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Uvod

V pracovnom a Zivotnom prostredi je v sticasnosti
mozné identifikovat’ niekol’ko sto polycyklickych aroma-
tickych uhlovodikov (PAU) s rdznymi toxikologickymi
vlastnost'ami. K vyznamnym priemyselnym prevadzkam
s expoziciou PAU patria prevadzky s koksarenskym spra-
covanim  Cierneho  uhlia,  plynarne,  prevadzky
s elektrolytickou vyrobou hlinika, Zeleziarne, oceliarne'.
Kompletna problematika emisii vypastanych do Zivotného
prostredia z koksovni je dnes stale aktudlna.

Charakteristickym Struktarnym znakom PAU je kon-
denzovany systém dvoch alebo viacerych aromatickych
jadier obsahujucich uhlik a vodik s jadrami spojenymi
parom atémov uhlika. Zdrojom PAU v pracovnom prostre-
di je pyrolyza alebo nedokonalé spalovanie latok organic-
kého povodu (koks, decht, smola, asfalt, olej)l. Zmes pro-
duktov pyrolyzy zavisi od spalovanej latky, teploty a dfz-
ky horenia. PAU sa emituju ako plyny zo zony horenia
a kondenzuju na Casticiach sadzi alebo sa formuju na malé
Castice. Tieto procesy vedu k vzniku zmesi roznych PAU.
Dominuju zlG¢eniny s troma a Styrmi jadrami, karcinogén-
ne st zliCeniny s piatimi az Siestimi aromatickymi
jadrami'?. K najvyznamnej$im zli¢eninim PAU v pracov-
nom prostredi patria naftalén, antracén a benzo(a)pyrén’.
Akutnu formu expozicie PAU charakterizujil bolesti hlavy,
nauzea, zvracanie, slzenie, hemolyticka anémia, dermatiti-
da, kozny erytrém, palenie, svrbenie, slzenie'. PAU sa do
organizmu dostavaju inhaldciou, traviacim systémom
a Ciastoéne pokozkou”. PAU sa po resorbovani do organiz-
mu biotransformujt. V priebehu I. fazy metabolickej akti-
vécie, epoxidéacie prostrednictvom enzymatickej katalyzy
cytochromom  P-450, vznikaji  medziprodukty -
PAU-epoxidy. Reaktivne epoxidy mézu byt konjugované
s glutationom (detoxikacna reakcia). Epoxidy, ktoré nie su
konjugované s glutationom, sa d’alej transformujt na feno-
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ly alebodioly. Napr. pyrén sa metabolizuje na
1-hydroxypyrén (1-HOP). 1-HOP vSak nie je dostatocne
polarny, a preto sa v II. faze biotransformacie spaja, konju-
guje s endogénnou latkou kyselinou glukuronovou, za
vzniku  netoxického  konjugatu  1-HOP-glukuronidu
(1-HOP-Glu). 1-HOP-Glu je polarnejsi a biologicky menej
aktivny nez povodna latka. 1-HOP ajeho glukuronidovy
konjugat 1-HOP-Glu su akceptovatelnymi biomarkermi ex-
pozicie PAU. Okrem nich moZno sledovat’ ivylu€ovanie
inych minoritnych markerov, napr. 3-hydroxybenzo(a)pyrén
alebo 7,8,9,10-tetrahydroxybenzo(a)pyrén’. Najuniverzal-
nejSim testom monitorovania expozicie PAU vSak ostava
stanovenie koncentricie 1-HOP v mo&i* (obr. 1). Stanove-
nie 1-HOP v mo¢i metédou HPLC s fluorescenc¢nou detek-
ciou umoziluyje stanovit’ 1-HOP aj po uvol'neni z komplexu
1-HOP-Glu po enzymatickej hydrolyze (preanalyticka faza
metody).

Podl'a Medzinarodnej agentlry pre vyskum rakoviny
(International Agency for Research on Cancer, IARC)
patria sadze, Ciernouhol'ny decht a smola medzi dokazané
huménne karcinogény (skupina 1). Benzo(a)pyrén, najcas-
tejsie sa vyskytujuci indikator PAU a kreozoty patria me-
dzi pravdepodobné karcinogény (skupina 2A) s cielovymi
organmi pl'uca a koza®

V Slovenskej republike sa na biologické monitorova-
nie expozicie PAU odporica stanovenie koncentracie
1-HOP v moci. Pre 1-HOP je biologickd medznad hodnota
(BMH) legislativou upravena na hodnotu 5,66 pgl™
1-HOP, resp. 3,77 pg g kreatininu 1-HOP v mo&i. BMH
sa uvadzaju ako orientacné hodnoty v pg zistovaného
faktora na 1000 mg kreatininu za predpokladu, Ze obsah
kreatininu v mo¢i je 1500 mg I"' moéu’.

