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Abstrakt

Vétsina lidské populace je v kazdodennim zivoté vystavena toxickym latkdm
antropogenniho ptvodu. Tyto latky jsou rovnéz pfitomné v ovzdusi a jejich ucinky
predstavuji dlouhodobou zatéz pro lidské zdravi. V soucasnosti jsou intenzivné studovany
prachové castice (PM) s aerodynamickym primérem <2.5 um (PM2.5) spolecné s
karcinogennimi polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky (PAU), které jsou na né
navazany, jako napt. benzo[a]pyren (B[a]P), jenz je povazovan za referencni karcinogenni
PAU. Vzhledem ke svym rozmérim cCastice PM2.5 primarné pronikaji do organismu
dychacimi cestami a v porovnani s vét§imi ¢asticemi piedstavuji zvySené zdravotni riziko.
Negativni G€inky antropogennich ¢astic PM2.5, které jsou produkovany napft. spalovanim
fosilnich paliv, souvisi nejen s jejich malou velikosti, ale i s relativné velkym povrchem, na
kterém jsou krom¢é PAU adsorbovany i dalsi latky Skodlivé pro lidské zdravi. PAU vznikajici
v disledku neuplného spalovani organické hmoty mohou do organismu vstoupit pozitim
kontaminované potravy, vody nebo inhalaci ¢astic rozptylenych ve vzduchu. Mohou se
projevovat genotoxickymi, mutagennimi, karcinogennimi, embryotoxickymi a dalSimi
nezadoucimi ucinky. Jednim ze spole¢nych jmenovatelti téchto u¢inkt je oxidacéni stres, jenz
je soucasn¢ povazovan za hlavni mechanismus ptisobeni PM v lidském organismu. Oxidaéni
poskozeni vyvolané ROS (reaktivni formy kysliku) mizZe ovlivnit rizné typy bunécnych
makromolekul. PAU maji schopnost prochéazet placentou a znecisténé ovzdusi tak miZze
ovlivnit 1 vyvijejici se plod. Tato expozice byla jiz dfive spojena s pfed¢asnymi porody,
nizkou porodni hmotnosti spolu s omezenim nitrodélozniho ristu a potencialné respiracnimi
obtizemi v détstvi 1 v dospélosti. S ohledem na heterogenni sloZeni znecisténého ovzdusi je
hodnoceni expozice a zdlvodnéni pfiinné souvislosti mezi expozici a biologickymi
disledky téchto latek velmi komplikovanou zalezitosti. Navic je nutné zminit, ze vysledna
expozice jednotlivce ma multifaktoridlni charakter, na némzZz se podili téZ geneticka
predispozice, zivotni styl (tj. koufeni, strava), socioekonomické a dalsi faktory zivotniho
prostiedi. Cilem pfedkladané disertacni prace bylo analyzovat dopad znecisténi ovzdusi na
oxidac¢ni poSkozeni DNA pomoci detekce 8-0x0-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosinu (8-oxodG),
a na peroxidace lipidl prostfednictvim kvantifikace 15-F»t-isoprostanu (15-F»t-IsoP) v moci
a krevni plazm¢ matek nekuracek a jejich novorozencii ze dvou lokalit liSicich se Grovni
znetisténi ovzdusi: Ceské Budgjovice (CB) a Karvina. Skupina z CB byla vybrana jako
kontrolni, protoZe v této lokalité se ptredpokladala vyrazné niz§i Groven zneciSténi nez

v Karviné. Odbér biologického materidlu (moce, plazmy) byl proveden ve dvou obdobich s



riznymi urovnémi znec€isténi ovzdusi: v 1ét€ 2013 (nizka Groven polutanti) a v zim¢ 2014

(vysoka uroven polutanti).

V obou odbérovych obdobich byly subjekty z Karviné vystaveny vyrazné¢ vyssim
koncentracim polutanti nez osoby z CB (P < 0.001). Koncentrace polutantl v ovzdusi byla
v obou lokalitdich vyS§i v zimni sezon¢ v porovnani s letnim obdobim (P < 0.001).
Ptredpokladem studie bylo, ze hladiny studovanych biomarkert (8-oxodG, 15-Fst-IsoP)
budou mit obecnou tendenci se zvySovat s rostouci koncentraci znecistujicich latek
v ovzdusi. Zatimco v zim¢ 2014 u novorozenct z Karviné byly hladiny 8-0xodG v porovnani
s CB vyznamné& zvyseny (P < 0.001), u matek z Karviné v porovnani s matkami z CB
v témze obdobi doslo k vyznamnému poklesu oxidacniho poskozeni DNA (P < 0.05). Tento
nesoulad mlze souviset s pfizpisobenim dospélého organismu nepfiznivym podminkam
prostfedi a vyvojem obrannych mechanismil. Zmény hladin 15-F»t-IsoP mély obdobny trend
jako koncentrace 8-oxodG. Vyjimkou bylo porovnani peroxidace lipidii mezi novorozenci z
CB a Karviné v 1ét& 2013, kdy hladiny 15-Fot-IsoP byly u kontrolnich vzorkii vyrazné vyssi
(P<0.001). Tento vysledek by mohl souviset s pisobenim dalSich nezavislych faktori (napf-.
typ porodu, nebo pouzitd anestezie pti porodu). Vysledky multivariatni regresni analyzy
vlivu znec€isténého ovzdusi na oxidacni stres novorozenci v Karviné ukazaly, ze koncentrace
PM2.5 jsou vyznamnym prediktorem hladin 8-oxodG. Expozice PM2.5 a B[a]P jsou pak

vyznamnymi prediktory indukce peroxidace lipida.

Tato prace demonstruje aplikaci 8-oxodG a 15-Fat-IsoP jako biomarker expozice
novorozencu zneCisténému ovzdusi. Jeji vysledky naznacuji, ze latky znecistujici ovzdusi,
jako jsou PM2.5 a B[a]P, maji vliv na oxida¢ni poSkozeni makromolekul u novorozencti ve

znecisténé oblasti. Tento ucinek vSak nebyl pozorovan u matek.



Abstract

In everyday life, humans are exposed to toxic substances of anthropogenic origin.
These substances can also be found in the ambient air and their impact poses a long-term
risk for human health. Respirable particulate matter (PM) of aerodynamic diameter < 2.5
um (PM2.5) is intensively studied, along with carcinogenic polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs), bound to it, such as benzo[a]pyrene (B[a]P), a reference carcinogenic
PAH. Owing to small size, PM2.5 can penetrate the human body primarily via the airways
and represent an increased health risk compared to larger particles. The negative health
impacts of anthropogenic PM2.5, generated e.g. by fossil fuel combustion, are linked with
its small size, relatively large surface, as well as with PAHs and other substances adsorbed
on PM surface. PAHs, generated by an incomplete combustion of organic matter, can enter
organism either via ingestion of contaminated food, water or via inhalation of polluted air.
PAHs affect organisms via genotoxic, mutagenic, carcinogenic, embryotoxic and other
adverse effects. One of the common denominators of these effects is oxidative stress, which
is also considered to be the main mechanism of action caused by PM in the human organism.
Oxidative damage induced by reactive oxygen species (ROS) may affect any cellular
macromolecule. Since PAHs can cross the placenta, air pollution may impact a developing
fetus via maternal exposure. Such exposure has been associated with preterm birth, low birth
weight along with intrauterine growth restriction and potentially respiratory problems in
childhood and adulthood. Due to the heterogeneous composition of polluted air, exposure
evaluation and interpretation of the causal link between exposure and biological
consequences is very complicated. Moreover, the resulting exposure of an individual is a
multifactorial process that can be influenced by air pollution, genetic predisposition, lifestyle
(i.e. smoking, diet), socio-economical and other environmental factors. The aim of this study
was to analyze the impact of air pollution on oxidative DNA damage [8-ox0-7,8-dihydro-
2’-deoxyguanosine (8-0xodG)] and lipid peroxidation [15-Fxt-isoprostane (15-Fat-IsoP)] in
urine and blood plasma from non-smoking mothers and their newborns from two localities
differing in the level of air pollution: Ceské Budgjovice (CB) and Karvina. The CB group
was selected as a control, since the levels of pollution in this locality are significantly lower
than in Karvind. Sampling of biological material (urine, plasma) was performed in two
periods with different levels of air pollution: in summer 2013 (low pollutant levels) and in

winter 2014 (high pollutant levels).



In both sampling periods, the subjects in Karvina were exposed to significantly
higher concentration of air pollutants than in CB (P < 0.001). In both localities, the
concentration of air pollutants was higher in winter season than in summer (P < 0.001).
Biomarker levels (8-oxodG, 15-Fat-IsoP) were expected to increase with increasing
concentration of air pollutants. While in newborns from Karvina (winter 2014) the levels of
8-oxodG were significantly increased (P < 0.001) in comparison with CB, in mothers from
Karvina oxidative DNA damage levels were significantly decreased in comparison with the
control locality (P < 0.05) in the same period. This discrepancy may be explained by
adaptation of the adult organism to adverse environmental conditions and subsequent
development of protective mechanisms. The levels of 15-Fat-IsoP generally followed the
same trend as 8-0xodG concentrations. The exception was observed for lipid peroxidation
in samples from newborns collected in summer 2013, when 15-Fat-IsoP levels were
significantly higher in the control group (P < 0.001). This could be a result of the effect of
other independent factors (e.g. type of delivery or anesthesia applied during delivery).
Multivariate regression analysis of the effect of air pollution on oxidative stress in newborns
from Karvina showed PM2.5 concentrations to be a significant predictor for 8-oxodG levels.

Exposure to PM2.5 and BJ[a]P significantly aftected lipid peroxidation.

This work demonstrates the application of 8-0xodG and 15-Fat-IsoP as biomarkers
of exposure to air pollution in newborns. In conclusion, the results suggest that air pollutants
such as PM2.5 and B[a]P affect oxidative damage in newborns in a polluted regions. This

effect was not seen in mothers.



1 Uvod

Zakladni potfebou zivota v obecné roviné, a zaroven z pohledu rodu Homo i znakem
vyspélosti lidské spole¢nosti a civilizace jako celku, je neomezeny a volny piistup k ¢istému
ovzdusi, a to pro vSechny obyvatele nasi planety. V soucasnosti, a to zvlasté s aktualnim
Sitenim pandemie oznacované jako COVID-19, se zieteln¢ ukazuje dilezitost dobré kondice
lidskych plic jako rozhodujiciho propojeni lidského téla s vnéjSim prostfedim, na které
zasadnim vlivem pusobi i stav okolniho zivotniho prostfedi. Samotny fakt, ze ¢lovek se
béhem roku primérné¢ nadechne cca 10 milionkrat, znamena tésny kontakt organismu
s venkovnim prostiedim. S touto skutecnosti pak jednozna¢né¢ souvisi znacna
pravdépodobnost priniku obecné zdravi Skodlivych latek do téla ¢loveka. Samostatnou a
velmi nebezpecnou kategorii takovych latek jsou potencialni mutageny a karcinogeny, jez
jsou pfedmétem hlavniho z4jmu této disertacni prace. Koncentrace Skodlivin v ovzdusi se
¢innosti Clovéka neustdle zvySuje a jejich plisobeni na lidsky organismus je spojeno s
vyznamnymi zdravotnimi riziky, coz ma vliv na funkci zivotné dilezitych organti a zhorseni
celkového zdravi ¢lovéka vedouci ke snizené obranyschopnosti vic¢i fadé onemocnéni
(Loomis et al., 2013; Atkinson et al., 2014). Kli¢ovym krokem k eliminaci negativnich vlivli
ovzdu$i na zdravi clovéka je predevS§im pochopeni zékladnich principli plsobeni a
zavaznosti dopadi riiznych polutanti na nase zdravi. Reseni tohoto problému je nezbytnym
krokem v rozvoji a prosazovani aktivni a usp€$né politiky zivotniho prostfedi vedouci k
trvalému sniZovani této pro ¢lovéka vysoce rizikové zatéze. Pres vSechna jiZ pfijata opatieni,
ale 1 z dlivodli nepochopeni vySe rizika, at’ jiz ze subjektivniho proklamovéani moznych
ekonomickych dopadl, ¢i pfimému vyhybani se odpovédnosti za zdravi obyvatelstva,
posledni studie naznacuji, ze stav vnéjSiho ovzdusi stale predstavuje celosvétove vyznamny
problém pro lidské zdravi spojené se snizenou obranyschopnosti organismu a nasledné vyssi

nemocnosti, coZ se negativn¢ projevuje napt. na prumeérné délce zivota.

Predkladana disertacni prace, jejiz vypracovani je zaloZzeno na 5 impaktovanych
publikacich, vznikla v Oddéleni genetické toxikologie a nanotoxikologie UEM AV CR,
v.v.i., které se dlouhodobé zabyva vyzkumem vlivu znecisténého ovzdusi na zdravotni stav
populace. Zivotni prostfedi, jmenovité zvysené mnoZstvi kontaminantil v ovzdusi a jejich
vliv na zdravi ¢lovéka, je pfedmétem Sirokého védeckého zajmu. Studie pojednavajici o
nepiiznivych G¢incich polutantli na prenatalni vyvoj a détskou populaci prokazuji zvySenou

vnimavost jedincii k disledkiim expozice (Tab. 1).
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Tab. 1 - Seznam vybranych epidemiologickych studii zabyvajicich se asociaci mezi polutanty a
biomarkery u matek a novorozencii

Studie

Cai et al., 2017

Grevendonk et
al., 2016

He et al., 2018

Honkova et al.,
2018

Martens et al.,
2017

Obolenskaya et
al.,, 2010

O'Callaghan-
Gordo et al.,
2015

Pedersen et al.,
2009

Rossner et al.,
2011

Rossnerova et
al., 2011

Song et al.,
2019

Topinka et al.,
2009

Tsamou et al.,
2018

Whyatt et al.,
1998

Oblast

Wenzhou
(Cina)

Genk
(Belgie)

Zhengzhou
(Cina)

Karvina, CB
(Cesko)

Flanders
(Belgie)

Ukrajina,
Bélorusko,
vychodni Polsko

Heraklion
(Kréta)

Kodan
(Dénsko)

Teplice,
Pr%chatice
(Cesko)

Praha, CB
(Cesko)

Wvuhan
(Cina)

Praha
(Cesko)

Flanders

(Belgie)

Krakow
(Polsko)

Matreial

placenta (n=220)

zilni krev matek
(n=224) a pupecnikova
krev (n=293)

zilni krev matek a
pupec. krev (n=527)

pupec. krev (n=202)

placenta (n=660),
pupec. krev (n=698)

placenta (n=143)

lymfocyty z zilni krve
matek (n=181) a z
pupec. krve (n=181)

zilni krev matek (n=75)

pupec. krev (n=69)

placenta (n=891)

zilni krev matek a
pupec. krev (Praha:
n=86; CB: n=92)

pupec. krev (n=743)

zilni krev matek (n=79)
pupecnik. krev (n=80)

placenta (n=210)

pupec. krev; placenta
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Polutant

PM10, SO,
NO;

PM10, PM2.5

PM10, SO,
NO;

k-PAU, PM2.5

PM2.5

Izotop Cs, B[a]P

PM2.5, PM10,
NO»

PAU, NO;

k-PAU, PM2.5

k-PAU, PM2.5

PM2.5, PM10,
SO,, CO, NO,

PM2.5, k-PAU

PM2.5, NO,

PM10

Biomarker

Metylace DNA
(quantitative
bisulfite-PCR

pyrosequencing)

Mitochondrialni
8-OHdG (qPCR)

H19/DMR metylace
(real time PCR)

Celogenomova
analyza (qQPCR)

délka telomer (QPCR)

Adukty DNA (CIA)

Mikrojadérka
(cytokinesis-block
micronuclei assay)

- Adukty DNA
(32P-postlabeling)

- Mikrojadérka
(cytokinesis - block
micronuclei assay)

- 80ox0dG (ELISA)

- gen. polymorfismy
(GoldenGate
genotyping assay)

mikrojadérka
(Metafer 4)

délka telomer (QPCR)

- Kotinin (RIA)
- Adukty DNA
(32P- postlabeling)

exprese miRNA
(qQRT-PCR)

- Adukty DNA
(ELISA)

-CYPIALl
(PCR-RFPL)

- GSTM1
(Genotype -PCR)



Prvnim z cilti pfedloZzené diserta¢ni prace je monitorovani urovné vnéjsi expozice PAU
adsorbovanych na povrch PM ptitomnych v ovzdusi dvou lokalit liSicich se stupném
znecisténi. Hlavni pozornost byla vénovana predevsim jemnym prachovym ¢asticim PM2.5
a na n¢ navazanych karcinogennim PAU, jako je napt. benzo[a]pyren (B[a]P), jeZ vzhledem
k jejich vyskytu v Zivotnim prostiedi predstavuji biologicky nejvyznamnéjsi rizikové
faktory s mutagennimi a karcinogennimi uc¢inky. Tyto latky mohou snadno vstupovat a byt
distribuovany v lidském organismu, a jejich interakce sbunkami a bunécnymi
komponentami jsou pak spjaty s celou fadou negativnich zdravotnich dopada (Oberdorster
et al., 2005). Kazdodenni expozici témto polutantim je vystavena zejména dychaci a travici
soustava. Zdrojem kontaminace v potravinach jsou ptedevsim technologické procesy pfi

jejich zpracovani/upraveé (peceni, grilovani, uzeni, smazeni) (Singh et al., 2020).

Dalsim cilem prace je vyhodnotit biologické uc¢inky sledovanych polutantii na vybrané
skupiny novorozencii a jejich matek Zijicich v Karviné a v Ceskych Budg&jovicich (CB).
Dopad expozice PAU na lidsky organismus lze analyzovat pomoci molekularné
epidemiologickych metod, které umoziuji zmétit hladiny biomarkerd, tzn. méfitelnych
biologickych parametrii (Sram and Binkova, 2000). V souvislosti s expozici PAU muze
dochézet k nadmeérné tvorbé ROS a nasledné k indukci oxida¢niho stresu v organismu. ROS
reaguji s fadou biologicky vyznamnych molekul, véetné DNA a lipidi. Analyza takto
modifikovanych makromolekul (biomarkertt) by méla byt vhodnym pfistupem v ramci
preventivnich opatfeni u populaci Zijicich ve zneciSténych oblastech, protoze jejich
sledovanim muiZeme ziskat informace, napf. o poSkozeni genetického materialu (DNA),

nebo dalSich makromolekul, v dostate¢ném Casovém piedstihu pied patrnymi prvnimi

klinickymi zménami.

