2000. Průměrný
podíl PM2,5 v celkovém množství
PM10 pro všechna odběrová období
byl vypočten na základě dat z odbě-
rových zařízení VAPS (obr. 1). Nej-
vyšší podíl PM2,5 (87,6% PM10) byl
nalezen ve vzorku ze zimy 2005, dá-
le ze zimy 2000/2001 (74,4%) a nej-
nižší podíl PM2,5 byl ve vzorku z lé-
ta 2000 (51,5%).

Porovnání letního vzorku se
vzorky zimními ukazuje různé rela-
tivní zastoupení individuálních
PAU (tabulka 2). PAU s nižší rela-

tivní molekulovou hmotností
(B[a]A a Chry) byly více zastoupeny
v zimních vzorcích, zatímco těžší
PAU (B[ghi]P a I[cd]P) byly význam-
něji zastoupeny v letním vzorku.
Koncentrace B[a]A a B[b]F byly v zi-
mě 2005 nižší o 40, respektive 60%.

Genotoxicita extrahovatelné
organické hmoty

Celkové hladiny DNA aduktů indu-
kovaných po 24-hodinové expozici
buněk HepG2 různými koncentra-
cemi extraktů z různých odběrů
jsou shrnuty v tabulce 3. Při nejniž-
ší koncentraci extraktu (10 mg/ml)
byl pozorován nejsilnější genoto-
xický účinek (nejvyšší hladina DNA
aduktů) u vzorku odebraného v zi-
mě 2005. Dále následoval vzorek ze
zimy 2000/2001 a nejnižší genotoxi-
citu vykazoval vzorek z léta 2000.
Oba extrakty ze zimního období in-
dukovaly nejvyšší hladinu DNA
aduktů v koncentraci 50 mg/ml,
přičemž extrakt ze zimy 2000/2001
vykazoval o 30 % vyšší genotoxicitu
než zimní vzorek z roku 2005. Toto
zjištění ukazuje na možný vliv toxi-
city extraktu z roku 2005, který je
pak zvláště patrný pro koncentraci
extraktu 100 mg/ml, kdy byl pozo-
rován pokles hladiny DNA aduktů
pro oba zimní vzorky.

Aby mohl být porovnán genoto-
xický potenciál prachových částic
ve vzduchu odebraných v různých
obdobích, bylo vzato v úvahu
množství extrahovatelné hmoty na
m3 vzduchu. Naměřené hladiny
DNA aduktů byly vynásobeny ko-
rekčním faktorem zohledňujícím
rozdíly v obsahu EOM/m3 vzduchu
(obr. 2). Za těchto podmínek před-
stavuje extrakt z letního odběru ví-
ce než 10x nižší genotoxicitu (23,4
rel. jednotek) v porovnání s oběma
zimními vzorky, jejichž genotoxický
potenciál je obdobný (290,6 a 249,2
rel. jednotek).

Mezi koncentracemi B[a]P a k-
PAU v ovzduší a celkovými hladina-
mi DNA aduktů indukovaných jed-
notlivými EOM v buňkách HepG2
byla nalezena statisticky významná
pozitivní korelace (r2 = 0,9; obr. 3).
Rozdíly v obsahu EOM mezi jedno-
tlivými odběry byly vzaty v úvahu,
tzn., že hladiny DNA aduktů byly
opět vynásobeny korekčním fakto-
rem zohledňujícím rozdíly v obsahu
EOM/m3 vzduchu.

DISKUSE 

Nejvýznamnějším výsledkem této
studie je zjištění, že genotoxický po-
tenciál prachových částic v ovzduší
není dán koncentrací PM10 a PM2,5,
ale závisí převážně na množství k-
PAU vázaných na tyto částice. Ten-
to nález je podložen dlouhodobým
sledováním koncentrací PM10,
PM2,5 a k-PAU v centru Prahy a mě-
řením genotoxicity organických ex-
traktů z prachových částic s využi-
tím analýzy DNA aduktů indukova-
ných v lidské nádorové buněčné
linii HepG2. Tento závěr je dále
podložen našimi předchozími vý-
sledky o genotoxicitě ovzduší ve vy-
braných evropských městech [25].

Organické extrakty byly získány
z prachových částic frakce PM10
odebraných v letním a zimním ob-
dobí 2000/2001 [26] a v zimě 2005
velkoobjemovými odběrovými zaří-
zeními. Koncentrace PM10 a množ-
ství extrahovatelné hmoty bylo v zi-
mě 2005 významně nižší než  v zimě
2000/2001 (39,0 mg/m3, 6,7 mg/m3

vs. 62,6 mg/m3, 14,9 mg/m3). Na-

Sezóna Počet Celk.obj PM10 EOM EOM B[a]P k-PAU k-PAU 
filtrů [m3]        [mg/m3]  [µg/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

Extrakt DNA adukty / 108 nukleotidů

Koncentrace Léto 2000 Zima 2000/2001 Zima  2005
(µg/ml) průměr (s.o.) mean (s.o.) mean (s.o.)

