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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva zavedenim metody plynové chromatografie s hmotnostni
detekcei pro stanoveni vybranych polycyklickych aromatickych uhlovodiki v receptorové
tekutin€, prochazejici pies kizi transdermalni absorpci. Teoreticka Cast této prace se
zamé&fuje na zakladni popis polycyklickych aromatickych uhlovodiku, jako jsou jejich
fyzikalni vlastnosti, zdroje Sifeni do okoli a metabolismus, az po jejich toxikologické
vlastnosti a u¢inek na lidsky organismus. V praktické ¢asti jsou testovany valida¢ni

parametry metody jako je linearita, pfesnost a vytéznost.
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TITLE

Determination of selected polycyclic aromatic hydrocarbons by gas chromatography with

mass detection
ANNOTATION

This thesis deals with the evaluation and validation of the gas chromatography method
with mass detection for the determination of selected polycyclic aromatic hydrocarbons
in the receptor fluid, passing through the skin by transdermal absorption. The theoretical
part of this thesis focuses on the basic description of polycyclic aromatic hydrocarbons,
such as their physical properties, sources of spread to the environment and metabolism,
to their toxicological properties and effect on the human body. In the practical part,

validation parameters such as linearity, precision and recovery are tested.
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UvVoD

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) jsou vétSinou bezbarvé, bilé nebo svétle zIluté
pevné latky. Jedna se o skupinu nckolika stovek chemicky piibuznych sloucenin,
perzistentnich vi¢i zivotnimu prostfedi s riznymi strukturami a riiznou toxicitou. PAH
jsou tedy vSudypfitomné latky zneciSt'ujici zivotni prostfedi vznikajici pfedevsim pii
nedokonalém spalovani organickych materialii (napf. uhli, ropy, benzinu a dieva).

Za mechanismus toxicity je povazovana interference s bunéénou membranou a
také s enzymatickymi systémy, které jsou s membranou spojeny. Bylo prokazano, ze
PAH mohou mit karcinogenni a mutagenni ucinky, jsou taktéZz povazovany za silna
imunosupresiva. PAH do téla pronikaji nékolika cestami, a to cestou inhala¢ni, peroralni
a dermdlni. Vzhledem k roz§ifené ptitomnosti PAH v zivotnim prostfedi a jejich
toxikologickym vlastnostem, je posouzeni expozice PAH velice dulezité, a to jak pro
pracovniky (napf. podilejici se na vyrobé metalurgického koksu a hliniku), tak pro
obecnou populaci. Za timto ucelem se obvykle provadi biologické monitorovani, které
umoznuje kvantifikovat celkovy pfijem PAH do téla respirani, dermalni a
gastrointestinalni cestou. Metabolit pyrenu 1-hydroxypyren v mo¢i je povazovan za jeden

Nekteré studie prokazuji, Zze v pracovnim prosttedi by se mélo mozné dermalni
expozici PAH pfipisovat stejna vaha, jako expozi¢ni inhala¢ni cesté. Kize je povazovana

z toxikologického hlediska za jednu z vyznamnych cest Skodlivych latek do organismu.
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1. TEORETICKA CAST

1.1 Polycyklické aromatické uhlovodiky

PAH jsou chemické slouceniny obsahujici pouze atomy uhliku a vodiku, skladajici se ze
dvou nebo vice kondenzovanych aromatickych kruht, které mohou byt substituovany,
typicky od naftalenu (CioHs, dva aromatické kruhy) az po korunen (CasHi12, sedm
aromatickych kruhti) s molekulovou hmotnosti v rozmezi od 128 do 278 Da. PAH jsou v
zasad¢ rozdéleny do dvou skupin: nizkomolekularni PAH (LMW PAH) a
vysokomolekularni PAH (HMW PAH). LMW PAH (napf. naftalen, acenaften,
acenaftylen, fluoren, anthracen, fenanthren) maji zékladni strukturu dvou az tii
benzenoidnich kruhti (Sestistranné aromatické kruhy uhliku), zatimco HMW PAH maji
molekularni strukturu ¢tyf nebo vice benzenoidnich kruhii (napt. fluoranthen, pyren,
benzo[a]pyren a benzofluorantheny). Hydrofobicita, tendence k akumulaci v organismu,
odolnost vuci biodegradaci a celkova perzistence v zivotnim prostiedi se obecné zvysuji
s rostouci molekulovou hmotnosti. Alkylované PAH, které vznikaji diagenetickymi
procesy, jsou toxiCtéjSi nez mateiské slouCeniny. Obvykle koexistuji se svymi
matefskymi slou¢eninami v matricich zivotniho prostiedi (Brazkova a kol., 2013).

PAH vznikaji spalovanim organické hmoty a z tohoto diivodu jsou pfitomny v
raznych koncentracich jako béZné zneéist'ujici latky v domacnosti a pracovnim prostiedi.
Jsou hlavnimi organickymi latkami znecist'ujici zivotni prostiedi, pro ¢lovéka jsou pro
své karcinogenni, mutagenni a teratogenni u¢inky nebezpecné. PAH obecné mohou mit
drazdivé ucinky a zplsobit respiraéni onemocnéni, nékteré z nich jsou Mezinarodni
agenturou pro vyzkum rakoviny klasifikovany jako mozné nebo pravdépodobné
karcinogeny pro ¢loveéka. Vice nez 80 % z celkového mnozstvi PAH, které pasobi
Skodlivé na zivotni prostiedi a lidské zdravi, 1ze ptipsat 16 prioritnim PAH (Obrdzek 1)
(Kumar a kol., 2014).

Vzhledem k vyznamnému rozsiteni PAH v zivotnim prostiedi a jejich toxickym
vlastnostem je hodnoceni expozice PAH dulezité jak pro pracovniky (napfi. zabyvajici se
vyrobou hutniho koksu, hliniku, uhlikovych elektrod, asfaltare), tak pro béZznou populaci.
Proto se obvykle provadi monitoring, ktery umoznuje kvantifikovat celkovy ptijem PAH
do téla dychacimi, dermalnimi a gastrointestinalnimi cestami. Po expozici jsou PAH
v organismu nejprve oxidovany, poté redukovany nebo podléhaji hydrolyze (faze |

biotransformace xenobiotik), hydroxylované metabolity mohou byt dale konjugovany

16



nebo sulfatovany (faze II biotransformace xenobiotik) a vylouéeny moci nebo stolici

(Campa a kol., 2008).

Naftalen Acenaften Acenaftylen Fenanthren
y

Fhuoren Anthracen Benz[a]anthracen
seaaises
gag

Chrysen Pyren Fluoranthen
o oD b
Bensojbiilicnotien Benzo[k}fluoranthen Benzo[a]pyren

L0

Indeno[1,2,3-cd]pyren Benzo[ghilperylen Dibenz[a, h1]anthracen

Obrazek 1: Chemické struktury 16 prioritnich PAH
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Obecnou charakteristikou PAH je vysoky bod tani a varu, nizka tenze par a velmi
nizkd rozpustnost ve vod¢. Posledni dvé vlastnosti maji tendenci klesat s rostouci
molekulovou hmotnosti, naopak roste odolnost proti oxidaci a redukci. Rozpustnost PAH
ve vodé klesa s kazdym dal$im aromatickym kruhem. PAH jsou velmi dobie rozpustné v
organickych rozpoustédlech, protoze jsou vysoce lipofilni. PAH také vykazuji dalsi
vlastnosti, jako je citlivost na svétlo, tepelna odolnost a odolnost proti jejich pfeméné v
organismu. PAH vykazuji charakteristicka UV absorpéni spektra. Kazda kruhova
struktura ma jedine¢né UV spektrum, takze kazdy izomer ma v UV oblasti jiné spektrum.
To je uzitecné zejména pii identifikaci PAH. Vétsina PAH také fluoreskuje (Kaminski a
kol., 2008).

Hlavnim zdrojem PAH je nedokonalé spalovéani organicky materiald, jako je uhli,
ropa a dievo. PAH nejsou chemicky syntetizované pro priamyslové ucely. Nicméné
existuje né€kolik komerénich vyuziti nékterych PAH. VétSinou se pouzivaji ve
farmaceutickém, zemédélském, fotografickém a chemickém primyslu, termosetovych

plastech a lubrika¢nich materialech. Obecné pouziti nékterych PAH je nasledujici:

e Acenaften: vyroba pigmentt, barviv, plastt, pesticida a 1é¢iv

e Anthracen: fedidlo pro ochranné prostiedky na dievo, vyrobu barviv a pigmenti
e Fluoranthen: vyroba agrochemikalii, barviv a 1é¢iv

e Fluoren: vyroba IéCiv, pigmentd a barviv

e Fenanthren: vyroba pryskyfic a pesticida

e Pyren: vyroba pigmentt

Jiné PAH mohou byt obsazeny v asfaltu pouzivaném pro vystavba silnic. Déle se
pouzivaji specifické rafinované produkty z konkrétnich PAH také v oblasti elektroniky
(Hussein a kol., 2016).
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1.1.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti polycyklickych aromatickych uhlovodikii

Rozpustnost PAH ve vodé obecné klesa s rostouci molekulovou hmotnosti, zatimco jejich
bod varu a tani se zvysuje. Aromatické uhlovodiky se Ctyfmi a péti jadry, jako je chrysen
a benzo[a]pyren, jsou prakticky nerozpustné ve vodé. Rozpustnost se také snizuje s
rostouci strukturou jader, se zvySujicim se stupném substituce, poklesem tenze par a
zvySovanim molekulové hmotnosti. Molekuly s linearnim uspofaddnim jsou méné
rozpustné ve vod¢. Naptiklad anthracen je ve vodé méné rozpustny v porovnani s
fenanthrenem. Nahrazeni aromatického kruhu alkylem rovnéz vede k celkovému sniZeni
rozpustnosti PAH, i kdyz existuji urCité vyjimky, napf. benz[a]anthracen je méné
rozpustny nez methyl- nebo ethylbenz[a]anthracen. Rozpustnost PAH ve vodé je
trojnasobné az Ctyfnasobné zvysena zvySenim teploty z 5 na 30 °C (Kafilzadeh a kol.,
2011).

PAH ve vodnim prostfedi maji tendenci rychle se vazat na ¢astice nebo organické
latky. V sedimentech jsou PAH mnohem stabiln&jsi nez v Cistém stavu a jsou odolng;si
vici oxidaénim a nitra¢nim reakcim. VEétSina PAH je malo t€kava. Nékteré procesy, jako
je fotooxidace, hydrolyza, biotransformace, biodegradace a mineralizace, vedou k
transformaci PAH na jiné latky. Podobn¢ dalsi ¢innosti, jako je akumulace v organismu,
adsorpce a desorpce jsou zodpovédné za cyklovani PAH. PAH s vysokou molekulovou
hmotnosti jsou ve vodé vétSinou degradovany pisobenim svétla (Kumar a kol., 2014).

Celkovy organicky uhlik (TOC) a ¢erny uhlik (BC) hraji dalezitou ulohu pii
sekvestraci PAH v piadé a sedimentech, a to navzdory jejich relativné nizké hlading v
zivotnim prostiedi. Sorpce PAH do plidy a sedimentl se zvySuje se zvySujicim se
obsahem organického uhliku a se zvétSujici se povrchovou plochou ¢astic. Koncentrace
PAH se proto v konkrétnich ¢astech sedimentu lisi. Jedna ze studii uvadi, ze nejvyssi
celkova koncentrace PAH byla zjiSténa ve frakci o velikosti 250-500 pum, zatimco
maximalni hladina jednotlivych PAH byla zjisténa ve frakci o velikosti 250—500 um nebo
500-2000 pm (Li a kol., 2010).

19



Tabulka 1: Fyzikalné-chemické vlastnosti 16 prioritnich PAH

Molekulova ., Bod *Toxicita

PAH Vzorec hmotnost Rozpuvstnost BOE' tant varu Tenze par podle

[g/mol] ve vodé [mg/l] [°C] °C] [mmHg] IARC
Naftalen CioHs 128,17 31 80,26 218 0,087 2B
Acenaften Ci2H10 154,21 44776 95 96 4,47 10 x3 3
Acenaftylen CioHs 152,20 44577 92-93 265-275 0,029 3
Anthracen C1oH10 178,23 0,045 218 340-342] 1,75 x 10°° 3
Fenanthren CH10 178,23 44562 100 340 6,8 x 107 3
Fluoren CisHao 166,22 44805 116-117 295 3,2%x 107 3
Fluoranthen CisHio 202,26 0,26 110,8 375 50x%x10° 3
Benzo[a]anthracen CoH1 228,29 0,011 158 438 2,5%10° 2B
Chrysen CisHi 228,29 0,0015 65 448 6,4 x 10°° 2B
Pyren CisHio 202,26 0,132 156 393-404| 2,5x10° 3
Benzo[a]pyren CaoH12 252,32 0,0038 179-179,3 495 5,6%x107° 1
Benzo[b]fluoranthen CooH12 252,32 0,0015 168,3 - 50x%x 107”7 2B
Benzo[k]fluoranthen Ca0H12 252,32 0,0008 215,7 480 9,59 x 107 2B
Dibenz[a,h]anthracen C2Hu4 278,35 0,0005 262 — 1 x 1070 2A
Benzo[g,h,i]perylen C2H12 276,34 0,00026 273 550 |1,0310x10 3
Indeno[1,2,3-cd] pyren CoHi | 276,34 0,062 1636 | s30 [0 2

*Toxicita podle Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny (IARC): karcinogen skupiny 1 u lidi, pravdépodobny
karcinogen skupiny 2A u lidi, mozny karcinogen skupiny 2B u lidi a skupina 3 neklasifikovatelny jako karcinogen u

lidi.
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Obsah organického uhliku zavisi na zemépisné poloze, znecist'ujicich latkach

vstupujicich do tek, hodnot¢ pH a hloubce vrstev testovanych sediment. Vzorky

cvwr

vvvvvv

kontaminanty v pad¢ fenanthren, fluoranthen, benzo[a]anthracen, chrysen,
benzo[b&Kk]fluoranthen, benzo[a]pyren a indeno[1,2,3-cd]pyren. (Niemirycz a kol.,
2006).

1.2 Zdroj polycyklickych aromatickych uhlovodiki v Zivotnim

prostredi

PAH vstupuji do usti fek, jezer a fi¢niho prostiedi z ropnych skvrn, vypousténim
primyslovych a komundlnich odpadnich vod, odtoku méstské a ptiméstské deStové vody,
chemickych rafinérii, rekreanich a komer¢nich lodi, sopek a atmosférického spadu
vyfukovych plynti vozidel. Jejich ptivod je tedy z ptirodnich i antropogennich zdrojii
(Tornero a kol., 2014).