Stézejnim cilem této disertacni prace je tedy ovéfit hypotézu, ze vlivem znecisténého
ovzdusi dojde ke zméndm na makromolekularni urovni v pribéhu prenatilniho vyvoje
ditéte, a odpovédét tak na otazky, zda expozice kontaminantim piedstavuji vyznamny

prediktor pro zvysené hladiny biomarkeri oxida¢niho poskozeni makromolekul.

1.1 Prachové ¢astice (PM)
Jak jiz bylo zmin&no, PM jsou vyznamnou slozkou zneéiiténého ovzdusi. Clovék je
vystaven pusobeni PM zovzdusi po celou dobu svého zivota. PM jsou soucasti

atmosférického aerosolu a vznikaji spalovanim organické hmoty. Mezi pfirodni zdroje téchto
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polutantl patii pozary a vulkany (Heinrich and Slama, 2007). Lidskou c¢innosti doslo
k vyraznému navyseni jejich mnozstvi v prostfedi v souvislosti s primyslovymi procesy,
nadmérnou dopravou nebo lokalnimi topenisti, ktera spaluji tuha paliva. Negativni plisobeni
PM na clovéka souvisi s jejich koncentraci, velikosti, tvarem, chemickym slozenim
samotnych ¢astic, stejné tak jako zastoupenim organickych a anorganickych latek vazanych
na jejich povrch, coz je predurCeno konkrétnim zdrojem emisi a chemickymi procesy
probihajicimi v ovzdusi. PM v atmosféfe pretrvavaji pomérné€ dlouho a jejich distribuce je
zéavisla na geografickych a klimatickych podminkéach (P&schl, 2005). International Agency
for Research on Cancer (IARC) povazuje PM za prokazany lidsky karcinogen a doporucuje
pouzivat koncentrace PM2.5 jako indikator rizika pro lidské zdravi (viz kapitola 4.2). PM2.5
jsou soucasti jemné frakce atmosférického aerosolu a jsou nejcastéji studovanymi
prachovymi ¢asticemi. Podle velikosti rozliSujeme dalsi frakce, napi. PM10 (Castice mensi
nez 10 um), nebo ultrajemnou frakci PMO0.1 (¢astice mensi nez 100 nm) (Murr and Garza,
2009). PM2.5 a PMO0.1 mohou pronikat dychacimi cestami hluboko do plicniho parenchymu
a intersticia, kde dochazi k jejich depozici (Hinds, 1999). Jejich malé rozméry jim usnadiiuji
1 ptechod do krevniho obé&hu a Sifeni do dalSich potencidlné citlivych organt, napt. kostni
diené a lymfatickych uzlin (Oberdorster et al., 2005). Obrana organismu v dolnich cestach
respiracniho systému viici proniknuv§im PM je zprostiedkovana nespecifickou imunitni
odpovédi, jiz se ucastni fagocytujici alveolarni makrofagy. V pribéhu eliminace PM
prostfednictvim makrofadgii dochazi k uvoliiovani prozanétlivych i dalSich mediatori a
k tvorbé ROS. Ty jsou pak spojeny s oxida¢nim stresem v plicich (Valavanidis at al., 2013).
Prozanétlivé pisobeni PM je dale asociovano s astmatem, tj. chronickym zanétlivym
onemocnénim postihujicim dolni cesty dychaci (Li et al., 2003). Produkce ROS vede
k poskozeni DNA a nasledn¢ karcinogenezi. Vysoké koncentrace PM2.5 v ovzdusi téz
zpiisobuji dalsi zdravotni komplikace, napt. zvySené riziko kardiovaskularnich onemocnéni
(Lee et al., 2014). Predpoklada se, Ze prozanétlivé medidtory uvolnéné pii fagocytoze PM
v plicnich alveolech se mohou posléze dostavat do krevniho fecisté a zpisobovat systémovy
zanét a oxidaéni stres (Mills et al., 2009). V krevnim obéhu pak ovliviiuji mimo jiné 1
shlukovéni trombocytli a hemokoagulaci, ¢imZ zvySuji riziko vzniku trombdzy s naslednym
infarktem myokardu (Shebuski and Kilgore, 2002). PM rovnéz zvySuji pravdépodobnost
vzniku ateroskler6zy (Araujo and Nel, 2009). Uginky prozanétlivych mediatort, jez byly
uvolnény pfi fagocytdze v alveolech a jez se posléze dostaly do krevniho feciste, se za
specifickych podminek projevuji i v centralni nervové soustavé (CNS) a jsou asociovany

s neurodegenerativnimi onemocnénimi (Block and Calderon-Garciduefias, 2009). Ve
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studiich na hlodavcich bylo zjisténo, Ze ultrajemné Castice se mohou dostavat z ¢ichového
ustroji pfimo do CNS prostfednictvim ¢ichovych senzorickych neuront propojujicich svymi
axony epitel dutiny nosni s bulbus olfactorius, jez je umistén v dutin¢ lebecni nad lamina
cribrosa kosti Cichové. U takto exponovanych hlodavct pak byly detekovany zvysené
hladiny zanétlivych markerd v CNS (Shou el al., 2019). V ptipad¢ vlivu PM na vysledky
téhotenstvi se opét predpoklada vyznamna role systémového zanétu. Pfi maternalni expozici
PM2.5 v prabéhu téhotenstvi mize zanét ovlivnit rist, vyvoj a funkce placenty (van den
Hooven et al., 2012). Studie na potkanech naznacuji, ze expozice PM2.5 béhem téhotenstvi
muze vyvolat placentarni zanét (de Melo et al., 2015). Expozice PM je prostfednictvim
tvorby ROS asociovana i s neplodnosti (Ruder et al., 2008). Genotoxicky ucinek PM2.5 je
navic zvyraznén jejich velkym specifickym povrchem adsorbujicim vyznamna mnozstvi
toxickych latek, véetn€ PAU a jejich derivati (Binkova and Sram, 2004). Na povrch PM
mohou byt adsorbovany i bakterie a viry (Shou et al., 2019).

1.2 Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU)

PAU jsou tvofeny dvéma nebo vice kondenzovanymi benzenovymi jadry
v charakteristickém uspofadani, které predurcuje jejich stabilitu. Benzenové jadra mohou
podléhat elektrofilni substituci za vzniku alkyl-, amino-, nitro-, halogen- a sulfo- derivati.
Pocet a typ usporadani jader nebo poloha substituce predikuji strukturni rozmanitost této
skupiny latek, jeZ je za pfispéni dalSich faktori pfi¢inou rozdilné biologické aktivity PAU a
jejich derivath. PAU patii mezi ligandy vaZici se na cytosolicky arylhydrokarbonovy
receptor (AhR), jeZ je v komplexu s n€kolika chaperony. Z Obr. 1 je patrné, Ze interakci PAU
s AhR dochazi k uvolnéni dalSich proteini z komplexu, jez méa za nasledek translokaci
komplexu PAU — AhR do jadra a nasledny vznik heterodimeru tvofeného komplexem PAU
— AhR a nuklearnim transloka¢nim proteinem (ARNT). Heterodimer pak interaguje s DNA
prostfednictvim faktoru xenobiotic response element (XRE) umisténého v promotorové
oblasti genii (Fujii-Kuriyama and Kawajiri, 2010), jeZ koduji biotransformaéni enzymy
uplatiiujici se pii detoxifikaci a bioaktivaci PAU (Fujii-Kuriyama and Mimura, 2005). AhR

ovliviiyje expresi dalSich genli regulujicich rozmanité procesy v buiice, jako napt. bunéénou
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Obr. 1 — Mechanismy regulace AhR dependentnich gent napf. CYPIAI (Toto je neoficialni
uprava obrazku, jehoz original se naléza v publikaci s DOI: 10.2183/pjab.86.40. Pro nekomeréni
vyzkumné a vzdélavaci ucely je mozné obrazek pouzit.)

proliferaci, diferenciaci, senescenci nebo apoptézu (Bock and Kohle 2006). Dlouhodoba
expozice PAU zptsobuje trvalou aktivaci AhR s moznym dasledkem naruSeni signalnich
drah (TGF- B, Wnt), jez jsou asociovany se vznikem nador (Marlowe and Puga, 2005; Yao

and Mishra et al., 2009).

Metabolicka aktivace PAU prostfednictvim AhR zahrnuje indukci exprese enzymi
podilejicich se na I. fazi (cytochrom P450 (CYP) monooxygendz, napt. CYP1A1/2 a 1BI a
3A4) a Il. faze biotransformace (glutathion S-transferazy a dalSich). V 1. fazi plisobenim
CYP vznikaji z obecné lipofilnich PAU reaktivnéjsi intermediaty, jez v II. f4zi mohou
podstupovat napf. konjugaci s glutathionem katalyzovanou glutathion-S-transferasou za
ucelem zvySeni rozpustnosti hydrofobnich PAU a jejich nasledné snazs§i exkrece
z organismu (Xu et al., 2005). Vzniklé reaktivni metabolity I. faze v§ak nemuseji podléhat
pouze konjugaci, ale mohou se kovalentné vazat napt. na DNA a ptsobit tak genotoxickym
ucinkem prostednictvim vzniku aduktd DNA (Dipple, 1995; Shimada and Fujii-Kuriyama,
2004). Enzymy CYP primarné katalyzuji epoxidaci PAU. Vznikly epoxid je nésledné
hydrolyzovan epoxid hydroldzou na dihydrodioly a nasledn¢ diolepoxidy, které se diky
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specifické struktufe, jejiz charakteristickou souc¢ésti je tzv. "bay" nebo "fjord" oblast, snadno
vazi zejména na purinové baze (Lin et al., 2001). Vznikly adukt DNA svou strukturou pak
sféricky znemoznuje pisobeni enyzmu Il. faze biotransformace a nedojde tak k detoxifikaci
konjugaci reaktivniho intermediatu (Baird et al., 2005). Adukty indukované PAU jsou z
DNA odstranovany nukleotidovou excisni reparaci (NER). Pokud nedojde k jejich
odstranéni, mohou pfi replikaci DNA v oblasti tumor supresorovych genli a onkogent
vznikat bodové mutace, jejichz kumulace mize vést az ke vzniku nadorového onemocnéni

(Godschalk et al., 2003).

Rada PAU vykazuje, nebo se u nich predpokladaji, karcinogenni a mutagenni G¢inky
(Lewtas and Gallagher, 1990), které mohou ovliviiovat zdravotni stav populace. IARC
kategorizovala slou¢eniny dle jejich rakovinotvornych u¢inki u ¢lovéka do nékolika skupin:
1, 2A, 2B, 3 a 4 (Cogliano et al., 2011). Na zékladé této klasifikace byl B[a]P zafazen do
skupiny 1 (prokazany lidsky karcinogen) (IARC, 2012). B[a]P je pfi hodnoceni lidské
expozice zneCiSt€énému ovzdusi nejcastéji sledovanym PAU. Jeho doporucend rocni
priimérna koncentrace 1 ng/m?® v ovzdusi je povazovéna za hrani¢ni davku (WHO, 2000),
pficemz jsou navrhovany i niz§i limity z dGvodu neexistujici bezpe¢né koncentrace
(Bostrom et al., 2002). Mnoho dalSich PAU bylo zatfazeno do skupiny 2A, jez zahrnuje
slouceniny, jejichz karcinogenni potencial byl potvrzen na zvifecich modelech, a jsou tak
pravdépodobnymi lidskymi karcinogeny. Do skupiny 2B byly zatazeny slouceniny, u nichZ
nebyly rakovinotvorné ucinky zatim dostatecné jasné prokazany ani u zvifecich modelt.
Slouceniny ze skupiny 3 a 4 jsou bud’ v soucasnosti stidle neklasifikované, anebo
pravdépodobné nejsou lidskymi karcinogeny. Kromé vySe zminované klasifikace PAU dle
IARC je rovnézZ hojné pouZzivana i klasifikace dle US Environmental Protection Agency (US
EPA), ktera definovala skupinu 16 konkrétnich PAU oznacovanych 16 US EPA PAU, jez
jsou povazovany za nejCastéj$i kontaminanty Zivotniho prostfedi, a jez jsou spojeny
s vaznymi zdravotnimi problémy (Pulkrabova et al., 2016). Jednou z mnoha moZznosti
odhadu relativni karcinogenni potence PAU je stanoveni toxického ekvivalen¢niho faktoru
(TEF), kterym je porovnavan u¢inek daného PAU s ucinkem referencniho toxikantu B[a]P
(Nisbet and Lagoy, 1992). B[a]P byl vybran za referencni slou€eninu, protoZe je prokdzanym
lidskym karcinogenem a jeho toxické uc€inky jsou dobfte charakterizovany. TEF pro B[a]P je
vyjadfen hodnotou jedna. Individualni ptispé€vek jednotlivych PAU vyskytujicich se a
podilejicich se riznou mérou na celkové karcinogenité smési lze pak stanovit

prostfednictvim hodnoty TEC (Toxicity Equivalent Concentration) (Hussar et al., 2012).
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Jistou komplikaci pfi hodnoceni toxicity je skutecnost, ze PAU nachézejici se ve smésich
mohou mezi sebou interagovat a vysledna biologicka aktivita smési tak nemusi byt dana
souctem jejich ucinki. Mezi jednotlivymi PAU muze dochézet k interakcim, jez mohou mit
synergicky, antagonisticky anebo aditivni uc¢inek (Binkova and Sram, 2004). Nic to ale
neméni na faktu, ze PAU jsou v dasledku toxicity potencidlni hrozbou pro lidské zdravi.
Tuto skutecnost potvrzuje napf. 1 Agentura pro toxické latky a registr nemoci (ATDSR), jez
v roce 2019 zaradila PAU na devaté misto v Priority List of Hazardous Substances (ATSDR,
2019).

Vovzdusi jsou PAU adsorbované na prachové castice, a vétSinou jsou
soucasti komplexni smési organickych latek. Identifikaci jednotlivych PAU v takové smési
pak lze ziskat poznatky o charakteru emisniho zdroje. Mezi vyznamné zdroje PAU patii
nejen prumyslova vyroba, automobilova doprava, emise z doméciho topeni, ale 1 pozary a
ptirodni katastrofy. Dal§im zdrojem je napt. tabdkovy kouf, jenZ je prokazanym lidskym
karcinogenem a byl zatazen do skupiny 1 (IARC, 2012), a nékteré postupy pfi tepelné tprave
potravin, napf. grilovani, opékdni na ohni, uzeni atd. Spole¢nym znakem zminénych zdrojt
je proces nedokonalého spalovani, ke kterému dochazi pti hoteni smési organickych latek

za nedostatecného piistupu vzduchu (Ravindra et al., 2008).

PAU se do organismu dostavaji hlavné prostfednictvim kontaminované stravy a
inhalaci znecisténého ovzdusi. Ingesce kontaminované potravy pravdépodobné piedstavuje
vetSinovou cestu piijmu, ale v lokalitach s vysokym stupném kontaminace PAU v ovzdusi
je vstup respiracni cestou dominantni (Pulkrabova et al., 2016 - ptiloha 2; Polachova et al.,
2020). Byl rovnéz popsan i transdermalni vstup PAU do lidského organismu. Jednd se
predevsim o profesionalni expozice n€kterym PAU napf. pfi vyrobé ohnivzdorného kamene
(Giindel at al., 2000) nebo expozice PAU u dermatologickych pacienti, k jejichz lécbé se
pouzivaji prosttedky obsahujici uhelny dehet (Jongeneelen et al., 1986). V souvislosti s touto
disertacni praci je nutné zminit, Ze mize dochéazet k prenatalni i postnatalni expozici ditéte
prostfednictvim exponované matky. Mira takové expozice se pak odviji nejen od trvalého
pobytu matky ve zneciSténém prosttedi, ale 1 od jejiho zivotniho stylu (strava, koufeni).
Tento typ expozice muze byt podminén, jak schopnosti PAU prostupovat placentou
(Manchester et al., 1992), tak pfitomnosti PAU v matefském mléce exponovanych matek
(Pulkrabova et al., 2016 - ptiloha 2). Cilové misto distribuce PAU v organismu je podminéno
typem expozice (mistem vstupu a dobou trvani) a mirou lipofilniho charakteru jednotlivych

PAU. Jsou tedy rozdily v rychlosti vstiebavani PAU v plicni tkani, sliznici zaZivaciho ustroji
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a kizi. Po vstebani vstupuji PAU do krevniho ob¢hu, odkud jsou rychle distribuovany témét
do vsech tkani, pficemz je upfednostiiovana distribuce do tkani s vy$sim obsahem tukovych
latek (IARC, 2010). Z divodu rychle probéhnuvsi metabolické aktivace vétSinou nedochézi
k jejich hromadéni v bunkach, avSak pfi nadmérné dlouhodobé expozici mize dochazet
k jejich kumulaci v jatrech a tukovych tkanich (Modica et al., 1983). PAU a jejich metabolity
jsou z organismu nejcastéji vyluCovany jatry prostiednictvim zluce do tenkého stieva, ptes
tlusté stievo do stolice. Dalsi moznosti exkrece je mo¢, do které se dostavaji pres ledviny

(WHO, 2010).

1.2.1 Adukty DNA

Hladiny adukti DNA vypovidaji o urovni environmentalni expozice PAU a jsou
povazovany za biomarkery biologicky u¢inné davky v souvislosti s karcinogenezi. Jsou tedy
jakymsi spojovacim ¢lankem mezi prvotni expozici organismu karcinogenu, jeho naslednou
metabolickou aktivaci v organismu, navazanim na DNA a potencidlnim karcinogennim
ucinkem, jenz se miiZe projevit az poté, jestlize dojde k nahromadéni adukti DNA z divodu
nadmérné expozice a vyCerpani reparacni kapacity NER. Samotna analyza adukti DNA nadm
poskytuje informaci o mnozstvi adukti DNA, které v disledku nedostacujici reparacni
kapacity nebyly opraveny. Mezi stejné exponovanymi jedinci mohou existovat vyznamné
rozdily v reaktivit¢ PAU na DNA, a tim i rozdily v Grovni bunécné odpovédi. Dlivodem jsou
odlisné individualni genetické (metabolické genotypy, DNA reparani genotypy, nebo
genova exprese) a socioekonomické faktory (Zivotni styl: stres, koufeni, strava). Diky témto
skute¢nostem pak mize byt persistence adukti DNA v organismu u jednotlivcd variabilni,
pfi¢emz se muze liSit v rozmezi dnli aZ mésicii. Analyza adukth DNA (napf. celkovych
adukti DNA nebo Bl[a]P ,like*“ adukti DNA) u zdravych osob napi. metodou 3*P-
postlabelingu nebo imunochemickou metodou ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay) je tedy vhodnym pfistupem pro prediktivni posouzeni karcinogenniho rizika
v dostatecném Casovém piedstihu pfed klinickou manifestaci onemocnéni (Sram et al.,

2007).
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1.3 Oxidacni stres

Dal$im z mechanisma metabolické aktivace PAU, pii némz se uplatnuje ptisobeni CYP
a peroxidazy, je tvorba kationtového radikalu. Z hlediska indukce oxida¢niho poskozeni je
vSak dtlezity mechanismus, jez vede k metabolické aktivaci PAU za tvorby o-chinonti (Obr.
2). Pii této reakci se dihydrodioly vzniklé pisobenim CYP, stavaji substratem pro aldo-
ketoreduktazy (AKRs), pficemz jsou oxidovany na ketoly. Ketoly jsou pfeménény na
katecholy, které jsou neenzymaticky oxidovany za vzniku o-semichinonovych aniontovych
radikali a nasledné velmi reaktivnich o-chinonti (Penning, 2014) Tato redoxni reakce je
spjata se vznikem ROS, které mohou atakovat makromolekuly (DNA, lipidy, proteiny), coz

muze vést nejen k jejich oxidaénimu poskozeni.