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)

Léto 2000 Zima 2000/2001 Zima 2005

(ng/m3) % (ng/m3) % (ng/m3) %

Benz[a]antracen 0,17 7,3 5,2 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
Benzo[a]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[ghi]perylen 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 1:  Velkoobjemové odběry PM10 v Praze v různých obdobích – základní charakteristiky

Tabulka  2: Průměrné koncentrace jednotlivých k-PAU v extraktech z PM10
z jednotlivých odběrů

Tabulka  3: Celkové hladiny DNA aduktů indukované extrahovatelnou hmotou
z PM10 částic (EOM) odebraných v různých časových obdobích v centru Prah
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proti tomu, koncentrace B[a]P a k-
PAU v ovzduší byly v obou zimních
obdobích srovnatelné. Koncentrace
PM10 a obsah EOM v létě 2000
a v zimě 2005 se významně nelišily,
ale B[a]P a k-PAU koncentrace na
m3 vzduchu byly v zimě 2005 8-krát
vyšší než v létě 2000. Zjištění, že
úroveň PM10 a k-PAU koncentrace
v ovzduší spolu nekorelují může být
částečně vysvětleno rozdílným po-
dílem PM2,5 v PM10 pro srovnávaná
odběrová období. Nejvyšší podíl
PM2,5 byl zjištěn v zimě 2005
(87,6%), zatímco v létě 2000 byl ten-
to podíl nejnižší (51,5%). Srovnatel-
né koncentrace PM2,5 v obou zim-
ních obdobích korelují se srovnatel-
nými k-PAU koncentracemi
v těchto obdobích. Koncentrace
PM2,5 v letním období však byla
pouze 2-krát nižší než v zimním ob-
dobí, zatímco rozdíl v koncentraci
k-PAU je více než 8-násobný. Toto
srovnání naznačuje, že sezónní va-
riabilita PM2,5 může těžko vysvětlit
mnohem větší rozdíly v hladinách
k-PAU. Tyto výsledky jsou konzi-
stentní se studií Georgiadise a kol.
[27], ve které též nebyla pozorována
korelace mezi koncentracemi PM2,5
a k-PAU při srovnání dvou řeckých
měst.

Různý relativní podíl PM2,5 a in-
dividuálních k-PAU naznačuje růz-
né zdroje znečištění ovzduší v zá-
vislosti na ročním období a též vliv
meteorologických podmínek, ze-
jména inverzních situací, které udr-
žuje polutanty v nižších vrstvách at-
mosféry. Vzhledem k tomu, že prů-
měrné teploty v průběhu obou
zimních odběrových období se vý-

Obr.  1: Podíl PM2.5 v celkovém množství PM10 v různých odběrových obdobích. 

Obr. 2: Relativní srovnání schopnosti různých extraktů tvořit DNA adukty
v buňkách HepG2. Rozdíly v koncentracích EOM mezi jednotlivými odběry jsou
vzaty v úvahu. Hladiny DNA aduktů byly vynásobeny korekčním faktorem
zohledňujícím rozdíly v koncenracích EOM/m3 vzduchu.

Obr. 3: Korelace mezi průměrnou koncentrací benzo[a]pyrenu (B[a]P) a k-PAU ve vzduchu v průběhu jednotlivých
odběrových období a schopností jednotlivých extraktů  indukovat DNA adukty v buňkách HepG2 (r2= 0,9). Buňky byly
inkubovány v přítomnosti 10 mg jednotlivých EOM/ml media. 
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razně nelišily (1,4 °C vs. 2,4 °C), lze
vyloučit významný vliv meteorolo-
gických podmínek. Proto předpo-
kládáme, že pozorované rozdíly
mohou být způsobeny především
rozdílnostmi ve zdrojích znečištění
ovzduší. Vyšší podíl benz[a]antra-
cenu a chrysenu a nižší podíl ben-
zo[ghi]perylenu a indeno[cd]pyre-
nu v zimních vzorcích byl též nale-
zen Binkovou a kol. v severních
Čechách a Praze [16] a Georgiadi-
sem a kol. v Aténách [27]. Nejprav-
děpodobnější vysvětlení těchto po-
zorování je v dominantním vlivu
dopravy na znečištění ovzduší v let-
ním období a lokálních zdrojů to-
pení v zimním období [16, 28].

Vyšší koncentrace k-PAU
a B[a]P v extraktu ze zimy 2005 ve
srovnání se zimou 2000/2001 (k-
PAU: 2,91 vs. 1,65 ng/mg and
B[a]P 0,49 vs. 0,24 ng/mg EOM) ko-
relují s celkovou hladinou DNA
aduktů  (37,2 ± 6,1 vs. 19,5 ± 3,2
aduktů / 108 nukleotidů) pro nej-
nižší testovanou koncentraci ex-
traktu (10 µg EOM/ml). Tento vý-
sledek ukazuje na klíčovou roli k-
PAU a B[a]P pro genotoxický
potenciál extraktu.