1.2.1 Ptirodni zdroje

Mezi piirodni zdroje patii ropné prisaky, lesni pozary, prérijni poZary, zemédélské
spalovani a transformace biogennich prekurzorti. Skute¢né mnozstvi PAH z téchto zdroji
se 1181 podle typu spaleného organického materialu, typu, povahy a intenzity pozaru. PAH
z pozart maji tendenci saturovat suspendované castice, a nakonec vstupovat do
suchozemského a vodniho prostfedi jako atmosféricky spad. OSetfené dfevo bylo také
uznano jako zdroj PAH ve vod¢ a sedimentech. Mezi dalsi ptirodni zdroje patii sopky,

rostliny, houby a bakterie (Brazkova a kol., 2013).

1.2.2 Antropogenni zdroje

Antropogenni zdroje jsou v podstaté déleny do dvou skupin, a to na pyrolytické a
petrogenni. Pyrolytické zdroje zahrnuji spalovaci procesy (napt. spalovani fosilnich paliv,
vyroba elektrické energie, spalovani odpadt, vytapéni domacnosti a priimyslové emise),
zatimco petrogenni zdroje uzce souvisi s Uniky ropnych produktli (napf. Uniky ropy,

materiall pro stavbu silnic, vyroba koksu, sazi, uhelného dehtu a asfaltu) (Obrdzek 2).
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Nékteré zdroje PAH maji dominanci jak pyrogennich, tak petrogennich typa v
disledku slozitych procest zapojenych do vzniku typu zdroje PAH. Klikova hiidel a S ni
spjaté mazaci oleje pouzivané napiiklad ve spalovacich motorech obsahuji razné
petrogenni PAH. Slozeni PAH se vSak méni s pouzitim oleje, protoze se zvySenym
pouzivanim se hromadi rizné PAH v disledku spalovani. Zbytky uhelného dehtu z
byvalych zatfizeni na vyrobu plynu (MGP) maji tendenci mit velmi slozité a vysoce
variabilni slozeni PAH, protoze uhelny dehet se diive vyrabél spalovanim uhli nebo
koksu obsahujicich PAH za vzniku uhelného plynu jako zdroje tepla a svétla. Jak uz bylo
feceno, PAH tedy ve vodé podléhaji distribuci a akumulaci mezi vodnim sloupcem,

suspendovanymi ¢asticemi, sedimenty na dné a biotou (Oluseyi a kol., 2011).

spalovani paliva,

doprava, vyrobni . atmosféra
proces, drobné zdroje

| S5 | =
deporzice
I unik z méstskych oblasti
prumysl depozice
| ¥
— A
BRI A G
é voda/sediment

cisticka odpadnich vod

-
e

/ pida

cistirensky kal

Obrazek 2: Antropogenni zdroje PAH a jejich §ifeni do zivotniho prostiedi (Neff a kol.,
2005)
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1.3 Metabolismus polycyklickych aromatickych uhlovodikii

Po vstupu do téla PAH snadno prochazeji bunénymi membranami prostiednictvim

pasivni difuze v disledku jejich lipofilnich vlastnosti. Rodicovské molekuly PAH, které

vstupuji do bunék, ptimo nevyvolavaji poskozeni DNA. Jsou to elektrofilné reaktivni

meziprodukty, které vznikaji enzymatickou konverzi PAH, ty jsou toxické, mutagenni a

karcinogenni. Biologicka aktivita riznych PAH souvisi s jejich strukturou. Obecné mezi

nejucinngjsi karcinogenni a mutagenni PAH patii ty, které obsahuji 4 az 6 aromatickych

jader (Moorthy a kol., 2015).

PAH jdou dale detoxikovany a nasledné eliminovany vyluc¢ovacimi cestami, a to

jak mo¢i, tak stolici. Pfeména chemicky inertnich PAH na hydrofilni derivaty vyzaduje

aktivaci a spolupraci nékolika enzymu. V tabulce 2 jsou uvedeny hlavni enzymy zapojené

do biotransformace PAH (Alexandrov a kol., 2010).

Tabulka 2: Hlavni enzymy podilejici se na biotransformaci PAH

Enzym cil funkce | funkéni mechanismus
cytochrom P450 (CYP, oxidace aromatické C-C
zejména CYP1AL, . dvojné vazby na
CYP1A2, PAH aktivace | 4 ovidajici arenoxid
a CYP1B1) (epoxid)
epoxidhydrolaza (EH) PAH aktivace hﬁdar?liﬁiﬁfﬁiﬁr'gﬁ. glf;‘/H
peroxidazy PAH aktivace Jednoelemgﬁ:g\/a oxidace
preména trans-dihydrodiolt
aldo-ketoreduktazy . PAH na reaktivni 0-chinony
(AKR) PAH aktivace "o \vtvareii adukty s
DNA
NAD(P)H- dvouelektronova redukce
chinonoxidoreduktaza 1 PAH aktivace pfzurrfgr};;lz)—sgft])isrlt(r)itS’Priﬂr.na
(NQOT) hydrochinony PAH
glutathion-S-transferazy . . . konjugace s glutathionem
(GST) diolepoxidy PAH | detoxikace (GSH)
UDP- . monohydroxylované . .
glukuronosyltransferazy metabolity PAH detoxikace glukuronidace
(UGT) y
sulfotransferazy . L .
(SULTS) katecholy PAH detoxikace sulfatova konjugace
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Prvni faze biotransformace PAH zahrnuje oxidaéni (epoxidac¢ni) reakce, které
jsou primarn¢ katalyzovany cytochromem P450 (CYP). Vzniklé derivaty PAH pak
mohou vstoupit do faze II biotransformace, coz jsou konjugacni reakce s polarnimi
endogennimi molekulami, jako je glutathion (GSH), kyselina glukuronova, sulfat a
kyselina octova. Pro PAH jsou popsany tfi hlavni metabolické drahy: 1. CYP1A1/1B1 a
epoxidhydrolazova (CYP/EH); 2. CYP peroxidazova; a 3. aldo-ketoreduktazova (AKR)
(Gao akol., 2018).

1.3.1 Cytochrom P450 a epoxidhydrolazova draha

CYP tvoii piiblizn¢ 75 % veskerych enzymi, které metabolizuji rizné xenobiotika,
kterym jsou lidé vystaveny vV kazdodennim zivoté. CYP jsou tedy hlavnimi
metabolickymi enzymy, které katalyzuji oxidaci organickych latek, jako jsou PAH.
Rodiny CYP1, 2 a 3 jsou zodpovédné za biotransformaci vétSiny xenobiotik, konkrétné
CYP1Al, CYP1A2 a CYPI1BI hraji zasadni tlohu v aktivaci PAH. Studie zalozené na
modelu Salmonella typhimurium kmene NM2009 uvadi, ze¢ CYP1Al a CYPIBI
katalyzuji oxidaci nékolik PAH mnohem rychleji nez ostatni enzymy P450, jako jsou
CYP1A2, CYP2C9, CYP3A4 a CYP2C19. Cesta CYP/EH je nejbézngjsi
biotransformacni cestou pro homocyklické a heterocyklické PAH. V této draze zvySuji
PAH expresi CYP prostfednictvim vazby na arylovy uhlovodikovy receptor (AHR). AHR
je ligandem aktivovany transkripni faktor, na ktery se vézou rlzna xenobiotika
z zivotniho prosttedi a potravin, véetné dioxini a PAH (Shimada a kol., 2001).

Obecné cesta CYP/EH probiha ve tfech enzymaticky katalyzovanych krocich.
Nejprve je aromatickd dvojna vazba C-C oxidovana za katalyzy CYP na odpovidajici
arenoxid (epoxid). Dale je epoxid hydrolyzovan za katalyzy EH za vzniku
trans-dihydrodiolu. V zavéreéném kroku dochazi k dalsi epoxidaci na sousedni dvojné
vazbé, vysledkem je vznik vicinalnich diolepoxidu, coZ jsou karcinogenni metabolity
PAH. Reakéni produkty mohou mit rizné prostoroveé tvary v zavislosti na druhu PAH a
zucastnénych enzymtu CYP. Benzo[a]pyren (BaP) pouzijeme jako nazorny piiklad. BaP
je transformovan na BaP-7,8-epoxid prostiednictvim CYP1A1 nebo CYPIBI1 a dale je

oxidovan EH za vzniku BaP-7,8-dihydrodiolu, nasleduje posledni krok reakce
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katalyzovany CYP (napi. CYP1A1, CYP1B1 a CYP3A4), vznika BaP-7,8-dihydrodiol-
9,10-epoxid (BaPDE) (Obrazek 3) (Benigni a kol., 2011).

| ‘

9,10-epoxy BaP Benzo[a]pyrene (BaP) 4.8 "P‘;“' BaP

CYPI1Al l
CYPIA
GSTM1
GSTT1
GSTP
-
\O%j Other GST
9.0H BaP
1
CYP1A GSH konjugaty

7,8-diol BaP

CYPlAl \

9.0H.4,5.epoxy BaP I~

Detoxikace

DNA adducts

7,8-diol-9,10-epoxy BaP-Guanine nucleotide

Mutace
9-OH 4,5 -epoxy BaP-Guanine nucleotide

Obrazek 3: Tti biotransformacni drahy benzo[a]pyrenu (Ewa a kol., 2016)
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1.3.2 Cytochrom P450 peroxidazova draha

Peroxidazy patii mezi hlavni antioxida¢ni enzymy, které se hojné vyskytuji v rostlinach,
zivocisich a mikroorganismech. Peroxidazy katalyzuji oxidaci celého spektra substrati a
zaroven katalyzuji dismutaci H2O,. Peroxidazova aktivita CYP je v jednoelektronové
oxidaci PAH, peroxidaza zavisla na H20. nebo prostaglandin-H-syntaza jsou také
schopné generovat vysoce reaktivni radikalové kationty (Bilal a kol., 2018).

Pouze PAH s nizkym ioniza¢nim potencialem (<7,35 eV) mohou byt aktivovany
CYP peroxidazovou drahou. Kovalentni interakce mezi nukleofilem a urcitymi PAH
probihaji v centrech uhlovodiku s velmi vysokou elektronovou hustotou, napiiklad v
poloze 6 v BaP nebo v benzylu v methylovanych PAH, jako je 6-methyl-BaP. Radikalové
kationty PAH mohou reagovat s DNA a vést ke vzniku rakoviny (Sen a kol., 2013).

1.3.3 Aldo-ketoreduktizova draha

AKR jsou cytosolové monomerni oxidoreduktazy, které zahrnuji vice nez 190 proteinti.
Jako biotransformacni enzymy faze I, katalyzuji AKR redukci riznych xenobiotik, ktera
obsahuji aldehydickou a ketoskupinu za vzniku alkoholu. V piipadé PAH to jsou AKR1C
a AKRIA, které jsou zapojené do jejich biotransformace. Krom¢ sekundarni epoxidaéni
reakce mohou byt trans-dihydrodioly také enzymaticky pfeménény na redox aktivni
chininy PAH-chinonoxidoreduktazou (NAD(P)H)-dependentni AKR. AKR mohou také
redukovat o-chinony PAH za vzniku katecholi PAH (Zhang a kol., 2012).

V AKR draze jsou ptipadné Kkarcinogeny PAH, trans-dihydrodioly (napf.
BaP- 7,8-trans-dihydrodiol), oxidovany AKR za vzniku ketold, které se pak spontanné
pfeménuji na katecholy (napi. BaP-7,8-katechol). Dalsi oxidaci katecholti vznikaji
o-chinony. Napiiklad BaP-7,8-katechol neni stabilni a podléha autooxidaci za vzniku
BaP-7,8-dionu. 0-Chinony PAH mohou reagovat s DNA za vzniku jak stabilnich, tak
»depurinacnich® aduktl, coz mize vést k mutagenezi. Redoxni cyklus chinonii miize
navic vytvaret reaktivni slouceniny kysliku (ROS), které mohou vést k oxidativnimu
poskozeni DNA. Nicméné 0-chinony PAH mohou snadno tvofit s thioly konjugaty, které

jsou pak nasledné eliminovany a vylouceny z téla (Abedin a kol., 2012).
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1.3.4 Detoxikace polycyklickych aromatickych uhlovodiku

Nukleofilni metabolity PAH mohou byt konjugovany s kyselinou glukuronovou, sulfaty
a glutathionem za katalyzy UDP-glukuronosyltransferaz (UGT), sulfotransferaz (SULT)
a glutathion-S-transferaz (GST). VétSina konjugatd PAH je eliminovana z organismu
stolici nebo mo¢i. Zvysena exprese enzymu CYP hraje klicovou ulohu pfi detoxikaci
xenobiotik, véetné¢ PAH, a to navzdory skutecnosti, ze CYP po expozici PAH katalyzuji
vznik nestabilnich meziproduktt, které mohou vést k poSkozeni DNA (Manikandan a
kol., 2018).

UGT1 a UGT?2 je rodinou enzymd s jedinecnou, ale piekryvajici se substratovou
specifitou. Podrodiny UGT1A a 2B jsou kli¢ové pro eliminaci a detoxikaci PAH. Dale
bylo zjisténo, ze UGT 2A1 a 2A2 maji vyrazny vliv na detoxikaci prokarcinogennich
monohydroxylovanych metabolith PAH. Glukuronidové konjugaty jsou tedy
dominantnimi metabolity PAH v mo¢i mnoha savcii (Bushey a kol., 2013).

GST zahrnuji rodinu enzymdu, které se uplatiuji pfi detoxikaci mnoha
endogennich a xenobiotickych elektrofili. GST a GSH mohou chréanit buiiky pred
hydrofobnimi elektrofily, které vznikaji pti biotransformaci PAH. Studie na buné¢nych
kulturdch ukézaly, ze GSTA1l a GSTAZ2 jsou ucinné pii detoxikaci diolepoxidi
vznikajicich pfi biotransformaci dibenzo[a,l]pyrenu, ¢imz chrani DNA pted poskozenim
a mutaci PAH (Sundberg a kol., 2002).

Cytosolické SULT jsou dalsi tfidou enzymu uplatiujici se pii detoxikaci PAH.
Tyto enzymy katalyzuji sulfitovou konjugaci rtiznych karcinogenti, véetné¢ PAH.
Sulfata¢ni reakce muize inaktivovat slouceniny substratu, produkty jsou vice rozpustné ve
vod¢ a jsou odstranény z t€la. Ve srovnani s jinymi enzymy, které se uplatiiuji pfti
detoxikaci PAH, a které jsou exprimovany ptevazné az V dospé€losti, jsou SULT

exprimovany jiz béhem fetalniho obdobi (Suiko a kol., 2017).

1.4 Toxikologické vlastnosti polycyklickych aromatickych uhlovodiku

a jejich dopad na lidské zdravi

Svétova zdravotnicka organizace uvadi, ze 19 % vSech nddorovych onemocnéni lze
celosvétove pripsat faktortiim Zivotniho prostredi, tj. chemickym znecistujicim latkam ve
vzduchu, vodég, pudé a biologickym cinitelim, véetné jejich expozice na pracovisti.