Radikalovy kationt

CYP1A1/CYP1B1
l Epoxid Hydrolaza

G5T
AKR1A1 Glukurodinaza
| AKR1C1-AKR1C4 Sulfataza
- [ —— [Konjugace
HO" HO
OH OH
B[a]P-7,8-dihydrodiol B[a]P-7,8-katechol
O;-
CYP1A1 1r\ H,0, » Oxidaéni poskozeni
CYP1B1 = == DNA

o
= O
OH o-semichinonovy aniontovy radikal
(+)-anti-B[a]PDE NAD(P)+ = PR o Y =
[l Oxidacni poSkozeni
GST NQO1 DNA
Glukurodinaza AKRs
Sulfataza CBR
Adukty DNA
NAD(P)H

Konjugace Adukty DNA

B[a]P-7,8-chinon —_'_'_‘_‘—'—-—-b
Konjugace

Obr. 2 - Metabolicka aktivace a detoxifikace B[a]P (Toto je neoficidlni Gprava obrazku, jehoz
original se nalézd v ACS publikaci s DOI: 10.1021/tx500298n. ACS neschvalil obsah této tpravy
ani kontext jejiho pouziti. Pro nekomeréni vyzkumné a vzdélavaci ucely je mozné obrazek pouzit.)
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Oxidacni stres vznika porusenim rovnovahy prooxidantl a antioxidantli ve vnitinim
prostiedi bunky, tzn. zvySenim hladiny intracelularnich reaktivnich forem kysliku (ROS) a
snizenim schopnosti biologického systému detoxikovat reaktivni intermediaty, anebo
snizenim hladiny antioxidantii (Pollack and Leeuwenburgh, 1999). ROS bézn¢ vznikaji
béhem piirozeného bunétného metabolismu v aerobnich organismech, ale 1 vlivem
exogennich faktori,, mezi které patfi i plisobeni zivotniho prostiedi a zivotni styl. Jedna se
predevsim o hydroxylovy radikal (OHe) a superoxidovy anion (O27), pro néz je
charakteristicka vysoka reaktivita z divodu pfitomnosti nesparovaného elektronu v jejich
struktufe (Halliwell and Gutteridge, 2015). Mezi reaktivni formy kysliku fadime i
neradikalovy peroxid vodiku (H20:). Za normalnich podminek je bunika schopna vypotadat
se s oxidaénim stresem bez nasledkli prostfednictvim antioxida¢nich mechanismd, jez
udrzuji tvorbu ROS na fyziologické Grovni (Sies et al., 2017). Existuji tfi typy antioxida¢ni
odpovédi. Slozky prvniho typu (napf. transferin, feritin, albumin, ceruloplasmin) zajist'uji
eliminaci volnych iontl pfechodnych kovi potifebnych k tvorbé ROS. Slozky druhého
antioxidacniho typu zachytdvaji a odstraiuji jiz vytvofené ROS. Podle mechanismu
pusobeni jsou rozdélovany na tzv. scavengery, trappery a quenchery. Déale mohou byt
kategorizovany podle biologické funkce, a to na antioxidacni enzymy (superoxiddismutéza,
kataldza, glutathionperoxiddza aj.) a na nizkomolekularni neenzymatické antioxidacni
molekuly (kyselina askorbovd, kyselina mocova, glutathion, tokoferoly, karotenoidy,
ubichinon, flavonoidy aj.), jez se do organismu vétSinou dostavaji konzumaci ovoce a
zeleniny. Mezi sloZky tfetiho typu, jez odstraiuji/opravuji biomolekuly modifikované
oxida¢nim stresem, patfi enzymy uplatiiujici se pii reparaci oxidacniho poskozeni DNA,
lipofilni enzymy a proteazy. U¢inny antioxidant by mél (i) zachytavat a odstrafiovat volné
radikaly; (i1) mit tzv. chelatacni schopnost za i¢elem navazani ionti pfechodnych kovi; (iii)
interagovat s jinymi antioxidanty v ramci celkového antioxidac¢niho systému; (iv) pozitivné
ovlivitovat expresi relevantnich genti; (v) byt snadno absorbovan; (vi) mit fyziologické
zastoupeni v tkanich a v bunécnych tekutinach; (vii) byt schopen fungovat jak v hydrofilnim

cytosolu, tak v hydrofobnim prostfedi bunéénych membran (Valko et al., 2006).

Mezi hlavni enzymatické antioxidanty patii superoxiddismutaza (SOD), kterd
katalyzuje preménu Oz« na H>O», a kataldza (CAT) a glutathionperoxiddza (GPX), jez
katalyzuji pteménu H>O, na vodu. Polymorfismy v genech kodujicich tyto antioxidacni
enzymy, ale 1 v genech kodujicich dalsi enzymy asociované s oxida¢nim stresem (napf.

enzymy CYP, enzym glutathion S-transferdza, enzym 8-oxoguanin DNA glykosylaza, ktery
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se podili na odstranéni 8-oxoguaninu z DNA, aj.) mohou mit vliv na obrannou reakci vici
expozici PAU, pusobeni ROS v organismu a v koneéném disledku na zdravi jedince.
Genetické polymorfismy byly pfedmétem zajmu v nasledujicich studiich: (i) v genu SOD
(Rosenblum et al., 1996); (ii) v genu CAT (Kessel et al., 2002); (ii1) v genu OGGI (Lee at
al., 2005). Studie prokazaly, ze n¢které polymorfismy ovliviiuji enzymovou aktivitu, a tim i
miru oxida¢niho stresu. Ve studiich Sram et al. (2006) a Topinka et al. (1997) byl pozorovan
efekt polymorfismu v genech CYPIAI a GSTMI na porodni hmotnost. Genetické
polymorfismy jsou povazovany za tzv. biomarkery vnimavosti. Vnimavost kazdého jedince
k expozici toxické latce je tedy podminéna genetickou predispozici. Pii srovnatelné expozici
muze tak byt u riznych jedinci v cilové tkani odlisSné mnozstvi toxikantu, a tim i odli$na

uroven odezvy na oxidac¢ni stres (Sram et al., 2007).

Nizkomolekularni neenzymatické antioxidanty lze rozdélit podle mista ptisobeni na
latky puasobici v hydrofilnim prostfedi (napf. kyselina askorbova, kyselina mocova,
glutathion aj.), na antioxidanty lipofilniho prostfedi (napf. tokoferoly, karotenoidy,
ubichinon, flavonoidy aj.) a na slou¢eniny ptsobici jak v hydrofilnim prostfedi cytosolu, tak
v lipofilnim prostoru membran (kyselina lipoova). Soucésti antioxida¢niho systému jsou
rovnéz enzymy podilejici se na redukci oxidovanych forem nizkomolekuldrnich
antioxidantli (GSH reduktaza, dehydroaskorbéat reduktdza), nebo enzymy odpovédné za
udrzovani proteinovych thioll (thioredoxin reduktaza), stejn¢ jako enzymy udrZujici redoxni
stav buniky, napt. gluk6za-6-fosfat dehydrogenéza, ktera regeneruje NADPH (Beckman and
Ames, 1998).

Nadmérny oxidacni stres je typicky pro obdobi t€hotenstvi, které je z diivodu vysSich
narokli na energii charakterizovano zvySenou metabolickou aktivitou placentarnich
mitochondrii, a tim 1 vy$si produkci ROS (Wisdom et al., 1991, Myatt and Cui, 2004). Plod
je zasobovan prostfednictvim pupecniku a placenty, ktera je zdrojem ROS wvzniklych
v disledku piisobeni nasledujicich enzymatickych drah: (i) elektronového transportniho
fetézce v mitochondriich; (ii) tvorby superoxidu v podminkéach hypoxie piisobenim xanthin
oxidoreduktazy; (ii1) vzniku ROS v placentarnich makrofazich ptisobenim NADPH oxidazy;
(iv) produkce peroxynitritu v makrofazich placenty U¢inkem nitric oxid syntazy; (v)
pusobeni hem oxygendzy (Myatt and Cui, 2004). Pfi nadmérné produkci ROS dochazi nejen
k pfimému poSkozeni a s nim souvisejicim zméndm fyziologickych vlastnosti bunéénych
slozek, ale 1 k iniciaci celé fady procest. V piipadé (i) peroxidace membranovych lipidi se

jedna napt. o zmény ve fluidité biologickych membran, inaktivaci membranovych receptort
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(i1) oxida¢niho poskozeni proteinii dochazi napt. ke zméndm v enzymové aktivité, v jejich
signalni funkci aj.; (iil) oxida¢niho posSkozeni DNA miize byt indukovdna mutageneze,
karcinogeneze (Stipek et al., 2000). ROS dale plni funkci signalnich molekul (tzv.
intracelularnich poslit) aktivujicich transkripci gend, véetné téch, které koduji transkripéni
faktory. Aktivace mize probéhnout pitimo (napt. NF-xB a AP-1, jez pfimo interaguji se
specifickymi DNA motivy na promotorech gent kédujicich prozanétlivé cytokiny), nebo
nepfimo prostiednictvim MAPK kaskdd indukujich transkripci dalSich cilovych gent
(Scandalios, 2005). Priklady dalsich transkrip¢nich faktort aktivovanych ROS jsou uvedeny
v Tab. 2.

Lze tedy shrnout, ze oxidac¢ni stres vede k poskozeni bunéénych makromolekul a
nasledné bun¢k, coz muize vyustitaz v jejich zanik nekroézou, nebo apoptéozou. To v
kone¢ném disledku miZze vést ke vzniku fady onemocnéni. V perinatalnim obdobi byva
plod vystaven nadmérné produkci ROS zplsobené hypoxii, zanétem, infekei, nebo jinymi
vlivy (Marseglia et al., 2014). Tyto zmény mohou vést az k pfed€asnym porodiim, porodim
s nizkou porodni vdhou (LBW) anebo k nitrod€lozni ristové retardaci (IUGR) (Dejmek et
al. 2000; Choi et al., 2008). Novorozenci s IUGR nebo s LBW mohou mit opozdény
psychicky vyvoj (van Wassenaer, 2005), naruSené plicni funkce (Lipsett et al., 2006),
zvySeny vyskyt astmatickych symptomt v détstvi (Nepomnyaschy and Reichman 2006),
nebo naruseny imunitni systém (Sparfel et al. 2010). Negativni dusledky indukované
v t¢hotenstvi se mohou projevit az ve vySSim stiednim véku ve formé aterosklerozy,
hypertenze, diabetes mellitus II. typu (Martin-Gronert and Ozanne, 2007). Samotny pfechod
z intrauterinniho hypoxického prostiedi do extrauterinniho novorozeneckého prostiedi,
které obsahuje az 5x vy$§i mnozstvi kysliku, je rovnéz spjat se zvySenou tvorbou ROS (Gitto
et al., 2009). Adaptace novorozenych déti na nové podminky téz souvisi se zvySenou
nachylnosti k oxida¢nimu stresu, jeZ je podminéna nejen plisobenim vysokych koncentraci
kysliku na novorozenecky organismus, ale i snizenou kapacitou nezralé antioxidacni obrany
a vysokou koncentraci volného zeleza, jez v organismu Fentonovou reakci katalyzuje
redukci H,O; za vzniku vysoce toxického hydroxylového radikalu (Perrone et al., 2019).
V zavéru tohoto odstavce je nutné opét pripomenout, ze celkova expozice jedince ptisobeni
ROS je multifaktorialni zalezitosti, ktera je ovlivilovana nejen zne€isténym ovzdusim, ale i

genetickou predispozici daného jedince a socio-ekonomickymi faktory.
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Tab. 2 - Priklady transkripénich faktori aktivovanych signalnimi ROS (pievzato z ¢lanku
Dennery, 2007; nakladatelstvi Wiley — Liss, Inc.; https://doi.org/10.1002/bdrc.20098)

Transkrip¢ni faktor symbol induktor Vliv
) angiogeneze,
Hypoxia inducible factor HIF -1 hypoxie
erytropoéza
) apoptoza,
Nuclear factor - kB NF-kB oxidacni stres )
proliferace
) apoptoza,
Activator protein 1 AP-1 oxidacni stres o
antioxidacni geny
) reparace DNA
Redox effector factor — 1 Ref-1 oxidacni stres
Nuclear factor-E2 related ) apoptoza, redoxni rovnovaha,
Nrf-1 oxidacni stres o
factor 1 antioxida¢ni geny
Wingless and integration site
for mouse mammary tumor Wnt H>0, organogeneze

virus

Existuje nékolik typti metod stanoveni prooxidacnich a antioxidac¢nich zmén
v organismu. Patfi mezi né pifimé méfeni reaktivnich forem kysliku, hodnoceni hladin
antioxidantli a méfeni bunécné redoxni rovnovahy, a stanoveni modifikovanych
makromolekul vzniklych plsobenim oxidac¢niho stresu. Spole¢nym znakem prvnich tii
zminovanych typu je, Ze nejsou vhodné pro analyzy v tekutinach lidského téla. ROS jsou
nestabilni a maji kratky polocas rozpadu. Antioxidanty jsou vétSinou lokalizovany uvnitf
bunék a jejich koncentrace v plazmé musi byt posuzovany obezietné. Méfenim bunécné
redoxni rovnovahy se stanovuje pomér redoxnich parid, napf. redukovany a oxidovany
glutathion (tj. GSH/ GSSG). U této metody byva rovnéz problematické rozdilna koncentrace
glutathionu mezi buiikou, kde je mnohonéasobné vyssi, a extracelularnim prosttedim. Méfeni
modifikovanych makromolekul se pouziva ptedevsim jako métitko schopnosti organismu se
s oxida¢nim stresem vyrovnat. Toto stanoveni je ¢asto provadéno v té€lnich tekutinach (moc,
plazma). Vysoké koncentrace modifikovanych makromolekul (nukleovych kyselin, lipidd,
proteinil) jsou pak ukazatelem zvySeného oxidac¢niho stresu, jenz indukuje oxidaéni
poskozeni (Larsen et al., 2019). Dal§im typem méfeni oxidacniho stresu je stanoveni zmén

exprese genu kodujicich napt. antioxidacni enzymy.

vzniku oxidovanych bazi, abazickych mist, jedno- nebo dvou-fetézcovych zlomli v DNA.

27


https://doi.org/10.1002/bdrc.20098

Proces zmény genetick¢ého materidlu mlze vyustit v transformaci normalni buiky v
nadorovou (Stiborova and Miksanova, 1999). Dusikaté baze modifikované pisobenim ROS
jsou opravovany veétSinou prostiednictvim bazové excisni reparace (BER). Zlomy fetézct
indukovat apoptézu, inaktivovat geny nebo vést ke vzniku chromozomadlnich aberaci
(Barzilai and Yamamoto, 2004). Oprava zlomi v DNA je uskute¢iiovana jednak
prostiednictvim nehomologického spojovani koncti molekul (NHEJ), anebo homologickou

rekombinac¢ni reparac¢ni drahou (HRR) (Lieber et al., 2006; Natarajan and Palitti, 2008).

Oxidaéni poSkozeni dalSich makromolekul ma rovnéz pro organismus negativni
dasledky. Peroxidace lipidli vyvolava vznik reaktivnich intermediatd, které mohou oxidovat
dalsi molekuly (proteiny, DNA) v buiikach (Niki, 2009), a tim pfispivat k Sifeni oxida¢niho
poskozeni. Oxidace proteint poskozuje jak postranni fetézce aminokyselin, tak proteinovou
kostru, a naruSuje jejich stavebni a enzymatickou funkci. Zatimco v zdvislosti na typu a
rozsahu poskozeni DNA se aktivuji rGzné opravné mechanismy, jejichz ulohou je
identifikovat a eliminovat poskozeni v molekule DNA, oprava oxidovanych lipidi a
proteinti spociva v jejich rozpoznani, degradovani a v nasledné ,,de novo “ syntéze (Davies
et al., 2000). Oxidaéni stres kromé poskozeni makromolekul zpisobuje 1 zmény v genové
expresi, ktera ovliviiuje chovani celé buiiky (napt. bunécny cyklus, proliferaci, diferenciaci,

apoptdzu atd.) (Bock and Kohle 2006).

