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Seznam zkratek

SO styren-7,8-oxid

SO-val adukt styren oxidu na valin

SO-Cys adukt styren oxidu na cystein

IARC International Agency for Research on Cancer
ABS kopolymer acetonitril, butadien, styren

N70G 7-(2-hydroxy-1-fenylethyl)guanin

N7BG 7-(2-hydroxy-2-fenylethyl)guanin

N30A 3-(2-hydroxy-1-fenylethyl)adenin

N3BA 3-(2-hydroxy-2-fenylethyl)adenin,

GSH glutathion



1 UvOoD

1.1. Styren a jeho vyuziti

Styren, jehoz synonyma jsou ethenylbenzen, vingbenfenylethylen, marplélené
registr&ni ¢islo Chemical Abstracts CAS 100-42-5. Jedna se zbdweou kapalinu
S tenzilpar 867 kPai®5 °C a bodem varu 145%Z. Je velmi malo rozpustny ve wod
(0,3 g.I).

Styren je povazovan za latku miraz stedre toxickou proclovéka a laboratorni
zvirata. Po strance zdravotniho dopaduiloacka je nejvyznamgjSi jeho genotoxicita.
U lidi vystavenych profegn styrenu byl nalezen zvySeny d@d riznych typi
chromosomovych aberaci, DNA zldmgenovych mutaci aj. Mezinarodni agentura pro
vyzkum rakoviny IARC (International Agency for Reseh on Cancer) zadila styren
do skupiny 2 B — mozny karcinogen pro tidi

Styren je dleZitou chemikalii s renim objemem vyroby okolo 15 miliénturf.
Hlavnim vyuZitim je vyroba polystyrenu, vyroba kbpueni (ABS, styren-butadienova
pryz, styren-divinyloenzen) a vyroba nenasycenyolygsterovych pryskyc. Tyto
produkty nachazeji uplatni ve stavebnictvi, gumarenstvi, v automobilovéimpsliu,
pii vyrobe lodi, nebo potravinovych a dalSich abal

1.2. Vstup do organismu a zdroje expozice

Hlavni branou vstupu styrenu do organismu jsou dgtltesty. Udaje o efektivit
zadrzeni styrenu v lidskych plicich se lisi, alelwje uvadn udaj vysSi nez jedna
do organismu je rychly a je nasledovan Sirokou rithsti po celém de. Bylo
prokazano, Ze nejdelsi retenci styrenu v organisenuyznauje tukova tk&>®.

Expozici¢lovéka styrenu z pohledu velikosti davky lze rélididdo dvou zakladnich
skupin. Prvni je expozice profesni, jejiz intenzgavyrazi vyssi, neZ je expozice
skupiny neprofesni, tedyébné populace. Velkoprovozovny vyggigi synteticke
kawuky, gumy, natrové hmoty a obalovy material probihaji v uEwch systémech
bez lidské ptomnosti. Zatimco v provozovnach na vyrobu lanmomgth
polystyrenovych pryskyc, kde je styren rozpou&tlem i monomerem, dochazi
k vyznamnym expozicim pracovriik Na €chto pracovistich dosahuji koncentrace
styrenu v ovzdusigkolika stovek mg.i. V této souvislosti je vhodné uvést legislativu
CR opirajici se d\atizeni vlady¢. 178/2001, ve kterém je pro styren v pracovnim
ovzdu$i stanoven nejvys&fipustny expozini limit 100 mg.n? a nejvyssi Hpustna
kratkodob& koncentrace NPK-P 400 md.m

BéZna populace je rovd vystavena styrenu, nejvyzna#gi expozice jsou zjishy
u aktivnich kdaki. DalSimi nezanedbatelnymi zdrojifipadajicimi v Gvahu jsou
vyfukové plyny motorovych vozidel a pyrolyzni pregegi nedokonalém spalovarfi
Nizka expozice styrenu ke byt také zfisobena pouzivanim potravy zabalené
v polystyrénovém obalu. Expozice styrenu z pitnéyje zanedbatelfia

1.3. Biotransformace

Prvnim a hlavnim krokem biotransformace je oxidde®ejné vazby styrenu na
epoxidovou skupinu K tomuto kroku dochazi v jatrech pomoci cytochromu
P450(CYP), jedna se o terminalni oxidoreduktasy eogggenasového systémilakto
je premén&no na styren oxid vice neZ 95 % absorbované daykgrai v organismu

Hlavni metabolickou cestou je vznik styren-7,8-ax{@0O). Reaktivita této latky je



o dva fady vys&i neZ {jwodniho styrentt Samotny SO, vzhledem k prokazanym
karcinogennim a mutagenniniigkam, je dle klasifikace IARC Zzazen do skupiny 2A,
tedy pravépodobny lidsky karcinogén

V molekule SO se vyskytuje chiralni uhlik, coZ vede existenci dvou
enantiomernich forenR a S. Vznik obou enantiomérbyl potvrzenin vivo. Pomoci
Amesova testu bylo zji&o, ze mutagenitati bakterii Salmonella typhimurium je
vy3si UR-SO'.