Hlavnim zdrojem PAH u béZné populace je vdechovani okolniho (a vnitiniho) vzduchu,
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konzumace potravin obsahujicich PAH, koufeni cigaret nebo dychani koufe z otevienych
krbli. PAH z tabakového koufe jsou povazovany za hlavni zdroj karcinogenii u kutakd.
Pro nekutéky jsou hlavnim zdrojem PAH potraviny, napf. susené nebo uzené maso, dale
potraviny, které jsou pii piipravé vystaveny vysokym teplotam (grilovani, opékani a
smazeni). Nekteré plodiny (jako je pSenice, Zito a ¢ocka) mohou syntetizovat PAH nebo
je absorbovat z okoli. K expozici PAH na pracovisti mize dojit u pracovnikd, ktefi
dychaji vyfukové plyny (jako jsou mechanici, fidi¢i motorovych vozidel nebo hlidaci
parkovist) a Vv neposledni fadé ti, ktefi se podileji na t€Zb& a zpracovani kovi nebo
rafinaci ropy (Wang a kol., 2012).

PAH do lidského organismu mohou tedy vstupovat oralni cestou (dychani, piijem
potravy), dalsi moznosti je dermalni cesta (kontakt kiize s materialem obsahujicim PAH).
V nékterych ptipadech se PAH do organismu dostdvaji vice cestami, jako je dermdlni a
inhala¢ni expozice z kontaminovaného vzduchu, coz poté ovliviiuje celkovou davku
absorpce PAH. Je tedy prakticky nemozné, aby se ¢lovék v bézném zivoté vyhnul

vystaveni stopovym mnozstvim PAH (Ravindra a kol., 2008).

1.4.1 Akutninebo kratkodobé ucinky polycyklickych aromatickych uhlovodikii na

zdravi ¢lovéka

Akutni u¢inky PAH na lidské zdravi zavisi pfedevSim na délce piisobeni PAH na
organismus, cesté vstupu do organismu, koncentraci nebo mnozstvi a v neposledni fadé
na toxicité konkrétnich PAH, kterym byl ¢lovék vystaven. Zaroveii je potieba brat v potaz
zejmeéna subjektivni faktory, jako je aktudlni zdravotni stav a vék daného cloveka. Je
znamo, ze kratkodoba expozice PAH zplisobuje poruchu funkce plic u astmatikli a
trombotické stavy u lidi postizenych ischemickou chorobou srde¢ni. Neni vSak zcela
znamo, které konkrétni PAH jsou zodpovédné za tyto ti¢inky (Unwin a kol., 2006).

Je prokéazano, Ze vystaveni vysokym davkam PAH v pracovnim prostiedi ma za
nasledek zdravotni problémy, jako je podrazdéni o¢i, nevolnost, zvraceni a prujem.
Nekteré PAH také mzou zpisobovat podrazdéni a zanéty pokozky. Zejména anthracen,
BaP a naftalen jsou piimé drazdivé latky pro kizi a jsou hlaseny jako senzibilizatory

kuaze, tj. pric¢iny alergické kozni reakce u zvirat a lidi (Aguilera a kol., 2010).
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1.4.2 Chronické nebo dlouhodobé tcinky polycyklickych aromatickych

uhlovodiki na zdravi ¢lovéka

U lidi, ktefi byli v rdmci pracovniho procesu kazdodenné vystavovany ptisobenim PAH,
byla hlaSena fada zdravotnich problémil (zvysené riziko rakoviny ktze, plic, mocového
méchyie a gastrointestinalniho traktu). Dlouhodoba expozice nizkymi hladinami
nékterych PAH (napf. pyrenu a BaP), byla identifikovana jako pfi¢ina rakoviny u
laboratornich zvifat. Opakovany kontakt kize s naftalenem mize vést k zarudnuti a
zanétu kaze. Taktéz vdechovani vétsiho mnozstvi naftalenu po delsi dobu, mize zpisobit
rozpad ¢ervenych krvinek a nasledny rozvoj anémie. PAH mohou interferovat s hormony,
taktéZ mohou mit Skodlivé G¢inky na reprodukci a imunitni Systém a jejich spravnou
funkci. Mnohymi autory bylo také prokazano poskozeni DNA vyvolané expozici PAH.
Na obrazku 4 je znazornéno, jaky dopad na lidské zdravi ma kratkodobé a dlouhodobé
pusobeni PAH (Diggs a kol., 2011).

PAH
kratkodobé dlouhodobé
acinky na zdravi a¢inky na zdravi
R TR rakovina kiize, plic, motoveho

pDﬂ}F\?IﬂEﬂl i méchyTe a gastrointestinaloiho traktu
a kuie

nevolnost —)|7 poikozeni DNA, ledvin a jater

a Zvraceni

K zZinét genove muatce a potkozeni bunék

Obrazek 4: Vyvojovy diagram znazoriujici kratkodobé a dlouhodobé ticinky PAH na
lidské zdravi (Kim a kol., 2013)
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1.4.3 Karcinogenita polycyklickych aromatickych uhlovodiki

Jak jiz bylo uvedeno, PAH se stavaji karcinogennimi az poté, co jsou aktivovany enzymy
metabolizujici xenobiotika na reaktivni produkty, které mohou reagovat s DNA. Zména
sekvence DNA v genech regulujicich replikaci zvySuje moznost vzniku rakoviny a
dalsich onemocnéni (Abdel a kol., 2015).

Biologicka aktivita PAH uzce souvisi S jejich strukturou, ktera se tvoti mezi
kondenzovanymi aromatickymi kruhy v disledku regionalnich distorzi, oznaCovanych
jako oblasti ,fjord“ a ,bay* (Obrdzek 5). Piestoze reaktivita PAH zavisi na hustoté
elektronovych nabojt, geometrické deformace v molekulach také znacné ovliviuji
rozlozeni naboje a nepiimo reaktivitu konkrétniho PAH. PAH s ,.fjordskymi‘ oblastmi
(napf. dibenzo[a,l]pyren) jsou neplanarni, v disledku toho se vazou piednostné na
adeninové nukleotidy, tyto oblasti jsou povazovany za piivodce tumorigenicity. Na druhé
stran¢ PAH s ,,bay* oblastmi (napt. BaP) jsou planarni, vaZou se na guaninov¢ nukleotidy
a celkove jsou povazovany za méné reaktivni. ZvySenim planarity PAH se snizuje jejich
schopnost biotransformace na reaktivni formy, které poté mohou produkovat adukty
poskozujici DNA. Mezi mutagenni produkty biotransformace PAH patii diolepoxidy,
chinony a radikéalové kationty PAH, které se mohou vazat na DNA za vzniku objemnych
DNA, oproti tomu nestabilni adutky DNA reaguji s fetézci DNA odstranénim purinovych

bazi, a to adeninu nebo guaninu (Ewa a kol., 2016).

A ~

“Bay” structure “Fjord” structure

Obrazek 5: Rozdil mezi oblastmi bay a fjordu ve dvou konformacich PAH
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1.4.4 Oxidativni stres zpisobeny polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky

Jako ptiklad si opét uvedeme BaP. Derivaty BaP maji schopnost vstupovat do redoxnich
cykli a indukovat produkci ROS, ¢imz zptsobuji oxidac¢ni stres. Radikéalové kationty BaP
jsou prekurzory pro 6-OH-BaP. Autooxidace tohoto derivatu mize vést k tvorb& chinona
BaP, jako je 6-, 12-, 1,6- a 3,6-BaP-dion. Tyto metabolity mohou podléhat redoxnimu
cyklovani na odpovidajici dioly BaP, které jsou zdrojem ROS. Volné radikaly reaguji s
guaninem a zpusobuji poSkozeni DNA, véetné produkce 7-hydro-8-0xo-20-
deoxyguanosinu (8-oxodG) (Bonner a kol., 2005).

Rovnovaha mezi tvorbou ROS a jejich vychytavanim je zasadni pfi opraveé
poskozené DNA. Pokud je rychlost tvorby ROS vétsi nez jejich odstranéni, je
pravdépodobné, Ze dojde k vétsimu poskozeni DNA. PAH vyznamné absorbuji svétlo
v UV oblasti (280-400 nm), coz muze vyvolat produkci ROS. Naptiklad chrysen
navozuje apoptozu a posSkozeni DNA v lidskych keratinocytech generovanim ROS v
reakci na UVB zafeni (Ali a kol., 2011).

1.4.4.1 Mutageneze zpiisobena polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky

Selhani opravnych mechanismli a neustdld expozice PAH indukuji v bunkach
mutagenezi. Tyto mutace jsou pfitomny v mnoha genech, véetné téch, které se podileji
na preziti bunék. Zejména mutace genu p53 jsou spojeny s rizikem karcinogeneze u
jedinct vystavenych PAH. Hlavnim divodem, pro¢ tomu tak je, je to, Ze protein p53 je
transkripéni faktor, ktery reguluje déleni bungk, diferenciaci, apoptézu a opravu DNA,
mutace genu pro tento dulezity protein vede k vaznému poskozeni bunék. Dal$im

béznym cilem mutageneze zpusobené PAH je gen ras (Mordukhovich a kol., 2010).
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1.45 Teratogenita a abnormality v lidské reprodukci zpusobené polycyklickymi

aromatickymi uhlovodiky

U pokusnych zvifat byla hlaSena embryotoxicita v disledku expozice naftalenu,
benzo[a]anthracenu a BaP (Wassenberg a kol., 2004). Tyto slou¢eniny mohou pusobit
jako antiestrogeny nebo antiandrogeny piimou vazbou na estrogenové a androgenni
receptory. Bylo zaznamenano mnoho piipadl nerakovinnych onemocnéni reprodukéniho
systému jak u muzi, tak u zen v disledku expozice PAH. Zmény se tykaly zejména
kvality spermii, funkce varlat, zivotaschopnosti vajicka, téz dochazelo k poskozeni DNA
v oocytech a vaje¢nikt (Bolden a kol., 2017).

Dulezité regulatory reprodukce, jako je lutropin (LH), folitropin (FSH),
gonadotropin (GnRH) a enzym aromataza, mohou byt ovliviiovany PAH. Bylo taktéz
prokazéano, ze BaP zptsobuje neplodnost u muzi. Pasobeni PAH u Zen béhem téhotenstvi
mize mit vV kone¢ném dusledku negativni vliv na samotného novorozence. Déti se rodi
S nizkou porodni hmotnosti, srdecni malformaci a t¢Z muze dochazet k predasnym
porodim. Vysokd expozice PAH V prenatdlnim obdobi mize byt také spojena s nizkym
IQ a zvySenymi problémy chovéni ditéte v raném véku, v nékterych piipadech mize u

déti dochazet k rozvoji astmatu (Rengarajan a kol., 2015).

1.4.6 VIiv polycyklickych aromatickych uhlovodikii na imunitni systém

PAH maji také negativni vliv na imunitni systém, nezadouci G¢inky souviseji s inhibici
prekurzorovych B, T a myeloidnich bun¢k, dochazi zaroven k potlac¢eni produkce zralych
B a T bungk, apoptoze lymfatickych tkani, naruseni myelopoézy, zménam produkce
cytokinli, makrofagli a monocytd. V nejhorsich piipadech muze dojit k rozvoji
nadorového onemocnéni, autoimunitnimu onemocnéni i hypersenzitivité (alergii) (Abdel
a kol., 2016).

PAH se vazi na specifické AHR, které se nachazejici na lymfocytech a
pomocnych bunkach imunitniho systému a zvySuji expresi CYP produkujici toxické
metabolity. PAH svym u¢inkem mohou taktéZ zapticinit strukturalni a funk¢éni zmény v
kostni dfeni, ¢imz zptsobuji vazné zdravotni problémy, protoze kostni dfen je ustfednim
organem krvetvorby a zivotné dalezité misto pro produkci bun€k imunitniho systému.
Celkov¢ Ize tedy fict, ze imunosuprese je nejcastéji uvadénym nasledkem expozice PAH

v ramci imunitniho systému (Burchiel a kol., 2001).
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1.4.7 Biomarkery polycyklickych aromatickych uhlovodiki

Biomarkery PAH lze vyuzit pro urceni davky, které byl organismus vystaven ptisobenim
konkrétniho PAH. Biomarkery jsou bézn¢ stanovovany v biologickych materialech jako
je krev a mo¢. Byla vyvinuta fada metod pro hodnoceni hladin PAH po expozici v
prostiedi, na pracovisti nebo v potravé (Gao a kol., 2018).

1-Hydroxypyren (1-OHP) je hlavnim produktem biotransformace pyrenu a tvofi
90 % jeho metaboliti. 1-OHP je Siroce pouZzivan jako spolehlivy biomarker po expozici
PAH. HPLC-FLD a GC-MS jsou dvé hlavni analytické metody pouzivané k detekci
hladin 1-OHP v mo¢i. 1-OHP vsak nelze vzdy povazovat za smérodatny biomarker po
expozici BaP nebo jinych PAH. 1-OHP nemuze tedy vzdy odrazet celkovou expozici
PAH. 1-OHP miize poukazovat na absorpci PAH dermalni cestou, zatimco 1-OH-naftalen
a 1-OH-fenantren jsou biomarkery pro inhala¢ni cestu PAH do lidského organismu. Pro
presnéjSi posouzeni expozice PAH u lidi je tedy tfeba meéfit vice metaboliti a
biotransformacénich produktd PAH. Kromé 1-OHP byly jako biomarkery ve studiich
expozice PAH pouzity rizné hydroxylované PAH véetné mono-, poly- a multi-hydroxy-
PAH, jako je 2-OH-naftalen, 2-OH-fluoren, 9-OH-fenanthren a 2-OH-bifenyl. Kromé
metaboliti byly jako biomarkery pouzity také mateiské PAH pro odhad jejich expozice.
Tedy jak hydroxylované produkty, tak nativni PAH v mo¢i jsou uzitecné biomarkery pro
prikaz expozice PAH. Koncentrace matefskych PAH nebo jejich metaboliti a
biotransformacnich produktli v organismu zavisi nejen na expozici, ale také na jejich
vstiebavani, biotransformaci, detoxikaci a v neposledni fadé také na schopnosti
vyluCovani téchto latek z organismu. Vétsina vysokomolekularnich a lipofilnich PAH,
jako je BaP, je nachylna k bioakumulaci v tukové tkani, a proto se pfednostné vylucuji
stolici a nikoliv mo¢i (Zhang a kol., 2021).

Adukty BaP a DNA v perifernich lymfocytech se také uzivaji k odhadu mnozstvi
biotransformacnich produkti PAH v lidském organismu, mizeme tedy rizné DNA

adukty jednotlivych PAH pouzivat také jako biomarkery (Herbstman a kol., 2012).
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1.5 Metody stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodiki Vv

biologickych vzorcich

PAH jsou ptevazné¢ detekovany ze vzduchu, kdy se hodnoti kvalita ovzdusi, v
biologickych tkanich v diisledku monitorovani jejich u¢inka na lidské zdravi, vod¢ a
sedimentech z divodu monitorovani Zzivotniho prostfedi a v neposledni fadé¢ v
potravinach. Analyza PAH v téchto komplexnich matricich se provadi metodou plynové
chromatografie (GC) a metodou kapalinové chromatografie (LC). GC je Ccasto
preferovana pro vybornou separaci, identifikaci a kvantifikaci PAH, GC se obecné
povazuje za vice selektivni v porovnani s LC (Poster a kol., 2006).