1.3.1 Biomarkery oxidacniho poSkozeni DNA

Kovalentni vazba reaktivnich meziproduktl biotransformace PAU na DNA je jen
jednim z mnoha typi poskozeni DNA. Plsobenim vnéjSich a vnitinich faktorii mize
dochdzet napi. k chybnému parovani bazi, replikacnim chybam, ztratam bézi a oxidaci
(Christmann et al., 2003). Procesem oxidace, tzn. plisobenim ROS na DNA, dochazi ke
vzniku Siroké $kaly oxidovanych nukleosidil a bazi: 8-oxo-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosin
(8-0x0dQ), 8-o0x0-7,8-dihydroguanin (8-oxoGua), thymin glykol (Tg), thymidin glykol
(dTg) a 5-hydroxymethyluracil (5-OHmU) (Loft and Poulsen, 1999). Mohou byt téz
indukovany 1 jedno- nebo dvoufetézcové zlomy DNA, anebo tvorba DNA-proteinovych
kiizovych vazeb (Evans et al., 2004; Dizdaroglu, 2012), které¢ zabranuji rozvinuti
chromatinu, replikaci a v konecném dusledku transkripci. Oxida¢ni poSkozeni DNA se pak

muze projevovat apoptézou, mutagenezi, karcinogenezi a urychlenim procesu starnuti
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(Evans et al., 2004; Kryston et al., 2011; Halliwell and Gutteridge, 2015). Nejcastéji
analyzovanou oxidovanou bdzi v moci je 8-oxoGua, a predev§im pak jeji
deoxyribonukleosidovy ekvivalent 8-oxodG (Barregard et al., 2013). Jejich mnozstvi se
nejlep$im donorem elektronti (Poulsen et al., 2014). Guanin je oxidovan ROS vzniklymi
v disledku o-chinonového mechanismu za ptitomnosti dalSich slozek (NADPH a iontii
médi) redoxniho cyklického systému. Dochazi ke vzniku komplexu DNA - Cu (I) OOH,
jehoz dalsi oxidaci vzniké singletovy kyslik ('02). !O2 reaguje s guaninem za vzniku 4,8-
endoperoxidu-dG, jez je prekurzorem pro vznik 8-oxodG (Penning, 2014). Proces
oxidacniho poSkozeni DNA je schématicky znazornén na Obr. 3. Nedojde-li k v€asné
identifikaci a opravé 8-oxoGua v DNA prostiednictvim BER, tak dochdzi k jeho
nekomplementdrnimu parovani s adeninem druhého fetézce a k indukci transverzi GC-TA a
AT-GC. Tato zména je v nasledujicim replikaénim cyklu ulozena a mize byt pocatkem
karcinogenniho onemocnéni (Weiss et al., 2005). BER je primarni opravny proces pro
odstranéni genomického 8-oxoGua, ve kterém se prevazné uplatiiuje 8-oxoguanin DNA
glykosylaza (OGG1) a tim pfispiva k jeho vyskytu v moci (Evans et al., 2016). 8-0xodG je
obecné vniman jako ukazatel celkové kapacity excisniho reparaéniho mechanismu DNA a
celkového poskozeni DNA (Loft and Poulsen, 1999; Serensen et al., 2003). Vyskyt 8-oxodG
v mo¢i neni zcela objasnén. Predpokladanym zdrojem by mohla byt oxidace dGTP v tzv.

nukleotidovém poolu (Evans et al., 2010).

Koncentrace 8-oxodG v moc¢i je nejcastéji stanovovana pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie standemovou hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS/MS) a
s vyuzitim metody ELISA. Chromatografie je povazovana za standardni metodu analyzy 8-
oxodG, jelikoz je velmi citliva a zajiSt'uje vysokou specifitu stanoveni. Je nutné ale zminit,
ze je 1 velmi finan¢n€ naro¢na na pfistrojové vybaveni a jeji obsluha vyZaduje pfitomnost
vysoce kvalifikovaného persondlu. Naopak ELISA ptedstavuje metodu, kterd je rychla,
vysoce vykonna a nevyzaduje pofizeni specializovanych pfistroji. Jeji nevyhoda spociva
v nizsi citlivosti a specifité. V této disertacni praci byla pro stanoveni hladin 8-oxodG
pouzita modifikovand kompetitivni ELISA, jeZ v jedné znaSich piedchozich studii
vykazovala zvySenou specifitu kvantifikace 8-oxodG v moci srovnatelnou/korelujici
s vysledky z analyzy HPLC-MS/MS (Réssner et al., 2016 - ptiloha 3). Stanovenim hladin
8-0x0dG prostiednictvim zminénych metod 1ze v rdmci epidemiologickych studii posuzovat

miru oxidacniho poskozeni makromolekul v souvislosti s expozici lidského organismu
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potencidlnimu kauzéalnimu agens, v nasem ptipadé znecisténému ovzdusi, nebo posuzovat
souvislosti mezi oxidacnim poskozenim makromolekul vyvolanym dlouhodobym pobytem

v prostiedi se znecisténym ovzdusim a nemocnosti.

PAU-katechol
Cu?t Oz Cu*—=Cu? + OH +OH — B-oxodG
NAD(P) ! i H.0, + <
Cu?’— DNA-Cu(JOOH + H'—= 8-oxodG
oy
o DNA-Culll}OH + OH +'0,
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Obr. 3 - O-chinonovy mechanismus a oxidacni poSkozeni DNA (Toto je neoficialni uprava
obrazku, jehoz original se naléza v ACS publikaci s DOI: 10.1021/tx500298n. ACS neschvalil obsah
této upravy ani kontext jejiho pouziti. Pro nekomercni vyzkumné a vzdélavaci ucely je mozné

obrazek pouzit.)

1.3.2 Biomarkery peroxidace lipidi

Peroxidace lipidi je oxida¢ni poSkozeni polynenasycenych mastnych kyselin
(PUFA). V soucasnosti jsou znamy tfi typy mechanisml indukce oxida¢niho posSkozeni
lipidi: oxidace vyvolana ROS, neenzymatickd oxidace nezavisla na ROS a enzymaticka
oxidace. Prvni dva mechanismy nevyZzaduji enzymy k vyvolani peroxidace. Enzymaticka
tvorba peroxidovanych lipidi je =zavisld na enzymech lipoxygendze (LOX) a
cyklooxygenaze (COX), které katalyzuji oxidaci kyseliny arachidonové. Z té vznika cela
fada produktl, napt. hydroperoxyeikosatetraenova kyselina, prostaglandiny, prostacyklin,

tromboxan nebo leukotrieny (Niki, 2009). V soucasné dob¢ jsou zndmy dvé formy COX.
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COX-1 je konstitutivné exprimovana v cytoplazmé vétSiny bunck, zatimco COX-2 je vysoce
indukovatelny enzym aktivovany v reakci na riizné podnéty (Tsatsanis et al., 2006). COX-2
je zvySené exprimovana v prubéhu zanétu a predpoklada se asociace oxidacniho stresu a
aktivace NF-kB (Lu and Wahl, 2005), klicovym transkrip¢nim faktorem, ktery se uplatiiuje
v procesech jako je zanét, stresova reakce, bunécna diferenciace nebo proliferace a apoptoza.
Muze byt aktivovan Cetnymi podnéty a reguluje celou fadu cilovych genti, véetné cytokini,
rustovych faktor, adheznich molekul, intracelularnich signalnich molekul, transkripénich

faktord, jakoz i miRNA (Hoesel and Schnid, 2013).

Jednim z prvnich cili pisobeni ROS jsou bunécné, popi. organelové membrany a
v nich lokalizované PUFA. V disledku vzniku peroxidd lipidl, jez se posléze mohou
rozkladat na Sirokou Skalu produktd (alkany s kratkym fetézcem, aldehydy, alkenyly,
isoprostany aj.), tak dochazi ke zméné¢ vlastnosti biologickych membran (Ayala et al., 2014).
Za spolehlivy biomarker poskozeni membranovych lipid v podminkach in vivo je vzhledem
ke stabilit¢ povazovan 15-Fat-isoprostan (15-F»t-IsoP) (Roberts and Morrow, 2000). Vznika
neenzymatickou oxidaci piisobenim ROS na kyselinu arachidonovou, kterd je nejhojnéji
zastoupena v membrandch (Morrow et al., 1990). Z mista vzniku je posléze 15-Fat-IsoP
odstraniovan ptsobenim fosfolipazy A2 (PLA2) a nésledné jej lze kvantifikovat v télnich
tekutindch: v moc¢i nebo v plazmé (Morrow et al., 1992; Yan at al., 2007; Klawitter et al.,
2011). I kdyZ je odbér moci snadno dostupnou a neinvazivni metodou, poskytuje stanoveni
15-Fat-IsoP v plazmé pfesnéjsi pohled na celkové oxidaéni poSkozeni organismu (Lee et al.,
2016). Podobné jako u 8-0xodG je mozné hladinu 15-F»t-IsoP stanovit pomoci metody
ELISA. OvSem na rozdil od 8-0xodG nejsou hladiny isoprostanu ovliviiovany vlivem
reparacnich mechanisml, a tak pfedstavuji ptesnj§i ukazatel expozice organismu

oxida¢nimu stresu.

Zatimco se hladiny 15-F»t-IsoP jevi byt vhodnym biomarkerem peroxidace lipidi
v populacnich studiich, tak v in vitro podminkach tomu tak byt nemusi. Hanzalova et al.
(2010) analyzovala oxidaci makromolekul vyvolanou jednotlivymi PAU a extrahovatelnou
organickou hmotou (EOM) ve dvou bunécnych liniich (lidskych buiikach hepatomu HepG2,
lidskych embryondlnich plicnich fibroblastech HEL) a poukéazala na dosud nepopsany
mechanismus, ktery zejména u linie HEL vystavené EOM neocekéavan¢ zplsobil vyznamny
pokles hladiny 15-Fst-IsoP v bunééném lyzatu v porovnani s kontrolou. Tato skutecnost se
stala pfedmétem dalSiho zkoumdani ve studii Rossner et al. (2019, - ptiloha 4). StéZejnim

cilem této studie bylo potvrdit hypotézu, ze EOM/PAU indukuji NF-kB, a to bud’ ptimo,
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nebo prostiednictvim aktivace AhR. NF-kB pak nasledné aktivuje COX-2, jez zplsobi
snizeni hladiny kyseliny arachidonové v duasledku jeji pfemény na prostaglandiny. Pokles
hladin kyseliny arachidonové v bunkach by pak mohl souviset se snizenim koncentraci 15-
Fat-IsoP v lyzatech. Jinak skodlivé EOM/PAU by tak v in vitro podminkach vykazovaly
zdéanlivé "antioxidacni" uc¢inky. Jednim ze zavért studie bylo, ze 15-Fat-IsoP nebude
v uvedenych bunéénych liniich vhodnym ukazatelem peroxidace lipidi vin vitro
podminkach. Mezi dalsi faktory ovliviiyjici hladiny sledovanych biomarkerti oxida¢niho
poskozeni bunécnych makromolekul (15-Fat-Isop, 8-oxodG) patii kromé doposud

zminovaného znecisténého ovzdusi (PAU/EOM, PM2.5) i tabakovy kouf.

1.3.3 Biomarkery expozice tabdkovému kouii (ETS)

Tabakovy kouf je komplexni smési plynnych slozek a ¢astic, véetné mnoha zndmych
rakovinotvornych a toxickych latek. ETS byva nejcastéji zjiStovana stanovenim kotininu
jako velmi specifického a citlivého biomarkeru. Jde o hlavni metabolit nikotinu, jehoz
hladiny reflektuji Girovent akutni, nikoliv chronické expozice. Lze jej stanovovat v riznych
biologickych materidlech, napt. v krevni plazmé€, moci, slinach a ve vlasech. V télnich
tekutinach byvé jeho biologicky polocas v rozmezi 770 az 1130 minut (Hukkanen et al.,
2005). Ten miZze byt v pribéhu te¢hotenstvi az o polovinu kratsi, proto namétené hodnoty
kotininu u téhotnych Zen byvaji niz8i (Dempsey at al. 2002). Opét je zapotiebi zminit, Ze
hladiny kotininu, stejn¢ jako hladiny jinych biomarkert v télnich tekutindch, mohou byt
ovlivnény individualnimi metabolickymi rozdily. V ptfipadé metabolismu nikotinu i kotininu
muze hrat roli napt. polymorfismus v CYP2A46, pratok krve jatry aj. (Berkman et al., 1995;
Messina et al., 1997).

Studie prokézaly, Ze jednim z dusledkti expozice matek tabakovému kouii béhem
téhotenstvi je 1 oxidacni stres u novorozenct (Gallo et al., 2010; Lin et al., 2014). Samotny
plod je rovnéZ ovliviiovan nejen aktivnim, ale 1 pasivnim koufenim (Ogawa et al., 1991).
Skodlivé komponenty tabakového koufe mohou pronikat pies placentu a ukazalo se, Ze pfi
expozici tabakovému koufi ,,in utero ““ (z aktivniho i pasivniho koufeni) mliZze u novorozenct
dochdzet k tvorbé adukti DNA, chromosomalni nestabilité¢ a zméndm v methylaci DNA
(Vande Loock et al., 2012). Z toho plyne, Ze ETS muze ovliviiovat 1 novorozenecké hladiny
biomarkert (15-Fat-Isop, 8-0xodG), kterymi byl v této praci zjiStovan vliv znecisténého

ovzdu$i na novorozenecky organismus. Pro objektivni posouzeni ETS a z divodu
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minimalizace nezadouci interference vlivu polutanti s ETS bylo v ramci této disertacni
prace provedeno i stanoveni hladin kotininu v plazmé matek. Takova analyza méfenych
biologickych efektli tabdkového koute je vice vypovidajici nez ziskana dotaznikova data,
ktera dostatecné nereflektuji pfipadné zmény zpiisobené ETS v hladinach biomarkert (15-
Fat-Isop, 8-0xodG). M¢étenim byla ziskana data reflektujici ETS u matek a zaroven plodi

na konci téhotenstvi.

33



2 Cile

Stézejnim cilem této disertacni prace bylo ovéfit hypotézu, ze plisobenim
znecisténého ovzdusi dojde ke zméndm v pribéhu prenatidlniho vyvoje ditéte na
makromolekularni irovni, a tim odpovédét na otdzku, zda expozice prachovym casticim
PM2.5 a na n€ navazanym karcinogennim PAU pfedstavuji vyznamny prediktor zvySenych
hladin biomarkeri biologicky efektivni davky, tj. oxida¢niho poskozeni DNA (stanoveni 8-
0ox0dG) a peroxidace lipidl (stanoveni 15-Fat-IsoP). V ramci ovéteni hypotézy byly feseny

tyto cile:

1) Hodnoceni koncentraci PM2.5 a B[a]P ve vn&jSim ovzdusi pomoci stacionarniho
méfeni

2) Stanoveni biomarkert expozice (tj. celkovych aduktii DNA popft. B[a]P ,,like* adukt(
DNA) u novorozenct

3) Stanoveni biomarkert oxidac¢niho stresu (8-oxodG, 15-F»t-IsoP) u matek a jejich
novorozencu.

4) Vyhodnoceni vztahu mezi koncentracemi sledovanych polutantd (PM2.5, B[a]P)

a hladinami biomarkerti oxida¢niho stresu (8-0xodG, 15-F»t-IsoP).
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3 Metodika

3.1 Design studie a zakladni charakteristika souboru

Odbéry biologického materidlu byly provedeny u matek a jejich novorozenct
v obdobi od srpna do fijna roku 2013 (v textu oznacené ,,1éto 2013*) a od ledna do dubna
roku 2014 (v textu oznacené ,,zima 2014‘) na Porodnickém a neonatologickém oddéleni
Nemocnice Ceské Budgjovice (skupina ,,CB*) a na Porodnickém a neonatologickém
odd€leni Nemocnice s poliklinikou Karvina-Raj (skupina ,,Karvina®). Biologickym
materialem byla Zilni krev a mo¢ matek a pupecnikova krev a mo¢ novorozencii. Lokality a
obdobi byly zvoleny tak, aby byl zohlednén rozdil ve znecisténi ovzdusi. Do souboru
vySetfovanych jedincd, jejichZ pocty shrnuje Tab. 3, byly zahrnuty pouze zdravé matky a
jejich novorozenci, kteti se narodili mezi 36. - 42. tydnem gestace. Jedinou podminkou, pro
vstup do studie bylo nekutfdctvi matek. Zdravotni stav matek byl hodnocen na
zakladé¢ osobniho a Iékatrského dotazniku. Byly tak ziskany napft. informace o véku, indexu
télesné hmotnosti (BMI), vzdélani, stravovacich navycich, koufeni pied a béhem téhotenstvi,
koufeni partnert, druhu porodu, porodni hmotnosti, nebo pohlavi déti. Zakladni
charakteristiky studovanych skupin jsou uvedeny v Tab. 3. VSechny Ucastnice studie byly
predem sezndmeny s cili vyzkumu a ptfed odbérem biologického materidlu podepsaly
informovany souhlas. Studie byla schvélena Etickymi komisemi obou nemocnic a Ustavu
experimentélni mediciny AV CR, v.v.i. (UEM AV CR) v Praze. Vzorky krve byly odebirany
do zkumavek s obsahem EDTA jako antikoagulans a bezprostiedné po odbéru z nich byla
1zolovana plazma, kterd byla spole¢né se vzorky moci, jez byly odebirany do zkumavek o
objemu 50 ml (Greiner Bio-one), skladovéana pfti teploté -20°C. Biologicky material byl
nejprve ulozen v nemocnicich a nésledné transportovan na suchém ledu do Oddéleni
genetické toxikologie a nanotoxikologie UEM AV CR, kde byly vzorky plazmy uskladnény
pii-80°C. Vzorky moce byly rozdéleny do alikvott (1 —2 ml) anasledn€ rovnéz skladovany
pii teploté -80 °C az do doby provedeni jednotlivych analyz. Expozice tabakovému kouii
byla stanovena métenim kotininu. Oxidaéni stres byl zjiStovan stanovenim hladin 8-oxodG

a 15-Fat-IsoP. U novorozencii byly hodnoceny také hladiny adukti DNA.
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Tab. 3 — Zakladni charakteristiky analyzovanych vzorku

Lokalita — obdobi

Karvina Karvina CB CB
1éto 2013 zima 2014 1éto 2013 zima 2014
Matky (N) 64 74 99 99
Novorozenci (N) 64 75 99 99
Chlapci (N) 34 (53.1%) 31 (41.3%) 46 (46.5%) 47 (47.5%)
Divky (N) 30 (46.9%) 41 (54.7%) 51 (51.5%) 48 (48.5%)
Vék matek (roky)
Primér + SD 29.7+4.6 303+4.6 31.8+3.9 32.8+4.4
Median 29.8 30.5 31.3 32.6
Min - Max 19.3-424 21.0-41.8 23.4-414 21.4-43.9
Vzdélani matek (N)
Neuvedeno 0 3 (4%) 3 (3%) 3 (3%)
Zakladni 5(7.8%) 1(1.4%) 2(2%) 0
Stfedni — vyucen 13 (20.3%) 12 (16.2%) 6 (6.1 %) 11 (11.1 %)

Stfedni - s maturitou

26 (40.6%)

31 (41.9%)

52(52.5 %)

48 (48.5 %)

Vysokoskolské

20 (31.3%)

27 (36.5%)

36 (36.4 %)

37 (37.4 %)

Koureni matek — pi‘ed téhotenstvim (N)

Ano 21 (32.8%) 22 (29.7 %) 28 (28.3 %) 33 (33.3 %)
Ne 42 (65.6 %) 50 (67.6 %) 70 (70.7 %) 62 (62.6 %)
Neuvedeno 1 (1.6 %) 2 (2.7 %) 1 (1 %) 4 (4.1 %)
KoufFici partner v domacnosti (N)
Ano 18 (28.1 %) 20 (27 %) 15 (15.2 %) 14 (14.1 %)
Ne 46 (71.9 %) 49 (66.2 %) 82 (82.8 %) 81 (81.8 %)
Neuvedeno 0 5(6.8 %) 2 (2 %) 4 (4.1%)
Délka téhotenstvi (tydny)
Primér + SD 40.7+2.0 39.8+1.3 39.6+1.0 392+1.2
Median (Min - Max) 40 (36-42) 40 (36-42) 40 (37-42) 39 (36-41)
Porodni vaha déti (g)
Primér + SD 3393 + 428 3363 +419 3477 + 448 3456 + 440
Median 3360 3330 3480 3385
Min - Max 2440 - 4570 2540 - 4210 2550 -4450 | 2360 -4910
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3.2 Koncentrace PM2.5 a B[a]P ve vnéjSim ovzdusi

Uroveti expozice PM2.5 byla stanovovana stacionarnim monitoringem. Vzorkovani
bylo uskutednéno v CB (od 02. 08. do 17. 10. (23 méfeni); od 18. 01. do 29. 04. (35 méfeni))
a v Karviné (od 07. 08. do 21. 10. (26 méteni); od 13. 01. do 26. 04. (46 méfeni)) pomoci
odbérovych zatizeni High Air 3000 Air Sampler (model ECO-HVS3000, Ecotech, Australie;
HiVol). Pokud nedos$lo k zaneseni membranového filtru Pallflex (EMFAB, TX40HI20-
WW), ktery byl soucasti vzorkovace, dochazelo k jeho obméné jednou za 72 hodin. Za
ucelem stanoveni hmoty navzorkovanych prachovych ¢astic byly filtry pfed a po expozici
vazeny na analytickych vahach a nasledné uchovavany pfti -18°C. Metodika odbéru vzorki
ozvdusi, extrakce EOM z filtr a chemické analyzy PAU adsorbovanych na PM2.5 pouZitim
GC-MS/MS chromatografie je popsana v publikaci Topinka et al. (2011).

