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Povrch oxidu titaničitého (TiOz) je všeobecně po-
kládán Za biologicky inertní a jen několik Studií ve
Světovém písemnictví Se Zabývá otázkami vztahu
mezi plicní fibrózou a akumulací titanu v plicní tkání. _
Jednou Z rychlých metod průkazu Ti()2 ve tkání je
transmisní elektronová mikroskopie (EM), řádkovací
transmisní elektronová mikroskopie (STEM), rtg
mikroanalýza, kter'Ou mohou být částice a ložiska
TiOz odlišena od antrakotického pigmentu, přítom-
ného v plicní tkání.

Při histologickém vyšetření jsme postihli ve dvou
případech pneumokonióz prachová depozita různého
tvaru a velikosti. Protože Se jednalo v prvním případě
o pracovníka Závodu na výrobu titanové běloby, bylo
nutné identifikovat mikroskopické a submikroskopic-
ké prachové částice a posoudit, zda mohou být příči-
nou plicní reakce. Provedli jsme proto rtg mikroana-
lýZu výrobních komponent používaných při výrobě ti-
tanové běloby za účelem potvrzení, že Obsahují TiOz
(z posudkových důvodů).

Ve druhém případě jsme prachová depozita růz-
ného tvaru a velikosti našli také u pneumokoniôzy
Svářeče elektrickým obloukem, kde jsme rovněž pro-

VI VIkázali částice Ti02 a dalsı castice obsahující železo.
Předkládáme naše poznatky s průkazem Ti02 v plicní
tkání u pacienta S pneumokoniózou, která byla zjiš-
těna po víceleté expozici prachovými částicemi TiOz
vzniklými při výrobě titanové běloby, které byly zo-
brazeny ve vysokonapěťovém EM S kvalitativním
energiově disperzním Spektrometrem (EDS). Zís-
kané poznatky potvrzují, že dlouhodobá expozice
Ti02 může mít za následek lehké a střední fibrotické
změny v plicích. Rovněž Se ukázalo, že je možné pro-
vádět kvalitativní analýzu i v bioptickém materiálu,
který není Speciálně zpracován pro účely prvkové
analýzy. Nutné je však počítat s obtížnějším vyhodno-
cováním získaného Spektra.

Materiál a metodika “`

Použili jsme bioptický materiál Z plicních diagnos-
tických excizí za účelem identifikace mikroskopie-
kých a submikroskopických částic'prachových depo-
zit Zjištěných v histologickém obraze k provedení EM
vyšetření a mikroanalýzy. Z odebraných excizí byly
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Obr. I. Rtg plic: zvýrazněná intersticiálm' kresba (tečkovite' stíny)
je sledovatelná až do periférie

Obr. 2. Na Obrázku zastizˇen šikmý až podélný průřez větvı'arteria
pulmonalis S širokým perivaskulárním manzˇetovitým lemem pig-

mentu, hematoxylin-eozt'n, 120krát

Obr. 3. Část ložiska Ti02 - nekontrastovaný řez, 6000krát

Obr. 4. Splývajı'cı' částice Ti02 v lozˇisku, 37 000krát —— nekontras-
tovaný řez

Obr. 5. Detail částic v ložiska při velke'm zvětšení (70 000krát)
nekontrastovaný řez

