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Povrch oxidu titaniéitého (TiO,) je v§eobecné po-
kladan za biologicky inertni a jen né€kolik studii ve
svétovém pisemnictvi se zabyva otazkami vztahu

mezi plicni fibrézou a akumulaci titanu v plicni tkani.

Jednou z rychlych metod pritkazu TiO, ve tkéni je
transmisni elektronova mikroskopie (EM), fadkovaci
transmisni elektronovd mikroskopie (STEM), rtg
mikroanalyza, kterou mohou byt ¢astice a loZiska
TiO; odliSena od antrakotického pigmentu, pfitom-
ného v plicni tkani.

Pfi histologickém vySetfeni jsme postihli ve dvou
pfipadech pneumokoniéz prachova depozita rizného
tvaru a velikosti. ProtoZe se jednalo v prvnim piipadé
o pracovnika zadvodu na vyrobu titanové béloby, bylo
nutné identifikovat mikroskopické a submikroskopic-
ké prachové ¢astice a posoudit, zda mohou byt pfici-
nou plicni reakce. Provedli jsme proto rtg mikroana-
lyzu vyrobnich komponent pouZivanych pfi vyrobé ti-
tanové béloby za Gcelem potvrzeni, Ze obsahuji TiO,
(z posudkovych diivodii).

Ve druhém piipadé jsme prachova depozita riz-
ného tvaru a velikosti nasli také u pneumokoniézy
svarfele elektrickym obloukem, kde jsme rovnéz pro-

kazali ¢astice TiO, a dalsi ¢astice obsahujici Zelezo.
Piedklddame nase poznatky s prilkazem TiO, v plicni
tkani u pacienta s pneumokoniézou, ktera byla zji3-
téna po viceleté expozici prachovymi &asticemi TiO,
vzniklymi pfi vyrobé titanové béloby, které byly zo-
brazeny ve vysokonapétovém EM s kvalitativnim
energiové disperznim spektrometrem (EDS). Zis-
kané poznatky potvrzuji, Ze dlouhodoba expozice
TiO, miZe mit za nasledek lehké a stfedni fibrotické
zmény v plicich. RovnéZ se ukézalo, Ze je moZné pro-
vadét kvalitativni analyzu i v bioptickém materiélu,
ktery neni specidlné zpracovan pro ucely prvkové
analyzy. Nutné je viak pocitat s obtiZné&j$im vyhodno-
covédnim ziskaného spektra.

Materiil a metodika -

Pouzili jsme biopticky materidl z plicnich diagnos-
tickych excizi za Géelem identifikace mikroskopic-
kych a submikroskopickych &astic prachovych depo-
zit zji§ténych v histologickém obraze k provedeni EM
vySetfeni a mikroanalyzy. Z odebranych excizi byly
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Obr. 1. Rg plic: zvyraznénd intersticidlni kresba (teckovité stiny) Obr. 4. Splyvajici ¢édstice TiO; v loZisku, 37 000krdt — nekontras-
Je sledovateind aZ do periférie tovany rez

Obr. 2. Na obrdzku zastiZen Sikmy aZ podélny pritFez vétvi arteria
pulmonalis s Sirokym perivaskuldrnim manZetovitym lemem pig-
mentu, hematoxylin-eozin, 120krdt

Obr. 5. Detail ¢dstic v loZisku pri velkém zvétSeni (70 000krdt)
nekontrastovany Fez

pfipraveny 200-300 nm silné fezy, které byly sbirdny
na mé&déné sitky pro EM. Rezy byly pfipraveny jed-
nak z excize fixované 4% paraformaldehydem s 2%
glutaraldehydem v 0,1 M kakodylidtovém pufru pH
; ‘ 7.2 s naslednou osmiovou fixaci (1% OsO, v pufru
v podle Milloniga). Promyvani bylo providdéno Millo-