Chromatografické stanovenie 1-HOP v moci je analy-
ticky najrozsirenejSim testom biomonitorovania expozicie
PAU. Biomarker 1-HOP v mo¢i je mozné stanovit meto-
dou LC/MS®, alebo HPLC-ED’®. K najéastejsie pouZiva-
nym technikdm stanovenia patri metéda HPLC
s fluorescenénou detekciou’**. Na separaciu hydrolyzova-
nej matrice sa pouzivaju extrakéné techniky. Publikované
su vyznamné schémy rychlej a selektivnej pripravy mocu
pred vlastnym stanovenim 1-HOP, ako SPE extrakcia
(cit.*"""*1%), alebo v rutinnej laboratérnej praxi vytladana
LLE extrakcia’.

V ¢lanku je popisané validdcia uZ publikovanej meto-
dy na stanovenie 1-HOP v mo¢&i technikou HPLC''¢, kto-
ri sme uviedli do rutinnej klinickej praxe, ako diagnostic-
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Obr. 1. Struktirny vzorec 1-hydroxypyrénu, biomarkera
expozicie PAU
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ky najvhodnej$i postup biologického monitorovania pra-
covnikov exponovanych PAU.

Experimentalna ¢ast’
Chemikalie

1-HOP (98 %) a acetonitril (99,9 %) kvality HPLC
boli ziskané od firmy Sigma-Aldrich (USA). Metanol
(99,9 %) kvality HPLC a octan sodny bezvody p.a. od
firmy Merck (Nemecko). Na enzymaticka hydrolyzu bol
pouzity stabilizovany vodny roztok enzymu f3-
glukuronidéza/arylové sulfatdza z Helix pomatia od firmy
Merck (Nemecko). Certifikovany referencny material
(CRM) Clin Chek, kat.€. 8869, lyofilizovany huméanny
mo¢ s obsahom 1-HOP v dvoch réznych koncentra¢nych
hladinach 3,4 ug1"' (2,2-4,6 pgl™") a18,0 ugl" (13,0~
23,0 pg I™") bol ziskany od firmy Recipe (Nemecko). De-
ionizovand voda bola pripravend v laboratdriu zariadenim
Aqual 35, firmy Merci Slovakia (Slovensko).

Pristroje a zariadenia

Na separaciu a stanovenie 1-HOP v moci bol pouzity
kvapalinovy chromatograf Shimadzu LC 20 Prominence
(Japonsko) s fluorescencnym detektorom RF-10 AXL
(excitacia pri 242 nm, emisia pri 388 nm). Na separaciu pri
teplote 30 °C bola pouzita analytickd kolona Discovery®
HS C18, 15 cm x 4,6 mm; 5 um a predkolonka Supelguard®
Discovery C18, 2cm x 4,6 mm; 5 um (Supelco, USA).
Ako mobilnd fiza bola pouzitd zmes acetonitril : voda
(60 : 40, v/v), s prietokom 1,0 ml min™'. Davkovany ko-
necny objem vzorky na chromatografick kolénu bol 30 pl.

SPE extrakcia bola uskutocnena na dvanastpoloho-
vom vakuovom extraktore Visiprep SPE Vacuum Mani-
fold (Supelco, USA) s pouzitim SPE koloniek LiChrolut®
RP-18, 100 mg ml"' (Merck, Nemecko). Na pripravu za-
sobného roztoku 1-HOP bol pouzity utrazvukovy pristroj
Elmasonic S15H (Chromservis, Slovensko). Na enzyma-
ticku hydrolyzu vzorky mocu bola pouzita trepacia vodna
kapel’ GFL 1083 (Labortechnik, Nemecko).

