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1. Uvod

vvvvvv

surovin'. Po vstupu do organismu se v jatrech metabolizu-
je prevazné na styren-7,8-oxid (SO). Naprostd vétSina
takto vzniklého SO podléha dal§im detoxifikaénim proce-
sim, jejichz hlavnim produktem je kyselina mandlova
a kyselina fenylglyoxylova®™. Mensi &ast SO se uvoliiuje
do krve, kde se mliZze navazovat na zde pfitomné organické
biomakromolekuly, zejména na proteiny ¢ DNA’. Takto
vznikaji stabilni kovalentni slouceniny, tzv. adukty. Z hle-
diska biologického monitorovani maji nejveétsi vyznam
adukty s krevnimi proteiny. Zv1astni pozornost je vénova-
na aduktim primyslovych skodlivin s globinem, které
jsou pouzivany jako biomarkery expozice. Zde se
s vyhodou vyuziva jejich dlouhodobé perzistence
v organismu, diky tomu mohou adukty slouZit jako dozi-
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metry expozice trvajici az nékolik mésict®. Hlavnim me-
chanismem, kterym adukty vznikaji, je reakce elektrofil-
nich cizorodych latek s nukleofilnimi atomy ¢i skupinami.
V piipadé vzniku aduktl s proteiny se jedna o atak elektro-
filu na rezidualni skupiny aminokyselin’.

Klasické a dosud pouzivané metody pro biologické
monitorovani expozice pardm styrenu stanovuji hlavni
metabolity styrenu (kyselinu mandlovou a fenylglyoxylo-
vou) vyluCované v moci. Tyto metody se ale potykaji
s nizkym biologickym polo¢asem vylucovani, ktery cini
fadove hodiny. Proto jsou zkoumany alternativni cesty
zalozené na stanoveni konkrétnich proteinovych aduktd
SO. Publikované metody stanoveni proteinovych adukti
jsou zalozeny zejména na pouziti modifikované Edmanovy
degradace (MED), ktera se vyuziva ke stanoveni aduktd
SO s N-koncovym valinem®. Dal3i metody jsou zaloZeny
na selektivnim St€peni vazby mezi SO a aminokyselinou
cysteinem pomoci Raneyova niklu, extrakci uvolnéného
fenylethanolu a jeho stanoveni’. Mozné je i pouziti zésadi-
té hydrolyzy proteinu. Analyzou uvolnéného styrenglykolu
lze pak nepfimo stanovit estery SO s kyselinou asparago-
vou a kyselinou glutamovou'®. Dalsi publikované postupy
vyuzivaji totalni kyselou nebo enzymovou hydrolyzu pro-
teinu na volné aminokyseliny za soucasného uvolnéni
aduktt SO a stanoveni téchto aduktd citlivymi analyticky-
mi technikami'' ™",

2. Styren a styren-7,8-oxid
2.1. Vlastnosti a pouZiti

Styren se pouZiva jako monomer pifi vyrobé plastic-
kych hmot, je zdkladem pfi vyrobé syntetické¢ho kaucuku,
gum, natérovych hmot a obalovych materialti?. Tyto vy-
roby probihaji pfevazné v uzavienych systémech, které
zabrafiuji uniku styrenu do okolniho prostfedi. Velké
mnozstvi vyrobeného styrenu je spotiebovano na vyrobu
laminovanych polystyrenovych pryskyfic, kde se styren
uplatiiuje soucasné jako monomer i jako rozpoustédlo.
Laminované pryskyfice se svyhodou pouzivaji napf.
v lod’afském pramyslu pii vyrobé trupt lodi. V téchto
vyrobach s vysokym podilem ru¢ni prace dosahuji koncen-
trace styrenu v ovzdusi hodnot fadové aZ stovky mg m™,
pfi¢emz pro Ceskou republiku ¢ini ptislusny hygienicky
limit PEL (piipustny expozi¢ni limit) 200 mg m™. Protoze
moznosti osobni ochrany na té€chto pracovistich jsou ome-
zené, expozice pracovnikd param styrenu zde byvaji znac-
né¢ vysoké. Vzhledem k neptiznivym zdravotnim u¢inktim
styrenu a vysokému poctu osob vystavenych jeho ptisobe-
ni, se jedna o vyznamny hygienicky problém. Styren byl
detegovan iv né&kterych potravinach, v tabdkovém koufi
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Tabulka I
Zakladni fyzikalné-chemické vlastnosti styrenu a styren-
7,8-oxidu

Parametr Styren Styren-7,8-oxid
M; 104,15 120,15
Fyzikalni vzhled bzb. kapalina bzb. kapalina
Teplota tani, °C 30,6 -36,7

Teplota varu, °C  145,2 194,1

Tenze par, kPa 867 pii 25 °C <133 pti 20 °C

Rozpustnost malo rozpustny ve malo rozpustny ve
vod& (0,3 g1, vodd 3 gl™,
20 °C), rozpustny 25 °C), rozpustny
v benzenu a petrol- v acetonu, benze-
etheru nu, heptanu
a methanolu
a ve vyfukovych plynech'.

Dulezitost SO jako prumyslové suroviny je ve srovna-
ni se styrenem mnohem niz§i, nebot se pouziva
v primyslu v mnohem mens$i mife, napt. jako ptisada do
riznych polymert ¢i kopolymert. Hlavni vyznam SO spo-
¢iva v jeho roli hlavniho meziproduktu metabolismu styre-
nu. Expozice styrenu u lidi se v priimyslovych provozech
déje prevazné inhalaéni cestou. Cca 94 % vdechnutého
styrenu je zadrzeno v plicich a vstiebano do krve'®. Jiny
66,5 % (cit.'®). Vstiebany styren je krvi transportovan do
jater, kde dochazi k jeho metabolické pfeméné. V tabulce |
jsou shrnuty hlavni fyzikalné-chemické vlastnosti styrenu
a SO.