nigovym pufrem. U tzv. ,svéifeéské plice“ byly pou-

Obr. 3. Cdst loZiska TiO, — nekontrastovany Fez, 6000krdt Zity deparafinizované blo¢ky fixované formolem,
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které byly nésledn&.zpracovany vySe popsanym zpu-
sobem véetné fixace. Po odvodnéni ve vzestupné fadé
alkoholil s 1% uranylacetitem (UA) a v propy-
lénoxidu byla tkéii zalita do Eponu 812. Rezy byly
pfipraveny na ultramikrotomu LKB UT III. Pfiprava
fezii byla znesnadnéna pfitomnosti loZisek TiO, ve
tkani. Depozita TiO, spolu s ¢4sticemi obsahujicimi
Zelezo a kfemik znehodnocovala rychle ostii sklené-
ného noZe, a proto bylo nutno vzdy po odkrojeni 2 aZ
5 fezll posunout ostfi noZe o §itku krijené plochy.
S vyhodou byly pouZity sklenéné noZe o thlu 55°.
Blo&ky byly krajeny pfi rychlosti 2-5 mm/s. Pro tcely
prvkové analyzy nebyly fezy kontrastovany (pouze
pfi odvodiiovani 1% UA). Snimky byly pofizeny pfi
urychlovacim napéti 160200 kV na analytickém EM
JEM 200 CX se zafizenim ASID (rastrovaci jednotka).

Prvkov4 analyza byla provadéna na energiové dis-
perznim spektrometru s polovodi¢ovym detektorem
Si (Li) k registraci charakteristického rtg zifeni vy-
stupujictho ze vzorku, ktery byl excitovdn svazkem
urychlenych elektroni. Detektor je opatien Be okén-
kem. Byl pouzZit analyzitor LINK - model 816 pro
kvantitativni analﬂyzu Pouzity velkoplo$ny detektor
ma4 plochu 30 mm”. Néklon vzorku vidi detektoru byl
vidy 40°. Cas analyzy se pohyboval v rozmezi 200 aZ
400 s. Vzdélenost Be okénka od elektronového
svazku byla 0,018 m. Urychlovaci napéti 100 kV. Byla
provadéna jak plo$na, tak i bodov4 analyza s roz-
lifenim (20 nm) ve STEM modu pfi zvétSeni 3000 az
15 000krit.

Kromé¢ excizi z plicni tkdné jsme provedli analyzu
vzorkl jednotlivfch komponent pouZivanych pfi vy-
robé titanové béloby a vychozi suroviny — ilmenitu
(FeTiO;). Analyzy vyrobnich komponent véetné il-
menitu byly provadény v SEM modu. Vzorky jsme
pfipravili tak, Ze po jejich naneseni na drzdk byly pie-
kryty 20 nm silnou vrstvou Au v iontovém rozpraso-
vati fy Polaron E 5100, aby bylo mozné zdroveii pofi-
zovat snimky povrchu vySetfovanych vzorkid. Zaro-
veil byly zaji§tény parafinové fezy z rutinné fixova-
nych tkani formolem, které byly barveny hematoxyli-
nem-eozinem podle van Giesona a alcidnovou modii
podle Perlse (pritkaz trojmocného Zeleza).

P

Pozniamka

K metodické ¢asti poznamenédvame, Ze je duleZité umisfovat
zhotovené fezy na stfed sitky, nebot uhlikovy drzdk pro rtg mikro-
analyzu zastifiuje pfi ndklonu svym hornim kénickym otvorem &ast
sitky. Vyhodnéjsi je pouZivat pro mikroanalyzu silonové sitky
(které jsou v3ak z dovozu), nebot nerusf spektrum piitomnostf ji-
nych prvki. RovnéZ specidlni pfiprava preparati (fixace, vybér
vhodnych pufri, ptip. zhotoveni zmrazenych fezii) je lepsi. nebot
do spektra se nezanaSeji prvky. které mohou dalsi hledané nebo
pfedpoklddané prvky prfekryvat. Je zndmo, Ze L a M spektralni
¢éry fixa¢nich roztoku koinciduji s ¢drami lehéich prvkd od Na po
Ca v oblasti 1 aZ 5 keV. Proto identifikace Si a P je velmi obtiZna.
S vyhodou bylo pouZito siln&jSich fezti 200-300 nm. které lze
snadno pfi 160 aZ 200 kV prozéfit. maji dostateény kontrast a vétsi
vytéZnost ve spektru.