Priprava Standardnych roztokov

Zasobny roztok 1-HOP s koncentraciou 1 mg ml™" bol
pripraveny rozpustenim 100 mg 1-HOP v 100 ml metanolu
za pomoci ultrazvuku pri laboratornej teplote. Pracovné
roztoky s radovo niz§imi koncentraciami 1-HOP boli pri-
pravené riedenim zasobného roztoku metanolom. Uvedené
pracovné roztoky Standardu boli uchovavané v chladnicke,
pri teplote 2—8 °C.

Z pracovného roztoku 1-HOP (100 pg 1'") boli po-
stupnym riedenim pripravené roztoky na ziskanie kalibrac-
nej zavislosti v rozsahu 0,5-20,0 ug 1" 1-HOP. Na riede-
nie bol pouzity mo¢ od zdravého darcu, ktory nebol expo-
novany PAU. Kalibra¢na zavislost’ bola zostrojend pouZi-
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tim  Siestich roztokov Standardu 1-HOP v moci
s koncentraciami 0,5 ; 1,0 ; 5,0 ; 10,0; 18,0 a 20,0 pg I
1-HOP.

Priprava vzoriek biologického materidlu

Mo¢ na stanovenie 1-HOP bol odoberany do plasto-
vych skiimaviek. Vzorky mocu boli ziskané od pracovni-
kov exponovanych PAU v case, ked’ bola predpokladana
koncentracia analytu v mo¢i najvysSia, t.j. na konci pra-
covnej zmeny, koncom pracovného tyzdina. K 5 ml mocu
bolo pridanych 5 ml 0,2 M octanového tlmivého roztoku
(pH 5). Zmes sa enzymaticky hydrolyzovala pdsobenim
enzymu B-glukuroniddza/arylovd sulfatdza, po dobu
16 hodin, v trepacej vodnej kupeli pri teplote 37 °C (cit.'®).
Enzym B-glukuroniddza/arylovd sulfatdza hydrolyzoval
konjugovany glukuronid 1-HOP-Glu na glukuronat
a 1-HOP.

SPE extrakcia 1-HOP z biologickej matrice

VySetrovany analyt 1-HOP bol extrahovany z mocu
upravené¢ho enzymatickou hydrolyzou, pouzitim SPE ex-
trakcie, mierne modifikovanym postupom podrl'a'>'’. Kon-
dicionovanie SPE koldnky sa uskutocnilo premytim 2 ml
metanolu a 2 ml deionizovanej vody. Na aktivovanu extra-
ként kolonku bol aplikovany 1 ml mocu. Kolonka bola
premyta 3 ml deionizovanej vody. Na eliciu zadrzaného
analytu bol pouzity 1 ml metanolu. Eluat bol nasledne
zachytavany do vialky a vystupny supernatant v objeme
30 ul bol pouzity na HPLC analyzu.

Vysledky a diskusia

Validacia metody ako proces stanovenia analytickych
poZziadaviek a potvrdeni, Ze metdda mé vykonnostné para-
metre porovnatel'né s parametrami, ktor¢ jej pouzitie vyZza-
duje, bola prevedena podla ICH Harmonised Tripartite
Guideline'®.

Potvrdenie identity a Specifickosti metody

Na identifikaciu Standardu 1-HOP bol pouzity jeho
retencny cas (fg), ktory bol za naSich uvedenych experi-
mentalnych podmienok 7,5 min (obr. 2).

Specifickost HPLC metédy je schopnost stanovit
1-HOP v pritomnosti zloziek, ktorych pritomnost’ mézeme
ocakavat, napr. necistoty alebo produkty rozkladu vysetro-
vanej matrice, mocu. Pri analyze blanku (obr. 2) sme ne-
zaznamenali vplyv matrice, resp. iné so sledovanym analy-
tom 1-HOP interferujice alebo koelujuce latky, ¢im sme
potvrdili Specifickost’ nasej HPLC metody. Blankom bol
mo¢ dodany od pacienta, nefajiara, profesionalne neexpo-
novaného PAU.
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Obr. 2. Chromatogramy blanku a moc¢u s pridavkami $tandardov 1-HOP (#z= 7,5 min). Koncentracie 1-HOP v mo¢i st 0,5; 1,0; 5,0;

