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Biologické monitorovani

Biologické expozicni testy (BET)

aplikace metod biologického monitorovani v pripade
latek, pro nez je znam vztah mezi velikosti expozice a
hladinou prislusného biomarkeru, a pro nez byl stanoven
biologicky limit

Provadéni BET v CR
ridi se Vyhlaskou €. 432/2003 Sb. v plathém znéni
(Vyhlaska €. 107/2013)
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Limitni hodnoty ukazateli biologickych expozi¢nich testii a podminky odbéru
biologického materidlu pro provadéni biologickych expozi¢nich testi
Tabulka €. 1

Limitni hodnoty ukazateli biologickych expozitnich testili v moéi

Latka Ukazatel Limitni hodnoty Doba odbéru
Anilin p-Aminofenol 50 mg/g 52 ymol/mmol kreatininu |konec smény
kreatininu
Arsen a arsenovodik JArsen 0,05 mg/g 10,075 pmol/mmol konec
kreatininu  |kreatininu pracovniho
tydne
Benzen S-Fenylmerkapturova [0,05 mg/g 10,024 pmol/mmol konec smény
kyselina kreatininu  |kreatininu
t,i-Mukonova kyselina |1,5 mg/g  {1,2 pmol/mmol kreatininu {konec smény
kreatininu
[Cyklohexanon 1,2-Cyklohexandiol 50 mg/g 0,049 mmol/mmol konec smény
(po hydrolyze) kreatininu  |kreatininu na konci
pracovniho
tydne
Dimethylformamid |N-Methylformamid 15 mg/g 0,029 mmol/mmot konec smény

kreatininu  |kreatininu




Tabulka ¢. 2
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Limitni hodnoty ukazatelii biologickych expozi¢nich testi v krvi

Latka v krvi Ukazatel Limity Doba odbéru
Anilin Methemoglobin 1,5 % hemoglobinu | konec smény
Ethylenoxid N-(2-Hydroxyethyl) 0,3 ng/g globinu nerozhoduje
valin v globinu 1,9 nmol/g globinu
Inhibitory cholinesterazy | Aktivita cholinesterazy a | pokles 0 20% konec smény
a acetylcholinesterdzy | acetylcholinesterazy z hodnoty pfed
zapodetim praci
Kadmium Kadmium 0,005 mg/1 nerozhoduje
0,045 ymol/l
Nitrobenzen Methemoglobin 1,5% hemoglobinu | konec smény
Oxid uhelnaty Karbonylhemoglobin 5 % hemoglobinu konec smény
Olovo QOlovo 0,4 mg/l nerozhoduje
Polychlorované bifenyly | Polychlorované bifenyly |0.05 mg/l nerozhoduje™.
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Biomarkery v toxikologii

Vychozi latky v biologickém materialu (mo¢,
krev, vydechovany vzduch, sliny, vilasy...)

os)
Metabolity v biologickém materialu (moc) <
D
X
Adukty s bunéénou DNA = %- 2
N oo
DNA adukty v mog€i o 20 g
=S =
Adukty s proteiny (globin, albumin) e ‘sb <
o2 =
Zmeneéné hladiny endogennich latek = % g
5% 5
Cytogenetické biomarkery (CA, SCE, MN, etc.) = 9 &

Genotyp biotransformacnich enzymu
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Pro€ adukty s globinem?

Vhodna nahrada za adukty s DNA

Dlouhodoba persistence v organismu po celou dobu
zivota erythrocytu (u ¢lovéka ca. 125 dni)

Dostupnost v dostateCném mnozstvi (140 mg/ml krve)
Zavedené analytické postupy

Doporucené pro hodnoceni expozice na pracovistich
(biologickée limity, BET)

Pouzitelné pro alkylacni Cinidla (napf. epoxidy),
arylaminy, isokyanaty, N,N-dimethylformamid



Nucleophilic sites in globin
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Toxicokinetika globinovych adukti u ¢lovéka
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MVH (nmol/g globin)
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Hladina aduktu MVU (stanoveného jako MVH) v globinu po
jednorazove perkutanni expozici N,N-dimethylformamidu (DMF)
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Pracovni hypotéza projektu IGA NT13401-4/2012

Po ukonceni zivotnosti erythrocytu je globin
s navazanymi adukty odbouran proteolytickou
degradaci, pri niz se uvolni:

volné aminokyseliny, které (znovu) vstoupi do
fyziologickych metabolickych cyklu

volné aminokyselinové adukty, které se vylouci
moci
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Modifikované aminokyseliny v moci

Modifikace endogennimi procesy
klinicka medicina
3-methylhistidin: obnova/degradace kosterniho svalstva

prolyl-4-hydroxyprolin: obnova/degradace kostnich proteinu (pfi
osteoporoze)

Modifikace cizorodymi latkami
prumyslova toxikologie & hygiena:
nevyuzivano
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Adukty s aminokyselinami: modelové slouceniny

Precursor Reactive Amino | Adduct
in vivo species acid
N,N-dimethyl- | methyl- Val N-methylcarbamoyl-Val
formamide, Isocyanate
N-methy|- Lys N.-methylcarbamoyl-Lys
formamide
ethylene ethylene oxide | Val N-(2-hydroxyethyl)-Val
oxide
Cys S-(2-hydroxyethyl)-Cys
acrylamide acrylamide Val N-(2-amidoethyl)-Val
Cys S-(2-amidoethyl)-Cys
styrene styrene oxide | Val N-(2-hydroxy-1-phenylethyl)-Val
N-(2-hydroxy-2-phenylethyl)-Val
Cys N-(2-hydroxy-1-phenylethyl)-Cys