Kasuistika

1. Pacient, 45lety muzZ, v letech 1969-1986 pracoval
jako bali¢ pfi vyrobg titanové béloby. Celkov4 ex-
pozice prachu u nemocného viak ¢ini 20 let. Jinou
prasnou expozici neuvadi. V poslednich letech si
st€Zuje na ndmahovou dus$nost. Rtg viz obr. 1 -
v obou plicnich kiidlech je intersticidlni kresba
zvyraznéna, v jejim prib&hu jsou teckovité stiny
sledovatelné aZ do periférie (dle klasifikace ILO
p3). V lednu 1989 byla provedena ze submammar-
niho fezu vlevo diagnostickd excize z linguly plic,
pfi niZ chirurg popisuje zcela bilou plici.

2. Pacient, 54lety muZ, pracujici v letech 1967-1974
a 1979-1980 jako svéfe¢ elektrickym obloukem.
V roce 1980 piefazen a pracuje jako oSetfovatel
skotu. Rtg srdce a plic: zmnoZen4 retikularni kres-

~ba, zejména v bazilnich plicnich polich s bilat.
pleurélni reakei.

Vysledky

U pacienta exponovaného prachem TiO, pfi vy-
robg titanové bé&loby je v parafinovych fezech (obr. 2)
patrna masivni perivaskuldrni pigmentace, pigment
vytvafi Siroké kompaktni manZetovité lemy okolo vé-
tvi arteria pulmonalis vétS§tho a stfedniho kalibru.
Kromeé toho je hrudkovity pigment pfitomen i v roz-
trousenych alveolarnich makrofézich, ty jsou v3ak
ptitomny v alveolech jen ve velmi malém poctu. Ve
specidlnich barvenich je patrna perivaskularni fibr6za
v oblastech s pigmentaci. Na polotenkych fezech
je patrna intraceluldrni lokalizace zrnek pigmentu
v makrofazich uloZenych v perivaskuldrnim vazivu.

V EM bylo moZné rozpoznat loZiska TiO; nerovno-
mérné rozprostfend v intersticiu a cytoplazmé plic-
nich makrofagi. LoZiska méla tvar velkych a malych
vicevrstevnych agregétu Castice s obsahem TiO; jsou
vysoce elektrodenzni a je snadné je prokézat v nekon-
trastovaném materidlu. Bylo moZné pozorovat jed-
notlivé &astice okrouhlého az hexagonélm’ho tvaru,
které mély prﬁmér 0,15 wm (plocha 0,2 um?), z nichz
nékteré maji vyrazné ohrani¢eni (obr. 8 a, b -
stereopar).

Analyzovana loZiska méla v ;l)ruméru rozmér 2,6
% 1,6 um a plochy okolo 0,4 um” (obr. 3,4). Misty se
nachézely i malé shluky sloZené jen z né€kolika &4stic
(obr. 5). Na (obr. 3, 4) jsou nekontrastovana loziska
v plicni tkéni. Pofizeny zdznam spektra (obr. 6) z to-
hoto loZiska vykazuje spektrlni ¢ary TiK,'a TiKg!
s vrcholy energii 4 480 keV a 4 960 keV. Vlevo od
spektralni ¢ary titanu jsou pifitomny tfi malé vrcholy
reflexniho maxima (piky) SiK, 1740 keV/OsM,,
1910 keV, CIK,!2 640 keV, U M,13240 keV. Vpravo
se pak nachézeji piky CuK,!a CUKg!. Kromé& Ti a Cl
souviseji vSechny zji§téné prvky s ptipravou vzorku
(0s0, fixace, UA ke zvySeni kontrastu béhem od-
vodiiovani). Cu spektralni ¢ary jsou z pouZité médéné
sitky. Reflexni maxima u titanu maji tvar idedlniho
Gaussova rozdéleni, jsou zcela pritkazné a shodovala
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se s tabulkovymi hodnotami v rozmezi pozorované
chyby jako u ostatnich prvki a byla potvrzena KLM
znalenim (marker). Pro kontrolu byla provedena
analyza ¢asti plicni tkdné&, kde mikroskopicky nebyly
zjistény 74dné &astice TiO,. Na (obr. 7) je vidét po-
rovnéni spektralnich ¢ar loZiska TiO, a spektra plicni
tkané. Jak je patrno, neobsahuje plicni tkan titan,
pouze jsme zde zaznamenali tfi malé zfetelné piky Si
(Os),ClaU.

