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Biomarkery v hygiené a toxikologii

Vychozi latky v moc¢i nebo krvi (fidCeji v jiném
biologickém materialu...)

Metabolity v moci

Adukty s bunécnou DNA E 2

DNA adukty v mog¢i {9;. g 2
Adukty s proteiny (globinem, albouminem) %‘ fgb. 5
Zménéné hladiny endogennich latek = % g
Cytogenetické biomarkery (CA, SCE, MN, etc.) % E §.

Genotyp biotransformacnich enzymu
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Pro€ adukty s globinem?

Snaze dostupné a méritelné nez adukty s DNA

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

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

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

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

Zakotveny v legislativé
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Co o globinovych aduktech
jesté nevime?

Kam smerovat dalsi vyzkum?

DalSi osud v organismu po ukonc¢eni
zivotnosti erythrocyti

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

degradacni produkty ve formé aduktu s aminokyselinami nebo
s peptidy (volné nebo dale metabolizované), které se vylouCi moci
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ZIVOTNI CYKLUS GLOBINOVYCH ADUKTU

Expozice vychozi latce

(Metabolismus)

Transport aductotvornych sloucenin do erythrocytt
Tvorba globinovych adukti

&

Globinové adukty v erythrocytech

Odstranéni a desintegrace erythrocytu
Hydrolytické stépeni globinovych aduktu

4=

Stépné produkty (globinovych
aduktt) v krevnim obéhu

(Metabolismus)
Vyluéovani ledvinami

STEP 3

Stépné produkty v mogi




Strategie vyzkumu: in vivo experimenty na potkanech

Primé ip. podani vychozich latek nebo

Transfuse chemicky modifikovanych erythrocytu (= inkubace
erythrocytl s reaktivni aduktotvornou latkou a jejich podani do

krevniho obéhu potkanu-pfijemcu)
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Stanoveni globinovych aduktu v krvi

81. Konzultaéni den, 19. 9. 2019, SZU Praha

Detekce, identifikace a stanoveni Stépnych produktl
globinovych aduktd v modi

Vychozi latka

Reaktivni Cinidlo

Vazebné misto v globinu

Val * Cys His Lys

N,N-Dimethylformamid | Methylisokyanat (MIC) + +
Ethylenoxid Ethylenoxid (EO) + + +
Styren Styrenoxid (SO) + + + +
Akrylamid Akrylamid (AA) + + +

* N-koncovy Val
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Studie na potkanech / Vysledky

1) Pro témér vSechny zkoumané globinové adukty byly nalezeny a
identifikovany prislusné stépné produkty v moci

2) St&pné produkty byly moéi vyludovany s vysokym (~ 40-100 %
celkového mnozstvi globinovych aduktd)

3) Kinetika vyluCovani stépnych produktt v moci odrazela rychlost
odbouravani globinovych aduktud v krvi

Dalsi etapa vyzkumu:

Studie na ¢clovéeku



Ethylenoxid (EO)

© reaktivni plyn

© chemicky meziprodukt

© sterilizacCni Cinidlo pro
zdravotnicky material

© karcinogen skupiny 1 (IARC)

Biologické monitorovani EO

Stanoveni N-(2-hydroxyethyl)valinu
(HEV) v globinu

H,N RERRNRRRRRRNR

B © N-terminal Val in globin
EO u\l/

HCZ‘..,_./-nN LEEEEEETEET T
g O N- -(2-hydroxyethyl)valine
PFPITC (NT/ \ HEV
How” LEEEEEEEETTT HOMN:J:H/DH

HNJQS o O
§ \ HEV
/e T

F5 HO‘\/*-N O

HE-PFPTH

MED: modifikovana Edmanova degradace
AH: totalni kysela hydrolyza
“ Mraz J. et al. Toxicol. Lett. 298, 76-80 (2018) 9