Styren je mirn€ az stiedné toxicky pro ¢lovéka a labo-
ratorni zvifata. U potkana byl pro oralni expozici styrenu
stanoven index akutni toxicity LDso = 5000 mg kg ™', za-
timco pro myS$ je styren o néco toxictéjsi LDs, =
320 mg kg_l. Pro intraperitonedlni a intravendzni podani
styrenu mysim &ini LDsy = 660 mg kg™ & 90 mg kg™
(cit."").
genotoxicita. U osob profesionalné exponovanych styrenu
byl nalezen zvyseny pocet rtiznych typti chromosomovych
aberaci, DNA zlomd, mutaci na n€kterych genech, apod.
Proto byl styren Mezinarodni agenturou pro vyzkum rako-
viny (International Agency for Research on Cancer,
IARC) zafazen do kategorie 2B jako moZny genotoxicky
a karcinogenni rizikovy faktor u &lovéka'®,

SO je diky pfitomnosti epoxidové skupiny mnohem
reaktivnéjsi latkou neZ styren, napf. u lidi je jeho reaktivita
cca o 2 fady vys$i nez reaktivita styrenu'’. Také piimé
ucinky SO na organismy jsou mnohem nepfiznivéjsi. Stu-
die vlivu SO provedend na laboratornich zvitatech proka-
zala jeho karcinogenni a mutagenni schopnosti*’. Proto byl
SO zatazen IARC do skupiny 2A jako pravdépodobny
lidsky karcinogen.

903

Referat

2.2. Metabolismus styrenu a styren-7,8-oxidu

Hlavni metabolickou cestou biotransformace styrenu
je oxidace jeho dvojné vazby na epoxidovou skupinu. Tato
pfeména je v jatrech katalyzovdna cytochromy P450
(CYP), coz jsou terminalni oxidoreduktasy monooxygena-
sového systému. Timto zplisobem je pres 95 % absorbova-
né davky styrenu premé&néno na SO (cit."”).

Enzymy se v organismu vyskytuji ve vice katalyticky
a strukturné podobnych formach, tzv. isoenzymech. Jed-
notlivé CYP isoenzymy vykazuji vzdjemné rozdily ve
schopnosti katalyzovat oxidaci styrenu na SO. U lidi patii
mezi nejvyznamnéjSi isoenzymy metabolizujici styren
a vyskytujici se v mikrosomech jater zejména CYP2B6,
CYP2C8 a CYP2E2. Zatimco v mikrosomech potkanich
jater patii mezi nejvyznamngjsi CYP2C11/6 (cit.*).

Diky pfitomnosti chiralniho uhliku existuje molekula
SO ve dvou enantiomernich formach (R)-SO a (S)-SO.
Oba dva enantiomery vznikaji in vivo v organismech ze
styrenu. Byly zjistény rozdily v toxicité obou enantiomerd.
(R)-SO je vice mutagenni v Amesove testu vici mikroor-
ganismtim Salmonella typhimurium nez (S)-SO (cit.*").

Naprosta vétsina SO vzniklého v jatrech podléha dal-
§imu metabolismu, zejména hydrolyze za ucasti enzymi
epoxidhydrolas na styrenglykol, ktery je nésledné oxido-
van na kyselinu mandlovou a kyselinu fenylglyoxylovou.
Mensi ¢ast SO se uvoliiuje piimo do krve, kde mtize pod-
1¢hat dalSim reakcim. Obsah SO v krvi lze stanovit meto-
dou GC (cit.??). Christakopoulos a spol.”* sledovali kon-
centraci SO v krvi pracovnikli profesiondlné vystavenych
param styrenu o prumérné koncentraci styrenu v ovzdusi
75 ppm. Primérna hladina SO v krvi byla 90 nmol I
(v rozmezi 40-130 nmol 1™"). PHimé stanoveni SO v krvi se
ale pro rutinni Gcely biologického monitorovani do dnesni
doby neujalo.

Ve schématu 1 je uveden strucny piehled hlavnich
drah metabolismu styrenu a SO s vyzna¢enim nejvyznam-
néjSich metaboliti. U ¢lovéka se v konec¢ném disledku na
kyselinu mandlovou a fenylglyoxylovou pfeméni az kolem
90 % z absorbované davky styrenu. Ob¢ dvé kyseliny jsou
posléze z organismu vylouéeny moci, kde jsou nejcastéji
stanovovany metodami HPLC**%. Alternativa k témto
metodam byla popsana ve studii Halliera a spol.?’, ktefi
stanovili oba optické isomery kyseliny mandlové metodou
TLC na chiralnich deskach. Minoritnimi produkty této
vétve metabolismu SO, které jsou taktéz vylucovany
v mo¢i, jsou kyselina hippurova a kyselina fenylaceturova.

Stanoveni kyseliny mandlové a kyseliny fenylglyoxy-
lové v moci dnes predstavuje bézny a klasicky nastroj
biologického monitorovani kratkodobé expozice ¢loveéka
styrenu®. Hlavni nevyhodou tohoto zptisobu stanoveni je
kratky biologicky polo¢as vylucovéni téchto metabolit
(tadove hodiny). To znemoznuje stanovit dlouhodobé ku-
mulativni vystaveni organismu styrenu nebo jednorazovou
expozici po uplynuti doby delsi nez 1 den.

