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Abstrakt

Diplomové prace se zabyva stanovenim biodostupné koncentrace a oxidativniho
potencialu méstské aerosolu pomoci 3 simulovanych plicnich tekutin. Ve dvou
kampanich (1éto, zima) byla navzorkovéana submikronova frakce (PMz; ¢astice méstského
aerosolu s aerodynamickym primérem mensim nez 1 um). Gravimetricky byla stanovena
hmotnostni koncentrace PM1 a pomoci ICP-MS byly stanoveny celkové koncentrace
vybranych kovl. Déle byla provedena extrakce navzorkovanych filtri do 3 simulovanych
plicnich tekutin (Gambliv roztok — GS, Simulovana kapalina plicnich sklipki — SAF
a Curosurf). Extrakty byly pouzity pro stanoveni biodostupnosti jednotlivych kovi
pomoci ICP-MS a stanoveni oxidativniho potencialu. Oxidativni potencial standardnich
roztokd vybranych kovli a redlnych vzorki aerosolu byl také studovan pomoci 3
simulovanych plicnich tekutin. Nejvyssi celkova koncentrace v PM; byla namétena u Fe.
Biodostupnost vétsiny studovanych kovu byla v Curosurf vyssi nez v GS a SAF. Piestoze
Vv letni kampani byla biodostupnost vétsiny kovi vyssi nez v zimni kampani, u OP byly
naméfeny vyssi hodnoty v zimni kampani. OP bylo vyssi u extrahovaného PM v Curosurf
nez v SAF. Rovnéz byla provedena studie vzijemnych vztahli mezi naméfenymi
veli¢inami pomoci korelaci. Tato prace piinasi bliz§i pohled na pisobeni inhalovanych
kovli obsazenych v méstském atmosférickém aerosolu na lidské zdravi. Pfinosnym je
rovné¢z zatazeni Curosurfu mezi analyzované SLF, nebot’ se jednd o latku, kterd je
vyuzivana v nemocnicich pro 1é¢bu syndromu respiracni tisné u déti.

Klicova slova

Atmosféricky aerosol, PMi, kov, simulované plicni kapaliny, Gambliv roztok,
Simulovana kapalina plicnich sklipkii a Curosurf, hmotnostni koncentrace,
biodostupnost, oxidativni potencial



Abstract

This master thesis deals with the determination of the bioaccessible concentration and
oxidative potential of an urban aerosol using 3 simulated lung fluids. Submicron fraction
(PMg; urban aerosol particles with acrodynamic diameter less than 1 pm) was collected
in two campaigns (summer, winter). The mass concentration of PM: was determined
gravimetrically and total concentrations of selected metals were determined by ICP-MS.
Next, extraction of the sampled filters into 3 simulated lung fluids (Gamble's solution —
GS, Simulated alveoli fluid — SAF, and Curosurf) was performed. The extracts were used
to determine the bioaccessibility of each metal by ICP-MS and to determine the oxidative
potential. Oxidative potential of standard solutions of selected metals and real aerosol
samples was also studied using 3 simulated lung fluids. The highest total concentration
in PM1 was measured for Fe. The bioaccessibility of most of the studied metals was higher
in Curosurf than in GS and SAF. Although the bioaccessibility of most metals was higher
in the summer campaign than in the winter campaign, higher values of OP were measured
in the winter campaign. OP was higher for extracted PM in Curosurf than in SAF. A study
of relationships between measured variables was also conducted using correlations. This
work provides a closer look at the effects of inhaled metals contained in urban
atmospheric aerosol on human health. The inclusion of Curosurf among the SLFs
analysed is also beneficial, as it is a substance used in hospitals for the treatment
of respiratory distress syndrome in children.

Keywords

Atmospheric aerosol, PM1, metal, simulated lung fluids, Gamble’s solution, Simulated
alveoli fluid, Curosurf, mass concentration, bioaccessibility, oxidative potential
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Uvob

Znecisténi ovzdusi je v dnes$ni dobé zdvaznym environmentalnim problém, ktery ma
dopad na zivotni prostredi i lidské zdravi [1]. Jedna se o komplexni problematiku, kdy
existuje mnoho zdroji a forem znecistujicich latek, které se Casto 1isi v zavislosti
na lokalité, ro¢nim obdobi a lidské aktivité. Specifické jsou méstské oblasti, kde se
koncentrace znecist'ujicich latek vlivem husté dopravy, primyslové Cinnosti a dalSich
faktorii obvykle zvysuje. Znecistény meéstsky aerosol, definovany jako smés pevnych
a kapalnych ¢astic rozptylenych ve vzduchu, tak ptredstavuje specifické zdravotni riziko
pro obyvatele mést.

Inhalované ¢astice aerosolu mohou negativné pusobit na lidské zdravi. Jemné;jsi
¢astice mohou byt $kodlivéjsi, nebot’ prochazeji az do plicnich alveol. Pro hodnoceni
negativnich uc¢inki tohoto piisobeni se méii celkova hmotnostni koncentrace pevnych
¢astic, ptipadné hmotnostni koncentrace ¢astic mensich nez 10, 2,5 respektive 1 pm.
Kazda chemicka latka vSak ovliviiuje zdravi v jiné mife ¢i jinym zpisobem. Proto byva
krom¢ hmotnostni koncentrace jednotlivych latek analyzovano také chemické slozeni
aerosolu.

Nekteré cCastice, které jsou vdechnuty, se neabsorbuji do téla, ale jsou zpétné
vydechnuty. Skute¢né uc¢inky inhalovanych ¢astic na lidské zdravi zavisi na jejich
inhala¢ni biodostupnosti. Ta udava podil mnozstvi latky, ktera je obsazena v inhalovaném
vzduchu, k mnozstvi latky, ktera je absorbovana. Absorbované cCastice poté mohou
zpusobovat mimo jiné hromadéni forem kysliku (ROS, reactive oxygen species), které
jsou ve vétsim mnozstvi $skodlivé. Schopnost generovat a akumulovat ROS je nazyvana
oxidativni potencial (OP).

Tato diplomovd prace se zabyvd zkoumanim dopadl kovii obsazenych
v atmosférickém aerosolu na lidské zdravi. Konkrétné¢ je zkouména hmotnostni
koncentrace PM, inhala¢ni biodostupnost a oxidativni potencial kovi v simulovanych
plicnich kapalinach.

Uvodni kapitola teoretické &asti se zabyva charakteristikou atmosférického aerosolu
a jeho vlivem na zdravi. V nasledujicich kapitolach je popsana inhala¢ni biodostupnost
a oxidativni potencial a zavérecna kapitola teoretické ¢asti je vénovana simulovanym
plicnim kapalinam (SLF, simulated lung fluid). V experimentalni ¢asti jsou nejprve
podrobné sepsany cile prace. Nasleduje vycet pouzitych ptistroji a chemikalii. Poté je
sepsana metodika méteni, a to od vzorkovani aerosolu, pies rozklad vzorki, stanoveni
hmotnostni koncentrace i celkové koncentrace jednotlivych vybranych kovi, pfipravu
SLF, extrakci vzorkti do SLF az po stanoveni biodostupnosti a oxidativniho potencialu.
Poté je definovano zpracovani dat a analyza naméfenych vysledkti. Nakonec jsou
vysledky prezentovany a je provedena jejich diskuse. V zavérecné kapitole je veskera
préace shrnuta vcetné vysledkd.
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1. TEORETICKA CAST

1.1 Atmosféricky aerosol

Aerosol (PM, particulate matter) je definovan jako heterogenni smés ¢astic pevné nebo
kapalné latky, nebo jejich smési v plynném prostiedi [2]. Castice atmosférického aerosolu
maji velikost od jednotek nanometri po desitky mikrometra [1]. VétSina téchto Castic je
tedy mensi neZ objekty, které 1ze rozpoznat lidskym okem [3].

Vlastnosti ¢astic pfitomnych v atmosférickém aerosolu lze popsat nékolika zptsoby.
Pocetni koncentrace &astic Vb&zném prostiedi nabyva hodnot od 10%-cmd
do 108-cm3vzduchu [1]. Tyto &astice jsou dale charakterizovany ekvivalentnim
aerodynamickym primérem nabyvajicim hodnot 10° — 10° m. Daéle lze jednotlivé
soubory ¢astic charakterizovat jejich povrchem (1012 — 108 m?-m?®) nebo hmotnosti (10°
®_10%g-m™) v objemové jednotce.

Atmosféricky aerosol Ize podle charakteristickych vlastnosti rozd¢lit na nékolik typd,
mezi které se fadi napf. mrak, mlha, opar, dym, kout, sprej nebo prach [1]. Mraky maji
okem rozlisitelné hranice a hustota jejich ¢astic dispergovanych ve vzduchu je vétsi nez
jedno procento hustoty vzduchu. Mlha je souborem kapalnych Eéstic rozptylenych
v atmosféfe vznikajicim kondenzaci saturovanych vodnich par. Pokud takto vznikly
aerosol ma vyrazny vliv na viditelnost, 1ze ho oznacit za opar. Dym vznika za vysokych
teplot, kdy se vytvofené pary kondenzuji za vzniku shlukd nebo fetézcii pevnych cCastic.
Tyto ¢astice byvaji mensi nez 50 nm. Kouf je podobny jako dym, ale krom¢ pevnych
¢astic obsahuje 1 kapalné. Tento typ aerosolu vznika pii nedokonalém spalovani. Sprej
vznik4d mechanickym plisobenim na kapalnou latku, kdy se do vzduchu uvoliuji hrubé
kapalné castice. Kdyz tyto sily piisobi na pevnou latku, je vytvaren prach. Velikost takto
vzniklych castic je vétsi nez 0,5 pm. Smog je obecné oznaceni jakéhokoliv znecisténi
atmosféry, které je rozpoznatelné lidskym okem. Jeho ¢astice jsou kapalné nebo pevné
anebyvaji vétsi nez 2 pum. Termin smog byva pouzivan predevsim v souvislosti
se znecisténim méstskych oblasti. Dale 1ze rozlisit bioaerosol, ktery je tvofen zivymi nebo
odumielymi organismy a jejich produkty. Radi se k nému napiiklad bakterie, viry, houby
nebo pyl.

Aerosol se déli podle zpisobu procesu jeho vzniku na primarni a sekundarni [1].
Pokud jsou ¢astice emitovany do atmosféry piimo ze zdroje, jedna se o aerosol primarni.
Chemickou reakci plynnych latek atmosféry vznika sekundéarni aerosol.

1.1.1 Velikostni frakce aerosolu

Velikostni frakce aerosolu lze definovat tiemi zpisoby [4]. Prvnim z nich je rozfazeni
podle velikostni distribuce v atmosféfe. Druhym je déleni aerosolu podle velikosti
souvisejici s dopady na zdravi Clovéka Vv zavislosti na prichodu castic do dychaciho
systému. V tietim piipadé jsou roziazovacim faktorem mezni hodnoty velikosti v ramci
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vzorkovani atmosférického aerosolu, souvisejici predev§im se standardizovanym
hodnocenim kvality ovzdusi.

1.1.1.1 Rozdéleni dle modu

Dle velikostni distribuce Castic se atmosféricky aerosol déli na jemny a hruby [1].
Navzéjem je lze od sebe odlisit pomoci parametru, jimz je aerodynamicky prameér ¢astice,
jehoz hrani¢ni velikost je 2,5 um. Idealizované schéma rozlozeni velikosti Castic je
zobrazeno na Obrazku 1. Zde lze vidét, Ze graf je multimodalni, konkrétné obsahuje
4 piky charakterizujici jednotlivé mody velikostni frakce. Tyto mody se od sebe lisi nejen
velikosti ¢astic, ale i zptisobem vzniku, distribuci a zaniku, dale jejich slozenim a zdroji,
odkud se dostavaji do atmosféry [4].

Mod hrubych ¢astic spada svym rozsahem do oblasti od 2,5 um do nékolika desitek
mikrometra [1]. Hrubé ¢astice jsou vytvoieny pusobenim mechanickych sil na pevnou
nebo kapalnou hmotu. Piikladem jsou vétrem zvifené Casti rostlin, pyl, prach, dale
moisky sprej obsahujici soli nebo emise vzniklé pti vulkanické ¢innosti, spalovani uhli
nebo zpracovani rud. Céstice o velikosti nékolika jednotek um se neuvoliiuji jednotlive,
ale ve vrstvach nebo ve shlucich. Takovéto Castice zanikaji sedimentaci po nckolika
hodinach az dnech. Jejich Zivotnost se vSak prodluzuje, pokud dochazi k turbulentnimu
promichéni v pfizemni vrstvé atmosféry.

Jemna frakce je nejcastéji tvofena ¢asticemi organického nebo elementarniho uhliku,
kovi a jejich oxidd, ionta siry, dusiku nebo vodiku [4]. U jemného aerosolu lze dale
rozlisit mod akumulacéni, Aitkentv a nukleaénd.

Castice nukleaéniho modu maji vétsinou kulaty tvar a aerodynamicky pramér typicky
voblasti 15-40 nm [1]. Vznikaji pii fotochemickych reakcich v atmosféte nebo
kondenzaci horkych par pii hofeni, taveni nebo svarovani kovl a rud. Takto vzniklé
castice se pak shlukuji a fetézi za vzniku agregati nebo koaguluji s Casticemi
akumulaéniho modu, coZ vede k jejich odstranéni z atmosféry. Castice nukleaéniho modu
z atmosféry vétSinou vymizi do né€kolika sekund az né€kolika desitek minut od jejich
vzniku.

Velikost ¢astic Aitkenova modu je 10 az 100 nm [4]. Tyto Castice vznikaji pfi
kondenzaci anebo koagulaci z menSich castic. Zanikaji obdobnym zptisobem jako
nukleacni ¢astice.

Z jemnych ¢astic jsou v atmosféfe nejvice obsazeny ty, které se fadi do akumulaéniho
modu [4]. Tyto castice tvori velmi vyznamnou cast celkové hmotnosti atmosférického
aerosolu [1]. Jejich aerodynamicky pramér je od 0,1 um do 2,5 um [4]. Na vzniku téchto
¢astic se podili chemické reakce a kondenzace plyni, vody nebo jinych par na jiz
existujicich ¢asticich [1]. Z atmosféry, kde setrvavaji vétSinou po dobu nékolika dnt
az tydni, jsou odstranovany mokrou depozici, €ili vyprSenim nebo vymytim.
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Dalsi skupinou jsou ultrajemné ¢astice, jejichz objem v atmosféte ale neni dost velky
na to, aby je bylo mozné rozlisit jako dalsi mod [4]. Jejich primér je maximaln¢ 100 nm,
coz znamena, ze se k nim fadi nékteré ¢astice nuklea¢niho a Aitkenova modu.

Z dlouhodobého hlediska ziistava aerosolu v atmosféfe stejné mnozstvi, nebot’ pfi
del$im casovém tuseku procesy zaniku aerosolovych ¢éstic vyrovnaji procesy jejich
vzniku [1].
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Obrazek 1. Idealizované schéma velikostni distribuce ¢astic atmosférického aerosolu [4]

1.1.1.2 Rozdéleni dle dopadu na zdravi

Lidské t€lo byva vystaveno atmosférickému aerosolu zejména skrze dychaci soustavu [4].
Ruzné velké ¢astice se mohou dostat do riizné hloubky respira¢niho systému ¢lovéka. Dle
velikosti se rozlisuji tii frakce aerosolu — inhalaéni, thorakdlni a respira¢ni. Castice
inhala¢ni frakce vstupuji do hornich cest dychacich, kde mohou byt zachyceny a nasledné
z organismu odstranény. Na rozdil od nich je thorakalni frakce schopna projit ptes hrtan
a dostat se az do bronchialnich a alveolarnich oblasti dychaciho traktu. Respiracni frakce
muze projit az do plic, kde mtze byt zachycena. Tyto Castice se poté mohou tcastnit
vymeény plynt a prochazeji az do krevniho ob&hu. Na Obrazku 2 je zobrazena depozice
jednotlivych velikostnich frakci aerosolu v riznych ¢astech dychaci soustavy [5].
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Obrazek 2 Depozice riiznych velikostnich frakci ¢astic aerosolu pii dychani nosem
dospélého cloveka, podle ¢asti dychaci soustavy (TOT — total respiratory tract, ET —
extrathoracic, TB — tracheobronchial, A - alveolar)

1.1.1.3 Rozdéleni dle selektivniho sbéru vzorku

Pii odebirani vzorkd PM je selektivné vybrana velikost ¢astic, ktera bude zachycena [4].
Nejcastéji je vzorkovano PMio, PM2s nebo PMy, pficemz ¢islo udava hraniéni velikost
Castice vpum. Na vzorkovaci je zachycena polovina ¢astic hrani¢ni velikosti.
Pravdépodobnost zachytu menSich ¢éastic se se zmenSujici velikosti Castice zvétSuje,
a naopak pravdépodobnost zachytu vétsSich astice se se zvétsujici velikosti snizuje. Lze
také vzorkovat PMio-25, coz odpovida rozdilu obou frakci.

PM: se pouziva pro definici malych ¢astic prochazejicich do plic [4]. PM25 je
pouzivano k indikaci castic jemného aerosolu, ¢ehoz se vyuziva ke studiu expozice
Vv epidemiologickych vyzkumech. PMio indikuje ¢astice schopnych proniknout do hrudni
¢asti dychaci soustavy. PMio-25 se pouZzivd pro vzorkovani thorakéalnich castic hrubé
frakce. Kromé vyse zminénych lze vzorkovat také TSP (,,Total suspended particulate®),
ktery zachytava kromé jemnych €astic 1 ¢ast hrubych, kdy mezni hodnota byva stanovena
na 25 nebo 40 pm.

1.1.2 Hmotnostni koncentrace

Jednou z charakteristik atmosférického aerosolu je jeho hmotnostni koncentrace [6].
Jedna se o hmotnost PM v jednotce objemu atmosféry. Jednotkou jsou g-m=, mg-m
nebo pug-m=.

Pro PM1o a PM2 s byly zavedeny regula¢ni limity, které uréuji, jak velka koncentrace
dané velikostni frakce se mliZze vyskytovat v ovzdusi, aniz by hrozilo zvySené zdravotni
riziko [7]. Tyto limity jsou zavedeny pro primérnou 24hodinovou nebo ro¢ni koncentraci
ve vné&j$im prostiedi. V Ceské republice jsou rovnéz zavedeny limity pro vnitini
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prostfedi, které stanovuji maximalni pfipustnou primérnou hodinovou hmotnostni
koncentraci PM1o a PM2s [8]. Pro PM; viak nebyly zavedeny imisni limity v CR.

Pro méfeni hmotnostni koncentrace se vyuzivaji metody kontinualni, které provadi
méfeni hmotnostni koncentrace V redlném cCase, a metody gravimetrické, které méfi
prumérnou hmotnostni koncentraci béhem doby méfeni [9]. Gravimetrické metody
vyuzivaji zachytavani ¢astic aerosolu na filtr [10]. Tato méfeni zjistuji zménu hmotnosti
filtru pfed vzorkovanim PM a po vzorkovani PM. Takto ziskand hmotnost je poté
podélena objemem vzduchu, ktery pies filtr prosel. Pfed vazenim i po ném jsou filtry
ponechany urcitou dobu v Cisté laboratofi za podminek stalé teploty a vlhkosti, aby doslo
k jejich ekvilibraci. Tim se zabrani pfipadnym chybam meéfeni zptisobenym zménou
hmotnosti vody na filtru, a to jak vypafovanim, tak adsorpci. V této laboratofi pak také
probiha véazeni filtra, které musi byt izolovano od okolnich vibraci a vzdu$ného proudéni,
coz by mohlo mit vliv nejen na proces vazeni, ale i na uvolnéni zachycenych latek na filtru
do okoli [11].

Vzorkovace PM vétSinou propousti k filtru castice o pfedem definované velikosti
[11]. Vybér frakce umoznuji separatory Castic, mezi které se fadi impaktor, cyklon
a elutriator. Princip impaktord spociva v separaci ¢astic na zaklade jejich hybnosti, kdy
Castice obsazené ve vzduchu prochazejicim tryskami proti impak¢ni desce jsou bud
zachyceny, nebo projdou dale. Hrani¢ni velikost zachytavanych ¢astic je dana geometrii
konstrukce trysek. Aby se Castice od impak¢ni desky neodrazely, je namazana olejem
nebo tukem, coz zvysi ucinnost zachytavani. Béhem separace ¢astic pomoci cyklond
dochazi ke vzniku vzdusného viru. Pisobenim odstiedivé sily jsou ¢astice dané velikosti
hnany kolmo proti sténé trubice, kde jsou zachyceny na olejové nebo tukové vrstve. Pti
separaci pomoci elutriatoru je nasavan vzduch do komory, kde dochazi k jeho proudéni
smérem vzhtru. Pokud je rychlost usazovani ¢astic niz$i nez rychlost proudéni vzduchu,
pak ¢astice projdou do vstupniho otvoru, kde dochazi k jejich zachyceni.

Filtry pouZivané pfi vzorkovani aerosolll se dé€li na dva hlavni typy: membranové
a vlaknité [11]. Nejcastéji pouzivané membranové filtry jsou vyrobeny z teflonu, nitrat
celulozy nebo nylonu. Druhy typ filtrti je tvofen vlakny, ktera jsou vétSinou kiemenna.

Pted pouzitim nékterych druht filtrti je nutna jejich pfeduprava pro spravné méteni
[11]. Naptiklad filtry z kiemennych vlaken je vhodné pied vzorkovanim vystavit
vysokym teplotam (> 500 °C) pro odstranéni organickych sloucenin.

Pro eliminaci chyb plynoucich zukont pii vazeni filtri byly vyvinuty metody
umoziujici méfit hmotnostni koncentraci ,,in situ* [11]. Tyto metody umoziuji ziskat
vice informaci nez pii gravimetrickém stanoveni hmotnosti a také je umoznéno snimat
hodnoty velic¢iny kontinualné.

Metoda BAM (Beta attenuation monitor) vyuziva atenuaci beta zafeni na filtru
S usazenymi ¢asticemi [12]. Pro ziskani utlumu zafeni zpisobeného pouze PM a nikoliv
filtracnim materialem se provadi odecet atenuace zareni na filtru s usazenymi casticemi
od atenuace na filtru pied jeho vystavenim proudéni vzduchu [13]. Utlum zafeni je

19



umérny hmotnosti ¢astic v daném objemu, kde umérnost piiblizné odpovida
exponencialnimu vztahu. Tato metoda obvykle umoznuje sledovat primér hmotnostni
koncentrace jednou za hodinu. Je vSak nepfesna pii velkém nasyceni vzduchu vodni
parou, ktera rovnéz pohlcuje beta zateni.

Kontinualni metoda TEOM (Tapered Element Oscillating Microbalance) umoznuje
ziskavat tidaje o hmotnostni koncentraci aerosolu jako primeér v ¢asovém intervalu péti
minut [11]. Filtr zachytavajici ¢astice aerosolu je umistén na vystupu duté sklenéné
trubice. Narust hmotnosti filtru zplsobi zménu rezonancni frekvence oscilujiciho
kuzelovitého nosice, ktera je poté elektronicky detekovana. Vzorkovani a méfeni probiha
za konstantni teploty, kterd je vysSi nez teplota okolniho vzduchu. To umoziuje
eliminovat odchylky méfeni zpusobené roztaznosti kovovych soucasti. Teplota vSak
nesmi byt pfili§ vysoka, aby nedochéazelo k vypatrovani vody ¢i zméné tekavéjsich latek.

Jesté Castéjsi intervaly méfeni hmotnostni koncentrace, a to primérovanim jednou
za minutu, umoziuje piezoelektricky aerosolovy hmotnostni monitor [14]. Depozice
¢astic V tomto ptipadé probihd na krystalovém disku, ¢imz se zméni i jeho rezonanéni
frekvence. Rozdil této frekvence a frekvence referenéniho krystalu je tmérny hmotnostni
koncentraci PM.