Vylu€ovani stépného produktu globinového aduktu EO v moc¢i potkanu

EO-adducted

N-terminus of alfa-chain Val Leu
of rat globin o)
HO NH
~"NH [ITTTTETTTTT
0

cleavage
in vivo
O
HO NH
HO L~k -~ A ¢H
O

O

HEV HEVL
In urine

N-(2-hydroxyethyl)-L-valyl-L-leucine

- Mraz J. et al.: Arch. Toxicol. 93(3), 603-613 (2019) 10



Délnici exponovani EO v primyslové sterilizovné

HEVL-U vs. HEV-G
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Délnici exponovani EO v primyslové sterilizovné vs. kontroly

HEVL-U vs. HEV-G

y =0.833x + 1.1921
e exposed R?=0.4511
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"~ prekvapivé vysoké hladiny, priCina neznama
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Biologické monitorovani expozice EO v primyslové sterilizovné
Longitudinalni studie (Cast 1)

HEV-G (nmol/g globin)
Fa

Czech BLV 1.9

B HEV-G
N HEVL-U

Date of sampling

(*yeado Bi61) N-1A3H
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Biologické monitorovani expozice EO v primyslové sterilizovné
Longitudinalni studie (Cast 2)
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Biologické monitorovani expozice EO v primyslové sterilizovné
Longitudinalni studie (Cast 3)
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Biologické monitorovani expozice EO v primyslové sterilizovné
Longitudinalni studie (Cast 4)
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N,N-Dimethylformamid (DMF)

© organické rozpoustédlo pro polymerni materialy
" rozpustny ve vode a vetSiné organickych rozpoustédel
© vysoka perkutanni absorpce

Biologické monitorovani expozice DMF:
N9

hlavni metabolity v moci -t
“  N-methylformamid (NMF) NN DI o mamide
“ merkapturovéa kyselina AMCC P4y \

N9 N
N—CH > NHCH

N-Methylformamide

o ? P-450.47 (MF)

(HMMF) 4 (NMF)

. - \o HO NH\H/CH3

uriné N-Methylisocyanatew-| o}
(MIC) S N-Acetyl-S-(methylcarbamoyl)-
/g\ L-cysteine

Hl\ll o (AMCC)
CH, \

urine
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Biotransformace DMF u potkana a ¢lovéka
Tvorba adukti s globinem

N,N-Dimethylformamide
(DMF)

/ N
E—) NH CH
N-Methylformamide

? P-450 (MF)
HMMF

0]
N \NH”\NH
O 4+ globin Val Lys
N-Methylisocyanate\
(MIC) 0
\NHJLNH ||||||||I|\N|_| i

0
MIC adducts in globin
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§ Biotransformace DMF u potkana
Stépné produkty globinovych aduktt v moci

0]
L

H NH

Val Ly
@)
N SO N L[N
) @)

MIC adducts in globin

S

degradation in vivo
excretion with urine
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H ~NH
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© /J\NH OH

N-Methylcarbamoyl
valine 0]
(MVU) Na-Acetyl-Ne-methyl-
carbamoyllysine
(MLU-Ac)
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Profesionalni expozice DMF (1 osoba)
Vylu€ovani NMF mogci

pfedsménové a posménové vzorky moce v prubéhu pracovniho tydne

7.97 Bl NMF
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Workshift
Poznamka:

NMF se z organismu vyluCuje rychle (biologicky poloCas ~4 h), proto posménove
koncentrace NMF silné kolisaji podle skuteCnych expozic v kazdém dni.
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Profesionalni expozice DMF (1 osoba)
Vylucovani stépnych produktu globinovych adukti v mogi

predsménové a posmeénoveé vzorky moce v prabéhu pracovniho tydne
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Poznamka: Workshift
VyluCovani MVU a MLU-Ac odrazi kumulativni expozici DMF bé&nhem uplynulych 4
mésicu, proto neni ovlivnéno kolisanim expozic v prabéhu jednoho pracovniho 21

tydne.



Souhrn

St&pné produkty (globinovych adukttl) v modi pfedstavuji novou
kategorii biomarkert, spojujici tfi hlavni pfednosti:

= Specifitu pro vychozi latku

“ Monitorovani dlouhodobych kumulativnich expozic

“ Neinvazivni odbér vzorku
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