SO jako silg reaktivni latka je dale major&nhydrolyticky metabolizovana za
piitomnosti epoxidhydrolas na styrenglykol. Styretkglyje pomoci dehydrogenas
preménén na kyselinu mandlovouipadre az na kyselinu fenylglyoxylovou.

SO je ovSem také&asté&né unasen krvi do organismu, kde podléha dalSim feakc

Obrazek 1. poskytuje sttmy prehled hlavnich metabolickych cest styrenu a
styrenoxidu ¥etné vyznaeni nejvyznamijsSi cest pomoci zesilenych Sipek. Velké
mnoZstvi davky styrenu do lidskéhelat (90 %) je peménéno na mandlovou a
fenylglyoxylovou kyselinu. Tyto metabolity jsou zrganismu vylodeny mai.
Biologické expozini testy, sledujici davku styrenu, jsou zaloZenystaaoveni,dchto
dvou kyselin pomoci metody HPLC s UV detéRé? Minoritni produkty transformace
styrenu (hippurova kyselina a fenylaceturova kysgljsou také nalézany v &io

Stanoveni kyseliny mandlové a kyseliny fenylglyamug v m@& ma vSak svoje
uskali, a to kratky biologicky potas vylwovani tchto latek fadow hodiny). Z této
skute&nosti vyplyva, Ze pomoci tohoto vyBati nelze stanovit dlouhodobé kumulativni
vystaveni organismu styrenu, ale ani jednorazowmo&ci s odstupeniasu ¥tSim jak
24 hodin.

DalSi minoritni metabolickou cestou SO je jeho oeak glutathionem, katalyzovana
gluthathion-S-transferasami v jaternichik@ch. Takto vzniklé S-konjugaty glutathionu
jsou dale pemeénény na merkapturové kyseliny. Byl pozorovan vznik odv
regioisomeit, prvnim je N-acetyl-S-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)cgst (PHEMA 1) a
druhym je N-acetyl-S-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)cyste(PHEMA 2) Pro dokokeni
vyctu minoritnich metabolickych cest je nutné uvésvarbu styrenoxidu fimo na
aromatickem jétk, tedy vznik styren-3,4-oxidu. Ten je v§twan z organismu ve
formé 4-vinylfenolu*®4°

Pfi expozEnich experimentech se tafy je nutné mit na pa¥ti, Ze metabolismus
styrenu je diky enzymatické vybawozdilny u lidi a u pokusnych hlodakucNa
metabolismu styren-7,8-oxidu se u lidi podili hkavsoenzymy CYP2B6, CYP2C8 a
CYP2E2, zatimco u potkanagvaZuje isoenzym CYP2C11%6

U potkana vznika z 80 % absorbovaného styrenu kgsehandlova a kyselina
fenylglyoxylova a asi dalsich 10 % jeepinéno na kyseliny merkapturové& '8
U lidi je 95 % styrenuigménéno na kyselinu mandlovou a kyselinu fenylglyoxylayo
mnoZstvi kyseliny merkapturovéquistavuji pouhé 1 ¥%*°absorbovaného styrenu.

Hlavni cesty biotransformace styrenu zpfedkovavaji enzymy ze skupiny
cytochromu P450, epoxidhydrolasy, gluthationtraresfg, u fady jednotlivych
isoenzynii byl navic popsan geneticky polymorfismuscehoz lze odvodit iznou
rychlost jednotlivych metabolickych reakci. Nasledk je individualni vnimavost
k Gc¢inkim expozice styrenu.

Z vySe zmignych fakfi vyplyva, Ze je mnoho ivodi, prod se zabyvat adukty
styren-7,8-oxidu na biomakromolekuly, a to zejméma aminokyseliny obsazené
v proteinechkti na baze v DNA.
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Obr.1 Metabolické cesty styrenu a jeho hlavniho mabolitu styren -7,8- oxidu*

1.4. Adukty styren-7,8-oxidu s proteiny

Jiz v polovirt sedmdesatych let minulého stoleti byly provedemynip studie,
vyuZivajici pro biologické expoai testy proteinové adukty Pavodre bylo cilem
studovat adukty s DNA, ale nakonec byly z deté&h divodi pouZity adukty
s proteiny, konkréth s hemoglobinem. V dalSich letech bylo prokazare,adukty
mutagennich latek jsou pozorovany jak na proteinégk na DNA. Korelace mezi
obé¢ma typy aduki je velmi dobré a vzhledem k vysoké koncentraci dgobinu v krvi
je mnozstvidchto adukli ¢asto mnohem vysSi. Koncentrace hemoglobinu v lidskié
se pohybuje okolo 150 d.la pimérna Zivotnost erytrocyitje 126 dni wloveka, 60 dni
u potkana a 40 dni u my&iDruhym nejvice roz&nym krevnim proteinem je albumin,
jehoz koncentrace se uvadi v rozmezi 32 4% kyévni plazmy Rmeérna 2ivotnost
na 2,5 dne a nejnizsi je Zivotnost mySiho albumado necelé 2 dny. Dlouha doba
Zivota erythrocyi se jevi jako cesta pro biologické monitorovani uttiedobych
expozic.

