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Seznam pouzitych zkratek a symboli

ADA americka diabetologicka asociace, American Diabetes Association
AGE pokrocilé produkty glykace, advanced glycation end.products
ATR zeslabeny uplny odraz, attenuated total refractance

BDE bromované difenylethery

BFR bromované zpomalovace hoteni, brominated flame retardants
BMI index télesné hmotnosti, body mass index

CvV koeficient variace

DM uplavice cukrova, diabetes mellitus

DDT dichlordifenyltrichloretan

ECD elektronovy cirkularni dichroismus

FNKV Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady

FR zpomalovace hoteni, retardanty hoteni, Flame retardants
GLUT transportér pro glukézu, glucose transporter
GTT glukozovy toleran¢ni test

HbA ¢ glykovany hemoglobin

HSA lidsky sérovy albumin, human serum albumine

HDL lipoprotein o vysoké hustoté, high density lipoprotein
LDA linedrni diskriminac¢ni analyza

LDL lipoprotein o nizké hustote, low density lipoprotein
MA mikroalbuminurie

MODY Maturity-Onset Diabetes of the Young



NIDDM non-insulin dependent diabetes mellitus

PAU polyaromatické uhlovodiky

PBDE polybromované difenylethery

PCB polychlorované bifenyly

PUFA polynenasycené mastné kyseliny, polyunsaturated faty acids
ROA Ramanova opticka aktivita

SD smérodatnd odchylka

T3 trijodtyronin

T4 tyroxin

T1DM diabetes mellitus 1. typu

T2DM diabetes mellitus 2. typu

VLDL lipoprotein o velmi nizké hustoté, very low density lipoprotein
VSCHT Vysoka skola chemicko-technologicka

WHO Svétova zdravotnické organizace, World Health Organization



Souhrn

Retardéry hoteni se zacaly pouzivat v 70. letech 20. stoleti nejprve v USA a Japonsku, a
nasledné v 90. letech i v byvalém Ceskoslovensku jako sou¢ast polymernich matric plasti
pro snizeni jejich hoflavosti. V soucasnosti pfevazuji polybromované retardéry hoteni
(BFR), znich jsou nejvyznamnéjSi polybromované difenylethery (PBDE). Lidska
populace je exponovana vyse uvedenym kontaminantim piedevsim potravou obsahujici
rybi tuk, maso a mlé¢né vyrobky a dale inhalaci prachovych ¢astic. Dalsim faktorem je
délka expozice, dnes vime, Ze lidska populace mize byt BFR vystavena uz v détstvi, kdy

pfi dlouhodobém kojeni se tyto latky uvoliiuji z tukové tkané do matefského mléka.

Cilem této studie bylo zjistit aktualni koncentrace hlavnich zastupctit BFR v lidské tukové
tkani a porovnat je s koncentraci dlouhodobé¢ sledovanych chlorovanych polutantt, kterymi
jsou PCB a DDT. V nasi studii jsme sledovali koncentrace BFR, PCB a DDT v lidském
podkoznim tuku odebraném béhem plastickych operaci. Celkem bylo odebrano 107 vzorkt
tuku ziskanych pfedevsim od obéznich zen ve vékovém rozmezi 19 az 76 let. Ve vzorcich
bylo odhaleno 16 kongenertt PBDE, z nichz pouze Sest bylo detekovéano ve vice neZ 38 %
vzorki tuku. Celkova primérna koncentrace PBDE doséahla hodnoty 3,31 ng/g tuku, coz je
0 25 % niz$i hodnota v porovnani s rokem 2009. Na druhou stranu, byl zjistén vzestup
koncentrace dvou kongenerit PCB, celkova koncentrace PCB vzrostla na 776 ng/g tuku
oproti 625,5 ng/g tuku publikovanym v roce 2009. Hladiny DDT za sledované obdobi
klesly na souc¢asnou hodnotu 467,4 ng/g tuku, coz je o 24 % méné¢, nez bylo zjisténo v roce

2009.

Druhym tématem jsou chronickd onemocnéni se zaméifenim na diabetes mellitus a
aterosklerdzu. Zvysena glykémie zplsobuje glykaci plazmatickych proteint, které maji
naprosto odli$né vlastnosti nez fyziologické bilkoviny. Pro detekci pozménénych proteinii
byly nové¢ testovany moderni chiroptické metody: elektronovy cirkuldrni dichroismus,
Ramanova optickd aktivita, infracervena spektroskopie a Ramanova spektroskopie.
Vysledky chiroptickych metod byly srovnany s vysledky standardniho elektroforetického
vySetfeni a byla nalezena 100 % shoda s klinickou diagnoézou na skuping 12 pacientt a 8
kontrol. Chiroptické metody byly dale pouzity pro citlivou detekci mikroalbuminurie u
diabetikli. Chiroptické metody piedstavuji perspektivni nastroj pro ¢asnou diagnostiku

diabetu.



Summary

Flame retardants have been used in the Czech Republic since the 1980s and 1990s as a part
of the polymer matrix of plastic materials to decrease their combustibility and thus the risk
of fire. Brominated flame retardants (BFR) are commonly used, polybrominated diphenyl
ethers (PBDEs) are the most abundant flame retardants in plastic materials. The human
population is exposed to these compounds particularly via diet containing fatty fish, meat
and dairy products and via inhalation of dust particles. Another aspect is the duration of
the exposure: it is known that human beings can be exposed to BFRs from infancy through

prolonged breast feeding because breast milk can be contaminated by these compounds.

This study was performed to investigate the concentrations of the main representatives of
BFRs occurring in human adipose tissue and to compare these values with the
concentration of chlorinated contaminants (PCBs, DDTs). The pollutants levels were
newly measured in solid adipose tissue removed during surgery. A total of 107 samples of
fat were taken from 19 — 76 year-old volunteers mostly obese women. A total of 16 PBDEs
congeners were determined, of which only six occur in more than 38 % of fat tissue
samples. The total PBDEs level attained an average value of 3.31 ng/g, which is 25 % less
than was measured in 2009. On the other hand, there was an increase in the levels of two
PCBs congeners, which caused an increase in the total PCBs concentration from 625.5
ng/g, published in 2009, to the current level of 776 ng/g. The amounts of DDTs have
decreased and currently correspond to 467.4 ng/g, which is about 24 % less than in 2009.

The second scope of this work includes chronic diseases, such as diabetes mellitus and
atherosclerosis. Hyperglycaemia stimulates non-enzymatic glycation of plasma proteins,
which are completely different compounds from original proteins. We investigated the use
of chiroptical methods for detection of these changed proteins molecules: electronic
circular dichroism, Raman optical activity, infrared spectroscopy and Raman spectroscopy.
The results were compared with results of standard electrophoresis analysis and results of
chiroptic methods were 100 % valid to clinic diagnosis for group of 12 patients and 8
controls. Chiroptical methods were used for sensitive detection of microalbuminuria of

diabetics.
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1. UVOD A PREHLED O STAVU PROBLEMATIKY
1.1. Monitorovani polybromovanych difenyletheri a dalSich polutanti v tukové tkani

To, Ze vyzivou miizeme ovliviiovat vyskyt a rozvoj chronickych multifaktoridlnich
onemocnéni, dnes jiz nikdo nezpochybiiuje. Spise je védeckym tkolem latky schopné
chronickd onemocnéni vyvoldvat rozpoznat, stanovit jejich vyskyt, poznat jakym
mechanismem na organismus pusobi a ziskat podklady pro jejich vyuziti, poptipad¢ jejich
pouzivani zakéazat. Zejména mechanismus tc¢inku je dalezité rozpoznat a popsat, ponévadz
i latky, které nejsou vylozen¢ klasifikované jako toxické, jsou pro organismus
xenobiotikem [1], které mlize vyvolat obrannou reakci organismu s moznosti piechodu do
chronické mirné zanétlivé reakce, kterd se podili na etiopatogenezi celé fady chronickych
onemocnéni, jako je napft. aterosklerdza nebo diabetes mellitus. Ackoliv se obecné nejedna
o latky poskozujici organismus ptimo, po jejich dlouhodobém piisobeni dochazi

k nezadoucimu zésahu do organismu, coz vyusti v onemocnéni.

Dobfe vyvazena strava obsahujici riznorodé a zdravé potraviny je jednim z kliCovych
faktori dobrého zdravotniho stavu. OvSem potraviny a latky v nich obsazené¢ mohou byt
vyznamnym faktorem v rozvoji chronickych onemocnéni, jako jsou obezita, diabetes
mellitus, kardiovaskularni choroby a rakovina. Tato dlouhodobd onemocnéni negativné
ovliviiuji kvalitu Zivota pacienta, a dale maji i celospolecenské dopady, zejména socialni a
ekonomické. S rozvojem novych technologii vyroby a zpracovani potravin se mnozstvi
kontaminant, rezidui, konzervacnich latek neustdle zvySuje, coz ma v tad¢ piipada
negativni vliv na zdravi ¢lovéka. Zatimco Umrtnost na podvyzivu a infekéni nemoci
v poslednich desetiletich vyznamné klesla, zac¢inaji se projevovat problémy spojené

s bezpecnosti potravin [2].

Na lidské zdravi mize mit potencialni vliv celd fada chemickych latek vyskytujicich se
v potravé. Jako potravinové kontaminanty jsou oznacovany chemické latky, které se do
potravin dostaly ze zneciSténého Zivotniho prostredi, ze zemédélské vyroby, v pribéhu
technologického zpracovani, skladovani, pti dopravé a prodeji. Endogenni kontaminanty
vznikaji v potravinach béhem fyzikaln€ chemickych procesti v pribéhu zivotnosti

potravin. Kontaminanty exogenni pochdzeji z vnéjSich zdroju.

K prvni mozné kontaminaci potravin dochazi pfi jejich produkci v zemédélské vyrobé —
pouzivani pesticidi, toxické kovy z anorganickych hnojiv, dale zdrojem téchto polutanta

muze byt také povrchova voda pouzivana k zalévani, kontaminanty z mistniho zivotniho
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prostiedi, napadeni mikroorganismy (plisné produkujici mykotoxiny), ale i veterindrni
1é¢iva v mase apod. K dalsi kontaminaci potravin mize dochazet béhem jejich skladovani
a zpracovani, kdy mohou byt napadeny mikroorganismy produkujicimi mykotoxiny nebo
bakteridlni toxiny, difuzi aditiv z plastovych obala (ftalaty, bisfenol A), nebo pii tepelné
upravé pokrmi, kdy dochazi ke vzniku toxickych kontaminant — polyaromatické
uhlovodiky (PAU), N-nitrosaminy, akrylamid apod. Problémem nejsou jen toxické latky
obsazené v potravinach, ale problematika toxickych latek ve vyzivé se jeSté rozsituje pii
expozici ¢loveka piivodné netoxickym latkam, které se v lidském téle zapojuji do procesu
biotransformace xenobiotik, kdy se béhem chemickych reakci zvySuje jejich biologicka

aktivita [2].