připraveny 200-300 nm Silné řezy, které byly Sbírány
na měděné Síťky pro EM. Řezy byly připraveny jed-
nak Z excize fixované 4% paraformaldehydem S 2%
glutaraldehydem v 0,1 M kakodylátovém pufru pH
7,2 S následnou osmiovou fixací (1% 0804 v pufru
podle Milloniga). Promývání bylo prováděno Millo-
nigovým pufrem. U tzv. „Svářečské plíce“ byly pou-
žity deparafinizované bločky fixované formolem,
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které byly následnězpracovány výše popsaným Způ-
Sobem včetně fixace. Po odvodnění ve vzestupně řadě
alkoholů S 1% uranylacetátem (UA) a v propy-
lénoxidu byla tkáň Zalita do Eponu 812. Řezy byly
připraveny na ultramikrotomu LKB UT III. Příprava
řezů byla Znesnadněna přítomností ložisek Ti02 ve
tkáni. Depozita TiOz Spolu S částicemi obsahujícími
železo a křemı'k Znehodnocovala rychle ostří skleně-
ného nože, a proto bylo nutno vždy po odkrojení 2 až
5 řezů posunout' ostří nože o šířku krájené plochy.
S výhodou byly použity skleněné nože o úhlu 55°.
Bločky byly krájeny při rychlosti 2-5 mm/S. Pro účely
prvkové analýzy nebyly řezy kontrastovány (pouze
při odvodňování 1% UA). Snímky byly pořízeny při
urychlovacím napětí 160-200 kV na analytickém EM
JEM 200 CX Se zařízením ASID (rastrovací jednotka).

Prvková analýza byla prováděna na energiově dis-
perzním spektrometru S polovodičovým detektorem
Si (Li) k registraci charakteristického rtg záření vy-
Stupujícího Ze vzorku, který byl excitován Svazkem
urychlených elektronů. Detektor je opatřen Be okén-
kem. Byl použit analyzátor LINK - model 816 pro
kvantitativm’ anal’ u. Použitý velkoplošný detektor
má plochu 30 mm . Náklon vzorku vůči detektoru byl
vždy 40°. Čas analýzy se pohyboval v rozmezí 200 až
400 s. Vzdálenost Be okénka od elektronového
Svazku byla 0,018 m. Urychlovací napětí 100 kV. Byla
prováděna jak plošná, tak i bodová analýza s roz-
lišením (20 nm) ve STEM modu při Zvětšení 3000 až
15 000krát. ' '

Kromě excizí Z plicní tkáně jsme provedli analýzu
vzorků jednotlivých komponent používaných při vý-
robě titanové běloby a Výchozí suroviny — ilmenitu
(FeTiO3). Analýzy výrobních komponent včetně il-
menitu byly prováděny v SEM modu. Vzorky jsme
připravili tak, že po jejich nanesení na držák byly pře-
kryty 20 nm Silnou vrstvou Au v iontovém rozprašo-
vači fy Polaron E 5100, aby bylo možné Zároveň poři-
Zovat Snímky povrchu vyšetřovaných vzorků. Záro-
veň byly Zajištěny parafínové řezy Z rutinně fixova-
ných tkání formolem, které byly barveny hematoxyli-
nem-eozínem podle van Giesona a alciánovou modří
podle Perlse (průkaz trojmocného železa).

Poznámka

K metodické části poznamenáváme, že je důležité umísťovat
Zhotovené řezy na střed Sít'ky, nebot' uhlíkový držák pro rtg mikro-
analýzu Zastiňuje při náklonu Svým horním kónickým otvorem část
Sít'ky. Výhodnější je používat pro mikroanalýzu Silonové Sít'ky
(které jsou však Z dovozu), neboť neruší Spektrum přítomností ji-
ných prvků. Rovněž Speciální příprava preparátů (fixace. výběr
vhodných pufrů, příp. Zhotovení Zmrazených řezů) je lepší, nebot'
do Spektra Se nezanášejí prvky. které mohou další hledané nebo
předpokládané prvky překrývat. Je Známo. že L a M Spektrální
čáry fixačních roZtoků koincidují S čárami lehčích prvků od Na po
Ca v oblasti 1 až 5 keV. Proto identifikace Si a P. je velmi obtížná.
S výhodou bylo použito Silnějších řezů 200-300 nm. které lze
snadno při 160 až 200 kV proZářit. mají dostatečný kontrast a větší
výtěžnost ve Spektru.