Drive se pro stanoveni PAH vyuzivala predevS§im vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie (HPLC) s fluorescen¢ni (FLD), UV a v ojedinélych piipadech hmotnostni
(MS) detekei. K separaci jednotlivych analyt jsou pouzivany kolony s reverzni fazi ¢i
polymerni fazi specialné navrzenou pro separaci PAH. Vzhledem k upravé seznamu
sledovanych PAH, kde jsou zahrnuty i analyty, které nefluoreskuji (napf.
cyklopenta[c,d]pyren), byla HPLC postupné nahrazovana GC. Dtive se GC obvykle
pouzivala ve spojeni s plamenové ioniza¢ni detekci (FID). Vzhledem k malé selektivité
a nizké citlivosti FID, je v sou¢asné dob¢ téméf nezbytné vyuziti MS detektoru (MSD) a
Casto v tandemovém usporadani (GC-MS/MS), coz umoziiuje za vhodné zvolenych
podminek (kolona, teplotni program) stanoveni i PAH vyskytujicich se ve stopovém
mnozstvi. V soucasné dobé je GC-MS Siroce pouzivanou chromatografickou technikou
pro stanoveni PAH. PAH jsou separovany na kapilarnich kolonéch s vnitinimi prameéry
v rozmezi 0,2-0,32 mm, s délkou mezi 25 az 60 m a tloustkou filmu stacionarni faze
(obvykle na bazi fenylmethylpolysiloxanu s 5 a 35% obsahem fenylu nebo se 100%
obsahem dimethylpolysiloxanu) 0,1-0,25 um (Dost a kol., 2012).

Kompletni analyticky postup zahrnuje zpravidla tyto kroky: vzorkovani, extrakci
PAH ze vzorku, piecisténi, separaci, identifikaci, kvantifikaci a interpretaci vysledkd.
Utinnost celého procesu lze ovlivnit zejména v technikiach extrakce, piedisténi a
separace. Priprava vzorku a jeho nasledné precisténi jsou nezbytné kroky pro ziskani
spravnych vysledkt v analyze PAH. Nékteré druhy vzorkt (voda) vyzaduji jen minimalni
zpracovani, avsak jiné vzorky, jako napf. potraviny, vyzaduji pfed samotnou analyzou

vhodnou izolaci PAH z matrice (Guillen a kol., 2011).
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V matricich tvofi PAH vét§inou jen nepatrny podil a jejich kvantitativni pfevedeni
do extrak¢éniho €inidla proto neni vzdy jednoduché a je provazeno spolecnou extrakei
fady dalSich, interferujicich sloucenin. Pti vybéru vhodné extrakéni techniky je nutné vzit
v tvahu né¢kolik faktort, jako je napi. rychlost a ucinnost extrakce, provozni naklady
spojené s danou technikou a v neposledni fad¢ také potencialni vliv pouzité metody, resp.
extrakéniho Cinidla, na Zivotni prostiedi. Pouziti u¢inné a relativné rychlé extrakéni
techniky dosahujici vysoké vytéznosti je jednim z hlavnich ptedpokladi pro dobrou
kvantifikaci analytli. Mezi Casto pouzivané izolacni techniky pfi stanoveni PAH patfi
extrakce podle Soxhleta, kterd se pouziva zejména pro izolaci PAH z potravin s vysokym
podilem lipidi (maso, ryby, syr aj.), extrakce podpoiena ultrazvukem (USE, ultrasound
extraction), extrakce kapalinou za zvySeného tlaku (PLE, pressurized liquid extraction),
mikrovinna extrakce (MAE, microwave assisted extraction) a superkriticka fluidni
extrakce (SFE, supercritical fluid extraction) (Ramalhosa a kol., 2012). Podrobng&ji se

zaméfime na moznosti stanoveni PAH v biologickych vzorcich.

1.5.1 Stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodikii ve vzorcich lidské krve

Vétsina matefskych PAH v lidském organismu mize byt detekovana ve vzorcich krve,
zatimco jejich metabolity jsou nalézany piedevs§im ve vzorcich moci. Existuji rizné druhy
postupii pro extrakci PAH z biologickych vzorkt, nejpouzivanéjsi jsou extrakce kapalina-
kapalina (LLE) a extrakce tuhou fazi (SPE) (Campo a kol., 2011).

SPE nabizi mnoho vyhod pii pfipravé vzorkli oproti jinym tradi¢ni technikdm
(napt. LLE). Tyka se to zejména vysokych vytézku, relativné Cistych extraktt, snadné
automatizace, kompatibility s instrumentalni analyzou a v neposledni fadé snizeni
spotfeby organickych rozpoustédel. Vybér rozpoustédla pro SPE je zaloZen na typu
kolony SPE, kolony pro extrakci PHA jsou dvojiho typu, a to s reverzni fazi a normalni
fazi. Prvné€ je stacionarni faze v kolonce aktivovéna rozpoustédlem kompatibilnim s
rozpoustédlem pro ekvilibraci stacionarni faze. Rozpoustédlo pro eluci PAH by se mélo
snadno odpatrit (Guo a kol., 2012).

V tabulce 3 je uveden piehled pouzivanych metod pro stanoveni hladin PAH ve

vzorcich krve, publikovanych v letech 2009 az 20109.
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Tabulka 3: Typ matrice vzorku, koncentrace PAH, metoda extrakce a ¢inidla, metoda purifikace vzorku, analyticka metoda a

citlivost metody

matrice

objem
vzorku

koncentrace PAH

extrakce vzorku a
reagencie

precisténi vzorku

analyticka
metoda

LOD a vytéZnost

zdroj

sérum

1-2 ml

1461 ng/g (sérum
matky) - 1158 ng/g
(sérum z pupecnikové
krve)

SPE
DCM
methanol
Milli-Q water
n-hexan

SPE kolona
faze C18
faze
mikrofrolisil

GC-MS

NA
71-126 %

Guo a kol., 2012

sérum

2mi

5839 ng/g

SPE
acetonitril
siran sodny
n-hexan

silikagel

GC-MS

0,05-0,10 ng/ml
67,4-106 %

Tsang a kol., 2011

sérum

2mi

0,3-19 ng/ml

SPE
methanol
fosfatovy pufr
n-butylchlorid
ethylacetat

SPE kolona

GC-MS

20-5000 ng/ml
NA

Pleil a kol., 2009

sérum

2mi

206 ng/g

SPE
kyselina mravenci
ethanol
n-hexan
DCM

kolona naplnéna
predem
aktivovanym
silikagelem

GC-MS

0,013-0,912 ng/ml
70,2-103,4 %

Wang a kol., 2015

pupeénikova krev

5ml

2560 ng/g

SPE
acetonitril
siran sodny

n-hexan

silikagel

GC-MS

0,012-0,025 ng/g
1%

Yin a kol., 2017

pupeénikova krev

NA

108,05 ng/ml

SPE
n-hexane
ethanol
hydroxid sodny
Mill-Q ultradisty
DCM

SPE RP-18

GC-MS

0,03-0,09 ng/ml
78,2-105,6 %

Campo a kol., 2010
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1.5.2 Stanoveni metaboliti polycyklickych aromatickych uhlovodikii ve vzorcich

modi

Jak uz bylo uvedeno vyse, po inhalacni, oralni nebo dermalni resorpci se PAH
biotransformuji na odpovidajici epoxidy a hydroxyderivaty za katalyzy raznych CYP.
Monohydroxylované PAH (OH-PAH), metabolity PAH v mod¢i, se pouzivaji jako
biomarkery po expozici PAH. V moci je mozné stanovit az 20 riznych OH-PAH, ale
vzhledem k vysokym nakladim na analyzu takového mnozstvi metaboliti PAH se v moci
nejCastéji  stanovuji predev§im tyto ¢étyfi OH-PAH: 1-hydroxypyren (1-OHP),
1-hydroxynaftalen (1-OHNAP), 2-hydroxynaftalen (2-OHNAP),
3-hydroxybenzo[a]pyren (3-OHBaP) (Diaz a kol., 2021).

1-OHP v mo¢i (Obrazek 6) je uznavany biomarker pro stanoveni PAH po jejich
expozici. U vybrané skupiny pracovniki se jeho hladina v moc¢i stanovuje vzdy na konci
smény a na konci pracovniho tydne. Pro 1-OHP je biologickd mezni hodnota (BMH)
legislativou upravena na hodnotu 5,66 ug/l, resp. 3,77 ug/g kreatininu. Metabolity
naftalenu, 1- a 2-OHNAP, jsou nejhojnéjSimi metabolity PAH v lidské moci, a také
spolehlivé a specifické biomarkery po expozici PAH ze vzduchu. Hlavni metabolit BaP
v mo¢i, 3-OHBaP, je povaZovan za potencidlni biomarker expozice karcinogennim PAH,
a proto je jeho stanoveni také vyznamné. ZjiSténé koncentrace 3-OHBaP v moci u
rizikovych pracovniki byly kolem 0,5 nmol/mol kreatininu, zatimco v bézné populaci

jsou hodnoty pftiblizné mensi nez 0,1 nmol/mol kreatininu (Bajusova a kol., 2015).

OH

Obrazek 6: Strukturni vzorec 1-hydroxypyrenu (Bajusovd a kol., 2015)
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Jak uz tedy bylo uvedeno, tak koncentrace 1-OHP v moci je sledovana jako
vhodny biomarker expozice PAH predevsim u profesni expozice. V poslednich letech se
zafazuje 1 do expoziCnich studii zaméfenych na béznou populaci s vyssi expozici
znecisténému ovzdusi. Z dosud publikovanych praci vyplyva, ze koncentrace 1-OHP v
moci se pohybuje od 1-5 nmol/l (0,2-1,1 pg/l) u neexponovanych osob. Biomarker
1- OHP v mo¢i je mozné stanovit metodou LC/MS, HPLC-FLD a metodou GC-MS. Pred
vlastni analyzou 1-OHP je nutno jeho konjugaty hydrolyzovat. Biologicky polocas
vylu¢ovani PAH z organismu je 6-35 hodin. Individualné rozdilné vysledky jsou dany
genetickym polymorfismem enzymu ucastnicich se biotransformace (Abid a kol., 2015).

Analytick¢ metody pro stanoveni OH-PAH jsou tedy obvykle zalozeny na
enzymatické hydrolyze sulfatovych a glukuronidovych derivati PAH. Poté nésleduje
extrakce hydroxylovanych PAH z moci napi. metodou SPE nebo LLE, nakonec jsou
OH- PAH separovany a detegovany metodami HPLC-FLD nebo HPLC-MS, ptipadné
GC-MS. Pouziti GC-MS je mén¢ bézné, i kdyz tato technika zarucuje dostateCnou
specifitu a lepsi chromatografické rozliSeni izomernich slou¢enin neZ pti pouziti metody
HPLC. Nicméng, 1 kdyz se Castéji pro stanoveni OH-PAH pouZiva metoda HPLC, tak
GC-MS stale zlistava metodou volby pro vyzkumniky, diky své vysoké selektivite, dobré
citlivosti, vysoké separa¢ni ucinnosti a schopnosti jednozna¢né identifikace metabolitt.
Metody zalozené na GC-MS pro stanoveni polarnich metabolith PAH vyZzaduji
derivatizaci k jejich pfevedeni na nepolarni a tékavé derivaty. Silylace je nejb&znéji
pouzivanou derivatiza¢ni technikou pro pifevedeni polarnich metaboliti PAH na
nepolarni derivaty. Hlavni nevyhodou silylace jsou pfisné bezvodé podminky pii
derivatizaci, protoze jak reakéni Cinidlo, tak i derivaty jsou nachylné k hydrolyze, dale
doba reakce je dlouha, a to v rozmezi od 30 do 60 minut (Gupta a kol., 2015).

V roce 1976 navrhl Rasmussen online derivatizacni techniku, tj. silylaci
injektorovym portem (IPS), ktera pieckonava omezeni tradi¢ni silylace ve zkumavce.
Proces IPS zahrnuje reakci v plynné fazi mezi silylaénim ¢inidlem a polarni analytem,
ktery se vyskytuje uvnité injektoru GC. Jedna se o témeéf okamzitou reakci béhem
n¢kolika sekund uvniti vyhtivaného injektoru GC, coz také snizuje moznost degradace
derivati, protoze jejich expozice prostiedi je zanedbatelna. Kromé toho je zna¢né snizeno
pozadované mnozstvi derivatiza¢niho ¢inidla a vzorku. On-line derivatizace vedla k
zvyseni Citlivosti a presnosti kvantifikace (Rasmussen, 1976).

V néktery publikacich byly pfi stanoveni OH-PAH metodou GC-MS pouzity
velké objemy vzorkd (150 ml moci) a organickych rozpoustédel jako benzen, tak také
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derivatiza¢nich ¢inidel, napt. diazomethanu. V nékterych publikacich byly pouzivany
mensi objemy vzorkl, ale stanoveni se omezilo pouze na metabolity naftalenu a
fenanthrenu (Carmella a kol., 2004).

Mikroextrakce na pevné fazi (SPME) nésledovana derivatizaci na vlakné byla v
minulosti navrzena spolecnosti Gmeiner. Tato metoda byla dostate¢né citliva a
jednoducha, ale vyzadovala specificky automaticky davkova¢ vzorkl. Kratkodoba
zivotnost vlakna SPME byla navic vyznamnym omezenim pro jeji rutinni aplikaci (Luan
a kol., 2007).

Metoda umoziujici souc¢asné stanoveni dvaceti OH-PAH metabolitti v moci byla
dostatecné citliva (mez detekce v rozmezi ng/l) diky pouziti hmotnostni spektrometrie s
vysokym rozliSenim (GC/HRMS). Toto zafizeni je vSak velmi drahé a pro bézné
laboratofe nedostupné (Li a kol., 2006).

Disperzni mikroextrakce kapalina-kapalina (DLLME) je extrakéni technika, ktera
je rychla, Setrna k Zivotnimu prostiedi, relativné levna a jednoducha. Od svého objevu
byla DLLME S$iroce pouZzivana pro extrakci riznych organickych latek z komplexnich
matric. DLLME a IPS se v soucasné dob& pouzivaji pro extrakci, zkoncentrovani a
derivatizaci OH-PAH v mo¢i s naslednou GC-MS analyzou (Gupta a kol., 2015).

1.6 Dermalni absorpce polycyklickych aromatickych uhlovodiki

Jak uz bylo uvedeno, jednou z cest priniku PAH do lidského organismu je kize. Kize
je nejveétsi organ. U dospélého ¢loveka Cini kiize priblizné 5 % celkové télesné hmotnosti
a pokryva plochu pfiblizné 1,8 m?. Mezi hlavni funkce kize patii fyzicka a chemicka
ochranna bariéra, smyslové vnimani (tlak, teplota a bolest) a regulace teploty (Pannatier
a kol., 1975).