Kromé vyse zminéné hlavni metabolické drahy podlé-
ha mensi ¢ast SO v jatrech ucinkem enzymu glutathion-
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Schéma 1. Pfehled hlavnich metabolickych drah styrenu a styren-7,8-oxidu. ADH — alkohol dehydrogenasa; ALDH — aldehyd de-
hydrogenasa; CYP — cytochrom P450 monooxygenasa; EH — epoxid hydrolasa; GST — glutathion S-transferasa

transferas reakci s tripeptidem glutathionem za vzniku S-
konjugatt glutathionu, které jsou dale transformovany na
tzv. No-acetyl-S-fenylhydroxyethylcysteiny (merkapturové
kyseliny). Pfi tom dochazi ke vzniku dvou regioisomert,
No-acetyl-S-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)cysteinu  (PHEMAT1)
a Na-acetyl-S-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)cysteinu (PHEMA?2).
Kazdy regioisomer merkapturové kyseliny se diky pfitom-
nosti dvou chiralnich uhlikit mize in vivo vyskytovat ve
formé dvou diastereomert, celkem tedy merkapturové
kyseliny mohou poskytovat ¢tyfi mozné diastereomery.
Delbressine a spol.” popsali vyskyt t&chto &ty¥ diastereo-
mert merkapturovych kyselin v mo¢i potkanti exponova-
nych styrenu in vivo.

Yagen a spol.” podavali mofskym organismiim Pseu-
dopleuronectes americanus konjugat SO s glutathionem
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znaGeny uhlikem "“C. Poté v jejich mo&i detegovali nejen
merkapturové kyseliny, ale piekvapivé i adukty SO
s cysteinem. Stanoveni merkapturovych kyselin v moci
pracovnikd exponovanych styrenu metodou HPLC s UV
detektorem bylo popsano ve studii Maestri a spol.”. Li-
mit detekce merkapturovych kyselin v této studii Cinil
cca 7 ug ml™' moéi. V posledni dobé& byly popsany i jiné
citlivé metody stanoveni merkapturovych kyselin v moci,
vyuZivajici LC-MS" ¢i HPLC s fluorescenénim detekto-
rem”.

Vedlejsi alternativni metabolickou drahou detoxifika-
ce styrenu je oxidace probihajici pfimo na aromatickém
jadre za vzniku styren-3,4-oxidu, ktery je nasledné trans-
formovan na 4-vinylfenol*™'. 4-Vinylfenol byl zjistén
v hydrolyzatu moce pracovnikll vystavenych param styre-
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nu, jeho obsah ale odpovidal jen cca 0,3 % obsahu kyseli-
ny mandlové®. Toxikologicky vyznam této oxidace, od
niz se odvozuje n€kolik dalSich minoritnich metaboliti
nalezenych v moci laboratornich mysi, byl téz pfedmétem
dalsiho vyzkumu™®.

Metabolismus styrenu se u lidi a u laboratornich zvi-
fat (potkani a mysi) kvantitativné lisi. Byly pozorovany
vyznamné mezidruhové rozdily ve vzijemném pomeéru
hlavnich metabolitl styrenu. Zatimco u ¢lovéka tvoti kyse-
lina mandlova a fenylglyoxylova az 95 % absorbované
davky styrenu, u potkana je to jen 80 %. Na druhou stranu
metabolickd draha biotransformace SO na merkapturové
kyseliny je u potkani mnohem vyznamnéj$i nez u ¢loveka.
Vylucovani merkapturovych kyselin u potkana pfedstavuje
cca 10% z absorbované davky styrenu®****, zatimco
u ¢loveka ¢ini podil merkapturovych kyselin mezi vSemi
metabolity vylu¢ovanymi v mo¢i méné nez 1 % (cit.’*’).

Na metabolismus styrenu ma vliv i soucasna konzu-
mace jinych latek, které maji vliv na hladinu mikrosomal-
nich enzymi*®. Takovouto b&zn& uzivanou latkou je nap.
ethanol v alkoholickych napojich. Ve studii Coccini
a spol.*? bylo studovano vylu¢ovani merkapturovych kyse-
lin u laboratornich potkant, kterym byla podavana tekutd
potrava obsahujici 5 % ethanolu za soucasného vystaveni
potkanti param styrenu. Podavany ethanol zpisobil zvyse-
né vylucovani kyseliny mandlové a merkapturovych kyse-
lin ve srovnani s kontrolni skupinou potkanii.

Jak jiz bylo feceno, jednotlivé metabolické premény
styrenu, resp. SO, jsou katalyzovany biotransformacnimi
enzymy ze skupiny cytochromti P450, epoxidhydrolas
a glutathiontransferas, pfi¢emz u fady jednotlivych isoen-
zymuU byl popsan geneticky polymorfismus. Vyskyt riz-
nych forem téchto isoenzymi a jejich kombinace maji vliv
na rychlost dil¢ich metabolickych reakci, a tim i na kon-
centraci SO v cilovych tkénich. S tim souvisi riziko vzniku
genetického poskozeni. Genotypizace biotransformacnich
enzyml je proto vyznamnym prostiedkem k posouzeni
individualni vnimavosti k nepfiznivym G¢inkim expozice
styrenu40.