1.1.3 Chemické sloZeni

Atmosféricky aerosol se dle ptivodu dé€li na pfirodni a antropogenni a dale na primarni
a sekundarni [1]. Primarni aerosol se z piirodnich zdroji do atmosféry dostava pievazné
V hrubé frakci vznikajici disperzi moiské vody, resuspenzi prachu, vulkanickou ¢innosti
nebo ve formé bioaerosolu. Nejvétsi podil hrubého aerosolu tvoti praveé material zemské
kiry s prvky jako kiemik, vapnik, hoi¢ik, hlinik nebo zZelezo. Jemnou frakci pochazejici
Z ptirodnich zdrojii zastupuji predev§im sekundarni aerosoly jako jsou amonné ionty,
dusi¢nany, sirany nebo organickeé latky vzniklé z biogennich tékavych organickych latek
(napf. terpeny). Mezi antropogenni zdroje aerosolu patii pfedevsim spalovaci procesy
vyuzivané v energetickém primyslu a pii vytapéni domacnosti a dal$i pramyslové
procesy, mezi které se fadi stavebnictvi, zpracovani kovi, nebo petrochemicky prumysl
[15]. Pii téchto ¢innostech jsou do atmosféry emitovany kovy, nejéastéji ve formé oxidu
[1]. Mezi vyznamné latky, které jsou soucasti jak hrubého, tak jemného aerosolu, patii
kromé kovi také napf. slouceniny dusiku a organické latky jako jsou polycyklické
aromatické uhlovodiky nebo karboxylové kyseliny.

Aerosol Ize dale rozdélit podle lokace vzniku na méstsky, venkovsky a pozad'ovy [1].
Tyto typy rozliSuje hlavné jejich chemické slozeni ovlivnéné zdroji v dané lokalité.
Zatimco pozad'ovy aerosol je tvofen prevazné Casticemi z pfirodnich zdroji, méstskému
aerosolu pfispivaji zna¢nou mérou lokalni antropogenni zdroje. AZ polovinu méstského
aerosolu mohou tvofit ¢astice emitované v souvislosti s dopravou, kdy zdrojem jsou nejen
vyfukové plyny, ale také opotiebovani brzd, pneumatik a silnic [16].
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Chemické slozeni aerosolu lze méfit offline nebo online metodami [10]. Pti online
metodach dochéazi k okamzité analyze vzorkovaného materidlu, zatimco pii vyuZziti
offline metod se po navzorkovani v uritém ¢asovém obdobi, napf. trvajicim 24 hodin,
ptevezou vzorky do laboratofe, kde se nasledné zpracuji.

1.1.3.1 Offline metody méieni chemického sloZeni

Pii offline postupu jsou nejprve navzorkované slouCeniny na filtrech extrahovany
do rozpoustédla a poté jsou analyzovany piislusnymi metodami [17]. U sloucenin
rozpusténych ve vodé (anorganické ionty, karboxylové kyseliny) lze vyuzit iontovou
chromatografii, iontové selektivni elektrody, kolorimetrii, rentgenovou fluorescencni
spektrometrii, nebo UV-VIS spektrometrii. Metody teplotni optické transmitancie
a teplotni optické reflektancie jsou vyuzivané pii analyze uhlikové slozky aerosolu.

Iontova chromatografie vyuziva separace iontl na iontové vyménnych kolonach
za pouziti vhodného eluentu [17]. Tento eluent je volen dle skupiny cilovych analytu.
Jednotlivé zény separovanych iontll jsou za kolonou vétSinou detekovany pomoci
vodivostniho detektoru.

Iontové selektivni elektrody (ISE, ion-selective electrodes) obsahuji vnitini
standardizovany elektrolyt a membranu, pfes kterou mize projit pouze jeden typ iontl
[17]. Po jejich ponofeni do roztoku dojde k vyméné iontli vedouci k iontové rovnovaze.
Zmeéna elektrického potencidlu je poté vyhodnocena jako koncentrace iontl v roztoku.

Kolorimetrie vyuziva zménu zbarveni roztoku po pfidani daného iontu [17]. Barevna
zména je poté detekovana UV-VIS spektrometrii. Absorpce specifické vinové délky
odpovida danému typu iontl a velikost absorbance je imérna koncentraci té€chto iontd.

Pii prvkové analyze se vyuzivaji metody nedestruktivni a destruktivni. Mezi
nedestruktivni metody patii napf. rentgenova fluorescencni spektrometrie (XRF, X-ray
fluorescence), analyza emisniho rentgenového zafeni (PIXE, particle induced X-ray
emission) nebo instrumentdlni neutronova aktivaéni analyza (INAA, Instrumental
Neutron Activation Analysis). Mezi nejpouzivanéjsi destruktivni metody se fadi atomova
absorp¢ni spektrometrie (AAS, Atomic Absorption Spectroscopy) a hmotnostni
spektrometrie s induk¢éné vazanym plazmatem (ICP-MS, Inductively Coupled Plasma-
Mass Spectrometry).

Pii XRF dochazi k ozafovani latky rentgenovymi paprsky [17]. Elektrony
jednotlivych prvki jsou excitovany a pii navratu do zakladni energetické hladiny dojde
k vyzafeni energie charakteristické pro dany typ iontu.

PIXE vyuziva podobného principu jako rentgenova fluorescence [17]. K excitaci
elektronti zde vsak neni vyuzito rentgenového zafeni. Misto toho je prvek vystaven
proudu vysokoenergetického protonového svazku, v disledku ¢ehoz dochazi k emisim
charakteristického rentgenového zaieni, které je detekovano.
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Metoda INAA pfi analyze vyuziva proud neutrond, do kterého je vlozen vzorek [17].
Vysledkem je vznik radioaktivnich nuklidd, jejichz rozpad je nésledn¢ doprovazen gama
zatenim s charakteristickou energii.

U metody AAS se kapalny vzorek nejprve zmlzuje a nasledné atomizuje [17].
Atomizace se provadi riznymi zpusoby, napiiklad v plameni, elektrotermicky nebo
generovanim plynnych hydridi. Poté jsou atomy vystavovany zatfeni o vinové délce, ktera
je charakteristicka pro dany prvek. Pokud vzorek obsahuje atomy daného prvku, je
absorbovana ¢ast zafeni, coz je méfeno pomoci fotodetektoru. Mnozstvi absorbovaného
zafeni je pfimo umérné koncentraci atomit daného prvku ve vzorku.

Pii metod¢ ICP-MS je kapalny vzorek zmlzovan a ptivadén proudem argonu do cely,
kde je pomoci elektromagnetického pole udrzovana plazma [17]. Argonové plazma
zpusobuje, Ze se rozpoustédlo odpaii a z volnych atomu se stavaji ionty [18].lonizované
atomy jsou dale unaseny do hmotnostniho spektrometru. Tam jsou ttidény podle poméru
hmotnosti a naboje, coz umoznuje identifikaci jednotlivych prvki ve vzorku. ICP-MS
umoznuje velmi rychlou detekci $iroké skaly prvka (od lithia po uran) a to i 0 velmi
nizkych koncentraci.

Pro analyzu organického a elementarniho uhliku v aerosolech (OC/EC,
organic/elemental carbon) se pouzivaji metody teplotni optické transmitancie (TOT,
thermal optical transmittance) a teplotni optické reflektancie (TOR, thermal optical
reflectance) [17]. Vzorek je v nékolika teplotnich krocich zahfivan a je ozafovan
laserovym paprskem. Na zaklad¢ rizného prichodu, resp. odrazu, laserového paprsku pii
ruznych teplotach Ize od sebe odlisit organicky a elementarni uhlik.

1.1.3.2 Online metody

Kompletni vyhodnoceni sloZeni navzorkovaného aerosolu obvykle probiha i né€kolik
dni po vzorkovani [17]. Pro potiebu rychlejsi analyzy byly vyvinuty online metody, které
kombinuji analyzu chemického sloZeni rovnou se vzorkovanim ¢astic vV jednom nastroji.
Vyhodou téchto metod je automatizace procesu a mnohem Kratsi ¢as uplynuty od pocatku
vzorkovani po vyhodnoceni chemického slozeni vzduchu. To umozni 1épe zachytit rychlé
zmény a v€as reagovat na prekroceni limiti pro obsah skodlivych latek, a to v podstaté
vV redlném case. Dalsi vyhodou je také zamezeni kontaminace vzorku pifed analyzou,
ke které by mohlo dojit pfi manipulaci a transportu vzorku. Tyto metody jsou kvuli
mozZnosti jejich téméf nepietrZzit¢tho provozu také oznacovany jako kontinualni nebo
semikontinualni.

Aerosolovy hmotnostni spektrometr (AMS, Aerosol Mass Spectrometer) se pouziva
pro analyzu pfitomnosti organickych a anorganickych latek, a to ve vysokém casovém
rozliSeni [19]. Aerosolovy hmotnostni spektrometr s vysokym rozlisenim (HR-TOF-
AMS, High-Resolution Time of Flight Aerosol Mass Spectrometer) vyuziva na vstupu
systém fokusacénich ¢ocek, kde jsou ptivedené ¢astice svedeny do uzkého paprsku a dojde
k jejich separaci, na zakladé jejich aecrodynamického pruméru. Detekce poté probiha
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pomoci hmotnostniho spektrometru s metodou doby letu. [20]. Pro méné naro¢né analyzy
je pifi dlouhodobém monitorovani vyuzivan monitor chemického slozeni aerosoli
(ACSM, Aerosol Chemical Speciation Monitor) [19]. Tento monitor ma ale nizsi citlivost
a horsi hmotnostni rozliseni.

DalS$i metody urcené pro online analyzu sloucenin v aerosolu jsou zalozené
na principu zachytu analyti do vody s naslednou analyzou v realném case [21] [22].
Zakladnim nedostatkem téchto metod je ale jejich nizka Gi¢innost zachytu pro ultrajemnou
frakci aerosolu. Z tohoto diivodu je nutné u téchto malych Castic nejprve zvétsit jejich
aerodynamicky primér pomoci supersaturace a nasledné kondenzace vodni pary. Takto
je mozné puvodni nanometrové Castice zveétsit do velikosti nékolika mikrometru [23]. Pro
naslednou analyzu lze pouzit bud’ konvencni separacni metody jako je IC (ion
chromatography) nebo specialné vyvinuté prutokové analyzatory uréené pro detekci
konkrétni slouceniny [24] [25].

1.1.4 VIiv atmosférického aerosolu na zdravi

Castice aerosolu se vyznamné podili na diilezitych atmosférickych dg&jich [6]. Mohou
ovliviiovat lokalni zmény klimatu [26], zhorSeni viditelnosti [27], a mohou také negativné
pusobit na vegetaci [28], Zivocichy a jiné zivé organismy [29]. Nekteré latky vazané
na Castice aerosolu mohou negativné ovlivnit lidské zdravi, coz mulze vést az
k pfed¢asnému tmrti [30]. Podle Franklina a kol. (2008) muzZe nartst koncentrace PMa2 5
0 10 pg-m™ zvysit umrtnost zhruba 0 pil procenta [31]. Cong a kol. provadéli priizkum
ve vice nez 650 méstech po celém svété a zjistili, Ze nariist koncentrace PM1o 0 10 ug-m-
% mélo za nasledek zvysenou mortalitu az o 1,3 %, kdeZto stejny néartist koncentrace
u frakce PM3 5 byl provazen zvy$enim umrtnosti az o 2,5 % [32]. Dlouhodobé vystaveni
se jemny casticim vyfukovych plynt zvysuje riziko vzniku rakoviny plic [33].

Lidské zdravi ovliviiuje zneéisténi ovzdu$i pifimo pii dychani, pii kontaktu
s pokozkou, nebo také nepiimo konzumaci tekutin a potravy, kde se latky ze vzduchu
usadily [1]. Mira ovlivnéni lidského organismu zavisi na koncentraci latky, délce
a zpusobu jejimu vystaveni 1 fyziologickych parametrech individudlniho jedince.
Vystaveni se zne€isténému ovzdusi mize ovlivnit nervovy systém, coz dokonce muze
vést az k rozvoji Alzheimerovy nebo Parkinsonovy choroby [34]. Také muze dojit
k negativnimu ovlivnéni kardiovaskularni a respira¢ni soustavy, coz se mize projevit
jako astma, arytmie, sipani, kasel, sucho v ustech nebo omezenim dychacich cest [35].
Dlouhodobé vystaveni atmosférickému znecisténi mize zhorsit plicni funkce jiz u déti
a miiZe vést az ke vzniku chronické obstrukéni pulmonalni nemoci (CHOPN). Hrozi také
vznik srdeénich nebo plicnich karcinomi, které mohou vyrazné zkratit dobu zivota.

1.1.4.1 VIiv kova na zdravi

Mezi hlavni polutanty atmosférického aerosolu negativné pusobici na lidské zdravi se
vedle jinych prvku fadi také kovy [15]. Bé€zné pritomnymi kovy ve vzduchu v méstskych
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oblastech jsou olovo, kadmium nebo rtut’, které vznikaji v tovarnach pii primyslovych
procesech [36]. Nadmérna koncentrace inhalovanych kovii mutze vést k oxida¢nimu
stresu [37]. Inhalace kovovych ¢astic mize zpusobit onemocnéni ledvin a jater, poruchy
centralniho nervového systému, zhorsené vidéni, nespavost, psychické poruchy u deéti
a demenci u starSich lidi, emo¢ni nestabilitu a deprese [38]. Také muze vést K horecce
z vyparu kovi [39]. VCR jsou pro ochranu zdravi lidi zavedeny imisni limity
koncentrace urcitych kovu ve vzduchu pii primérovani za kalendaini rok [7]. Pro olovo
je tento limit roven 0,5 ug-m=, pro arsen 0,006 ug-m=, pro kadmium 0,005 pg-m= a pro
nikl 0,02 pg-m=,

Olovo (Pb) je emitovano do ovzdu$i z motord spalujicich benzin nebo
z pramyslovych huti a zavodt na vyrobu baterii [40]. Jednim z mechanism, jak se olovo
uvoliiuje do atmosféry, je také obrusovani kolejnic a pii odvalovani kol vlaka [41].
Dalsim zdrojem pro ¢lovéka mize byt kontaminované jidlo nebo potrubni voda [36].
Kromé¢ respira¢ni soustavy zasahuje i reproduk¢éni a nervovou soustavu [42]. Tam se
ucastni chemickych procesti, napt. se navaze misto vapniku, aniz by zastupovalo jeho
funkci. V lidském téle se hromadi v krvi, kostech i mékké tkani [40]. Kvuli jeho
nesnadnému vylouceni z téla mize ovlivnit jatra a ledviny, zpisobit poruchy spanku,
ztratu koncentrace, ztratu paméti, snizeni citlivosti, podrazdénost az agresivitu, dale
anémii, zacpu a bolesti hlavy i bficha [42]. Dlouhodobé vystaveni olova pak muze
zpisobit 1 zvySeni krevniho tlaku, neplodnost nebo omezeni funkci ledvin a travici
soustavy. Vystaveni olovu by se obzvlast¢ mély vyhybat téhotné zeny. [36]. Béhem
t¢hotenstvi a kojeni dochazi k uvoliiovani olova z téla matky, které piijiméa plod nebo
kojenec.

Kadmium (Cd) byva clovékem nejcastéji piijimano v potravé nebo inhalaci
cigaretového koute [43]. Krom¢ tabakového koute se do vzduchu dostava také pii
spalovani fosilnich paliv nebo odpadi, pii vyrob& nékterych slitin nebo jako vedlejsi
produkt pfi vyrobé zinku [44]. Dalsim zdrojem je obruSovani kolejnic a kol vlaka [41].
Zvysené riziko vystaveni se kadmiu plati pro kufaky, seniory a diabetiky [43]. Kadmium
se, vzhledem k jeho obtiznému vylucovani z téla, v lidském organismu hromadi a ptisobi
neptiznivé na tvorbu enzymu v burikach [45]. Nejvice ovlivituje ledviny, kde dochazi
K odumieni tubularnich bungk, coz vede k proteinurii. Také zvySuje riziko vzniku
rakoviny plic a osteoporozy [36].

Rtut’ (Hg) z ovzdusi se akumuluje v ptud¢, kde se méni na methylrtut’ a vodu [36].
Pravé tato forma rtuti je vstiebatelna lidskym télem. Koncentrace rtuti ve vzduchu
I ve vode je v Evropé mnohem nizsi, nez kolik by ji bylo zapotiebi pro negativni ucinky
na ¢lovéka. Na tento kov jsou nejvice citlivé lidské plody, jejichZ kontaminovani pochazi
vétSinou z ryb konzumovanych matkou. Pravé ryby jsou jednim z nejvyznamnégjsich
zdrojii rtuti v lidském téle.

Arsen (As) patii mezi nejvice zdravi skodlivé kovy [46]. Do ovzdusi se dostava
vétsinou jako odpadni produkt pramyslu zpracovavajiciho kovy, pii spalovani uhli nebo
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pii vypalovani vegetace [47]. Také se do ovzdusi uvoliuje pii obrusovani kolejnic a kol
vlaki [41]. Depozici ze vzduchu a uvoliovanim z arsenovych pesticidii nebo z ptirodnich
nerostll se pak muze dostat do vody, do pudy, a tim i do potravy [48]. Otrava arsenem
u ¢loveka zpusobi poruchu bunécného dychani, tvorby bunéénych enzymi a bunééného
déleni mit6zou [49].

Chrom (Cr) je esencialnim prvkem lidského téla, napomaha regulovat hladinu cukru,
cholesterolu a podporuje metabolismus tukd [50]. Do ovzdusi se emituje pti spalovani
ropy a uhli, zhnojiv nebo zodpadnich vod [51]. Také je pouzivan v primyslu
V metalurgii, pfi vyrobé barev nebo papirt. Trojmocna varianta chromu je pro zivé
organismy témét neskodna [45]. Sestimocny chrom je silng toxicky a velmi negativng
pusobi na rostliny, coZ se projevi zastavenim rustu kotenti i kliceni semen nebo chlorézou
list [51]. Konzumace téchto rostlinnych potravin je spolu s inhalaci kontaminovaného
vzduchu zpisobem inkontaminace c¢lovéka chromem. V lidském organismu chrom
poskozuje dychaci soustavu (od podrazdéni nosu az po piekrveni plic), jatra a ledviny
[52]. Plsobeni chromu je spojeno také s podrazdénim a poskozenim zubu, o¢i i uSnich
bubinkt. Mze dojit k alergickym reakcim kize nebo dokonce rakoviné plic.

Hlinik (Al) se pfirozen¢ nachazi ve vzduchu, vodé i pudé, kde je jednim
Z nejrozsifenéjSich prvka [53]. Toxicita hliniku se zvySuje se snizujicim se pH pudy nebo
vody [54]. Z toho dtivodu v minulosti doslo k vyraznému omezeni zemé&délského vyuziti
kyselych piid, aby nedochazelo k intoxikaci lidského organismu hlinikem z potravy.
Hlinik v lidském organismu je skodlivy pro kostni a nervové bunky.

Zelezo (Fe) je esencialnim prvkem, ktery je soudasti nékterych enzymi a bilkovin
zodpovédnych za transport kysliku v t€le [55]. Pfi nadmérné koncentraci v lidském se
zelezo akumuluje v jatrech, srdci a mozku. Zelezem produkované volné radikaly
negativné reaguji s DNA (deoxyribonukleova kyselina, deoxyribonucleic acid), coz mize
vést u bunék k poskozeni nebo zménam, které mohou byt maligni [56]. Ve vzduchu se
asto vyskytuji zelezité (Fe®*) a zeleznaté (Fe?*) ionty [57]. Ob& formy mohou mit
negativni G¢inky na lidsky organismus. Pole nékterych studii maji Ze Zelezité ionty vice
negativni vliv pro lidské té€lo nez Zeleznaté. Plati to napf. vV plazmé, kde vice snizuji
aktivitu enzyma [58] nebo vV kostech, kde maji vétsi inhibi¢ni G¢inek na jejich
mineralizaci [59].

Mangan (Mn) je esencialnim prvkem, ktery se uplatiiuje pii metabolismu, ov§em
ve vysokych koncentracich je toxicky [60]. Do atmosféry se uvoliuje pfirozené erozi
nékterych hornin nebo pfi spalovani a primyslovém zpracovani produktii obsahujich
mangan. Vysoka koncentrace manganu V lidském téle (manganismus) se projevuje
tiesem, ztuhlosti, zpomalenymi reakcemi, depresi nebo tuzkostmi a mize vést
az K neuronalni smrt nebo projevim podobnym Parkinsonové nemoci. Dlouhodoba
inhalace vzduchu s vysokym obsahem manganu mize vést k poskozeni plic.

Nikl (Ni) patii mezi esencialni prvky [61]. Do atmosféry se dostava pii spalovani
odpadu a fosilnich paliv [62] nebo pti obrusovani kol vlaki a kolejnic [41]. Pfirodnimi
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zdroji jsou pak vulkanicka c¢innost, lesni pozary nebo zvétravani hornin. Vysoka
koncentrace niklu ve vzduchu miize zpasobit podrazdéni kize, pies kterou se nikl v jisté
mife absorbuje z ovzdusi do lidského téla. Vdechovani miize zptsobit fibrézu dychacich
cest nebo rakovinu plic [63]. Nikl také muze zpusobit onemocnéni ledvin nebo
kardiovaskularni soustavy.

Vanad (V) je od ovzdusi emitovan spalovanim fosilnich paliv [64]. Inhalovany vanad
muze zpusobovat rizna onemocnéni kardiovaskularni a respiracni soustavy. Nékdy také
mize zpusobit rakovinu nebo histologické zmény bun¢k kize ledvin nebo plic.

Zinek (Zn) se piirozen¢ vyskytuje v lidském téle [65]. Pusobi pii syntéze DNA, rustu
a déleni bunék nebo pii imunitnich reakcich. Do ovzdusi se uvoliluje pfi pramyslové
¢innosti, a to hlavné v galvanovnach [66]. Dalsimi zdroji jsou zvétravani hornin nebo
vulkanicka Cinnost. Vystaveni se zinku z ovzdusi, at’ uz kratkodobé nebo dlouhodobé,
obvykle neméd velky vliv na zdravi ¢lovéka, nicméné muze zpusobit nékteré
kardiovaskularni problémy [67]. Ve vysokych koncentracich mize zinek ovlivnit
imunitnim reakce nebo snizit obsah médi v krvi, coz muze vést k vzniku menS$ich
¢ervenych krvinek, coz v kone¢ném dusledku ovlivni transport kysliku [65].

Kobalt (Co) je rovnéz esencialnim prvkem a je naptiklad obsazen v potiebném
vitaminu B12. Zdrojem jeho pfitomnosti v atmosférickém aerosolu je spalovani odpadi
nebo paliv, jako je uhli, nafta nebo topny olej [68]. Krom¢ vzduchu mize byt ¢loveék
vystaven kobaltu také v intoxikované vodé nebo potravinach. Na kobalt ve vzduchu mize
ktize reagovat alergicky. Vdechovani kobaltu mize ovlivnit imunitu, kardiovaskularni
a respiracni soustavu cloveka.

1.2 Inhalacni biodostupnost

Inhala¢ni biodostupnost aerosolovych castic je dulezitou vlastnosti pro pochopeni
Skodlivosti danych latek [69]. Negativni vliv vdechovanych ¢astice na lidsky organismus
zavisi na vice aspektech (napft. velikost ¢astic, misto depozice Castice nebo rozpustnost
jednotlivych latek) [70].

Velikost ¢astic ovliviiuje misto jejich depozice v dychaci soustave [69]. V ptipad¢, Ze
jsou Castice po vdechnuti opét vydechnuty, neprojevi se jejich Skodlivé ucinky. Pravé
pomér mezi absorbovanymi Casticemi a veSkerymi Casticemi dané latky obsazenymi
v nadechovaném vzduchu je vyjadien inhala¢ni biodostupnosti. Tato vlastnost bere
v uvahu i zménu podminek, kterym jsou ¢astice po vdechnuti vystaveny, mezi které patii
vyrovnani na télesnou teplotu a vlhkost. Jedna z definic biodostupnosti fika, ze se jedna
0 zlomek absorbovanych chemikalii schopnych dosahnout systémové cirkulace
organismu [71].