Kuaze se sklada ze tii hlavnich vrstev: pokozky (epidermis), skary (dermis) a
podkozi (hypodermis). Vnitini a nejtlustsi vrstva kuze je hypodermis. Buniky podkozi se
specializuji na akumulaci a ukladani tukd a jsou seskupeny do lalokd oddélenych
pojivovymi tkanémi. Dal$i vnitini vrstvou je dermis, 0,2-0,3 cm silnd a obsahujici
kolagen a elastin. V dermis se dale nachazi krevni cévy a senzorické nervy. Dermis
poskytuje nutriéni podporu pro vnéjsi vrstvu epidermis. Epidermis je tvofena dalSimi
5 vrstvami (stratum basale, bazalni vrstva, stratum spinosum, vrtsva ostnitych bunék,
stratum granulosum, vrstva zrnitych bungk, stratum lucidum a stratum corneum, rohova

vrstva) (Obrdzek 7). Stratum corneum epidermalni membrany je tvotfena az z 50 %
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ceramidy a je tedy bohata na lipidy. Protoze PAH jsou latky lipofilni, 1ze pfedpokladat,
ze budou snadno prostupovat pravé epidermalni membranou, vrstvou stratum corneum.
V ostatnich vrstvach epidermalni membrany, které jsou tvofeny vodnym prostiedim,

dochazi k biotransformaci PAH (Beriro a kol., 2016).

} rohova vrstva

] vrstva svétlych bunék

] zrnita vrstva
ostnita vrstva

zakladni vrstva

bazalni membrana

Obrazek 7: Stavba pokozky (Kotingova a kol., 2009)

1.6.1 Stratum corneum

Stratum corneum (SC)se sklada az z 20 vrstev zplostélych bunék (korneocyti)
obsahujicich keratin. Tyto buiikky postradaji jadra a organely, ale jsou naplnény
tonofibrilovym komplexem na bazi keratinu. Vnitiné vyztuzend bunécnd membrana je
oznac¢ovana jako zrohovatéla buné¢na vrstva. Kombinace lipidového plasté a zrohovatélé
buné&éné vrstvy dohromady tvotfi velmi silnou nepropustnou membranu. Lipidy
predstavuji téméf 20 % objemu SC. Pro vstup latek do organismu je dulezity rozdil mezi
charakterem hydrofobni rohové vrstvy a charakterem ostatnich hydrofilnich vrstev
pokozky. Pro bariérovou funkci SC ma nejvétsi vyznam slozeni mezibunécné matrix, jez
je rovnomérné piitomna v celém SC a prostupujici latky musi touto hmotou projit

(Bouwstra a kol., 2006).
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1.6.2 Transdermalni absorpce

Transdermalni absorpce je proces, kdy latky pronikaji pies kizi do systémového obéhu.
Sklada se z téchto krokii: penetrace, vstup latek do konkrétni vrstvy, permeace, latka
prochazi z jedné vrstvy do druhé a resorpce, latka vstupuje do lymfy a odtud do
systémového obéhu. Proces perkutanni absorpce miize probihat dvéma riiznymi cestami:
transepidermalné (mezibunééna a intracelularni) a transappendagealné (ptes vlasové

folikuly, potni kanalky a mazové Zlazy) (Obrdzek 8) (Erdo a kol.,2016).
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Obrazek 8: Cesty perkutanni absorpce latek (Erdo a kol., 2016)

Transepidermalni draha se skladd z mezibunécnych a intracelularnich drah.
Mezibunécna draha zahrnuje diftizi rozpusténé latky pies mezibunééné lipidové domény
cestou pres zrohovatélé bunky SC, epidermis a dermis. Nékteré studie poskytly dukazy,
ze intercelularni lipidy jsou hlavni bariérou epidermalni permeability. Pro lipofilni latky
jako jsou PAH je typicka intracelularni cesta ptfenosu. Latky hydrofilni povahy pak
prochazi transcelularni cestou, ktera je pro tyto latky zna¢né ztiZzena vzhledem k nutnosti
prochazet jak ptes hydrofilni vnitini prostiedi bunék, tak i pfes hydrofobni intercelularni

prostor (Otberg a kol., 2008).
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1.6.3 Metody stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodiku po absorpci kiZi

Pro testovani pruniku PAH pfies kizi 1ze uzit metody in vivo na ¢lovéku nebo zvifeti a in
vitro na lidské nebo zviteci kuzi. Metody in vitro se uzivaji k testovani praniku latek do
kiize a jejich néslednému priniku do krevniho fecisté. K méfeni priniku mize byt
uzivana neziva kiize nebo Cerstva kiize metabolicky aktivni, u niz Ize stanovit jak prinik
latek, tak jejich biotransformaci. Vyhodou testovani in vitro oproti testovani in vivo je
zkraceni doby analyzy, lepsi reprodukovatelnost vysledki a sniZzeni kolisani parametrt

testovani (Bartosovd a kol., 2012).

1.6.3.1 Difuzni komurky

Mezi zakladni laboratorni zafizeni pro testovani transdermalni absorpce PAH in vitro
patii difuzni komurky. Komurky se skladaji ze dvou ¢asti, horni ¢asti (donorova ¢ast) a
spodni ¢asti (receptorova cast), ktera je naplnéna receptorovou tekutinou. Difuzni
komirky jsou vyrabény z inertnich materialti jako je teflon a sklo. Kuze se vklada mezi
ob¢ ¢asti komirky.

Rozeznavame dva typy difuznich komirek. Prvnim typem je tzv. Franzova
komurka (statickd vertikalni difuzni komurka), v které musi byt receptorova tekutina
neustale michana, poté je receptorova tekutina odebirana pro vyslednou analyzu (Obrdzek
9). Druhym typem je prutokova vertikalni difuzni komurka, v které se musi receptorova

tekutina kontinualné odstranovat peristaltickou pumpou (Kotingovda a kol., 2009).
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Obrazek 9: Franzova komirka (Patel a kol., 2016)

1.6.3.2 Receptorova tekutina

Jak jiz bylo uvedeno, receptorova ¢ast komiirky je naplnéna receptorovou tekutinou (RT).
Slozeni RT je voleno tak, aby neomezovalo rozsah difize zkoumané latky, tj. musi byt
zarucena rozpustnost a stalost dané chemické latky v RT. Pro hydrofilni slouceniny se
voli fyziologické roztoky nebo pufrované fyziologické roztoky. Pro lipofilni latky jako
jsou PAH, se pouziva sérovy albumin nebo vhodné emulgatory, které se pridavaji v
mnozstvich, ktera nesmi narusovat integritu membrany. Podle obecného pravidla by RT
mela mit fyziologické pH, coz lze dosahnout pfidanim PBS pufru (Bronaugh a kol.,
2006).
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1.6.4 Polycyklické aromatické uhlovodiky obsaZené v kamenouhelném dehtu

Jednim ze zdrojii PAH, které pronikaji do organismu dermalni absorpci, je dehet uzivany
Goeckermanovou metodou pii 1é¢bé lupénky. Hlavni indikaci pro 1é¢bu dehtem
Gockermanovou metodou je tedy chronicka stacionarni lupénka. Dehty obsahuji mnoho
chemickych latek, jejich zastoupeni je ovlivnéno teplotou karbonizace a vychozi
surovinou, jenz jsou nejcastéji bridlice, listnaté a jehli¢naté dfeviny, uhli, petrolej a jiné
latky. V dehtu jsou obsazeny piedev§sim PAH, sirné slou¢eniny, dusikaté latky a alifatické
uhlovodiky. Za jeden z nejucinnéjSich dehtd je povazovan kamenouhelny dehet
(Chalupova a kol., 2007).

Kamenouhelny dehet (pix lithanthracis) obsahuje nejcastéji naftalen, pyren,
fenol a anthracen. Vznika suchou destilaci ¢erného uhli. V piipadé zbarveni se jedna o
hnédo&ervenou viskozni tekutinu. Zapach ma typicky po naftalenu. U¢inky mé predeviim
adstringentni, antiprurigidozni, antiflogistické, antimykotické a antimikrobidlni.
V soucasné dob¢ se pouzivaji masti obsahujici cca 3-5 % farmaceutického dehtu, ktery
obsahuje cca 30 % PAH (Ditrichovd, 2014). LéEba mastmi s piidavkem dehtu kromé vyse
zminénych pozitivnich G¢inkli ma 1 negativni ucinky, a to v podobé jiz zminénych
vlastnosti PAH, jakymi jsou karcinogenita, mutagenita a genotoxicita. Z toho divodu se

v Iékarnach od prodeje masti s ptidavkem dehtu postupné opousti.

44



2. CIL PRACE

Cilem této prace je zavést metodu GC-MS pro stanoveni vybranych polycyklickych
aromatickych uhlovodikli v receptorové tekutiné prochdzejici pres kiizi transdermalni
absorpci. Tato metoda by méla byt po fadné validaci nahradou za metodu HPLC-FLD
pouzivanou Ustavem hygieny a preventivniho 1ékatstvi LF HK v Hradci Kralové pro

monitorovani vybranych PAH v receptorové tekuting.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1

3.1.1

Material

Seznam chemikalii

Acetonitril (CoH3N); Mr 41,05; (Merck, Darmstadt, Némecko)
Benzo[a]pyren (C2oH12); Mr 252,31; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Bovinni sérovy albumin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Deionizovana voda, H,O, Mr 18,00

Dichlormethan (CH2Cl2); Mr 84,93 (Merck, Darmstadt, Némecko)
Fenanthren; (C1sH10); Mr 178,23; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Fenanthren-dio; (C14D10); Mr 188,29; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Fosfatovy pufr, pH = 7,4 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Chrysen-d12; (C18D12); Mr 240,36; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Methanol (CH40); Mr 32,04; (Merck, Darmstadt, Némecko)

n-Hexan (CeH12); Mr 86,18; (Merck, Darmstadt, Némecko)

Naftalen (CioHs); Mr 84,93; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Naftalen-dg (C10Dg); Mr 136,22; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
PAH Mix 3 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Perylen-di2 (C20D12); Mr 264,38; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Pyren (CisH10); Mr 202,25; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Seznam pristroji a pomiicek

Analytické vihy Adventure™ Pro AV114C (Ohaus, Ninikon, Svycarsko)
Automatické mikropipety Eppendorf Research® plus (Eppendorf, Hamburg,
Némecko)

Kombinovana chladnicka s mraznickou (AEG, Frankfurt nad Mohanem,
Némecko)

Kéadinky, odmérné valce, odmérné baiky, zkumavky

Kapilarni kolona SLB®-PAHmSs, 30 m, vnitini primér 0,25 mm, tloustka filmu
0,25 um
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3.1.3

Odpatovaci zafizeni Thermo Scientific, model TS-18825 (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

Odstiedivka Sorvall TC6 (Sorvall Instruments, Wilmington, DE, USA)

Plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem GCMS-QP2010 Ultra
(Shimadzu, Kjoto, Japonsko

Polypropylenové (PP) zkumavky s vickem typu eppendorf; 1,5 ml (Fisher
Scientific, Pardubice, CR

Sklenéné inserty 200 pl, (Fisher Scientific, Pardubice, CR)

Sklenéné vialky s krimpovacimi vi¢ky (Fisher Scientific, Pardubice, CR)
Sklenéné vialky se §roubovacim uzavérem (Fisher Scientific, Pardubice, CR)
Koncentrator Termovap (Ecom, Chrastany, CR)

Ttepacka Reax top (Heidolph, Frankfurt nad Mohanem, Némecko)

Ultrazvukova ¢isticka Sonorex Digitec (Bandelin electronic GmbH & Co. KG,
Berlin, Némecko)

Vortex Relax top (Heidolph, Frankfurt nad Mohanem, Némecko)

Zatizeni na upravu vody Smart2pure (TKA, Niederelbert, Némecko).

Pracovni roztoky

Ptiprava deionizované vody

Deionizovana voda (G = 0,055 pS) byla vyrabéna zafizenim na Upravu vody

Smart2pure.

Pfiprava fosfatového pufru (pH = 7.4)

Obsah lahvicky s fosfatovym pufrem byl dle pokynu vyrobce rozpustén v 3,8 |
destilované vody k ziskani fosfatového pufru o koncentraci 8,3 mmol/l a pH 7,4
(pti 25 °C).

Pfiprava receptorové tekutiny

Navazka 4 g bovinniho sérového albuminu (BSA) byla rozpusténa ve 100 ml
fosfatového pufru. Receptorova tekutina (RT) byla uchovavana v chladnicce pii 4

°C minimaln¢ po dobu 1 tydne.
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Zasobni roztok naftalenu (3,59 mmol/l)

Navazka 0,0023 g naftalenu (NAP) byla rozpusténa v 5 ml acetonitrilu (ACN).
Roztok byl uchovavan pii -20 °C.

Zasobni roztok fenanthrenu (3,14 mmol/l)

Navazka 0,0028 g fenanthrenu (PHE) byla rozpusténa v 5 ml ACN. Roztok byl

uchovavan pfi -20 °C.

Z4asobni roztok pyrenu (1,88 mmol/l)

Navazka 0,0019 g pyrenu (PYR) byla rozpusténa v 5 ml ACN. Roztok byl

uchovavan pfi -20 °C.

Zasobni roztok benzo[alpyrenu (2,06 mmol/l)

Navazka 0,0019 g BaP byla rozpusténa v 5 ml ACN. Roztok byl uchovavan pii -
20 °C v 1ml alikvotach.

Smé&s methanolu a dichlormethanu (1:1, v/v)

Smés byla pfipravena smichanim 50 ml methanolu (CH3OH) s50 ml
dichlormethanu (CH2Cly).

Z4sobni roztok vnitiniho standardu naftalenu-ds (7,63 mmol/l)

Navazka 0,0052 g naftalenu-ds (NAP-dsg) byla rozpusténa v 5 ml smési CHsOH a
CH2Cl2 (1:1, v/v). Roztok byl uchovavan pii -80 °C.

Z4asobni roztok vnitiniho standardu fenathrenu-dio (5,31 mmol/l)

Navazka 0,0050 g fenanthrenu-dio (PHE-d10) byla rozpus$téna v 5 ml smési
CH30H a CH2Cl; (1:1, v/v). Roztok byl uchovavan pti -80 °C.

Z4sobni roztok vnitiniho standardu chrysenu-di2 (4,66 mmol/I)

Navazka 0,0056 g chrysenu-di2 (CHRY-d12) byla rozpusténa v 5 ml smesi CH30H
a CHxCl> (1:1, v/v). Roztok byl uchovavan pii -80 °C.