Stereoselektivita metabolismu SO s lidskymi jaterni-
mi enzymy in vitro byla studovina Wenkerem a spol.*'.
Hydrolyza racemické smési SO mikrosomalnimi epoxid-
hydrolasami na styrenglykol probihala stereospecificky
mechanismem bimolekularni nukleofilni substituce. Toxic-
t&j$i enantiomer (R)-SO byl rychleji hydrolyzovan nez
jeho méné toxicky prot&jsek (S)-SO. V nasledné studii
autofi studovali stereoselektivitu metabolismu u lidi in vi-
vo®. Byly zjidtény vyznamné interindividualni rozdily ve
slozeni metabolitl SO vylucovanych moci (kyselina mand-
lova, kyselina fenylglyoxylova aj.) i ve vzajemném poméru
jejich enantiomerti. Primérmy pomér (S)-kyseliny mandlové
ku (R)-kyselin¢ mandlové v moci €inil cca 1,6:1.

Stereoselektivita metabolismu styrenu u lidi profesio-
naln€ exponovanych styrenu byla studovdna v pracich
Korna a spol*® ™. Tito autofi vypracovali GC metodu pro
déleni optickych enantiomert kyseliny mandlové na kolo-
n¢ Chirasil-L-Val. Podobné byly studovany také dalsi chi-
ralni metabolity styrenu, konkrétné (R)/(S)-1-fenylethanol
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a (R)/(S)-fenylethylenglykol.

Foureman a spol.”® prostudovali metabolismus oxida-
ce styrenu mikrosomalnimi enzymy izolovanymi z jater
laboratornich potkanti. U kontrolnich potkanti pfevazovala
oxidace styrenu na (S)-SO vs. (R)-SO v poméru 1,54:1.
Vzhledem k tomu, ze rizné cytochrom P450 isoenzymy
vykazuji riznou stereoselektivitu oxidace styrenu na SO,
tak u potkant, kterym byl pfedem podan fenobarbital nebo
B-naftoflavon, se tento pomér zménil na 1,09:1 ¢i 0,8:1.

Metabolismus styrenu a SO in vivo u laboratornich
potkanii byl téZ obgirné prostudovan Linhartem a spol.*.
I v této studii byla u potkant pozorovana vyssi metabolic-
ka produkce (S5)-SO nez (R)-SO. Po podani styrenu nebo
racemické smési SO byla u nich pozorovana produkce
vSech ¢ty moznych diastereomer merkapturovych kyse-
lin [(R,R)-PHEMAI1, (S,R)-PHEMAI, (R,R)-PHEMA2
a (S,R)-PHEMAZ2?]. Pokud ale byl potkaniim podavan pou-
ze (S5)-SO, pak doslo k produkci jen dvou diastereomert
merkapturovych  kyselin  [(R,R)-PHEMAI a (S,R)-
PHEMAZ2], zatimco po podani (R)-SO byly vylucovany
v mo¢i ostatni dva diastereomery [(S,R)-PHEMA1 a (R,R)-
PHEMAZ2]. Tak bylo prokazéano, ze tvorba konjugati SO s
glutathiontransferasou, ktera predchazi tvorbé merkapturo-
vych kyselin, probiha stereospecificky mechanismem bi-
molekularni nukleofilni substituce. Na druhou stranu, bio-
transformace (R)-SO na kyselinu mandlovou zcela stereo-
specifickd nebyla, vznikala nejen (R)-kyselina mandlova,
ale i (S)-kyselina mandlova a to v poméru 2,57:1. Podob-
nou studii provedli Linhart a spol.*® i na laboratornich
mysich. Na rozdil od potkand byla u mysi po podani styre-
nu pozorovana vys$si produkce toxic¢téjsiho (R)-SO, kterd
je tak mozna zodpovédna za relativné vyssi citlivost mysi
k nepfiznivym G¢inkiim styrenu a SO ve srovnani s potka-
nem a Clovékem. Pomoci NMR analyzy diastereomerQ
merkapturovych kyselin vylu¢ovanych v moci byla u mysi
pozorovana vys$si produkce PHEMA2 nez PHEMAL
(vpoméru 5,6:1), na rozdil od ptedchozi studie, kde
u potkant ¢inil tento pomér cca 2:1 ve prospéch PHE-
MA1. Metabolismus styrenu byl do dnesni doby téz pie-
hledné zpracovan do nékolika obsahlych piehlednych

&lanke™*H.

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

Prvni obecné vyuziti proteinovych aduktt jako moz-
nych biomarkerti vnitini expozice cizorodym latkam na-
vrhli Osterman-Golkar a spol.**. Pavodnim cilem jejich
studie bylo stanoveni efektivni davky mutagennich latek
v DNA v kritickém misté. Protoze vSak cilova tkan nebyla
pfi béznych studiich vzdy dostupnd, jako néhrazka byl
pouzit hemoglobin. Pozdé&ji byla prokazana tvorba hemo-
globinovych aduktli témét pro vSechny latky poskytujici
adukty s DNA. Korelace mezi obéma typy aduktd byva
velmi dobrd, pficemz hladina hemoglobinovych adukti je
Casto mnohem vyssi. Tak byly vytvoreny piedpoklady pro
vyuziti hemoglobinovych aduktli a pienesené¢ i adukti
s jinymi krevnimi proteiny jako biomarkerd expozice.
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Proteinové adukty, které se daji vyuzit k biologické-
mu monitorovani, vznikaji prakticky vyhradné€ s krevnimi
proteiny, a sice s témi, jejichz obsah v krvi je nejvyssi.
Tyka se to hemoglobinu obsazeného v erythrocytech, ktery
ma relativni molekulovou hmotnost M, ~ 64 500 a v krvi
¢lovéka je obsazen v koncentraci cca 150 mg ml™' a séro-
vého albuminu o M; ~ 68 500, ktery se vyskytuje v krevni
plazmé& &lovéka v koncentraci 30-45 mg ml™'. Primérna
doba zivota hemoglobinu je pfimo spjata s dobou Zivota
Cervenych krvinek a u clovéka ¢ini 126 dni, zatimco
u potkanti 60 dni a u my$i 40 dni*’. Doba Zivota lidského
sérového albuminu ¢ini cca 20 dni, zatimco u potkant je to
jen 2,5 dne a umysi 1,9 dne®®".