Inhalaéni biodostupnost zavisi také na vlastnostech kapaliny, kde se latka rozpousti
[72]. Z etického hlediska neni mozné provadét méfeni piimo na ¢loveéku nebo odebirat
¢lovéku jeho plicni kapalinu. Méfeni biodostupnosti se proto provadi na simulovanych
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plicnich kapalinach, které jsou navrhovany tak, aby se svym slozenim a vlastnostmi
podobaly pravé fyziologické plicni kapaling.
Mg¢teni biodostupnosti je mozné provadét metodami in vivo nebo in vitro [73].

1.2.1 Metody in vivo
Metody in vivo vyuzivaji laboratorni zvifata (nejCastéji mysi nebo Krysy), ktera jsou
vystavena riznym koncentracim a velikostem castic obsahujicich danou latku [73].
Danou latku je mozné zvifeti aplikovat inhalaéné¢ nebo pfimo do dychaci soustavy.
Po usmrceni zvifete je analyzovana koncentrace latky v jeho téle. Mohou byt zkoumany
rizné tkané nebo télni tekutiny, jako je krev, plazma nebo bronchoalveolarni kapalina.
Lze se zamé&fit na specifické organy, napf. jatra, ledviny, srdce, plice nebo mozek. Jednou
zZzmoznosti analyzy je také sledovani poSkozeni bunck zanétem, a to zkouménim
pfitomnosti prozanétlivych proteind. Damon a kol. (1984) se zabyvali studiem
biodostupnosti i zkoumanim zvifecich vyméska [74]. Campen a kol. (2001) zkoumali
in vivo vliv intoxikace zvifete na termoregulaci a ¢innost srdce [75]. Zjistili, Ze razné
kovy mohou zplsobovat zmény v méfenych parametrech s riiznym zpozdénim.
Killingsworth a kol. (1997) studovali vliv inhalace popilku topného oleje na zvysSeni
krevniho tlaku a mortality [76]. Kadiiska a kol. (1997) dosli k zavéru, Ze plicni tkan
potkanti prokazuje in vivo oxida¢ni u¢inky piijatych PM [77]. Hypotermie, bradykardie
a zmény metabolismu byly parametry zkoumanymi ve studii Watkinson a kol. (1993)
[78]. Odeh a kol. v roce 2022 potvrdili vliv inhalovaného Zeleza na vznik zanétu a
naru$eni antioxida¢niho systému [79].

Nevyhodou in vivo testd je jejich financni a Casova narocnost, etickd otazka
manipulace se zvifaty a také komplikovanost pfevodu ziskanych vysledku u zvitat
na ¢loveka [80].

1.2.1.1 Inhalaéni metoda

Pfi inhala¢ni metodé musi byt nejprve latka aerosolizovana, napf. rozprasovanim [73].
Zvite mize byt takto vzniklému aerosolu vystaveno celym télem nebo jen ¢asti [81]. Pro
zajiSténi expozice pouze hlavou, nosem nebo usty, se na hlavu zvifete nasazuje specialni
maska. Pro zkoumani akutni, subchronické nebo chronické reakce lze nechat zviie
vystavit dané latce pfislusné dlouho, a to od jednotek hodin az po nékolik mésica.

1.2.1.2 Instila¢ni metoda

Pfimé podani dané latky do dychaci soustavy je nazyvana instala¢ni metodou [82]. Tato
technika se pouziva tehdy, kdy neni mozné nechat zvife danou latku vdechovat. To se
stava, pokud je daného vzorku pfili§ malo, aby mohl byt vhodné aerosolizovan, nebo
pokud je dana latka pfili§ toxickd a hrozil by nik latky mimo laboratot. Misto podani
latky mtze byt kdekoli v respiracni soustavé od dutiny nosni az po plice [73]. S tim
souvisi také naro¢nost tohoto procesu, kdy pro hlubsi instilace musi byt pozity specialni
kanyly a zvifeti je podana anestezie.
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1.2.2 Metody in vitro

In vitro metody jsou potencionalni alternativou K in vivo testim [83]. In vitro metody jsou
jednodussi, levnéjsi a méné ¢asove narocné. To umozni provést vice opakovani méteni.

1.2.2.1 Metoda expozice kultivovanych bunék

Jedna z metod in vitro testovani biodostupnosti vyuziva kultivované bunééné kultury
(zviteci nebo lidské) [84]. Ty jsou po ur¢itou dobu vystaveny latkdm ve formé aerosolu
nebo roztoku. Vétsinou jsou vyuzity epitelidlni bunky plic nebo makrofagové bunky
alveol [85]. Tyto monokultury hraji dilezitou roli pfi vstiebavani latek pti dychani a také
pfi tvorbé zanétl. Limitaci této metody je, ze V dychaci soustavé jsou pritomny desitky
riznych typt bun¢k podilejicich se v mensi nebo vétsi mife na absorbovani latek
ze vzduchu, ale méfeni byva provadéno jen na jednom typu bun¢k [86]. Z toho divodu
je vhodngjsi pouziti vice typi bun€k zaroven, tzv. bunéénych kokultur. Dalsim
zajimavym typem bungk jsou v tomto ohledu bronchialni fibroblasty, které maji dileZitou
roli pti bioakumulaci kovii [87]. Kvili nestejnym mechanismiim absorbovani latek pii
bézném dychani ze vzduchu a absorbovani latek izolovanou tkani z roztoku lze vyuzit
toho, ze bunécné kultury budou vystaveny aerosolizovanym latkam [88].

1.2.2.2 Metoda inhala¢ni biodostupnosti

Testovani in vitro inhala¢ni biodostupnosti latek atmosférického aerosolu zkouma
podil latek, které se rozpusti v simulované plicni kapalin¢ (SLF, simulated lung fluid)
[89]. Vzorek je v SLF extrahovan, poté je odstranén piebytecny nerozpustény vzorek
(napf. centrifugaci nebo filtraci) a nésledné je stanoveno mnozstvi latky rozpusténé
Vv kapaling [73]. Extrakce probiha po ur¢ity pfedem definovany ¢as, S michanim, nebo bez
n¢j, za teploty laboratorni nebo odpovidajici teploté¢ lidského téla. UrCeni mnozstvi
rozpusténé latky je stanoveno napf. pomoci ICP-MS (hmotnostni spektrometrie
s indukéné€ vdzanym plazmatem).

1.3 Oxidativni potencial

Je mnoho patofyziologickych mechanismi, kterymi Castice aerosolu pusobi na lidsky
organismus [90]. Jednim z nejcastéjSich parametri pouzivanych pro stanoveni
Skodlivosti je méfeni hmotnostni koncentrace. Ta vSak neni dostate¢né¢ komplexnim
parametrem pro posouzeni zavaznosti moznych negativnich ucinki vzdusného aerosolu
na lidské zdravi [91]. Hmotnostni koncentrace nezohlednuje riizné velikosti a chemické
sloZzeni PM. Nékdy je majoritni slozkou hmotnosti aerosolu latka, kterd ma diky svému
chemickému sloZeni Zaddné nebo minimalni toxikologické U¢inky, coZ pro dany vzorek
PM znamena velmi mald zdravotni rizika. Jiné latky (napt. tézké kovy) mohou mit
vyrazné toxikologické ucinky jiz pii malé koncentraci, a tedy pii téméf nepatrnému
ptispévku k celkové hmotnosti PM. Z toho divodu se jevi jako nevhodné vyuzivat
hmotnostni koncentraci k uréeni toxikologickych rizik PM. Hmotnostni koncentrace
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rovnéz nebere v potaz mozné interakce mezi riznymi latkami v aerosolu, které mohou
ovliviiovat vysledné pulsobeni latek na organismus. Byla snaha vytvofit jednotnou
metriku toxicity, ktera bude zahrnovat, jak vliv hmotnostni koncentrace velikostnich
frakci, tak vliv chemického slozeni [91]. Takovou metrikou by mohlo byt méfeni
oxidativniho potencialu.

Oxidativni potencial (OP) je definovan jako schopnost aerosolu nebo jejich
komponent generovat a akumulovat reaktivni formy kysliku (ROS, reactive oxygen
species) [92]. Ty jsou navazany bud’ pfimo na PM nebo jsou tvofeny v téle pii interakci
bunék ¢i tkani s latkami obsazenymi v inhalovaném aerosolu. Zahrnuje vlivy hmotnostni
koncentrace, velikostnich frakeci, chemického slozeni i vzajemnych interakci latek.
Oxidativni potencial byva siln€ji spojen s akutnimi srdeénimi a respira¢nimi
onemocnénimi nez hmotnostni koncentrace jemné frakce PM, coz naznacuje, ze OP mize
byt relevantnéjsi zdravotni metrikou nez hmotnostni koncentrace PM [93]. ROS jsou
obecné definovany jako molekuly obsahujici kyslik s jedenim nebo vice neparovych
elektronti [94], coz je €ini vysoce reaktivnimi. Mezi ROS patii napt. superoxidovy aniont

1

(03), hydrogenperoxid (H,0,), hydroxylovy radikal (OH™) a singletovy kyslik (::0,).
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jinych reaktivnich forem kysliku [95].

Reaktivni formy kysliku jsou vytvafeny fyziologicky v téle pii metabolismu kysliku
[96]. V nizkych koncentracich maji fyziologické ptinosné funkce [97]. Slouzi jako
signalni molekuly pfi fizeni n€kterych fyziologickych funkci, napf. pii imunitnich
reakcich a regulaci krevniho tlaku. Urcitou roli hraji také pii adaptaci na stres [98].
Nekteré ROS vznikaji i pti ozafovani, ¢ehoz Se vyuziva pti radioterapii, kdyz radiolyzou
vody vznikaji ROS, které jsou toxické pro nadorové buiiky a pii spravném zacileni
minimalizuji poskozeni okolni tkané [99].

Nadmérna ptfitomnost reaktivnich forem kysliku je vSak spojena s negativnimi u¢inky
na organismus. V dusledku zvysené koncentrace ROS muze dojit k oxida¢nimu stresu
[100]. K tomu dochazi, kdyZ je narusena rovnovaha mezi pfitomnosti ROS a schopnosti
biologického organismu tyto ROS odstraiiovat. Oxidacni stres je spojovan se vznikem
nebo progresi fady onemocnéni, mezi které¢ se fadi rakovina, cukrovka, poruchy
metabolismu, ateroskler6za nebo kardiovaskularni choroby [101]. Reaktivni formy
kysliku mohou zpuisobovat poSkozeni lipidi, proteini a DNA vedouci az k poSkozeni
bun€k a tkani [100]. U lipidd dochazi k peroxidaci, coz vede k naruseni bunécné
membrany ovlivilyjici jeji permeabilitu [102]. Tim je ovlivnéna celkova funk¢nost buriky,
coz muze vést az ke vzniku nadoru. Oxidace proteind negativné ovliviiuje homeostazu
a metabolismus bilkovin [103]. Dochazi k naruseni syntetickych a regenera¢nich procest
a muze dojit ke strukturdlni degradaci, kterd vede ke vniku rtiznych onemocnéni (napf.
kardiovaskularni nebo neurodegenerativni onemocnéni). ROS maji vliv i na DNA [104].
Zpusobuji genotoxicky stres, ovliviiuji reakci bunék na poSkozeni DNA, vedouci
k mutagenezi a naslednému vzniku rakoviny. Dale mohou mit vliv také na enzymy, kdy
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blokuji jejich aktivni misto, ¢imz narusi jejich funkci [105]. Také byla zjisténa souvislost
zvySené hladiny ROS v tekutinadch produkovanych pohlavnimi zldzami s neplodnosti,
a to jak u muza [106], tak u zen [107].

Antioxida¢ni enzymy se podileji na odstraniovani ROS z t¢la [103]. Mezi tyto enzymy
se fadi superoxiddismutaza (SOD), kataldza a glutathionperoxiddza (GPx). SOD
pfeménuje superoxidovy anion (0, ) na peroxid vodiku (H,0,), ktery je dale §tépen
na vodu a kyslik. Glutathionperoxidaza vyuziva glutathion pti redukci hydroperoxidi
a pusobi jako prevence peroxidace lipidid. K neenzymatickym procesim podporujicim
eliminaci ROS se fadi latky zvané antioxidanty (napt. vitamin C, vitamin E, karotenoidy),
které vychytavaji ROS. Rovnovahu mezi oxida¢nimi a antioxidacnimi procesy také
podporuje mitochondridlni zdravi, které lze podporovat zdravym Zzivotnim stylem,
ke kterému patii pravidelna pohybova aktivita nebo zdrava strava [108].

Hodnoty oxidativniho potencialu PM byvaji velmi variabilni [94]. Zavisi na mistech
odbéru, roénim obdobi odbéru a zdrojich piispivajicich analyzovanému aerosolu. Podle
Gerlofs-Nijland (2013) maji latky PM, jejichz zdrojem jsou emise pii spalovani motort,
rozdilny oxidativni potencial v zavislosti na pouzitém palivu [109]. PM vznikajici pfi
spalovani biopaliv, jako je bionafta, ma mnohem niz$i oxidativni potencial nez ¢astice
vyfukovych plynti béZné pouzivané nafty.

Metody meéteni oxidativniho potencidlu Ize rozdélit na celularni (bunécné)
aacelularni (nebunécné) [110]. Nebunééné testy pouzivaji chemické latky, které
napodobuji fyziologické antioxida¢ni procesy organismu. Tyto testy zkoumaji v jak velké
mife se dé&ji tyto antioxidacni procesy, nebot to je imérné pritomnosti ROS. Mezi
nejcastéji pouzivané patii test dithiothreitolem, test kyselinou askorbovou a test kapalinou
dychacich cest, fluorescenéni metoda a elektronova spinova rezonance [111]. Bunééné
testy detekuji pfimo volné radikaly v bunécnych kulturach [110]. Acelularni testy jsou
rychlejsi a méné nakladové nez bunééné testy, coz umoznuje rychlejsi proméieni vétsich
soubort dat [94].

1.3.1 Metoda testovani pomoci dithiothreitolu (DTT)

Testovani pomoci dithiothreitolu (DTT) je b&zné pouzivanou technikou pro meéteni
oxidativniho potencialu PM [112]. Tato metoda je mj. vhodna pro studium oxidativnich
ucinki kovi, nebot’ DTT je na jejich pfitomnost citlivy [112].

DTT, znamy také jako Clelandovo <¢inidlo, je univerzalni redoxni ¢inidlo
s chemickym vzorcem CiH1002S2 a plisobi jako aceluldrni nahrada fyziologickych
bunéénych redukénich latek (napt. NADPH) [113]. Dtive se kvili svym malym redoxnim
vlastnostem pouzival jako ochranné Ccinidlo pii redukci disulfidovych mastka
v proteinech. Také se pouzival pro prevenci dimerizace atomi siry thiolované DNA.

Dithiothreitol za pfitomnosti komponenti PM simuluje fyziologické reakce
organismu [114]. Pokles koncentrace DTT je timérny oxidativnimu potencialu dané latky.
DTT je oxidovan redox-aktivnimi slozkami PM za vzniku disulfidd a pfenosu elektroni

30



z DTT na molekularni kyslik prostfednictvim redoxnich reakci [113]. Tak vznika
superoxidovy aniont (0;) [115]. Ten pak dale mlze vytvaret dalsi reaktivni formy
kysliku, napt. peroxid vodiku (H,0,) nebo za pfitomnosti kovi hydroxylovy radikal
(OH™). Se zbyvajicim nezoxidovanym DTT reaguje Elmanovo ¢inidlo (DTNB, 5,5'-
dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina) za vzniku 2-nitro-5-thiobenzoové kyselina (TNB).
Ta absorbuje svételné zareni o vinové délce 412 nm, coz je méfeno pomoci UV-VIS
spektrofotometrie. Rychlost spotieby DTT je zavisla na koncentraci DTT a reaktivnich
latek. Oxidativni potencial PM je poté definovan rychlosti spotfeby DTT normalizovanou
hmotnosti PM. To je vyjadieno v Rovnici (1).

kde OP2TT [pmol - min~* - ug='] je oxidativni potencial, ADTT [nmol] je spotieba
DTT, t [min] je specifikovana reakéni doba a m [ug nebo ng] je hmotnost PM.

Je doporuéeno volit hmotnost vzorku tak, aby doslo ke spotfebovani méné nez

oOP)I" =

poloviny pouzit¢tho DTT, coz zajisti linearitu procesu spotfebovavani dithiothreitolu
[113]. Casto je OPRIT udavan v jednotkach pmol - min=" - ug=?.

V jinych piipadech nebyva OPPTT normalizovdn na hmotnost &astic, ale na objem
prosatého vzduchu pii vzorkovani aerosolu [93]. Pro tento ptipad pak vzorec pro vypocet
je uveden v Rovnici (2).
ADTT
~v )

kde OPL2TT [pmol - min~' - m~3] je oxidativni potencial, ADTT [nmol] je spotieba
DTT, t [min] je specifikovana reakéni doba a V [m ™3] je objem prosatého vzduchu pii
vzorkovani PM.

OPRTT =

Oxidativni potencidl normalizovany hmotnosti PM je téZ nazyvan intrinSickou zat&zi
PM, coZ znamend, Ze je ovlivnén rychlosti vyCerpani antioxida¢nich mechanismil
Vv zavislosti na slozeni PM [116]. Oxidativni potencial normalizovany objemem prosatého
vzduchu pti vzorkovani PM je poté nazyvan extrinsickou zatézi PM, kdy je antioxida¢ni
systém zavisly na mnozstvi latek v nadechnutém objemu vzduchu. Berg a kol. (2019)
pouzili normalizaci oxidativniho potencialu jak na hmotnost navzorkovaného aerosolu,
tak na objem prosatého vzduchu pii vzorkovani zaroven, ¢imZ ziskali jednu metriku
zahrnujici informace z obou zptsobt normalizace [117].

1.3.2 Metoda testovani pomoci kyseliny askorbové (AA)

Metoda stanoveni OP kyselinou askorbovou je velmi podobna metodé€ vyuzivajici DTT
[118]. V této metodé je vyuzivana Kkyselina askorbova (AA), ktera je jednim
z nejhojnéjsich antioxidantl nalezenych v plicnich kapalinach [119]. V této metod¢ se
zkouma rychlost vycerpani kyseliny askorbové po smichani s ¢asticemi PM. Pomoci UV-
VIS spektrometru se zkouma ubytek absorbance v nékolika ¢asech na vinové délce

265 nm, na které je kyselina askorbova nejvice absorbovana. Pfi méfeni v pravidelnych
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intervalech lze vidét linearni pokles, ktery je umérny oxidativnimu potencialu [120].

1.3.3 Metoda pomoci glutathionu (GSH)

Gluathion (GSH) hraje dulezitou roli v fad¢ fyziologickych procesech, jako je imunitni
odpovéd’, syntéza DNA a zmiriovani oxida¢niho stresu vychytavanim volnych
kyslikovych radikala [121]. Nachazi se v mitochondriich, kde se ucastni buné¢ného
dychani. Pii nadmérné koncentraci ROS dochazi k oxidaci GSH na GSSG (glutathion
disulfid). Bézné jsou tyto dv¢ latky pfitomny v poméry zhruba 100:1, zatimco pii
oxida¢nim stresu je tento pomér zmenSen az k hranici 10:1 [122]. Pro stanoveni
oxidativniho potencidlu pomoci glutathionu je vyuzivano detekce ptitomnosti GSH,
GSSG nebo jejich vzajemného poméru pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC, high-performance liquid chromatography) [123].

1.3.4 Metoda pomoci kapaliny dychacich cest (RTLF)

Modifikaci metody kyselinou askorbovou je metoda pouzivajici kapalinu dychacich cest
(RTLF — respiratory tract lining fluid) [124]. Tato metoda 1épe vypovida o realnych
fyziologickych reakcich v plicich. Kromé& zmény koncentrace kyseliny askorbové je zde
také méten pokles glutathionu (GSH) a kyseliny mocové. Tyto latky jsou bézn¢ obsazeny
Vv plicich a maji za kol chranit plice proti ROS. V ¢asovych intervalech je ubytek téchto
antioxidantl stanoven pomoci vysokou¢inné kapalinové chromatografie (HPLC — high-
performance liquid chromatography). V nékterych piipadech je pouzit UV-VIS
spektrometr nebo determinace mnozstvi GSH pomoci enzyma.

1.3.5 Metoda pomoci dichlorofluorescinu (DCFH)

Tato metoda se primarn¢ vyuziva k detekci ROS piimo vazanych na castice aerosolu
s vyuzitim fluorescenénich technik [125]. Castice se nechavaji suspendovat v ¢inidle
a nasledné¢ je méteno spektrum specifickych vedlejsich produkti oxidace. Principem
metody je oxidace dichlorofluorescinu (DCFH) v piitomnosti ROS za vzniku
dichlorofluoresceinu (DCF), ktery je na rozdil od DCFH fluorescen¢ni. DCF byva
excitovano elektromagnetickym vinénim o vinové délce 485 nm [126]. Spektrum
emisniho spektra ma potom pik zhruba na vlnové délce 530 nm. Intenzita fluorescen¢niho
zateni je imérna mnozstvi ROS vazanych na PM [125]. Kvili katalyze reakce se DCFH
smichava s avidin-peroxidazou (HRP, horseradish peroxidase) v pufru fosfore¢nanu
sodného.

1.3.6 Metoda elektronové spinové resonance (ESR)

Metoda elektronové spinové rezonance je na techniku, ktera snima pfimo volné radikaly,
pomoci detekce pfitomnosti nesparovanych elektront [127]. Nejvice vsak detekuje
nereaktivni radikaly, protoZe téch reaktivnich se nehromadi tolik, aby je ESR stihla
detekovat pied jejich zanikem. Pro feseni tohoto problému jsou pfidavany tzv. spinové
pasti, které reaguji s reaktivnimi radikaly za vzniku stabilnich radikald. Ty jsou pak
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pomoci ESR detekovany. Casto jsou jako spinové pasti pouzivany sloudeniny dusiku,
které reaguji s nestabilnimi radikaly za vzniku stabilnich nitroxidovych radikalt [128].
Neptesnosti méteni mize zpusobit fakt, Zze vychytavani mnoha volnych radikali probiha
mnohem pomaleji nez jejich vychytavani bunénymi antioxidanty. Napiiklad
superoxiddismutaza a askorbat tak mohou branit detekci O, Vv bunkach a tkanich.
Nevyhodou této metody je vysokd cena a nedostatecnd citlivost vzhledem k nizké
koncentraci a kratké zivotnosti ROS [127].

1.3.7 Online metody

Online metody jsou vyvijeny k vyhodnoceni oxidativniho potencidlu Vv realném case
[119]. Umoznuji sledovat zmény OP v zavislosti na ménicich se podminkach. Pfi online
metodach na sebe navazuji systémy vzorkovaci, transportni a detekéni. Dochazi tedy
K urychleni a zautomatizovani celého procesu. Vzdy probiha nejprve vzorkovani PM
po urcitou dobu a poté je automaticky proveden zbytek analyzy. Je nutné volit kompromis
mezi ¢asovym rozliSenim namétenych dat a dostatecné dlouhym ¢asem pro navzorkovani
PM, které¢ vyvola dobie detekovatelnou odezvu.

Campbel a kol. (2019) rozvijeli metodu online vyuziti kyseliny askorbové k urceni
oxidativniho potencialu ¢astic aerosolu jiz pfi vzorkovani aerosolu, kde byly pomoci
denuderu s aktivnim uhlim odstranény tékavé latky [129]. Poté byly ¢astice zachytavany
na zvlhéeném filtru a rovnou extrahovany do roztoku kyseliny askorbové. Oxidujici
Castice reagovali s kyselinou askorbovou za vzniku kyseliny dehydroaskorbové (DHA).
Ta zreagovala s ptidanym o-fenylendiaminem (OPDA) za vzniku fluorescen¢niho DFQ
(3-(1,2-dihydroxyethyl)fluor[3,4-b]chinoxalin-1-on). Koncentrace DFQ, ktera je imérna
mnoZstvi spotiebované AA a tedy i OP?4, je stanovena pomoci fluorescenéni
spektroskopie. To umoZzni snimat oxidativni potencial kazdych 20 minut.