SO se ve vySe zminych proteinech vaze obecma nukleofilni vazebna mista.
Jednd se a-aminoskupinu N-koncové aminokyseliny, o valin Yipac globinu,
thiolovou skupinu v cysteinu a o dusiky imidazolowéruhu v histidiné2%. MoZznymi
ml’st)l/12 ?tyren oxidového ataku je také hydroxylovapika serinu &-amino skupina
lysin



Pri testovani adukt na hemoglobin se Zma odstragnim hemu s naslednym
Stpenim globii na jednotlivé aminokyseliny. Bylo zji&to, Ze az na vyjimky je doba
Zivotnosti aduki na aminokyseliny delSi nez Zivotnost samotnéhodugoivinu. Navic
u hemoglobinu nedochéazi k selektivnimu enzymatiakémdbouravani na rozdil od
DNA, kde reparénim mechanismem jsou baze s adukty z DNA guistany. Tedy
sledovani globinovych aduktlze pouzit pro sledovani dlouhodobé a kumulativni
expozice styrenu. Mezi metody pouzivané pro stamoeelukfi pati v prvni fad
modifikovana Edmanova degradace. Principem je odb@mi N-koncove
aminokyseliny v pipad® globinu se jednad o valin za pomoci arylisokyanét
arylisothiokyanat v mirné alkalickém prosedi. Po od$peni je latka fevedena na
cyklickou formu a selektivh extrahovdna s naslednou detekci pomoci GC-MS
v negativnim médu chemické ionizd6& Pomér N-koncového SO-Val aduktu
k celkovému mnoZstvi styrenoxidovych adukia hemoglobin byl stanoven na 3%
Tato metoda se do dnesni doby potyka s nevyhoddéhmaytzku, coz komplikuje
kvantitativni stanoveni.

Pokud se styrenoxid navaze na siru obsaZzenou &igysize jej pouzitim Raneyova
niklu uvolnit ve forng 1-fenylethanolu a 2-fenylethanolu, které jsou pdrakci
stanoveny metodou plynové chromatogrifie i méteni vzork profess
exponovanych lidi byla zji8ha dobra korelace mezi koncentraci aduO-Cys
v sérovém albuminu a velikosti expozice styrenwyKedou této metody je nenalezeni
podobné korelace u hemoglobinu a navic zvySenynahwm obou fenylethanolpii
pouZiti Raneyova niklu ve srovnani s kontrolni meEmované skupindt

NowejSi metodou je fragmentace hemoglobinu vystavengtyoenoxidu pomoci
enzymu trypsinuin vitro a vzniklé Spy jsou analyzovany pomoci LC-MS. Bylo
Zjisténo, Ze nejvice aduktbylo naf3-His 143 aa-His 20. Déle v ptadi byl cysteinovy
aduktp-Cys 93° Fxi vys&i koncentraci styren oxidu byly adukty nategéaké ng3-His
77, B-His 97, aVal 1 ap-Val 1'°. Navazné studie se zabyvaly navySenim @am
styrenoxidu k hemoglobinu a sledovaly, jaké amirsghiyy jsou nejastji atakovany.
Z téchto studii plyne, Zeipnizkych koncentracich styrenoxidu jsou primarrditem
ataku histidin, nasledovan cysteinem, a teprve gadhazi naradu N-koncovy valin.
Prehled nejastji nalezenych adukt na aminokyseliny je uveden na obrazkf. Hi
experimentech s nadbytkem styrenoxiduges§SSim nez v fedchozi studii se objevily
navic adukty na lysff.
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Obr.2 Piehled nefastji nalezenych adukti styren-7,8-oxidu na aminokyseliny

1.5. Adukty styren-7,8-oxidu s DNA

Obecr plati, Zecetnost vyskytu aduktna DNA je gimym metitkem biologického
Gcinku potencialniho karcinogenu. Vznikla &na v struktie baze DNA niZe veést
ke zne€né sekundarni struktury DNA, ke zlamn ve vlakié dvouSroubovice, k mutaci
nebo chromosomalnimuigskupeni. V fipac, Zze @Fed DNA replikaci nedojde
k opra¥, miZe tato zmina vést k chybnémutigazeni komplementarni baze. To se ve
svem konéném disledku niize promitnout v syntéze modifikovaného proteinutdda
v protoonkogenuc¢i tumor potl&ujicim genu niZze zpisobit klonovani butné
populace s nié&zenou proliferaci. BDkazy o vztahu mezi DNA adukty a rakovinou
piehledd shrnul ve své praci Poiriér Detekované DNA adukty v nib jsou
biologickym ukazatelem efektivni davky, reflektujta cast primarg vzniklych aduki,
ktera byla spontarnnebo @isobenim opravnych mechanigsnodSEpena z molekuly
DNA a vylowena z &la ledvinami do mai®,