10,0 2 20,0 pug I”* 1-HOP

Pracovny rozsah a linearita

Pre HPLC met6du bol nastaveny rozsah koncentracii
1-HOP, vktorom bude metdoda aplikovand nielen
na neexponovanu Cast populacie, ale aj na vySetrovanie
vzoriek mocu uPAU exponovanych pracovnikov. Na
obr.2 je po SPE extrakcii zndzorneny chromatogram
HPLC analyzy moc¢u aj s pridavkom roztokov jednotlivych
kalibraénych Standardov 1-HOP, ktoré boli pouzité na zo-
strojenie kalibra¢nej zavislosti. Slepou vzorkou bol nativ-
ny moc¢, ziskany od darcu neexponovaného PAU. Odozva
fluorescenéného detektora bola linedrna v rozsahu koncen-
tracii 0,5-20,0 ug I, o zahfiialo nami sledované terapeu-

koeficientom r = 0,9994; kde y je odozva fluorescencného
detektora, plocha piku 1-HOP (mV min) a x je koncentra-
cia 1-HOP (ug 1.

Medza detekcie (LOD) a medza stanovitel'nosti
(LOQ) metody

Hodnoty LOD a LOQ boli uréené zo smerodajnej
odchylky opakovanych merani slepych vzoriek. Hodnoty
LOD a LOQ odpovedali trojnasobku, resp. desatnasobku
smerodajnej odchylky signalu slepého pokusu. Hodnoty
LOD a LOQ pre HPLC stanovenie 1-HOP v mo¢i boli
0,08 pg I 20,26 pg 1. Dosiahnuté vysledky si vyssie

tické rozmedzie (obr. 3) Kaid}'/ zo Siestich roztokov kalib- ako v podobn}'/ch précach”‘w, ale porovnatel’né
racného Standardu bol davkovany trikrat. Regresna rovnica shodnotami LOD pre 1-HOP uvedenymi napr.
kalibracnej zavislosti pre sledovany analyt, 1-HOP v moci v publikéciilg.
po SPE extrakcii bola 'y = 281463 x + 61721 s korelacnym
Tabul’ka I
Presnost’ stanovenia biomarkera 1-HOP v mo¢i metodou HPLC
Biomarker 1-HOP Presnost’ Koncentracia 1-HOP RSD
[pg 1] Priemer (SD) [ug 1] [%]
1,0 opakovatel'nost’ 0,83 (0,08) 9,8
reprodukovatel'nost’ 0,74 (0,06) 8,6
10,0 opakovatel'nost’ 9,86 (0,71) 7,2
reprodukovatel’nost’ 9,92 (0,68) 6,9
20,0 opakovatel'nost’ 19,25 (1,13) 5,9
reprodukovatel'nost’ 19,59 (0,93) 4.8
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Obr. 3. Oblast’ linearnej odozvy detektora (0,5-20,0 ug 1! 1-HOP)

Presnost’ metddy

Presnost’ metody sme overovali ako opakovatelnost’
a vyjadrili hodnotou RSD (%) z desiatich opakovanych
merani vzoriek mocu, ktoré¢ sme uskutocnili v jeden den.
Opakovatel'nost’ sme urcili v troch koncentra¢nych hladi-
nach 1,0, 10,0 a 20,0 pg I 1-HOP. Vysledky su uvedené
v tab. I, z ktorej vyplyva, ze dosiahnutd opakovatelnost’
HPLC analyzy vyjadrena ako RSD v obidvoch koncentrac-
nych Urovniach neprekrocila 9,8 %. V praci Pires de Rego
bola hodnota RSD pod 8 % (cit."), alebo v préci Lee bola
pod 10 % (cit.'®).

Reprodukovatel'nost’ sme urcili opakovanym stanove-
nim jednej vzorky mocu v troch vybranych koncentrac-
nych hladinach 1,0, 10,0 a 20,0 pug ! 1-HOP, pocas Sies-
tich réznych dni. Hodnoty RSD pri obidvoch sledovanych
koncentraciach 1-HOP neboli vyssie nez 8,6 %, ako doku-
mentuje tab. I. V praci Kawamota bola pri koncentrécii
1,0 pg I 1-HOP hodnota RSD 10,7 % (cit."").

