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1Oddéleni pro hodnoceni expozice chemickym latkam na pracovistich
20Qddéleni biostatistiky



Biologické monitorovani, biologické expozicni testy (BET):

Stanoveni cizorodé latky nebo jejich metabolickych produktl v biologickém materialu
nebo zmén v organismu vyvolanych touto latkou s cilem odhadnout velikost expozice
vychozi latce.

Toxikokinetické aspekty BET

" Model idealniho prubéhu profesionalnich expozic: 8 h/den, 5 pracovnich
smén/tyden

“ Bézné stanovované biomarkery expozice v moci: vychozi chemické latky nebo
jejich metabolity s kratkym polo¢asem vylu€¢ovani (jednotky az desitky hodin)

“  Znalost kinetiky tvorby a vyluCovani biomarkeru — spravna volba ¢asu odbéru
vzorku. (Cim kratSi polo€as vylu€ovani, tim kriti¢téjSi je dodrzeni spravného ¢asu
odbéru vzorku.)
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Expozice chemické latce 8 h/den, 5 dni/tyden

PoloCas vyluCovani biomarkeru
A) 4h
B) 12h
C) 60h
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37. Teisingeruv den primyslové toxikologie, 8.6.2022

Vyhlaska €. 107/2013 Sb., Priloha 2, Tab. 1: Limitni hodnoty ukazateld BET v mog¢i

Latka Ukazatel Limitni hodnoty Doba odbéru

Anilin p-Aminofenol 50 mg/g kreat. 52 umol/mmol kreat. konec smény

Arsen a arsenovodik Arsen 0,05 mg/g kreat. 0,075 pmol/mmol kreat. konec prac. tydne
S-Fenylmerkapturova kyselina 0,05 mg/g kreat. 0,024 pmol/mmol kreat. konec smény

Benzen

t,t-Mukonova kyselina

1,5 mg/g kreat.

1,2 umol/mmol kreat.

konec smény

Cyklohexanon

1,2-Cyklohexandiol (po hydrolyze)

50 mg/g kreat.

0,049 mmol/mmol kreat.

konec smény na konci prac. tydne

Dimethylformamid

N-Methylformamid

15 mg/g kreat.

0,029 mmol/mmol kreat.

konec smény

Ethylbenzen Mandlova kyselina 1500 mg/g kreat. 1100 pmol/mmol kreat. konec smény
Ethylenglykolmonobutylether Butoxyoctova kyselina (po hydrolyze) | 200 mg/g kreat. 0,17 mmol/mmol kreat. konec smény na konci prac. tydne
Ethylenglykolmonobutyletheracetat Butoxyoctova kyselina (po hydrolyze) | 200 mg/g kreat. 0,17 mmol/mmol kreat. konec smény na konci prac. tydne

Ethylenglykolmonoethylether

Ethoxyoctova kyselina (po hydrolyze)

50 mg/g kreat.

0,048 mmol/mmol kreat.

konec smény na konci prac. tydne

Ethylenglykolmonoethyletheracetat

Ethoxyoctova kyselina (po hydrolyze)

50 mg/g kreat.

0,048 mmol/mmol kreat.

konec smény na konci prac. tydne

Fenol Fenol 300 mg/g kreat. 360 umol/mmol kreat. konec smény
Fluoridy Fluorid 10 mg/g kreat. 60 pmol/mmol kreat. konec smény
Fural Pyroslizova kyselina (2-furoova) 200 mg/g kreat. 200 pmol/mmol kreat. konec smény
Chrom (VI), slouceniny Celkovy chrom 0,030 mg/g kreat. | 0,065 pmol/mmol kreat. konec smény na konci prac. tydne
Kadmium Kadmium 0,005 mg/g kreat. | 0,005 umol/mmol kreat. nerozhoduje
Methanol Methanol 15 mg/I 0,47 mmol/I konec smény
Nikl Nikl 0,04 mg/g kreat. 0,077 umol/mmol kreat. nerozhoduje
Nitrobenzen p-Nitrofenol 5 mg/g kreat. 4 pmol/mmol kreat. konec smény

Olovo

5-Aminolevulova kyselina

15 mg/g kreat.

13 umol/mmol kreat.

Koproporfyrin

0,2 mg/g kreat.

0,035 umol/mmol kreat.

nerozhoduje

Pentachlorfenol

Pentachlorfenol

2 mg/g kreat.