Koncentrace extraktů 50 mg ex-
traktu/ml ze zimních odběrů indu-
kovala hladiny DNA aduktů, které
nekorelují s koncentracemi k-PAU
a B[a]P. Hladiny DNA aduktů
v HepG2 buňkách inkubovaných se
100 mg EOM/ml (a částečně i s 50
mg EOM/ml) ukazují na vliv toxici-
ty extraktů z obou zimních odběrů,
zvláště pro EOM ze zimního odběru
2005. V důsledku těchto toxických
účinků, byla pozorována lineární
dávková závislost hladiny DNA
aduktů pouze pro extrakt z letního
odběru 2000. Tento nález je dále
podpořen srovnáním schopnosti
indukovat DNA adukty normované
na množství EOM na m3 (obr. 2). Za
těchto podmínek je extrakt z letní-
ho odběru roku 2000 desetkrát mé-
ně genotoxický, než odpovídající
extrakt ze zimního období, zatímco
oba zimní extrakty mají přibližně
stejný genotoxický potenciál.

Přestože koncentrace PM10 a ob-
sah EOM ve vzorku ze zimy 2005
byly významně nižší než v zimě
2000/2001, genotoxicita obou ex-
traktů byla přibližně stejná. Nao-
pak, přibližně stejné koncentrace
PM10 a obsah EOM v zimním vzor-
ku 2005 a v letním vzorku
2000/2001 představovaly značně
odlišnou schopnost indukovat DNA
adukty. Koncentrace PM2,5 odráží
lépe genotoxický potenciál ovzduší,

ale přímá korelace mezi koncentra-
cí PM2,5 a genotoxicitou zevního
ovzduší nebyla pozorována. Lze te-
dy říci, že koncentrace PM10 a do-
konce ani PM2,5 v zevním ovzduší
nekoreluje s jeho genotoxicitou
a nemůže tedy odrážet reálné rizi-
ko.

Významná pozitivní korelace
mezi koncentracemi B[a]P nebo k-
PAU v ovzduší (r2= 0,9) a schopnos-
tí extraktů z prachových částic to-
hoto ovzduší tvořit DNA adukty
podporuje hypotézu, že koncentra-
ce B[a]P a k-PAU ve vnějším ovzdu-
ší jsou nejdůležitějšími prediktory
jejich genotoxicity. 

Závěrem lze konstatovat, že ge-
notoxický potenciál zevního ovzdu-
ší  a predikce zdravotních rizik by
měla být založena zejména na mě-
ření koncentrace k-PAU.      

SOUHRN

Hlavním cílem studie bylo porovnat
genotoxický potenciál organických
extraktů z prachových částic zevní-
ho ovzduší odebraných v různých
obdobích v centru Prahy (Smíchov).
K dosažení tohoto cíle, byla analy-
zována schopnost extrahovatelné
hmoty z částic PM10 indukovat tvor-
bu DNA aduktů v lidské nádorové li-
nii HepG2. Hladiny DNA aduktů by-
ly analyzovány metodou 32P-postla-
belling. Zjištěné koncentrace PM10
byly 36,9 mg/m3 v létě 2000, 62,6
mg/m3 v zimě 2000/2001 a 39,0
mg/m3 v zimě 2005. Odpovídající
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 aduktů indukované
10 mg EOM/ml byly 17,7 v létě 2000;
19,5 v zimě 2000/2001 a 37,2 aduk-
tů/108 nukleotidů v zimě 2005. Jest-
liže je vzat v úvahu rozdíl v obsahu
EOM/m3 vzduchu mezi jednotlivý-
mi odběrovými obdobími, potom
extrakt z letního odběru 2000 před-
stavuje 10-krát nižší genotoxicitu
než odpovídající zimní vzorek, za-
tímco rozdíl mezi zimními vzorky je
velmi nízký: 23,4 DNA aduktů (v rel.
jednotkách) v létě 2000, 291 v zimě
2000/2001 and 249 v zimě 2005. Ač-
koli koncentrace PM10 ve vzduchu
a obsah EOM v prachových části-
cích byly v zimě 2005 výrazně nižší
než v zimě 2000/2001, genotoxický
potenciál obou extraktů byl téměř
stejný. Byla nalezena významná po-
zitivní korelace mezi koncentracemi
B[a]P nebo k-PAU v ovzduší (r2=

0,9) a schopností extraktů z pracho-
vých částic tohoto ovzduší induko-
vat tvorbu DNA aduktů. Tento vý-
sledek podporuje hypotézu, že ob-
sah B[a]P a k-PAU v EOM jsou
nejdůležitější faktory pro genotoxic-
ký potenciál prachu v ovzduší. Cel-
kově naše výsledky ukázaly, že ge-
notoxicita ovzduší a poredikce zdra-
votních rizik musí být především
založena na měření koncentrací k-
PAU v ovzduší a měření biologické
aktivity extraktů, zatímco koncent-
race částic a obsah EOM v těchto
částicích se nezdá pro určení geno-
toxicity ovzduší rozhodujícím fakto-
rem. 
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