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Biomarkery v toxikologii

Mira rozsahu interakce chemickeé latky s organismem:
biomarkery expozice

biomarkery biochemického/biologického ucinku

Vnimavost organismu k poskozeni chemickou latkou:
biomarkery vnimavosti (susceptibility)

Vyuziti biomarkertl expozice a biochemického/
biologického ucinku pri ochrané zdravi osob pri praci:
biologické expozicni testy (BET)

(Vyhlaska €. 432/2003 — novela 107/2013)
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Biomarkery v toxikologii

Vychozi latky v biologickém materialu (moc,
krev, vydechovany vzduch, sliny, viasy...)

w
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Genotyp biotransformaénich enzymu
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Biomarkery v toxikologii

Vychozi latky v biologickém materialu (moc,
krev, vydechovany vzduch, sliny, viasy...)

w
Metabolity v biologickém materialu (moc) =
D
. X T W
Adukty s bunéénou DNA 8 o=
N oo
DNA adukty v mogi 8 290 g
=S =
Adukty s proteiny (globin, albumin) LA <3° <
o= 5
Zménéné hladiny endogennich latek < % g
— \ o
Cytogenetické biomarkery (CA, SCE, MN, etc.) % s 2

Genotyp biotransformaénich enzymu
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Adukty s bunéénou DNA:
biomarkery efektivni davky v ciloveé tkani
invasivni odbér vzorku (krve)
pracna a slozita analyza

DNA adukty v moci:
korelace s hladinami aduktu v bunééné DNA (?)
neinvasivni odbér vzorku (moce)
Instrumentalné narocna analyza



o ~ Kruger a Salomon, Hoppe-Seyler’s

s Zeitschrift fur physiologische Chemie,
HN N 1898
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(marker oxidativniho stresu)
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Projekt MSMT (2008-2011)

Nova strategie biologického monitorovani
expozice mutagenum a karcinogenum
(reSitel I.Linhart, VSCHT Praha)

Cil

Identifikovat v moci DNA adukty toxikologicky
vyznamnych chemickych latek jako potencialni
biomarkery jejich expozice/ucinku

styren
benzen
3-aminobenzanthron
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Hlavni vazebna mista pro chemicke latky v DNA
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pro elektrofilni latky
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Vysledky a zavery

styren

Mys: po vysokych inhalacnich expozicich v moci
snadno stanoveny 4 DNA adukty

Clovek (profesionalni expozice): nalezen jediny DNA
adukt, vytézek v moci radove nizsi nez u mysi, nalez
jen u nekterych osob, nizka specifita — malo
vyhovujici biomarker

benzen

Mys: po vysokych inhalacnich expozicich v moci
stanoven jediny DNA adukt, nalez jen u nekterych
zvirat

Clovék (profesionalni expozice): zadny hledany DNA
adukt nenalezen
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ProC adukty s globinem?

Vhodna nahrada za adukty s DNA

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

Dostupnost v dostateCchém mnozstvi (140 mg/mi
krve)

Zavedené analytické postupy

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

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



Nucleophilic sites in globin
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Toxicokinetics of globin adducts in humans
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N-methylcarbamoylvaline level in globin following single
percutaneous exposure to DMF in human volunteers



Globin adducts: structure
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Globin adducts: methods of analysis (1)

Edman degradation (for adducts of isocyanates)
Modified Edman degradation (for adducts of alkylating agents)

/
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Globin adducts: methods of analysis (2)

Total hydrolysis (acidic or enzymatic with pronase)

glodlccocco

0,.6,0

3 @?9 0@@@,



Adukty s bunécnou DNA

Produkty odbouravani v moci

Adukty s globinem

Produkty odbouravani v moci
(témer zadné informace)
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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 cykl

volné aminokyselinove adukty, které se vylouci
MoCi
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Modifikovane 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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Vyzkumny plan — Etapa 1
Studium vyluéovani aminokyselinovych aduktu po
jejich podani in vivo

1) Syntéza modelovych aminokyselinovych aduktu
2) Vyvoj analytickych postupu
3) Podani potkanim, sbér mogi

4) Analyza moci: stanoveni podanych latek a/nebo
jejich (o¢ekavanych) metabolitl; identifikace
neoc¢ekavanych produktu
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Amino acid adducts: model compounds

Precursor Reactive Amino | Adduct
in vivo species acid
N,N-dimethyl- | methyl- Val N-methylcarbamoyi-Val
formamide isocyanate
Lys N.-methylcarbamoyl-Lys
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




Aminokyselinové adukty methylisokyanatu
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Aminokyselinové adukty ethylenoxidu
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Vytézky aduktu a jejich metaboliti v moci potkanu (0-24 h)
po i.p. podani aduktt, 10 mg/kg

Podany Latky stanovené v moci potkant a jejich vytézek (%) "
adukt

Vychozi latka Metabolicky produkt
HEV HEV 29; 33
HEC HEC <1 % HEMA, n.m.2

CMMA

MVU MVU 58; 105
MLU MLU 0,5; 0,5 MLU-Ac 46; 70

individualni hodnoty, n=2; 2 n.m. neméreno



Aminokyselinové adukty: dalsi premeény
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Analytickeé postupy: isolace z moce

Extrakce do kapaliny nevyhovujici
Extrakce na pevneé fazi (SPE)

Alkylace s reaktivnhimi chlor-formiaty + extrakce
v jedinem kroku

Lyofilizace + esterifikace ROH.HCI + extrakce

Stanoveni

HPLC/MS, GC/MS

Priprava isotopicky znac¢enych vnitrnich standardu
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Vyzkumny plan - Etapa 2

Studium osudu nativnich globinovych aduktu po
jejich fyziologickém odbourani z organismu

1) Inkubace erythrocytu z potkanu-darcu s aduktotvornym
cinidlem

2) Promyti erythrocytl: odstranéni vS§ech rozpustnych (tj.
nenavazanych) forem aduktotvorného cinidla

3) Prenos (transfuze) erythrocytu do krevniho obéhu
potkanu-prijemcu

4) Stanoveni globinovych aduktu v prenasenych
erythrocytech a pak po transfuzi v krvi prijemcu

5) Stanoveni globinovych aduktl v krvi prijemct po celou
dobu zivota erythrocyti

6) Stanoveni produkti odbouravani globinovych aduktu, tj.
aminokyselinovych aduktu a pripadné jejich naslednych
metabolitu v mo¢i potkanu (paralelné s globinovymi
adukty)
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Perspektivy

Pokud bude prokazano, ze fyziologické odbouravani

globinovych adukti skute¢né produkuje aminokyselinové

adukty a jejich metabolické produkty vyluCované moci,

pak budou tyto latky predstavovat novou kategorii

biomarkerl expozice, spojujici tfi hlavni vyhody:
Specificitu pro vychozi chemickou latku

Moznost monitorovani dlouhodobych kumulativnich
expozic

Neinvazivni odbér vzorku

Mozné vyuziti i u dalSich proteinu.

Mozné aplikace v toxikologii, klinické mediciné a
farmakologii.
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