Styren oxid se véZe na nukleofilni mista v DNA podo jako na ostatni
biomolekuly. Obec& nejvice napadanou sloZzkou DNA je guanin néasledovan
adeniner. Zin vitro test plyne, Ze se td hlavns adukty styrenoxidu v nasledujicich
mistech guaninu N-7,N\a &. Z toho adukty v pozici N7ipdstavuji 93 %. U adeninu
je prevazujicim mistem N3 néasledovan N1, jak popisuje KoskifénU vsech



zmirgnych aduki je styrenoxid navazanigs a uhlik epoxidové skupiny. Adukt
sP pozici epoxidové skupiny byl pozorovan u vSecheviwedenych aduktkrome
N2 guaninového aduktu. Struktuny vitro nalezenych purinovych aduktcetns zkratek
7-(2-hydroxy-1-fenylethyl)guanin (NiG); 7-(2-hydroxy-2-fenylethyl)guanin (NSG);
2N-(2-hydroxy-1-fenylethyl)guanin HG); 60-(2-hydroxy-1-fenylethyl)guanin
(0°aG); 60-(2-hydroxy-2-fenylethyl)guanin 88G); 3-(2-hydroxy-1-fenylethyl)adenin
(N30A) and 3-(2-hydroxy-2-fenylethyl)adenin (RB), 1-(2-hydroxy-1-
fenylethyl)adenin (N&A) and 1-(2-hydroxy-2-fenylethyl)adenin (IRA) jsou uvedeny
na obr. 3

N1 adeninovy adukt posléze podléhal’ddimrothovu gesmyku za vzniku N6-SO-
adeninu nebo se deaminuje za vzniku N1-styrenaxygoxanthind®.

Navazanim styrenoxidu na puriny dochazi ke vznikozitvniho néaboje na
imidazolovém kruhu, coz usnadni hydrolyzu vedouav&lnéni adukti - depurinaci.
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Obr.3 Struktury in vitro nalezenych purinovych adukta

Pisobenim styrenoxidu jsou napadany také pyrimidindéze, in vitro byly
nalezeny adukty s cytosinem v pozicich N3, &*, a v gipad uracilu a thyminu je

mistem ataku dusik N8



1.5.1. Stanoveni DNA adukt @ styrenoxidu in vivo

V roce 2006 byl poprvé publikovatlanek s nalezem N7-SO-guaninové adukt
vmosi po expozici styrenuin vivo®. Autoii se zabyvali sledovanim N7-SO-
guaninovych aduktv plicich - organu vstupu styrenu do organismjgtrech - mistu,
kde dochazi ke vzniku SO a nasledné biotrasforraagimai, do niz se dekavala
exkrece sledovanych aduktDavodem pro sledovani N7-SO-guaninovych adukgly
literarni Udaje, ze kterych plyne, Z& m vitro testech pedstavuji N7-SO-guaninove
adukty 93 % veskerych alkylaci na DRPAFEi zamtieni se n&ast novanou adukim
SO nalezenych v nég Ize experiment a jeho vysledky shrnout nasledovn

NMRI mysi byly vystaveny styrenu po dobdi ttydni o dvou koncentimich
hladinach (750 a 1500 mgna kontrolni skupié bez expozice styrenu. Styrenovym
param byly mysi vystaveny kazdy den po dobu 6 hediasovém interval tri tydni
bez gestavky. Vzorek sisné mdai z Sestici sedmi zviat byl sbiran kazdy den po
ukorteni expozice aZz do gatku nésledujici expozice. Ke vzorku tétoésme mdai byl
piidan vnitni standard fN9-SO-guanin) a tato sfa byla okyselena na pH 2.
Nasledovala dvojnasobna extrakce octanem ethylnatiodnota pH vodné vrstvy po
odpdeni zbytki octanu ethylnatého byla pomoci amoniaku upravenpth 6,2 - 6,4 a
vzorek byl nanesen na SPE kolonku Discovery DSCPD8promyti vodou nasledovala
eluce 60% metanolem,fipadré doplnitnda vymytim pomocicisttho methanolu. Po
zakoncentrovani vzorku na vakuové odparce byl kaméenastiknut do kapalinového
chromatografu s reversni fazi C18 a jako detekigruyuzit hmotnostni detektor
s ionizaci pomoci elektrospreje v SRM modu.

Nalezené guaninové aduktyeplstavovaly celkov1,0. 10° % absorbované davky
styrenu. Porer mezi o a B isomerem N7-SO-guaninovych adiikbyl u nizsi
koncentr&ni hladiny inhalovaného vzduch 32 : 68 a u vys3icemtr&ni arovré to
bylo 41 : 59. Byla potvrzena korelace mezi celkoamsorbovanou davkou styrenu a
celkovou exkreci N7-SO guaninovych adulib mae.

2 CIL PRACE

Cilem prace bylo potvrzeni nalezu N7-SO-guaninovaclukti v mySi mda@i po
expozici styrenu a vyvinuti metody pro stanoveni®3-adeninovych adukta jejich
potencialni stanoveni v micexponovanych zvat.

Experimentélni podminky, gt pouZzitého materialu a popigigravy vzorki a
HPLC/MS/MS metody jsou uvedeny vil®ze.