0,85 umol/mmol kreat.

pred posledni sménou prac. tydne

Rtut a jeji slouéeniny anorganické a

, . Rtut 0,1 mg/g kreat. 0,056 pmol/mmol kreat. nerozhoduje
fenylrtutnaté
Sirouhlik 2-Thiothiazolidin-4-karboxylova kys. 1,5 mg/g kreat. 1,04 umol/mmol kreat. konec smény
Stvren Mandlova kyselina 400 mg/g kreat. 300 umol/mmol kreat. konec smény
v Mandlova + fenylglyoxylova kyselina | 600 mg/g kreat. konec smény
Toluen o-Kresol (po hydrolyze) 1,5 mg/g kreat. 1,6 umol/mmol kreat. konec smény
Hippurova kyselina** 1600 mg/g kreat. 1000 umol/mmol kreat. konec smény
. Trichloroctova kyselina 100 mg/g kreat. 70 umol/mmol kreat. konec prac. tydne
Trichlorethylen . .
Trichlorethanol 200 mg/g kreat. 150 pmol/mmol kreat. konec smény

Xyleny

Methylhippurova kyselina

1400 mg/g kreat.

820 umol/mmol kreat.

konec smény




Biomarkery s dlouhou zivotnosti v organismu
— Cas odbéru vzorku neni vyznamny:
“ kovy v krvi nebo moci (poloCas tydny az roky)

“ adukty s globinem (zivotnost u Clovéka 4 mesice) erythrocyty

Pro¢ adukty s globinem?

“ Vhodna nahrada za adukty s DNA

" Dlouhodoba persistence v organismu po celou dobu Zivota erythrocytu

“  Dostupnost v dostateCném mnozstvi (140 mg/ml krve)

© Zavedené analytické postupy

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

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



Predpoklad vyuziti globinovych aduktt v biologickém monitorovani:

znalost kvantitativniho vztahu mezi expozici vychozi latce a hladinou aduktd v globinu

Popis kinetiky vzniku a odbouravani aduktt s globinem

Zakladni proménné:
“ doba zivota erythrocytu t,, (potkan 60 d, ¢lovék 120 d)

“ pfirastek hladiny aduktu (v nmol/g globinu) po jednotkové expozici studované
aduktotvorné latce

" expozi¢ni scénar (= velikost a rozlozeni expozic v priubéhu ¢asu)

Priklady expoziénich scénaru:
“ jednorazova expozice
“ mnohonasobné opakovana expozice ve stejné vysi

“ mnohonasobné opakovany scénar: 1 den expozice ve stejné vysi + 6 dni bez
expozice

“ mnohonasobné opakovany scénar: 5 dni expozice ve stejné vysi + 2 dny bez
expozice (simulace pracovniho rezimu)



Reseni zavislosti “expoziéni scénarf vs. hladina aduktu v globinu”
“ diferencialni rovnice

“  kompartmentovy model

Kompartmentovy model

Fennell et al. (1992) A Model for the Formation and Removal of Hemoglobin Adducts, Cancer
Epidemiology, Biomarkers & Prevention 1, 213-219

“ VS8echny erythrocyty v krevnim obéhu mysSlenkové rozdéleny na subpopulace (=
kompartmenty) podle dne zrodu ( napf. u ¢lovéka 120 kompartmentu)

“ VSechny kompartmenty jsou stejné velké

“ Rychlost reakce aduktotvornych Cinidel s globinem je ve vSech kompartmentech
stejna

“ Rychlost ubytku aduktt z obéhu je dana vyhradné rychlosti ubytku erythrocytd v
dusledku jejich doziti

“ 'V kazdém jednotlivém dni je odbouravan vzdy jen nejstarsi kompartment



Priklady expozic, kde ubytek aduktu je fizen pouze odbouravanim erythrocytu
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Priklady expozic, kde ubytek aduktu je fFizen nejen odbouravanim erythrocytt,
ale i procesy 1. fadu s rychlostni konstantou k
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Rychlostni
kfivka konstanta
k (d1)
1 0
2 0.0138
3 0.0346
4 0.0693
5 0.1386




Vyzkum globinovych aduktti v SZU
dalSi osud globinovych aduktu po jejich fyziologickém odbourani v organismu
identifikace stépnych produktt globinovych aduktd v modi

vyvoj analytickych postupu pro stanoveni aduktt v globinu i $t€pnych produktd v
moCi

Stépné produkty v moci jako alternativni biomarkery expozice (studie in vitro, na
potkanech, lidskych dobrovolnicich, profesionalné exponovanych osobach)

Vyhoda pouziti Stépnych produktti v mogci
“ specificita pro vychozi chemickou latku