3.3 Stanoveni 8-0xodG

Pted stanovenim koncentrace 8-0xodG v moci, jez bylo provedeno s vyuzitim Highly
Sensitive 8-OhdG Check ELISA kitu (JaICA, Shizuoka, Japonsko), probéhla purifikace
vzorkd metodou extrakce na pevné fazi (SPE) popsanou v publikaci Rossner et al. (2013;
2016 — ptiloha 3). Kompetivni ELISA byla provedena dle doporuceni vyrobce se zahrnutim
nasledujicich modifikaci: vzorky byly pfes noc inkubovany s primérni protilatkou pii 4 ° C;
kazdy vzorek byl analyzovan v triplikatu; koncentrace 8-oxodG byly vztaZzeny na obsah
kreatininu a vyjadfeny v nmol 8-oxodG/mmol kreatininu. Ke stanoveni hladin kreatininu
byla pouzita metoda zaloZzena na Jaffeho reakci (Jaffe, 1886; Delanghe and Speeckaert,
2011), béhem niz kreatinin vytvaii s kyselinou pikrovou v alkalickém prostiedi (NaOH)
oranzové zbarveni, jehoZ intenzita je pfimo umérnd koncentraci kreatininu. Pfi stanovovani
kreatininu byly vzorky analyzovany v triplikatech a koncentrace kreatininu byla vyjadifena

v mmol/l.

3.4 Stanoveni 15-F:t-IsoP

Koncentrace 15-Fat-IsoP v krevni plazmé byly analyzovéany dle instrukci vyrobce kitu
(8-Isoprostane ELISA Kit, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA). Pro stanoveni bylo
pouzito 125 pl krevni plazmy, ktera byla nejprve hydrolyzovana a déle purifikovana pomoci
8-Isoprostane Affinity Sorbent (Ann Arbor, MI, USA). Po odpateni elu¢niho roztoku byl
kazdy vzorek rozpustén v fedicim pufru a analyzovan v duplikédtu. Koncentrace 15-F»t-IsoP

byla vyjadiena v pg 15-Fat-IsoP/ml plazmy.
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3.5 Stanoveni kotininu

Koncentrace kotininu v krevni plazmé byla stanovena radioimunologickou metodou
popsanou v publikaci Langone and Vanvunakis, 1982. Metoda je zaloZena na kompetici
mezi radioaktivné znacenym a neznaCenym kotininem pfi tvorbé vazby s omezenym
mnozstvim vazebnych mist specifické protilatky. Analyza kazdého vzorku byla provedena
v duplikatu. Koncentrace kotininu v plazmé byla vyjadfena v ng/ml plazmy. Hladiny
kotininu > 50 ng/ml indikovaly aktivni koufeni, hladiny mezi 10 az 50 ng/ml pasivni

koufeni.

3.6 Stanoveni celkovych adukti DNA a B[a]P — ,like*“ adukti DNA
Hladiny celkovych a B[a]P ,like* adukti DNA byly stanovovény z leukocytl
pupeénikové krve novorozencti metodou *?P-postlabeling (Binkova et al., 1996). DNA byla
nejdiive enzymaticky hydrolyzovana smési mikrokokalni nukledzy (Sigma - Aldrich, St.
Louis, USA) a fosfodiesterazy (MP Biomedicals, USA). K separaci nukleotidii s navazanymi
adukty od nemodifikovanych nukleotidi byla pouzita inkubace s nukledzou P1 (Sigma -
Aldrich, St. Louis, USA). Nasledné bylo provedeno radioaktivni oznac¢eni modifikovanych
nukleotiddi. Oznacené **P — adukty DNA byly dale separovany vicerozmérnou tenkovrstvou
chromatografii (TLC) na polyethylenimin-celulosovych foliich (Macherey-Nagel, Némecko).
Folie byly exponovany na roentgenové filmy Kodak X-OMAT (Sigma - Aldrich, St. Louis,
USA) pii teploté -80°C po dobu 72 hodin. Autoradiogramy s diagonalni radioaktivni zénou
(DRZ) identifikujici adukty DNA byly vyuZity pro stanoveni radioaktivity na kapalném
scintilaénim pocitaci. Hladiny aduktti DNA byly vztazené na celkovou koncentraci nukleotidt
v méfenych vzorcich stanovovanou pomoci HPLC s UV detekei. Kromé celkovych aduktii
DNA byly vyhodnoceny tzv. B[a]P-like adukty DNA. Jedné se o adukty, jejichz pozice v DRZ
odpovida pohyblivosti modifikovanych nukleotid po ovlivnéni DNA benzo[a]pyrenem.

3.7 Statisticka analyza

Pro statistickou analyzu oxida¢niho poskozeni DNA a peroxidace lipidl byl pouzit
software Statistica (verze 7.0, StatSoft, Dell, Tulsa, USA) a software SAS (verze 9.3, SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA). Porovnani spojitych dat, kterd nemaji normalni rozlozeni,
bylo provedeno neparametrickym Mann-Whitney U-testem. Za statisticky vyznamnou byla
povazovana hladina vyznamnosti 5 % (P < 0.05). K soucasnému porovnani vice parametri

byly spojité hodnoty transformovany do binarni Skaly (1/0) s pouzitim medidnu dané
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distribuce a aplikovana logisticka regrese. Hodnoty zneciSténi ovzdusi a dalSich spojitych
nebo diskrétnich faktorti byly zpracovany vicerozmérnou linedrni regresi. Pro odhad t¢inkti
znecisténého ovzdusi na markery oxidac¢niho stresu byly pouzity pramérné koncentrace

PM2.5 nebo B[a]P métené 7 dni pied narozenim ditcte.
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4 Vysledky

4.1 Dotaznikova data

Na zéklad¢ osobniho a Iékaiského dotazniku byly od matek ziskédny napt. informace o
veéku, BMI, vzdélani, stravovacich navycich, koufeni pfed a béhem téhotenstvi, koufeni
partnerd, druhu porodu a pouzité anestezie, porodni hmotnosti, nebo pohlavi déti. Z Siroké
Skaly ziskanych osobnich dat jsou na zéklad¢ statistické analyzy zminovany v této praci jen
ty nezavislé faktory (napt. ETS, pohlavi, typ porodu a uzité anestezie), které bud’ pfimo nebo
v kombinaci s u€inky studovanych polutanti vyznamné ovlivnily hladiny biomarkert
oxidac¢niho poskozeni makromolekul. Zakladni charakteristiky studovanych skupin jsou

uvedeny v Tab. 3 a v ptipad¢ porodi/anestezii v Tab. 12 a Tab. 14.

4.2 Stanoveni koncentraci PM2.5 a B[a]P ve vnéjSim ovzdusSi

Vysledky stacionarniho monitorovani prachovych ¢astic PM2.5 a B[a]P odebranych

s vyuzitim systému HiVol jsou uvedeny v Tab. 4 a Tab. 5.

Tab. 4 — Koncentrace PM2.5 v ovzdusi studovanych lokalit béhem odbérovych obdobi

CB Karvina
U-test
Obdobi Median Median
Pramér + SD Pramér
(Min — Max) (Min — Max)
PM2.5
8.85 18.89
(ng/m?) 2013 9.45+3.62 20.41 £6.28 P <0.001
(5.36 —27.86) (11.90 —44.16)
26.58 52.34
2014 27.96 +£12.34 53.67+19.76 P <0.001
(10.75 - 65.10) (17.68 —98.52)
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Tab. 5 - Koncentrace B[a]P v ovzdusi studovanych lokalit béhem odbérovych obdobi

3

CB Karvina
U-test
Obdobi Median Median
Pramér + SD Pramér
(Min - Max) (Min — Max)
BlaJP 0.07 0.76
(ng/m®) | 2013 0.16 +0.26 ' 1.16+0.91 ' P <0.001
(0.01 —1.88) (0.21 — 3.44)
0.93 4.20
2014 1.45+1.19 5.36+3.64 P <0.001
(0.13 —3.98) (0.47 — 15.48)

Primérné koncentrace PM2.5 a B[a]P v jednotlivych mésicich byly vyznamné vyssi
v Karviné v obou odbérovych obdobich (Obr. 4 a Obr. 5), pficemz koncentrace

zminovanych polutantli v ovzdusi byly v disledku meteorologickych podminek a spalovani

r

fosilnich paliv vzdy vyss§i v zimnim obdobi. Koncentrace zjisténé v Karviné v letnich

mésicich byly zhruba na trovni zimnich koncentraci polutantd v CB.

Primérné koncentrace PM2.5 v ovzdusi jednotlivych mésicu

m CB ®Karvin
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Obr. 4 — Porovnani primérnych mésicnich koncentraci PM2.5 (HiVol) mezi studovanymi
lokalitami v jednotlivych mésicich (*** vyznamné zmény P < 0.001 byly stanoveny Mann-
Whitney U testem; ervenou ¢arou je oznacen doporucenny imisni limit 20 pg/m?)
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Primérné koncentrace B[a]P v ovzdusi jednotlivych mésict

x% m CB mKarvina
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Obr. 5 — Porovnani primérnych mési¢nich koncentraci B[a]P (HiVol) mezi studovanymi
lokalitami v jednotlivych mésicich (*** vyznamné zmény P < 0.001 byly stanoveny Mann-
Whitney U testem; Cervenou ¢arou je oznacen doporuéenny imisni limit 1 ng/m?)

V rdmci monitoringu koncentraci PM2.5 a B[a]P byla pozornost rovnéz vénovana
ptekracovani povolenych imisnich limitd u obou monitorovanych polutantd vzhledem k
ochran¢ lidského zdravi. Doporucend imisni koncentrace PM2.5, jez by neméla byt
prekracovana, predstavuje vyrazné zvySené riziko na lidské zdravi. WHO doporucuje, aby
standardni imisni limit pro roéni primérnou koncentraci PM2.5 byl nizsi nez 10 pg/m?
(WHO, 2006). Kazda legislativa si vSak jeho vysi urcuje sama. V Evropské Unii (EU) je
limit ur¢en Smérnici Evropského parlamentu 2008/50/ES. Ve smérnici 2008/50/ES je ptimo
zminéno, Ze pro PM2.5 neexistuje bezpecnd koncentrace, a proto stanoveny limit
neposkytuje zaruku bezpe¢nosti. Ceska republika jako ¢len EU tento limit pfijala zdkonem
0 ochrané ovzdusi 201/2012 Sb a vyhlaskou 330/2012 Sb o posuzovani a vyhodnoceni
irovné zneéidténi pro PM2.5. V CR platila hodnota 25 pg.m™ imisniho limitu pro PM2.5 do
roku 2019. Od roku 2020 se hodnota limitu snizila a ¢ini 20 pg.m (CHMI, 2020). Obdobné
je tomu i u B[a]P, u kterého evropska (Smérnice 2004/107/ES) a nasledné i ceska legislativa
(Z4kon &.201/2012 Sb; vyhlaska 330/2012 Sb), pfijala imisni limit v hodnoté 1 ng/m>. Podle
smérnic EU by tedy hodnoty priimérné ro¢ni koncentrace nemély prekrocit 20 pug/m* pro
PM2.5 a 1 ng/m? pro B[a]P. Jak je z Obr. 4 a Obr. 5 patrné, imisni limity byly pfekradovany

v obou lokalitach, Castéji a vyraznéji vSak v Karviné.
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4.3 Stanoveni poskozeni DNA
4.3.1 Stanoveni hladin 8-oxodG

U matek a jejich novorozencti byly patrné vyznamné rozdily v oxidaci DNA mezi
lokalitami jen v zimnim obdobi (Obr. 6A a Obr. 6B). Toto zjiSténi podporuje hypotézu, Ze
hladiny 8-0xodG v mo¢i se zvysuji v souvislosti s rostoucimi koncentracemi znecistujicich
latek v ovzdusi (Tab. 4 a Tab. 5). Zatimco hladiny 8-oxodG v moci byly signifikantné
zvysené u novorozencii z Karviné v porovnani se subjekty z CB (primér + SD: 5.70 + 2.94
vs.4.23 + 1.51 nmol 8-oxodG/mmol kreatinin; P <0.001), u matek byl trend opacny (primér
+SD: 1.92 + 0.86 vs. 1.64 + 0.54 nmol 8-oxodG/mmol kreatinin; P < 0.05). Tento vysledek

muze souviset s adaptaci dospélého organismu na neptiznivé podminky prostiedi.
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Obr. 6(A, B, C, D) - Srovnani primérnych hladin biomarkera mezi lokalitami pro jednotliva
odbérova obdobi (* vyznamné zmény P <0.05 a *** vyznamné zmény P < 0.001 byly stanoveny
Mann-Whitney U testem)
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U matek z CB dolo v zimnim obdobi k vyznamnému zvyseni hladin oxida&niho
poskozeni DNA v porovnani s létem 2013 (pramér + SD: 1.92 + 0.86 vs. 1.54 + 0.58 nmol
8-oxodG/mmol kreatinin; P < 0.001; Obr. 7A). Obdobné vysledky byly pozorovany u
novorozencl z Karviné (primér + SD: 5.70 + 2.94 vs. 4.69 + 2.40 nmol 8-oxodG/mmol
kreatinin; P < 0.05; Obr. 7B). Lze ptredpokladat, ze tyto vysledky souvisi se zvysujicimi se
koncentracemi polutantii v ovzdusi v zimnim obdobi. Naopak u novorozencii z CB bylo
vys$si oxidacni poSkozeni namétfeno u vzorkl odebranych v letnim obdobi (primér + SD:

4.68 + 1.44 vs. 4.23 + 1.51 nmol 8-oxodG/mmol kreatinin; P < 0.05).
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Obr. 7(A, B, C, D) — Srovnani prumérnych hladin biomarkeri mezi obdobimi pro jednotlivé
lokality (* vyznamné zmény P < 0.05 a *** vyznamné zmény P < 0.001 byly stanoveny Mann-
Whitney U testem)

4.3.2 Stanoveni celkovych aduktit DNA a Bla]P — ,,like“ aduktit DNA

Zvysené koncentrace B[a]P v Karviné v porovnani s CB se signifikantné projevily
pii poskozeni DNA z pohledu tvorby celkovych a B[a]P — ,like“adukti DNA. Pfi srovnani
hladin celkovych aduktii DNA a B[a]P —,,like* adukti DNA u novorozencti mezi lokalitami
pro jednotliva obdobi jsme vypozorovali konzistentn€ vyssi hladiny, jak je ukdzano v Obr. 8

a Tab. 6.
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Obr. 8 - Srovnani primérnych hladin adukti DNA u novorozenci mezi lokalitami pro
jednotliva odbérova obdobi (*** vyznamné zmény P < 0.001 byly stanoveny Mann-Whitney U

testem)

Tab. 6 — Srovnani hladin adukti DNA u novorozenci mezi lokalitami pro jednotliva odbérova

obdobi
Pocet CB Karvina
U - test
aduktt/108 obdobi Median Median
] Pramér = SD Pramér = SD
nukleotidil (Min — Max) (Min — Max)
1.75 2.30
2013 1.85+0.76 | (0.75-5.10) | 2.34+0.64 | (0.85-4.35) | P<0.001
Celkové
adukty DNA 2.02 2.51
2014 2.30+0.86 | (0.82-5.00) | 2.77+1.11 (1.44-8.08) | P<0.001
0.47 0.65
2013 0.52+0.24 (0.23-1.45) 0.66+0.21 (0.21-1.35) P <0.001
B[a]P —,,like*
adukty DNA 0,54 0.71
2014 0.61+£0.27 (0.18-1.82) 0.72+0.28 (0.24-1.56) P <0.001

Horsi kvalita ovzdu$i v zimnim obdobi se téZ odrazila na vySSich hladinach
celkovych aduktdl DNA i pfi porovnani vzorkli mezi obdobimi pro jednotlivé lokality.
Naopak hladiny B[a]P — , like* aduktit DNA byly zvy3eny pouze u vzorki z CB (Obr. 9 a
Tab .7).
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Obr. 9 - Srovnani priumérnych hladin adukti DNA u novorozenci mezi obdobimi pro
jednotlivé lokality (* vyznamné zmény P <0.05 a *** vyznamné zmény P <0.001 byly stanoveny

Mann-Whitney U testem)

Tab. 7 — Srovnani hladin adukti DNA u novorozenci mezi obdobimi pro jednotlivé lokality

Pocet 2013 2014
U - test
adukti/108 obdobi Median Median
Pramér + SD Pramér + SD
nukleotidd (Min — Max) (Min — Max)
. 1.75 2.02
CB 1.85+0.76 2.30+0.86 P <0.001
(0.75-5.10) (0.82 - 5.00)
Celkové
adukty DNA
2.30 2.51
Karvina | 2.34+0.64 2.77+1.11 P <0.05
(0.85-4.35) (1.44 - 8.08)
0.47 0.54
. P <0.001
CB 0.52+0.24 (0.23-1.45) 0.61 +£0.27 (0.18-1.82)
B[a]P -
,like*
0.65 0,71
adukty DNA
Karvina | 0.66+0.21 (0.21-1.35) 0.72+0.28 (0.24-1.56) P=0.28

4.4 Stanoveni peroxidace lipidi

V hladinach peroxidovanych lipidi nebyly u matek zjistény vyznamné rozdily jak pfi

srovnani lokalit, tak pii srovnani letniho a zimniho obdobi (CB vs. Karvina: letni obdobi

2013 - primér + SD: 57.62 + 24.55 vs. 62.45 + 26.06 pg/ml plazmy, P = 0.26; zimni obdobi

2014 — primér + SD: 64.38 £26.21 vs. 61.46 +23.47 pg/ml plazmy, P = 0.40). Avsak

trendy zmén byly porovnatelné s oxidacnim poskozenim DNA u téchto skupin (Obr. 6C a

Obr. 6A).
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U novorozencti z CB doslo v letnim obdobi 2013 k vyznamnému zvy3eni hladin
peroxidace lipidii v porovnani se vzorky z Karviné (primér + SD: 96.28 +30.59 vs.
64.24 + 26.75 pg/ml plazma, P <0.001; Obr. 6D). Statisticky vyznamné vyssi hladiny
peroxidace lipidit mély pro tyto skupiny opacny trend nez hladiny 8-oxodG (Obr. 6B).
Vysledek by mohl souviset s typem porodu a anestezie v kombinaci s urovni znecisténého
ovzdusi. V zimnim obdobi 2014 nebyly zji§tény zadné vyznamné rozdily (CB vs. Karvina:
zimni obdobi 2014 - primér=+ SD: 94.32 +31.27 vs. 104.26 +£38.18 pg/ml plazma,
P =0.13; Obr. 6D). Trendy zmén byly téz obdobné jako pii stanoveni oxida¢niho poSkozeni
DNA (Obr. 6B).