Pro ugesréni uspdadani experimentu je vhodné dodat, Ze byl proveukengti
skupinach zvat o p@tu Sesti jeding. Klec ozng&enéacislem 1 byla kontrolni. Mie
z této klece byly vyuzity pro jednotlivé kroky vadéice metody a pro kalibraci a blank
pii samotném réreni. Klece s ozri@nim 2 a 5 byly vystaveny koncentracim styrenu
600 mg.nT a klece 3 a 4 dvojnasobné koncentraci tedy 1200mmgJeliko? se
neaiekavaly vyznamné rozdily v koncentracich v obdobgintretim az desatym dnem
expozice, byly vzorky pospojovany z B - 4,5 - 7 a 8 - 10. Vzhledem k p&ésu
Zivota N7-SO-guaninovych adukta vysledim prace autdr z roku 2008’ byla
sbirana mé pouze jeden den po ukieni expozice.
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3 VYSLEDKY

3.1. N3 adeninoveé adukty

Pro snizeni matricového efektu #efiSténi biologického materidlu bylo vyvinuto
nekolik kroka. Prvnim krokem bylo vysrazenfippzenych slozek m@ pomoci silného
okyseleni trichloroctovou kyselinou. Nasledovalantdéugace a bylo o¥eno, Ze
sledované analytyistavaji v supernatantu. Po upraveni pH supernataatbodnotu
10,5, bylo pistoupeno k druhémuisticimu kroku - extrakci na pevné fazi s pouzitim
extrakeni kolonky HLB. Ri uvedeném pH byly oba adukty dokonale zachyceny.
Kolonka byla promyta 20% methanolem v 1% hydrogéigithnu sodném, zasthto
podminek nedochazelo k vymyti sledovanych ahfalysledovala eluce analysmesi
acetonitril : methanol v poénu 7 : 3. Eluat byl odgen do sucha pod proudem
inertniho plynu. Po rekonstrukci v startovacim eluz mobilni faze byl vzorek
injektovan do LC-MS. Kalibrace metody byla provedepridanim standard ke
smssnému vzorku neexponované #eov rozsahu 0,01 - 2 ng.thinate. Jeji linearita
v uvedeném roziii spkiovala poZzadavek na korétd koeficient B > 0,99. Bi
zohledréni pontru velikosti odezvy na koncentirai jednotku se jako optimalni jevilo
Sestinasobné zakoncentrovani vzorku (vztaZzeniv&gnimu vzorku md). Rozdleni
a ap aduktu nebylo jednoduché a vyzadovalo velmi ploghgdient (nérst organickée
faze 1 % za minutu), ktery musel zarttivanoznit separaci interferujiciho piku od piku
N3aA. Chromatogramy blanku a exponovanéémgsou uvedeny na obrazku 4.

100 %
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0 7.00 8.00 9.00 10.00 min
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100 %
1 N3BA
o
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% N3oA
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> |
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Obr.4 Chromatogramy piechodu 256>136, horni blank, spodni exponovany
vzorek. Reteréni ¢as NPA byl 7,91 min a u N3IA byl retenéni ¢as 8,80 min.
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Po nalezeni tohoto optima, byly touto metodou zawadany vzorky mysi m po
expozici styrenu. Vysledky ziskané ze ésmé mdi Sesti zviat jsou uvedeny
v tabulce 1.

Tabulka ¢. 1 Koncentrace a mnozstvi vylo€enych adeninovych adukii

) Styren |  Koncentrace Vylugovani[ng.kg".den’] Vylugovani[pmol.kg".den’]
Den | Cislo| konc. [ng.m
pokusu | Kiece | mg %[ NGBA | N3aA | N3BA | N3aA | N3BA+N3aA | N3BA | N3aA | N3BA+N3aA
1 2 600 0,14 0,04 34,6 9,1 43,7 135]1 35]6 1329
5 600 0,09 0,03 18,6 5,8 24,4 72,6 226 '
5 2 600 0,16 0,05 33,5 10,7 44,2 130|9 417 135.1
5 600 0,08 0,03 17,8 7,2 25,0 69,4 288 '
3.4 2 600 0,05 0,02 10,5 3,6 14,1 40,8 14p 419
5 600 0,02 0,01 4.4 2,9 7,4 17,3 11.p '
5.7 2 600 0,07 0,02 13,9 5,0 18,9 54,8 194 68.0
5 600 0,06 0,02 11,2 47 15,9 43,9 183 '
8-10 2 600 0,08 0,03 16,0 55 21,6 62,Y 2157 72.8
5 600 0,05 0,03 10,3 54 15,7 40,8 20
1 2 600 ND ND
5 600 ND ND
1 3 1200 0,11 0,03 19,1 6,2 25,3 74.b 242 265.0
4 1200 0,40 0,15 81,1 29,7 110,3 317141 1141 '
2 3 1200 0,33 0,10 91,3 26,9 118,1 3548 104,7 303.9
4 1200 0,09 0,07 21,2 16,7 37,4 82,p 63|3 '
3.4 3 1200 0,14 0,07 29,3 13,7 43,0 11443 53|6 1516
4 1200 0,10 0,05 22,5 12,1 34,6 87.p 4714 '
5.7 3 1200 0,15 0,06 31,8 13,7 45,0 12414 5115 176.5
4 1200 0,18 0,07 32,2 13,2 454 125}7 51]6 '
8-10 3 1200 0,11 0,05 25,7 11,8 37,5 100}4 46]0 1453
4 1200 0,11 0,05 24,9 12,0 36,9 97,B 46|8
1 3 1200 ND ND
4 1200 ND ND

ND- pod mez detekce

Z hodnot uvedenych v tabulce 1 byl stanoveim@rny poner mezi N31A a NPBA
adukty, zvlag pro nizsi a zvl&Spro vysSi koncentraci, hodnoty byly 27 : 73 a ZA.:
Byly tedy vzdy ve prosfth p adeninového aduktu. DalSimildzitym poznatkem je
fakt, Ze jiz prvni den po skoéani expozice styrenu doSlo k poklesu koncentraalysin

v mati pod mez detekce.