“ moznost monitorovani dlouhodobych kumulativnich expozic
“ neinvazivni odbér vzork

Realizovany vyzkum

“ hodnoceni profesionalni expozice ethylenoxidu (EO) u pracovniku pramyslové
sterilizovny zdravotnického materialu

stanovovan N-2-hydroxyethylvalin v globinu (HEV-G) (podle vyhlasky €. 107/2013 Sb.,
Pfiloha 2, Tabulka 2: Ukazatele BET v krvi) a jeho §tépny produkt v mo¢i (HEVL-U)
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Vznik a stanoveni globinového aduktu HEV

\/g(\ ﬁﬁ
N-konec a-globinu

in vivo
HO
V\I\D\/IT T
Adukt EO
s N-koncem a-globinu
kysela hydrolyza
HO\/\I\D;(OH
O

N-(2-hydroxyethyl)valin
(HEV)



Vznik stépného produktu HEVL

NH T

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

enzymatic hydrolysis in vitro

acidic hydrolysis globin degradation in vivo

A

HEV N-(2-Hydroxyethyl)valinyl-leucine
(HEVL)
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Korelace HEVL-U vs. HEV-G u pracovnikl pramyslové sterilizovny
(n=108) v letech 2012-2018

HEVL-U vs. HEV-G
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Pozn.: odbéry krve a mocCe provedeny vzdy soucasné
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Korelace HEVL-U vs. HEV-G: pro€ neni lepsi?

“ nespolehlivé stanoveni jednoho nebo obou parametr(?
“  velky rozptyl vytéZzku HEV-G — HEVL-U?

“ toxikokinetické pficiny?

HEV-G (ze vzorku krve) odrazi primérnou kumulativni zatéz vSech kompartmentu
ke dni odbéru

HEVL-U (ze vzorku moée) odrazi kumulativni zatéz nejstarsiho kompartmentu
ke dni odbéru

— a proto v pripadech, kdy expozice v dobé —t,az 0 d pfed dnem odbéru nebyly
ustalené, Ize oCekavat kolisani poméru HEVL-U/HEV-G.

Cil studie

Nalézt zplsob, jak odhadovat variabilitu poméru HEVL-U/HEV-G pfi ruznych
expozicnich scénarich
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37. Teisingerav den pramyslové toxikologie, 8.6.2022

Kompartmentovy toxikokineticky model pro vznik a odbouravani aduktt
s globinem a jejich stépnych produktii v moci (tabulka Excel), priklad 1

Priklad 1

te=10d

expozice jednorazovavt=0
k=0

celkové mnozstviglobinu=1g

Den pokusu (d) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Pfirtstek hladiny/den (pmol/g G) 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Den vzniku kompartmentu (d) -9| 100

-8| 100 100

-7| 100 100 100

-6/ 100 100 100 100

-5 100 100 100 100 100

-4] 100 100 100 100 100 100

-3] 100 100 100 100 100 100 100

-2| 100 100 100 100 100 100 100 100

-1| 100 100 100 100 100 100 100 100 100

0| 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0
9 0 0 0
10 0 0
11 0
Hladina aduktu primérna (pmol/g G) 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 0
Odbourano za posledni den (pmol g/G) 0 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 0
Den pokusu (d) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
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Kompartmentovy model s grafickym vystupem, pfiklad 1

Priklad 1

te=10d

expozice jednorazovavt=0
k=0

celkové mnoZstviglobinu=1g

120

100

80

60

adukt v globinu

Den pokusu (d) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
PfirGstek hladiny/den (pmol/g G) 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Den vzniku kompartmentu (d) -9( 100
-8| 100 100
-7/ 100 100 100
-6/ 100 100 100 100
-5/ 100 100 100 100 100
-4 100 100 100 100 100 100
-3] 100 100 100 100 100 100 100
-2| 100 100 100 100 100 100 100 100
-1/ 100 100 100 100 100 100 100 100 100
o[ 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0
9 0 0 0
10 0 0
11 0
Hladina aduktu priimérna (pmol/g G) 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 0
Odbouréno za posledni den (pmol g/G) 0 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 0
Den pokusu (d) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

[ ]
40 L]
L]
20 [ ]
L]
0 L 2 *
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Stépny produkt v modi
12
10 [ ] [ ] [ ] L ] [ ] L ] [ ] [ ] [ ] [ ]
8
6
4
2
0 L ]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
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PFiklad 2 Kompartmentovy model (tabulka Excel), priklad 2
ty=10d

expozice opakovanat=0-9d, denni expozice konstantnia =100

k=0

celkové mnozZstvi globinu=1g

Den pokusu (d) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9] 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
PfirGstek hladiny/den (pmol/g G) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Den vzniku kompartmentu (d) -9 100