Spektrélni ¢ary Fe nebyly postiZeny, i kdyZ pfi jedné
analyze byl ve spektru naznak spektrdlnich ¢ar Fe
stéZi rozliSitelnych od pozadi. Jinak tomu bylo, jak je
uvedeno déle, s pfitomnostf Fe ve spektru loZisek ti-
tanu u tzv. pneumokoniézy ze svafovéni.

Déle pak byla provedena analyza vzorkl virobnich
komponent pouZivanych pfi vyrobé titanové béloby
véetné& vychozi latky —ilmenitu. Na obr. 9, 11 demon-
strujeme spektrum vzorku FS a ilmenitu. V3echna
spektra obsahuji mohutny pik TiK,! a TiKg!. Spek-
trum ilmenitu pak na rozdil od ostatnich prvki obsa-
huje i priikkazné reflexni maxima FeK,' a FeKg! (6403
a 7057 keV). Z vybraného pasma energii byla pouZita
propust v pasmu 4320 az 5120 keV k provedeni distri-
buce Ti v loZisku (obr. 13, 14, 15), ktera rovnéZ po-
tvrzuje pfitomnost titanu a jeho rozloZeni. Snimek
pofizeny v SEM modu (obr. 12) ukazuje, Ze vychozi
latka — ilmenit je velmi hrubé struktury a vzhledem
k tomu, Ze obsahuje Zelezo, které nebylo az na jeden
pfipad analyzy viibec prokazéno, jsme piesvédceni,
Ze nepfichdzi jako kontaminacni latka u prvniho pa-
cienta v dvahu (pracoval jako bali¢ findlniho vyrob-
ku). Ostatni vzorky maji vétsi a mensi Castice, které
po dalS$im zpracovéani (mleti) jsou velmi jemné a
mohou se snadno usazovat v plicni tkani. Nejmensi
¢asti jsme nasli u vzorku FS - 0,2 um (obr. 10).

U pacienta s profesionalni pneumokoniézou, vyvo-
lanou Casticemi vdechovanymi pfi svafeni elektric-
kym obloukem, histologicky nélez potvrzuje ¢etn4 lo-
Ziska, vytvofend nakupenim makrofagl, zpravidla
kolem drobnych cévnich vétvi (obr. 16). Makrofigy
obsahuji v objemné svétlé cytoplazmé hojnd zrnka
ruzného pigmentu. Téméf ve vSech makrofazich
v té€chto loZiskdch je pozitivni Perlsova reakce na Ze-
lezo. Vedle toho v3ak v mirné ztlustélé pleuie i
v adventicii n€kterych cév se nachazeji velka depozita
jemného antrakotického pigmentu, kterd nedavaji re-
akci na Zelezo. Zietelna fibroza je viak jen ojedinéle
pti pleufe.

V EM jsme mezi jinymi Casticemi zaznamenali
pouze dva druhy ¢astic, které ve spektru vykazovaly
pfitomnost jinych prvki oproti spektru plicni tkdng
bez &astic. Prvni typ &astic vytvafel loZiska unifor-
mnich &astic bez vyrazného ohraniéeni (obr. 18, 19),
které se nachédzely v cytoplazmé€ plicnich bunék
i v mezibuné¢ném prostoru, zejména ve zmnoZeném
vazivu. Délka ¢astic se pohybovala v rozmezi 0,5 um
a Sitka okolo 0,13 um. Provedena rtg mikroanalyza
ukézala pfitomnost Si (Os), S, Cl, K, Ca, Fe, Cua Os
ve spektru (obr. 17). V plicni tkdni bez loZiska jsme
prokazali Si (Os), Cl, U, Cu a Os. V jedné analyze
jsme zaznamenali i pfitomnost Al. Druhy typ &astic

Obr. 6 Prikaz titanu (loZisko v plicni tkdni), KLM ¢dry potvrzuji
TiK,1, TiKg!