U matek z CB (15-Fat-IsoP, pramér + SD: 57.62 + 24.55 vs. 64.38 + 26.21 pg/ ml
plazmy, P =0.06; Obr. 7C), ani u matek z Karviné (15-F»t-IsoP, primér = SD: 62.45 + 26.06
vs. 61.46 + 23.47 pg / ml plazmy, P = 0.92; Obr. 7C) nebyla zjiSténa vyznamna sezonni
variabilita hladin peroxidovanych lipidi. Zmény opét kopirovaly trendy zjisténé pro hladiny

8-0x0dG (Obr. 7A).

Signifikantni variabilita v peroxidaci lipidi mezi odbérovymi obdobimi nebyla
zaznamenéna ani u novorozenct z CB (primér + SD: 96.28 + 30.59 vs. 94.32 + 31.27 pg /
ml plazmy, P = 0.81; Obr. 7D). Toto zjisténi v§ak nekorespondovalo s trendem zmén hladin
8-0xodG (Obr. 7B). Hladiny 15-Fat-IsoP v zimnim obdobi 2014 (primér + SD: 104.26 +
38.18 vs. 64.24 + 26.75 pg / ml plazmy, P < 0.001; Obr. 7D) byly v porovnani s letnim
obdobim vyznamné zvySeny u novorozencl narozenych v Karviné, coz odpovida hladinam

polutantii v ovzdusi (Tabulka 3 a 4). Toto pozorovéani nebylo potvrzeno pro vzorky z CB.

4.5 Oxidacni stres ve vztahu k expozici tabakovému kouri

I kdyz se studie mély zc¢astnit matky nekufacky, z dotaznikovych dat vyplyva, ze
nékteré ucastnice studie pfed tehotenstvim koufily. Pocty kouticich matek a kouficich
partnerti ve spolecné domacnosti jsou uvedeny v Tab. 3 (kapitola Metodika). Data ukazuji,
7e novorozenci z Karviné byli vice vystaveni tabakovému koufi neZ novorozenci z CB.
Nicméné v ramci obou lokalit se hladiny biomarkerd oxida¢niho stresu v novorozeneckych

vzorcich v souvislosti s koncentraci kotininu v plazmé matek vyznamné neménily (Tab. 8).
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Tab. 8 — Oxidacni stres u novorozenci zpusobeny expozici matek tabakovému koufi (prevzato
Ambroz et al., 2016; ptiloha 1)

Kotinin u matek Pool data U —test
(ng/ml) N Primér £ SD Median (Min - Max)
<1 306 4.69+ 1.94 4.38 (0.20 - 15.17)
P=0.82
>1 22 5.54+£3.65 4.11 (2.77 -16.57)
<10 315 470+ 1.99 4.37(0.20 - 15.17)
8-0x0dG P=0.27
> 10 13 5.97+3.79 4.21(3.24 -16.57)
<50 324 474+2.11 4.37 (0.20 - 16.57)
P=0.50
> 50 4 492+1.11 4.51 (4.13-6.52)
<1 320 | 91.10+34.88 88.86 (25.82 - 237.01) P 051
>1 22 | 85.90+32.00 83.72 (31.96 - 156.84) .
<10 329 | 91.03 +34.68 88.67 (25.82 - 237.01)
15-Fat-IsoP P=0.54
>10 13 | 83.98+3543 85.60 (31.96 - 141.68)
<50 338 | 90.84 £34.72 88.32 (25.82 - 237.01) P08
> 50 4 84.65 +35.23 87.0 (39.31-125.29) '

4.6 Multivariatni regresni analyza

4.6.1 Identifikace nezavislych faktoru podilejicich se na oxidacnim stresu bez ohledu
na lokalitu
Pro odhad asociace znecisténého ovzdusi s markery oxidac¢niho stresu byly pouzity
hladiny PM2.5 a B[a]P vypoctené jako primérné koncentrace piislusné znecistujici latky
méfené 7 dni pfed porodem. V analyze byl sledovan vliv proménnych potencialné
ovlivitujicich oxidac¢ni stres (expozice tabakovému kouti, pohlavi ditéte, vék matek, pocet
porodil, zpiisob porodu) bez ohledu na lokalitu. Vzhledem k velkému objemu dat jsou v Tab.

9 a Tab. 10 uvedeny pouze signifikantni vysledky analyzy.

Vyznamny vliv expozice PM2.5 na oxida¢ni poSkozeni DNA byl zaznamenan pouze
u matek (Tab. 9). VEk matek v kombinaci s expozici PM2.5 ovlivnil hladiny 15-F»t-IsoP: u
mladsich matek byla zjiSténa vyssi pravdépodobnost zvysenych hladin tohoto biomarkeru
(Tab. 9). Déle byl zjistén statisticky vyznamny vliv expozice PM2.5 v zimni sezoéné na
peroxidaci lipidd u novorozenct (Tab. 10). Hladiny 8-oxodG v moc¢i novorozencl byly
zvySeny v disledku vyssi expozice tabdkovému koufi v kombinaci s expozici PM2.5 u
matek (Tab. 10). S expozici PM2.5 u matek byla také spojena vyssi pravdépodobnost

zvySenych hladin 8-0xodG u novorozenych divek (Tab. 10). U novorozenct z Karviné bylo
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zaznamenano signifikantné vyssi poSkozeni DNA v podobé celkovych adukti DNA a B[a]P
—,,like aduktii DNA, jez bylo asociovano s expozici organismu PM2.5 (Tab. 10).

Expozice B[a]P nem¢la statisticky vyznamny vliv na biomarkery oxida¢niho stresu
u zadné sledované skupiny. Byl vSak pozorovan vyznamny vliv zimni sezoény a regionu na
hladiny 8-0x0dG u matek (Tab. 9) a vliv zimni sezoény na hladiny 15-F»t-IsoP u novorozencii
(Tab. 10). Neocekavan¢ stejn¢ jako v pifipadé expozice PM2.5 byla vyznamné vyssi
peroxidace lipidii u mladsich matek v kombinaci s expozici B[a]P (Tab. 9). Obdobné pak s
expozici B[a]P u matek byla spojena 1 vyssi pravdépodobnost zvySenych hladin 8-oxodG u
novorozenych divek (Tab. 10). U novorozencu z Karviné bylo téz zjisténo signifikantné

vys$si poskozeni DNA ve formé celkovych a B[a]P — ,,like* aduktii, jez bylo asociovéano s

expozici organismu B[a]P (Tab. 10).

Tab. 9 — Faktory signifikantné ovliviiujici biomarkery oxida¢niho stresu u matek (upraveno a
pievzato z Ambroz et al., 2016; ptiloha 1)

Oxidacni stres u matek
* OR (95%CI) U - test
PM2.5 HiVol 1.68 (1.05 -2.69) P <0.05
PM2.5 8-0x0dG
HiVol
VéEk matky Vysoky/Nizky 0.56 (0.35 - 0.90) P <0.05
15-Fat-IsoP
Karvina/CB 1.76 (0.99 - 3.11) P=0.05
Oblast
8-0x0dG
B[a]P )
Zima2014/Léto2013 2.44 (141 -4.21) P<0.01
HiVol Obdobi
15-Fat-IsoP Vysoky/Nizky 0.60 (0.37 - 1.00) P <0.05
Vék matky

* OR — Odds ratio; 95%CI — interval spolehlivosti
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Tab. 10 - Faktory signifikantné ovliviiujici biomarkery oxida¢niho stresu u novorozencu
(upraveno a pievzato z Ambroz et al., 2016; ptiloha 1)

Oxidacni stres u novorozenct * OR (95%C1I) U - test
ETS Vysoka/Nizka expozice | 2.59 (1.12-5.96) | P <0.05
8-ox0dG
Pohlavi (ditZ) Chlapec/Divka 0.51(0.32-0.79) | P<0.01
P | O TatIsoP Obdobf Zima 2014/Lét02013 | 3.25(1.81-5.83) | P <0.001
HiVol Celkové ol
t e
adukty DNA as Karvin/CB 3.00 (1.81 -4.99) | P <0.001
Bla]P — like* on
t Y.
adukty DNA as Karvina/CB 3.55(2.10 — 6.00) | P <0.001
8-0x0dG | Pohlavi (dité) Chlapec/Divka 0.51(0.32-0.82) | P<0.01
15-Fat-IsoP Obdobi Zima 2014/Lét02013 | 2.87 (1.65-4.99) | P <0.001
Bla]P Celkové onl
. t .
HiVol adukty DNA as Karvind/CB 3.37(1.92-5.91) | P<0.001

B[a]P — ,like*
Oblast Karvina/CB 231(134-401) | P<0.01
adukty DNA arvina 31(1.34 —4.01) )

* OR — Odds ratio; 95%CI — interval spolehlivosti

4.6.2 Identifikace nezavislych faktorit podilejicich se na oxidacnim stresu v jednotlivych

lokalitach

Multivariatni regresni analyzou byly nasledné identifikovany nezavislé faktory
ovlivitujici oxidacni poskozeni makromolekul v jednotlivych lokalitdic h. Analyza byla
provedena obdobnym zplsobem popsanym v kapitole 4.6.1 v tomto pfipadé s ohledem na
lokalitu. Vysledky uvedené v Tab. 11A a Tab. 11B ukazuji, Ze expozice PM2.5 u matek
z Karviné je spojena se signifikantné zvySenymi hladinami 8-oxodG a 15-F»t-IsoP u jejich
novorozencl. V piipadé expozice B[a]P u matek z této lokality dochazi pouze ke statisticky
vyznamnému zvyseni hladin 15-F>t-IsoP u jejich novorozencii. Naopak u novorozencii z CB
byl zaznamenan pouze staisticky vyznamny vliv maternalni expozice PM2.5 na hladiny 8-
oxodG u novorozenctl. Signifikantné zvysené hladiny 15-Fat-IsoP u novorozenci z CB byly

ovlivnény maternalni expozici PM2.5 1 B[a]P v kombinaci se zptisobem porodu.

50



Tab. 11A — Faktory ovliviiujici hladiny 8-0x0dG u novorozencii v jednotlivych lokalitich
(signifikantni vysledky jsou oznaceny tuénym pismem; upraveno a pievzato z Ambroz et al., 2016;

ptiloha 1)
) ) Ceské Budgjovice Karvina
Biomarker Oxidacni stres novorozencti
OR (95%CI) | p-level | OR (95%CI) | p-level
8-0x0dG PM2.5 ) 0.50 2.23
) PM2.5 Hivol 0.0355 0.0340
Hivol (0.26-0.95) (1.06-4.66)
) 2.20 0.93
ETS Vys§i/Nizsi 0.36 0.90
(0.41-11.87) (0.32-2.71)
Pohlavi Chlapec/ 0.54 0.51
0.0615 0.0775
(dite) Divka (0.29-1.03) (0.25-1.08)
1.24 1.27
Vek matky | VyS$si/Nizsi 0.54 0.57
(0.63-2.47) (0.56-2.87)
Pocet Primipara/ 1.04 1.00
0.92 1.00
porodi Jiné (0.52-2.06) (0.44-2.28)
Typ 1.34 1.19
Cisat/jiné 0.41 0.66
porodu (0.67-2.65) (0.54-2.65)
B[a]P 0.79 1.03
B[a]P Hivol 0.11 0.60
(0.59-1.06) (0.92-1.16)
2.48 1.03
ETS Vy§8i/Nizsi 0.29 0.95
(0.47-13.13) (0.36-2.95)
Pohlavi Chlapec/ 0.54 0.52
0.0531 0.0814
(dite) Divka (0.29-1.01) (0.25-1.09)
1.16 1.25
Vék matky | VyS$si/Nizsi 0.67 0.60
(0.59-2.28) (0.55-2.84)
Pocet Primipara/ 1.04 1.01
) 0.91 0.99
porodi Jiné (0.53-2.05) (0.45-2.25)
Typ 1.18 1.13
Cisaf/jiné 0.62 0.76
porodu (0.61-2.28) (0.52-2.47)

* OR — Odds ratio; 95%CI — interval spolehlivosti
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Tab. 11B — Faktory ovliviiujici hladiny 15-F:t-IsoP u novorozenci v jednotlivych lokalitich
(signifikantni vysledky jsou oznaceny tu€nym pismem; upraveno a pievzato z Ambroz et al., 2016;

ptiloha 1)

Ceské Budgjovice Karvina
Biomarker Oxidacni stres novorozenct
OR (95%CI) | p-level | OR (95%CI) | p-level
15-Fot-IsoP | PM2.5 1.36 4.80
) PM2.5 Hivol 0.36 0.0001
Hivol (0.70-2.61) (2.27-10.15)
) 0.32 0.62
ETS Vy$§i/Nizsi 0.19 0.40
(0.06-1.74) (0.21-1.85)
Pohlavi Chlapec/ 1.45 0.95
0.26 0.89
(dite) Divka (0.76-2.76) (0.46-1.98)
1.21 1.05
Vek matky | VyS$si/Nizsi 0.59 0.91
(0.61-2.41) (0.48-2.30)
Pocet Primipara/ 1.64 1.53
0.16 0.28
porodi Jiné (0.82-3.30) (0.70-3.32)
Typ 0.35 1.93
Cisaf/jiné 0.0028 0.10
porodu (0.17-0.69) (0.88-4.26)
B[a]P ) 0.79 1.15
B[a]P Hivol 0.11 0.0162
(0.59-1.06) (1.03-1.28)
0.28 0.70
ETS Vyss§i/Nizsi 0.14 0.51
(0.05-1.54) (0.25-1.99)
Pohlavi Chlapec/ 1.38 1.04
0.32 0.91
(dite) Divka (0.73-2.61) (0.52-2.11)
1.15 0.89
Vék matky | VyS$si/Nizsi 0.69 0.76
(0.58-2.27) (0.41-1.92)
Pocet Primipara/ 1.52 1.41
0.23 0.36
porodu Jiné (0.76-3.02) (0.67-2.96)
Typ B 0.41 1.68
Cisaf/jiné 0.0082 0.17
porodu (0.21-0.79) (0.80-3.53)

* OR — Odds ratio; 95%CI — interval spolehlivosti

4.6.3 Peroxidace lipidii u novorozencii v souvislosti s typem porodu

U novorozencti z CB v obdobi 2013 byla pozorovana statisticky vyznamné vyssi

hladina peroxidace lipidii (Obr. 6D). Porovnanim cetnosti jednotlivych typti porodl (Tab.

12) bylo zjisténo, Ze v obou lokalitach byl preferovan vaginalni zpisob porodu (VD) pted

cisatskym fezem (CS). V CB byl jeho podil na celkovém poétu porodii vyssi nez v Karviné.
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Tab. 12 — Cetnost uZitych typi porodi a porovnini mezi lokalitami

Oblast CB * OR (95% CI; p-level) Karvina

Obdobi Typ porodu N % N %
2013 Neznamy 0 0.0 1 1.6
Vaginalni 77 77.8 0.45(0.22 - 0.89; P =0.02) 39 60.9
Cisafsky fez | 21 21.2 223 (1.11-4.48; P =0.02) 24 37.5

Ostatni 1 1.0 0 0.0

2014 Neznamy 2 2.0 1 1.4
Vaginalni 52 52.5 43 58.1
Cisatsky 43 434 23 31.1

Ostatni 2 2.0 7 9.5

Celkem Neznamy 2 1.0 2 1.4
Vaginalni 129 | 65.2 82 59.4
Cisatsky 64 323 47 34.1

Ostatni 3 1.5 7 5.1

* OR — Odds ratio; 95%CI — interval spolehlivosti

Selekci dat z celkového souboru peroxidace lipidi novorozencii byly zjiStény rozdily
v arovni hladin 15-Fat-IsoP v zavislosti na typu porodu v dané lokalité¢ (Tab. 13). Dle
literatury je VD spjat s vy$§imi hladinami lipidovych peroxidi, coZ neplati pro CS (Inanc et

al., 2005; Vakilian et al., 2009; Adekanle et al., 2013). Tato skutec¢nost korespondovala

s vysledky ziskanymi pro skupinu CB, zatimco u subjektli z Karviné byly naméfeny vyssi

hladiny 15-Fat-IsoP po provedeni CS a niZs§i hladiny v ptipadé VD. I kdyz byl rozdil

statisticky nevyznamny, mohl by naznacovat vliv znecisténé¢ho ovzdusi anebo typ anestezie.