Riziko chronickych onemocnéni je také spojovano se zvySenym energetickym piijmem,
zejména sacharidi a tukli. Dnes je uz zndmo, Ze nejenom nasycené mastné Kyseliny
zivociSného plivodu zplisobuji zmény metabolismu, ale i nasycené mastné kyseliny se
sttedn¢ dlouhym fetézcem rostlinného ptivodu jsou rizikovym faktorem aterosklerozy. Je
uz dobfe zdokumentovan vztah mezi ®-6 polynenasycenymi kyselinami (PUFA) a
chronickou zanétlivou reakcei, pro jejiz rozvoj se zdaji byt kritickymi faktory pravé -6 a
-3 mastné kyseliny. Nadbytek w-6 PUFA a vysoky pomér w-6/ ®-3 mastnych kyselin je
typicky pro dnesni ,,zapadni“ dietu a je zfejmé promotorem patogeneze chronického zanétu
a s nim spojenych chorob. Déle je znamo, Ze obézni lidé jsou ohrozeni vysSim rizikem
vzniku diabetu, aterosklerdzy a nékterych naddort. Dietarni tuky navic mohou obsahovat
lipofilni kontaminanty, které jsou spolecné s tuky resorbovany ze stfeva a mohou byt z tuki
uvolnény a nasledné v jatrech metabolizovany podobné jako xenobiotika, coz ovliviiuje

etiopatogenezi chorob [3].

Retardéry hoteni jsou velmi stabilni latky pfidavané do polymernich materialt (pfirodnich
1 syntetickych), pro sniZeni rizika hofeni a vzniku pozara. Jedna se o slou¢eniny, které jsou
odolné teplu, chemickym slou¢eninam, svétlu a jsou velmi malo reaktivni, protoze pokud
dojde ke zméné podminek, rozlozi se a tim zabrani dalSimu rozvoji reakce, resp. hoteni.
Zvysené riziko hotfeni a vzniku pozarQ je spojeno s rozvojem technologii a techniky a
objevuje se ve vSech sférach lidské ¢innosti spojenych s vyuzivanim novych technologii

(PC, televizory, ndbytek, automobily, letadla, stavebni a izolacni materialy apod.).

Podle chemické struktury se retardéry hoteni déli do tfi skupin — anorganické slouceniny,

organohalogenové a organofosforové slouceniny [4].
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Klasifikace retardéri hoieni:
A) Organické 1) Neobsahujici fosfor a) halogenované
b) nehalogenované
2) Obsahujici fosfor a) halogenované
b) nehalogenované
B) Anorganické 1) Fosfatové slouceniny
2) Slouc¢eniny boru
3) Slouceniny dusiku
4) Hydroxidy hliniku nebo hot¢iku
5) Ostatni - CaCO3 a dalsi

Nejvétsi pozornost je v posledni dobé vénovana organohalogenovym sloucenindm, protoze
z diivodl jejich malé reaktivity se jedna o latky perzistentni a pokud se dostanou do
zivotniho prostfedi, pfedstavuji vyznamnou exogenni kontaminantu. Vzhledem k jejich
chemické struktufe (vysoky podil halogeni a uhlikatd skelet) se jedna o latky lipofilni,
které pokud se dostanou do organismu zivocichli nebo ¢loveéka, mohou byt deponovany
v tukové tkéani, protoze jejich biotransformace a vylouceni z téla nejsou jednoduchou
zalezitosti. V ptipad¢, Ze dojde k mobilizaci tukové tkané béhem kojeni nebo hubnuti, jsou
tyto latky uvolnény a dochézi k sekundarni expozici. Pii kojeni jsou tyto latky uvoliiovany
do matefského mléka spolecné s tuky a je jim exponovan kojenec. Pii hubnuti vyvolaném
nemoci nebo redukéni dietou dochazi k uvoliiovani deponovanych FR do cirkulace a

nasledné k vyvolani chronické zanétlivé reakce.

Priimyslova produkce retardérti hoteni zacala na konci sedmdesatych let 20. stoleti v USA
a Japonsku. Retardéry hoteni jsou inkorporovany do polymernich matric plastti, aby
zabranily hofeni a sniZily riziko vzniku pozart [5]. V Ceské republice doslo k jejich
roz$ifeni a masovéjsi produkei v devadesatych letech 20. stoleti. Retardéry hoteni se podle
chemické struktury dé€li na anorganické, které neptedstavuji vyznamnéjsi riziko pro zivotni
prostiedi a lidské zdravi [4], a organické s obsahem halogenii [6] nebo fosforu [7]. Podil
fosforovych retardérii tvotil v roce 2006 20 % z celkového objemu evropské produkce

retardértl hoteni a tento typ latek pfedstavuje vyznamnou zatéz pro zivotni prostiedi a je
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potencidlnim rizikem pro lidské zdravi [6]. Organické retardéry hoteni Ize v soucasnosti
detekovat ve vSech slozkach Zivotniho prostiedi po celé¢ Zemi, kam jsou uvoliiovany piimo
z prumyslové produkce nebo postupné pii degradaci vyrobkiti béhem skladkovani a

likvidace.

Z halogenovanych retardért hofeni jsou v soucasnosti nejrozsirenéjsi bromované retardéry
hoteni [8]. Jedna se piedev§im o polybromované difenyl ethery (PBDE), které jsou do
polymert inkorporovany pouze slabymi fyzikalnimi vazbami, takze se relativné snadno
z téchto matric uvolnuji zvysenim teploty nebo vlivem intenzivniho slune¢niho zatfeni [9].
PBDE piedstavuji skupinu celkem 209 kongenerti s obecnym chemickym vzorcem
Ci12H10-x)BrxO, kde x je 1, 2 az 10 (Obr. 1) a pocty jednotlivych izomerti mono, di, tri az
deka-PBDE jsou postupné 3, 12, 24, 42, 46, 24, 12, 3 a 1. Primyslové vyrabéné PBDE
predstavuji vzdy smés riiznych kongeneril a jsou prodavané pod riiznymi nazvy jako DE-
60F, DE-71, DE 83R a tfadou dalSich. Nejvétsi riziko predstavuji PBDE s mensim poctem
atoma bromu (1 az 4), které se snadno akumuluji v Zivotnim prostiedi a po vstupu do
organismu ovlivituji syntézu hormont §titné zlazy, vyvoj plodu, reprodukéni systém,

funkci jater a nervového systému, jak bylo prokdzano v n¢kolika studiich [10-14].

Lidska populace je PBDE exponovana konzumaci ryb [15, 16], mastnych vyrobkt, vajec
[17, 18], mlé¢nych vyrobkil a oleji [19]. Dalsim zdrojem kontaminace je prach a prachové
castice inhalované zejména v uzavienych prostorech doméciho i pracovniho prostiedi,
ktera je nejvyznamné;jsi cestou pro kontaminaci kongenerem BDE-209 [20, 21]. Inhalace
prahu ve vngj$im prostiedi ma minoritni vyznam [22, 23]. Vyznamny expozi¢ni zdroj
predstavuje také dlouhodobé kojeni [24], kdy dochazi k mobilizaci mateiské tukové tkané
a spolecn¢ s tukem jsou tyto kontaminanty uvoliiovany do krve a matefského mléka,
podobn¢ jako PCB [25, 26]. Do soucasnosti byly PBDE prokazatelné detekované v
lidském matetském mléce [13, 27, 28], krvi [13, 29], tukové tkani [30-32] a fetalnich
jatrech [33]. Epidemiologické studie popsaly vztah mezi expozici PBDE a snizenou funkci

Stitné zlazy [34], poruchami spermatogeneze [35] a endokrinni disrupci [36, 37].

Vsechny vySe zminéné zpiisoby kontaminace souvisi s nepolarnim charakterem PBDE a
jejich relativné silnym bioakumula¢nim potencialem. PBDE se akumuluji zejména k bilé
tukové tkani, odkud jsou uvoliiovany napt. pti dlouhodobém hladovéni nebo dlouhodobém
kojeni. PBDE lze rovnéz detekovat v krevni plazmé, kde jsou transportovany vazbou na
plasmatické proteiny podobné jako hormony S§titné zlazy [38]. Ze vSech téchto divodu je
pouzivani vybranych PBDE, jako je penta-BDE, okta-BDE, spole¢n¢ s hexabrombenzen

(HBB) a Lindane regulovano Stockholmskou tmluvou [39] a dale bylo pouzivani
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vybranych technickych smési zakazané direktivou EU z 15. 8. 2004 [40]. S monitorovanim
PBDE se v Ceské republice za¢alo aZ po¢atkem 21. stoleti a prvni data byla publikovana
v roce 2004 [25, 41, 42]. Jedna se o udaje z vodnich ekosystému a pozdé¢ji bylo sledovano

mateiské mléko.

Nase studie se zaméfila na monitorovani PBDE a dalSich bromovanych retardérii hoteni,
polychlorovanych bifenyli (PCB) (Obr. 1) a chlorovanych difenylethanti souhrnné
oznacovanych jako DDT (Obr. 1) [43]. PCB jsou organické latky se sumarnim vzorcem
C12H10xClx, které jsou klasifikovany jako perzistentni organické polutanty. PCB funguji
jako  endokrinni  disruptory a  jsou  pravdépodobné i1  karcinogenni.
Dichlordifenyltrichlorethan bézné znamy jako DDT je organochlorova sloucenina ptiivodné
vyvinuta jako insekticid, kterd ma vyznamny vliv na Zivotni prostredi. Komeréné vyrabéné
DDT je smési izomerd, které jsou v zivotnim prosttedi metabolizovany na

dichlordifenyldichlorethylen (DDE) a dichlordifenyldichlorethan (DDD) [44].

Tyto skupiny rizikovych latek jsou nové sledovany v tukové tkdni vétSinou obéznich
pacientek stfedniho veéku, které podstoupily zakrok na plastické chirurgii. Odebrané vzorky
podkozniho tuku byly analyzovany pomoci plynové chromatografie ve spojeni s
hmotnostni spektrometrii (GC-MS). Takto ziskana data byla porovnana s tidaji predchozi

studie provedené na tukové tkani v CR pied vice jak deseti lety [45].
1.2. Retardéry horeni, jejich chemicka struktura a funkce

Retardéry hoteni jsou latky, které zpomaluji nebo zabranuji hoteni, ¢imz zvySuji teplotni
odolnost materialtl. Jejich pouziti je spojeno s masovou produkci plastii, které oproti
klasickym materidlim maji lepsi fyzikalné chemické vlastnosti, ovSem pii hotfeni jsou
produkovany toxické plyny. K jejich uvolnéni do zivotniho prostfedi dochazi v pribéhu
vyroby, pfi pouzivani plastli a vyrobkil plasty obsahujici, ale také pfi likvidaci vyrobkd,

resp. pri jejich skladkovani.

