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Biomarkery expozice cizorodym latkam

vychozi latka v mo €i

polarni metabolity v mo €i
(biomarkery expozice styrenu: kys. mandlova a kys.
fenylglyoxylova)

vychozi latka v krvi
tékava vychozi latka ve vydechovaném vzduchu

kovalentni adukty s biologickymi makromolekulami
(DNA, proteiny)
(reaktivni metabolit styrenu: styrenoxid SO)

d

adukty s globinem
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Globinoveé adukty cizorodych latek

dlouha doba zivota v organismu odpovidajici dob e
zivota erythrocyt U (u Clovéka 120 dnu)

snadna dostupnost globinu v dostate €éném mnozstvi
(~140 mg/ml krve)

vhodné analytické postupy pro stanoveni
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Adukty cizorodych latek s globinem:
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Adukty cizorodych latek s globinem:
Metody analyzy (1)
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Adukty cizorodych latek s globinem:
Metody analyzy (2)
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Adukty cizorodych latek s globinem:
Metody analyzy (3)
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Material
Lidsky globin inkubovany in vitro s SO (vysoka hladina aduktu)

Analyticky postup (zakladni)
Enzymaticka hydrolyza pronasou
Odpareni dosucha
Derivatizace MTBSTFA
Extrakce do heptanu
GC/MS

Vysledky

VSechny ocekavané adukty SO s Cys, Lys a His nalezeny
(Jagr et al. Chem. Res. Toxicol. 20, 1442-1452 (2007)
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(Jagr et al.

SO-Cys (TBDMS) ,

SO-Lys (TBDMS) ,

SO-His (TBDMS) ,
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Chem. Res. Toxicol. 20, 1442-1452 (2007)



2009-2010

= ZvysSeni citlivosti stanoveni SO-Cys

= Stanoveni SO-Cys v globinech
= in vitro krev + SO (0,01, 0,1 a 1 mM)

= mySi exp. styrenu (600 nebo 1200 mg/m3,
6 h/den x 10 dni)

= délnici exp. styrenu na pracovisti
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Analyticky postup Analyticky postup

(zakladnti) (modifikovany)

Enzymaticka hydrolyza Enzymaticka hydrolyza

globinu globinu

Odpareni dosucha Prekoncentrace SPE

Derivatizace MTBSTFA Odpareni dosucha

Extrakce do heptanu Derivatizace PFBB +
MTBSTFA

GC/MS

Extrakce do heptanu
GC/MS
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Extrakce na pevne fazi
(solid phase extraction, SPE)

Cil:

zakoncentrovat SO-Cys z globinového hydrolyzatu,
odstranit nadbytek volnych aminokyselin a soli

Nalezené reSeni:
SPE kolonky Strata X, 500 mg (Phenomenex)

Vysledek:

SO-Cys oddelen od vsech slozek krome Trp
(hmotnostni bilance SPE kroku: 46 mg — 1 mg)
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Derivatizace SO-Cys pro GC-MS

HO—CHZ—CH—S—CHZ—(IZH—COOH
NH,

SO-Cys(1)

HO—CH—CHZ—S—CHZ—(l:H—COOH SO-Cys(2)
NH,
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sTATMI
ZDRAVOTNI
f‘ dsTav

A) TBDMS- O-CH,-CH—S-CH,—CH-COO -TBDMS

36. konzultaéni den 21.10.2010, SZU Praha

Derivatizace SO-Cys pro GC-MS

>

|
NH -TBDMS

stanoveni GC-MS/EI

B) TBDMS- O-CH,-CH—-S-CH,—CH-COO -PFB

>

|
NH -TBDMS

stanoveni GC-MS/NCI

T
TBDMS ch—cf—?i'—

CH; CHj
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Derivatizace: vysledky

A) MTBSTFA:
- oéekavané produkty: SO-Cys(TBDMS) ,, Trp(TBDMS) ,

B) PFBB + MTBSTFA:
- neo ¢ekavané produkty, Spatna reprodukovatelnost
- GC-MS/NCI pouze srovnateln é citliva s GC-MS/EI

{

nadale pouzivan jen MTBSTFA
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SO-Cys: |
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SO-Cys: mysi globin, exp. styrenu 600 mg/m  3x6 h/d, 10 d
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36. konzultaéni den 21.10.2010, SZU Praha

SO-Cys: lidsky globin, profesionalni expozice styre nu
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SO-Cys(2) v lidskem globinu

SO-Cys(2)
: n (nmol/g glob)
Skupina n (> LOD)

Range Mean = S.D.2
kontroly 9 2 <LOD-0.5 0.3+0.1
exponovant, 10 2 <LOD-0.7 0.3+0.2
zavod A
exponovant, 12 12 0.9-723 33+2.1
zavod B

mez detekce LOD = 0,4 nmol/g globinu
2u vzorku s hladinou SO-Cys(2) < LOD pfifazena hodnota 1/2 LOD
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SHRNUTI

u 0sob exponovanych styrenu prokazan SO-Cys

pro € jen SO-Cys(2) ?

validace SO-Cys(2) jako biomarkeru expozice

korelace hladiny SO-Cys(2) a expozice styrenu
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