SO se s rliznou mirou intenzity vaZze na nukleofilni
vazebna mista pfitomna v globinu ¢i v sérovém albuminu.
Nejcastéji se vaze na a-aminoskupinu N-koncové ami-
nokyseliny (napf. valinu u globinu), thiolovou skupinu
vcysteinu a oba imidazolové dusiky v histidinu
(obr. 1)"*°*%* Dale se miize vazat i na e-aminoskupinu
lysinu, hydroxylovou skupinu serinu a karboxylovou sku-
pinu kyseliny asparagové a glutamové. Vzhledem k tomu, ze
reaktivita t€chto nukleofilnich skupin vici SO je riizna, jsou
i vzniklé SO adukty obsazeny v proteinu v riizné mife.

Jak jiz bylo feceno, SO je chiralni molekula s jednim

HO 0
o

S-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)cystein

O @lo

¢-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)lysin

OH NH,
s OH
Qﬁ( NMOH
NH, 0 H I

S-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)cystein
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stereogennim centrem na epoxidickém uhliku, takze se
muze vyskytovat ve dvou enantiomernich formach:
(R)-SO a (5)-SO. Diky tomu, Ze reakce SO s nukleofilni
skupinou muze probihat na obou elektrofilnich epoxido-
vych uhlicich (Ca nebo CP), vznikaji dva mozné typy
regioisomeri: 1-fenyl-2-hydroxyethyl (21HPE) a 2-fenyl-
-2-hydroxyethyl (22HPE). Vzhledem k tomu, Ze aminoky-
selina téz obsahuje jedno stereogenni centrum, dochazi pfi
jeji reakei s racemickou smési SO obvykle ke vzniku dvou
part diastereomerti. Pokud reakce SO s nukleofilni skupi-
nou aminokyseliny probiha stercoselektivné Sy2 mecha-
nismem, pak pii vzniku 21HPE regioisomerti dochdzi
k inverzi absolutni konfigurace na uhliku Ca, zatimco
tvorba 22HPE regioisomert probiha za zachovani ptivodni
konfigurace na uhliku Cp.

Dlouhd doba zivota hemoglobinu a jeho aduktd
v krvi, dovolujici monitorovani dlouhodobé expozice spo-
lu s jeho snadnou izolaci z krve, stdla za velkym poctem
studii zabyvajicich se zkoumanim aduktd riznych latek
s krevnimi proteiny, zejména s globinem. V tomto ptipadé
izolacni postup pfipravy globinu z hemoglobinu zahrnuje
odstranéni hemu z hemoglobinu, ¢imz se pfipravi Cisty
globin.

Charakteristickou vlastnosti proteinovych aduktl je

HO

Ne-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)lysin

Lo

=z

u-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)valin

@% @%«* S

a-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)valin

OH

-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)histidin

-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)histidin

Nr-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)histidin

® Ao

1-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)histidin

Obr. 1. Struktura adukti styren-7,8-oxidu s cysteinem, histidinem, lysinem a valinem p¥itomnych v hemoglobinu
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jejich dlouhodoba perzistence v organismu. Az na vyjimky
se v organismu vyskytuji po celou dobu Zivotnosti bio-
makromolekuly. Vzhledem k tomu, Ze se u hemoglobino-
vych aduktli neuplatiiuje selektivni enzymové odbouravani
aduktt, jako v pripadé DNA, zjisténa hladina odrazi ku-
mulativni expozici po celé obdobi Zivotnosti. Diky tomu se
biologické monitorovani téchto aduktii vyborné hodi ke
sledovani dlouhodobé kumulativni expozice organismu.
Kromé toho 1ze vznik téchto adukti vyuzit i ke stanoveni
jednorazové expozice, zejména pokud je dostatecné vyso-
ka. Kinetiku tvorby a odstranovani hemoglobinovych
aduktli pfi rizném casovém pribéhu expozice lze popsat
modelem, kde vstupnimi udaji jsou kinetické parametry po
jednorazové expozici. Mezi modelem a experimentalnimi
vysledky existuje dobra shoda™.

4. Metody stanoveni aduktii styren-7,8-oxidu
s proteiny

Do dnesni doby bylo vyvinuto mnoho analytickych
technik a postupt, jejichz ucelem je studium a vyuziti
adukti SO s krevnimi proteiny, zejména s globinem.
V zavislosti na typu zkoumanych aduktd jsou nékteré z
nich velmi specifické, citlivé a zaméfené jen na jeden druh
aduktu, jiné jsou univerzalngjsi, schopné soucasné analy-
zovat vice druhi aduktl. Kazda technika ma svoje vyhody
i nevyhody, které vymezuji moznosti jejiho pouZiti.

