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Ethylenoxid (EO) /O\
H,C—CH,

Fyzikalne-chemické viastnosti
za normalni teploty plynna latka (bod varu 10,7 °C)
neomezené rozpustny ve vodé
za nizkych koncentraci bez zapachu
chemicky reaktivni
kratky biologicky polocas (10-40 min)

Pouziti
meziprodukt v chemickém prumyslu
sterilizace zdravotnického materialu

Zdroje expozice
sterilizace zdravotnického materialu
chemické vyroby a petrochemie
cigaretovy kour
expozice ethylenu
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Akutni ucinky (pfi vysokych koncentracich)
mirné drazdeni oci, sliznic, dychacich cest
bolesti hlavy, nevolnost

Mutagenita, genotoxicita a karcinogenita
mutagenni a genotoxicky in vitro a in vivo
profesionalni expozice: leukemie, lymfomy, nadory i v dalsich
organech (?77?)
chromosomove aberace
karcinogen tridy 1 (IARC)

Pripustny expozicni limit (PEL)
1 mg/m3(CR), ostatni staty ¢asto 1 ppm (1.8 mg/m?3)

Cichovy prah
700 mg/m3 (tj. zapach nevaruje pfed nadmeérnou expozici)



Hodnoceni profesionalni expozice chemickym latkam

Monitorovani skodlivin v pracovnim ovzdusi
nebo biologické monitorovani?



Premény EO v organismu:
moznosti pro biologického monitorovani ?

HO Glycolic acid,
\/\OH oxidation Glyoxylic acid,
Ethylene glycol ——  Formic acid,
(EG) Oxalic acid

enzymatic or
non-enzymatic
hydrolysis
conjugation with
glutathione (GSH)
Adducts A\ ) HO
with DNA A ~sG
Ethylene oxide

mercapturic acid
(EO) pathway
HO

S o

Adducts with proteins ;JB_(OH
(in blood protein globin: O>/'_

binding to N-terrr.iinal Val, 2-Hydroxyethyl

Cys and His) mercapturic acid

_—  (HEMA)

S-containing
metabolites
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ProC€ 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
(biologické limity, BET)

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



Vazba EO na nukleofilni aminokyseliny globinu

Val Cys His

N/\
NH

Globin
OH
N=
|\\ /\NIOH
S =
|||||I|l\ ||||IIIII|\N|_| LTI

0
EO-adducts in globin

N-(2-hydroxyethyl)valin
(HEV)



Stanoveni 2-(hydroxyethyl)valinu v globinu
Modifikovana Edmanova degradace (MED) + GC/MS

N-(2-Hydroxyethyl)valin OH

(HEV) \ N=
/NIOH
S ~
II|I|\N%IIIIIIIII\NH¢IIII|||
e}
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EO-adducts in globin

g

PFPITC
HO\/\
HOSS A Ai\
N > N
g © s¢< =0
N s N
F. FE

1-(2-hydroxyethyl)-5-isopropyl-
3-pentafluorophenyl-2-thiohydantoin
(2-HE-PFPTH)

Torngvist et al. 1986
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Stanoveni HEV v legislativé CR

Vyhlaska MZ ¢. 432/2003 Sb v platném znéni (107/2013 Sb.),
kterou se stanovi podminky pro zarazovani praci do kategorii,
limitni hodnoty ukazatelu BET, podminky odbéru biologického
materialu pro provadéni BET a nalezitosti hlaSeni praci s azbestem
a biologickymi Ciniteli

Priloha €. 2 Limitni hodnoty ukazatelu BET

Tabulka €. 2 Limitni hodnoty ukazatell biologickych expozinich
testd v krvi

Latka v krvi Ukazatel Limity Doba odbéru

Ethylenoxid N-(2-Hydroxyethyl) | 0,3 ug/g globinu nerozhoduje
valin v globinu 1,9 nmol/g globinu




Stanoveni HEV v globinu osob exponovanych EO
(pracovnici prumysloveé sterilizovny, n=14)

méfeni MED(2/2012)

HEV
Vzorek (nmol/g glob)
H040 3.1
HO041 3.8
H042 6.1
H043 54
HO044 7.7
H045 4.7
H046 6.8
HO047 2.8
H048 8.1
H049 4.6
HO50 1.4
HO51 4.6
H052 0.6
HO53 4.9