Byl proveden vypoet celkového denniho absorbovaného mnoZstvi stycimu
organismu pokusnych zat. Pro vypoet byly pouzity nasledujici idaje — efektivita
zadrze styrenu v mySich plicidR je rovna 55 % vdechované davky, ventilace je
25 ml.min' u 25 g myst. Prostym pevedenim na kilogram Zefte ziskdme ventilaci
odpovidajici hypotetickému Zeti o hmotnosti jednoho kg ve vysi jednoho I.thin
Zvitata byla po dobu 6 hodin vystavena koncentraciestyrbu’ 600 mg.n¥, coz
odpovida 0,6 mga nebo 1200 mg.th po grevodu 1,2 mgt.
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Vypocet davky styrenu na kilogram zete:
D=R.V*.c.t

R — &innost retence

V* - objem vdechovaného vzduchu za jednotksu na jednotkuékesné hmotnosti
zvitete [.mint.kg™]

¢ - koncentrace v ovzdusi [md]l

t —¢as expozice [min]

Pomoci vySe uvedeného vztahu byla stanovena deawkadstyrenu u nizSi
koncentrace na 119 mg kgtedy 1,14 mmol.Kg a u vy3si byla dvojndsobna,
238 mg.kd, neboli 2,28 mmol.kg.

Z celkové davky styrenu do organismu a z mnoZzstdukt# vyloucenych
organismem do ni@ bylo stanoveno procento, které odpovidéngné na jednotlive
adukty v organismu viz tabulka 2

Tabulka ¢. 2 Déavka styrenu kumulativni nélezy vylodenych purinovych
aduktu

Koncentrace] Den | Davka styreny Vylou¢ené adeninové | Vylou¢ené guaninové adukly

styrenu expozice adukty

[mg.m’] [mmol.kg] | [pmol.kg’] | % davky | [pmolkg]| % davky

1 1,14 133 1,17.10 113 9,91.18

2 2,28 268 1,18 .10 304 1,33.10

600 4 4,56 352 7,72.19 668 1,46.10

7 7,98 556 6,97.10 1123 1,41.18

10 11,40 775 6,80.10 1607 1,41.18

11 11,40 775 6,80.10 1671 1,47.18

1 2,28 265 1,16.10 311 1,36.10

2 4,56 569 1,25.10 792 1,74.18

1200 4 9,12 873 9,57.19 1484 1,63.18

7 15,96 1404 8,80.10 2252 1,41.18

10 22,80 1839 8,07.10 3104 1,36.18

11 22,80 1839 8,07.10 3253 1,43.18

Z vySe uvedené tabulky je patrnd davkova zavishostzi vstupem styrenu do
organismu a jeho vyllovanim v podod adeninovych adult Procento davky
pienenéné na adeninové adukty je u obou koncemiich hladin podobné.

3.2. N7 guaninové adukty

U N7 guaninovych adultnebylo mozné nalézt podminky pro dostatezachyt a
efektivni eluci, pi pouziti stejného sorbentu jako u adeninovych &duk tohoto
duvodu byla pro pecisSténi pouzita separace na SPE kolonce s typem sorlighdu
podobrg jako u prace autérVodicka a spdf®. Vzorek byl okyselen pomoci mravén
kyseliny a nanesen na kolonku Sep-Pak Vac tC18oia@ byla pedem promyta 2%
mravergi kyselinou. B tomto usp#adani byly oba adukty dostate€ zachyceny.
Nasledovaly d¥ promyti, prvni 2% roztokem mrauérkyseliny ve vod a druhy 10%
methanolem ve vad s 2% mrave#i kyseliny. Eluce guaninovych aduktbyla
provedena 22% methanolem okyselenym 2% mrdvigselinou. Poté byl vzorek
odpden do sucha a posléze rozgusv 25% methanolu. Kalibrace byla provedena
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pridanim standard do sn&sného vzorku kontrolni née v rozsahu 0,05 - 5 ng.ihl
moe pro NBG a 0,08 - 5 ng.rifimase pro N&G. Linearita v tomto rozsahu gplvala
pozadavek na korelai koeficient B > 0,99. Meze detekce byly stanoveny ippds
N7BG ve vysi 0,02 ng.rifl a 0,03 ng.mt v pripads N70G. Chromatogram blanku a
exponované mie \etné chromatografickych podminek je uveden na obrazku 5
Celkové zakoncentrovani vzorku bylo nejvh&8n dvojnasobné. Roztkni o a B
adukti bylo komplikované a nedochéazelo &mu i pi pouziti velmi malo strmych
gradienti, proto bylo rozdleni provedeno za isokratickych podminek. V exp@myech
vzorcich se za pikem MG vyskytla neznama interference, ktera u kontrolnmoai
nebyla pozorovana. Struktura této latky nebylat&js. Vysledky nagiené u N7
guaninovych aduktjsou uvedeny v tabulce3