4.1. Metoda modifikované Edmanovy degradace

Modifikovana Edmanova degradace (MED) se vyuzi-
va ke stanoveni adukti s N-koncovou aminokyselinou.
V piipadé lidského globinu je touto aminokyselinou vy-
hradné valin. Pomoci ¢inidla pentafluorfenylisothiokyana-
tu dochézi za mirn¢ alkalickych podminek k selektivnimu
odstépeni N-koncového valinu s navazanou molekulou
(napt. SO) z globinového fetézce. Odstépena molekula je
prevedena na svou cyklickou formu, 1-fenylhydroxyethyl-
-2-thio-3-pentafluorfenyl-5-isopropylhydantoin, ktery je
z reakéni smési selektivné extrahovan a stanoven metodou
GC-MS s negativni chemickou ionizaci®. Tato velmi se-
lektivni a citliva metoda byla aplikovana ke studiu aduktt
SO s N-koncovym valinem (SO-Val)*®.

Prvni pouziti MED ke studiu aduktt SO bylo publiko-
véno ve ¢lanku Nordqvist a spol.”’, ktefi intraperitonealnd
podévali mys$im styren radioaktivng znageny '*C. Po izola-
ci hemoglobinu a aplikaci MED zjistili, ze adukty SO-Val
tvoii jen 3 % z celkového SO navéazaného na hemoglobin.
Dalsi autofi aplikovali metodu MED ke studiu adukti SO-
Val nejen u laboratornich zvifat, ale i u lidi exponovanych
styrenu a SO in vivo. Tak Christakopoulos a spol. studova-
li stabilitu a kinetiku vzniku aduktti SO-Val a jejich kore-
laci s DNA adukty a s vylu¢ovanim metabolitii styrenu
(kyselina mandlové a styrenglykol) v mo&i®>. Autofi této
studie se u osob profesiondlné vystavenych pardm styrenu
(expozice kolem 300 mgm™) potykali s velmi nizkou
hladinou adukti SO-Val, kterd se pohybovala na hranici
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meze stanovitelnosti. U 7 exponovanych osob nalezli pru-
mérnou hladinu aduktii SO-Val 28 pmol g™ globinu, aviak
pozitivni nalezy byly zaznamenany i u osob neexponova-
nych. Nasledné Severi a spol.” nenasli po aplikaci MED
adukty SO-Val u zadného pracovnika, ktery byl soucasti
pracovni skupiny exponované primérné § ppm styrenu
v ovzdusi. Na druhou stranu byla ve studii pochézejici ze
souCasné doby nalezena vyznamné vyssi hladina adukti
SO-Val (5,98 pmol g globinu) u skupiny &itajici
75 profesionalné exponovanych pracovnikli ve srovnani
s kontrolni skupinou 77 osob (2,59 pmol g globinu)®.

Osterman-Golkar a spol.”’ studovali metodou MED
vznik adukti SO-Val u laboratornich potkanti a mysi ex-
ponovanych styrenu a SO in vivo. Pfi zkoumani vztahu
mezi hladinou aduktd SO-Val a mirou expozice zjistili, ze
tato zavislost je pro nizsi davky (cca do 0,4 mmol SO/kg
zivé hmotnosti) linearni, ale pro vyssi davky strmost kiiv-
ky stoupd, zfejmé diky nasyceni mechanismi odbourava-
ni SO. Na tuto studii navazal Pauwels®, ktery podaval
intraperitonealné styren laboratornim myS$im v rozmezi
0 az 4,35 mmol kg™ Zivé vahy. Vysledna hladina adukti
SO-Val byla zjisténa v rozmezi < 10 az 305 pmol g™ he-
moglobinu.

Johansson a spol.'® exponovali ¢étyfi dobrovolniky pa-
ram styrenu znadeného *C o koncentraci 50 ppm po dobu
2 h. Poté v jejich krvi nalezli jen stopy adukti SO-Val zna-
genych “C, jejichz priméma odhadnutd hladina byla
0,3 pmol g™ globinu. Takto nizk4 hladina naraZela na teo-
retické limity analytické metody. Voditka a spol.** vylep-
Sili pouzivany postup MED zavedenim dodatecného ex-
trak¢niho kroku, ¢imz dosahli snizeni detek¢niho limitu
metody. Byli schopni stanovit hladinu adukti SO-Val na
tirovni desetin pmol g”' globinu u pracovniki profesional-
n¢ exponovanych styrenu.

Ackoliv je uziti MED do dnes$ni doby obecné nejroz-
SifenéjSim zplsobem biologického monitorovani proteino-
vych aduktl, v pfipadé monitorovani expozice styrenu
a SO je velkou nevyhodou velmi nizka reaktivita SO vuci
N-koncovému valinu uGstici v relativné velmi nizky obsah
aduktt SO-Val v globinu u lidi, a to i u pracovnikt profe-
sionaln€ vystavenych in vivo pomérné vysokym davkam
styrenu. Proto byly zkoumany dalsi cesty umoznujici sta-
noveni adukti SO s jinymi aminokyselinami.