Tab. 13 - Peroxidace lipidii u novorozencu v zavislosti na typu porodu (upraveno a pievzato

z Veleminsky et al., 2016; ptiloha 5)

Vaginalni Cisarsky fez
T q U — test
Yb porocu N 15-Fat-IsoP (pg/ ml plazma) N 15-Ft-IsoP (pg/ ml plazma)
primér & SD pramér = SD
CB 129 64 P <0.001
101.7 +£31.0 83.9+269
Karvina 82 47 P =0.0896
arvina 7834345 91.7+42.6
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Obdobné bylo zjisténo, ze v CB byla nejéastéji upfednostiiovana lokalni anestezie,
zatimco v Karviné byly provadény vaginalni porody bez uziti anestezie. Cast&j§i pouzivani

spinalni anestezie bylo zaznamenano v Karviné (Tab. 14).

Tab. 14 — Cetnost uZitych anestezii a porovnani mezi lokalitami

Oblast CB OR (95% CI,; p-level) Karvina

Obdobi Typ anestezie | N % N %
2013 Neznamy 1 1.0 3 4.7
Celkova 19 19.2 7 10.9

Epiduralni 9 9.1 2 3.1
Spinalni 4 4.0 10.03 (3.22 - 31.20; P = 0.0001) 19 29.7

Lokalni 41 414 0.15(0.06 - 0.37; P =0.0001) 6 9.4
Z4adna 25 253 2.16 (1.10 - 4.23; P =0.02) 27 42.2

2014 Neznamy 2 2.0 1 1.4
Celkova 32 323 0.15 (0.06 - 0.42; P =0.0002) 5 6.8
Epiduralni 4 4.0 8 10.8
Spinalni 11 11.1 2.82(1.24-6.37,P=0.01) 19 25.7

Lokalni 37 374 0.15(0.06 - 0.38; P =0.0001) 7 9.5
Zadna 13 13.1 5.77(2.74 - 12.12; P = 0.0001) 34 45.9

Celkem Neznamy 3 1.5 4 2.9
Celkova 51 25.8 0.28 (0.14 - 0.54; P = 0.0002) 12 8.7

Epiduralni 13 6.6 10 7.2
Spinalni 15 7.6 4.68 (2.46 - 8.93; P =0.0001) 38 27.5

Lokalni 78 394 0.15(0.08 - 0.29; P =0.0001) 13 9.4
Zadna 38 19.2 3.38(2.07 - 5.51; P =0.0001) 61 442

* OR — Odds ratio; 95%CI — interval spolehlivosti

Multivariatni regresni analyza ukazala, Ze peroxidace lipidii u novorozencii z CB
byla vyznamné nizsi po cisatském fezu v celkové anestezii (OR = 0.40; 0.21 — 0.77; P <
0.01) a vyznamné¢ vyssi u vaginalniho porodu s pouzitim lokalni anestezie. Zahrnutim B[a]P
do multivariatniho modelu nebyl pozorovan vliv typu porodu, ale bylo zaznamenano
vyznamné zvySeni peroxidace lipidi zpisobené lokalni anestezii (OR =2.47; 1.12 - 5.43; P
< 0.05). Obdobn¢ zvySeni hladin 15-Ft-IsoP bylo pozorovano po zohlednéni PM2.5 jako
proménné ve statistickém modelu (OR =2.67; 1.15 - 6.20; P <0.05). V ptipadé karvinskych

novorozencl byla peroxidace lipida vyssi po cisafském fezu (OR =3.67; 1.15 - 11.77; P <
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0.05) s pouzitim spinalni anestezie a dale ve spojeni s expozici B[a]P (OR = 1.22; 1.02 —
1.46; P <0.05). Pfidani dalSich proménnych do modelu mélo téz statisticky vyznamny vliv
na novorozence z Karviné: expozice PM2.5 a typ porodu (cisai'sky fez) zvySovaly peroxidaci

lipidii, zatimco spindlni anestezie vedla k jejimu snizeni (Tab. 15).

Tab. 15 — Multivariatni modely — faktory ovliviiujici peroxidaci lipidi u novorozencu
v prubéhu porodu (signifikantni vysledky jsou oznaceny tu¢nym pismem; upraveno a pievzato
z Veleminsky et al., 2016; pfiloha 5)

Ceské Budgjovice Karvina
model
* OR (95%CI, p-level) * OR (95%CI, p-level)
Bez
CSvs VD 0.40(0.21 -0.77;P<0.01) | CSvsVD 3.67 (1.15-11.77; P < 0.05)
polutantt
B[a]P 0.83(0.62-1.13; P=0.23) B[a]P 1.22 (1.02 — 1.46; P < 0.05)
s B[a]P CSvs VD 0.73(0.33-1.64;P=0.45) | CSvs VD | 3.00(0.89 —10.14; P =0.076)
Lokalni Spinalni
) 247 (1.12 -5.43; P <0.05) ) 0.06 (0.00 — 1.06; P = 0.0546)
anestezie anestezie
PM2.5 1.37 (0.68 —2.75; P =0.38) PM2.5 5.21(1.61 —16.85; P < 0.01)
SPM2.5 CSvs VD 0.71(0.29-1.76; P=0.46) | CSvs VD | 5.40(1.33 -21.99; P <0.05)
Lokalni Spinalni
) 2.67 (1.15 - 6.20; P < 0.05) ) 0.06 (0.01 —0.65; P < 0.05)
anestezie anestezie

* OR — Odds ratio; 95%CI — interval spolehlivosti
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5 Diskuze

Klinické a epidemiologické studie i testy na zvifatech prokazaly, ze zvysujici se
koncentrace environmentalnich polutanti maji neptiznivé zdravotni dusledky (Backes et al.,
2013). Z tohoto divodu je zddouci monitorovani biomarker oxida¢niho stresu, jednoho z
mechanismt biologického ucinku polutantti, za tcelem hodnoceni zdravotniho stavu
populace exponované znecisténému ovzdusi. V mnoha studiich byla prokazana vhodnost
pouziti téchto biomarkerti pro environmentalné a profesn¢ exponované dospélé populace
(Mgller and Loft, 2010). Soucasné byly podany diikazy o neptiznivych dopadech prenatalni
expozice novorozencu polutantim (Proietti et al. 2012). V databazi PubMed se po zadani
klicového slova ,,prenatal exposure to air pollution* objevilo 1539 (kvéten 2020) publikaci
zabyvajicich se timto tématem. Nicméné neuspech hleddni studii zabyvajicich se prenatalni
expozici novorozencli vybranym polutantim (PM2.5, PAU) s vyuZitim nami zvolenych
biomarkert oxida¢niho stresu (8-oxodG, 15-F»t-IsoP) naznacuje, ze pocet studii tohoto typu
provedenych u novorozencti je minimélni. Cést téchto studii pochazi z Ceské republiky
(Topinka et al., 2009; Svecova et al. 2009; Rdssnerova et al., 2011; Rossner et al., 2011;
Honkova et al., 2018), avSak v zddné znich nebyly paraleln¢ vyuzity uvedené dva
biomarkery. V podobné studii (Svecova et al., 2009) byl hodnocen biomarker oxida¢niho
poskozeni DNA a studie se tykala déti pfedSkolniho véku. Vysledky zminénych praci

prokazovaly zvySenou vnimavost novorozenct i déti k pisobeni polutantt.

5.1 ZneciSténé ovzdusi

Vysledky ukazuji vyssi zatizeni osob zneciSténym ovzduSim v Karviné, a to hlavné
v zimnim obdobi. V porovnani s nejvyssi koncentraci PM2.5 zjisténé prostifednictvim
staciondrniho monitoringu HiVol v letnim obdobi 2013 (44.16 ug/m?), byla nejvyssi
koncentrace PM2.5 v zimnim obdobi 2014 vice neZ dvojnasobna (98.52 pg/m®). WHO vsak
doporu¢uje denni limit pro ochranu lidského zdravi 25 pg/m’. Koncentrace PM2.5
pozorované v CB v zimnich mésicich v ovzdu$i odpovidaly zhruba urovni letnich
koncentraci PM2.5 v Karviné. Zminény limit byl v CB v zimnim obdobi 2014 piekradovan
v podstatné mensi mife nez v Karviné. Obdobn¢ tomu bylo i v pfipad€ Grovné znecisténi
karcinogennim B[a]P v Karviné v zimnim obdobi 2014, kdy nejvys$i hodnoty byly i
patnactkrat vy$§i nez doporudena hodnota 1 ng/m’. V CB se v nékterych obdobich

koncentrace B[a]P blizily pétindsobku této normy. Koncentrace PM2.5 a B[a]P byly tedy
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vyznamné vyss§i v Karviné (P < 0.001) a dle ocekavani koncentrace sledovanych
kontaminant byly vzdy zvySené v zimnim obdobi v obou lokalitach. V piipadé Karviné
hraje zasadni roli jeji lokalizace v Ostravské panvi, ktera patii mezi hlavni pramyslova
centra CR s vysokymi koncentracemi atmosferickych polutantii. Charakter Ostravské panve,
jejiz tvar mize v zimnim obdobi pfispivat k tvorbé inverznich situaci trvajicim i n€kolika
tydnd, a jeji tésné geografické sousedstvi s podobné znecisténym polskym Slezskem tadi
tuto oblast mezi nejvice znedisténé v CR. Hlavni zdroje zneéisténi zahrnuji specifickou
regiondlni primyslovou vyrobu (hlubinna tézba koksovatelného uhli, hutnictvi Zeleza,
energetika, chemické provozy aj.), velkou hustotu zastavby s lokalnim vytapénim tuhymi
palivy, rozsahlou dopravni infrastrukturu, a znecisténi z Polska. To jsou pravdépodobné
pfi¢iny soustavného poruSovani statnich ptedpisii a mezinarodnich zavazku, podle kterych
by Ceska republika méla zajistit na svém uzemi dodrzovani stanovenych imisnich limitd

kontaminantt v ovzdusi.

5.2 Hladiny adukti DNA

V souvislosti s vy$§imi koncentracemi PAU byly pfedpokladany i vyssi hladiny
adukti DNA u novorozencti. Nutné je vSak dodat, Ze ty jsou ovlivnény nejen expozici
polycyklickym aromatickym uhlovodiklim, ale 1 individualnimi rozdily mezi exponovanymi
subjekty, napt. absorbci dané noxy, jeji metabolickou aktivaci, distribuci v téle, efektivitou
detoxifika¢nich mechanismi, rychlosti a kapacitou reparacnich mechanismt (Topinka et al.,
2005). Hladiny celkovych a B[a]P ,like* adukti DNA jsou povaZovany za kvantitativni
vyjadieni expozice matek polycyklickym aromatickym uhlovodikim (Tab. 6 a Tab. 7).
Nepiili§ vyrazny signifikantni rozdil mezi hladinami celkovych adukttii DNA pfi porovnani
odbérovych obdobi v ramci lokality Karvina (Tab. 7) lze pak vysvétlit tim, Ze vztah pii
vyssich expozicich PAU v zimnim obdobi a hladinou vzniklych aduktii neni linearni.
Takovou zavislost 1ze pfedpokladat pouze pii nizkych expozicich (Binkova et al., 1998).
Nezadouci interference vlivu PAU z ovzdusi s vlivem koufeni byla na pocatku studie
minimalizovana podminkou, kterou bylo nekufactvi nastavajicich matek. Dale pak ze studie
Polachova et al. (2020) vyplynulo, Ze v letnich mésicich PAU do organismu vstupuji
pfedevs§im prostiednictvim stravy, nikoliv dychaci cestou. S blizici se zimou se strava a
ovzdusi zacaly podilet na pfisunu PAU pftiblizné¢ stejnou mérou, aby v zimnim obdobi
prevladla expozice PAU z ovzdusi. V Karviné byl tedy pravdépodobné po vétSinu obdobi

pfisun PAU do organismu vyznamn¢ vyssi z ovzdusi nez ze stravy. Z toho kromé jiného
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vyplyva, Ze expozice organismu polycyklickym aromatickym uhlovodikiim nebyla zasadné

ovlivnéna jinymi zdroji nez primarn¢ sledovanym znecisténym ovzduSim.

5.3 Hladiny 8-0x0dG a 15-Ft-IsoP

N¢kolikanasobné prekracovani zminénych limiti se pravdépodobné projevilo
v urovnich hladin biomarkeri oxida¢niho poskozeni makromolekul. U matek a jejich
novorozencu byly patrné vyznamné rozdily v oxidaci DNA mezi lokalitami jen v zimnim
obdobi. Tento poznatek podporuje teorii, ze hladiny 8-oxodG v moci se zvysuji v souvislosti
s rostoucimi koncentracemi znecist'ujicich latek v ovzdusi (Tab. 4 a Tab. 5). Zatimco hladiny
8-0x0dG v mo¢i byly signifikantng zvysené u novorozencti z Karviné v porovnani s CB (P
<0.001; Obr. 6B), tak u jejich matek byl trend i ptes lepsi kvalitu ovzdusi v CB neo¢ekavang
opacny (P <0.05; Obr. 6A). Tato skute¢nost miize souviset s adaptaci dospélého organismu
na neptiznivé podminky prosttedi. Vysledek byl podpofen i studiemi Rdssner et al. (2013a;
2013b), ve kterych byly zkoumény i dalsi biomarkery (celkové adukty DNA, chromosomélni
zmény, frekvence mikrojader aj.) v populaci exponované vysokym koncentracim
znecist'ujicich latek v ovzdusi, ale stejné jako hladiny 8-oxodG v této disertacni praci ani
tyto nekorespondovaly s vysokou expozici znecisténému ovzdusi. To miize souviset se
zménami v genoveé expresi u osob exponovanych vysSim hladinam polutanti v ovzdusi, jez
indukuji vyss$i aktivitu reparacnich mechanisml, a tim snizuji hladiny biomarkerd.
V navaznosti na studie Rdssner et al. (2013a; 2013b) bylo v ¢lanku Rossner et al. (2015)
zjisténo, ze vysoké koncentrace znecistujicich latek nezvysSuji pocet deregulovanych gend,
coz muze souviset s adaptaci lidského organismu na dlouhodobou expozici znecisténému
ovzdusi. Na zaklad€ poznatkl ziskanych ve zminénych studii byla v publikaci Rossnerova
et al. (2017) formulovana hypotéza mechanismu adaptace na environmentélni stresory
prostfednictvim nastaveni methylace DNA, k némuz muze dochéazet jiZz v prenatalnim

obdobi.

V piipad€é nami zjisténych zvySenych hladin 8-0xodG u karvinskych novorozenct
v zime& 2014 (P <0.001; Obr. 6B) hraje roli i fakt, ze se z plodu stdva novorozenec s nezralym
antioxida¢nim systémem, pficemz dochézi k pferusované hypoxii a s ni spjaté nadprodukci
ROS (Marseglia et al., 2014). Novorozenci jsou tedy jiz pii porodu a priori vystaveni vétSimu
riziku oxidaéniho poskozeni makromolekul, jez miZze byt umocnéno plsobenim

environmentalnich polutantii v disledku nedokonale vyvinutého dychaciho a imunitniho
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systému. To se mliZze projevit zvySenou nemocnosti déti v prubéhu dospivani (Sram et al.,

2017).

Schopnost bunék adaptovat se na ptsobeni skodlivych latek byla prokazana u mnoha
organismu. Poprvé byla pozorovana u Escherichia coli po expozici alkylatnim ¢inidlim
(Jeggo et al., 1977). Mezi dalsi typy adaptivni odpovédi, jez byly identifikovany u bakterii,
patii reakce na tepelny Sok a reakce na oxidacni stres (Ashburner, 1982). Adaptivni odpovéd’
byla rovnéz popsana u mlze Mytilus edulis zijicich ve vodach kontaminovanych PAU a PM.
Mytilus edulis z téchto vod vykazovaly podobné urovné zlomi fetézce DNA jako mlzi
z jezera, v némzZ koncentrace PAU byly sedmkrat niz$i (Large at al., 2002). Schopnost
adaptace byla zjisténa i u tresky Microgadus tomcod Zijici v fece Hudson s vysokou Grovni
znecisténi PCB. Ryby vykazovaly po expozici *H- B[a]P pétkrat az desetkrat nizsi
radioaktivitu vdzanou na DNA neZ ryby z nekontaminované¢ho mista. Pfi¢inou byla mutace
v genu AHR?2, kterd zpusobila rezistenci vic¢i genotoxickym ucinkim B[a]P u ryb ze
zneCisténé feky (Sorrentino et al., 2004). RovnéZ potkani, ktefi byli po dobu &Etyt tydnh
exponovani c¢asticim vyfukovych plyni z dieselovych motord, nevykazovali zadné
nepiiznivé zdravotni dusledky. Zavérem studie bylo, ze dlouhodobé vystaveni PM
souvisejicim s automobilovym provozem nemusi byt Skodlivé z divodu indukce
mechanismt adaptivni reakce (Gerlofs-Nijland et al., 2010). Olivieri et al. (1984) pozorovali
lidské lymfocyty vystavené nizkym davkam zafeni beta ve formé inkorporovaného
tritiovaného thymidinu a dosli k zavéru, Ze lymfocyty jsou odolnéjsi vii¢i chromozomalnimu
poskozeni zplisobenému vysokymi ddvkami rentgenového zareni. Autoii predpokladali, ze
za tuto adaptaci je odpovédnd indukce v opravé DNA. V souladu s principem adaptivni
odpovédi, kdy dochazi ke zvyseni rezistence organismu vici vyssi davce kontaminantu po
predchozi opakované expozici jeho nizkym davkam, je i zaver studie Rossner et al. (2011)
v niZz bylo zjisténo, ze lidé na Ostravsku, ktefi jsou dlouhodobé vystaveni vysokym
koncentracim PAU, se dokézali témto Skodlivym latkdm pfizpisobit. PoSkozeni DNA u
ostravské populace bylo menSi neZ u kontrolni skupiny vystavené niz§im hladindm
znecisténi ovzdusi. Pomoci analyzy genové exprese pak bylo zjisténo, ze adaptace ostravskeé
populace v porovnani s kontrolni skupinou spocivala pravdépodobné ve zvySené aktivité
reparacniho genu XRCC3, ktery se podili na opravé DNA. Z dlouhodobého hlediska je vSak
adaptivni odpoveéd’ pravdépodobné pro organismus Skodliva, protoze miize byt spojena se
zvySenou nemocnosti a umrtnosti ve vyssim véku. Hypotéza této disertacni prace, podle niz

expozice vySSim koncentracim polutanti bude mit za nésledek indukci oxidaéniho
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poskozeni DNA, se pii porovnani hladin 8-oxodG u matek mezi lokalitami nepotvrdil.
Vysledek ukazujici niz$i hladiny 8-0xodG u osob z Karviné (Obr. 6A) miiZe souviset se
zminénou adaptaci dospélého organismu na znecisténé ovzdusi. Pro potvrzeni tohoto zavéru
by vSak bylo nutné provést dalsi molekularné biologické analyzy, které by mohly byt

soucasti navazujiciho projektu.