Retardéry hoteni snizuji hotlavost materiala fyzikéalni nebo chemickou cestou, nejcastéji
se jedna o kombinaci obou. Retardéry hoteni jsou schopny ovlivnit proces pyrolyzy tak, ze
pfi hofeni je uvolfovéna kyselina fosfore¢nd, ktera vytvaii sklovitou vrstvu branici
pfistupu kysliku, vedle toho vznika vice popela, ktery rovnéz zabraiiuje ptistupu kysliku.
Béhem hoteni vznikaji také reaktivni radikaly, které proces hoteni dale podporuji. Pokud
je retardér hofeni schopen volné radikaly vychytavat, dochazi touto cestou k inhibici

hoteni. N¢které retardéry hotfeni pii zahtati uvoliuji vodni paru, ¢imz dochazi
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k ochlazovani materidlu nebo zptsobuji tvorbu uhlikového popela, ktery zabraiuje

piistupu vzduchu.

Podle chemického slozeni se retardéry hotfeni déli do CcCtyf skupin: anorganické,
halogenované, na bazi fosforu a na bazi dusiku. Dalsi déleni je zaloZzeno na typu vazby
retardéru na polymer, podle n¢hoz se dale déli na aditivni, které¢ nejsou chemicky vazané
na polymer a reaktivni, které¢ jsou inkorporovany do polymerni matrice chemickou vazbou.
Celosvétova spotieba retardérii hofeni je asi 2 miliony tun ro¢né. Asi 85 % je pouZito
v plastech, zbytek je soucasti textilii a pryzovych vyrobki. Nejvétsi podil na trhu ma
hydroxid hlinity - cca 40 %, bromované retardéry hoteni - cca 20 %, chlorované - asi 11
%, a dale oxid antimonity - cca 8,5 %. Typickymi ptedstaviteli retardérti hotfeni jsou
halogenované retardéry, které rychlost hofeni materialu ovlivituji vychytadvanim volnych
radikalt tak, Ze pii hofeni dochazi ke spékani materialu, ¢imz vznika krusta branici ptistupu
vzduchu a dochdzi ke snizeni vzniku tékavych hoflavych produktii. Vysledkem je

pomalejsi hoteni.

Dnes je zndmo asi 75 riiznych komerénich bromovanych zpomalovact hoteni (BFR), které
mohou byt rozdéleny do tii skupin v zdvislosti na zabudovani retardérii do polymerni
matrice: monomery, reaktivni a aditivni pfisady. Bromované polymery jsou vyrabény tak,
ze bromovany monomer je pfidavan do polymerni smési pied polymeraci, ptikladem je
tetrabrombisfenol A (Obr. 2) chemicky vazany na plast. V druhém piipad¢€ jsou bromované
retardéry smichany sjiz vytvofenymi polymery, piikladem jsou penta-BDE
v polyuretanovych pénach, deca-BDE v PVC, v textiliich a v elektronice je to

tetrabrombisfenol A.

Cly
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Obr. 1 Obecna struktura: a) polybromovanych difenyletherti (PBDE), b) polychlorovanych

bifenyli (PCB), ¢) struktura dichlorodifenyltrichlorethanu (DDT).
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Obr. 2 Struktury  dalSich
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Br Br
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Obr. 3 Zastupci PBDE s nejvysSim zastoupenim v zivotnim prostredi.
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Bézné pouziti bromovanych retardéri hofeni vyrabénych pod rtiznymi obchodnimi

znackami je podle EFSA nasledujici:

a) Polybromované difenylethery (PBDE) - plasty, textilie, elektronika (Obr. 1)
b) Hexabromcyklododekan (HBCDD) - tepelna izolace ve stavebnictvi (Obr. 2)
c¢) Tetrabrombisfenol A (TBBPA) - tisténé spoje, termoplasty v TV (Obr. 2)

d) Polybromované bifenyly (PBB) - pény, textilie

¢) Ostatni bromované FR

Polybromované difenylethery jsou vétSinou lipofilni slouceniny odolné ucinkim
chemickych latek, svétla, tepla, které ptedstavuji vzhledem ke své bioakumulaéni
skupin podle poctu vazanych atomii bromu: penta-, okta- a deka-PBDE bromované
bifenyly. PBDE byly jako prvni prokazany v zivotnim prostiedi uz na konci 70. let 20.
stoleti [46] v Arkansasu a New Jersey v USA, kde bylo méfeni iniciovano piitomnosti

chemickych primyslovych zavodt produkujicich tyto latky.
1.3. VyuZiti chiroptickych metod pro klinickou diagnostiku

Zanétliva reakce je obrannou reakci organismu na poSkozeni (faktory fyzikalni, chemické
a biologické infekce). Na zanétlivé reakci se podileji buiikky imunitniho systému a proteiny
krevni plazmy. Typické zanétlivé projevy jsou vyvolany pusobenim latek, které se béhem
zéanctu uvolnuji a funguji jako signalni molekuly, tzv. mediatory zanétu. Za urcitych
okolnosti mize zanétliva reakce nabyt razu autoagresivniho a poskodit organ nebo cely
organismus. Expozice organismu nizkym davkam cizorodych latek, resp. ukladani téchto
latek v organismu vede k stimulaci mirné chronické zanétlivé reakci, ktera je v kone¢ném
dasledku schopna vyvolat chronické onemocnéni jako je napi. aterosklerdza a prispét
k rozvoji tzv. civiliza¢nich onemocnéni (kardiovaskularni onemocnéni, diabetes mellitus,

nadorova onemocneéni).

U téchto onemocnéni je zcela zasadni prevence a Casna diagnostika. Jako souc¢ast dizertacni
prace jsem se zabyvala s tymem prof. Vladimira Setni¢ky z Ustavu analytické chemie
VSCHT Praha vyuzitim chiroptickych metod pii v&asné diagnostice nékterych

civiliza¢nich chorob, zejména u diabetu mellitu.
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Diabetes mellitus je zdvazné metabolické onemocnéni s prevalenci do 10 % v populaci,
piicemz vime, Ze asi tfetina nemocnych neni diagnostikovana a v dobé zachytu trpi jiz
pokroCilymi mikro- nebo makrovaskularnimi komplikacemi. Diabetici jsou ohrozeni
pfedCasnym rozvojem aterosklerdzy se vSemi organovymi projevy, z jejich fad se také
rekrutuji pacienti trpici chronickou rendlni insuficienci. VEasna diagnostika a adekvatni

1é¢ba jsou nezpochybnitelné.

Diabetes mellitus je oznaceni onemocnéni, které se deli podle etiologie na diabetes mellitus
1. typu (T1DM), diabetes mellitus 2. typu (T2DM) a dalsi specifické typy diabetu. Diabetes
mellitus 1. typu je také oznaCovan jako inzulin dependentni diabetes mellitus (IDDM),
ktery se obvykle manifestuje v niz§im veéku (diiveéj$i oznaceni juvenilni) a je vyvolan
nedostatkem inzulinu v disledku znic¢eni B-bun¢k Langerhansovych ostritvkii pankreatu.
Pfi¢innou je autoimunitni reakce organismu spuSténa pravdépodobné virovym
onemocnénim nebo chemickou modifikaci bun€k u jedinct s genetickou predispozici,
piicemz na destrukci insulin produkujicich bunék se podileji 1 reaktivni formy kysliku.
Genetické predispozice jsou mnohem vyznamnéjsi u diabetu 2. typu. Diabetes mellitus 2.
typu je oznacovan jako non inzulin dependentni diabetes (NIDDM), i kdyz nezavislost na
exogenni dodavce inzulinu neni pravidlem. Timto typem diabetu trpi 90 % diabetikii a je
dasledkem inzulinové rezistence transportérit pro glukézu typu 4 (GLUT 4) nebo
relativniho nedostatku inzulinu vzhledem k nadmérnému mnozZstvi bilé tukové tkéané.
Jedna se vétSinou o star$i pacienty ¢asto obézni a redukce hmotnosti je u nich diivodem
progresivniho zlepSeni metabolismu glukézy. Genetické vlivy o tohoto typu onemocnéni
jsou znamé a jedna se o polygenni typ dédi¢nosti. Tato porucha byva doprovazena dal$imi
metabolickymi zménami, hovoiime o metabolickém syndromu. K T2DM se tadi i
autozomaln¢ dédi¢né formy diabetu manifestujici se v mladi vyvolané mutaci genil
oznacené jako Maturity Onset Diabetes of the Young (MODY). Vyskytuji se v n¢kolika
podtypech s odliSnym pribéhem. Benigni formu predstavuje diabetes MODY 2 zpiisobeny
heterozygotni formou defektu enzymu glukokindzy v B-bunkéch pankreatu. MODY
diabety dal$ich typl jsou vyvolané poruchou genti pro rtizné transkripéni faktory a vedou
k postupnému selhavéani B-bunck v produkci inzulinu. Dal$im typem diabetu je gestacni

diabetes manifestovany v prubehu te¢hotenstvi [47].

Fyziologicka funkce inzulinu je aktivace membranovych ptenaSecii pro glukozu GLUT 4,
které zajist'uji ptenos glukozy do bunék svalové a tukové tkané [48]. Pokud neni glukoza
utilizovana ve tkanich, zvySuje se jeji hladina v krvi a vznika hyperglykémie, tim postupné

dochazi k prekroceni renalniho prahu pro glukoézu v bunkach proximalniho tubulu
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zajistujicich zpétnou resorpci glukodzy a vznika glykosurie. Osmoticky aktivni glukoza
v definitivni moc¢i na sebe vaze velké mnozstvi vody, coz se projevuje polyurii a se
zvySenym vylucovanim vody je spojena i polydipsie. Nasledkem télni bunky zavislé na
GLUT 4 nemaji dostatek glukozy pro ziskédvani energie a zacnou utilizovat mastné
kyseliny, coz vede ke zvysené produkci ketolatek, které jsou nasledné detekovany v moci
(ketonurie), ketogenéze je charakteristicka zejména pro T2DM [49]. Typické klinické
priznaky diabetu vyuzivame v diagnostice DM, ke kontrole pribéhu 1écby a ke v€asnému
odhaleni hrozicich komplikaci diabetu. Pi diagnostice diabetu je obvyklym biologickym
materidlem pro stanoveni glykémie krevni plazma ziskand z vendzni krve. Podle
doporuéeni Ceské spoleénosti klinické biochemie a Ceské diabetologické spolecnosti,
které vychazi z doporuceni Svétové zdravotnické organizace (WHO) a Americké
diabetologické asociace (ADA), se postupuje nasledovné: diagné6za DM se stanovi
z hodnoty glykémie a pokud je glykémie v rozmezi 6,1 - 6,9 mmol/l, provede se glukézovy

tolerancni test (GTT) [47].