Venkatachari a kol. (2009) modifikovali DCFH metodu, aby bylo mozné provadét
méfeni online [130]. Pti této metodé je PM vzorkovan a ihned pfesunut transportnim
systémem, aby byl extrahovan do vodné suspenze s kapalinou a roztokem DCFH. lhned
poté je sledovana ptitomnost DCF s vyuzitim jeho fluorescenénich vlastnosti. Kvuli
urychleni reakce je ptidavano HRP v pufru fosfore¢nanu sodného. Vyhodou této metody
je uziti v terénu, nebot’ DCFH lze uchovavat az 3 dny pti pokojové teploté, aniz by doslo
k jeho degradaci.

Metoda DTT je jednou z nepouzivangjSich metod a zaroven jednou z nejcastéji
modifikovanych metod pro online vyuziti [119]. Po navzorkovani a extrakci PM
do kapaliny sroztokem DTT je elektrochemicky snimana postupné se snizujici
koncentrace DTT [131]. Je vyuzito fady pracovnich, referenc¢nich a pomocnych elektrod.
Tato detekce probihd mikrofluidn€. Rychlou detekci (aZ po 30 minutich) umoziuje
vyuziti extrakce PM pomoci zafizeni na bazi mikrofluidniho papiru a naslednou
kolorimetrickou detekci ubytku DTT [132]. Jiny pfistup vyuziva kapalinovy vzorkovac
aerosolu [133]. Ten provadi vzorkovani do tfi laminarnich proudi kapaliny o definované
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rychlosti, kterd souvisi s velikostni frakci PM. Nasledné je detekovan ubytek DTT
Vv kapaliné pomoci svételné absorban¢ni spektroskopie. Berg a kol. (2017) vyvinuli online
metodu, kterd umoznuje stanovit oxidativni potencial az Sestkrat za hodinu [114]. Tato
metoda vyuziva vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s elektrochemickou detekci
nebo detekci absorbance v UV-VIS oblasti, kde je stanovena rychlost tbytku DTT
ptidaného k navzorkovanému PM. Takova metoda je efektivni a umoziuje usettit velkou
¢ast nakladl na material.

1.4 Simulované plicni kapaliny

Simulované plicni kapaliny (SLF, simulated lung fluids) jsou specifickou skupinou
simulovanych biologickych kapalin (SBF, simulated biologic fluids) [134]. SBF jsou
pouzivany pfi testech in vitro, kdy je cilem studovat interakce latek Vv prostiedi
biologického organismu. Lze je tak potencialné¢ vyuzit pii odhadu interakce latek
s biologickym prostiedim in vivo. Dulezitymi aspekty pfi testovani pomoci SBF jsou
kromé chemického slozeni také dalsi vlastnosti, jako je teplota, pH, obsah proteinti nebo
iont. Studovat Ize biologickou dostupnost (uvolnéni latek do t€la) nebo biologickou
durabilitu (odolnost vi¢i chemickému nebo fyzikalnimu odstranéni z téla). Mezi SBF
patii napf. tekutiny simulujici pot, kozni maz nebo travici tekutiny. Simulované plicni
kapaliny maji napodobovat vlastnosti kapaliny ptitomné v plicnim prostiedi.
V intracelularni oblasti plic jsou kapaliny obsahujici fagocyty. Extracelularnimi
kapalinami pak jsou vystelkova kapalina plic a intersticialni kapalina obsahujici
makrofagy [135]. Plicni vystelkova kapalina uvoliiuje povrchové napéti alveol pii
dychani, ¢imz zabrafiuje poskozeni plic a celkovému kolapsu dychaciho systému [136].
Sklada se z alveolarni kapaliny a surfaktantu. V kapaliné v alveolach je vétsi obsah
bilkovin nez v hornich cestach dychacich [137]. Piirozené pH kapaliny plic je neutralni
[138]. Pfi vniku cizorodého télesa do alveol se vsak pH muze snizit ke kyselejSim
hodnotam v disledku pfitomnosti zanétu [136]. Ve snaze pfiblizit se vlastnostem
fyziologicke plicni kapaling bylo vytvoteno nékolik SLF [134].

Pro studium plicni biodostupnosti nékterych latek testy in vitro byly v minulosti
pouzity i velmi jednoduché kapaliny, mezi které patfila Cisté deionizovana voda [139]
nebo roztok kuchynské soli (NaCl) [140]. Pro presnéjsi méfeni se v§ak vyuzivaji kapaliny
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Gambluv roztok a jeho modifikace, Hatchtiv roztok nebo uméla lysozomalni kapalina.

1.4.1 Gambluv roztok

Nejcasteji pouzivanou SLF pro testovani interakce plicnich kapalin s inhalovatelnymi
latkami z vné&jsiho prostiedi je Gambliv roztok ¢i jeho modifikace [134]. Jedna se také
0 jednu z nejstarSich uméle vytvorenych plicnich kapalin. Gambliv roztok ptvodné
vznikl jako replika extracelularni kapaliny kosterniho svalstva [134]. Nasledné byl
upravovan, aby l1épe odpovidal potu, slzam, hlenu, slinam nebo kapaliné vystelky plic,
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coz jsou kapaliny nachazejici se na rozmezi vnéjsiho a nitiniho prosttedi organismu, jako
je klze, travici trakt a dychaci systém. Gambliv roztok obsahuje sodné, draselné,
vapenaté a hofecnaté kationty a chloridové, hydrogenuhli¢itanové,
hydrogenfosfore¢nanové a siranové anionty [141]. Tyto ionty jsou obsazeny
Vv koncentracich podobnych t¢ém namétenym v plicni vystelkové kapaliné. V Gamblové
roztoku jsou makromolekuly jako lipidy a proteiny nahrazeny solemi kyseliny octové
a kyseliny citronové. To mé¢lo zabranit mikrobialni kontaminaci [142]. Gamblav roztok
ma neutralni hodnotu pH 7,4 [141]. Je nazyvan také jako simuldtor plicni epitelidlni
vystelkové kapaliny (lung epithelial lining fluid simulant) [143]. V riznych vyzkumech
byl Gambliv roztok rizné¢ modifikovan ve snaze 1épe charakterizovat fyziologickou
plicni kapalinu [73].

1.4.2 Modifikace Gamblova roztoku

Gambluv roztok Ize modifikovat piidanim proteind nebo aminokyselin [73]. To
napomaha chelataci kovt v kapalin¢. Morrow a kol. (1968) pfidavali celé proteinové
komplexy [144], zatimco Twining a kol. (2005) pouzivali pouze uré¢ité druhy proteind
nebo aminokyselin [145]. Specifickym proteinem pouzitym pii modifikaci Gamblova
roztoku byl hovézi sérovy albumin. Boisa a kol. (2014) pfidali také mucin, ktery se také
fyziologicky vyskytuje v plicni kapalingé [146]. Kanapilly a kol. (1973) misto vyse
zminénych latek pouzili pouze glycin [147]. Eidson a Mewhiny (1980) se vSak jako
u¢inngjsi chelat jevilo pouziti aminokyseliny L-cysteinu [148].

Vy$§i mnozstvi albuminu (10 g-1?) bylo pouZito pti vyrob& kapaliny, ktera byla
nazvana Hatchiiv roztok [73]. Ten obsahuje kromé& albuminu, ktery je ptirozenym
proteinem nachazejicim se v krevni plazmé, i enzymy piirozené se vyskytujici
Vv kapalinach v plicich [149]. Tyto latky jsou zde pouzity namisto citratu, ktery nahrazuje
fyziologické organické slozky [134]. Pouzitym enzymem je apo-transferin, coz je enzym
krevni plazmy spolupodilici se na transportu zZeleza [149]. Pravé diky této latce mize
interakce kapaliny stimto kovem Iépe charakterizovat fyziologické chovani [143].
Koncentrace latek v Hatchové roztoku byla zvolena tak, aby vysledné pH mélo hodnotu
shodnou s pH puvodniho Gamblova roztoku [149]. Hatchtv roztok lze v literatufe najit
téZ pod nazvem uméla plicni vystelkova kapalina (artificial lung lining fluid simulant)
[143]. Studie naznacuji, ze by Hatchiv roztok mohl byt vhodn&jsi pro hodnoceni
biologické rozpustnosti kovt diky jeho sloZeni, které je blizsi sloZeni kapaliné v plicich
[143]. Jeho nevyhodou vSak mutize byt horsi stabilita hodnoty pH a tvofeni srazenin, coz
muZe zptisobovat napt. problémy pfi filtraci.

Jiny druh modifikace Gamblova roztoku byl oznacen jako ,,simulator séra* [147].
V tomto ptipadé bylo provedeno mnoho zmén oproti pivodnimu Gamblovu roztoku,
tudiz tato rozliSnost chemického slozeni muze byt nevyhodou [73]. Nebylo zde pouzito
octanu, hofec¢natych ani draselnych ionti [147]. Misto toho byla pridana kyselina sirova.
Pomoci chloridu amonného bylo pH stabilizovano na 7,3.
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,Ultrafiltrat séra“ je oznaceni upraveného Gamblova roztoku pfidanim L-cysteinu
jako chelata¢niho cinidla a Kkyseliny diethylentriaminpentaoctové pro vysrazeni
nezadoucich iontd [148]. HofeCnaté a vapenaté ionty zde byly nahrazeny ionty
amonnymi.

Jina modifikace dostala nazev ,,simulovana kapalina plicniho surfaktantu* [142]. Byla
vytvofena pouzitim dvou plicnich povrchové aktivnich latek, kterymi byly dipalmitoyl
lecitin a dipalmitoyl fosfatidyl cholin. Tyto latky predstavuji ¢asti plicniho surfaktantu
odpovédné za zménu povrchového napéti alveol pti dychani.

Dalsi upravy Gamblova roztoku byly provedeny za piedpokladu, ze plicni kapaliny
obsahuji vétsi mnozstvi antioxidacnich latek a organickych kyselin [150]. Konkrétni
slozeni ptidanych latek bylo vSak v riznych studiich rizné. Boisa a kol. (2014) pouzili
kyselinu askorbovou, glutathion a kyselina mo¢ovou [146]. Berlinger et al. (2008) k tomu
jesté pridali lysozym, a-tokoferol, d-glukozu a apo-transferin [143]. Takaya a kol. (2006)
misto vySe zminénych vyuzili tartrat, laktat a pyruvat [151].

Alveolarni makrofagy béhem nékolika hodin pohlti ¢ast inhalovanych ¢astic, a proto
byla v nékterych studiich snaha modifikovat SLF tak, aby se vice podobala alveolarni
makrofagové kapaliné [73]. Snaha o dosaZeni téchto vlastnosti byla provedena snizenim
pH na hodnotu 4,5 pfidanim kyseliny chlorovodikové nebo pouzitim pufri [152].

1.4.3 Simulovana epitelidlni kapalina plic (SELF)

Simulovana epitelialni kapalina plic (SELF, Simulated epithelial lung fluid) byla
vytvofena ve snaze co nejlépe napodobit kapalinu nachazejici se v plicich [153]. Zde bylo
pouzito nekolik latek v podobnych koncentracich, v jakych se nachézeji v kapalinach
dychacich cest zdravych lidi. Témito latkami byly kyselina askorbova, kyselina mocova,
glutathion a dipalmitoyl fosfatidyl cholin, ktery je jednim z hlavnich lipida v kapalinach
lidského dychaciho traktu. To napodobilo vlastnosti povrchové aktivnich latek
v tekutinach dychacich cest. Albumin a mucin byly pfidany v koncentracich, v jakych se
vyskytuji v plicnich kapalinach [146]. Tyto dvé latky zastupuji hlenovou slozku kapaliny.
Ve fyziologickych koncentracich jsou pfitomny rovnéz organické kyseliny glycin

-----

[154]. Dale byly obsazeny anorganické ionty zminéné u slozeni Gamblova roztoku [146].

1.4.4 Simulovana kapalina plicnich sklipkii (SAF)

Simulovana tekutina plicnich sklipkii (SAF, simulated alveoli fluid) byla navrzena
na Oddéleni analytické chemie Zivotniho prostfedi Ustavu analytické chemie AV CR
v Brné a ma simulovat kapalinu vyskytujici se v alveolech [157]. SAF ma hodnotu pH
7,4. Sklada se z vapenatych ionti ve fyziologické koncentraci, dipalmitoyl fosfatidyl
cholinu a pufru, ktery udrzuje stabilni hodnotu pH. Povrchové napéti této simulované
alveolarni kapaliny je ptes své jednodussi slozeni blizsi fyziologickym hodnotam oproti
nékterym jinym SLF.
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1.45 Uméla lysozomalni kapalina (ALF)

Na rozdil od vySe uvedenych kapalin, uméla lysozomalni kapalina (ALF, artificial
lysosomal fluid) byla vytvotena jako napodobenina lysozomalni tekutiny [134]. Ta se lisi
od kapaliny vystylajici plice tim, ze obsahuje proteolytické enzymy a latky odpovédné
za Stépeni pohlcenych ¢astic. Tim je ovlivnéno pH, které je snizené az k hodnoté 4,5.
Uméla lysozomalni kapalina tedy byla vytvofena jako analogie kapaliny, se kterou
vdechované castice piichazeji do styku po fagocytoze alveolarnimi a intersticialnimi
makrofagy v plicich [158]. Slozeni ALF je podobné Gamblovu roztoku, ale vétsina latek
je ptitomna v mensich koncentracich. Upln& vynechany jsou hydrogenuhligitan sodny
a kyselina mlé¢na. Navic jsou pridany tartrat, laktat a pyruvat, které spolu s citratem,
ktery maji nahradit funkci proteini ve skute¢né lysozomalni tekuting, coz je degradace
pohlcenych cizorodych ¢astic. Misto organickych kyselin je pouZit acetat.

1.4.6 Fagolysozomalni simula¢ni kapalina (PSF)

Fasgolysozomalni simulac¢ni kapalina (PSF, Phagolysosomal simulant fluid) je
alternativou k ALF [134]. Rozdilem je nepouziti kyseliny citronové, ktera je nahrazena
ftalatem draselnym, ktery zajist'uje kyselost prostredi [159].

1.4.7 Pridani fyziologické kapaliny

Nekteré studie se snazily zvysit relevantnost pouzité kapaliny pfi in vitro testech vuci
chovani in vivo [134]. Kvili tomu do$lo ke smichani simulované plicni kapaliny
s kapalinou fyziologicky se vyskytujici v plicich. K tomuto uc¢elu bylo vyuzito plicniho
extraktu nikoli lidského, ale hovéziho [160]. Zmény ve vysledcich méfeni po této
modifikaci vSak nebyli velké.

1.4.8 Curosurf

Curosurf je ptirodni surfaktant, ktery je pfipravovan z prasecich plic [161]. Vétsinu jeho
sloZeni tvofi polarni lipidy, z nichz téméf tii ¢tvrtiny mnozstvi je fosfatidylcholin. Zhruba
1 % curosurfu jsou specifické proteiny (SP-A, SP-B, SP-C, SP-D) o nizké molekularni
hmotnosti, které jsou hydrofobni. SloZeni Curosurfu v porovnani se sloZenim pfirozeného
surfaktantu je v Tabulce 1.Curosurf je uréen k endotracheopulmonalni instilaci
pacientovi. Byl vytvofen za G¢elem 1é¢by nezralych novorozenct, u kterych je riziko
vzniku nebo propuknuti syndromu dechové tisn€. Syndrom dechové tisné je zptisoben
nedostatenym mnozstvim plicniho surfaktantu, ktery sniZzuje povrchové napéti
Vv alveolech, ¢imz umoziuje dychani. Plice proto kolabuji a pro novorozence je dychéani
velmi obtizné nebo nemozné. Pomoci Curosurfu lze 1é¢it novorozence také s jinymi
znamkami nedostatku surfaktantu [161].
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Tabulka 1 Chemické slozeni pfirozeného surfaktantu a Curosurfu [162] [163].

Latka Pfirozeny surfaktant Curosurf
Fosfatidylcholin 70-85 67-74
Lysofosfatidyl cholin 0,5 <1l
Sfyngomyelin 5 8,1
Cholesterol 5 0
Fosfatidylinositol 4-7 3,3
Fosfatidylserin 5

Fosfatidylethanolamin 3 4,5
Fosfatidylglycerol 7-10 1,2
SP-A 4 0
SP-B 1 0,3
SP-C 1 0,7
SP-D 4 0
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2. PRAKTICKA CAST

2.1 Cile

2.1.1 Cile diplomové prace

Cilem diplomové prace je stanoveni biodostupnosti PM méstského aerosolu, stanoveni
oxidativniho potencialu standardnich roztokt vybranych kova a oxidativniho potencialu
méstského aerosolu pomoci simulovanych plicnich kapalin.

2.1.2 Dildi cile diplomové prace

Literarni reSerSe na témata atmosférického aerosolu, vlivu kovd na lidské zdravi,
inhala¢ni biodostupnosti a oxidativniho potencialu simulovanych plicnich kapalin.
Stanoveni hmotnostni koncentrace kovii v submikronové frakci méstského aerosolu
Stanoveni a porovnani biodostupnosti navzorkovaného méstského aerosolu pro rizné
simulované plicni kapaliny.

Stanoveni a porovnani oxidativniho potencialu standardnich vzorcich kovii pro rtizné
simulované plicni kapaliny.

Stanoveni a porovnani oxidativniho potencialu navzorkovaného méstského aerosolu pro
rizné simulované plicni kapaliny.

2.2 Pouzité pristroje

Velkoobjemovy vzorkovaé aerosolu DHA-77 (Digitel, Svycarsko) byl pouzit pro
vzorkovani méstského aerosolu. UV-VIS spektrometr DU-520 (Beckman, USA)
z Ustavu analytické chemie AV CR, v. v. i., byl pouzit pfi stanoveni oxidativniho
potencialu. Hmotnostni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem ICP-MS/MS 8800
(Agilent Technologies, Némecko) z Centra dopravniho vyzkumu, v. v. i., byl pouzit pfi
stanoveni hmotnotni koncentrace kovi a biodostupnosti kova v SLF. Mikrovinny
mineralizator UltraWAVE (MA 149-010, Milestone) byl pouzit pro rozklad vzorkd
z filtru. Cisticka traceCLEAN (Milestone, Dansko) byla pouzita pro ¢isténi sklenénych
zkumavek pouZitych pii rozkladech filtrG. Analytické mikrovahy M5P (+1 pg, Sartorius,
Némecko), byly pouZity pti ur¢eni hmotnostni koncentrace PM.

2.3 Pouzité chemikalie

Jednoprvkové standardni roztoky firmy Analytika o koncentraci 1000 g-1't + 0,002 g-1*
byly pouzity pro ptipravu kalibra¢nich roztoki kovu pro stanoveni celkové a rozpustné
koncentrace pomoci metody ICP-MS. Kalibraéni roztoky byly okyseleny
koncentrovanou podvarové destilovanou kyselinou dusi¢nou a natfedény ultraistou
vodou s vodivosti 0,055 uS-cm™ (Merck, Némecko).
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Referenénimi materidly pro kontrolu spravnosti (kalibraci a nastaveni pfistroje)
zvolené analytické metody na ICP-MS byly referen¢ni material SRM 1640a (National
Institute of Standards and Technology, 2010); Trace elements in natural water, referen¢ni
material SLRS-6 (NRS-CNRC, 2016); River water Certified Reference material for
Trace metals and other Constituents, referen¢ni material ERM — CZ120 (IRMM - ERM,
2010) Fine Dust (PM10-like).

Deionizovana voda (DW, deionized water) s vodivosti 0,055 uS-cm-1 (Ultra Clear
UV Plus TM, Evoqua Water Technologies, Némecko). byla pouzita pfi rozkladu filtrt
se vzorky a ptipravé SLF.

Pro stanoveni oxidativniho potencidlu byly na pfipravu standardnich roztokd Cu, Mn,
Ni, Cr, Zn, Co, Fe, Pb, V a Cd pouzity pentahydrat siranu méd’natého (p.a., Lach Ner),
tetrahydrat chloridu manganatého (p.a., Lach Ner), hexahydrat chloridu nikelnatého (p.a.,
Lach Ner), hexahydrat chloridu chromitého (p.a., Sigma Aldrich), heptahydrat siranu
zine¢natého (p.a., Lach Ner), hexahydrat chloridu kobaltnatého (p.a., Lach Ner),
hexahydrat chloridu Zelezitého (p.a., Sigma Aldrich), heptahydrat siranu zeleznatého (p.
a., Penta), dusi¢nan olovnaty (p.a., Lach Ner), metavanadi¢nan sodny (99,9 %, Sigma
Aldrich) a tetrahydrat dusi¢itanu kademnatého (98 %, Sigma Aldrich).

Pro stanoveni oxidativniho potencidlu pomoci DTT testu byly pouzity DL-
Dithiothreitol (>98 %, TCI), kyselina trichloroctova (p.a, Penta), 5,5"-dithiobis-2-
nitrobenzoova kyselina (99 %, Acros Organics), dihydrogen fosfore¢nan draselny (99,5
%, Sigma Aldrich), hydrogen fosfore¢nan sodny (p.a, Sigma Aldrich), dihydrat disodné
soli  kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA, 99 %, Sigma Aldrich),
Tris(hydroxymethyl)amino-methan (molecular biology grade, Serva) a kyseliny
chlorovodikové (35 %, Lach Ner).

Simulované plicni tekutiny byly pfipraveny pouzitim hexyhydratu chloridu
hotfe¢natého (99 %, Sigma Aldrich), chloridu sodného (99% %, Fluka Analytical),
chloridu draselnyého (99,5 %, Sigma Aldrich), hydrogen fosfore¢nanu sodného (p.a,
Sigma Aldrich), siranu sodného (99 %, Sigma Aldrich), dihydratu chloridu vapenatého
(99,5 %, Sigma Aldrich), trihydratu octanu sodného (99,5 %, Sigma Aldrich), hydrogen
uhli¢itanu sodného (p.a, Sigma Aldrich), dihydratu citratu sodného (BioUltra, Sigma
Aldrich), dihydrogen fosfore¢nanu draselného (99,5 %, Sigma Aldrich), hydroxidu
sodného (BioUltra, Sigma Aldrich) a 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfatydylcholin (99
%, Larodan AB).

Ostatnimi chemikaliemi pouZitymi pro analyzu vzorkd byly kyselina dusi¢na
podvarové destilovand z HNOs (p.a., Analytika), peroxid vodiku (analpure, Analytika),
zasobni roztok vnittniho standardu Internal standard mix (Agilent, Némecko) obsahujici
Li, Ge, Bi, Sc, Y, In, Tb o koncentraci 10 mg-1* (byl z n&j pfipraven roztok o koncentraci
100 pg-1? ve 2% podvarové destilované kyseling dusiéné), zasobni ladici roztok ICP-MS
tuning solution Li, Mg, Y, Ce, Co a Tl (Agilent, Némecko) o koncentraci vybranych
prvki 10 mg-1? (byl z n&j piipraven roztok o koncentraci 1 ug-17?).
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2.4 Metodika méreni

2.4.1 Vzorkovani aerosolu

Pro vzorkovani méstského aerosolu byl pouzit velkoobjemovy vzorkovac aerosolu DHA-
77 (Digitel, Svycarsko). Tento vzorkova¢ byl umistén na venkovni terase v 1. patie
budovy Ustavu analytické chemie AV CR (UIACH) na ulici Veveii v Brné. Pritok
vzduchu vzorkovagem byl 30 m3-h™. Byl vybaven odbérovou hlavici pro vzorkovani
acrosolové frakce PM;. Aerosol byl zachytavan na nitratceluldzovy membranovy filtr
(pramér 150 nm, porozita 3 um, Sartorius, Némecko). Vzorkovani jednoho vzorku trvalo
48 hodin. Bylo odebrano 7 vzorkl v zimni kampani (pfelom tnora a biezna) a 7 vzorku
Vv letni kampani (srpen) roku 2020.