Stanoveni HEV v globinu osob exponovanych EO
(pracovnici prumysloveé sterilizovny, n=14)

méfeni MED(2/2012)

vzorek HEV glo(tr;)mollg
HO40 3.1
HO41 3.8
HO42 6.1
HO043 54
HO44 7.7
HO45 4.7
HO46 6.8
HO47 2.8
HO048 8.1
HO49 4.6
HO50 1.4
HO51 4.6
HO52 0.6
HO53 4.9
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MED(1/2016) vs. MED (2/2012)

y =2.4865x+0.0085
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R*=0.9718 .
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Spatna reprodukovatelnost stanoveni HEV metodou MED
pravdepodobna priCina: mala robustnost metody

Princip metody MED:
derivatizace s nekompletnim vytézkem, ktery zavisi na reakcCnich
podminkach

Pozadovan reprodukovatelny vytézek derivatizace
- vlastniho globinového aduktu

- kalibracniho standardu

- vnitrniho standardu

Alternativni postup stanoveni HEV?

Totalni kysela hydrolyza globinu (AH) + HPLC/MS
univerzalni metoda pro stanoveni stabilnich aduktu v proteinech



Kysela hydrolyza (AH) globinu

o
HO NH
~"NH RERRRRRRRNY

o)
HEV v globinu | " 5 mg globinu
AH ® pridavek vnitfniho standardu
(HEV-d,)
™ = 1 ml12 M HCI

hydrolyza 100 °C x 16 h
odfoukani HCI dosucha
® rozpusteni odparku
HPLC/MS analyza
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Stanoveni HEV v globinu osob exponovanych EO
(pracovnici prumysloveé sterilizovny, n=14)

AH(1/2016)vs. MED(2/2012)

y = 0.9292x+0.0158
g | R*=0.9884

HEV {nmol/gelob.)

0 . !

0 5 10
HEV (nmol/g glob.)

HEV {nmol/g glob.)
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AH(2/2016)vs. AH(1/2016)

y= 1.1458}{-0.1153.
R*=0.9847

5 10
HEV (nmol/g glob.)




Optimalizace podminek hydrolyzy pri stanoveni HEV

Viiv doby hydrolyzy na vytézek HEV
(analyza ,exponovaného” globinu)

R (HEV/HEV-d4)
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Optimalizace podminek hydrolyzy pri stanoveni HEV

Vliv teploty a doby hydrolyzy na vytezek HEV

(analyza ,exponovaného” globinu)
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Optimalizace podminek hydrolyzy pri stanoveni HEV

Vliv matricovéeho efektu
(konstantni prfidavky HEV a HEV-d, ke kontrolnimu globinu)

R (HEV/HEV-d4)
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Reprodukovatelnost stanoveni HEV

10 vzorkl kontrolniho globinu s konstantnimi pfidavky HEV a HEV-d,
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Uéast na MPZ (G-EQUAS, University of Erlangen)

1/2017
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Erlangen, 2017/01/16
Youden Plot

evaluation  your results ref. value(**) tolerance range unit

257.0 275.9 191.6 - 360.2 pmol/g
+ 35740 37262 3089.0 - 4363.4 pmol/g
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HEV in globin (Environmental medical field)
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A-Value
A B
number of participants 3 3
within 3-fold tolerance range 3 3
mean of 3-fold tolerance range 2759 3726.2
deviation 3-fold range 289 454.4
both values within tolerance range 3 Labs; (100.0%)

(**) consensus value: reference value based on dataset of participants

Erlangen, 2017/07/04
Youden Plot

evaluation  your results ref. value(**) tolerance range unit

A 2 201.7 200.0 96.2 - 303.8 pmol/g
B: + 16820  1730.0 1387.4 -2072.6 pmol/g

HEV in globin (Environmental medical field)
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A-Value
A B
number of participants 5 5
within 3-fold tolerance range 8 4
mean of 3-fold tolerance range 200.0 1730.0
standard deviation 3-fold tolerance range 62.0 204.2
both values within tolerance range 4 Labs; (80.0%)

(**) consensus value: reference value based on dataset of participants
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