V na$i praci jsme se zaméfili na vcasnou diagnostiku TIDM a vcasnou diagnostiku
komplikaci u DM [50]. Pro TIDM je charakteristicka selektivni destrukce B-bunék
Langerhansovych ostriivkll pankreatu prostfednictvim vlastniho imunitniho systému.
V soucasné dobé je jednou z obecné pfijimanych teorii vysvétlujicich tuto autoimunni
destrukci tzv. teorie virova, builka infikovand virem prezentuje na svém povrchu jiné
antigeny nez zdrava builka a imunitni systém infikované bunky ni¢i. Nésledné jsou v
prabéhu apoptdzy infikovanych bunék do krve uvoliiovany zménéné signalni molekuly a

pro jejich vcasné odhaleni budou noveé testovany chiroptické metody.

Do pilotni studie byli vybrani pacienti 1éCeni v diabetologické ambulanci Kliniky déti a
dorostu FNKV, ktefi byli rozdéleni do dvou skupin: dlouhodobé lé¢eni a nové
diagnostikovani. Pacientim byl proveden standardni odbér vendzni krve do zkumavek
Vacuette s protisrazlivym ¢inidlem draselnou soli kyseliny ethylendiammminotetraoctové
(K3EDTA). Na Ustavu biochemie, bunéné a molekularni biologie 3. LF UK byly ziskané
vzorky krve zpracovany pro nasledné analyzy timto zptisobem: centrifugace pii 1500 x g
po dobu 10 minut a zamraZeni plazmy na teplotu -70 °C, (30 pl plazmy bylo pied
zamrazenim pouzito pro elektroforézu proteini krevni plazmy). Pfed vlastni analyzou
vzorkl krevni plazmy v Laboratofi medicinalni diagnostiky VSCHT Praha byly tyto
rozmrazeny na pokojovou teplotu 22 - 24 °C, zfiltrovany a centrifugovany a pouzity pro

analyzu s vyuzitim metod chiroptické spektroskopie.
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1.4. Klasifikace chiroptickych metod

Obecné je chiroptickd spektroskopie zaloZzena na interakci chirdlnich molekul s kruhové
polarizovanym zarenim. Chiralni molekuly jsou molekuly obsahujici atom uhliku, na ktery
jsou vézané Ctyfi rizné ligandy a tyto chirdlni molekuly staceji rovinu polarizovaného

svétla. Dnes rozliSujeme n¢kolik typt chiroptickych metod.
1.4.1. Ramanova opticka aktivita

Na ptelomu 60. a 70. let 20. stoleti bylo na zaklad¢ obecné teorie polarizacnich vlastnosti
pruzného Rayleighova a nepruzného Ramanova rozptylu svétla chirdlnimi molekulami
ukazéano, ze rozptylené svétlo obsahuje velmi slabou slozku s kruhovou polarizaci, a ze
intenzita rozptylu dopadajiciho pravo- a levotocCivé kruhové polarizovaného zafeni se
vzajemné lisi [49]. Na zakladé€ tohoto objevu vznikla a rozvinula se tipIné€ nova chiropticka
metoda zndma jako Ramanova opticka aktivita (ROA), dnes se jedna o spektroskopickou
metodu vyuzitelnou pro celou fadu chirdlnich latek, pocinaje od malych jednoduchych
molekul az po Castice virt [51]. ROA je vyznamna v tom, Ze méfi vibraéni optickou
aktivitu a poskytuje ve srovnani se standardni technikou viditelného a ultrafialového
cirkuldrniho dichroismu, ktery méfi elektronovou optickou aktivitu s mnohem bohatsi

stereochemickou informaci.
1.4.2. Elektronovy cirkularni dichroismus

Elektronovy cirkularni dichroismus (ECD) je chirdlni varianta konvencni absorpéni
spektroskopie v ultrafialové a viditelné oblasti [52, 53]. Na rozdil od klasické absorpéni
spektroskopie se v ECD pouziva kruhové polarizované zafeni. Chiralni molekuly absorbuji
pravo- a levotoCiveé kruhové polarizované zaieni rozdilné. ECD je tedy z podstaty mozné
pouzit pouze pro zkoumani struktury chirdlnich molekul a odhaleni jejich enantiomerni

Cistoty v€etné strukturni studie biomolekul [52, 53].
1.4.3. Infracervend spektroskopie

Infradervena spektroskopie (IC) patii do skupiny nedestruktivnich analytickych metod, kdy
vzorek neni analyzou poskozen a pfitom poskytuje informace o svém slozeni. Ziskané
hodnoty vibracni energii souvisi s pevnosti chemickych vazeb v molekule, s molekulovou
geometrii a hmotnostmi jader atomi, ¢ehoz vyuzivame k popisu jejich molekulové
struktury. Infradervena spektroskopie je zalozena na méfeni IC zateni absorbovaného nebo

odrazeného vzorkem. Absorpce IC zéafeni souvisi se zménou vibracniho nebo rota¢niho
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stavu molekul. Z informaci ze spektra jsme schopni zjistit informace o vyskytu funkénich
skupin, konstituci molekul a vzijemné interakci molekul. Pomoci infracervené
spektroskopie Ize stanovit latky, jejiz molekuly obsahuji alespoii slabé polarni vazby, at’
jiz se jedna o latky organické nebo anorganické povahy. U infracervené spektroskopie
Casto pouzivame techniku zeslabeného uplného odrazu (ATR). Technika ATR spociva v
nanaseni vzorku v kompaktni vrstvé na povrch mérného hranolu s vysokym indexem lomu
vhodném pro vzorky a pouziva se v ptipad¢, kdy neni mozné pfipravit transparentni tenké

VIStvy.

2. MATERIAL A METODY
2.1. Bromované retardéry horeni
2.1.1. Testovana skupina a odbér tukoveé tkane

Vzorky bilé tukové tkané byly odebrany v pribéhu béznych chirurgickych zékrokt
provadénych na Klinice plastické chirurgie FNKV a celd klinicka studie byla schvalena
etickou komisi 3. LF UK [43]. Vzorky tukové tkan¢ byly odebrany z podkozniho tuku
z prsou (51 vzorkt), z bficha (55 vzorki) a ze zad (1 vzorek). Celkem bylo odebrano 107
vzorki lidského podkozniho tuku (96 Zeny, 11 muzi); pramérny vek skupiny je 43,6 roku
s rozmezim 19 az 76 let. 46 jedinci trpélo nadvéhou s body mass indexem (BMI) 25,0 —
29,9 kg/m?, 22 jedincii obezitou s BMI vyssi nez 30,0 kg/m?. Podrobné antropometrické
udaje o véku, vaze, vySce a BMI jedincti zahrnutych do studie jsou shrnuty v Tabulce 1.
Pro ziskani relevantnich udajii ohledné moznych cest expozice a moznosti kontaminace
pacienti vypliiovali dotaznik obsahujici jejich osobni data (vék, hmotnost, vyska), zmény
hmotnosti béhem poslednich mésicti a udaje o zaméstnani, z divodu moznosti pracovni
expozice. Pacientim byla zaroven odebirana krev pro stanoveni glykémie a hladin
plasmatickych lipidi (cholesterol, HDL, LDL a triacylglyceridy). Vzorky tukové tkané

byly po odbéru zmrazeny na teplotu -70 °C a uchovany pro néaslednou GC-MS analyzu.
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Tabulka 1 Antropometrické parametry skupiny 107 dobrovolnych darct tukové tkané

Pramér SD P50 Iqr Min. Max.
VEk (roky) 43,2 12,4 41,0 16,5 19,0 76,0
Hmotnost (kg) 75,2 15,2 74,0 18,0 49.0 150,0
Vyska (cm) 167,4 7,3 166,0 6,0 150,0 190,0
BMI (kg/m?) 26,8 4,9 26,0 6,0 18,7 47,3

SD - smérodatna odchylka, P50 - median, Iqr - mezikvartilové rozpéti, Min. - nejmensi,

Max. - nejveétsi hodnota.
2.1.2. Chemikalie

Cistota viech standardi pouzitych chemikalii byla vy3si nez 98 %. Smés indikatort PCBs
obsahujici kongenery 28, 52, 101, 138, 153 a 180; individualni standardy PCBs 118 a PCB
112, 2,2°,4,4°,5,5’-hexabrombiphenyl (PBB 153) byly zakoupené od Dr. Ehrenstorfer
GmbH  (Némecko). Individualni  standardy  organochlorovanych  pesticidi:
hexachlorobenzen (HCB); a-, f-, 7- 1isomery hexachlorcyclohexanu (HCH);
dichlorodichlorophenylethylene (DDE): 0, p’-DDE, P, p’-DDE;
dichlorodiphenyldichlorethan (DDD): o, p’-DDD, p, p’-DDD; o, p’-DDT a p, p’-DDT byly
zakoupeny od Sigma-Aldrich (USA). Individualni standardy PBDE kongenera (2,4,4’-
triBDE (BDE 28); 3°,4,4’-tribromdiphenyl ether (BDE 37); 2,2°,4,4’-tetra BDE (BDE 47);
2,2°4,5’-tetra BDE (BDE 49); 2,3’,4,4’-tetraBDE (BDE 66); 3,3’,4,4’-tetrabromdiphenyl
ether (BDE 77); 2,2°,3,4,4’-pentaBDE (BDE 85); 2,2°,4,4’,5-pentaBDE (BDE 99);
2,2°,4.4°,6- penta BDE (BDE 100); 2,2°,4,4°,5,5’-hexaBDE (BDE 153); 2,2,4°,4,5,6’-
hexaBDE (BDE 154); 2,2°,4,4°,5’,6-hexaBDE (BDE 183); 2,2°,3,3°,4,4°,5,6’-octa-
bromdiphenyl ether (BDE 196); 2,2°,3,3°,4,4°,6,6’-octa-bromdiphenyl ether (BDE 197);
2,2°,3,4,4°,5,5 6-octa-bromdiphenyl ether (BDE 203); 2,2°,3,3,4,4°,5,5°,6-nona-
bromdiphenyl ether (BDE 206); 2,2°,3,3°,4,4°,5,6,6’-nona-bromdiphenyl ether (BDE 207);
deca-bromdiphenyl ether (BDE209); hexabrombenzen (HBB); pentabromtoluen (PBT);
pentabromethylbenzen  (PBEB);  1,2-Bis(2,4,6-tribromophenoxy)ethan  (BTBPE);
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octabromtrimethylphenylindan (OBIND) a decabromdiphenylethan (DBDPE) byly
zakoupeny od Wellington Laboratories (Kanada). Decabrom ['*C12]diphenyl ether (}*C
BDE 209) byl dodan firmou Cambridge Isotope Laboratories (USA). Pracovni roztoky

standarda byly pfipraveny v isooktanu a skladovany pfi teploté 5 °C.