N-(2-hydroxy-2-phenylethyl)-Cys
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AIRMON 2014, 15-19 June, 2014, Marseille, France

Expozice vychozi latce

(Metabolismus)
Transport adduktotvornych Cinidel do erythrocytu
Tvorba globinovych aduktu

Globinové adukty v erythrocytech

Odstranéni a desintegrace erythrocytu
Proteolyza globinu

Degradacni produkty globinovych
aduktu v krevnim obéhu

(Metabolismus)
VyluCovani ledvinami

Degradacni produkty globinovych
aduktd v mogi
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Totalni hydrolyza globinu modifikovaného latkou (X)

X X X X
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acidic hydrolysis
enzymatic hydrolysis (Pronase)
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Stanoveni degradacnich produktu globinovych aduktt v modi

« Zachyt polarnich aduktu z mo€i pomoci extrakce na
pevne fazi (SPE)

* Analyza HPLC/MS/MS
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AIRMON 2014, 15-19 June, 2014, Marseille, France

Planované experimenty s potkany:

A) Intraperitonealni podani aduktotvornych latek,
stanoveni aduktl v globinu a moci po celou dobu
vylucovani

B) Intravenézni podani (transfuse) erythrocyti
modifikovanych in vitro aduktotvornou latkou,
stanoveni aduktl v globinu a moéi po celou dobu
vylucovani

15
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Priprava a aplikace potkanich erythrocyti
modifikovanych MIC (IRE-MIC)

1) Odbér krve potkanu-darcu (anestesie, vykrveni aortou)
2) Oddéleni a promyti erythrocytu

3) Inkubace erythrocyti s MIC (5-50 mM) — ,,IRE-MIC*

4) Promyti IRE-MIC, stanoveni hemoglobinu

5) Odbér €asti IRE-MIC, izolace globinu, stanoveni aduktu

6) Podani IRE-MIC potkanum-pfijemcim, 2 ml/kg (anestesie,
podani kanylou do vena jugularis)

7) Odbeér vzorku celkové krve 10 min po podani IRE-MIC
8) Uzavreni veny jugularis, zasiti rany

9) Odbéry krve a stanoveni globinovych aduktu v krvi
prijemcu po celou dobu zivota erythrocytu

10) Odbéry moci a stanoveni produkti odbouravani
globinovych aduktu (aminokyselinovych aduktl a/nebo
jejich metabolitl) po celou dobu zivota erythrocytli



Aminokyselinové adukty methylisokyanatu

methylisocyanate
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Odbouravani aduktd methylisokyanatu s globinem
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Adukty methylisokyanatu v globinu a moci: toxikokinetika
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Fig.2: Decay of the adduct levels in globin (MVU-G, MLU-G)
SCHEME 2: In vivo degradation of MIC adducts in globin and urine (MVU-U, MLU-Ac-U) following single i.p.
administration of MF in the rat (500 mg/kg). The bottom panels
demonstrate time course of the ratio of both adducts in globin
(MLU-G/MVU-G) and in urine (MLU-Ac-U/MVU-U)



Adukty ethylenoxidu s globinem
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SCHEME 2: Structure and analysis of EO adducts in globin




Odbouravani aduktu ethylenoxidu s N-koncovym valinem
globinu

EO-adducted N-terminus
of alfa-chain of rat globin

0
HO NH
O

enzymatic hydrolysis in vitro
globin degradation in vivo

o o
HO NH
HO -~ OH AN OH N OH
NH o)
0

HEV Leucine 2-Hydroxyethylvalinyl-leucine
(HEVL)

acidic hydrolysis

Scheme 4: In vitro and in vivo proteolytic formation of HEVL from EO-adducted
a-chain of rat globin



Kinetika aduktu ethylenoxidu s N-koncovym Val-Leu
v globinu a moci potkanu po i.p. podani EO
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Odbouravani globinovych aduktu styrenoxidu
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SCHEME 1: Degradation products of SO-globin adducts in urine




HPLC/MS/MS stanoveni aduktu SO v modi
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Kinetika ubytku aduktu styrenoxidu s Cys a Val v globinu a

moci potkanu

Doba po expozici (den)

— 35 1 0,20 -
9 - HPEC-G, EXP R32, podani SO 100 mg/kg O | HPEVL-G, EXP R32, podani SO 100 mgikg
i & R150-153 3
@ R150-153

E a5 —21HPEC Eoas ——21HPEVL
& | 0
& 2.0 - —e—22HPEC A —e— 22HPEVL
E 1 EO,‘IO R
T 15 - o

1.0 0,05 -

0.5 |

U,O & T T T T T T T 0,00 L T T T T T T T H—

0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
Doba po expozici (den) Doba po expozici (den)

g o po podani SO 100, EXP R32
g2 ¢ @ R150, 151,152,153
-
p @@ ] —— 21HPEMA
§ ——22HPEMA
I




61. konzultadni den, 24.9.2015, SzU Praha

Shrnuti

Fyziologické odbouravani globinovych aduktu produkuje
aminokyselinové adukty, které se vylucuji moci ve volné
formeé nebo jako jednoduché metabolity.
Tyto produkty predstavuji novou kategorii biomarkeru
expozice, spojujici tri hlavni vyhody:

Specificitu pro vychozi chemickou latku

Moznost monitorovani dilouhodobych kumulativnich
expozic

Neinvazivni odbeér vzorku

Perspektivy

Rozsireni studie na dalsSi typy aduktt
Studie na ¢lovéku



Podékovani

IGA MZ CR
Grant NT13401-4/2012

Spolupracovnikum