-8 100 200

-7 100 200 300

-6 100 200 300 400

-5 100 200 300 400 500

-4 100 200 300 400 500 600

-3 100 200 300 400 500 600 700

-2 100 200 300 400 500 600 700 800

-1{ 100 200 300 400 500 600 700 800 900

17

0| 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
1 100 200 300 400 500 600 700 800 900| 900

2 100 200 300 400 500 600 700 800| 800 800

3 100 200 300 400 500 600 700 700 700 700

4 100 200 300 400 500 600| 600 600 600 600

5 100 200 300 400 500 500 500 500 500 500

6 100 200 300 400 400 400 400 400 400 400

7 100 200 300 300 300 300 300 300 300 300

8 100 200 200 200 200 200 200 200 200 200

9 100| 100 100 100 100 100 100 100 100 100

10 o 0o o0 O O O O O0 0 O

11 o 0o o0 O 0O 0O 0 0 0 0

12 o 0o 0 0O 0O 0 0 0 o0

13 0o 0 0O O 0 0 0 0

14 o0 0 0 0 0 0 0

15 0o 0 0 0 0 0

16 0 0 0 0 0

17 0 0 0 0

18 0 0 0

19 0 0

20 0
Hladina aduktu priim&rna(pmol/g G) 1007 190 270 340 400 450 490 520 540 550] 450 360 280 210 150 1000 60 30 10, 0 O
Odbourano za posledni den (pmol g/G) 0 10/ 20/ 30 40 50 60 70 80 90| 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
Den pokusu (d) o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20




Kompartmentovy model s grafickym vystupem, priklad 2

Priklad 2
t,=10d adukt v globinu
expozice opakovana t=0 -9 d, denni expozice konstantnia = 100 600
k=0 . ®
celkové mnoZstviglobinu=1g 500 . e
. [
Den pokusu (d) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9o 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20| 200 .
Piirdstek hladiny/den (pmol/g G) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1000 0 O O O O O O O 0 0 0
Den vzniku kompartmentu (d) -9| 100 .
-8| 100 200 300 .
-7| 100 200 300
-6| 100 200 300 400 200 .
-5| 100 200 300 400 500 .
-4| 100 200 300 400 500 600
3| 100 200 300 400 500 600 700 100 L
-2| 100 200 300 400 500 600 700 800 . °
-1| 100 200 300 400 500 600 700 800 900 0 L
0] 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 a 6 8 10 12 14 16 18 20
1 100 200 300 400 500 600 700 800 900| 900
2 100 200 300 400 500 600 700 800| 800 800
3 100 200 300 400 500 600 700| 700 700 700
4 100 200 300 400 500 600/ 600 600 600 600
5 100 200 300 400 500 500 500 500 500 500 &t&pny produkt v mogi
6 100 200 300 400| 400 400 400 400 400 400
7 100 200 300/ 300 300 300 300 300 300 300 120
8 100 200| 200 200 200 200 200 200 200 200
9 100( 100 100 100 100 100 100 100 100 100
10 o 0o 0 0 0O 0 O 0 0 O 100 ©
11] 0o 0 0 0o 0 0 0 0 0 o0 * L4
12 o 0 o0 0 0 0 0 0 0 80 L] L]
13 0 0o 0 0 0 0 0 © ° °
14 o0 0 0 0 0 0 o0 60 ° °
15 0 0o 0 o0 o0 o0 ° °
16 0 0 0 o0 o0
17 o 0o 0 o0 40 @ @
18 0o 0 o °
19 0 0 20 ]
20 0 [
Hladina aduktu pramér \/g G) 100”190 270 340 400 450 490 520 540 550] 450 360 280 210 150 100 60 30 10 0 0 0 .
Odbourano za posledni den (pmol g/G) 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90/ 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0| a 6 8 10 12 14 16 18 20
Den pokusu (d) o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20|
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Kompartmentovy model v programu R_Rstudio, priklad 1

t,, = 20 d, rovhomérna expozice 30 dni

(303 simulace | '| R packages available » @] Simulace_TD_2022 R

SourceonSave | O F° | &

8 # zakladni schema (hez distribuce prezini kevinek ci vatupu)