I kdyz u matek nebyly mezi lokalitami zaznamenany signifikantni rozdily
v hladinach 15-Fat-IsoP, trend zmén hladin tohoto biomarkeru byl analogicky s hladinami
8-0x0dG (Obr. 6C a Obr. 6A). V plazmé novorozencii z CB byly v letnim obdobi 2013
naméfeny vyznamné vyssi hodnoty 15-Fat-IsoP nez u novorozencti z Karviné (P <0.001;
Obr. 6D). Statisticky vyznamné vyssi peroxidace lipidi by v tomto ptipadé¢ mohla souviset
s uzitim dané anestezie, v jejichz preferenci se porodnice obou lokalit vyznamné odliSovaly
(Tab. 14; Tab. 15). Ke srovnatelnému zvySeni hladin 8-0xodG u této skupiny novorozenct
vSak v obdobi 1éto 2013 nedoSlo (Obr. 6B). Zjisténou diskrepanci lze vysvétlit tim, ze
placenta, bohatd na PUFA, je primarnim cilem piisobeni ROS. 15-Fat-IsoP uvolnéné
z placenty vstupuje do pupecnikové krve, v niz byl biomarker stanovovan. Samotna
antioxidacni kapacita plodu/novorozence je nedostate¢na a je podminéna predev§im
stravovacimi navyky matky (pfijmem nizkomolekularnich antioxidantli, napf. kyselina
askorbova, tokoferol, B-karoten, ubichinon) (Robles et al., 2001; Upadhyaya et al., 2005).
Primarni efekt ROS na organismus plodu/novorozence mtize byt eliminovan prostiednictvim
maternalni antioxidacéni aktivity, jeZ je béhem porodu sdilena mezi matkou a plodem (Arikan
et al., 2001). Pii piisobeni ROS na DNA novorozencii jsou jiz jejich hladiny nizsi, coz vede
ke snizenym hladindm 8-0xodG ve srovnani s 15-Fat-IsoP. V zim¢ 2014 byl vSak trend
hladin obou parametri oxida¢niho poSkozeni srovnatelny. Lze se domnivat, ze vyznamnou
ulohu hralo v tomto obdobi znecisténé ovzdusi, v jehoz disledku doslo ke zvysené produkci
ROS, které vycerpaly kapacitu maternalnich antioxidacnich mechanisma. Vysledkem je
vy$§i mira oxidace DNA. K vyraznéj§imu narGstu hladin 15-Fat-IsoP pravdépodobné
nedoSlo v disledku rychlého metabolismu této latky ve srovnani s 8-oxodG, jehoZ hladiny
souvisi s pomalejSimi procesy odbouravani nukleotidového poolu v buiikach. (Kato et al.,
2006). Jina studie naznacuje, ze ackoli dojde k oxidacnimu poskozeni makromolekul, rozsah

a Casove prubéhy zmeén jejich hladin se mohou liSit (England et al., 2000).

Je tfeba téZ zminit nevyznamny rozdil v peroxidaci lipidi u novorozencii mezi
lokalitami v zimnim obdobi 2014 (Obr. 6D). Zmény v peroxidaci lipidii vSak mély stejny

trend jako u signifikantniho oxida¢niho poSkozeni DNA u stejnych novorozencii v témze
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obdobi (Obr. 6B). Porovnani peroxidace lipidi karvinskych matek mezi odbérovymi
obdobimi naznacilo nevyznamnou sezonni variabilitu 15-Fat-IsoP (Obr. 7C) kopirujici trend
zmén oxidacniho poskozeni DNA (Obr. 7A). Toto zjisténi mize byt opét dano do souvislosti
s prizpisobenim se dospélého organismu vysoké mife zneciSténi ovzdusi a vyvojem
ochrannych mechanismi. Signifikantni variabilita v peroxidaci lipidi mezi odbérovymi
obdobimi nebyla zaznamenana ani u novorozencti z CB (Obr. 7D). Toto zjisténi bylo
v rozporu s udaji ziskanymi pro oxidacni poskozeni DNA u této skupiny (Obr. 7B).
Vysvétlenim mize byt troven znecisténi ovzdusi v letnim obdobi 2013 a v zimnim obdobi
2014 v CB, jez se sice vyznamné lisila, ale koncentrace PM2.5 a B[a]P pravdépodobné
nedosahovaly hodnot, jez by se projevily u obou biomarkerti soucasné. V Karviné se
koncentrace polutantii pohybovaly v obou obdobich na podstatné vyssich urovnich (Tab. 4
a Tab. 5), a i1 pfes nizsi sezoénni nartst vyznamné ovlivnily hladiny jak 8-oxodG, tak 15-Fxt-
IsoP u novorozenct v zim¢ 2014 (Obr. 7B a Obr. 7D). K vySsimu oxida¢nimu poskozeni
makromolekul tedy dochazelo u novorozenci narozenych v Karviné v obdobi, kdy

koncentrace sledovanych polutantii pravidelné¢ dosahovaly vysoce nadlimitnich hodnot.

Relevance vysledkt je podpoiena skutecnosti, ze trendy zmén hladin 15-F»t-IsoP
byly témét totozné jako koncentrace 8-oxodG. Pfi¢inou nekolika diskrepanci pak mohou
byt, krom& vysSe zminénych mechanismil, 1 jiné nezavislé faktory potencialné indukujici
epigenetické zmény. Mezi né patii napf. Zivotni styl t€hotnych Zen (koufeni, stres, psychika,
strava), ktery mtize ovlivitovat plod (Kanherkar et al., 2014). Epigeneticka dispozice je dale
podminéna faktory ze strany otci (Hughes, 2014). Nejvice studovanou epigenetickou
zménou je metylace DNA (Sharma et al. 2010). Tento proces hraje diileZitou roli v regulaci
genové exprese v dusledku pfitomnosti CpG mist v promotorovych oblastech gent. Je
obvykle spojen s deacetylaci histonu, kondenzaci chromatinu a ndslednym snizenim genové
exprese (Donkena et al., 2010). To je zpGsobeno bud’ znepfistupnénim vazebnych mist, jez
jsou urcend pro transkripcni aktivatory (Prendergast and Ziff, 1991), nebo podporou vazby
proteintt vazicich se na metylovou skupinu, které mohou zprostiedkovat represi
prostfednictvim interakce s histon deacetylazami (HDAC), jez podporuji kondenzaci
chromatinu na transkripné inaktivni konformace (Jones et al., 1998). Rozmisténi
metylac¢nich skupin na DNA je pro kazdého ¢loveka charakteristické a jejich mnoZzstvi se
1i§i. Metylace DNA probih4 v prenatdlnim obdobi, kdy po oplozeni dochazi ke globalni
demetylaci genomu a nasledné¢ k ,de novo® metylaci, jez ma zésadni vyznam pro

diferenciaci bunék a mize byt ovlivnéna celou fadou vnéjSich faktord, napt. kvalitou
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ovzdusi, stravovacimi navyky, zivotnim stylem, stresem. Nové nastavend uroven metylace
v prenatalnim obdobi se v priitbéhu zivota miize ménit. Zmeény jsou ale vétSinou jen velmi
pozvolné a mohou byt i vratné. Jak jiz bylo zminéno, troven se muze ménit 1 v souvislosti
sruznym stupném zneCiSténi ovzdusi, resp. oxidatnim stresem, napi. epigenetickou
inaktivaci pomoci metylace promotoru genu OGGI, jez kéduje glykosylazu OGGI
uplatiiujici se pfi odstranéni 8-oxodG (Lahtz and Pfeifer, 2011). Analyza metylace DNA je
tedy vhodnym pfistupem, jenz miize objasnit rozdily v expresi jednotlivych geni u
jedincti/novorozenci zijicich v razn¢ znecisténych oblastech. Vysledky analyzy vSak nejsou

soucasti této disertacni prace.

5.4 Nezavislé faktory ovliviiujici hladiny oxida¢nich biomarkeru

Pro vyhodnoceni asociaci mezi oxida¢nim stresem, koncentracemi zneciStujicich
latek v ovzdu$i a vyznamnymi nezavislymi faktory v ramci obou lokalit byla pouzita
multivaridtni regresni analyza. Vysledky u novorozenct ukazaly, ze hladiny 8-oxodG byly
ovlivnény vybranymi proménnymi v kombinaci s expozici matek PM2.5 a B[a]P mnohem

castéji nez hladiny 15-Fxt-IsoP.

5.4.1 Nezavislé faktory: ETS, pohlavi, odbérové obdobi, vék

Mezi nejvyznamnéjsi faktory ovliviujici sledované biomarkery u matek patiilo
pasivni koufeni v kombinaci s PM2.5, které vedlo ke zvySeni hladin 8-0xodG u novorozencti
(Tab. 10). Zde se tak pravdépodobné projevil synergicky tcinek Skodlivych latek, jehoz
obdoba byla popsana diive (Perera et al. 2004) u kombinované expozice B[a]P a tabdkovému
kouti. U matek multivariatni logisticka regresni analyza ukdzala, Ze expozice tabdkovému
koufi v rdmci obou lokalit neméla vyznamny vliv na hladiny 8-oxodG a 15-Fat-IsoP. Je v§ak
tteba zminit, Ze do studie byly vybrany pouze nekufacky. Mezi ucastnicemi studie byly vSak
identifikovany matky, které koufily pfed té¢hotenstvim, nebo Zily s partnerem-kufadkem ve
spole¢né domécnosti. Mezi subjekty z Karviné byla pozorovéana souvislost mezi hladinami
15-F2t-IsoP a expozici tabdkovému koufi (Ambroz et al., 2016, - Tab. 5C a Tab. 5D v ptiloze
1). Divodem miize byt vyznamnéjsi vliv pasivniho koufeni u osob z této lokality. Pfipadné
dopady pasivniho koufeni se vSak neprojevily na hladinach 15-Fxt-IsoP u novorozenct z
Karviné. Aktivni ¢i pasivni koufeni i1 tak vyznamnou mérou ovliviiuje hodnoty sledovanych

biomarkert, kterymi je zjiStovan vliv znecisténého ovzdusi na organismus. Z literatury je

62



znamo, ze PAU a dalsi slozky tabdkového koufe maji schopnost prostupovat pies placentu,
a tyto latky byly detekovany ve fetalnich a plodovych tekutinach (Vande Loock et al., 2012).
Stanoveni aktivni a pasivni expozice tabdkovému kouii bylo v této diseratni praci
provedeno s cilem ovéfit, ze pifipadné pozorované zmény v hladinach biomarkerti nejsou

ovlivnény kouienim.

Dalsim faktorem potencidlné ovliviiujicim hladiny 8-0xodG je pohlavi novorozence.
U divek byla pozorovana vétsi pravdépodobnost detekce vyssich hladin 8-oxodG po
expozici jejich matek PM2.5 a B[a]P (Tab. 10). Soucasna literatura vSak nepodava
vysvétleni tohoto neo¢ekavaného vysledku. Prehledovy €lanek (Ghosh et al., 2007) uvadi,
ze: (1) plody muzského pohlavi mohou byt zvlasté citlivé na nitrod€lozni infekce, protoze
jejich amniotické membrany jsou nachylnéjsi v dasledku pomalej§iho imunologického
vyvoje ve srovnani s zenskymi plody (Hall and Carr-Hill , 1982; Perni et al., 2005); (ii)
zvySena viskozita krve piisobenim PM muze mit vyrazngjsi ucinek na placentu muzského
plodu, protoze je u téchto plodi ¢astéji pozorovana placentarni dysfunkce nez u zenskych
plodt (Edwards et al., 2000; Ghidini and Salafia, 2005); (iii) u muzskych plodt dochazi k
pomalej§imu zrani plic (Torday et al., 1981; Catlin et al., 1990). Jelikoz PM zpisobuji
oxidacni stres a zvySuji propustnost plicniho epitelu (Carter et al., 1997; Donaldson et al.,
2001), mize u muzského plodu dochéazet k vy$§imu oxida¢nimu stresu. Dalsi prehledovy
Clanek (Lavoie and Tremblay, 2018), ktery se rovnéz zabyva vlivem pohlavi na oxidacni

stres u novorozenct, vliv pohlavi na hladiny 8-oxodG neuvadi.

Zvyseni hladin 15-F»t-IsoP u novorozencli pak bylo pravdépodobné podminéno
zimni sezoénou, a tim vyS$$i expozici matetského organismu polutantim PM2.5 a B[a]P (Tab.
10). Obdobna analyza provedend u matek naznacuje adaptaci dospélého organismu na
negativni ptisobeni znecist'ujicich latek v ovzdusi: zvySené hladiny biomarkerd oxida¢niho

stresu po expozici PM2.5 a B[a]P byly pozorovany u mladsSich matek (Tab. 9).

5.4.2 Nezavislé faktory: PM2.5 a Bla]P

Multivariatni regresni analyzou byly nasledné identifikovany nezavislé faktory
ovliviujici oxidac¢ni poSkozeni makromolekul u novorozencli oddélené v kazdé lokalité.
Expozice PM2.5 u matek z Karviné vedla k signifikantné¢ zvySenym hladindm hladinam 8-
oxodG a 15-Fat-IsoP u novorozenct. Expozice B[a]P u stejnych matek byla spojena se

zvySenim hladin 15-Ft-IsoP u novorozenct (Tab. 11A a 11B). To plati pro prostiedi s
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vysokymi koncentracemi atmosferickych polutanti. V CB, i pies zjiiténou signifikantni
variabilitu znecisténé¢ho ovzdusi, nebyl zaznamenan vyznamny vliv expozice PM2.5 a B[a]P
na oxidacni poskozeni makromolekul u novorozencii. Koncentrace PM2.5 a B[a]P

pravdépodobné nedosahovaly hodnot, které by mély biologické dopady.

5.4.3 Nezavislé faktory: zpiisob porodu a typ uZité anestezie

Statisticka analyza déale naznacila mozny vliv typu porodu na hladiny 15-Fxt-IsoP u
novorozencii z CB (Tab. 11B). U téchto vzorkil byla pozorovana statisticky vyznamné niz§i
peroxidace lipidi po porodu cisafskym fezem (Tab. 13). U subjektti z Karviné byla naopak
zjisténa u tohoto typu porodu peroxidace lipidil vyssi. Zavéry byly publikovany a porovnany
s dal§imi studiemi v ¢lanku Veleminsky et al. (2016; - ptiloha 5). Vysledky pozorované u
vzorki z CB byly v souladu s daty jinych autorti. Vysoka mira znegisténi ovzdusi v Karviné
by tak mohla byt jedinym faktorem, ktery ovliviiuje peroxidaci lipidii u novorozencu. Pii
podilet i typ aplikované anestezie pii porodu, jehoz uzivani se v ramci lokalit rovnéz
statisticky vyznamné liSilo (Tab. 14). Multivariatni regresni analyza ukazala, ze peroxidace
lipidd u novorozencii z CB byla vyznamné niz§i po cisaiském fezu, jez byl provadén
v celkové anestezii, a vyznamné& vys§i u vaginalniho porodu nejcastéji realizovaném v
lokalni anestezii. V ptipadé karvinskych novorozencii byla peroxidace lipidd vyssi po
cisatském fezu s regionalné castéji pouzivanou spinalni anestezii a niZ8i pfi vaginalnim
porodu, jez byl v Karviné provadén bez aplikace anestezie. Odpoveédét na otdzku, ktery typ
porodu nebo typ anestezie predstavuje vySsi riziko oxidacniho poSkozeni lipidd u
novorozencl, neni na zakladé existujicich dat mozné. K tomu by bylo nutné sjednoceni

lékatskych postupti pfi provadéni porodil a pouZiti anestezie.

6 Zavér

V ptedlozené disertacni praci byly v souvislosti se znecisténym ovzdusim
analyzovany biomarkery oxidaéniho poSkozeni makromolekul (DNA a lipidd) u
novorozenct a jejich matek ve dvou lokalitach Ceské republiky liicich se kvalitou ovzdusi
(Karvina a Ceské Budgjovice) a ve dvou odb&rovych obdobich (1éto 2013 a zima 2014). Ve

studii byla hodnocena kvalita ovzdusi (koncentrace PM2.5 a B[a]P ve jmenovanych
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oblastech) a po stanoveni urovné expozice novorozencl prostiednictvim adukti DNA byly
sledovany jednak hladiny biomarkert oxida¢niho poskozeni makromolekul (8-oxodG, 15-
Fot—IsoP), a dale pak faktory ovliviiujici irovné zminovanych biomarkert (ETS, pohlavi,

typ porodu/anestezie).
Hlavni poznatky jsou:

- Podle ocekavani byly vyssi koncentrace polutantli naméteny v ovzdusi v Karviné a

v zimnim obdobi v obou lokalitach.

- Vyssi oxida¢ni poskozeni DNA (8-0xodG) bylo pozorovdno v zimnim obdobi, kdy
byly téZ zjiStény rozdily mezi lokalitami. U déti z Karviné byly hladiny 8-oxodG
nejvyssi. Expozice PM2.5 byla vyznamnym prediktorem indukce oxida¢niho poskozeni

DNA u novorozencu.

- Oxidacni poskozeni lipida (15-Fat-IsoP) bylo u matek z obou lokalit srovnatelné v
obouch odbérovych obdobich. Pozorovany trend zmén byl obdobny jako pro oxidacni
poskozeni DNA u této skupiny. Nejvyssi oxidacni poskozeni lipidid bylo zjisténo u
novorozencll z Karviné v zimnim obdobi. Expozice PM2.5 i B[a]P je vyznamnym
prediktorem indukce oxida¢niho poskozeni lipidi u této skupiny v souvislosti s vyrazné

zne€iSténym ovzdusim.

- Vliv expozice PM2.5 a B[a]P na studované biomarkery byly u matek minimalni. U

karvinskych matek je moznym vysvétlenim indukce adaptivni odpovédi.

- Poskozeni DNA ve formé& celkovych adukti DNA bylo vyznamné vys§i u
novorozencll z Karviné v obou odbérovych obdobich. Hladiny tohoto biomarkeru
biologicky efektivni davky mohou tak u novorozencii byt povazovany za kvantitativni

vyjadreni expozice matek PAU.

- Rozdily v oxida¢nim stresu vyvolaném zptisobem porodu (cisatsky fez vs. vaginalni)
byly pravdépodobné ovlivnény nejen zneciSténym ovzdusim, ale i typem pouzité

anestezie.

-V této studii byl pro stanoveni hladin 8-oxodG pouzit protokol, jenZ byl v paralelni
studii modifikovan za uc¢elem co nejvyssi shody s metodou HPLC — MS / MS.
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