Zasobni roztok vnitiniho standardu perylenu-di2 (4 mmol/l)

Navazka 0,0054 g perylenu-di> (PER-d12) byla rozpusténa v 5 ml smési CH3OH a
CH2Cl2 (1:1, v/v). Roztok byl uchovavan pii -80 °C.
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Pracovni roztok smési PAH pro kalibraci | (asi 25 umol/1)

Pracovni roztok smési PAH pro kalibraci | (PR1) byl pfipraven nafedénim
zéasobnich roztoki jednotlivych PAH ACN nésledujicim zplisobem. Do odmérné
bariky bylo pipetovano 35 ul NAP, 40 ul PHE, 67 ul PYR, 61 ul BaP a objem
doplnén po rysku ACN.

Pracovni roztok smési vnitfnich standardu pro kalibraci | (asi 50 umol/1)

Pracovni roztok smési vnitinich standarda pro kalibraci |1 (PRIS1) byl pfipraven
nafedénim zasobnich roztokl jednotlivych vnitinich standardi ACN nasledujicim
zpusobem. Do zkumavky bylo pipetovano 10 ul NAP-ds, 14 ul PHE-d1o, 16 ul
CHRY-d12 a 1460 ul ACN.

Pracovni roztok smési vnitinich standardt pro kalibraci | (asi 8 pumol/1)

Pracovni roztok smési vnitinich standardt pro kalibraci | byl pfipraven nafedénim
PRIS1 ACN nasledujicim zpusobem. Do zkumavky bylo pipetovano 240 ul
PRIS1 a 1260 ul ACN.

Pracovni roztok smési PAH pro kalibraci Il (asi 500 umol/l)

Pracovni roztok smési PAH pro kalibraci 1l (PR2) byl pfipraven nafedénim
zasobnich roztoku jednotlivych PAH ACN nasledujicim zptisobem. Do zkumavky
bylo pipetovano 696 ul NAP, 796 ul PHE, 1330 ul PYR, 1213 ul BaP a 965 ul
ACN.

Pracovni roztok smési vnitinich standardt pro kalibraci Il (asi 800 umol/1)

Pracovni roztok smési vnitinich standardi pro kalibraci Il byl pfipraven
nafedénim zasobnich roztoktl jednotlivych vnitinich standardi ACN nasledujicim
zptusobem. Do zkumavky bylo pipetovano 157 ul NAP-ds, 226 ul PHE-d1o, 258
ul CHRY-d12 a 861 ul ACN.

Pracovni roztok smési deuterovanych PAH pro kalibraci 111 (asi 25 umol/1)

Pracovni roztok smési deuterovanych PAH pro kalibraci 111 (PR3) byl pfipraven
nafedénim zasobnich roztoki jednotlivych deuterovanych PAH ACN
nasledujicim zpisobem. Do odmérné banky bylo pipetovano 16 ul NAP-ds, 24 ul
PHE-d10, 27 nl CHRY-d12 a objem doplnén po rysku ACN.
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Pracovni roztok perylenu-di2 pro kalibraci 111 (asi 50 umol/1)

Pracovni roztok wvnitiniho standardu PER-di> pro kalibraci 111 (PRIS3) byl

piipraven nafedénim zasobniho roztoku PER-di2 ACN nasledujicim zptisobem.

Do zkumavky bylo pipetovano 19 ul PER-di2 a 1481 pl ACN.

Pracovni roztok perylenu-di2 pro kalibraci 111 (asi 8 umol/1)

Pracovni roztok vnitiniho standardu PER-di2 pro kalibraci Il byl pfipraven
nafedénim PRIS3 ACN nasledujicim zpusobem. Do zkumavky bylo pipetovano
240 pl PRIS3 a 1260 pl ACN.

3.2 Priprava smésnych standardd polycyklickych aromatickych

uhlovodikii pro jednotlivé kalibracni kiivky

Byly pfipraveny kalibracni standardy pro tii jedenactibodové kalibracni kiivky smési
PAH s ruiznym rozmezim koncentraci, 10-1000 nmol/l a 1-100 umol/l pro NAP, PHE,
PYR a BaP a 10-1000 nmol/l pro NAP-ds, PHE-d10 a CHRY-d12.

3.2.1 Priprava smésnych standardi polycyklickych aromatickych uhlovodiki pro

sestrojeni kalibra¢ni krivky |

Prvné byly pfipraveny kalibra¢ni standardy o rtiznych koncentracich PAH fedénim PR1
ACN (Tabulka 4). Takto ptipravené standardy byly nafedény RT na pozadovanou
koncentraci (Tabulka 5). Nulovy standard byl pfipraven smichanim 480 pl RT s 20 ul
ACN.

Tabulka 4: Ptiprava pracovnich roztokt smési PAH pro kalibra¢ni fadu I

cNAP | cPHE | cPYR | cBaP PR1 |ACN
[nmol/I] | [nmol/I] | [nmol/l] | [nmol/I] [l] [l]

S1 251,21 | 251,36 | 251,76 | 251,43 10 990
S2 2512,09 | 2513,60 | 2517,56 | 2514,27 100 900
S3 5024,18 | 5027,21 | 5035,10 | 5028,54 200 800
34 7536,28 | 7540,82 | 7552,66 | 7542,80 300 700
S5 10048,37 | 10054,42 | 10070,21 | 10057,07| 400 600
S6 12560,46 | 12568,03 | 12587,76 | 12571,34| 500 500
S7 15072,55|15081,64 | 15105,31 | 15085,61| 600 400
S8 17584,65 | 17595,24 | 17622,86 [ 17599,87| 700 300
S9 21352,79 | 21365,65 | 21399,19|21371,27| 850 150
S10 | 25120,92 | 25136,06 | 25175,52 | 25142,68 | 1000 0
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Tabulka 5: Priprava kalibra¢nich standardd pro sestrojeni kalibra¢ni kfivky |

KALIBRACE | NAP PHE PYR BaP
RT pracovni
roztoky | [nmol/l] | [nmol/l] | [nmol/l] | [nmol/I]
() (ul)
SO 480 20* 0 0 0 0
S1 480 20 10,05 10,05 10,07 10,06
S2 480 20 100,48 | 100,54 | 100,70 | 100,57
S3 480 20 200,97 | 201,09 | 201,40 | 201,14
S4 480 20 301,45 | 301,63 | 302,11 | 301,71
S5 480 20 401,93 | 402,18 [ 402,81 | 402,28
S6 480 20 502,42 | 502,72 | 503,51 | 502,85
S7 480 20 602,90 | 603,27 | 604,21 [ 603,42
S8 480 20 703,39 [ 703,81 | 704,91 | 703,99
S9 480 20 854,11 | 854,63 | 855,97 | 854,85
S10 480 20 1004,84 | 1005,44 | 1007,02 | 1005,71
*acetonitril

3.2.2 Priprava smésnych standardi polycyklickych aromatickych uhlovodikii pro

sestrojeni kalibraéni krivky |1

Ptiprava kalibra¢nich standardt o riznych koncentracich PAH pro sestrojeni kalibra¢ni

kiivky byla provedena stejné jako v piipad¢ kalibra¢ni kiivky I (Tabulka 6 a 7).

Tabulka 6: Ptiprava pracovnich roztokt smési PAH pro kalibra¢ni fadu II

CNAP | CPHE | cPYR | cBaP | PR2 | ACN

[pmol/1] | [pmol/1] | [pmol/1] | [umol/l] | [pl] [pl]
S1 5,00 5,00 5,00 5,00 10 990
S2 50,03 50,02 50,01 50,00 100 900
S3 100,05 | 100,04 | 100,03 | 99,99 200 800
S4 150,08 | 150,06 | 150,04 | 149,99 | 300 700
S5 200,11 | 200,08 | 200,05 | 199,99 | 400 600
S6 250,13 | 250,10 | 250,06 | 249,98 | 500 500
S7 300,16 | 300,12 | 300,08 | 299,98 | 600 400
S8 350,19 | 350,15 | 350,09 | 349,98 | 700 300
S9 425,23 | 42518 | 425,11 | 424,97 850 150
S10 500,27 | 500,21 | 500,13 | 499,97 | 1000 0
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Tabulka 7: Priprava kalibra¢nich standardl pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky |1

KALIBRACE II NAP PHE PYR BaP
pracovni
RT [pl] | roztoky | [wmol/1] | [pmol/l] | [pumol/l] | [nmol/l]
(1]
SO 400 100* 0 0 0 0
Sl 400 100 1,00 1,00 1,00 1,00
S2 400 100 10,01 10,00 10,00 10,00
S3 400 100 20,01 20,01 20,01 20,00
S4 400 100 30,02 30,01 30,01 30,00
S5 400 100 40,02 40,02 40,01 40,00
S6 400 100 50,03 50,02 50,01 50,00
S7 400 100 60,03 60,02 60,02 60,00
S8 400 100 70,04 70,03 70,02 70,00
S9 400 100 85,05 85,04 85,02 84,99
S10 400 100 100,05 | 100,04 | 100,03 99,99
*acetonitril

3.2.3 Priprava smésnych standardi deuterovanych polycyklickych aromatickych

uhlovodiki pro sestrojeni kalibraéni krivky 111

Ptiprava kalibra¢nich standardii o rtznych koncentracich deuterovanych PAH pro

sestrojeni kalibracni kiivky byla provedena stejné jako v pifipad¢ kalibracni kiivky I

(Tabulka 8 a 9).

Tabulka 8: Priprava pracovnich roztokti smési deuterovanych PAH pro kalibra¢ni fadu

¢ NAP-dg | c PHE-dw| ¢ CHRY-di» | PR3 | ACN

[nmol/l] [nmol/l] [nmol/1] [pl] | [u]
S1 244,31 254,93 251,62 10 990
S2 2443,11 | 2549,26 2516,23 100 | 900
S3 4886,21 | 5098,52 5032,45 200 | 800
S4 7329,32 | 7647,78 7548,68 300 | 700
S5 9772,43 | 10197,04 10064,90 400 | 600
S6 12215,53 | 12746,30 12581,13 500 | 500
S7 14658,64 | 15295,55 15097,35 600 | 400
S8 17101,75 | 1784481 17613,58 700 | 300
S9 20766,41 | 21668,70 21387,92 850 | 150
S10 24431,07 | 25136,06 25162,26 1000 0
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Tabulka 9: Priprava kalibra¢nich standardd pro sestrojeni kalibra¢ni ktivky Il

KALIBRACE IlI NAP-dsg PHE-dyw | CHRY-d1,
pracovni

RT [ul] roztoky [ul] [nmol/l] [nmol/l] [nmol/l]
SO 480 20* 0 0 0
S1 480 20 9,77 10,20 10,06
S2 480 20 97,72 101,97 100,65
S3 480 20 195,45 203,94 201,30
S4 480 20 293,17 305,91 301,95
S5 480 20 390,90 407,88 402,60
S6 480 20 488,62 509,85 503,25
S7 480 20 586,35 611,82 603,89
S8 480 20 684,07 713,79 704,54
S9 480 20 830,66 866,75 855,52
S10 480 20 977,24 1005,44 1006,49

*acetonitril

3.3 Postup pripravy vzorki pro stanoveni vybranych polycyklickych
aromatickych uhlovodikii v receptorové tekutiné metodou plynové

chromatografie s hmotnostni detekci

3.3.1 Priprava kalibrac¢nich standardi pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky

Jako modelovéd matrice byla pouzita RT, ktera byla pfipravena postupem popsanym v
kapitole 3.1.3. Pracovni roztoky smési PAH pro kalibra¢ni fadu | a Il a pracovni roztoky
smési deuterovanych PAH pro kalibra¢ni fadu Il byly fedény RT na poZadovanou
koncentraci vzdy do objemu 500 pl. K takto pfipravenym vzorkiim bylo ptidano 20 pl IS
o znamé koncentraci. V ptipad¢ kalibrace | se jednalo o smés IS PAH (NAP-ds, PHE-d10
a CHRY-d12) 0 koncentraci asi 308 nmol/l a v ptipad¢ kalibrace Il o koncentraci 30,7
umol/l. V ptipadé kalibrace Il deuterovanych PAH byl pouzit jako IS PER-di2 0
koncentraci 308 nmol/I. K takto ptipravenym vzorkim bylo ptidano 500 ul vychlazeného
ACN (-20 °C) pro precipitaci proteinii. Smés byla promichana a inkubovana pti -20 °C
po dobu 5 minut. PAH byly extrahovany hexanem. K smési byl ptidan 1 ml hexanu, smés
intenzivné tfepana 5 minut pfi 1400 rpm a nasledné odstfedéna (3000 x g, 5 minut,
laboratorni teplota). Celkem 800 pl horni hexanové vrstvy bylo ptfeneseno do Cisté
zkumavky. Ke zbytku byl ptidan 1 ml hexanu a dalsi proces byl stejny, jen do zkumavky
byl pfenesen 1 ml hexanové vrstvy. Ke spojenym extraktim (1800 ul) bylo ptidano 100
ul ACN a hexan opatrn¢ odpaten v atmosféfe dusiku pii laboratorni teploté tak, aby ve

zkumavce zbyval objem asi 100 pl (odpovida ACN). ACN se k spojenym hexanovym
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vrstvam pridava k zabranéni ztrat dvou a tfi jadernych PAH, coz se délo v piipade
odpaieni do sucha u jinych testovanych vzorkd. Po odpafeni bylo asi 100 ul ACN
obsahujici PAH pfeneseno do insertu vialky se Sroubovacim uzdvérem. Vzorky byly

pripraveny V duplikatu.

3.3.2 Priprava vzorki pro urceni piresnosti metody

Z kalibra¢nich standardl pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky | a Il byly vybrany kalibra¢ni
standardy S2 a S8. Od kazdého bodu bylo pfipraveno 10 identickych vzorka podle

postupu uvedeném v kapitole 3.3.1.

3.3.3 Priprava vzorki pro urceni vytéZnosti metody

Vytéznost metody byla ur¢ena metodou standardniho piidavku. K450 pl RT bylo
pipetovano 50 ul smési PAH o dané koncentraci (v ptipadé nulového ptidavku bylo
pfidano 50 ul ACN). Takto pfipravené vzorky byly zpracovany postupem uvedenym
v kapitole 3.3.1. VVzorky byly ptipraveny v duplikatu.

3.4 Podminky pro stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodiki

metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci

PAH byly stanoveny metodou GC-MS. Byla pouzita kapilarni kolona (SLB-PAHmMS s

délkou 30 m, vnitini pramérem 0,25 mm a tloustkou filmu 0,25 um).

e Pritok nosného plynu (He): 2,19 ml/min
e Teplota nasttiku: 270 °C
e Modd nastiiku: split v poméru 10:1 pro kalibraci 1l a 2:1 pro Kalibraci I a 111
e Teplota iontového zdroje: 230 °C
e Teplota interface: 280 °C
e Jonizacni energie: 70 eV
e Objem davkovaného vzorku: 1 pl
e Teplotni gradient:
o pocatecni teplota 100 °C, udrzovéna 13 min
o rychlosti 25 °C/min nartst do 220 °C

o rychlosti 10 °C/min narast do 350 °C, udrzovana 8 min
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e Doba analyzy: 39 min
e Typ sniméni: SIM

Identifikace jednotlivych PAH byla provedena proméienim standardu PAH Mix
3, ktery obsahoval 18 PAH, metodou SCAN. Jednotlivé PAH byly identifikovany
knihovnou spekter. Finalni metodu pouzivanou pro méfeni PAH v simulované matrici
RT jsme vytvofili takto. Z vytvofené SIM tabulky, ziskané na zakladé proméfeni
standardu PAH mix 3, jsme vybrali 4 PAH naseho zajmu s odpovidajicimi retenc¢nimi
¢asy a hodnoty m/z iontti (cilovy ion a dva referenc¢ni). Stejn€ jsme postupovali v piipadé
¢yt IS, které jsme v této praci pouzivali. Finalni SIM metoda tedy obsahovala rozsah

retenénich ¢asti @ m/z ionty pro nami vybrané 4 PAH a 3 IS (tabulka 10).