10  simulace<-function(

krvinky preziti,
cas_zacatek=1,
casz_konec,
expozice_y n,
expozice_davks,
koef_globin moc=1,
k=0)1
# pocita se s davkami nikoli s davkou na globin
cas<-cas_zacatek:cas konec
n<-length (cas)
vysl<-data.frams (cas=cas,=xpozice_y n-expozice_y_n,e=xpozice_davka=expozice_davka,
vylouceno=rep(0,n),
globin_celkem=rep (NA,n),
moc=rep (NA,n) ,degradace=rep (N2,n) )
krvinky ocbsah<-rep (0, krvinky preziti)
krvinky cbsah<-kxvinky_cksahrexp (-k)
krvinky vek<-0: (krvinky preziti-1)
vysl krvinky obsah<-matrix(0,nrow=krvinky preziti,ncol=n)*exp(-k*(d-1))
vysl_krvinky_obsah<-as.data.frame (vysl_krvinky obsan)
names (vysl_krvinky obsah)<-paste("den", cas,zep-"")
row.names (vysl krvinky obsah)<-krvinky vek
for (T in cas){
wyslSvylouceno [T]<-krvinky obsahkrvinky preziti]*exp (-k*(d-1))
vyslémoc [T]<-vyslévyloucena[T] *koef_globin_moc
krvinky obsah<-c(0,krvinky_obsah[l: (krvinky preziti-1)]*exp(-k*(d-1)))+
vysliexpozice davia[T]/krvinky preziti

18566  E3 (Untifled) <

Console

Jobs

@R RA4.12 - CiUsersiveta hanzlikova/Dokumenty/R/

3% ne

delke
d<-51
wysl<

ggplo

3
vysl
vys1

cas

MWV RNV b E b b Y Y Y Y
e

w

[ERCRENSES
0w

geom_point (zez(x=cas,y=moc), colour

kolikadenni expozice (30 dnd)

_intervalu<—d

—simulace (krvinky preziti=20,
cas_zacatek=l,
cas_konec
expozice_y n=c(rep(1,30),rep(0,d-30)),
expozice_davka=c(rep(100,30),rep(0,4-30)),
koef_globin_moc=1,
k=0)

t (data=vysl§vysl) +geom_point (aes (x=cas, y=globin_celkem),colour="black")+
ed")

expozice_y n expozice_davka vylouceno globin celkem moc degradace
100

1 1lo0 o Na
1 100 5 185 5 NR
1 100 10 285 10 NA
1 100 15 370 15 Na
1 100 20 450 20 NR

== Run | %=

=0
i+ | [ Source |

R Script ¢

=0

Environment

&% [ | 7 Import Dataset - | ) 187MB - | &

History ~ Connections

R - (7 Global Environment -

Tutorial

51 obs. o
345867 ¢8
111111
100 100 100
10 15 20 25
195 235 370
10 15 20 25
VA N NA NA

20 obs. of 51 variables:

10 10 10 10
15 15 15 15
20 20 20 z0
25 25 25 2%

Data
O vysl List of 2
s wysl :'data.frame':
..5 cas int [1:51] 1 2
..5 expozice v n num [1:51] 11
..§ expozice davka: num [1:51] 100
..5 wylouceno num [1:51] 0 5
..€ globin celkem : num [1:51] 100
..$ moc num [1:51] 0 5
.§ degradace logi [1:51] NA
§ vysl krvinky cbsah:'data.frame':
..5 denl : num [1:20] 5555555555
..5 den2 : num [1:20] 5 10 10 10 10
..§ den3 : num [1:20] 5 10 15 15 15
.§ den4 : num [1:20] 5 10 15 20 20
-.& den’ num [1:201 5 10 15 20 25
Files Plots Packages Help Viewer

| @ zoom | -ZExport - | | §

1000~

750 -

globin_celkemn
o
2
=

250 -

£
s 1
11
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ZAVER

1)

2)

3)

Adukty s globinem jsou uzivany jako biomarkery pro hodnoceni
dlouhodobych expozic vybranym cizorodym latkam. Jejich
stépné produkty v moci jsou nové studovany jako alternativni,
neinvazivné dostupné biomarkery.

Byl vypracovan kompartmentovy toxikokineticky model pro
popis vztahu mezi hladinou adukti s globinem a stépnych
produkti v mogi.

Model byl prozatim prezentovan v nejjednodussi podobé, ale
muze byt flexibilné modifikovan o radu dalSich relevantnich
proménnych.
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St&pné produkty proteinovych adukti v modi jako novy typ biomarkert
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