4.2. Metoda s pouzitim Raneyova niklu

Aplikaci Raneyova niklu jako katalyzatoru selektivné
Stépiciho sulfidické vazby pfitomné v proteinu lze stanovit
cysteinové adukty. Pokud je Raneytv nikl pouzit v piipadé
proteinu nesouciho adukty SO s cysteinem (SO-Cys), dojde
k uvolnéni navazané molekuly SO v podobé 1-fenyl-
ethanolu a 2-fenylethanolu, které lze ze smési extrahovat
a snadno stanovit metodou GC. Tuto metodu poprvé za-
vedli Ting a spol.”? pro méfeni 2-fenylethanolu, ktery je
uvoliiovan z molekuly S-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)cysteinu.
U potkanti byla pozorovana dobra korelace mezi velikosti
expozice SO in vivo a mnozstvim uvolnéného 2-fenyl-
ethanolu z adukti SO-Cys.
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Na tuto praci navazali Rappaport a spol.”®, ktei{ tes-
tovali pouzitelnost metody na vzorcich hemoglobinu
a sérového albuminu ziskanych z lidské a potkani krve
exponované SO in vitro. Yeowell-O'Connell a spol."” roz-
§ifili méfeni i na 1-fenylethanol, ktery se uvolnil $t€épenim
sulfidické  vazby  S-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)cysteinu.
V této in vivo studii provedené na lidskych pracovnicich
byla nalezena korelace jen mezi hladinou adukti SO-Cys
pritomnych v sérovém albuminu u lidi a velikosti expozice
styrenu a SO v pracovnim ovzdusi. Podobna korelace
v piipadé adukti SO-Cys v hemoglobinu nebyla nalezena.
Hlavnim nedostatkem této a dal$ich podobnych studii vyu-
zivajicich Raneydv nikl byla potiz s relativné vysokymi
hladinami obou fenylethanold, které byly prekvapiveé po-
mérné vysoké (na trovni cca jednotek nmol g™ globinu)
a které byly pozorovany i u neexponovanych kontrolnich
0s0b®*®. Pfitom profesionalni expozice nevedly k vy-
znamnému zvyseni hladin téchto biomarkert.

4.3. Metoda alkalické hydrolyzy

Kyselina asparagova a kyselina glutamova navazané
do proteinového fetézce mohou diky svym volnym karbo-
xylovym skupindm vytvétet s molekulou SO estery. Este-
rovou vazbu téchto aduktii 1ze snadno Stépit alkalickym
¢inidlem (napft. 0,1 M-NaOH), pficemz dochazi k uvolnéni
styrenglykolu z globinu. Sepai a spol.'® pouzili SO znage-
ny radioaktivnim uhlikem '*C v koncentraci 8,7 mM k in
vitro inkubaci lidské krve po dobu 24 h. Analyzou styren-
glykolu dospéli ke zjiSténi, ze cca 15 % aduktti SO piitom-
nych v globinu bylo ve formé esterl. Byl proveden pokus
i o stanoveni adukti SO s kyselinou asparagovou a gluta-
movou u lidi exponovanych styrenu in vivo, ale nalezené
hladiny styrenglykolu byly pod limitem detekce metody
(< 15 pmol g™ globinu). Osterman-Golkar a spol.*’ navic
ve své studii zjistil, Ze estery SO jsou po svém vzniku
v organismu nestabilni, ¢imz se 1i§i od aduktd SO-Val.
Zatimco pokles obsahu adukti SO-Val po jednorazové
expozici styrenu u laboratornich zvifat byl pfiblizné linear-
ni, pokles obsahu adukti SO s kyselinou asparagovou ¢i
glutamovou byl mnohem rychlejsi, coz se nedalo vysvétlit
jen pouhym odbouravanim hemoglobinu obsahujiciho
adukty SO.

Rozsahlou srovnavaci studii provedli Yeowell-
O’Connell a spol.”’, ktefi inkubovali vzorky lidské, potka-
ni a mys$i krve in vitro riznym koncentracim SO v rozmezi
0 az 1000 pM. Po izolaci ptislusnych SO-modifikovanych
globinl v nich stanovili obsah adukti SO-Val metodou
MED, dale obsah adukti SO-Cys metodou s pouzitim
Raneyova niklu a obsah esteri SO metodou vyuzivajici
alkalickou hydrolyzu. Autofi pozorovali velké mezidruho-
vé rozdily v obsahu zkoumanych aduktt, zejména adukti
SO-Cys. Nejpocetnéjsimi nalezenymi adukty v lidské krvi
byly estery SO, nasledované S-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)
cysteinem, No-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)valinem a nejmé-
né¢ byl pfitomen S-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)cystein.
U mysi a potkant bylo toto pofadi jiné. Nejvice bylo
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nalezeno S-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)cysteinu nasledova-
né¢ho S-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)cysteinem a estery SO.
Adukty SO s jinymi aminokyselinami (napf. s histidinem
nebo lysinem) nebyly v této studii stanoveny.

4.4. Ostatni metody

Hemminki® se jako jeden z prvnich zabyval obecn&
vznikem aduktd SO s aminokyselinami. Studoval reakci
racemického SO s riznymi modelovymi polypeptidy, skla-
dajicimi se vzdy jen z jednoho druhu aminokyseliny. Poly-
cystein se ukazal jako nejreaktivnéjsi polypeptid, nasledo-
vany polyhistidinem, polylysinem a polyserinem. V dalsi
studii tentyZ autor zkoumal in vitro reakci radioaktivné
znateného SO s jednotlivymi  aminokyselinami
a s hemoglobinem. Pofadi reaktivity jednotlivych amino-
kyselin bylo opét cystein >> histidin > lysin > serin. Ve
shodé¢ s tim byly adukty SO s cysteinem nejvice zastoupe-
ny v hydrolyzatu hemoglobinu. Autor se ale nepokusil
izolovat jednotlivé adukty a fadné charakterizovat jejich
strukturu.