Tabulka 10: Reten¢ni ¢asy a poméry hmotnosti k naboji (m/z) PAH uréenych metodou
plynové chromatografie s hmotnostni detekei

reten¢ni ¢as referencni ionty

PAH [min] cilovy ion [m/z] [m/z]
NAP-ds 9,71 136 135; 108
NAP 9,90 128 127; 102
PHE-d10 20,02 188 94, 80
PHE 20,06 178 176; 152
PYR 23,02 202 201; 101
CHRY-d12 25,90 240 236, 120
BaP 29,37 252 253; 126
PER-d12 29,50 264 265; 132

3.5 Analytické parametry metody

3.5.1 Linearita metody

Linearitu miizeme chapat jako posuzovani zavislosti mezi dvéma proménnymi, a to
odezvou analyzatoru (analyticky signal) a koncentraci analytu, tj. ovéfuje schopnost
metody poskytovat v ur¢itém rozmezi koncentraci stanovované latky méfeny signal, ktery
je ptfimo umérny méfené koncentraci. Za linearni rozsah odezvy je povazovan interval

cvwvr

S urcitou spravnosti, presnosti a linearitou.
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Linearitu analytické metody dokladame vysledky regresni analyzy, kdy uvddime
korela¢ni koeficient R? (mira linearity), smérnici K (mira citlivosti) a tsek y (mira

vedlejsich vliva).

3.5.2 Presnost metody

Ptesnost metody definujeme jako miru shody mezi nezavislymi vysledky opakovaného
méfeni jednoho homogenniho vzorku za pifesné danych podminek. Pro moZznost
statistického vyhodnoceni musi byt pocet opakovani méfeni dostate¢né velky. Dle
podminek opakovani rozliSujeme opakovatelnost a reprodukovatelnost. Definici
opakovatelnosti je tésnost shody mezi vysledky po sobé nasledujicich méfeni stejné
meéfené veliCiny. Vysledky zkousek se ziskaji stejnou metodou, v téze laboratofi, stejnou
osobou, za pouziti téhoz vybaveni béhem kratkého casového intervalu.
Reprodukovatelnost definujeme jako miru shody mezi vysledky, které ziskdme méfenim
stejného analytu v totozném vzorku, totoznou metodu, ale za odliSnych podminek, jako
je osoba provadéjici méteni, analyzator, misto i ¢as.

Miru pfesnosti vyjadifujeme varia¢nim koeficientem (CV %).

sp= |2IZAVG) CV (%) = D 100
- n—1 = avc”

kde SD je smérodatna odchylka, AVG je priumér, n je pocet méteni.

3.5.3 Spravnost metody

Spravnost metody definujeme jako miru shody mezi primérnou hodnotou ziskanou
z vétsiho poctu méteni a skutecnou hodnotou.

Spravnost metody v praxi ovéfujeme tzv. metodou standardnich ptidavkl a
zjiStujeme tzv. vytéZznost metody (R). VytéZnost metody vypocitdme vynisobenim

pomeéru mezi nalezenym a pfidanym mnoZzstvi stanovovaného analytu stem.
xp — xe
R (%) = — x 100

kde xp je koncentrace analytu s pifidavkem stanovované latky, xe je endogenni

koncentrace analytu a P je mnozstvi pfidavku stanovované latky.
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3.6 Zpracovani vysledku

Pro vyhodnoceni naméienych dat a zpracovani vysledkti byly pouzity programy
GCSolution (Shimadzu, Kjoto, Japonsko) a MS Excel.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

PAH jsou latky karcinogenni a mutagenni povahy. Grimmer a kol. (1984) ve své praci
studovali u¢inek PAH na mysich, kdy nanaseli kondenzat z uhelnych peci na jejich kiizi
a pozorovali jejich mozny karcinogenni u¢inek. Frakce kondenzatu PAH obsahujici dva
a tii aromatické kruhy (dohromady asi 77 % hm) nemély Zadny karcinogenni ucinek.
Zatimco u BaP (0,702 mg/g kondenzatu) byl karcinogenni u¢inek potvrzen. PAH mohou
byt pfi¢inou mnoha zavaznych zdravotnich problému, jako je napft. rakovina plic. Touto
problematikou se ve své praci zabyvali Kim a kol. (2013), kteti BaP ur¢ili za potencialni
karcinogen zpusobujici rakovinu plic. Patel a kol. (2020) se ve své studii zabyvali u¢inky
PAH na lidské zdravi. Studovali mechanismy uc¢inki LMW a HMW PAH a dosp¢li
k zavéru, ze HMW PAH predstavuji pro lidsky organismus vyssi riziko nez LMW. Bylo
provedeno mnoho studii zabyvajicich se expozici PAH jak v prenatalnim, tak
postnatalnim obdobi (Freek a kol., 1994). Expozice PAH u dospélych v mnoha piipadech
vyvolavala vznik astmatu nebo dokonce i zvySenou imrtnost na chronickou obstrukéni
plicni nemoc. Za mechanismus ucinku byla povazovéna vazba PAH na AHR, ¢imz

dochézelo ke zvySené genové expresi a metabolické aktivaci CYP podilejicich se na

-----

zprostfedkovanou Ca?" ionty a depolarizaci bunééné membrany (Lag a kol., 2020).

Stanoveni hladin metabolitd PAH v lidské mo¢i je nejéastéjsi metodou jak zjistit,
ze jedinec byl vystaven v nedavné dobé expozici PAH. Metabolit BaP 1-OHP byl ur¢en
jako hlavni biomarker pro uréeni expozice PAH (Campo a kol., 2008). VVzhledem k tomu,
ze biologické monitorovani metabolitt PYR 1 PHE neodrazi wvnitini expozici
karcinogennich PAH, tak prvni zminovany PAH mize byt taktéz povazovan za
biomarker. Jacob a kol. (2002) ve své studii prokazali, ze rozSifené monitorovani
metabolitu PHE v moci sklddajiciho se z péti izomernich fenold a tifi izomernich
dihydrodioli by mohlo byt piinosné. Hladiny metabolitit PHE v mo¢i zavisely na stupni
expozice PAH a poskytovaly informace o individualni rovnovaze enzymu
metabolizujicich PAH, jako je CYP a epoxidhydrolaza. Keimig a Morgan (1983) vyvinuli
metodu stanoveni 1-OHP v moé¢i po kyselé hydrolyze jeho konjugatu p-

glukuronidazou/arylsulfatazou.
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Jednou z expozi¢nich cest PAH do organismu je cesta dermalni. Dosud nebylo
publikovano mnoho studii zabyvajicich se transepidermalni absorpci PAH v porovnani
s velkym poctem studii zabyvajici se inhalacni cestou expozice PAH. Kotingova a kol.
(2009) ve své praci uvadéji, ze zlatym standardem pro testovani in vitro transdermalni
absorpce chemickych latek je lidska nebo zviteci kiize. Malkova a kol. (2018) ve své praci
pfi testovani transepidermalni absorpce PAH pouzili epidermalni membranu z dorzalni
strany usniho boltce prasete domaciho, kterou Ize povazovat za vhodnou nahradu lidské
epidermalni membrany. Mnozstvi PAH, které pronikne do systémové cirkulace, mtze byt
Vv pripad¢ pouziti plné kiize (2 mm silnd, obsahujici dermis i epidermis) podhodnocovano.
Jako feSeni se jevi alternativa pouziti transdermalnich a transepidermalcich hodnot, coz
by mohlo v kone¢ném dusledku snizovat nejistoty v odhadech souvisejicich zdravotnich
rizik.

Ditrichova (2015) uvadi za jeden z moznych zdroju transdermalni absorpce PAH
uzivani masti s pfidavkem kamenouhelného dehtu pro 1écbu chronické stacionarni
psoridzy Goeckermanovou metodou, zahrnujici aplikaci surového kamenouhelného
dehtu s naslednym ozafenim ultrafialovym svétlem. U ekzému a psoridzy stale tato
metoda dosahuje dobrych lééebnych vysledkd. Kotingova (2015) provedla rozbor
farmaceutického dehtu pouzivaného k pifipravé dehtové masti. Pro PAH, kterymi se
zabyvame v této praci, byly v dehtu stanoveny tyto hodnoty (NAP 10,8 % hm; PHE 5,6
% hm; PYR 1,9 % hm; BaP 0,9 % hm). Genotoxickym u¢inkem Goeckermanovy metody
pro 1é¢bu psoriazy se zabyval ve své praci Fiala a kol. (2006). Sledovali 23 pacientd s
psoriazou, ktefi podstoupili 1écbu Goeckermanovou metodou. Obsah dehtu v terapeutické
masti byl 5 %. U pacientti byly stanoveny vysoké hladiny metaboliti PHE a PYR, coz
sveédcilo pro vysokou uroveni dermalni penetrace. Dale bylo pozorovano vyznamné
zvySeni chromosomalnich aberaci v perifernich lymfocytech ve vzorcich krve
odebranych na konci 1écby. Goeckermanovou metodou a jejim potencialnim
karcinogennim t¢inkem se také zabyvali Borska a kol. (2006).

Vybér PAH, které stanovujeme v nadi praci, je iizce spjat se zaméfenim Ustavu
hygieny a preventivniho lékaistvi LF HK v Hradci Kréalové, ktery se dlouhodobé zabyva
problematikou dermalni expozice PAH (Borskd a kol., 2007; Kotingova, 2015; Fiala,
2006). Hladiny téchto PAH stanovovali metodou HPLC-FLD a pozadali naSe pracovisté
0 vyvinuti metody GC-MS, ktera by méla byt stejné citliva, ale vice selektivni s moznosti

roz§ifeni o stanoveni dalSich PAH.

59



4.1 Optimalizace metody plynové chromatografie s hmotnostni
detekci pro stanoveni vybranych polycyklickych aromatickych

uhlovodikii v receptorové tekutiné

Pro stanoveni vybranych PAH byla zavedena metoda GC-MS. Metoda byla
optimalizovana pro separaci PAH ve standardu PAH Mix 3 (viz kapitola 3.4.). Zvolené
podminky chromatografické separace byly pouzity pro stanoveni vybranych PAH v RT.

Doba analyzy v nasi praci je 39 min. Doba analyzy metody HPLC-FLD v praci
Kotingové (2015) je 35 min. Na tomto misté je ticba podotknout, ze nasi metodou
dokézeme separovat celkem 18 PAH a jejich derivati. Retencni casy (tR) jednotlivych
PAH vV jeji praci byly nasledovné (NAP 5,8 min; PHE 10,3 min; PYR 13,9 min a BaP
21,2 min) v porovnani s naSimi tR (NAP 9,77 min; PHE 20,02 min; PYR 22,99 min a
BaP 29,30 min). Chromatogramy jsou soucasti Ptiloh 1-4. V zavislosti na tom, kolik a

jaké PAH budou stanovovany, lze upravou teplotniho gradientu dobu analyzy zkratit.

41.1 MS podminky

Byly optimalizovany podminky MS (tabulka 10). Givechev a kol. (2020) ve své praci,
kdy stanovovali metodu GC-MS PAH ve vepifovém mase, volili pro nami stanovované
PAH tyto cilové a referen¢ni m/z ionty, na prvnim misté je uvadén m/z cilového iontu,
dalsi dva jsou m/z referenénich iontda: (NAP 128, 127, 129; PHE 178, 176, 89; PYR 202,
101, 202; BaP 252, 126, 250). Cheng a kol. (2012), ktefi stanovovali PAH v sedimentu
prumyslové oblasti metodou GC-MS, pouzivali ve své praci stejné IS jako my. V tabulce

11 je uvedeno srovnani cilovych a referen¢nich m/z iontd.
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Tabulka 11: Porovnani zvolenych hodnot m/z iontd s praci Cheng a kol. (2012)

m/z iontu m/z iontu (Cheng a kol., 2012)
PAH cilovy | referen¢ni |referen¢ni |cilovy | referen¢ni | referencni
NAP-ds 136 135 108 136 — —
NAP 128 127 102 128 129 127
PHE-d1o 188 94 80 188 — —
PHE 178 176 152 178 179 176
PYR 202 201 101 202 200 203
CHRY-d12 240 236 120 240 — —
BaP 252 253 126 252 253 125
PER-d12 264 132 118 264 — —

Jak je z tabulky patrné, Cheng a kol. volili pro IS jen cilovy iont. V pfipad¢ ostatnich
PAH jsme se lisili tim, Ze jsme jako druhy referen¢ni iont volili takovy, ktery vykazoval
rozdilnou hodnotu od cilového iontu a zaroven poskytoval dostate¢nou intenzitu.

Hmotnostni spektra stanovovanych PAH jsou uvedena v Ptiloze 5-8.

4.1.2 Odparovani hexanu z extraktu

Byl optimalizovan proces odpatovani hexanu z extraktu v atmosféie dusiku. Odpafenim
organického rozpoustédla, do kterého se extrahuji PAH dosidhneme zkoncentrovani
vzorku, a tak zvySeni citlivosti metody. BéZzné se organické rozpoustédlo odpatuje do
sucha a odparek je rozpustén ve vhodném rozpoustédle pro GC, ptipadné je provedena
derivatizace. I my jsme prvné opatrné odpafili hexan do sucha a odparek rozpoustéli
Vv ACN, ptipadné ve smési methanolu a dichlormethanu (1:1, v/v). Timto zpiisobem jsme
vyznamné ztraceli naftalen a deuterovany naftalen. Proto jsme pfistoupili k tomu, Ze ke
spojenym hexanovym vrstvam jsme pied odpafenim hexanu ptidali ACN. Opatrnym a
velmi mirnym ¢efenim hladiny proudem dusiku jsme pii laboratorni teploté odpafili
hexan, a ACN, ktery je mén¢ tékavy se za téchto podminek prakticky neodpatil. ACN
obsahujici PAH jsme poté pievedli do insertu vialky, vialku uzavieli a vlozili do
autosampleru pfistroje GC-MS. Za téchto podminek byly plochy pikli naftalenu a
deuterovaného naftalenu nesrovnatelné vétsi nez v pripadé, kdy k hexanu nebyl pfidan
ACN a extrakt odpafen do sucha.