Obr. 7. Porovndni logaritmického spektra: analyza plicni tkdné
bez &dstic (neobsahuje Ti) — piné spektrum; bodové spektrum z lo-
Ziska obsahuje Ti
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opét vytvatel mald a vétsi uniformni loZiska o pri-
méru 2,3 aZ 13 um obsahujici titanové ¢astice. Tato
loziska vykazovala ve spektru obsah Si (Os), S, Cl,
Ca, Ti, Fe a Os, pticemz spektralni ¢ary Zeleza byly
nizké, ale priukazné. Néktera loZiska obsahovala oba
typy ¢astic (obr. 20, 21).

ik

Obr. 8. a, b Stereopdr +5°, —5°vdlné Cdstice, kontrastovany
vzorek UA, citrdt olova, 30 000krdt (pFi pouiti stereoskopickych
bryli je vidét prostorové uspordddni ¢dstic)
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Obr. 9. Spektrum vzorku FS — potvrzuje pFitomnost titanu
Diskuse

V domécim pisemnictvi jsme nezaznamenali Zad-
nou préci zabyvajici se pneumokoniézou a jejim vy-
hodnocenim pomoci EM a rtg mikroanalyzy. Neni
také zminka o pneumokoniéze vyvolané pfitomnosti
TiO,. Prikaz profesiondlnich pneumokoniéz byl

Obr. 10. Velmi malé cdstice vzorku FS obsahujici titan SEM,
500k rdt

23
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Obr. 11. Spektrum ilmenitu vykazuje dva mohutné energetické
vrcholy (piky) TiKy, TiKg a FeKy

u nds zatim opfen o histomorfologické nilezy a
histochemické reakce, pfiemz histochemicka reakce
na priitkaz TiO; neni uvddéna. Z morfologickych pra-
ci, které provadé€ji rozbor prachovych depozit
u pacientl s profesiondlnimi chronickymi zménami,
u svéfecl elektrickym obloukem, uvadime praci Mi-
fejovského aj. (1), kter4 je viak limitovdna nedostup-
nosti rtg mikroanalyzy. AvSak ani v tomto sdéleni
neni zaznamendn ndlez TiO; a jeho priikaz ve tkéni,
i kdyzZ je zndmo, Ze elektrody, zejména s obalem ba-
zickym, obsahuji znaéné procento (aZ 50 %) TiO,.



34 VOJENSKE ZDRAVOTNICKE LISTY

ROCNIK LIX, 1990, &. 1

Obr. 12. Povrch vychozi suroviny — ilmenitu, 500krdt, SEM.
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Obr. 13. Logaritmické spektrum s vyznacenou energetickou pro-
pusti (,o0kénko") pouZité pro distribuci Ti v loZisku

U pacienta s profesiondlni svafe¢skou pneumoko-
niézou vytvafely podlouhlé ¢astice cetnd loZiska,
ktera vykazovala pozitivni Perlsovu reakci. Jedna se
tedy o ¢astice, které obsahuji oxid Zelezity. Pokud jde
o nélez loZisek TiO,, domnivdme se, Ze loZiska pig-
mentovych depozit, uvddénych v jinych starSich do-
macich sdélenich, obsahovala rovnéz TiO,, ale nebyl
analyticky detekovan. Rovnéz u t&€chto praci neni
zminka o tloze TiO, pfi plicni reakci, i kdyZ je ve
viech sloZenich elektrod, se kterymi nemocni praco-
vali, TiO, uvadén.

Obr. 14. LofZisko TiO, zobrazené ve STEM modu poufité pro
distribuci Ti s

Obr. 15. Distribuce Ti v loZisku (potvrzuje rozprostreni Ti)

-

Obr. 16. Cdst granulomu ve ,svirecské plici* s makrofigy obsa-
hujicimi drobné polymorfni ¢astice, alcidnovd modF, 500krdt
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Obr. 17. Spektrum nakupenych cdstic s obsahem Fe

Obr. 18. LoZisko nakupenych Cdstic s obsahem Fe, 10 000krdt,
nekontrastovdno

Zahrani¢ni pisemnictvi zaznamendva nékolik praci
vénovanych problematice pneumokonidézy zapfici-
néné nahromadénim titanového prachu v plicni tkani,
kde k jeho identifikaci byla vyuZita EM a rtg mikroa-
nalyza (2, 3, 4). Rode aj. (3) nezaznamenali Zadné
zanétlivé a fibrézni zmény v plicich a povazuji TiO, za
biochemicky inertni. K podobnym zavérim se pfi-
kléani i prace Ophuse aj. (4), ktefi pfes prikaz rozsah-
Iych plicnich depozit TiO, neprokazali Zadnou plicni
reakci a povaZuji TiO, (rutil) za biologicky inertni.