100 %
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1L00%
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¢as

Obr.5 Chromatogramy piechodu 272>152, horni blank, spodni exponovany
vzorek. Reter®ni ¢as NG byl 5,51 min a v Fipadé N7aA byl retenéni ¢as 5,95
min.
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Z hodnot uvedenych v tabulae3 byl stanoven @mérny ponmgér N70G : N7BG
aduktu, opt zvlag pro kazdou koncentraci, zj&té paimeérné pongry jsou 51 : 49 pro
600 mg.nt a 47 : 53 pro 1200 mg:n

Po skoieni expozice styrenem byl zaznamenan pokles in@i@alizn¢ na polovéni
hodnotu pedchoziho dne. | u guaninovych adulityl proveden stejny vyget pro
zjisteni procenta celkové davky styrenu, které bytengnéno na jednotlivé adukty a
vylouceno organismem do nye viz tabulkat. 2.

Z tabulky 2. stejgjako v gipact adeninovych aduklitlze vy¢ist davkovou zavislost
mezi vstupem styrenu do organismu a jeho &gWdnim v podob guaninovych adukt
Procento davky fgménéné na guaninové adukty je prodéotestované expozice téin
totozné.

Tabulka ¢. 3 Koncentrace a mnozstvi vylo€enych guaninovych adukf

) Styren | Koncentrace Vylugovani[ng.kg".den'] Vylugovani[pmol.kg".den']
Den | Cislo | konc. [ng.m]
pokusu | klece [mg.m'3] N7
aG | N78G | N7aG | N78G | N7aG+NTBG | N7aG | N7BG | N7aG+NTBG
1 2 600 0,03*] 0,08 7,2 19,2 26,4 26,b 706 1131
5 600 0,07*] 0,10 14,5 20,6 35,1 53p 75 '
2 2 600 0,11 0,16 23,5 34,1 57,6 863 124,5 190.6
5 600 0,10 0,11 21,9 24,1 46,1 80J7 88|7 ’
3.4 2 600 0,09 0,11 19,2 23, 42,7 7016 86|3 1822
5 600 0,13 0,10 31,9 24 .4 56,4 11742 90J2 ’
5.7 2 600 0,11 0,10 22,8 20,1 43,5 83 76)2 155.1
5 600 0,11 0,09 22,5 18,4 40,8 826 6716 ’
2 600 0,11 0,10 21,0 19,1 40,1 78 7013
8-10 5 600 0,13 0,10 25,8 19,9 457 940 73]0 1577
11 2 600 0,04*] 0,05 7,8 9,0 16,8 28.Y 33,L 63.80
5 600 0,04* 0,06 6,9 11,0 17,9 25,B 40pb '
1 3 1200 0,11 0,21 20,0 38,2 58,2 73|16 14Q,4 3106
4 1200 0,20 0,35 40,3 70,9 110,7 144,1 259,2 ’
2 3 1200 0,15 0,33 41,9 92,] 134,0 154,0 338,9 481 4
4 1200 0,28 0,28 63,9 63,9 127,8 233,0 23%,0 ’
3.4 3 1200 0,16 0,22 32,7 45,( 77,7 12,4 16%,5 3455
4 1200 0,24 0,25 54,0 56,2 110,2 1945 206,7 ’
5.7 3 1200 0,15 0,17 32,9 37,3 70,2 1231 1371,2 2554
4 1200 0,19 0,19 34,3 34,3 68,7 124,3 12¢,3 ’
8-10 3 1200 0,13 0,13 31,2 31,E 62,4 1148 114,8 283.3
4 1200 0,21 0,18 49,3 42,3 91,6 1815 15%,5
11 3 1200 0,09 0,09 20,1 20,5 40,7 73]9 75|6 149.4
4 1200 0,10 0,09 21,1 19,9 40,6 77 7116 ’

* vysledky se nachéazeji mezi mezi detekce a mambsttelnosti a jsou zatizeny zavaznou chybou
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4 DISKUSE

Nalezené hodnoty vyl@enych guaninovych aduktvztazenych na davku styrenu
vtéto studii byly od 1,0 aZ 1,7 10° %, jsou srovnatelné s vysledkyiive
publikovanymf®. Ve zmiiované studii byly uvedeny hodnoty vztazené na davku
vrozmezi od 0,8 aZz 3,110° % ov8em stim, Ze nejvy3si hodnoty byly zjist
v kumulovanych vzorcich z prvniho a druhého dneoeiqe. V obou studiich je patrny
narist hodnot na z@tku. Vynechaji-li se prvni dva dny expozice, kdyzsirata
postup® zvykaji na pitomnost par styrenu v ovzduSi, dostdvame rozmezindt
1,4 a7 1,6. 10° % v této studii a 0,8 a? 1,610° % ve srovnavané studii. Tedy
zlepSeni jiz dobré shody.