2.4.2 Stanoveni hmotnostni koncentrace PMi1 navzorkovaného méstského
aerosolu

Pro zvazeni nitratcelulozovych filtri byly pouzity analytické mikrovahy znacky MSP
(£1 pg, Sartorius, Némecko). Tyto vahy jsou vybaveny specialnim nastavce pro vazeni
filtri o pruméru 150 mm. Filtry byly vazeny pied a po vzorkovani. Pfed vazenim byly
filtry 48 hodin ekvilibrovany v ¢isté izolované klimatizované mistnosti za konstantnich
podminek, kdy byla teplota 21 °C (0,5 °C) a relativni vlhkost 50 % (£2 %). Poté zvazeni
byly navzorkované filtry keramickym nozem rozdéleny na Ctyii Ctvrtiny. Kazdé ¢tvrtina
byla poté zvazena zvlast’. Pied dalsi analyzou byly jednotlivé Ctvrtiny filtrti skladovany
Vv Petriho miskéch a ulozeny do lednice s konstantni teplotou 4 °C. Jedna Ctvrtina byla
pouzita pro stanoveni celkové koncentrace prvkll a zbylé tfi Ctvrtiny pro stanoveni
biodostupnosti a oxidativniho potencialu ve ttech SLF.

2.4.3 Rozklad vzorki pro stanoveni celkové koncentrace prvki

Pro stanoveni celkové koncentrace prvki byla vyuzita jedna ¢tvrtina kazdého filtru. Pro
minimalizaci rizika kontaminace vzorku byl rozklad proveden v ¢isté laboratofi.
Jednotlivé ¢asti filtru byly rozlozeny ve 3 ml kyseliny dusi¢né s vyuzitim mikrovinného
mineralizatoru UltraWAVE (MA 149-010, Milestone). Pied rozkladem realnych vzorkt
probéhla optimalizace parametrti rozkladného procesu pomoci Cistych a testovacich filtra.
Paramtery rozkladného procesu lze vidét v Tabulce 2. Rozklad probiha pii zvySené
teploté a tlaku, coz zptsobi exotermni reakci. Rozlozené filtry byly spolu se 7 ml DW
kvantitativné ptevedeny do polyetylenovych scintila¢nich lahvicek (Kartel, Italie). Pti
rozkladu byly filtry umistény ve sklenénych lahvic¢kach s teflonovymi zatkami. Tyto
lahvicky poté byly ¢istény V Cisticce traceCLEAN V parach kyseliny dusi¢né. Poté byly
louhovany v DW a nésledné€ usuSeny.
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Tabulka 2 Parametry rozkladného procesu

Krok Cas (min) Vykon (W) Teplota (°C) Tlak (bar)
Pocate¢ni hodnoty 0 0 25 40
1 10 1500 120 110
2 15 1500 200 110
3 25 1500 250 110
4 35 0 65 110

2.4.4 Stanoveni celkové koncentrace prvki v PM1 navzorkovaného méstského
aerosolu

Pristroj ICP-MS/MS Spektrometr 8800 Triple Quadrupole (Agilent Technologies,
Némecko) byl pouzit pro stanoveni hmotnostni koncentrace prvki navzorkovaného
méstského aerosolu. Tento pfistroj ma dva kvadrupdly (Q1 a Q2) a oktopdlovou reakéni
celu (OCR, octopole reaction cell). Princip tohoto pfistroje spo¢iva v kombinaci
vysokoteplotniho zdroje indukéné vazaného plazmatu (ICP, inductively coupled plasma)
a hmotnostniho spektrometru (MS, mass spectrometer). Atomy prvkl jsou prevedeny
na ionty pomoci proudu argonu ze zdroje ICP. Ionty jsou poté separovany a detekovany
pomoci hmotnostniho spektrometru (Agilent Technologies, 2014).

Vzorek z autosampleru a roztok interniho standardu jsou nasaty do zmlzovace
(MicroMist nebulizer — koncentricky zmlzova¢ Mainhardova typu z borosilikatového
skla). Nasavani je provedeno pomoci peristaltické pumpy skrze vzorkovaci hadicku (1,02
mm D), respektive hadicku pro interni standard (0,25 mm ID). V kiemenné mlzné
komote zmlzovace, ktera je chlazend pomoci Peltierovych ¢lankt, se vytvari jemny
aerosol. Ten je dale odvadén pomoci nosné¢ho plynu do kfemenné plazmové hlavice.
Nosnym plynem je argon. V kifemenné hlavici dochazi k desolvataci, atomizaci a ionizaci
vzorku. Rozhrani mezi c¢asti sindukéné védzanym plazmatem a hmotnostnim
spektrometrem je vyplnéno vakuem a tvofeno dvéma platinovymi kuzely a extrakénimi
¢ockami iontové optiky. Timto rozhranim putuji ionty do prvniho kvadrupélu (Q1). V Q1
a vV OCR jsou odstraiiovany interferenty. Zde jsou také vyselektovany hledané ionty
pomoci ptusobeni kolizniho plynu, kterym je helium, nebo plsobenim reakénich plynt,
kterymi jsou kyslik, vodik nebo amoniak. V koncovém kvadrupdlovém analyzatoru jsou
propoustény ionty na zakladé poméru hmoty a ndboje. Vyselektované a proslé ionty jsou
detekovany na elektronovém nésobici.

Pro stanoveni hmotnostni koncentrace se definuje mez detekce jako soucet odezvy
slepého vzorku a trojndsobku odhadu smérodatné odchylky, a mez kvantifikace jako
soucet odezvy slepého vzorku a desetindsobku odhadu smérodatné odchylky.

V obvyklém singlequad moédu s koliznim plynem He jsou méfeny prvky °1V, *Cr,
%Mn, ¥Co, ®°Ni, ®3Cu, ®¢Zn a 2%Ph. MS/MS mass shift médu s kyslikem jako reakénim
plynem je vyuzivan pro analyzu °*"?Fe. Méfeni tak probiha na hmot& produktu prvku
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a kysliku. Méd MS/MS on mass s reakénim plynem NH3/He je vyuzivan pro analyzu 1%
11Cd, kdy s reakénim plynem reaguji interferenty a méfeni probiha na hmoté prvku.

Vykon generatoru pfistroje byl 1550 W. Priitok nosného plynu (Ar) byl 1,07 1-min™.,
Pritok kolizniho plynu (He) byl 4 ml-min. Pritok reakéniho plynu (NH3/He) byl
4 ml-min’ pro amoniak a 1 ml-min pro helium. Priitok O jako reakéniho plynu byl 0,29
ml-min™. Integra¢ni ¢as pro kazdy izotop byl 0,3 s.

Komeréné dostupny roztok, ktery obsahuje “Li, *Co #Y a 2Tl (Agilent) byl pouzit
pro kalibraci pfistroje pired kazdym méfenim. Fe a Mn jsou makroprvky, tudiz byly
kalibrovany na rozsah 0-10 pg-I". Ostatni prvky (V, Cr, Cd, Ni, Cu, Zn, Cd, Pb) byly
kalibrovany na rozsah 0-100 pg-1™.

Do plastovych vialek (5 ml, Kartel) byly nabrany vSechny kalibra¢ni roztoky, slepé
vzorky (blank), roztoky vzorkl a roztoky certifikovanych materidli. Tyto vialky byly
umistény do autosampleru. Piistroj byl spustén a byly nastaveny metody méfeni. Veskera
m¢éfeni probihala podle navodu pouziti ptistroje [164]. Vysledné hmotnostni koncentrace
jednotlivych prvki z neznamych vzorkt byly ziskdny pomoci metody kalibracni kiivky.

245 Priprava SLF

Byly pfipraveny tfi simulované plicni kapaliny. Témito kapalinami byl Gamblav roztok
(GS, Gamble solution), Simulovana kapalina plicnich sklipkt (SAF, simulated alveoli
fluid) a Curosurf. Pii ptipravé SLF byla pouzita deionizovana voda s vodivosti 0,055
uS-ecm™ (Ultra Clear UV Plus TM, Evoqua Water Technologies, Némecko). Pro ptipravu
Curosurf byl pouzit injekéni roztok Curosurf (Chiesi Pharmaceuticals, Italie), ktery byl
fedén pomoci DW v poméru 1:799. Chemické slozeni Gamblova roztoku a SAF je
v Tabulce 3.
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Tabulka 3 Chemické slozeni Gamblova roztoku a SAF

Gambluv roztok (GS) 1000 ml DW

0,2033 g MgCl2-6H20

6,0193 g NaCl

0,2982 g KCI

0,142 g Na2HPO4

0,071 g Na2SO4

0,3676 g CaCl2-2H20

0,9526 g CH3COONa-3H.0

2,6043 g NaHCOs3

0,097 g dihydratu citratu sodného

Simulovana kapalina plicnich | 1000 ml DW

sklipkt (SAF) 0,2205 g CaCl.-2H.0

10 ml Clark-Lubs pufru pti pH = 7,4 (6,808 g1
KH2POs + 1,574 g1t NaOH)

0,1 g 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfatidylcholin

2.4.6 Extrakce vzorki do SLF pro stanoveni biodostupnosti a oxidativniho
potencialu

Kazd4 ze zbyvajicich tfech ctvrtin filtru byla extrahovana v jiné simulované plicni
kapaling¢. Jako SLF byly pouZzity Gambliv roztok, simulovana kapalina plicnich sklipkt
a Curosurf. Kazda ¢tvrtina filtru byla extrahovana ve sklenéné lahvicce, ve které bylo
vzdy 30 ml dané SLF. Tyto lahvi¢ky byly umistény na tiepacce v termostatickém boxu
pfi konstantni teploté 37 °C. Extrakce vzorkli do SLF trvala 24 hodin coz je podle
Caboche a kol. (2011) dostate¢ny €as pro maximalni extrakci ¢astic do SLF [165].
Po extrakci byly vzorky pomoci injekéniho filtru (LUT Syringe Filters PES, 25 mm, 0,45
um, Labstore) prefiltrovany do polyetylenovych scintilaénich lahvicek (Kartel, Italie).
Kazdy z takto ziskanych extrakti byl nasledné rozdélen na c¢ast pro stanoveni
biodostupnosti a ¢ast pro stanoveni oxidativniho potencidlu. Pro stanoveni oxidativniho
potencialu bylo pouzito 13,5 ml extraktu. Pro stanoveni biodostupnosti bylo do zbylého
mnozstvi roztoku pfiddno 200 pul HNOs pro stabilizaci prvkd. Pfed analyzou byly
extrahované vzorky uloZeny v lednici pii konstantni teploté 4 °C.

Objem 30 ml ptislusné SLF, ktery byl pouzit pro extrakci filtrd, byl zvolen jako
kompromis mezi pouzitim dostate¢ného objemu pro analyzu vzorki, zajisténim kontaktu
mezi filtrem a SLF a ziskanim koncentrovaného vzorku [166]. Takto zvoleny objem by
nem¢l ovlivnit biodostupnost prvki, protoze je dodrzen pomér pevné a kapalné faze mezi
1:500 a 1:50 000 g-ml™, jak ve svém vyzkumu doporucuje Caboche a kol. (2011) [165].
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2.4.7 Stanoveni biodostupnosti kovii navzorkovaného méstského aerosolu

Pro stanoveni biodostupnosti kovii probéhlo méfeni koncentrace latek rozpusténych
v dané simulované plicni kapalin¢ a méteni celkové koncentrace latek v navzorkovaném
aerosolu pomoci ICP-MS/MS 8800 (Agilent Technologies, Nemécko). Hodnoty téchto
dvou koncentraci byly podé€leny, ¢imz je ziskdna procentudlni biodostupnost latek
méstského acrosolu v dané SLF. Tento vztah je uveden v Rovnici (3).

biodostupnost = CSC% X 100 [%], (3)

kde cs.r [ng - m™3] je koncentrace prvki ze vzorku rozpusténych v SLF a ¢, [ng -
m ™3] je celkova koncentrace prvki V navzorkovaném aerosolu.

Hmotnostni spektrometr s indukéné¢ vazanym plazmatem byl pro stanoveni
koncentrace kovii ze vzorku extrahovaného do SLF nastaven a pouzit obdobn¢ jako pfi
métena celkovych koncentraci, jak je popsano v kapitole 2.4.4. Zde bylo vyuzito systému
HMI (High matrix induction), ktery zajistoval kontinualni fedéni vzorkt se SLF. Tento
systém fedi proud aerosolizovaného vzorku ptesné fizenym a kalibrovanym mnozstvim
plynného argonu. Zde bylo vyuzito az osminasobného fedéni. Pritok nosného plynu je
rovnéz fizen automaticky tak, aby se zachoval stale stejny objem obsazeného plynu. To
znamena, ze prutok nosného plynu je snizovan s kazdym zvySenim pritoku fediciho
plynu. Vysledkem interakce fediciho plynu je snizeni hustoty a zmensSeni kapek
aerosolizovaného vzorku. Diky tomu dojde ke zvySeni teploty plazmatu, efektivnéjsimu
rozkladu matrice, sniZzeni obsahu oxidt a snizeni po¢tu nezadoucich interferenci. To vSe
zvysuje robustnost plazmatu, coz umoznuje méné Castou udrzbu [164].

2.4.8 Stanoveni oxidativniho potencialu (DTT)

Oxidativni potencial byl stanoven metodou pouzivajici DTT (dithiothreitol) pro
standardni roztoky kovi i pro redlné vzorky navzorkovaného aerosolu.

Pfi této metodé byl pouzit 1 mM roztok dithiothreitolu v 0,1 M fosfatovém pufru (pH
7,4). Pro stanoveni oxidativniho potencialu bylo do 0,9 ml vzorku pfidano 0,1 ml DTT.
Vznikly roztok byl inkubovan pii teplot¢ 37 °C odpovidajici teploté lidského téla
aumistén na tfepacku s neprusvitnym krytem, aby nedoslo K nezddoucim reakcim
fotocitlivého DTT. Oxidace DTT byla zastavena v pfedem urcéenych ¢asech (5, 10, 15, 25
a 35 minut) pfidanim 1 ml roztoku 10% kyseliny trichloroctové. Po zastaveni oxidace
DTT bylo odebrano 0,5 ml roztoku, ktery byl nasledné smichan s 25 pul 10 mM 5,5’-
dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB) a 1 ml 0,4 M Tris-HCI (pH 8,9). Ubytek
DTT byl méfen pomoci UV-VIS spektrometru (DU 250, Beckman) jako absorbance pfi
vlnove délce 412 nm. Ze ziskanych ubytkd DTT po jednotlivych minutach byla ziskéna
rychlost ubytku uM-min-1, ktera je pfimo umeérnd schopnosti redox-aktivnich slozek
¢astic ve vzorku generovat ROS. Tato schopnost je definovana jako OP.

2.4.8.1 Stanoveni OP standartnich roztoku kovu

Stanoveni oxidativniho potencidlu standartnich roztokd kovl bylo provedeno na 10
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vybranych prvcich (méd” (Cu), mangan (Mn), nikl (Ni), chrom (Cr), zinek (Zn), kobalt
(Co), zelezo (Fe), olovo (Pb), vanad (V) a kadmium (Cd)). V den experimentu byly
ptipraveny standardni roztoky téchto kovii o molarnich koncentracich 0,03; 0,1;0,3; 1a 3
uM v prislusnych SLF (Gamblav roztok, SAF, Curosurf). Pro pfipravu standartnich
roztoki byly pouzity chemikalie popsané v kapitole 2.3. Pro zelezo byly zkoumany jak
zeleznaté (Fe?"), tak zelezité (Fe3*) ionty. Kromé vyse uvedenych molarnich koncentraci
probéhlo méteni i na slepém vzorku (blank), ktery obsahoval pouze danou SLF a DTT
bez ptidani redox-aktivnich kovli. Méfeni bylo pro kazdy prvek opakovano 4krat
(2 méteni v kazdém ze 2 realizaci namichani standardniho roztoku).

Oxidativni potencial dané koncentrace dané¢ho kovu odpovida rychlosti ibytku DTT,
ktera byla stanovena z linearni regrese naméfené absorbance, jejiz postup zméieni je
popsan vyse (kapitola 2.4.8). Linearni regrese byla aplikovana na hodnoty absorbanci
daného kovu o dané molarni koncentraci s rozdilnymi Casy zastaveni oxidace DTT.

Vyslednymi spotfebami DTT pii riznych koncentracich standardnich roztokl lze
prolozit kiivkou mocninné funkce (viz. Rovnice (4)).

y = ax?, 4)

kde zde y [uM - min~1] je rychlost spotteby DTT (ADTT) pii standardnim roztoku
0 koncentraci x [uM], a a b jsou koeficienty mocninné funkce.

2.4.8.2 Stanoveni OP realnych vzorku navzorkovaného aerosolu

Pro stanoveni oxidativniho potencialu navzorkovaného acrosolu bylo zkazdého
extrahovaného vzorku do SLF pouzito 13,5 ml. Méfeni téchto vzorkth metodou DTT
popsanou vySe (kapitola 2.4.8.2) bylo provedeno tiikrat pro kazdou SLF. Zde také byly
vyuzity slepé vzorky, které obsahovaly danou SLF, do které byl extrahovan slepy filtr
(navzorkovaného aerosolu).

Smérnice linearni regrese hodnot absorbanci vzorku byla korigovana ode¢tenim
smérnice linearni regrese hodnot pro slepy vzorek pro ziskani rychlosti ubytku DTT.

Vysledny oxidativni potenciél byl vypocitan dvéma zplsoby. Jednim zplsobem byla
normalizace rychlosti ibytku DTT objemem vzorkovaného vzduchu, ktery prosel filtrem.
Druhym zplsobem byla normalizace rychlosti ubytku DTT hmotnosti Castic. VVzorce
téchto vypoctl jsou v Rovnicich (5) a (6).

DTT _ ADTT
OPP™T ===, ®)
0P£TT _ ADTT’ ©)

kde OPP™™ [uM -min~1-m™3] je oxidativni potencial normalizovany na objem
vzduchu, OP2TT [uM - min~1 - g~1] je oxidativni potencial normalizovany na hmotnost
¢astic, ADTT [uM - min~1] je rychlost ubytku DTT, V [m3] je objem prosatého vzduchu
filtrem pii vzorkovani aerosolu a m [g] je hmotnost ¢astic PM1 zachycenych na filtru
béhem vzorkovani aerosolu.
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2.5 Analyza namérenych vysledkii

VSechny ziskané soubory dat byly zpracovany a statisticky vyhodnoceny. Pro jednodussi
analyzu byl vyuzit internetovy OpenSource program Google Colab Vv programovacim
jazyku Python s vyuzitim knihoven SciPy a Pinguin [168]. V textu prace a Vv Ptiloze
A jsou udavany Cciselné hodnoty jednotlivych naméfenych a vypocitanych velicin
ve formatu primér + smérodatna odchylka. Dale jsou data reprezentovana pomoci
krabicovych grafii, kdy barevny obdélnik reprezentuje interkvantilové rozmezi (IQR),
coZ znamena, ze horni hranice odpovida 3. kvartilu (Q3, 75. percentil) a dolni hranice
odpovida 1. kvartilu (Q1, 25. percentil). Linie uvnitf krabicového grafu znazoriuje
medidn naméfenych hodnot. Linky vychézejici z barevného obdélniku reprezentuji
rozlozeni dat mimo Q1 a Q3, kdy tyto linky konéi na nejvzdalenéjsi hodnoté od Q3
vrozmezi Q3 a 1,5-1QR, a na nejvzdalengjsi hodnoté od Q1 v rozmezi QI a 1,5-IQR.
Samostatnymi body pak mohou byt zndzornény odlehlé hodnoty. Pfi nedostate¢ném
rozptylu hodnot je pro grafickou reprezentaci dat pouzit sloupcovy graf, u né¢hoz vyska
sloupce reprezentuje median naméfenych hodnot a svisla linka okolo vrcholu sloupce
reprezentuje 95% konfiden¢ni interval.

V této praci jsou udavany p-hodnoty vysledka statistickych testi. Tyto p-hodnoty jsou
porovnany s hladinou vyznamnosti. Pokud p-hodnota statistického testu byla mensi nez
hladina vyznamnosti, doSlo k zamitnuti nulové hypotézy daného statistického testu.
V této praci byla pouzita hladina vyznamnosti 0,05. Vyjimkou byly pouze vicenasobné
testy, u kterych doslo k Bonferroniho korekci hladiny vyznamnosti podélenim pivodni
hladiny vyznamnosti po¢tem provedenych statistickych testt, coz je také zminéna pfimo
u daného testu. V piiloze jsou v tabulkach barevné rozliseny p-hodnoty, které zamitaji
nulovou hypotézu (zelené€) a které nezamitaji nulovou hypotézu (¢erveng).

Pro zjisténi, zda soubor dat pochazi z normalniho rozdé€leni, byl vzdy pouzit Shapiro-
Wilks test. Nulova hypotéza (Ho) tohoto testu znéla: Vybrana data pochdzi z normalné
rozdéleného souboru dat. Alternativni hypotéza znéla (H1) znéla: Vybrana data nepochazi
z normalné rozdéleného souboru dat. Pokud data méla normalni rozdéleni, byly dale
pouzivany parametrické statistické testy. V opacném pfipad€¢ byly pouzity
neparametrické varianty statistickych testu.

Vztah mezi dvéma veli¢inami byl porovnavan pomoci parametrické Pearson korelace,
pfipadné pomoci neparametrické Spearman korelace. Kromé¢ korelacnich koeficientli
byla vyhodnocena také statistickd vyznamnost téchto korelaci pomoci p-hodnot.
(Ho: Mezi proménnymi neexistuje statisticky vyznamny vztah. Hi: Mezi proménnymi
existuje statisticky vyznamny vztah.)

Pro porovnéni primérti neparovych soubort dat s normalnim rozdélenim byl pouzit
nezavisly t-test. (Ho: Mezi priméry souborti dat neni statisticky vyznamny rozdil.
Hi: Mezi priméry soubort dat je statisticky vyznamny rozdil)
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Neparametrickou alternativou k neparovému t-testu byl Mann-Whitney U test.
(Ho: Mezi mediany soubord dat neni statisticky vyznamny rozdil. Hi: Mezi mediany
souboril dat je statisticky vyznamny rozdil)

Levene test byl pouzit pro zjisténi homogenity rozptylii vice soubort dat, coz je
jednou z podminek vicenasobného testu ANOVA. (Ho: Soubory dat nemaji statisticky
odlisitelny rozptyl. Hi: Soubory dat maji statisticky odliSitelny rozptyl.)

Jako neparametricka alternativa testu ANOVA byl pro nezavisla data pouzit Kruskal-
Wallis test. (Ho: Mezi mediany jednotlivych soubort dat neni statisticky vyznamny
rozdil. Hi: Mezi mediany nékterych soubora dat je statisticky vyznamny rozdil).

Pokud Kruskal-Wallis test odhalil n&jaky rozdil mezi soubory dat, pak byl jako post-
hoc test pouzit Dunn test, jehoz cilem je odhalit, které dvojice soubort dat se mezi sebou
lisi. Pti tomto testu byly pomoci Bonferroni korekce upraveny p-hodnoty tak, aby je bylo
mozné rovnou porovnavat s hladinou vyznamnosti (0,05). (Ho: Mezi mediany soubort
dat neni statisticky vyznamny rozdil. Hi: Mezi mediany souborti dat je statisticky
vyznamny rozdil.)

Vicenasobné porovnani parovych soubort dat, které nemély normalni rozdéleni, bylo
provedeno pomoci Welch ANOVA testu. Jeho vysledna p-hodnota musela byt porovnana
s korigovanou hladinou vyznamnosti. (Ho: Mezi soubory dat neni statisticky vyznamny
rozdil. Hi: Mezi n¢kterymi soubory dat je statisticky vyznamny rozdil).

Parovy Games-Howell test byl pouzit jako post-hoc test, pokud Welch ANOVA test
odhalil rozdily mezi né€kterymi soubory dat. Tento test ma p-hodnotu jiz korigovanou,
takze ji 1ze porovnavat s ptivodni hladinou vyznamnosti (0,05). (Ho: Mezi soubory dat
neni statisticky vyznamny rozdil. Hi: Mezi soubory dat je statisticky vyznamny rozdil.)

Friedman test byl pouZit pro porovnani vice parovych soubori dat, které nemély
normalni rozloZeni. (Ho: Mezi mediany souborti dat neni statisticky vyznamny rozdil.
Hi: Mezi mediany souboru dat je statisticky vyznamny rozdil).