Kasuistika

1. Pacient, 451etý muž, v letech 1969-1986 pracoval
jako balič při výrobě titanové běloby. Celková ex-
pozice prachu u nemocného však činí 20 let. Jinou
prašnou expozici neuvádí. V posledních letech Si
stěžuje na námahovou dušnost. Rtg viz obr. l —
v obou plicních křídlech je intersticiální kresba
Zvýrazněna, v jejím průběhu jsou tečkovité stíny
Sledovatelné až do periférie (dle klasifikace ILO
p3). V lednu 1989 byla provedena Ze Submammár-
ního řezu vlevo diagnostická excize Z linguly plic,
při níž chirurg popisuje Zcela bílou plíci.

2. Pacient, 54letý muž, pracující v letech 1967-1974
a 1979-1980 jako Svářeč elektrickým obloukem.
V roce 1980 přeřazen a pracuje jako ošetřovatel
Skotu. Rtg srdce a plic: zmnožená retikulární kres-

_ ba, Zejména v bazálních plicních polích s bilat.
pleurální reakcí .-

Výsledky

U pacienta exponovaného prachem Ti02 při vý-
robě titanové běloby je v parafínových řezech (obr. 2)
patrna masívní perivaskulární pigmentace, pigment
vytváří široké kompaktní manžetovité lemy okolo vě-
tví arteria pulmonalis většího a středního kalibru.
Kromě toho je hrudkovitý pigment přítomen i v roZ-
troušených alveolárních makrofázích, ty jsou však
přítomny v alveolech jen ve velmi malém počtu. Ve
speciálních barveních je patrna perivaskulární fibróza
v oblastech _S pigmentací. Na polotenkých řezech
je patrna intracelulární lokalizace Zrnek pigmentu
v makrofázích uložených v perivaskulárním vaZivu.

V EM bylo možné roZpoZn'at ložiska TiOz nerovno-
měrně rozprostřená| v intersticiu a' cytoplazmě plic-
ních makrofágů. Ložiska měla tvar velkých a malých
vícevrstevných agregátů. Částice S obsahem TiOz jsou
vysoce elektrodenzní afije snadné je prokázat v nekon-
trastovaném materiálu“. Bylo možné pozorovat jed-
notlivé částice okrouhlého až hexagonálního tvaru,
které měly průměr 0,15 um (plocha 0,2 jumz), Z nichž
některé mají výrazné ohraničení (obr. 8 a, b - .
stereopâr). ' “

Analyzovaná ložiska měla v průměru rozměr 2,6
x 1,6 um a plochy okolo 0,4 um (obr. 3,4). Místy Se
nacházely i malé shluky Složené jen Z několika částic
(obr. 5). Na (obr. 3, 4) jsou nekontrastovaná ložiska
v plicní tkáni. Pořízený Záznam Spektra (obr. 6) Z to-
hoto ložiska vykazuje Spektrální čáry TiKaI a TiKÍJJ
S vrcholy energií 4 480 keV a 4 960 keV. Vlevo od
Spektrální čáry titanu jsou přítomny tři malé vrcholy
reflexního maxima (piky) SiKa, 1 740 keV/OsMa,
1 910 keV. ClKo.l 2 640 keV, U M0,l 3 240 keV. Vpravo
se pak nacházejí piky CuKaI a CUKBI. Kromě Ti a Cl
souvisejí všechny Zjištěné prvky S přípravou vzorku
(0804 fixace, UA ke Zvýšení kontrastu během od-
vodňování). Cu Spektrální čáry jsou Z použité měděné
Sít'ky. Reflexní maxima u titanu mají tvar ideálního
Gaussova rozdělení , jsou zcela průkazná a Shodovala
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Se S tabulkovými hodnotami v rozmezí pozorované
chyby jako u ostatních prvků a byla potvrzena KLM
značením (marker). Pro kontrolu byla provedena
analýza části plicní tkáně, kdełmíkroskopicky nebyly
Zjištěny žádné částice TíOz. Na (obr. 7) je vidět po-
rovnání Spektrálních čar ložiska Ti02 a Spektra plicní
tkáně. Jak je patrno, neobsahuje plicní tkáň titan,
pouze jsme zde zaznamenali tři malé Zřetelné piky Si
(Os), Cl a U.
Spektrální čáry Fe nebyly postiženy,`í když 'při jedné
analýze byl ve spektru náznak spektrálních čar Fe
Stěží rozlišitelných od pozadí. Jinak tomu bylo, jak je
uvedeno dále, s přítomnostíFe ve Spektru ložisek ti-
tanu u tzv. pneumokoniózy ze Svařování.