Ethylacetat byl dodan firmou Sigma-Aldrich (USA). Hexan, isooktan, cyklohexan a
dichlormethan byly dodany firmou Merck (Némecko). VSechna rozpoustédla byla na
urovni stopové organické analyzy. Kyselina sirova (98 %) byla zakoupena od firmy Merck
(Némecko). Stacionarni faze pro gelovou permeaéni chromatografii (GPC) Bio-Beads S-
X3 (styren-divinylbenzen gel, 200-400 mesh) zakoupena od firmy Bio Rad (USA).
Bezvody siran sodny zakoupen u firmy Penta (Chrudim, CR) [43].

2.1.3. Uprava Klinickych vzorkii

5,0 g lidské tukové tkané€ bylo smichano s 20,0 g bezvodého siranu sodného a extrahovano
v Soxhletu po dobu 8 hodin 170 ml smési hexan/dichloromethan (1:1, v/v). Extrakt byl
odparen do sucha pii teploté 40 °C a suSina (izolovany tuk) zvaZzena pro urceni obsahu tuku
v tkani. Izolovany tuk (cca 750 mg) byl rozpustén v 10 ml smési cyclohexan/ethylacetat
(1:1, v/v) s ptidavkem vnitiniho standardu PCB 112 a purifikovan na GPC s mobilni fazi
cyclohexan/ethylacetat (1:1, v/v). Frakce o objemu 18 - 36 ml byla zachycena, vysuSena do
sucha a nasledn¢ rozpusténa ve 200 pl isooktanu s piidavkem vnitinich standardi BDE 37

(5 ng/ml), BDE 77 (5 ng/ ml) a '*C-BDE 209 (50 ng/ ml).

2.1.4 Plynova chromatografie a hmotnostni spektrometrie

Veskeré GC-MS analyzy byly provedeny na plynovém chromatografu Agilent 7890A GC
(Agilent Technologies, USA) spojeném s trojitym kvadrupolovym hmotnostnim
spektrometrem 7000B (Agilent Technologies, USA), ktery pracuje v elektron ionizujicim
(EI) modu pro stanoveni PCB a negativni chemickd ionizace (NCI) byla pouzita pro
stanoveni BFR. MassHunter software (verze B05.02, Agilent Technologies, USA) byl
pouzit pro zpracovani dat [41, 43, 45].

Stanoveni PCB bylo provedeno na GC koloné¢ RXI-178Sil (délka 30 m, vnitini primér
0,25 mm, vrstva stacionarni faze 25 um, Restek, USA); objem nastfiku 8 pl; méd nastiiku:
ventovani par rozpoustédla PTV; teplotni program nastiiku: 50 °C (0,17 min), 600 °C/ min
do 325 °C (5 min), 100 °C/min do 208 °C; cas odvétravani, tok a tlak: 1 min, 50 ml/min,

24



pritok mobilni faze (He): 1,3 ml/min; teplotni program pece: 50 °C (2,67 min), 30 °C/min
do 240 °C, 2 °C/min do 270 °C, 40 °C/min do 340 °C (12 min); teplota transferline: 280

°C. Trojity kvadrupo6l pracoval v médu multiple reaction monitoring.

Stanoveni PBDE bylo provedeno na GC koloné¢ DB-XLB (délka 15 m, vnitini primér
0,18 mm, vrstva stacionarni faze 0,07 pm, Agilent Technologies, USA); objem nastfiku: 2
ul; méd naéstiiku: pulsni nastiik bez splitu; doba nastfiku bez splitu: 1,5 min; teplotni
program nasttiku: 80 °C (0,2 min), 600 °C/min do 320° C (3,5 min); teplota pulsniho
nastiiku: 50 psi (1,5 min); pritok mobilni faze (He): 1,3 ml/min, teplotni program pece: 80
°C (1,5 min), 30 °C/min do 320 °C (7 min); teplota transferline: 300 °C. Trojity kvadrupol

pracoval v mddu selected ion monitoring.
2.1.5. Statistické vyhodnoceni dat

Statistické zpracovani ziskanych dat bylo provedeno pomoci programu Statistika. Celkem
byla zpracovéna data pro 107 vzorkl tukové tkan¢; v piipadé, Ze se naméfend koncentrace
polutanti nachazela pod limitem kvantifikace metody (LOQ), byla do statistickych

vypocth zahrnuta polovina LOQ.
2.2. Chiroptické metody
2.2.1. Testované skupiny a odbéry vzorkut krve a moce

Do této studie bylo zatazeno 12 pacientti s diabetem 1. typu, ktefi byli vybrani na Klinice
déti a dorostu FNKV v Praze [50]. Skupinu kontrolnich jedincti tvofilo 8 studentt 1.
ro¢niku 3. LF UK. Primérny vék pacientti a kontrol byl 15,1 a 19,7 rokd. U vSech
testovanych subjektli byly uréeny zakladni fyziologické a biochemické parametry
souvisejici s TIDM a zaroven byla provedena elektroforéza plazmatickych proteini,
uvedeno v Tabulce 2. Vzhledem k tomu, Ze kontrolni skupina nevykazovala zvySenou
hladinu krevni glukézy, nebyly u ni systematicky ur¢eny hodnoty glykovaného
hemoglobinu (HbA 1c) ani sérového albuminu (HSA), ptipadné dalSich parametri

souvisejicich s diabetem.

Na Klinice déti a dorostu FNKV v Praze bylo kazdému pacientovi/kontrolnimu jedinci
odebrano 9 ml krve do sterilnich zkumavek Vacuette (Greiner Bio-One GmbH,
Rakousko) obsahujicich antikoagulant K3EDTA. Tato studie byla provedena v souladu

s Helsinskou deklaraci a byla schvalena Etickou komisi 3. LF UK. Od vSech ucastnikt
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studie byl zaji$tén pisemny informovany souhlas, u nezletilych byl informovany souhlas

stvrzen 1 jejich rodici.
Tabulka 2

Primérné hodnoty vybranych fyziologickych a biochemickych parametrii pro pacienty

s TIDM a kontrolni jedince

N BMI Glykémie HbA 1. HSA a-globuliny

Parametr

(potet) (kg/m?) (mmol/l) (mmol/mol) (%) (%)
T1DM 12 19,6 10,9-11,9 75,9 52,6 23,5
Kontroly 8 22,7 4,0-4,5 Neurceno 55,4 18,8

Ve studii mikroalbuminurie bylo pouzito 10 vzorki moci od pacienti s diagnostikovanym
DM [54]. Chlapct ve veku 11 — 15 let (vSichni bez diive klinicky diagnostikované
mikroalbuminurie) a 5 divek ve v€ku 13 — 18 let (jedna s klinicky diagnostikovanou MA,
Ctyfi bez predchozi detekce MA). VSechny vzorky byly ziskdny od pacientl
Diabetologické ambulance FNKV v Praze.

2.2.2. Uprava Klinickych vzorkii

Odebrané vzorky plné krve byly pii pokojové teploté centrifugovany pii 1500 x g po dobu
10 minut na Ustavu biochemie, bunééné a molekularni biologie 3. LF UK. Ziskané frakce
plazmy byly okamzité zmrazeny a uchovany pii teploté -75 °C. Pfed kazdym métenim byly
vzorky rozmrazeny pii pokojové teploté a zfiltrovany pomoci membranovych filtri

s porozitou 0,45 pm. (Grace, USA) pii 13 000 x g, po dobu 10 minut, teplota 15 °C.

Po odbéru byly vzorky mode zpracovany na Ustavu biochemie, bunééné a molekularni
biologie 3. LF UK: centrifugace pii 1500 x g po dobu 10 min, supernatant odebran a
zamrazen na teplotu -70 °C. Nésledn¢ byly vzorky transportovany v tepelné izolované
nadob& na suchém ledu (-78,3 °C) do Laboratofe medicinalni diagnostiky na Ustav
analytické chemie VSCHT Praha, kde byly skladovany pfi teploté -80 °C. Pfed méfenim

byly vzorky rozmrazeny na pokojovou teplotu, zfiltrovany centrifugaci pii 13000 x g po
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dobu 10 min pfes centrifugacéni filtry s polyvinylidendifluoridovou membranou o velikosti

pori 0,45 um.
2.2.3. Instrumentace chiroptickych metod

Ramanova spektra a spektra Ramanovy optické aktivity byla namétena simultanné na
spektrometru ChiraRAMAN-2X™ (BioTools Inc., USA), ktery je vybaven systémem
OPUS 2W/mpc6000 (Laser Quantum, Velka Britanie) s excitacni vinovou délkou 532
nm. Zfiltrované vzorky plazmy (100 pl) byly analyzovany v oblasti 2500-90 cm™ v
kyveté o rozmérech 4 x 4 x 10 mm s antireflexni povrchovou upravou, ktera byla
umisténa v drzéku s Peltierovym chlazenim pro kontrolu teploty vzorki (15 °C). Pro
z4znam spekter ve stiedni infradervené oblasti (4000 - 400 cm™) byl pouzit IC
spektrometr s Fourierovou transformaci Nicolet 6700 (Thermo Scientific,

USA) vybaveny ZnSe krystalem pro techniku zeslabeného uplného odrazu (ATR).
Zfiltrované vzorky (30 ul) byly méfeny piimo bez dalsi tipravy [50, 55-57].

Méieni ECD krve byla provadéna na spektrometru J-815 (Jasco, Japonsko) pii teploté
23 °C (kontrolovano Peltierovym ¢lankem). Pro analyzu pfi nizsich vinovych délkach
byly vSechny zfiltrované vzorky natedény sterilnim fosfatovym pufrem (pH = 7,4)

v poméru 1/3 v/v. Ztedéné vzorky (25 pl) byly davkovany do kiemenné kyvety

s optickou drahou 0,01 mm (Hellma, Némecko) a zmétena jejich spektra v oblasti 185 -
280 nm. Pted a po spektralnich métenich byly vSechny kyvety a ATR krystal vycistény
roztokem Starna CellClean (Starna Scientific Ltd., Velka Britanie), opakované

proplachnuty demineralizovanou vodou a methanolem a vysuseny.