Pokud Friedman test odhalil rozdily mezi n€kterymi soubory dat, byl nasledné pouZit
Nemenyi test jako post-hoc test pro odhaleni, které kkonkrétni soubory dat se od sebe lisi.
(Ho: Mezi soubory dat neni statisticky vyznamny rozdil. Hi: Mezi soubory dat je
statisticky vyznamny rozdil.)
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3. VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Teplota a vlhkost ovzdusi

Data o teplot¢ a vlhkosti ovzdusi byla pouzita pro lepSi porovnani hmotnostni
koncentrace, inhalacni biodostupnosti a oxidativniho potencialu readlnych vzorka s jinymi
studiemi. Data o teploté a vlhkosti byla naméfena na meteostanici umisténé na Hvézdarné
a planetariu Brno, ktera je nedaleko mistu odbéru vzorkti aerosolu, a pro tuto praci byla
poskytnuta na zadost (mailova korespondence, dne 4. 3. 2024) [169]. Data 0 praimérné
teploté a vlhkosti v priabéhu jednotlivych 48hodinovych vzorkovanich v 1été€ a zim¢ jsou
znazornény v Grafu 1. Béhem letni kampan¢ byla teplota béhem akvizice jednotlivych
vzorki 23,83 + 2,19 °C a vlhkost 73,36 + 6,18 %. Béhem zimni kampané byla teplota
7,18 £ 1,93 °C a vlhkost 75,18 + 2,47 %. Pribéh teploty a vlhkosti béhem vzorkovani je
v Ptiloze A v Grafu Al a Grafu A2.
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Graf 1 Primé&rna teplota a vlhkost béhem vzorkovani aerosolu, krabicovy graf

Data o teploté a vlhkosti méla normalni rozlozeni (Shapiro-Wilks test, p-hodnoty:
teplota: 1éto: 0,700; zima: 0,264; vlhkost: 1éto: 0,268, zima: 0,130). Zahrnou-li se data
z obou kampani dohromady, test zamitl normalni rozlozeni u teploty (p-hodnoty viz.
Tabulka A139).

Mezi teplotou a vlhkosti v 1ét€ byla zjisténa statisticky vyznamna zaporna korelace
(Pearsontv korelacni koeficent: -0,877; p-hodnota: 0,010). V zimé (-0,098; p-hodnota:
0,834) ani pii zahrnuti obou kampani dohromady (Spearman, koeficient a p-hodnota viz.
Tabulka A143) nebyla korelace vyznamna.

Teplota v 1ét¢ byla vyssi nez v zimé&, kdyz byl zjistén statisticky vyznamny rozdil
(nezavisly t-test, p-hodnota: 0,000). Mezi vlhkosti v 1ét€ a v zim¢ nebyl zjistén statisticky
vyznamny rozdil (nezavisly t-test, p-hodnota: 0,514).

3.2 Hmotnostni koncentrace PM:1

Hmotnostni koncentrace navzorkované frakce PMy Vv letni a zimni kampani je v Grafu 2.
V 1ét& méla hodnotu 12,79 + 3,1 pg'm=a v zimé& 8,22 + 1,9 pg-m=. Jeji priibéh béhem
vzorkovani pfi letni a zimni kampani je v Grafu A3.
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Graf 2 Hmotnostni koncentrace PMy, krabicovy graf

Hmotnostni koncentrace velikostni frakce PM1 méla normalni rozlozeni (Shapiro-
Wilks test, p-hodnoty: 1éto: 0,447; zima: 0,881). Normalni rozloZeni bylo zji§téno i pii
zahrnuti dat z obou kampani dohromady (p-hodnoty viz Tabulka A139).

V zimé byla odhalena statisticky vyznamna negativni korelace hmotnostni
koncentrace s teplotou, kdezto v 1été se jednalo o pozitivni korelaci, ale statisticky
nevyznamnou (Pearson, 1éto: 0,719; zima: -0,769; p-hodnoty: 1éto: 0,069; zima: 0,043).
Trendu, kdy v zimé pfi nizsich teplotach hmotnostni koncentrace rostla, si 1ze v§imnout
pfi porovnani pribehti primérnych hodnot hmotnostni koncentrace (Graf A3) a teploty
(Graf Al). Tento trend odpovida tomu, ze pii nizSich teplotach jsou domacnosti vice
vytapény, ¢imz se dostava vice znecist'ujicich ¢astic do ovzdusi. Yubero a kol. (2015)
toto rovnéz prisuzuji zhroSenym rozptylovym podminkam pi#i nizsi teploté vzduchu
[169]. Vztah hmotnostni koncentrace s teplotou v 1été se pfisuzuje zvysené fotochemické
aktivité, ktera podporuje tvorbu prekurzori aerosolu. Pfi zahrnuti dat z obou kampani
dohromady pievazila kladna korelace z letni kampané, ktera byla statisticky vyznamnou
(Spearman, koeficienty a p-hodnoty viz. Tabulka A143).

Korelace s vlhkosti nebyla statisticky vyznamna ani v letni kampani (Pearson: -0,638,
p-hodnota: 0,123), ani v zimni kampani (Pearson: -0,342; p-hodnota: 0,452), ani pfi
zahrnuti dat z obou kampani dohromady (Spearman, koeficienty a p-hodnoty viz.
Tabulka A143). Zadny pozorovany efekt zmény vlhkosti na zméné koncentrace miize byt
zpusoben pomérné malym kolisanim vlhkosti béhem vzorkovani. Podle Zhang a kol.
(2017) fluktuace vlhkosti vzduchu miiZze mit vliv na koncentraci ¢astic v aerosolu [170].
Ten vSak ve své studii méfil hodinové koncentrace, kde mize byt velky vliv zmény
vlhkosti pozorovany mezi dennimi a no¢nimi hodinami, kdezto v této studii byly méteny
48hodinové koncentrace, kde doslo k zahrnuti dennich i no¢nich koncentraci do jednoho
vzorku.

Hmotnostni koncentrace PM1 v 1ét¢ méla vétsi hodnotu nez v zimé, kdy byl nalezen
statisticky vyznamny rozdil (nezavisly t-test, p-hodnota: 0,001). Obvyklejsi vsak byva,
Ze vy$$i hodnoty hmotnostni koncentrace byvaji béhem zimniho obdobi. To bylo zjisténo
I vBrn¢ vroce 2018 [171], a v jinych Evropskych méstech, napt. v polské VarSaveé
(Majewski a kol., 2018) [172], v italském Milan¢ pii analyze méstského aerosolu v roce
2002 [173], nebo Vv rakouskych méstech v letech 1999 a 2000 [174]. Vys$i hmotnostni
koncentrace Castic ve vzduchu v 1été¢ oproti zimé& byly sledovany v roce 2012 a 2013
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v ovzdusi nad Evropou, kdy byl podle Alastuey a kol. (2016) divodem zvyseny vyskyt
saharského pisku, ktery vsak prispival spise k velikostni frakci PMio [175]. Wagener
akol. (2012) zjistili, ze hmotnostni koncentrace PM1 byla v ¢astech Berlin¢ s malym
obsahem vegetace vyssi v letni mésicich [176]. Divodem mensich hodnot hmotnostni
koncentrace PM: v zimni kampani V této praci je pravdépodobné ten, ze zimni kampan
byla provadéna ke konci zimy (konec unora a zacatek bfezna), kdy teploty nebyly tak
nizké jako byva v zim¢ obvyklé, tudiz se tolik netopilo v budovach. Naopak vyssi
hodnoty hmotnostni koncentrace v letnich mésicich mohlo zpisobit to, Ze vzorkovani
probéhlo uprostied mésta s hustou dopravou.

3.3 Celkové koncentrace jednotlivych kovi

Celkové koncentrace jednotlivych kovii navzorkovanych ve frakci PMy v letni kampani
jsou uvedeny v Grafu 3, pro zimni kampan je v Grafu 4. Detailn&jsi znazornéni je poté
v Grafu Al1l, respektive v Grafu A12. Pribéh celkové koncentrace jednotlivych kovi je
v Grafu A4. Primérné hodnoty a smérodatné odchylky jsou v Tabulce Al. Imisni limit
nebyl piekro¢en ani pro jeden ze studovanych pravidelné monitorovanych prvki v CR
(Ni, Cd, Pb).

Z letnich vzorkd nevykazovaly normalni rozdéleni pouze celkové koncentrace Cu
aPb v 1été, V a Ni v zimé. Vysledné p-hodnoty Shapiro-Wilks testu ovéfeni normality
jsou v Tabulce A2. Tabulka A140 (p-hodnoty) ukazuje, ze V, Ni, Cu ani Pb nemé&lo
normalni rozloZeni pii zahrnuti dat obou kampani dohromady. Vzhledem k tomu, Ze
normalni rozdéleni celkové koncentrace nékteré kovy nevykazovaly, byly pro dalsi
analyzu vyuZity neparametrické statistické metody.
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V Tabulce A3 jsou Pearson korelac¢ni koeficienty celkovych koncentraci kovi
s teplotou, vlhkosti a hmotnostni koncentraci PM1. P-hodnoty vyjadiujici vyznamnost
korelace jsou v Tabulce A4. Béhem letni kampané byla zjiSténa statisticky vyznamna
zaporna korelace kova V, Mn, Fe a Zn s vlhkosti. Behem zimni kampan¢ byla zjisténa
statisticky vyznamna korelace Cd s hmotnostni koncentraci frakce PM1 a kovt Fe, Co,
Cu a Pb s teplotou, pti¢emz u Pb se jednalo o zapornou korelaci. Pti zahrnuti dat z obou
kampani dohromady byla hmotnostni koncentrace vyznamné kladné korelovéana pro V,
Mn, Fe, Co a Cu s teplotou; negativné s vlhkosti pro Cr a Fe; a hmotnostni koncentraci
PM; pro V, Co, Cd, a Pb. Spearman korelacni koeficienty a p-hodnoty pro obé kampané
dohromady jsou v Tabulce A144 a A145.

Shah. a kol. (2008) studovali vztahy koncentraci jednotlivych kovil v atmosférickém
aerosolu [177]. Mimo jiné zjistili, Ze koncentrace Fe a Mn byla kladné korelovana
s teplotou a zaporné s vlhkosti, coz ptevazné odpovida vysledkiim této prace pro zahrnuti
obou kampani. Naopak zaporna korelace Pb s teplotou a kladna s vlhkosti byla u Shah.
a kol. (2008) sledovana v zimni kampani, coz je v souladu s vysledky této prace.

V Tabulce A5 a A6, respektive v Tabulce A7 a A8, jsou Spearman korelacni
koeficienty a p-hodnoty vyznamnosti téchto korelaci mezi celkovymi koncentracemi
jednotlivych kovu v 1ét€, resp. v zimé&. Statisticky vyznamné kladné korelace celkovych
koncentraci kovu byly v 1été korelace Co s Cr, Mn, Fe, Ni; Fe s Mn; Ni s Cr, Cu a Cr
s Cu. V zim¢ byla statisticky vyznamna kladna korelace 0 korelace Fe s Cu; zaporna
korelace Pb s Fe, Cu. Pfi zahrnuti dat z obou kampani dohromady (koeficienty a p-
hodnoty Spearman korelace viz. Tabulka Al146 a Al47) byly vyznamné korelovany
celkové koncentrace Co s V, Cr, Mn, Fe, Cu, Zn a Cd; Mn s Cr, Fe, Cu, Zna Cd; V s Cu,
Cd, Pb; Crs Fe a Ni; Fe s Cu, Zn; Cu s Zn; Cd s Pb.

Shah a kol. (2008) pozorovali silné kladné korelace mezi koncentraci Fe a Mn; Pb
a Cd; a k tomu dalsi vyznamné korelace mezi Zn a Cu, Pb, Cd; Ni a Co, Cr [177]. Kromé
Zn s Pb, Cd; a Ni s Co se tyto korelace shoduji s tim, co bylo nalezeno v této praci pii
zahrnuti obou kampani dohromady. Kladna korelace mezi celkovou koncentraci Ni s Co
vSak v této praci byla nalezena béhem letni kampané. V Brné byla naméfena vyznamna
korelace koncentraci Cu s Zn, Pb; Zn's Cd; Fe s Mn [157].

Kladné vztahy mezi koncentracemi jednotlivych kovi byvaji ¢asto zptisobeny tim, ze
korelované kovlly maji spolecny zdroj v ovzdusi, at’ uz se jednd 0 zemskou kiliru, emise
vyfukovych plynii a primyslovych procest, spalovani nebo emise automobila [177].

V 1ét¢ ani v zimé nevykazovaly hodnoty celkovych koncentraci jednotlivych kovl
homogenitu rozptylt (Levene test, p-hodnoty: 1éto: 0,000; zima: 0,000), tudiz pro jejich
vzajemné porovnani byl pouzit Friedman test. Ten odhalil statisticky vyznamny rozdil
mezi celkovymi koncentracemi jednotlivych kovt v obou kampanich (p-hodnoty: 1éto:
1,452-10°%; zima: 2,321-10°). Jako post-hoc test byl pouzit Nemenyi test. Vysledné p-
hodnoty tohoto testu jsou pro letni kampan v Tabulce A9, pro zimni kampan v Tabulce
A10. Nejvetsi celkova koncentrace byla v obou kampanich koncentrace Fe, u které byl
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nalezen statisticky vyznamny rozdil oproti celkové koncentraci V, Co, Ni a Cd v obou
Zn. Ten m¢l statisticky vyznamny rozdil oproti celkové koncentraci V, Co, Ni a Cd.
Naopak nejméné zastoupenym kovem bylo Co, u kterého byl zjistén statisticky vyznamny
rozdil kromé Fe a Zn i oproti Mn, Cu, a Pb. Kromé toho byl navic v 1ét€ nalezen statisticky
vyznamny rozdil v 1ét€ mezi Mn a Ni, v zim¢ mezi Mna V.

Pfi zahrnuti obou kampani dohromady, rovnéz Levene test zamitnul homogenitu
rozptylt celkovych koncentraci jednotlivych koviu (p-hodnota Tabulka viz. A182).
Friedman test (p-hodnota: 4,899-10%!) odhalil statistické rozdily mezi celkovymi
koncentracemi jednotlivych kovii. Nemenyi test (p-hodnoty viz. Tabulka A185) odhalil,
ze statisticky vyznamné rozdily jsou konkrétn¢ mezi V a Mn, Fe, Cu, Zn a Pb; Co a Cr,
Mn, Fe, Cu, ZnaPb; Crs FeaZn; Mns Nia Cd; Fe s Cr, Nia Cd; Nis Cu, ZnaPb; a Zn
s Cd. Celkové koncentrace jednotlivych kovi 1ze na zakladné statistickych testi rozadit
do tii skupin, kdy jedna skupina byla vyznamné vyssi oproti nékterym dal$im kovim,
U druh¢ skupiny nebyl nalezen zadny vyznamny rozdil, a tfeti skupina byla vyznamné
niz8i néz nekteré jiné kovy. Toto sefazeni je uvedeno v Tabulce 4. Celkové je toto
roziazeni velmi podobné v obou kampanich.

Tabulka 4 Roziazeni kovu dle celkové koncentrace

Kampan Léto Zima Ob¢
Nejvyssi koncentrace Fe, Zn Fe, Zn Fe, Zn
Stfedni koncentrace Mn, Pb, Cu Mn, Cu, Pb, Cr Mn, Pb, Cu, Cr
Nejnizsi koncentrace | Cr, Cd, V, Ni, Co V, Ni, Cd, Co Ni, Cd, V, Co

Nejvetsi namétena koncentrace Fe a Zn odpovida vyzkumu Shah a kol. (2008), kde
tyto dva kovy pattily do dominantni skupiny kovu [177]. V Brné byla v roce 2014
nameéfena nejvyssi koncentrace rovnéz U kovi Fe a Zn pii vzorkovani velikostni frakce
PM: [157]. V némeckém Frankfurtu byla mezi lety 2009 a 2010 naméfena nejvyssi
koncentrace kovu Cu, Pb, Cr a Mn [178].

Jak 1ze vidét v Tabulce A11 (Mann-Whitney U test, p-hodnoty), statisticky vyznamné
rozdily mezi letni a zimni kampani byly u celkovych koncentraci V, Co a Cu, kdy u vsech
téchto tfi kovu byly hodnoty celkové koncentrace vyssi v béhem letni kampané. Celkova
koncentrace Co méla V letni kampani priimérmou hodnotu 11,4-102 ng-m, zatimco
v zimni kampani 6,7-10 ng-m.

Vyssi koncentrace nékterych kovu v 1ét€ byla nalezena ve studii Shah a kol. (2008)
u Ni a Cr [177]. Naopak zvysenou koncentraci béhem zimy zaznamenali u Co, Cu, Cd
a Pb. V Brn¢ v roce 2018 byla naméfena vyssi koncentrace Cd, Cu, Ni, Pb a Zn béhem
zimy, zatimco koncentrace Fe a Mg byla vyssi béhem 1éta [171]. To, ze koncentrace
nékterych kovi je variabilni v pribéhu rocnich obdobi tato studie ptisuzovala odliSnym
zdrojim téchto kovi, kdy v Iéte mély vétsi vliv pfirodni zdroje, zatimco v zimé
antropogenni. V zimé se nariist koncentrace Cu, Zn, Cd nebo Pb davéd do souvislosti
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s topnou sezonou, kdy jsou tyto kovy pii spalovani fosilnich paliv uvoliovany vice
do ovzdusi [179]. Co se ty¢e pivodu PM; ¢astic ve vzduchu, podle Costabile a kol.
(2019), PM1 tvoti hlavné ¢astice pochazejici z automobilové dopravy, spalovani biomasy
a sekundarni aerosol [180].

3.4 Biodostupnost kovi

3.4.1 Celkova biodostupnost kovi

Biodostupnost byla vyhodnocena metodou in vitro do 3 simulovanych plicnich kapalin
(GS, SAF, Curosurf). U nékterych méteni doslo ke kontaminaci vzorku, z toho diavodu
nebylo mozné vyhodnotit biodostupnost vsSech kovi ve vSech SLF. Celkova
biodostupnost analyzovanych kovl navzorkované frakce PM1 Vv letni a zimni kampani
pro jednotlivé kapaliny je v Grafu 5. Primérné, minimalni a maximalni hodnoty jsou
v Tabulce A12. Prabéh biodostupnosti kovi je zobrazen v Grafu Ab.
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Graf 5 Biodostupnost kov, krabicovy graf

Celkova biodostupnost kovil vykazovala normalni rozlozeni u vSech SLF kromé GS
V letni kampani. Vysledné p-hodnoty Shapiro-Wilks testu jsou v Tabulce A13. Rovnéz
pii zahrnuti dat z obou kampani nebylo normalni rozloZzeni pouze u GS (p-hodnoty viz.
Tabulka A142).

Pro jednotlivé kampané byly provedeny korelace hodnot celkové biodostupnosti kovi
Vv jednotlivych SLF s teplotou (Spearman korelacni koeficienty a p-hodnoty téchto
korelaci viz. Tabulka A14), vlhkosti (Tabulka A15), hmotnostni koncentraci PMy
(Tabulka A16) a celkovou koncentraci jednotlivych kovi (Tabulka A17-A22). Pro obé
kampané dohromady byly rovnéz provedeny korelace s teplotou, vlhkosti, hmotnostni
koncentraci (Tabulka A148) a celkovou koncentraci jednotlivych kovi (Tabulka A149
a A150). Dale byly provedeny korelace biodostupnosti kovli mezi jednotlivymi
kapalinami, a to jak pro ob& kampané zvlast (Tabulka A23), tak dohromady (Tabulka
Al79).
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Byla nalezena statisticky vyznamna zaporna korelace s teplotou v obou kampanich
v Curosurf, zatimco v zim¢ pouze v GS. Celkova biodostupnost kovii pouze v Curosurf
byla statisticky vyznamné korelovana s hmotnostni koncentraci PMi, pficemz v 1ét€ se
jednalo o zapornou a v zim¢ o kladnou korelaci. Pti zahrnuti obou kampani dohromady
byla biodostupnost kovii vyznamné kladné korelovana s teplotou a hmotnostni
koncentraci PMy, a to pouze v SAF. S vlhkosti nebyla nalezena zadna vyznamna korelace.

Celkova biodostupnost kovii v GS byla v zimé vyznamné korelovana s celkovou
koncentraci Fe, Cu a Pb, pficemz u Fe a Cu §lo o zapornou korelaci. Pfi extrakci
do Curosurf byla nalezena vyznamna zaporna korelace v 1été s celkovou koncentraci Mn
a Fe. Pti zahrnuti obou kampani dohromady byla biodostupnost kovii v GS vyznamné
kladné korelovana s celkovou koncentraci Pb. U Curosurf se jednalo o korelaci s celkovou
koncentraci V. Biodostupnost kovii v SAF nevykazovala zadnou vyznamnou korelaci
s celkovou koncentraci n¢kterého z kovu.

Mezi jednotlivymi SLF byla vyznamna korelace zaznamenana pouze pii zahrnuti
obou kampani dohromady, kdy Curosurf byl vyznamné kladné korelovan s GS i SAF, ale
mezi GS a SAF korelace vyznamna nebyla.

Mezi letni a zimni kampani byl nalezen statisticky vyznamny rozdil u biodostupnosti
kovi v SAF a v Curosurf, nikoliv ale v GS (Mann-Whitney U test, p-hodnoty viz.
Tabulka A24). V letni kampani byla biodostupnost v SAF a Curosurf vyznamn¢ vyssi nez
v zimni kampani. Rozdilnost mezi kampanémi u SAF bude souviset s korelaci této
biodostupnosti s teplotou a hmotnostni koncentraci pro ob&é kampané dohromady.
Biodostupnost v GS byla v obou kampanich porovnatelna.

Pro porovnani biodostupnosti v jednotlivych kapalinach byl podle Levene testu (p-
hodnoty: léto: 0,644; zima: 0,105) homogenni rozptyl mezi hodnotami jednotlivych
kapalin. Podle Friedmanova testu byl mezi jednotlivymi SLF nalezen statisticky
vyznamny rozdil (p-hodnoty: 1éto: 0,004; zima: 0,004). P-hodnoty nasledného post-hoc
testu (Nemenyi test) jsou v Tabulce A25. V obou kampanich byl rozdil mezi hodnotami
biodostupnosti kovii v GS v porovnani s SAF i v porovnani s Curosurf. Biodostupnost
vV GS byla tedy vyznamné mensi neZ ve zbylych dvou kapalinach

Pti zahrnuti obou kampani dohromady zamitnul Levene test homogenitu rozptyla
u biodostupnosti kovii mezi jednotlivmi SLF (p-hodnota viz. Tabulka 180). Friedman test
(p-hodnota: 1,447-10°) odhalil statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi
kapalinami u biodostupnosti kovii. Nemenyi test (p-hodnoty viz. Tabulka A190) ukazuje,
ze mezi GS a SAF; a mezi GS a Curosurf existuji statistické rozdily v biodostupnosti
kovi.

Biodostupnost v GS byla tedy vyznamné mensi nez ve zbylych dvou kapalinach, a to
jak v obou kampanich zvlast, tak pii zahrnuti obou kampani dohromady.
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3.4.2 Biodostupna koncentrace jednotlivych kovii

Biodostupné koncentrace jednotlivych prvkil navzorkované frakce PMi Vv letni a zimni
kampani pro jednotlivé kapaliny jsou pro 1éto v Graf 6, pro zimu v Grafu 7. Praimérné,
minimalni a maximalni hodnoty jsou v Tabulce A26. Pribéh biodostupnych koncentraci
jednotlivych prvki v jednotlivych SLF jsou v Grafu A6-A8.
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Zhruba polovina soubori dat o biodostupné koncentraci jednotlivych kovi
Vv jednotlivych SLF v letni kampani nevykazovala dle Shapiro-Wilks testu normalni
rozlozeni (p-hodnoty viz. Tabulka A27). Pro zimni kampan byla sice vétSina
bidostupnych koncentraci jednotlivych kovli z normalniho rozlozeni, ale pro lepsi
interpretaci a vzajemné porovnani byly nadale pouzity neparametrické varianty
statistickych testi (p-hodnoty viz. TabulkaA28). V Tabulce A141 (p-hodnoty) 1ze vidét,
7e pii zahrnuti dat obou kampani dohromady zhruba u poloviny dat neni normalni
rozloZeni.