Lidsky globin inkubovany in vitro s riznymi koncent-
racemi SO byl studovén téz metodami soucasné proteomi-
ky. Takto modifikovany globin byl pak podroben enzymo-
vé hydrolyze trypsinem. Vzniklé tryptické Sté€py byly na-
sledné analyzovany velmi citlivymi LC-MS" technikami.
Timto zplsobem bylo mozno identifikovat pfesné misto
navazani molekuly na jednotlivé aminokyseliny v globino-
vém fetézci. Tak Kaur a spol.'' inkubovali hemoglobin in
vitro s 25 mM roztokem racemického SO. Naslednou
HPLC-MS analyzou tryptickych $tépt zjistili, Ze v globinu
prevazovaly histidinové adukty na B-His 143 a a-His 20.
V hydrolyzatu byly také nalezeny cysteinové adukty na
B-Cys 93.

Na tuto praci navézali dalsi autofi'?, ktefi inkubovali
lidsky hemoglobin se §ir§im rozsahem koncentraci SO,
a pfi tom zjistili vyskyt aduktt SO i na dalSich vazebnych
mistech v hemoglobinu. Badghisi a spol. analyzovali me-
todou LC-MS" s ionizaci elektrosprejem hemoglobin inku-
bovany s 40 mM koncentraci SO. Pfi tom zjistili vyskyt
aduktd SO na a-His 20, B-His 77, B-His 97, B-His 143,
B-Cys 93, a-Val 1 a B-Val 1. Kromé toho Basile a spol."
zjistili pouzitim kombinace LC-MS s elektrosprejovou
ionizaci a techniky MALDI-TOF u hemoglobinu inkubova-
ného s SO v molarnim poméru 1:107 (hemoglobin : SO)
vyskyt aduktt na o-His 20, a-His 72, B-His 97, a-Cys
104, B-Cys 93, B-Cys 112 a a-Val 1, kdezto u hemoglobi-
nu inkubovaného s SO v molarnim poméru 1:5 (hemo-
globin : SO) se navic vyskytovaly i adukty na a-His 45,
a-His 50, B-His 77, B-His 143 a B-Val 1. Vyznamnym
poznatkem téchto studii bylo zjiSténi, ze hlavnim primar-
nim cilem alkylace hemoglobinu pfi relativné nizkych
koncentracich SO in vitro je aminokyselina histidin, nasle-
dovana cysteinem a teprve az pak N-koncovym valinem.

V nedavné studii'® byly piipraveny vzorky hemoglo-
binu inkubovaného s nadbytkem racemického SO (zvoleny
molarni pomér hemoglobin : SO ¢inil 1:100 a 1:10) Tyto
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vzorky byly podrobeny enzymové hydrolyze pronazou.
Tim doslo kuvolnéni jednotlivych aduktdi SO
z modifikovaného hemoglobinu, které byly nasledné¢ ana-
lyzovany metodou LC-MS, ¢i po jejich derivatizaci sily-
la¢nim ¢inidlem metodou GC-MS. Bylo zjisténo, ze nejvi-
ce zastoupené adukty SO ve zkoumanych vzorcich jsou:
S-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)cystein, Nt-(2-fenyl-2-hydroxy-
ethyDhistidin a Ne-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)lysin. V mensi
mife byly detegovany i vSechny ostatni regioisomery
adukt SO s cysteinem, histidinem a lysinem (obr. 1).
Hlavni vyhodou pouzitého postupu je moznost souc¢asného
stanoveni vSech isomert aduktl SO, které se ve vzorku
vyskytnou. Navic po zafazeni dal$iho prekoncetrac¢niho
kroku pfi pfipravé vzorku (zakoncentrovani aduktl
z hydrolyzatu na SPE kolonkach) by bylo mozno timto
zpusobem potencialné stanovit i mnohem niz$i hladiny
aduktt SO, které by byly na trovni pmol g™' globinu.

5. Zavér

Vyse uvedeny vycet zdaleka neshrnuje vSechny meto-
dy stanoveni metaboliti styrenu v moci ¢i stanoveni aduk-
ta SO, které byly dosud pouzity pro biologické monitoro-
vani expozice laboratornich zvifat a lidi styrenu a SO. Zde
bychom mohli navic zminit zejména metody stanoveni
aduktt SO s DNA pochézejicim z leukocytd nebo stanove-
ni degrada¢nich produkti téchto DNA bazi v mo&i®. Ne-
Ize opomenout ani na moznost stanoveni aduktd SO ve
spermatu, ktery je dalSim pomérn¢ dostupnym biologic-
kym materidlem’’. Do budoucna Ize s rozvojem a zvy$ova-
nim citlivosti analytické instrumentace oCekavat znacny
pokrok pti vyuziti adukti SO s proteiny v rutinni labora-
torni praxi.
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M. Jagr’, V. Pacikovi’, and M. Petiicek®
(“Institute of Microbiology, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Prague, "Department of Analytical Chem-
istry, Charles University, Prague): Styrene and Styrene
Oxide: Their Metabolism and Analytical Methods for
Determination of Their Adducts with Proteins

A review of the current knowledge of the styrene and
styrene oxide metabolism in laboratory animals and hu-
mans. Styrene ranks among the most important monomers
in the manufacture of plastics and styrene oxide is the
main intermediate involved in its metabolism. Both chemi-
cals exhibit adverse effects. Various analytical methods
have been developed for assessing their concentrations in
organisms. Determination of their protein adducts shows
several advantages over their determination in urine or as
DNA adducts due to their stability and easy availability.
The protein adduct determination by a modified Edman
degradation, Raney-nickel cleavage, alkaline hydrolysis
and enzymatic hydrolysis is described. Styrene oxide ad-
ducts with various globin amino acids have been also stud-
ied by these methods. A modified Edman degradation has
proved to be a most sensitive method, with a limit of de-
tection of the order of pmol per g of globin.