Méteni ECD moce byly provadéna na spektrometru J-815 (Jasco, Japonsko) pii teploté
23 °C (kontrolovano Peltierovym ¢lankem) [54]. Méteni probihalo ve spektralni oblasti
185 — 280 nm pro fedéné vzorky moci a modelové kalibraéni roztoky, pro vzorky
nefedéné moci pii vinovych délkach 195 — 280 nm. Optika pfistroje a kyvetovy prostor
byly proplachovany tlakovym dusikem (SIAD, CR, ¢&istota 99,99 %. 60 ul vzorku bylo
pipetovano do skladané kiemenné kyvety o tloust’ce méiené 0,1 mm (Hellma, Némecko),
pro analyzu kalibra¢nich roztokl bylo pipetovano 300 pl roztoku do pevné kyvety o
tloustce métené vrstvy 1 mm (Hellma, Némecko). Kyvety byly pfed kazdym méfenim
proplachnuty destilovanou vodou, methanolem (Penta, CR, istota p.a.) a vysuseny. Pro
kazdy vzorek zjisténo 6 hodnot (rychlost snimani 50 nm/min, Sitka Stérbiny 2 nm,

standardni citlivost 100 mdeg a rozliSeni 0,1 nm).
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2.2.4. Statistické vyhodnoceni dat

Ziskana spektralni data byla vyhodnocena metodou linedrni diskriminacni analyzy (LDA)
[58-60] v programu XLSTAT (Addinsoft, Francie). Pro vybrané pasy, které¢ mohou nést
klicové informace o molekularni struktufe proteinti a dal$ich plazmatickych biomolekul 1
jejich moznych zménéch, byl vytvoten statisticky model. Vybér spektralnich pasii byl
proveden s vyuzitim korelacnich a kovarian¢nich matic. Pro statisticky model byla
rovnéz urcena jeho specificita a senzitivita a pro ovéieni kvality modelu byla provedena
kiizova validace. Spektra ECD byla zpracovdna v programu Spectra Manager verze
2.6.0.1 (Jasco, Japonsko). Vizualizace spekter pomoci programu MagicPlot Student verze

2.7.2. (MagicplotSystem, Rusko). U vyslednych spekter nebyla provedena zadna korekce.
2.2.5. Chemikalie a priprava kalibracni rady albuminu

Odmérny roztok lidského sérového-albuminu (HSA) 300 mg/l: 3,0 mg HSA (Sigma-
Aldrich, USA, Cdistota > 99 %, bez pfitomnosti mastnych kyselin a globulinu) bylo
navazeno na analytickych vahach AE200 (Mettler Toledo, USA), pievedeno do odmérmné
banky o objemu 10 ml a doplnéno destilovanou vodou po rysku. Roztok fedén destilovanou
vodou tak, aby kalibra¢ni roztoky obsahovaly koncentraci HSA 150, 100, 50, 15 a 10 mg/1.
Analogickym zplsobem pfipraveny roztoky HSA v moci, vzorky moce byly zifedény
v poméru 1:1 v/v destilovanou vodou a nasledné¢ spikovany odmérmnym roztokem HSA na

koncentraci 150 mg/l a 10 mg/I1.
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3. VYSLEDKY
3.1. Bromované retardéry horeni
3.1.1. Polybromované difenylethery

PBDE byly ve svété prokazatelné detekovany v matetském mléce [13, 27], krvi [27, 29],
tukové tkani [30, 32] a fetdlnich jatrech [33]. Epidemiologické studie popsaly souvislost
mezi expozici PBDE a snizenou funkci §titné zlazy [34], poruchami spermiogeneze [35] a
endokrinni disrupci [36, 37]. Monitorovani vyskytu BFR v CR bylo zah4jeno na za¢atku
21. stoleti, prvni data byla publikovana v roce 2004 [25, 41, 42]. Prvni tidaje byly ziskany
z vodnich ekosystémt, pozd&ji se zacalo pouzivat matetské mléko jako biomarker pro
monitoring lidské expozice. Analyza vyskytu BFR v lidské tukové tkani nejprve pouzivala
tukovou tkan ziskanou pfi liposukcich, nyni jsme poprvé v CR pouzili pevnou tukovou
tkann ziskanou pii plastickych operacich od zdravych pacientli, ktefi podstupovali
plastickou operaci z estetickych diivodii [43]. Ve srovnatelné studii provedené v CR v roce

2007 autofii analyzovali 98 vzork ziskanych pii liposukcich (Tabulka 3) [45].

Tabulka 3 Celkova hladina PBDE, PCB a DDT v lidské tukové tkani v ng/g tuku a

porovnani soucasného stavu se stavem v roce 2009 pro CR.

Soucasna studie (N =107) Studie z roku 2009 (N =98) D

Analyt X Ccv x PS P95 X Me PS5 P95

=1
=

PBDE 331 1,26 187 045 122 44 139 31 09 91 0,05-0,1

PCB 776 0,80 563 162 2136 626 0,6 595 215 1285 <0,025

DDT 467 0,94 302 109 1502 616 0,71 510 138 1668 <0,01

X - aritmeticky pramér, x — median, CV - koeficient variace, P5 - percentil 5%, P95 -

percentil 95%, p - pravdépodobnostni hodnota.

Dominantni zastoupeni v lidské tukové tkani vykazuji kongenery PBDE 47, 99, 100 a 153
(Obr. 3); kongener 183 byl detekovan jen v 41 vzorcich (38,3% zastoupeni); hladiny
ostatnich PBDE 197, 196 + 203, 207, 206 a 209 byly pod limity kvantifikace (Tabulka 4).

Distribuce celkové hladiny PBDE ma asymetrické rozlozeni odpovidajici logaritmicko-
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normalnimu rozloZeni, a proto je pro jeho popis lepsi pouzit median nebo geometricky
pramér (Obr. 4 a Tabulka 5). Celkova koncentrace PBDE urcena jako suma PBDE 28, 49,
47, 66, 85, 99, 100, 153 a 154 byla v intervalu od 0,05 (dolni limit kvantifikace) do 24,3
ng/g tuku. Pfi porovnani nové ziskanych dat sudaji zroku 2009 byly odhaleny
prokazatelné niz$i hladiny jednotlivych PBDE. Coz je v souladu s udaji publikovanymi
v The Voluntary Emissions Control Action Programme (VECAP) v roce 2015, kde bylo
zaznamenano snizeni prodeje ¢tyi hlavnich PBDE a s tim by mél dle piedpokladii souviset
i klesajici trend jejich potencionalniho uvolnéni do ovzdusi, vody, pidy a zamoteni lidské

populace.
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Obr. 4 Distribu¢ni rozlozeni celkové hladiny PBDE v tukové tkani sledované

skupiny.
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Tabulka 4 Koncentrace bromovanych retardéri hoteni a organochlorovanych polutanti

v lidské tukové tkéani (ng/g tuku).

Analyt Primér CV P50 IQR PS5 P95  Min. Max.
PCB 28 1,88 232 0,99 1,52 0,03 4,03 0,03 35,5
PCB 52 0,16 1,22 0,07 0,19 0,03 047 0,03 1,06
PCB 101 0,61 1,31 0,33 0,66 0,03 1,93 0,03 4,34
PCB 118 12,7 0,85 9,5 10,9 2,6 31,9 1,60 68,8
PCB 138 194 1,05 143 156 33,2 530 11,4 1474
PCB 153 238 0,89 178 254 35,7 578 19,0 1114
PCB 180 329 0,84 241 245 53,2 827 20,9 1652

suma PCB 776 0,80 563 619 150 2189 67,5 3466

HCB 152 1,32 65,6 128 11,4 533 8,7 1152
o- HCH 0,53 1,06 0,49 0,68 0,03 1,21 0,03 3.9

- HCH 29,5 1,26 14,6 30,8 2,7 127 1,40 190
Lindane 0,39 0,74 0,44 0,66 0,03 0,71 0,03 0,89
o,p’- DDE 0,37 1,02 0,24 0,70 0,03 0,74 0,03 2,48
p,p’- DDE 410 0,99 252 364 71 1267 46 2217

o,p’- DDD 0,47 1,07 0,23 0,85 0,05 0,94 0,05 3,39
pp’- DDD 10,0 2,35 2,73 7,41 0,25 32,6 0,03 166
o,p’-DDT 1,41 1,61 0,87 1,25 0,20 4,25 0,11 18,6
pp’-DDT 45,5 1,80 25,6 36,7 4,15 134 0,50 617
PBDE 47 0,59 1,64 0,30 0,56 0,05 2,47 0,05 7,03
PBDE 99 0,49 2,46 0,14 0,24 0,05 2,18 0,05 8,23
PBDE 100 0,19 1,37 0,11 0,17 0,05 0,76 0,05 1,66

PBDE 153 1,02 1,78 0,67 0,64 0,10 2,05 0,10 16,6

CV —koeficient variace, IQR — mezikvartilové rozpéti, P50 - percentil 50 %, P5 - percentil
5 %, P95 - percentil 95 %.
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Tabulka 5 Koncentrace bromovanych retardérii hoteni a organochlorovanych polutanti v

lidské tukové tkani v ng/g tuku - geometricky primér a 95% interval spolehlivosti.

Analyte GM LCI UCI
PCB 28 0,72 0,54 0,58
PCB 52 0,08 0,06 0,10
PCB 101 0,24 0,18 0,32
PCB 118 9,33 8,01 10,9
PCB 138 134 114 158
PCB 153 163 136 194
PCB 180 247 213 287
PCB suma 594 514 685
HCB 73,7 58,4 92,9
o- HCH 0,26 0,19 0,34
- HCH 15,6 12,5 19,4
Lindane 0,20 0,15 0,27
o,p’-DDE 0,17 0,13 0,22
p,p’-DDE 282 239 332
o,p’-DDD 0,21 0,16 0,28
p,p’-DDD 3,06 2,24 4,19
o,p’-DDT 0,78 0,64 0,95
p,p’-DDT 24,4 19,5 30,4
PBDE 47 0,27 0,22 0,35
PBDE 99 0,15 0,12 0,20
PBDE 100 0,11 0,10 0,14
PBDE 153 0,65 0,55 0,77

GM — geometricky prumér, LCI — dolni mez intervalu spolehlivosti, UCI — horni mez

intervalu spolehlivosti.