Pro jednotlivé kampané byly provedeny korelace hodnot biodostupné koncentrace
jednotlivych kovt v jednotlivych SLF s teplotou (Spearman korelacni koeficienty a p-
hodnoty téchto korelaci viz. A29-A32), vlhkosti (Tabulka A33-A36), hmotnostni
koncentraci PM; (Tabulka A37-A40), celkovou koncentraci jednotlivych kovt (Tabulka
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A41-A44) a biodostupnosti kovt (Tabulka A45 — A48). Pro obé kampané dohromady
byly rovnéz provedeny korelace s teplotou, vlhkosti, hmotnostni koncentraci PM1
(Tabulka A151-A156), celkovou koncentraci jednotlivych kovii (Tabulka A157 a A158)
a biodostupnosti kovi (Tabulka A159 a A160). Rovnéz byly zkoumany korelace
biodostupnych koncentraci jednotlivych kovii mezi sebou (obé kampané zvlast viz.
Tabulka A49-A60, dohromady viz. Tabulka A161-A166). Také byly zkoumany korelace
mezi jednotlivymi SLF (ob&é kampané zvlast’ viz. Tabulka A61-A64, dohromady viz.
Tabulka A180 a A181).

Biodostupné koncentrace Cu a Pb v SAF; Cu a Co v Curosurf byly v letni kampani
vyznamné kladné korelovany s teplotou. V zimni kampani byly nalezeny statisticky
vyznamné zaporné korelace s teplotou u biodostupné koncentrace Fe v GS; V, Cr a Zn
vV SAF a Mn v Curosurf. Pti zahrnuti obou kampani dohromady byla teplota vyznamné
kladn¢ korelovéana s biodostupnou koncentraci Cr a Cu v GS; Mn, Fe, Cu a Pb v SAF;
a Fe, Cu a Pb v Curosurf; ale zaporn¢ s biodostupnou koncentraci V v GS; V a Cd v SAF.

Pro vlhkost byla nalezena statisticky vyznamna korelace pouze v zimni kampani
s biodostupnou koncentraci kovu v GS, a to zaporna pro V a kladna pro Pb.

V zimni kampani byla hmotnostni koncentrace PM1 vyznamné kladné korelovana
s biodostupnou koncentraci Zn a Cd v SAF; Mn, Cu a Cd v Curosurf. Naopak zaporné
korelace byly v zimni kampani pozorovany pro Ni a Cd v GS. Pro obé kampan¢
dohromady byla hmotnostni koncentrace PM: vyznamné kladn¢ korelovana
s biodostupnou koncentraci Cu ve v§ech SLF, Fe v SAF a Curosurf a Cd navic jesté pouze
v Curosurf.

Biodostupna a celkova koncentrace daného kovu byla kladné korelovana v 1ét€ pro V
v GS a SAF; Cd v SAF; v zimé& pro V a Cd v Curosurf; a Cd v SAF Naopak zaporné
korelace mezi biodostupnou a celkovou koncentraci byla pozorovéana v 1été pro Cr a Pb
GS; Mn v GS i Curosurf; v zim¢ pro Fe a Cd v GS; Ni a Zn v SAF; a Ni a Cr v Curosurf.
Pfi zahrnuti obou kampani dohromady byla mezi biodostupnou a celkovou koncentraci
nalezena kladné korelace V v Curosurf; naopak zaporné korelace pro Zn v SAF a Ni
v Curosurf.

Biodostupnost sumy vSech kovi byla vyznamné kladné korelovana s biodostupnou
koncentraci Mn a Fe v GS v 1été; Fe v GS; Cu a Cd v SAF; a Cu a Mn v Curosurf v zim¢.
Pro obé kampané dohromady byly nalezeny vyznamné kladné korelace biodostupnosti
kovl s biodostupnou koncentraci Mn, Fe a Cu ve vSech SLF; Pb v SAF a Curosurf; Co
a Cd pouze v Curosurf. Tyto korelace ukazuji, které kovy pfispivaji vétsi mérou
k biodostupnosti kovt.

Vyznamné kladné byly korelovany biodostupné koncentrace V s Pb; Mn s Fe, Cd
aPb;aFesCdvGS;PbsFeaCuv SAF; FesMnaV; Cos Cu; a Cds Zn v Curosurf
Vv letni kampani, a Crs Co; aNis Cdv GS; Mn s Fe a Cd v SAF; Zns Fe aCu; aMn s Cu
v Curosurf. Naopak vyznamné zaporné korelace byly zjiStény v zimni kampani, a to Fe
SNi v GS; a Co s Cu v SAF. Pfi zahrnuti obou kampani dohromady byly vyznamné
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kladn¢ korelovany biodostupné koncentrace Mn s Fe, Cu, Cd a Pb; a Cr s Cu v GS; Mn
sFeaCu; PbsFeaCu; FesCuv SAF, MnsV, Fe. CuaCd; FesV, Cu, Cd a Pb; Co
S Cr a Cu; a Cu s Cd v Curosurf. Vyznamné zaporné korelace obou kampani dohromady
pak byly proV Cra Cu; FesNiv GS; Vs MnaPb; aCos Cdv SAF; Nis V v Curosurf.

Statisticky vyznamné kladné korelace mezi jednotlivymi SLF byly nalezeny v letni
kampani mezi GS a SAF u biodostupné koncentrace V; mezi GS a Curosurfu Cd; a mezi
SAF a Curosurfu Mn; v zimni kampani kampani mezi SAF a Curosurf u Mn. Statisticky
vyznamné zaporné korelace byly v zim¢é€ mezi mezi GS a SAF u Co a Cd; a mezi GS
a Curosurf u Cd. Pfi zahrnuti obou kampani dohromady byly vyznamné kladné korelace
zjiStény mezi v§emi SLF u Cu; mezi GS a SAF u V; a mezi SAF a Curosurf u Mn, Fe
a Pb. Vyznamné zaporné korelace pak byly pro obé kampan¢ dohromady mezi GS a SAF
uVv.

Co se ty¢e namétenych hodnot, lze je pro GS srovnat u nékterych kovi s hodnotami,
které vyhodnotili Wiseman a Zereini (2014) ve Frankfurtu po vzorkovani PM; trvajicim
déle nez rok [178]. Konkrétné se jedna o biodostupnou koncentraci Cu (48 %) obdobnou
letni kampani této prace; Cr (21 %) a Ni (12 %) obdobnou zimni kampani této prace; Pb
(5 %) obdobnou obéma kampanim a Mn (8 %) obdobnou pii zahrnuti obou kampani
dohromady.

U biodostupné koncentrace nékterych kovii v SLF byly nalezeny statisticky
vyznamné rozdily mezi letni a zimni kampani (Mann-Whitney U test, p-hodnoty viz.
Tabulka A65). Konkrétné v 1ét€ vykazovalo vétsi biodostupnou koncentraci Cr, Cu v GS;
Mn, Fe, Cu v SAF; Fe, Co, Cu v Curosurf nez v zim¢& Naopak nizsi biodostupna
koncentrace v 1ét€ oproti zim¢ byla u Vv GS i SAF; Cd v SAF. Povétsinou to souvisi
s nam&fenou korelaci biodostupnosti téchto kovi steplotou a u nékterych kovu
s hmotnostni koncentraci. Cigankova a kol. (2021) zjistili pfi zkoumani biodostupnosti
v GS a SAF podobné chovani u Cu, avSak opac¢né chovani u V [181]. K tomu Ni a Pb
mély v jeji studii vyssi biodostupnost v 1ét€ nez Vv zimé. Zjisténé rozdily mezi
biodostupnosti kovu béhem roénich obdobi jsou pravdépodobné zpisobeny riznym
slozenim PM a rtznymi zdroji prvku [166]. Rozdil mezi kampanémi mutze byt také
zpusobeny rozdilnou chemickou formou, ve které je v aerosolu prvek pfitomen. To poté
ovlivituje jeho schopnost vytvatet rozpustné komplexy.

Pro porovnani jednotlivych simulovanych plicnich kapalin byl u nékterych kovi
nehomogenni rozptyl (Levene test, p-hodnoty viz Tabulka A66). Kvuli chybégjicim
hodnotam u biodostupné koncentrace ne¢kterych kovl byl namisto Friedman testu pouzit
Kruskal-Wallis pro jeho vétsi robustnost vic¢i rizné dlouhym souboriim dat. P-hodnoty
tohoto testu (Tabulka AG67) ukazaly, Ze existuje statisticky vyznamny rozdil mezi
jednotlivymi SLF u biodostupné koncentrace vSech kovi (kromé Ni) alesponi v jedné
kampani. Nasledn¢ byl pouzit Nemenyi test jako post-hoc test k Friedman testu. Ten
odhalil, ze existuji vyznamné rozdily mezi GS a SAF v 1ét¢ u biodostupné koncentrace
Cr, Mn, Co, Cu a Zn; v zim¢ u biodostupné koncentrace Zn a Cd, kdy krom¢ Cr v 1été
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byla v¢étsi biodostupnost u SAF nez u GS. Mezi GS a Curosurf jsou vyznamné rozdily
u biodostupné koncentrace V, Fe, Cd a Pb v 1ét¢; Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn a Pb v zim¢,
kdy krom¢ Co v zimé byla vétsi biodostupnost u Curosurfnez u GS. Mezi SAF a Curosurf
byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily pouze v letni kampani, a to u biodostupné
koncentrace V (vyssi u Curosurf) a Co (vyssi u SAF). P-hodnoty Nemenyi testu pro 1éto,
resp. pro zimu jsou v Tabulce A68, resp. A69.

Pti zahrnuti obou kampani dohromady zamitnul Levene test homogenitu rozptyla
u nékterych biodostupnych koncentraci kovii mezi jednotlivymi kapalinami (p-hodnota
viz. Tabulka A183). Kruskal-Wallis test (p-hodnoty viz. Tabulka A191) odhalil
statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi SLF u biodostupné koncentrace vétSiny
kovu. Nemenyi test (p-hodnoty viz. Tabulka A192) pak ukazal, ze u biodostupnych
koncentraci Cr, Mn, Fe, Cu, Zn, Cd a Pb existuji rozdily jak mezi GS a SAF, tak mezi GS
a Curosurf. Navic mezi GS a Curosurf byl nalezen rozdil u biodostupné koncentrace Ni;
amezi SAF a Curosurf byl nalezen vyznamny rozdil u biodostupné koncentraci Co a Pb.
s biodostupnou koncentraci v Curosurf. Naproti tomu Coufalik a kol. (2016) shledali, Ze
SAF vykazuje podobné chovani pfi studiu biodostupnosti kovt jako GS [157]. Podle této
prace je rozdilnost mezi biodostupnosti v jednotlivych kapalinach zptsobena rozdilnym
slozenim a povrchovym napétim jednotlivych SLF. GS obsahuje kyselé latky (citrat,
acetat), které napomahaji rozpousténi kova. SAF obsahuje mén¢ soli a ma mnohem nizsi
povrchové napéti nez GS. SAF navic obsahuje DPPC, coz je fosfolipid, ktery je
vyznamnou soucasti fyziologického surfaktantu [182]. Vzhledem ktomu, ze pH
pouzitych SLF je podobné (7,4), nemélo by pH mit vliv na rozdilnou biodostupnost mezi
kapalinami. Cigankova a kol. (2021) také namé&fili srovnatelnou biodostupnost Cd, Mn,
Fe, Cr, Co, Cu a Ni u frakce PM1 mezi GS a SAF [181]. U V namétili vyssi biodostupnou
koncentraci v GS nez v SAF, naopak u Zn vyssi koncentraci v SAF nez v GS.

Pro porovnani biodostupnych koncentraci jednotlivych kovi mezi sebou byl
u ne€kterych kovi zjistén nehomogenni rozptyl (Levene test, p-hodnoty viz Tabulka A70).
Ze stejného dtivodu, jako pii porovnani jednotlivych SLF byl i zde pouzit Kruskal-Wallis
test, ktery odhalil Ze vobou kampanich byl mezi biodostupnymi koncentracemi
jednotlivych kovi ve vSech SLF statisticky vyznamny rozdil (p-hodnoty viz. Tabulka
AT71). P-hodnoty naslednych Nemenyi testd jsou v Tabulce A72 — A77. V 1été se
biodostupné koncentrace v GS liSily mezi Co a V, Mn, Fe a Zn; Cr a Mn, Zn; v SAF mezi
CoaV, Fe;, ZnaV, Cr; v Curosurf mezi Pb a V, Fe, Co, Cu a Cd; Zn a Fe. V zim¢ se
biodostupné koncentrace v GS lisily mezi Co a Mn, Zn, Pb; V a Mn, Zn, Pb; Cr a Mn,
Zn; v SAF mezi Fe a Zn, Cd; v Curosurf mezi Zn a Fe, Co. Biodostupné koncentrace
jednotlivych kovil lze na zakladné statistickych testii rozfadit do tfi skupin, kdy jedna
skupina byla vyznamné vyssi oproti nékterym dal$im kovum, u druhé skupiny nebyl
nalezen Zadny vyznamny rozdil, a tfeti skupina byla vyznamné niz$i néZ nékteré jiné
kovy. Pro jednotlivé kapaliny a kampané je toto sefazeni v Tabulce 5.
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Tabulka 5 Rozfazeni kovu dle biodostupnosti v jednotlivych SLF pro letni a zimni

kampan
SLF GS SAF Curosurf
Kampan Léto Zima Léto Zima Léto Zima
Nejvyssi | Co, Cr Co,V,Cr | Co,2n Zn, Cd Zn Pb, Zn
biod.
Stredni Ni, Cu, Fe, Ni, Mn, Ni, V, Cr, V, Cr, Cr, Mn,
biod. Cd, Pb Cu, Cd Cu, Cd, Mn, Co, Mn, Ni, Ni
Pb Ni, Pb Cu, Cd,
Pb
Nejnizsi |V, Mn, Mn, Zn, | V, Fe, Cr Fe Fe,Co |V, Fe, Co,
biod. Fe, Zn Pb Cu, Cd

Pti zahrnuti obou kampani dohromady zamitnul Levene test homogenitu rozptyla
u biodostupnych koncentraci jednotlivych kovii mezi sebou ve v§ech SLF (p-hodnota viz.
Tabulka A184). Kruskal-Wallis test (p-hodnoty viz. Tabulka A186) odhalil, Ze mezi
biodostupnymi koncentracemi jednotlivych kovl existuje statisticky vyznamné rozdily.
Nemenyi test (p-hodnoty viz. Tabulka A187-A189) odhalil, Ze se jednalo o rozdily v GS
mezi biodostupnymi koncentracemi Co s Mn, Fe, Ni, Zn, Cd a Pb; Cr s Mn, Fe, Zn a Pb;
Cu s Mn a Zn; v SAF mezi Fe a Mn, Co, Zn a Cd; Zn s V, Ni, a Pb; v Curosurf mezi Fe
aMn, Ni, Zn, Cd a Pb; Co a Zn. Tady rozfazeni kovii do skupin dle velikosti biodostupné
koncentrace v jednotlivych SLF je v Tabulce 6.

Tabulka 6 Roziazeni kovt dle biodostupnosti v jednotlivych SLF pro ob&é kampané
dohromady

SLF GS SAF Curosurf
Nejvyssi biod. Co, Cr, Cu Mn, Co, Zn, Cd Mn, Ni, Zn, Cd, Pb
Stiedni biod. \% Cr, Ni, Cu V, Cr, Cu
Nejnizsi biod. | Mn, Fe, Ni, Zn, Cd, Pb Fe, V, Ni, Pb Fe, Co

Riizna biodostupnost miize zaviset nejen na daném kovu, ale i na slozeni dané SLF
nebo obsahu dalsich slozek aerosolu, kdy vyznamné korelace biodostupnych koncentraci
jednotlivych kovii mohou byt zptisobené vzajemnymi interakcemi mezi kovy a dalSimi
slozkami aerosolu. V, Cu a Co mélo vyssi biodostupnou koncentraci v GS a naopak Pb
a Mn niz8i nez jiné kovy ve studii Wiseman a Zereini (2014) pii analyze aerosolu ve
Frankfurtu [178]. Ve studii Coufalika a kol. (2016) mélo V ze vSech kovl nejvétsi
biodostupnou koncentraci ve vsech studovanych SLF [157]. V této praci mélo V nejvétsi
biodostupnou koncentraci v GS v zimni kampani, kdy byl dokazan statisticky vyznamny
rozdil oproti nékterym jinym kovam (Mn, Zn a Pb). Naopak v 1été v této praci patfilo
Vv GS a SAF k kovim s nejmensi biodostupnou koncentraci. Ve studii Cigankové
(2021) byla biodostupnost Pb, Cr a Fe v SAF nizsi nez pro jiné kovy [181]. Biodostupnost
jednotlivych kovi Z PM v Curosurf nebyla doposud studovana. Theodorou a kol. (2016)
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studovali pomoci ZnO nanovlaken rozpustnost Zn v Curosurf a zjistili, ze tato SLF
zpomalovala rozpousténi Zn oproti pouziti DPPC [183]. Inhibi¢ni vliv na rozpustnost
nékterych kovli by mohlo byt efektem interakce kovu s fosfolipidy obsazenymi
v Curosurf [184]. Biodostupnost Pb, které v této praci pattilo do skupiny kovti nejméné
biodostupnych v SAF, byla pravdépodobné negativné ovlivnéna nizkou piitomnosti
organickych kyselin, které jinak maji kladny vliv na rozpustnost Pb, a vyssi pfitomnost
fosfore¢nand, které naopak snizuji rozpustnost olova, coz potvrzuji Zuo a kol. (2014)
[185]. Piitomnost fosfore¢nanu v Curosurf tak muze vysvétlovat obdobné chovani
biodostupnosti nékterych kovi s biodostupnosti v SAF.

3.5 Oxidativni potencial

V této praci byla pro studium oxida¢nich G¢inki vyuzita metoda DTT. Calas a kol.
(2017) dokazali dilezitost pouziti SLF pii studiu OP in vitro [186]. Gamblav roztok je
pro studium oxidac¢nich G¢inkdt metodou DTT bézné€ pouzivan. SAF je nové navrzenou
SLF na UIACH AV CR a pro studium OP se pouziva velmi kratce. Oxidativni potencial
pomoci Curosurf nebyl dosud pro standardni roztoky kovu ani realnych vzorka studovan.

3.5.1 OP standardnich vzorku

Oxidativni potencial jednotlivych kovt byl studovan nejprve pomoci standardnich
roztokt. Pro 6 vzorki (slepy vzorek SLF a 5 riznych koncentraci daného kovu v SLF)
byla v 5 riznych ¢asech sledovana snizujici se absorbance pii vinové délce 412 nm. Graf
8 znazoriuje ubytek DTT v Case v standardnich 1 uM roztocich jednotlivych kovi v GS,
SAF a Curosurf. Ukazka zavislosti absorbance na koncentraci standardniho roztoku Cu
v GS je uvedena v Grafu Al13. V tomto grafu je také proloZena linearni regrese této
zavislosti ze ktera byla ziskdna zavislost rychlosti tbytku DTT na koncentraci
standardnich roztoki kovi, ktera je pro jednotlivé simulované plicni kapaliny znazornéna
v Grafu A14-A16. Tuto zavislost lze prolozit kiivkou, ktera ma rovnici mocninné funkce
(viz. Rovnice (4)). Hodnoty spotieby DTT v 1 uM koncentraci standardnich roztokt kovi
jsou v Tabulce A78. Koeficienty prolozené kiivky =zavislosti spotfeby DTT
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na koncentraci ve standardnich roztocich kovt jsou v Tabulce A79.

1.0 Il GS
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Cu Mn Ni Cr Zn Co Fe2+ Fe3+ Pb \% Cd

Graf 8 Ubytek DTT v standardnich vzorcich o koncentraci 1 pM kovi v SLF, sloupcovy
graf

Analyzovéany dale byly hodnoty spotfeby DTT v 1 uM koncentraci standardnich
roztokt kovt a koeficienty a a b prolozené ktivky zavislosti spotieby DTT na koncentraci
ve standardnich roztocich kovli Vzhledem k malému souboru dat, nebyla testovana
normalita rozlozeni.

U roztoku Cd byla spotieba DTT neméftitelnd ve vSech SLF. Charrier a Anastasio
(2012) [112] ani Cigankova (2021) [166] nenaméfili nardst spotieby DTT u roztoku Cd.
Oxidacni u¢inky Cd byly nalezeny ve studiich vyuzivajicich jiné metody. Toplan a kol.
(2003) metodou pomoci kyseliny thiobarbiturové zjistili, Ze Cd zpisobovalo peroxidaci
melondialdehydu a inhibici antioxida¢nich procest pifimo v organismu [187]. Pourhamad
a kol. (2003) zase fluorescen¢ni metodou potvrdili zvySovani ROS v pfitomnosti Cd
Vv jatermich buiikach [188]. Je mozné, Zze reakce Cd s nékterymi latkami obsazenymi
v SLF zplsobuji zpomalovani oxida¢nich ucinkd.

Mezi jednotlivymi kovy byl podle Kruskal-Wallis testu nalezen statisticky vyznamny
rozdil spotteby DTT v kazdé SLF, a to jak pfi analyze 1 uM koncentrace kovu, tak pti
analyze koeficientll prolozené funkce (p-hodnoty viz Tabulka A80). Vysledné p-hodnoty
Dunn testu pouzitého jako post-hoc test jsou v Tabulce A81 — A89. Tento test vSak
u zadné SLF neodhalil Zadnou dvojici kovil, u které by se spotfeba DTT statisticky lisila,
a to jak pfi analyze 1uM koncentrace kovi, tak pfi analyze koeficientii proloZené funkce.
To je pravdépodobné zpiisobeno malym mnozstvim vzorki pro kazdy analyzovany
prvek.

Tabulka A91-A93 ukazuje procentualni porovnani spotfeby DTT ve standardnich
1 uM roztocich jednotlivych kovil v jednotlivych SLF. V GS a SAF dosahovala spotieba
DTT nejvyssich hodnot u Cu, kdy jeji hodnota v GS byla minimalné 400 % oproti
ostatnim koviim, v SAF byla minimalné 200 % oproti ostatnim kovi. V Curosurf dosahlo

cvwr
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SLF Pb. Kovy lze sefadit do ¢tyf kategorii podle velikosti zjisténé spotieby DTT
Vv jednotlivych SLF, coz je prezentovano v Tabulce 7.

Tabulka 7 Rozfazeni kovt podle spotieby DTT v 1 uM roztocich v jednotlivych SLF

SLF GS SAF Curosurf
Vysoka ADTT .

Cu Cu Co, Cu, Ni
(>0,3 pM-min™)
Stfredni ADTT

Ni, Co, Fe** Ni, Mn Mn, V

(0,1-0,3 uM-min™?)
Nizka ADTT Mn, Fe?*, Cr,V, | Co, Fe®*, Fe?* zZn, | Fe®*, Fe?* Cr, Zn,
(0-0,1 uM-min™) Zn, Pb Cr, V, Pb Pb

Tabulka A94-A96 ukazuje procentualni porovnani koeficientu a a Tabulka A97-A99
ukazuje procentualni porovnani koeficientu b prolozené kiivky spotieby DTT
ve standardnich roztocich jednotlivych kovii v SLF. Koeficient a zplsobuje nasobeni
mocninné kifivky a vizualné ovlivituje strmost kiivky. Mocnitel prolozené kiivky je
reprezentovan koeficientem b. Roziazeni kovi na zakladé rtiznosti hodnot koeficientt
proloZené kiivky by mohlo byt takové, jako je v Tabulce 8.