Dále pak byla provedena analýza vzorků výrobních
komponent používaných při výrobě titanové běloby
včetně výchozí látky — ilmenitu. Na obr. 9, 11 demon-
Strujeme spektrum vzorku FS a ilmenitu. Všechna
spektra obsahují mohutný pik TiKal a TiKBI. Spek-
-trum ilmenitu pak na rozdíl od ostatních prvků obsa-
huje i průkazná reflexní maxima FeKal a FeKBI (6403
a 7057 keV). Z vybraného pásma energií byla použita
propust' ‘V pásmu 4320 až 5120 keV k provedení distri-
buce Ti v ložisku (obr. 13, 14, 15), která rovněž po-
tvrzuje přítomnost titanu a jeho rozložení. Snímek
pořízený v SEM modu (obr. 12) ukazuje, že výchozí
látka — ilmenit je velmi hrubé struktury a vzhledem
k tomu, že obsahuje železo, které nebylo až na jeden
případ analýzy vůbec prokázáno, jsme přesvědčení,
že nepřichází jako kontaminační látka u prvního pa-
cienta v úvahu (pracoval jako balič finálního výrob-
ku). Ostatní vzorky mají větší a menší částice, které
po dalším Zpracování (mletí) jsou velmi jemné a
mohou Se Snadno usazovat v plicní tkání. Nejmenší
části jsme našli u vzorku FS — 0,2 [um (obr. 10).

U pacienta S profesionální pneumokoniózou, vyvo-
lanou částicemi vdechovanými při Sváření elektric-
kým obloukem, histologícký nález potvrzuje četná lo-
žiska, vytvořená nakupením makrofágů, Zpravidla
kolem drobných cévních větví (obr. 16). Makrofágy
obsahují v objemné Světlé cytoplazmě hojná zrnka
různého pigmentu. Téměř ve všech makrofázích
v těchto ložiskách je pozitivní Perlsova reakce na že- .
lezo. Vedle toho však v mírně Ztluštělé pleuře i
v adventicii některých cév Se nacházejí velká depozita
jemného antrakotického pigmentu, která nedávají re-
akci na železo. Zřetelná fibróza je však jen ojediněle
při pleuře.

V EM jsme mezi jinými částicemi zaznamenali
pouze dva druhy částic, které ve Spektru vykazovaly
přítomnost jiných prvků oproti Spektru plicní tkáně
bez částic. První typ částic vytvářel ložiska unifor-
mních částic bez výrazného ohraničení (obr. 18, 19),
které Se nacházely v cytoplazmě plicních buněk
i v mezibuněčném prostoru, zejména ve Zmnoženém
vazivu. Délka částic Se pohybovala v rozmezí 0,5 um
a šířka okolo 0,13 um. Provedená rtg mikroanalýza
ukázala přítomnost Si (Os), S, Cl, K, Ca, Fe, Cu a OS
ve spektru (obr. 17). V plicní tkání bez ložiska jsme
prokázali Si (OS), Cl, U, Cu a Os. V jedné analýze
jsme zaznamenali i přítomnost Al. Druhý typ částic
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Obr. 6 Průkaz titanu (ložisko v plicní tkání), KLM čáry potvrzují
TiKaI, TiKfiI
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Obr. 7. Porovnání logaritmicke'ho spektra: analýza plicní tkáně
bez částic (neobsahuje Ti) - plné spektrum; bodové spektrum z lo-