32



3.1.2. Polychlorované bifenyly a DDT

Polychlorované bifenyly byly v Ceskoslovensku produkované od roku 1959 do roku 1984,
meéfitelné koncentrace byly poprvé detekovany v mléce a mase krav v Liblicich u Mélnika
v roce 1987 a od té doby se zacalo s monitorovanim jejich vyskytu v potravé (duben 1987
vySetifeni mléka OHS Mélnik, od listopadu 1987 ptikaz Ministerstva zemédé€lstvi a vyzivy,
¢.j. 2957/87-110). Po zékazu vyroby PCB vroce 1984 byly limity jejich vyskytu
v potravinach snizeny a v roce 1996 byla aktualizovana hygienicka pravidla. V soucasnosti
ma vyskyt PCB v tukové tkani vzristajici tendenci, PCB jsou stale uvoliiovany z diive
aplikovanych natért, pti hofeni odpadu, pfi skladkovani barev a transformatorovych oleji
apod. Z téchto divodt zajistuji Ceské ufady pravidelné monitorovani koncentraci PCB
v atmosfétfe a potravinach. Celkova koncentrace PCB v lidské tukové tkani v ramci této
studie se pohybovala v rozmezi 67,4 az 3466,1 ng/g tuku, s primérnou hodnotou 776,0
ng/g tuku a medianem 506,1 ng/g tuku. Pfi porovnani s daty publikovanymi v roce 2009 je
opét patrny pokles u vétSiny kongenertt PCB s vyjimkou PCB 138 (121,6 ng/g tuku v roce
2009, nyni 193,6 ng/g tuku) a PCB 180 (245 ng/g tuku v roce 2009 a nyni 329,1 ng/g tuku),
Obr. 5. Domnivame se, Ze u téchto kongenerti souvisi jejich zvySeni s jejich perzistentni
strukturou. Z divodu vysSich hladin téchto dvou kongenerti je i celkovd suma PCB
v soucasnosti vyssi nez byla v roce 2009. Soucasny vyskyt PCB je navic nékolika nasobné

vys$i v porovnani s hladinami PBDE.

Celkova koncentrace DDT v tukové tkani se pohybuje v rozmezi od 52,6 do 2489,21 ng/g
tuku, s primérnou hodnotou 467,27 ng/g tuku a medidnem 346,37 ng/g tuku, Obr. 6. Tyto

hodnoty jsou prokazateln¢ nizsi nez v roce 2009.
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Obr. 5 Distribuc¢ni rozlozeni celkové hladiny PCB v tukové tkani sledované skupiny.
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3.2. Chiroptické metody v diagnostice
3.2.1. Ramanova spektroskopie

V primérnych Ramanovych spektrech pacienti s T1DM a kontrolnich jedinct (Obr. 7a)
[50] jsou patrné tii intenzivni pasy pochazejici primarné z vibraci karotenoidi (1007,
1157 a 1520 cm™), které jsou ptitomny v plazmé v nizkych koncentracich. Jejich vysoka
viditelné oblasti (532 nm) [55, 56, 60]. Spektra vykazuji zmény v intenzitach past
typickych pro proteiny s vysokym obsahem a-helikéalni struktury, zejména pasy 1654 cm
!'v oblasti amidu I, 1285 a 1346 cm™ v oblasti rozsifeného amidu III, odpovidaji vibracim
peptidové vazby, a pasy 879 a 958 cm™! lokalizované v oblasti vibraci
proteinového/peptidového skeletu [57, 61]. Méné prokresleny pas 1654 cm™ a vyrazné
zvysena intenzita raménka okolo 1642 cm™ v oblasti amidu I ve spektrech pacienti
indikuje niz8i obsah a-helixu, coz je konzistentni s degradaci sérového albuminu pti
progresi TIDM [62, 63]. Sacharidy a lipidy pfitomné v krvi jsou zastoupeny pasy 958 a
1450 cm™ [61, 64]. Jejich mirng sniZené intenzity pravdépodobné odpovidaji naruseni

metabolismu u diabetiki [65].
3.2.2. Infracervena spektroskopie

Na Obrazku 7b jsou zobrazena primeérnd infraervena spektra se dvéma vyznamnymi
pasy, jejich maxima leZi okolo 1648 a 1546 cm™ v oblastech amidu I, resp. amidu II,
které odpovidaji vibracim peptidové vazby [66, 67] V tomto piipadé mohou oba tyto pasy
a jejich relativni intenzity odraZet zmény v sekundarni struktuie plazmatickych proteind.
Ve vyslednych IC spektrech pacientii byl pozorovan vyznamny pokles intenzit past a
zéarovenl zména poméru amid I/amid II v porovnani s kontrolnimi jedinci. Navic zmény ve
tvaru pasu amidu I mohou indikovat zmény v sekundérni struktuie plazmatickych
proteint, ke kterym dochazi v pribéhu rozvoje TIDM v disledku degradacnich procest.
Pokles v intenzitach byl rovnéZ pozorovan pro pasy 1458 a 1401 cm™, které odpovidaji

vibracim funk¢nich skupin alifatickych postrannich fetézci.
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Obr. 7 Primérnd Ramanova (a), infracervena (b), ROA (c¢) a ECD spektra (d) krevni
plazmy znazoriiujici rozdily mezi pacienty s TIDM (plna ¢éara) a kontrolnimi jedinci

(¢arkovana Cara).
3.2.3. Ramanova opticka aktivita

V primérnych spektrech Ramanovy optické aktivity (Obr. 7c) miizeme zaznamenat
skupinu past v oblastech amidu I a amidu III, které jsou typické pro proteiny s vysokym
obsahem a-helikéalnich struktur [61, 68]. Ve spektrech pacientli byla pozorovana vyssi
intenzita negativniho pasu 1245 cm™ znaéici vy$si obsah B-struktur [69], coz mlize byt
vysvétleno rozvinutim struktury albuminu a jeho $t€penim v pribéhu onemocnéni
T1DM. Pozitivni pasy 1302, 1344 cm™ a raménko 1315 cm! proteiny s prevazujici a-
helikalni konformaci [69]. Zmény v intenzitach zminénych past mohou byt vysvétleny
jako dusledek degradace albuminu na rizné intermediaty, které jsou vyuzity pro syntézu
dal$ich plazmatickych proteint nezbytnych pro udrzeni homeostazy organismu béhem
T1DM [62, 63]. Vyrazné pozitivni pasy 1007, 1155 a 1518 cm™ mohou byt opét
piifazeny karotenoidiim, pii¢emz nékteré z nich se piekryvaji s pasy aromatickych

aminokyselinovych zbytka [56].
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3.2.4. Elektronovy cirkuldrni dichroismus

ECD spektra (Obr. 7d) se vyznacuji ttemi dominantnimi pasy charakteristickymi pro
sekundarni strukturu proteinti [56, 70]. Spektralni prabéh odpovida proteinlim s vysokym
obsahem a-helixu [70, 71], které jsou v krvi zastoupeny pfevazn¢ lidskym sérovym
albuminem. Pozitivni pas 192 nm a dva ¢éastecné se prekryvajici negativni pasy 209 a 222
nm jsou vysledkem elektronovych ptechodti amidovych skupin. Intenzita a tvar téchto
pasii se meéni v zavislosti na geometrii peptidového fetézce [61, 72]. Je patrné, Ze

v ptipadé¢ pacientli s TIDM dochazi ke snizeni intenzity vSech tif vySe zminénych
spektralnich pésii, coz mize mit dvé mozné pficiny. Zaprvé, hodnoty celkového proteinu
v plazmé se sniZuji, zatimco proteiny si zachovavaji svou nativni chirdlni strukturu. Nebo
zadruhé, albumin jako negativné nabity protein akutni faze rozvinuje svou strukturu a je
St€pen na achirdlni struktury. To vede ke zvySené produkci pozitivnich protizdnétlivych
proteint (a1- a a2-globulin®) s cilem udrZet normalni hodnoty ostatnich plazmatickych

proteini, coz je v souladu s patofyziologii TIDM [62, 63].
3.2.5. Linearni diskriminacni analyza

Vzhledem k tomu, Ze n¢které spektralni zmény mezi pacienty s TIDM a kontrolnimi
jedinci jsou pouhym okem obtizné postiehnutelné, byla ziskana spektralni data
vyhodnocena chemometricky. Cilem bylo odlisit pacienty od kontrol na zakladé
spektralnich vzort (spectral pattern recognition), dale urcit senzitivitu a specificitu
pouzitych spektroskopickych metod a prokazat spolehlivost matematického modelu [71,

73].

Vysledkem statistického vyhodnoceni bylo zjisténi, ze jednotlivé metody vyuzité
samostatné neposkytuji uspokojivé hodnoty senzitivity ani specificity. Na zakladé tohoto
poznatku a skutecnosti, ze vybrané spektroskopické metody poskytuji navzajem
komplementarni informace, byl vytvofen souhrnny matematicky model kombinujici

vSechny Ctyii pouzité spektroskopie (Obr. 8).

Po aplikaci matematického modelu byla pozorovana uplna separace skupin pacientt

s T1IDM a kontrolnich jedinci, pficemz celkova spravnost pfifazeni jednotlivych vzorkt
do pfislusnych skupin ¢inila 100 %. Specificita a senzitivita vytvoreného modelu
dosahovaly vysokych hodnot i po provedeni kiizové validace, a to 100 %, resp. 92 %
(Tabulka 6).
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Obr. 8 Grafické znazornéni vysledku LDA pro kombinaci chiroptickych (ECD, ROA)
a konvencnich (Raman, IC) spektroskopickych metod v analyze krevni plazmy pacienti

s TIDM a kontrolnich jedinci.

Tabulka 6 Hodnoty senzitivity, specificity a celkové spravnosti modelu LDA a jeho

kiizové validace pro diskriminaci vzorkt krevni plazmy pacientii s TIDM a kontrolnich

jedincti.
Model Kf¥iZova validace modelu
Metoda
Senzitivita  Specificita  Spravnost Senzitivita Specificita  Spravnost
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Raman 62 83 75 25 58 45
IC 88 92 90 88 92 90
ROA 75 92 85 63 75 70
ECD 75 92 85 38 75 60
Kombinace 100 100 100 100 92 95
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3.2.6. Urceni pritomnosti bilkovin ve vzorcich moci

Pro hodnoceni ptfitomnosti bilkovin, tedy pro sledovani mikroalbuminurie (MA), byly
analyzovany vzorky moci fedéné destilovanou vodou v poméru 1:1 v/v. Spektra ECD dvou
vzorkil mo¢i jedincti s TIDM (Obr. 7) vykazovala pfitomnost bilkovin [54]. Ve spektrech
dominuji dva vzajemné se piekryvajici negativni pasy s maximy kolem 209 a 222 nm. Tyto
pasy jsou charakteristické pro pievazujici a-helikdlni sekundarni strukturu proteint a jsou
vysledkem elektronovych ptfechodii amidové skupiny peptidové vazby [52]. Prubéh
spekter poukazuje na vysoky obsah a-helikélnich struktur [74], coZ je v souladu s vysokym

obsahem téchto struktur v albuminu [75].