Touto problematikou se podrobnéji zabyval ve své praci Dabrowski. K extraktu

pfed odpafenim organického rozpoustédla se ptidaval tzv. ,keeper”, rozpoustédlo s
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vysokym bodem varu, jako jsou napt. isooktan, toluen, nonan, oktanol a dodekan. Pii
odparovani volil laboratorni teplotu, coz samoziejmé vedlo k del$i dob¢ odpatovani, a tak
byla vyssi spotieba dusiku. Jako nejvice problematické se ukazovaly tékavéjsi PAH
s niz§i molekulovou hmotnosti, jako je NAP. Pravideln¢ tyto PAH dosahuji nizSich
hodnot vytéznosti. Dabrowski v piipadé NAP jako stabilizator pouzil isooktan a nonan.
Vytéznost NAP bez isooktanu a nonau byla 53,9 %. Oproti tomu s pfidavkem isooktanu
vytéznost NAP dosahla 96,2 %, v ptipad¢ pouziti nonanu 77,7 % (Dabrowski, 2016,
Dobrowski 2020).

4.1.3 Receptorova tekutina

RT se bézné€ pouziva pro testovani transdermalni absorpce PAH, jak je uvedeno
Vv kapitolach 1.6.3.1 a 1.6.3.2. Kotingova (2015) jako zaklad pro RT zvolila Hankstiv
roztok (vodny roztok obsahujici glukézu a soli). Jako nevyhodu v piipadé pouziti
Hanksova roztoku uvadéla tvorbu CO». Pti¢ina tvorby CO> bylo velké mnozstvi NaHCO3
v Hanksov¢ roztoku, vysledkem pak byla tvorba bublinek. Dalsi nevyhodou Hanksova
roztoku je mozna zména pH RT v prubéhu analyzy. Vzhledem k lipofilit¢ PAH byla jako
dalsi zaklad RT volena latka, ktera by zvySovala rozpustnost PAH v RT, a tim je BSA 0
koncentraci 3-5 %. Selzer a kol. (2013) ve své praci, ktera se zabyvala pruchodem
xenobiotik ptes kuzi, uvadeji jako zékladni médium RT fosfatovy pufr o pH 7,4. Dale
pro zvyseni rozpustnosti Xxenobiotik v RT doporucuji pfidani téchto latek (50 % ethanolu,
polyethylenglykol 20, 6 % oleyletheru, 5 % BSA). Nejbéznéjsim médiem pouzivanym
pro lepsi rozpustnost xenobiotik v RT je BSA (Kriise a kol., 2007). Dalsi moznosti, jak
zvysit rozpustnost xenobiotik v RT je zména pH RT. Zména pH RT daleko od
fyziologickych hodnot pH kize muize vést k dramatickym zmé&nam v rozpustnosti
ionizovanych 1é¢iv v dusledku rizného stupné ionizace (Hadgraft a kol., 2000). Malkova
a kol. (2018) ve své praci jako zaklad RT zvolili fosfatovy pufr o pH 7,4 a 4% BSA. V

nasi praci jsme zvolili stejné slozeni RT, jako Malkova a kol.

4.1.4 Priprava vzorki pro analyzu a moZnost detekce

Postup pfipravy vzorku v nasi praci je popsan v kapitole 3.3.1. K 500 pl vzorku PAH v
RT bylo pfidano 20 pl IS, poté nasledovala precipitace proteinli pfidanim 500 pl ACN.
Davkovany objem vzorku byl 1 ul. V pfipadé davkovani kalibra¢nich standardi kalibraci
I a 11l (asi 10-1000 nmol/l) byl zvolen split méd 2:1, v ptipadé kalibrace 11 (asi 1-1000
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umol/l) 10:1. Postup pripravy kalibratori je popsan v kapitole 3.2. Ptiprava byla volena
tak, aby co nejvice odpovidala ptiprave kalibratort jako v praci Kotingové (2015).

V praci Kotingové (2015) byly jednotlivé kalibra¢ni standardy PAH (NAP,
PHE, PYR a BaP) pfipraveny v RT. Zasobni a pracovni roztoky PAH byly pfipraveny
v ACN. Do zkumavky obsahujici 300 pl deproteinacniho ¢inidla s IS (acenaften v ACN)
bylo ptidano 200 pl vzorku. Na HPLC kolonu bylo davkovano 50 pl supernatantu.
Nejnizsi bod kalibrace mé¢l hodnotu 2,4 nmol/l, v ptipadé¢ nasi metody asi 10 nmol/I.
V pirepoctu mnozstvi davkovaného vzorku na kolonu je vSak naSe metoda o néco citlivejsi
(17 fmol oproti 48 fmol). To vSak neméni nic na tom, Ze metodou HPLC-FLD mizeme
ve vzorku detegovat niz$i hladiny PAH nez metodou GC-MS. Je to dano tim, ze v ptipadé
HPLC Ize na analytickou kolonu davkovat az 50 pl vzorku, metodou GC s kapilarni

kolonou Ize ve vétSing pripadl davkovat maximalné 1 pl vzorku.

4.2 Validace metody plynové chromatografie s hmotnostni detekei

Pro zékladni validaci byly testovany pouze linearita, pfesnost a vytéznost metody. Cilem
této prace bylo zjistit, zda metoda GC-MS miiZe nahradit sou¢asnou metodu HPLC-FLD.
Proto byla provedena pouze zékladni validace metody. V ptipadé zajmu o vyuziti této
metody pro stanoveni vybranych PAH v RT budou validaéni parametry rozsifeny. Radna

validace metody je totiz ¢asove, ale pfedevsim financné velmi narocné.

4.3 Analytické parametry metody plynové chromatografie
s hmotnostni detekci pro stanoveni vybranych polycyklickych

aromatickych uhlovodiki v receptorové tekutiné

4.3.1 Linearita

Linearitu metody jsme ur¢ovali metodou kalibra¢ni kiivky. Pro kazdou kalibra¢ni kiivku
bylo pfipraveno v duplikatu 11 kalibracnich standardi vcetné nulového. Kalibra¢ni
kiivky byly sestrojeny jako zavislost poméru plochy piku PAH k plose piku daného IS na
koncentraci konkrétniho PAH.

Parametry kalibracnich kfivek jsou shrnuty v tabulkach 12-14. Grafy

kalibra¢nich kiivek jsou uvedeny na obrazcich 10-12.
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Tabulka 12: Parametry kalibra¢nich kfivek I

1100

PAH smérnice (k) | intercept (g) | korelaéni koeficient (R?)
NAP 0,0053 0,2538 0,9997
PHE 0,0035 0,0037 0,9993
PYR 0,009 -0,1096 0,9986
BaP 0,0077 0,0056 0,9981
10 1
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2
o 7 4
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5 °]
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Obrazek 10: Graf kalibra¢nich kiivek I vybranych PAH

Tabulka 13: Parametry kalibra¢nich kiivek 11

PAH smérnice (k) | intercept (q) | korelaéni koeficient (R?)
NAP 0,0544 -0,0491 0,9966
PHE 0,0532 0,0124 0,9993
PYR 0,0855 0,0165 0,9986
BaP 0,0918 -0,0627 0,9966
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Obrazek 11: Graf kalibra¢nich kiivek Il vybranych PAH

Tabulka 14: Parametry kalibra¢nich kiivek III (deuterované PAH)

deuterované PAH |smérnice (k) | intercept (q) | korelaéni koeficient (R?)
NAP-ds 0,0093 -0,0167 0,9980
PHE-d10 0,0116 -0,1791 0,9980
CHRY-d1» 0,0052 0,0718 0,9984
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Obrazek 12: Graf kalibracnich kiivek Il vybranych deuterovanych PAH
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4.3.2 Presnost metody

Ptesnost jako mira shody vysledkli z vétSiho poctu méfeni byla vyjadiena variacnim
koeficientem (CV %). Presnost metody byla testovana na c¢tyfech koncentraénich

hladinach. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 15.

Tabulka 15: Pfesnost metody pro stanoveni vybranych PAH

primérna
PAH | koncentrace SD [nmol/l] CV [%]
[nmol/l]
NAP 84,25 8,01 9,51
653,13 23,18 3,55
8978,09 260,02 2,90
55429,69 2007,08 3,62
PHE 90,06 4,64 5,16
661,71 22,24 3,36
8110,06 261,76 3,23
57736,57 2092,18 3,62
PYR 99,97 6,29 6,29
669,04 46,18 6,90
8540,79 721,53 8,45
64094,49 5026,22 7,84
BaP 87,71 4,14 4,72
666,95 37,96 5,69
9012,27 747,93 8,30
61508,00 4368,97 7,10

4.3.3  VytéZnost metody

Vytéznost metody pro NAP se pohybovala od 72 % az po 121 %, primérna hodnota
vytéznosti byla 88,19 %, pro PHE v rozmezi od 88,4 % po 99,8 % s pramérnou hodnotou
93,19 %, pro PYR v rozmezi od 84,47 % az po 93,3 %, s pramérnou hodnotou 90,09 %
a pro BaP v rozmezi 0d 91,15 % po 103,56 %, s primérnou hodnotou 96,99 %. Nejnizsi
vytéznosti bylo dosazeno s NAP, coz muze byt dusledkem ztraty pifi odparovani
extrak¢niho ¢inidla (hexanu). V tabulce 16-19 jsou shrnuty hodnoty vytéZnosti pro
jednotlivé PAH.
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Tabulka 16: Parametry vytéznosti metody pro naftalen

pridavek NAP | nalezeny pridavek | vytéZnost [%0]
[nmol/l] [nmol/l]
20,10 24,44 121,61
50,24 40,9 81,41
100,48 77,86 77,49
502,42 362,95 72,24
prumérna vytéZnost [%0] 88,19
SD [nmol/l] 22,60
CV [%] 25,63

Tabulka 17: Parametry vytéznosti metody pro fenanthren

pridavek PHE | nalezeny pridavek vytéznost [%]
[nmol/l] [nmol/l]
20,11 20,06 99,76
50,27 44,43 88,38
100,54 92,87 92,37
502,72 463,86 92,27
prumérna vytéZnost [%0] 93,19
SD [nmol/l] 4,75
CV [%] 5,10

Tabulka 18: Parametry vytéznosti metody pro pyren

piidavek PYR | nalezeny pridavek | vytéznost [%0]
[nmol/l] [nmol/l]
20,14 18,28 90,76
50,35 42,53 84,47
100,70 93,96 93,30
503,51 462,43 91,84
prumérna vytéZnost [%] 90,09
SD [nmol/l] 3,89
CV [%] 4,32
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Tabulka 19: Parametry vytéznosti metody pro benzo[a]pyren

pridavek BaP | nalezeny pridavek vytérnost [%)]
[nmol/l] [nmol/l]
20,11 20,83 103,56
50,29 50,7 100,82
100,57 91,67 91,15
502,85 464,86 92,44
primérna vytéznost [%0] 96,99
SD [nmol/l] 6,13
CV [%] 6,32
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5. ZAVER

Cilem této prace bylo zavést metodu plynové chromatografie s hmotnostni detekei pro
stanoveni PAH v receptorové tekutiné jako nadhradu metody kapalinové chromatografie
s fluorescen¢ni detekci. Prezentovand metoda plynové chromatografie umoziuje
separovat a detegovat dalsi PAH, coz bylo prokazano analyzou standardni smési 18 PAH.
Velkym problémem pii stanoveni PAH je kontaminace ze zivotniho prostfedi. Ve
vzorcich nulového standardu bylo detegovano stopové mnozstvi celé fady PAH. To je
také jeden z diivodu, pro¢ nahradit kapalinovou chromatografii s fluorescen¢ni detekei.
U nékterych nulovych standardi se objevovaly velké piky bud’ stanovovaného PAH nebo
kontaminujici latky. V ptipadé hmotnostni detekce lze ve skenovacim maddu urcit, zda se
jedna a stanovovany analyt nebo kontaminujici latku. Zjistili jsme, Ze u vétSiny nami
stanovovanych PAH se v nulovém standardu objevovaly PAH, nejvice viditelné to bylo
Vv piipad¢ pyrenu. Jednou z moznosti, jak tento problém obejit, je pouzivat pii pokusech
in vitro deuterované PAH. Metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci 1ze
prirozené a deuterované PAH od sebe odlisit, dokonce i separovat. V tom spatfujeme
velkou vyhodu plynové chromatografie shmotnostni detekci oproti kapalinové
chromatografii s fluorescenéni detekci. Vybrané analytické parametry, linearita a
presnost, byly uspokojivé, horsi vysledky byly v ptipadé vytéznosti metody. V ptipadé
z4jmu o nami zavedenou metodu bude validace podrobnéjsi a rozSifena o takové
parametry, jako je urCeni meze detekce a stanovitelnosti z kalibraénich kiivek, ucinky
matrice na ionizaci analytl, a pfedev§im porovnani se stavajici metodou kapalinové
chromatografie s fluorescenéni detekci. Jedna se o Casové, ale predev§im finanéné

naro¢né postupy.
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Piloha 1: Chromatograficky zaznam stanoveni PAH Vv receptorové tekuting (asi 100 pmol/l) a IS PAH (asi 30 umol/l) metodou
GC- MS. Chromatografické podminky jsou uvedeny v kapitole 3.4. NAP-dg (9,58 min), NAP (9,77 min), PHE-d10 (19,97 min), PHE
(20,02 min), PYR (22,97 min), CHRY-d12 (25,84 min) a BaP (29,3 min)
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Priloha 2: Chromatograficky zaznam stanoveni NAP-dg (asi 30 umol/l) a NAP (asi 80 umol/l) v receptorové tekutiné metodou
GC- MS. Chromatografické podminky jsou uvedeny v kapitole 3.4. NAP-ds (9,58 min), NAP (9,77 min)
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Piiloha 3: Chromatograficky zaznam stanoveni PHE-dio (asi 30 pmol/l) a PHE (asi 80 umol/l) v receptorové tekutiné metodou
GC- MS. Chromatografické podminky jsou uvedeny v kapitole 3.4. PHE-d1o (19,97 min), PHE (20,02 min)
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Piiloha 4: Chromatograficky zaznam stanoveni smési deuterovanych PAH v receptorové tekutiné (asi 60 nmol/l) a IS PER-d12 (asi 30
nmol/l) metodou GC- MS. Chromatografické podminky jsou uvedeny v kapitole 3.4. NAP-dg (9,58 min), PHE-d10 (19,97 min), CHRY- d12
(25,84 min) a PER-d12 (29,57 min)
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Piiloha 5: Hmotnostni spektrum naftalenu. MS podminky jsou uvedeny v
kapitole 3.4.
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Piiloha 6: Hmotnostni spektrum fenanthrenu. MS podminky jsou uvedeny v
kapitole 3.4.
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Piiloha 7: Hmotnostni spektrum pyrenu. MS podminky jsou uvedeny v
kapitole 3.4.
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Piiloha 8: Hmotnostni spektrum benzo[a]pyrenu. MS podminky jsou uvedeny v
kapitole 3.4.
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