Tabulka 8 Roziazeni kovt podle koeficienti prolozené kiivky zavislosti spotieby DTT
na koncentraci v jednotlivych SLF

SLF GS SAF Curosurf
koeficient a b a b a B
Vysoké . . Ni V.
a>0,5 Cu V, Ni Cu Ni, Co,V | Co,Cu ot
Co, Fe

b >0,5

tredni ) i Cu, Cd,
Stredni Ni. Co, | co,Pb, . cu,cd, | Ni,mn, |
a: 0,1-0,5 Fed* cd. Cu Ni, Mn Mn. Zn V. Fet* Mn, Cr,
b: 0,3-05 ’ ! ! ! Fe3+
Nizké Mn, FeZ*, Fe3*, Co, Fe®*,

1zxe . " Pb,cr, |cr, Fe
a: 0-0,1 V,Cr, | Fe~, Zn, | Fe7", Zn, Fe?* Fet | zn Pb Pb,Zn
b: 0-0,3 Zn, Pb Mn, Cr | Cr, V, Pb ' Y

Pii porovnavani jednotlivych SLF nebyl nalezen zadny statisticky vyznamny rozdil
ani v jednom roztoku kovu (Kruskal-Wallis test, viz. Tabulka A90). Procentualni
porovnani jednotlivych SLF u spotieby DTT, koeficientd a a b proloZené kiivky spotieby
DTT ve standardnich roztocich jednotlivych kovi je v Tabulce A100-A102. V Tabulce 9
porovnani SLF u jednotlivych kovii podle spotfeby DTT v 1 uM roztocich kovil v dané
SLF, a podle koeficientl proloZzené kiivky zavislosti spotfeby DTT na koncentraci prvkd.
U kazdého kovu jsou sefazeny kapaliny podle velikosti dané hodnoty, pficemz pokud
hodnoty u kapalin byly srovnatelné, jsou tyto kapaliny sdruzeny do zavorek.
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Tabulka 9 Porovnani SLF u jednotlivych kovt podle spotiteby DTT v 1 uM roztocich
kovti v dané SLF, a podle koeficienti prolozené kiivky zavislosti spotfeby DTT
na koncentraci kovt

uM a B

Cu GS, SAF, Curosurf GS, SAF, Curosurf SAF a Curosurf, GS
Mn Curosurf, SAF, GS Curosurf, SAF, GS SAF, Curosurf, GS
Ni Curosurf, SAF, GS Curosurf, SAF, GS Curosurf, (SAF a GS)
Cr Curosurf, SAF, GS Curosurf, (SAF a GS) Curosurf, SAF, GS
Zn (Curosurf a SAF), GS Curosurf, SAF, GS SAF, GS, Curosurf
Co Curosurf, GS, SAF Curosurf, GS, SAF Curosurf, SAF, GS
Fe?* | (Curosurfa GS), SAF GS, (Curosurf a SAF) Curosurf, SAF, GS
Fe3* | GS, (Curosurf a SAF) GS, Curosurf, SAF Curosurf, SAF, GS
Pb SAF, Curosurf, GS SAF, Curosurf, GS GS, SAF, Curosurf
\ Curosurf, (SAF a GS) Curosurf, (GS a SAF) GS, Curosurf, SAF

U koeficientu a je trend roziazeni kovi i kapalin velmi podobny jako u analyzy 1 uM
roztokd. To znaci, Ze vysledna spotieba DTT je vice zavisla na nasobku mocninného
vztahu nez na samotném mocniteli.

Charrier a Anastasio (2012) testovali stejné kovy jako byly testovany v této praci
[112]. Pti analyze 1 pM roztokt kovi v deionizované vod¢ zaznamenali nejvétsi spotiebu
DTT u roztoku Cu a Mn. Jasnou odezvu méli také prvky Co, V, Ni a Pb. U obou
oxidacnich stavii zeleza (Fe3*, Fe?*) uvadi, Ze pfes malou odezvu pfi tomto pokusu mohou
mit vliv na spotfebu DTT realnych vzorkt z diivodu jejich vysokého mnozstvi v ovzdusi.
U Cr, Zn a Cd nezaznamenali méfitelnou spotfebu DTT. Naopak Co je podle nich malo
obsaZeno v atmosfére, tudiZ 1 pfes pomérné vysoké oxidacni ucinky, nepifispivd mnoho
k oxidaci vyvolané PM. Cigankova (2021) ve své praci studovala oxida¢ni ucinky kovt
v GS, SAF a deionizované vodé [166]. Naméfila vysokou spotiebu u roztoku Cu ve vSech
kapalinach. Reaktivita Mn v SAF byla velmi vysokd jen v deionizované vod€. Vysledné
hodnoty spotfeby DTT v roztoku Mn jsou v této praci porovnatelné pouze pro SAF
Vv praci Cigankové (2021).

P11 niz8ich koncentracich kovu je oxidace efektivnéjsi, coZ dokazuje mocninny vztah
spotfeby DTT na koncentraci kovu, coz odpovida studii Charrier a Anastasio (2012)
[112]. Tato nizsi efektivita mize byt zpuisobena tim, ze pti vyssi koncentraci kovu roste
pravdépodobnost vzniku hiife rozpustnych komplexa [189].

Oxidativni potencial standardnich roztokd kovi Vv Curosurf nebyl doposud
prostudovan. Sweeney a kol. pozorovali OP v izolovanych bunkach, kdy po pfidani
Curosurf nebyla pozorovana zadna zmeéna oproti bézné pouzivanému mediu [190].
U Curosurf byl zjistény mozny vyssi oxidacni Gi€inek nez u piirodniho surfaktanu, coz
lze ale mirn¢ korigovat pfidanim antioxidac¢nich latek [191]. Interakce Curosurf
a ne¢kterych kovti zkoumal Jia a kol (2019), kdy zjistil cytotoxicitu v bunkach za soucasné
ptitomnosti Cr a Pb [192]. Se zvysujici se koncentraci Curosurf se tato toxicita snizovala.

64



Coz bylo zptisobeno zvysenim celularni autofagie, ktera zmiriiuje ¢asticemi vyvolanou
toxicitu. Dani a kol. (2009) zjistili niz§i OP v Curosurf oproti jinym komerénim plicnim
kapalinam [193]. Neskodnost pouzivani Curosurf byla studovana Bouhafs a kol. (2003),
kdy nebyla pozorovana Zzadnd zmeéna v produkci ROS po piidani Curosurfu
Kk neutrofilnim bilym krvinkam.

Pii pouziti Curosurf byly v této praci hodnoty spotiteby DTT napi. u Mn, Co
a 'V znateln¢ vyssi a naopak napt. u Cu znateln€ niz$i nez pti pouziti ostatnich SLF. To
naznacuje, ze ruzné SLF neplisobi pouze posilujicimi ¢i inhibujicimi u¢inky na spotiebu
DTT, ale vliv mize mit i reakce daného kovu s chemickymi latkami obsaZzenymi v dané
kapalin€. Zavislost oxida¢niho t¢inku na pouzité kapaling je v jinych studiich nejlépe
pozorovatelnd u Mn, kdy pii pouziti deionizované vody misto SLF je spotieba DTT velmi
vysoka, zatimco rtizné SLF jeho oxidacni G¢inky vyrazné inhibuji, kdy tato inhibice je
rizna pro rizné SLF [112] [166]. V GS je obsazen citrat, ktery mutize zpusobit tvorbu
komplexti ne¢kterych kovi coz snizi oxidaci DTT. Slozeni SLF mize také ovlivnit
rozpustnost kovu, coz ma nasledné vliv na oxidativni G¢inky [194]. Divodem toho, Ze
nejvetsi spotiebu DTT ma roztok Cu miize byt to, Ze se z kovi nejsilnéji vaze na DTT
[195].

3.5.1 OP realnych vzorka

Obdobné jako oxidativni potencial standardnich vzorkl byl analyzovan i OP redlnych
vzorki. Pfi analyze OP redlnych vzorkl vSak byla spotieba DTT navic normalizovéana
na hmotnost PMy (OPm) a na objem prosatého vzduchu pii vzorkovani (OPv). OPm byva
pouzivano pro studium oxida¢nich ucinkili v zavislosti na vlastnostech, slozeni a velikosti
castic PM [196]. OPv je vhodngjsi pro studium skuteénych oxidac¢nich w¢inku
inhalovaného objemu vzduchu, protoZe charakterizuje expozici aerosolu. Oxidativni
potencial realnych vzorkti normalizovany jak na hmotnost navzorkovaného PMy, tak na
prosaty objem, v jednotlivych kapalinach v 1été a v zimé 1ze vidét v Grafu 9. Priibéh OPm
a OPy béhem letni a zimni kampané je v Grafu A9 a A10. Praimérné hodnoty jsou vidét
v Tabulce A103 a A104.
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Graf 9 Oxidativni potencial realnych vzork, krabicovy graf

Hodnoty oxidativniho potencidlu readlnych vzorki mély v obou kampanich normalni
rozlozeni, a to jak OPm, tak OPv (Shapiro-Wilks test, Tabulka A105). Pti zahrnuti dat
Z obou kampani dohromady, vykazovala normalni rozloZeni pouze data u OPm vV SAF
a Curosurf, u OPy pouze v Curosurf (p-hodnoty viz. Tabulka A142).

Pro jednotlivé kampané byly provedeny korelace hodnot OPm i OPyv v jednotlivych
SLF s teplotou, vlhkosti, hmotnostni koncentraci PM1 (Spearman korelaéni koeficienty
a p-hodnoty téchto korelaci viz. A106-A111), celkovou koncentraci jednotlivych kovi
(Tabulka A112-A123), biodostupnosti kovi (Tabulka A124 a A125) a biodostupnou
koncentraci jednotlivych kovii (Tabulka A126-A133). Pro ob&é kampané dohromady byly
rovnéz provedeny korelace s teplotou, vlhkosti, hmotnostni koncentraci PM1 (Tabulka
A167 a A168), celkovou koncentraci jednotlivych kovu (Tabulka A169-A172),
biodostupnosti kovi (Tabulka A173) a biodostupnou koncentraci jednotlivych kovi
(Tabulka A174-A177). Rovnéz byly zkoumany korelace OPm s OPy (ob& kampané zvIast
(Pearson)viz. Tabulka A134, dohromady (Spearman) viz. Tabulka A178). Také byly
zkoumany korelace mezi jednotlivymi SLF (obé kampanég zvlast (Pearson) viz. Tabulka
A135 a A136, dohromady (Spearman) viz. Tabulka A179).

OPm i OPv mélo statisticky vyznamnou korelaci s teplotou v zim¢ v Curosurfu.
Hmotnostni koncentrace PM1 mé¢la s OPm v 1ét€ v SAF a v zimé v Curosurf zdpornou
korelaci; s OPv v SAF a Curosurf kladné v zimni kampani. Pfi zahrnuti obou kampani
dohromady byly nalezeny zaporné korelace OPm v SAF a Curosurf s teplotou, tak
s hmotnostni koncentraci, zatimco OPy v Curosurf s vlhkosti.
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V zimé bylo OPny vyznamné korelovano kladné v GS s celkovou koncentraci v Cr,
zaporn¢ v SAF s celkovou koncentraci Cd. U OPy byly nalezeny vyznamné kladné
korelace v zimé€ v SAF a v Curosurf s celkovou koncentraci Cd; v 1ét€ ve vSech SLF
s celkovou koncentraci Cr; a k tomu jesté v SAF a Curosurf s celkovou koncentraci Co;
a pouze v Curosurf s celkovou koncentraci V, Mn a Fe. Pfi zahrnuti obou kampani
dohromady byly nalezeny vyznamné zaporné korelace OPm v SAF i Curosurf s celkovou
koncentraci V a Co a k tomu jesté v Curosurf s celkovou koncentraci Cd. OPy bylo pro
ob¢ kampan¢ dohromady vyznamné kladné korelovano s SAF a Curosurf s celkovou
koncentraci V a Co, a k tomu jesté v Curosurf s celkovou koncentraci Cd.

OPm v Curosurf bylo v zimni kampani vyznamné kladné korelovano s celkovou
biodostupnosti kovli. Naopak pii zahrnuti obou kampani dohromady bylo OPm v SAF
a Curosurf s biodostupnosti kovti korelovano negativng.

Byly zjistény vyznamné zaporné korelace OPn s biodostupnou koncentraci Mn, Fe
aCu v GS; Fe a Pb v SAF; a Cu v Curosurf, a to pouze v letni kampani; OPy v letni
kampani s biodostupnou koncentracé Mn v GS a v SAF; Cu v GS; a v zimni kampani o
Zn a Cd v SAF; Mn, Cu a Cd v Curosurf. Pii zahrnuti obou kampani dohromady byly
vyznamné kladné korelace pro SAF mezi OPn, a biodostuopnou koncentraci Cd a OPy S
hmotnostni koncentraci V; vyznamné zaporné korelace pro GS mezi OPm i OPy a
biodostupnou koncentraci Cd; OPm v SAF 1 Curosurf s biodostuopnou koncentraci Mn,
Fe a Cu; pricemz OPn, v Curosurf jesté s biodostuopnou koncentraci Cd a Pb

OPm je s OPy statisticky vyznamn¢ korelovano pouze v GS, a to v obou kampanich
zvlast’ i pti zahrnuti kampani dohromady

SAF a Curosurf byly vyznamné kladné korelovany u OPm v letni kampani 1 pfi
zahrnuti obou kampani dohromady, u OPv v obou kampanich. SAF a GS byly vyznamné
kladné korelovany u OPv v letni kampani. Pfi zahrnuti obou kampani dohromady jsou
u OPv vyznamné kladné korelovany vSechny SLF.

Srovnani letni a zimni kampané pomoci nezavislého t-testu u OPr, a OPy je v Tabulce
A137. OPm ve vsech SLF bylo vyznamné vys$si v zimé, zatimco OPyv pouze v SAF. Veld
a kol. (2023) nepozorovali v ptimoiské oblasti rozdily mezi ro¢nimi obdobimi, coz mohlo
byt zplsobeno vzorkovaci lokalitou, kde kontinentalnimu aerosolu ptispival velkou
mérou moisky aerosol ptitomny ve velké mite po cely rok [197]. Naopak ve velkomésté
pozorovali velké kolisani v prubéhu roku, predevs§im u OP normalizovaného na hmotnost
Castic, coz ukazuje na dulezitost lokalnich zdroji PM. Borlaza a kol. (2022) nezjistili
rozdily v hodnotach mezi létem a zimou, piestoze podle nich k hodnotam OPv béhem
zimy vice pfispivalo spalovani biomasy a béhem Iéta mineralni resuspenze [198]. Li
a kol. (2021) zjistili opacné chovani OPv mezi obdobimi v zavislosti na pouzité metod¢,
kdy pii pouziti DTT byl oxidativni potencidl vyssi v zimé, ale pii pouziti kyseliny
askorbové byl oxidativni potencial vyssi v 1ét€ [199]. Jejich méfeni se vztahovalo
na oblast okoli feky Yangtze v Cing, kde v 1été piispivaly k OP vice lokalni emise
a v zime dalkové zdroje z jinych regioni, pravdépodobné produkty spalovani.
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Dale byl porovnavan rozdil u OPy a OPy v ramci jednotlivych simulovanych plicnich
kapalin. Vzhledem k normalnimu rozlozeni a zamitnuti homogenity rozptyld (Levene
test, p-hodnoty: OPm: 1éto: 0,013; zima: 0,000; OPv: 1éto: 0,009; zima: 0,005), byl jako
alternativa testu ANOVA pouzit neparametricky Welche test. Tento test potvrdil
statistickou rozdilnost nékterych kapalin jak u OPm, tak u OPy, a to v obou kampanich
(p-hodnoty: OPm: 1éto: 0,00007; zima: 0,000096; OPy: 1éto: 0,000017; zima: 0,000014).
Pomoci post-hoc Games-Howell testu (p-hodnoty upravené bonferroni korekci viz.
Tabulka A138) 1ze vidét, ze statisticky vyznamny rozdil maji SAF s Curosurf jak u OPm,
tak u OPy, a to v obou kampanich, kdy Curosurf vykazoval mnohem vétsi OP nez SAF.

Pti zahrnuti obou kampani dohromady zamitnul Levene test homogenitu rozptyli jak
U OPm, tak u OPv mezi jednotlivymi SLF (p-hodnota viz. Tabulka A182). Friedman test
(p: hodnoty: OPm: 1,303-1073; OPy: 1,303-107%) odhalil jak u OPm, tak u OPy statisticky
vyznamné rozdily mezi jednotlivymi SLF. V Tabulce A193 jsou p-hodnoty Nemenyi
testu. OPm 1 OPv byly v SAF nizsi nez v GS a Curosurf. Naopak Cigankova (2021) ve své
praci pozorovala srovnatelny OPm i OPv v GS a SAF. Rozdily mezi SLF budou spocivat
v interakci mezi PM a jednotlivymi SLF, kdy roli mize hrat rizna rozpustnost latek
ovlivnéna kladn¢ Kyselymi slozkami nebo zaporné fosforecnany [185].

OPm a OPv Vv jednotlivych kapalinach ve vztahu s hmotnostni koncentraci PM; je
znazornén v Grafu 10, 11 a 12, kde Cervena barva je pouzita pro 1éto, modra barva pro
zimu a zelend barva pro zahrnuti obou kampani dohromady. Tyto grafy ukazuji, Ze
oxidativni potencial neni zavisly pouze na hmotnostni koncentraci. Zaroven jsou zde
uvedeny i koeficienty determinace pro linearni regresi zavislosti mezi OP a hmotnostni
koncentraci. VétSinou je silngjsi zavislost pozorovana v zimé nez v 1été. Zatimco OPm
a OPv v GS jsou velmi podobné, coz ve své praci pozorovala i Cigankova (2021) [166].
Ta pozorovala vétsi rozdil mezi OPm a OPy v GS. V této praci je dokonce zavislost mezi
OPm a OPv na hmotnostni koncentraci PM1 opa¢né. OPy je ve vS§ech SLF mnohem méné
ovlivnéno hmotnostni koncentraci v Iét€ nez v zim¢, ale pfi zahrnuti obou kampani
dohromady je tato zavislost velmi mala. Caman a kol. (2024) v nedavné studii v Marseille
pozorovali souvislost OP s hmotnostni koncentraci PMz1 [200]. V jeho studii OPv bylo
velkou mérou ovlivnéno spalovanim biomasy, emisemi lodni dopravy a resuspenzi
prachu, piestoze Castice z téchto zdrojl tolik nepfispivalo hmotnosti PMi1. Pozorovanou
rozdilnost mezi OPm @ OPy mimo jiné zptsobovalo to, Ze zdroje z automobilové dopravy
mnohem vice ovlivituji OPv nezZ OPm. Podle Veld a kol. (2023) je OP castic frakce PM1
ovlivnén emisemi prumyslu, coz je lokalni faktor [197]. Oxidativni potencial ¢astic
velikostni frakce PM1 je podle n&j ve méstech ovlivnén emisemi priimyslu vice nez OP
vétsich frakci, kdy pozoroval znatelny vliv Fe a Zn. Pfi analyze PM:1 na venkové
vypozorovali rozdilnost mezi normalizaci OP, kdy OPm bylo vice ovlivnéno silni¢nim
prachem a zatimco OPv organickym uhlikem. To, Ze hmotnostni koncentrace nemusi byt
ptimo imérna OP zjistil i Borlaza a kol. (2022), ktery v Koreji a na Filipinach pozoroval
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snizujici se trend hmotnostni koncentrace PM, ktera se ale neodrazila na zméné OP [198].
To potvrzuje i jimi zjisténa zaporna korelace mezi OPy a koncentraci nékterych kovi.

Proménlivost OPm a OPyv miize mit souvislost s naméfenymi korelacemi, at’ uz
s teplotou, vlhkosti, hmotnostni koncentraci PMi, celkovou, jakoz i biodostupnou
koncentraci jednotlivych kovi. Zaroven se rizni interakce jednotlivych latek mezi sebou
I S jednotlivymi slozkami SLF. Proménlivost OP pfi pouziti metody DTT neni ovlivnéna
pouze kovy, ale i dal$imi latkami, napf. chinony [112]. Wang a kol. (2018) potvrdili, ze
metoda DTT je citliva také na polycyklické aromatické uhlovodiky a latky vzniklé pfi
nedokonalém spalovani biomasy [201]. Oxidativni potencial kromé slozeni PM
a extrakéni kapaliny zavisi i na velikosti ¢astic [202].
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4.7 AVER

Tato diplomova prace se vénuje zdravotnim rizikim inhalovanych ¢astic méstského
aerosolu. Zameéteni této prace je predevsim ve studiu inhala¢ni biodostupnosti vybranych
kovi, a oxidativniho potencialu standardnich roztokt kovt (Cu, Mn, Ni, Cr, Zn, Co, Fe?*,
Fe3*, Pb, V a Cd) a realnych vzorkéi PM1 méstského aerosolu.

Vzorky PM1 byly odebirany pomoci velkoobjemového  vzorkovace
na nitrocelulézové filtry ve dvou kampanich (letni a zimni). Hmotnostni koncentrace
téchto Castic byla urena gravimetrickou metodou. Filtry byly nasledné rozdéleny na Ctyfi
¢asti, z nichz jedna ¢ast byla pouzita pro stanoveni celkové koncentrace vybranych kovi.
Zbylé tti casti filtrG byly extrahovany do tfech riznych simulovanych plicnich kapalin
(Gamblav roztok, simulovana kapalina plicnich sklipki a Curosurf). Po extrakci byla ¢ast
kapaliny pouzita pro stanoveni inhala¢ni biodostupnosti kovii a ¢ast kapaliny byla pouzita
pro stanoveni oxidativniho potencialu, ktery byl normalizovan jak na hmotnost ¢astic, tak
na prutok vzduchu pti vzorkovani. Oxidativni potencial byl stanoven metodou DTT.

Hmotnostni koncentrace PM1 byla vyssi v letni kampani, kdy byla kladn¢ korelovana
s teplotou. Nejvyssi celkové koncentrace byly naméieny pro Fe a Zn, nejnizsi naopak pro
Co. Celkova koncentrace nékterych kovu korelovala kladné steplotou a zaporné
s vlhkosti.

U oxidativniho potencialu standardnich roztokt kovi nebyla z divodu malého
souboru dat statisticky vyhodnocena rozdilnost. Nejvyssi oxidativni potencial byl zméten
pro Cu v GS a pro Cu, Mn a Ni v SAF, zatimco v Curosurf byl nejvyssi OP zméten pro
Co, Cu a Ni. U n¢kterych st se projevovaly vyrazné vétsi oxidacni ucinky v Curosurf nez
Vv ostatnich SLF.

Biodostupnost nékterych kovii se velmi liSila v zavislosti na pouzité¢ SLF, pficemz
nejnizsi byla u Gamblova roztoku. Co v GS mél z kovi nejvyssi biodostupnost, zatimco
biodostupnou koncentraci v SAF a Curosurf, zatimco v GS byla biodostupna koncentrace
Zn jedna z nejnizsich. Rozdilna biodostupnost kovi mezi jednotlivymi SLF mohla byt
zpisobena odlisSnym chemickym slozenim SLF.

Oxidativni potencidl realnych vzorkii vykazoval vys§i hodnoty v zimé nez v 1été.
souvisi se slozenim PM, kdy byly nalezeny u OPn, i OPyv vyznamné korelace s celkovou
1 biodostupnou koncentraci nékterych kovii. U cCasti kovil se vSak jedna o zapornou
korelaci. To se tykalo kovi, které se v PM; vyskytovaly v nizkych koncentracich. Jejich
vliv na vysledny OP tedy nebyl velky. DTT neni citlivé pouze na studované kovy, ale
i najiné latky, které mohly vyznamné pfispivat k vyslednému OP. Rizna zavislost
na hmotnostni koncentraci mezi OP normalizovanym na hmotnost castic a OP
normalizovanym na prutok vzduchu podtrhuje rozdilnost téchto metrik, kdy OPn je vice
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zavislé na chemickém slozeni PM, zatimco OPv je zavislé na expozici aerosolu, proto je
vhodnéjsi pro studium skutecnych G¢inkd na lidsky organismus.

Tato prace piinasi bliz§i pohled negativnich dopadd inhalovanych ¢astic PMi
na zdravi. Pouziti Curosurf pro stanoveni biodostupnosti kovli a OP PM1 a standardnich
roztokll kovli umozituje unikatni porovnani laboratorné vytvotenych SLF s komerc¢ni
kapalinou, kterd je vyuzivana pfi 1é€b€ syndromu respiracni tisné u novorozenci.
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