Vzorek A (Obr. 9 9) pochazi od osoby, u které byla MA diagnostikovana v mnozstvi
76,0 mg/24 h na zéklad¢ standardni diagnostiky. Elektronovy cirkularni dichroismus
v tomto ptipadé potvrdil pfitomnost albuminu v moci. Vzorek B byl odebran pacientovi,
kterému MA ani jind forma proteinurie dosud diagnostikovana nebyla. ECD spektrum
ovSem vyrazn¢ ukazuje na piitomnost proteind, proto se i vtomto piipadé¢ d& MA
predpokladat. Nutné je ovéfeni zavedenou analytickou metodou (nejpravdépodobnéji
imunoturbidimetrie). Pro porovnani je v obrazku zahrnuto i spektrum vzorku C, které

nevykazuje znamky piitomnosti bilkovin.

20 -
vzorek A
Eﬂ I - vzorek B
-E 10 vzorek C
@
=
E L
-z
=
= 0
02
=
=
R
E
= —10
-
R
@) L
-20 L | L | i | L |
200 220 240 260 280

Vinova délka [nm]|

Obr. 9 Spektra ECD vzorkd moc¢i TIDM. Vzorky A, B vykazuji pfitomnost proteint a

vzorek C nikoli.
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4. DISKUZE

4.1. Bromované retardéry horeni

Tato studie podava detailni zpravu o vyskytu jednotlivych kongeneriit PBDE, PCB a DDT
v lidské tukové tkani ziskané od dobrovolniki z CR v roce 2018. Celkem bylo analyzovéno
107 vzorka pevné tukové tkané¢ odebrané béhem plastickych operaci podstoupenych
z estetickych divodu. Ziskana data jsou porovnavana s udaji ziskanymi v podobné studii
v roce 2009, kdy byla analyzovanéd kapalnd tukova tkan odebrana pii liposukcich, ale
analyticka ¢ast obou studii je stejnd. V tukové tkani byly nalezeny tyto kongenery, jejichz
zastoupeni klesd v potfadi PBDE 153, PBDE 99, PBDE 47, PBDE 100, stim, ze
koncentrace nejvice zastoupené¢ho PBDE 153 je 16,61 ng/g tuku. Koncentrace ostatnich je
v naprosté vétsiné pod limitem kvantifikace pouzité metody, ktery se pohybuje v rozmezi
0,2 — 1,0 ng/g tuku. Pfi porovnani téchto dat s vysledky obdobné studie provedené ve
Svédsku [31], Ize konstatovat, Ze koncentraéni zastoupeni jednotlivych kongenerii neni
stejné, a navic naméiené koncentrace jsou u vétSiny z nich nizsi. Je otazkou diskuze, zda

tyto odliSnosti souvisi s dodrzovanim Stockholmské timluvy a omezenim vyroby PBDE

wrwe

Bohuzel pro rozsahlejsi porovnavani dat v ramci Evropy nebo 1 Svéta je vysoce limitovano
nedostupnosti dat, nebot’ stanoveni téchto polutantli v tukové tkani neni bézné. Jako
nebliz§i dostupné tudaje pouzitelné alesponn pro aproximaci jsou koncentrace BFR
stanovené v krvi nebo matetském mléce, u kterych lze vysledovat urcité trendy. Pokud se
striktné zamétime pouze na vyskyt PBDE v tukové tkani je tfeba konstatovat [30, 32, 76-
78], ze v riznych studiich se setkdvame s odliSnymi vysledky a zavéry, z nichz jednotné
vyplyva, ze hlavnimi kongenery lidské tukové tkan¢ jsou PBDE 47 a PBDE 153. Ve vSech
téchto studiich byl ov§em analyzovén tuk ziskany posmrtné pii pitvach. Pokud porovname
nami ziskand data se studiemi analyzujicimi vyskyt PBDE v matefském mléce [79],
koncentrace jednotlivych kongenert jsou podobné, ale 1i$i se poradi jejich zastoupeni, coz
muze souviset s metabolickymi zménami béhem kojeni, které ovlivni 1 metabolismus
PBDE. Podobné zmény v potadi vyskytu metabolitli bylo zjisténo i v dalSich klinickych a

environmentalnich studiich [28, 80, 81].

Co se tyka koncentraci PCB v tukové tkani, doslo oproti roku 2009 ke zvySeni pouze u
dvou kongenerit PCB 138 a PCB 180, koncentrace vSech ostatnich jsou nizsi (Tabulka 7).

V sumarnich hodnotach jsou vsak stile koncentrace PCB vyrazné vyssi v porovnani s

zivotnim prostfedi a jejich historicky delSim pouZzivanim, na druhou stranu PCB byly
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zakdzany pred vice jak tficeti lety. Velmi obdobna je situace u DDT, soucasné koncentrace

cvwr

Tabulka 7 Srovnéani obsahu jednotlivych skupin analyti v tukové tkani v ng/g tuku.

Analyt Prumér Median Max Min
Suma PCB 776 563 3466 67,5
Suma DDT 464 301 2489 11,9
Suma PBDE 3,42 1,99 34,3 0,05

4.2. Chiroptické metody v lékarské diagnostice

Pii vyuziti chiroptickych metod neni dilezitd jen kvalitativni analyza, ale také
kvantitativni, na jejimz zakladé je mozné Iépe rozhodnout o 1écbé a prevenci
mikroalbuminurie. Béhem dlouhodobé hyperglykémie dochazi ke spontanni
neenzymatické glykaci proteinii [82-84] a tim i1 ke zméné¢ jejich helikdlni struktury, kterad
je limitujicim faktorem pro pouziti chiroptickych metod, protoze mizeme dostavat falesné
negativni vysledky (pfitomnost sacharidovych struktur pfevazuje nad vyskytem
proteinovych). NaStésti albumin je relativné stabilni protein krevni plazmy, u kterého
nedochazi k tak vyznamnym strukturalnim zménam, které by poSkodily a-helikalni

struktury v jeho molekule [82, 85].
5. ZAVER
5.1. Bromované retardéry horeni

Tato studie ziskala aktualni informace o zatéi obéznich zen v CR polutanty PBDE, PCB
a DDT na zakladé jejich detekce v tukové tkani. Bylo analyzovéno 107 vzorka pevné
tukové tkan€ od dobrovolnikt, kteti podstoupili chirurgicky zékrok z estetickych divodu.
Data byla srovnana s udaji ziskanymi ze studie publikované v roce 2009, kdy byl tuk
odebiran béhem liposukci, ale pouzitd analytickd metoda byla identicka. V tukové tkani
byly zjistény nasledujici kongenery PBDE setazené podle klesajici koncentrace: 153, 47,
99, 100, 183, 49, 154, 28, 85 a 66, kdy primérna koncentrace nejvice zastoupeného
kongeneru BDE 153 byla 1,02 ng/g tuku. Ve vétSin€ piipadi koncentrace ostatnich byla <
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0,1 ng/g tuku. Celkova koncentrace PBDE méfena jako suma 10 nejvice zastoupenych
kongenerti dosahuje priimérné hodnoty 3,31 ng/g tuku a kolisala v rozmezi od 0,05 do 34,3
ng/g tuku, coz je 0 25 % méné, neZ bylo zjisténo pred 10 lety. Lze fici, Ze u vzorku obéznich
zen stiedniho véku, které tvofily vyznamnou ¢ast naseho vzorku, je kontaminace PBDE

nizsi, nez je zatéz PCB a DDT.

Pro srovnani s Evropou a ostatnimi zemémi neni zatim dostatecné mnozstvi dat, vzhledem
k tomu, Ze v riznych studiich byla ziskana riizna data [86-89], a navic vétSina studii
stanovuje koncentraci PBDE v krvi nebo matefském mléku. Nicmén¢ striktnim srovnanim
koncentraci vSech stanovovanych kongenertt PBDE bylo zjis§téno, Ze nejcetnéjsi zastoupeni
v lidském organismu maji BDE 153 a 47, coz je ve shod¢ se zahrani¢nimi studiemi, které
pro stanoveni pouzily tuk ziskany posmrtné¢ béhem pitvy. Pokud srovnavame zastoupeni
kongenerdi PBDE v matetském mléku, nalézame odlisné potadi, coz si vysvétlujeme

metabolickymi zménami béhem kojeni.

Koncentrace PCB v tuku v porovnani s rokem 2009 vzrostla u kongenertt PCB 138 a 180,
zatimco koncentrace ostatnich jsou niz§i. AvSak celkové koncentrace PCB se oproti roku
zvysila z primérné hodnoty 625,5 ng/g tuku na soucasnou primérnou hodnotu 776 ng/g
tuku, coz predstavuje nartst o 24 %. Navic koncentrace PCB v tuku jsou vice jak stokrat
vyss$i nez koncentrace PBDE. Je otdzkou do diskuze, co je pfi¢inou tak velkého rozdilu,
zda je zptusoben mnohem delsi dobou expozice a delSim pouzivanim PCB, pfestoze

pouzivani PCB je vice jak tficet let zakdzano.

Primérnd koncentrace DDT v tukové tkani klesla z 615,6 ng/g tuku pifed deseti lety na
soucasnou prumeérnou hodnotu 467,4 ng/g tuku. Domnivame se, ze mira zatiZzeni zivotniho

prostiedi a tim 1 mira expozice populace klesa, vzhledem k zakazu pouziti téchto latek.
5.2. Chiroptické metody v lékarské diagnostice

Na zéklad¢ analyzy krevni plazmy pomoci metod elektronového cirkularniho dichroismu
a Ramanovy optické aktivity byly urceny spektralni oblasti, které jsou nejvice ovlivnéné
T1DM. Podle dosazenych vysledki je mozné konstatovat, ze nejvyznamnéj$i zmény mezi
pacienty s TIDM a kontrolnimi jedinci jsou patrné predevSim v oblastech vibraci
peptidovych vazeb, které odrazeji zmény sekundarni struktury proteinli v pribéhu
onemocnéni. Nasledna multivariacni analyza spektralnich dat prokdzala, Ze chiroptické
metody jsou schopny spolehlivé detekovat komplexni signaly plazmatickych biomolekul.

Navic, kombinaci ROA a ECD s Ramanovou a IC spektroskopii bylo dosazeno 92% shody
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specificity a 100% shody senzitivity pfi rozliSeni vzorkl po kiizové validaci. Ziskané
vysledky naznacuji, ze chiropticka spektroskopie miize poskytnout odpovidajici dopliujici
informace k jiz zavedenym klinickym postupiim a predstavuje uzite¢ny podplrny nastroj

pro klinickou diagnostiku a screening T1DM.

Elektronovy cirkularni dichroismus umoznuje analyzovat vzorky moci détskych diabetikii,
u dvou jedincti byla zjisténa MA, pficemz u jednoho byla jiz diive klinicky
diagnostikovana. Ve druhém piipadé se jednalo o v€asny zachyt bez predchozi klinické
diagndzy. V budoucnu bude nezbytné provést analyzu vétsiho poc¢tu vzork a ptipravujeme
analyzy vzorkd moce dospélych diabetikli, u kterych ptedpokldddme vyssi variabilitu

sloZeni matrice.
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