žiska obsahuje Ti
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Opět Vytvářel malá a větší uniformní ložiska O prů-
měru 2,3 až 13 jam obsahující titanové částice. Tato
ložiska vykazovala ve spektru Obsah Si (Os), S, Cl,
Ca, Ti, Fe a OS, přičemž Spektrální čáry železa byly
nízké, ale průkazné. Některá ložiska obsahovala Oba
typy částic (obr. 20, 21).

Obr. 8. a, b Stereopár +5°, -5°oválne'. částice, kontrastovaný
vzorek UA, citrát olova, 30 000krát (při použili' stereoskopických

brýlí je vidět prostorově uspořádání částic)

'a _ .;;-;- . .
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Obr. 9. Spektrum vzorku FS — potvrzuje přítomnost titanu

Diskuse

V domácím písemnictví jsme nezaznamenali žád-
nou práci zabývající se pneumokoniózou a jejím vy-
hodnocením pomocí EM a rtg mikroanalýzy. Není
také Zmínka O pneumokonióze vyvolané přítomností
Ti02. Průkaz profesionálních pneumokonióz byl

.-.W

Obr. 10. Velmi malé částice vzorku FS obsahujíci' titan SEM,
500krát

Obr. II. Spektrum ilmenítu vykazuje dva mohutné energetické
vrcholy (piky) TiKaI, TiK|›,/ a FeK|›,I

u nás zatím opřen o histomorfologickě nálezy a
histochemické reakce, přičemž histochemická reakce
na průkaz Ti02 není uváděna. Z morfologických pra-
cí, které provádějí rozbor prachových depozit
u pacientů s profesionálními chronickými Změnami,
u Svářečů elektrickým obloukem, uvádíme práci Mi-
řejovského aj. (1), kterä je však limitována nedostup-
ností rtg mikroanalýzy. Avšak ani v tomto Sdělení
není zaznamenán nález TiO2 a jeho průkaz ve tkání,
i když je Známo, že elektrody, zejména S obalem ba-
Zickým, obsahují Značně procento (až 50 %) TiOz.
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Obr. 12. Povrch výchozí suroviny — ilmenítu, 500krát, SEM.
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Obr. l3. Logaritmické spektrum s vyznačenou energetickou pro-
pustí („okénko “) použité pro distribuci Ti v ložisku

U pacienta S profesionální Svářečskou pneumoko-
niózou vytvářely podlouhlé částice četná ložiska,
která vykazovala pozitivní Perlsovu reakci. Jedná se
tedy o částice, které Obsahují Oxid železitý. Pokud jde
O nález ložisek TiOz, domníváme Se, že ložiska pig-
mentových depozit, uváděných v jiných Starších do-
mácích Sděleních, obsahovala rovněž TiOz, ale nebyl
analyticky detekován. Rovněž u těchto prací není
zmínka o úloze TiOz při plicní reakci, i když je ve
všech Složeních elektrod, Se kterými nemocní praco-
vali, Ti02 uváděn.

Obr. I4. Ložisko T102 Zobrazené ve STEM modu použité pro
distribuci Ti .

Obr. 16. Ča'st granulomu ve „Svářečské plı'ci“ s makrofa'gy Obsa-
hujı'cı'mi drobné polymoıfnı' částice, alcia'nova' modř, 500krát
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Obr. 18. Ložisko nakupených částic S Obsahem Fe, 10 OOOkra't,
nekontrastova'no

Zahraniční písemnictví Zaznamenává několik prací
věnovaných problematice pneumokoniózy Zapříči-
něně nahromaděním titanove'ho prachu v plicní tkání ,
kde k jeho identifikaci byla využita EM a rtg mikroa-
nalýZa (2, 3, 4). Rode aj. (3) nezaznamenali žádné
Zánětlivě a fibrózní Změny v plicích a považují Ti02 Za
biochemicky inertní. K podobným Závěrům Se při-
klání i práce Ophuse aj. (4), kteří přes průkaz rozsáh-
lých plicních depoZit TiOz neprokázali žádnou plicní
reakci a považují Ti02 (rutil) Za biologicky inertní.