Existuje n€kolik zprav o morfologickych a plicnich
zménéch u osob, které byly vystaveny prachu TiO,.

Obr. 19. Detail édstic s obsahem Fe, 30 000krdt

Obr. 20. Spektrum TiO, &dstic a dstic obsahujicich Fe; bodové
spektrum pfindleZi ¢dsticim s obsahem Fe
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Obr. 21. SmiSené loZisko cdstic obsahujicich Fe a Ti, 30 000krdt

Neni vSak Zadny dilikaz, Ze by plicni zmé&ny byly vyvo-
lévény pfitomnosti TiO, s vyjimkou pfipadu, ktery
popisuje Angelbaut aj. (5), ktery popsal granuloma-
tézni plicni reakci, kterou ddva do souvislosti s pfi-
tomnosti TiO,.

Na ziklad€ naSeho nilezu mirné aZ stfedni perivas-
kulédrni fibrézy se pfiklanime k pozorovdni Schmitz-
-Moormana aj. (6), ktery nepfitomnost plicni odpo-
védi k prachovym depozitim, zaznamenanou riiz-
nymi autory (2, 3) (napf. Rode aj. — jen 3leta expo-
zice TiO,), vysvétluje tim, Ze miZe byt zpisobena
kritkou dobou od pivodni expozice k onemocnéni
nebo Gmrti. ZaleZi nejspiSe na délce expozice a délce
pusobeni TiO; ve tkani. U naseho pfipadu byla délka
expozice 20 let. Dlouhodoba expozice, trvajici fadu
let, zfejme vyvoldva odezvu v plicni tkédni. K podpote
tohoto nizoru nis vede i prace Kasemo a Lausmaa
(7), ktera na molekulérni drovni vysvétluje tkafiové
reakce u kovovych implantatd, kde povrch tvofi
oxidy riiznych kovil, mezi nimi je uvddén i TiO,, na
jehoZ povrch se aZ po urcité dob€ vaze protein, ktery
m4 vliv na tvorbu fibrézni kapsule. Pfedpokladame,
Ze k povrchu kovové &astice, kterd je v&tsinou oxido-

vana, se mohou z plazmy a tkatiového moku sorbovat

molekuly (fibronektinu, vitronektinu aj.) (8,9). Pro
definitivni vyjddfeni by bylo nutné studium mecha-
nismi adsorpci t&€chto latek na partikule kovi v plicni
tkdni a studium celkové tkanové reakce plice po
riizné dlouhou expozici.

K hodnoceni pneumokoniéz vyvolanych TiO, z hle-
diska profesionality pfistupujeme v samostatném sdé-
leni (10).

Souhrn

Elektronmikroskopick4 identifikace prachovych
depozit spolu s kvalitativni rtg mikroanalyzou zpfes-
fiuje morfologické vyhodnoceni bioptickych mate-
ridld u pacientl s pneumokoniézou. ProtoZe lze po-
uZit k prilkazu i béZny biopticky material, je tato me-
toda rychld a pfesna. PoufZili jsme ji k identifikaci
mikroskopickych a submikroskopickych &astic TiO,,
ktery nelze jinymi histochemickymi metodami zjistit.
Na z4kladé ziskanych vysledkii se ukazuje, Ze dlouho-
dobd expozice TiD, miZe vyvolat plicni reakci.

.;Podékovdnf

AutoFi dékuji MUDr. R. HoluSovi z laboratofe HPNP-IHE
Praha za posouzeni histologického ndlezu u pacienta se svdfecskou
pneumokoniézou a J. Hdleckové z VUHEM Praha za technickou
spoluprdci pFi pFipravé prepardtii pro EM.
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