V této praci byly poprvén vivo nalezeny adeninové adukty v &h@o expozici
param styrenu. VySe naleadeninovych adulitbyla pgekvapiv vysoka a pevysila
otekavani opirajici se o vysledkp vivo test®’. Fti srovnani celkového mnoZstvi
guaninovych a adeninovych adiiki/ztazenych na kilogram vahy zefe, tvdily
adeninoveé adukty z obou expozic vice nez 50 % nimbgaaninovych adukt piicemz
pii vySSi expozici bylo dosazeno hodnae¢gahujicich 56 %.

Moznym vyswé¥tlenim zvySeného mnoZstvi adeninovych adukvzhledem
k guaninovym adukim je rozdilna reaktivita S@n vivo a v in vitro testech. Navic
guaninové adukty po odfteni z DNA mohou byt dale metabolizovany Sy mie
nez adeninove.

Pfi hodnocenicasoveho prbéhu mnozstvi nalezenych adike zejmeé, Ze k jejich
tvorbé dochazelo od prvniho dne expozice s tim, Ze maxioylo dosazeno druhy dne,
pak nastala stabilizace hladin aduk¥ prvnich dvou dnech byly pozorovany zvySené
hodnoty smirodatnych odchylek vyktovaného mnozstvi vztazeného na kilogram
u obou adukt. Toto mohlo byt zfisobeno w#kolika faktory. Rozdilnou individualni
reakci na vySSi koncentraci styrenu. Byla pozoravaelkd variabilita v pohybové
aktivit¢ pokusnych zvat, ktera byla u vSech Zat prvni den vyraznnizSi nez po zbylé
dny experimentu. Fyzicka aktivita s#irovliviuje mnoZstvi inhalovaného vzduchu, a
tim i absorbovanou davku. Navic schopnost adapebt®tlivych zviat na expozici a
jejich miznd metabolicka aktivita fte vést k velkym interindividualnim rozdih
v metabolismu i ve vykovani DNA aduki. Tyto faktory by bylo mozné omeazit
opakovanou expozici stejnych i po dostat:né rekonvalescenci poigrchozim
pokusu a interindividualni rozdily Ize snizit nagg#m p@tu zvirat ve skupig.

Pontr a a p adukti adeninu byl v itenych vzorcich relativhstaly a pimérna
hodnota pro ob expozice byla 28 : 72. Tento pdmje v relativni shod sin vitro
experimentem, kde byl pamstanoven na 34 : 6

U guaninovych aduktbyl v této studii vzajemny potn mnohem mé# stabilni jak
v ramci vysledk z jednotlivych expozic, takipvzajemném srovnani obou expozic.
Tento jev byl pozorovan také u vyslédktudie autar z roku 2008°. JelikoZin vitro
testy byly provadny pii vysokych koncentracich styrenoxidu, je vhodnéopoat
pouze vysledky s nejvyssi davkou, tedyp v piipads in vitro bylo 44 : 587, u in vivo
studie z roku 2006 autiouvedli pongr 41 : 59 a v této studii byl pmérny poner
adukti roven 47 : 53.

RychlejSi pokles koncenttaich hladin u adeninovych adikheZ u guaninovych
adukti po skokeni expozice je zcela v souladu s litegaugdavanymi pol®asy Zivota
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ziskanych @i in vitro testech. NejkratSi je u MA okolo 10 hodin u NBA se pohybuje
okolo 20 hodin. Zatimco podasy zivota u obou guaninovych adukjsou ges
50 hodirf®. Zarover Zadny kumulativni efekt u 2adného druhu adluiebyl pozorovan.

5 ZAVER

V moci mysi vystavenych param styrenu byly nalezenydjive publikované N7
guaninové adukty a také nobvnalezené N3 adeninové aduktyii Bporovnéni
stanoveného mnozstvi N7 guaninovych a N3 adeniroagcikti bylo zjiS€no vyrazi
vySSi mnozstvi N3 adeninovych adiiknez se &ekavalo na zakladdat zin vitro
experiment.

Pokusem in vivo byla potvrzena rychla depurinace N3 adeninovychNa
guaninovych adukit Oba typy adukt se rychle vyldovaly mai, takZe jejich rychly
pokles byl prokdzan dmem prvniho dne po skéeni expozice. Zarowe béhem
desetidenni expozice nedochazelo k jejich kumulRod biologické monitorovani z
toho vyplyva, Ze mohou slouzit pouze jako indikgtikratkodobé expozice styrenu.

V piipac, Ze se u lidi tvid podobné mnozstvi sledovanych aduibou bazi jako je
tomu u mySi a podali se jeSt zvysit citlivost metody, bude mozné tyto aduktyuiit
k biologickému monitorovani expozice styrenu. Steamd €chto adukdi u jednotlivych
lidi by bylo pfimym metitkem, jak byly poSkozeny zakladni kameny geneticigavy,
tedy indikatorem efektivni davky styrenu, které tghy jedinec vystaven.
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