Existuje několik Zpráv o morfologických a plicních
Změnách u osob, které byly vystaveny prachu TiOz.

Obr. I9. Detail částic s Obsahem Fe, 30 000kra't
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Obr. 20. Spektrum TiOz částic a částic Obsahujı'cích Fe; bodově
spektrum přinálezı Casticı'm s Obsahem Fe
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Obr. 21. Smíšené ložisko částic obsahujících Fe a Ti, 30 OOOkra't

Není však žádný důkaz, že by plicní Změny byly vyvo-
lávány přítomností Tí02 S výjimkou případu, který
popisuje Angelbaut aj. (5), který popsal granuloma-
tózní plicní reakci, kterou dává do Souvislosti S pří-
tomností TiOz.

Na Základě našeho nálezu mírné až Střední perívas-
kulární fibrózy Se přikláníme k pozorování Schmitz-
-Moormana aj. (6), který nepřítomnost plicní odpo-
vědí k prachovým depozitům, Zaznamenanou růz-
nými autory (2, 3) (např. Rode aj. -jen 3letá expo-
zice TiOz), vysvětluje tím, že může být Způsobena
krátkou dobou od původní expozice k onemocnění
nebo úmrtí. Záleží nejspíše na délce expozice a délce
působení TiOz ve tkání. U našeho případu byla délka
expozice 20 let. Dlouhodobá expozice, trvající řadu
let, Zřejmě vyvolává odezvu v plicní tkání. K podpoře
tohoto názoru nás vede i práce Kasemo a Lausmaa
(7), která na molekulární úrovni vysvětluje tkáňové
reakce u kovových implantátů, kde povrch tvoří
oxidy různých kovů, mezi nimi je uváděn i TiOz, na
jehož povrch Se až po určité době váže protein, který
má vliv na tvorbu fibrózní kapsule. Předpokládáme,
že k povrchu kovové částice, která je většinou oxido-
vána, Se mohou z plazmy a tkáňového moku Sorbovat _
molekuly (fibronektinu, vitronektinu aj.) (8,9). Pro
definitivní vyjádření by bylo nutné Studium mecha-
nismů adsorpcí těchto látek na partikule kovů v plicní
tkání a Studium celkové tkáňové reakce plíce po
různě dlouhou expozici. '

K hodnocení pneumokonióz vyvolaných Ti02 Z hle-
diska profesionality přistupujeme v Samostatném Sdě-
lení (10).

Souhrn

Elektronmikroskopická identifikace prachových
depozit Spolu S kvalitativní rtg mikroanalýzou zpřes-
ňuje morfologické vyhodnocení bioptických mate-
riálů u pacientů S pneumokoniózou. Protože lze po-
užít k průkazu í běžný bioptický materiál, je tato me-
toda rychlá a přesná. Použili jsme jí k ídentífikaei
mikroskopický'eh a submikroskopíckých částic TiOz,
který nelze jinýmihistochemickými metodami zjistit.
Na základě Získaných výsledků Se ukazuje, že dlouho-
dobá expozice TiÓz může vyvolat plicní reakci.
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Autoři děkuji' MUDr. R. Holušovi Z laboratoře HPNP-IHE
Praha za posouzení histologicke'ho nálezu u pacienta se sva'řečskou
pneumokoniózou a J. Hálečkove' Z VUHEM Praha za technickou
spolupráci při přípravěpreparátù pro EM.
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