Tabul’ka I1

125 15.0 175 Cane.
1-HOP, pg I

Spravnost, vytaznost metody

Spravnost’” metody (jej vytaznost) bola overovana
analyzou CRM pre 1-HOP pri dvoch réznych koncentra-
ciach 1-HOP (tab. II). Analyza jednotlivych CRM sa zopa-
kovala Styrikrat. Vytaznost' 1-HOP v oboch koncentrac-
nych hladinach po SPE extrakcii bola 78,8-93,5 %. Hod-
noty ziskanych vytaznosti sa blizili podobnym tdajom
publikovanym v literatare'>'*. Ako pozniamku uvadzame,
ze v ramci preanalytickej fazy stanovenia bol 1-HOP izo-
lovany zmou aj LLE extrakciou podla postupu’
(z ekonomickych, ¢asovych dovodov). Mo¢ sa po uvede-
nej enzymatickej hydrolyze zmieSal s metanolom a pri
laboratornej teplote 25 °C ultrazvukoval v lazni po dobu
4 minut. Ziskanych 30 pl supernatantu (nutna predkolon-
ka) bolo pouzitych na chromatograficki analyzu. Vytaz-
nost’ ziskana uvedenym postupom bola v porovnani s SPE
extrakciou nizsia, 75 % (vyjadrend na koncentracnej Grov-
ni CRM Level I 3,4 pg I™' 1-HOP). V nasich laboratornych

Spravnost’ stanovenia biomarkera 1-HOP v moc¢i metédou HPLC

CRM pre 1-HOP Koncentracia 1-HOP RSD [%] Vytaznost’ [%]
[ug1™ Priemer (SD) [pg ']

Level I :

3,4 (2,2-4,6) 2,68 (0,33) 12,4 78,8
Level I :

18,0 (13,0-23,0) 16,83 (0,99) 5,7 93,5
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Spravnost HPLC metody stanovenia 1-HOP v moéi na arovni externého hodnotenia kvality Ustavom a Klinikou pracov-
ného lekarstva, socidlnej a environmentalnej mediciny Univerzity Erlangen-Nuremberg, G-EQUAS 51, v roku 2013

Biomarker Dosiahnuty vysledok Referencnd hodnota Deklarované toleranéné
1-HOP [ng 1] [pg 1] rozmedzie [pg ']

A 0,19 0,23 0,11-0,35

B 0,44 0,49 0,31-0,67

podmienkach bola jednozna¢ne uprednostnena SPE extra-
kcia 1-HOP z mocu.

Robustnost’ metody

Pri testovani robustnosti metddy bol sledovany vplyv
zmeny zloZenia mobilnej fazy (60 + 2 % acetonitrilu)
a teploty kolony (30 = 2 °C) na retenciu a plochu pikov
1-HOP. So zvySujucim sa podielom organickej zlozky
mobilnej fazy a so zvySujlicou sa teplotou koloény sa re-
tencny ¢as 1-HOP znizoval.

Pri zmene zlozenia mobilnej fazy bol retencny cas
1-HOP v intervale 6,73-8,46 min. Plocha piku bola
vrozmedzi 98,6-102,1 % (plocha piku za optimalnych
analytickych podmienok bola 100 %). Zmena teploty kolo-
ny sposobila len malt zmenu v retencnych casoch (7,35—
7,70 min) a ploche piku 1-HOP (97,7-98,4 %). Ziskané
vysledky potvrdzuju robustnost’ metody.

Verifikacia metody

Overenie spravnosti HPLC metody na Grovni externé-
ho hodnotenia kvality bolo uskuto¢nené zapojenim sa la-
boratéria do cyklu hodnotenia kvality Ustavom a Klinikou
pracovného lekarstva, socialnej a environmentalnej medi-
ciny Univerzity Erlangen-Nuremberg, Nemecko v jednom
z kontinualnych programov pre vzajomné porovnavanie
toxikologickych analyz v biologickom materiali pre pra-
covné lekarstvo a environmentalnu medicinu, G-EQUAS
51, vroku 2013. Vystupy hodnotenia kvality pre biomar-
ker 1-HOP v mo¢i st zdokumentované v tab. I1I. Vysledky
nasho pracoviska, stanovenie koncentracie 1-HOP pre dve
vzorky A a B, sa nachadzali v toleranénom rozmedzi de-
klarovanom Ustavom a Klinikou pracovného lekarstva,
socialnej a environmentalnej mediciny Univerzity Erlan-
gen-Nuremberg. Vysledky pre nase pracovisko boli vy-
hodnotené pozitivne.

Zaver

Expozicia polycyklickym aromatickym uhl'ovodikom
predstavuje riziko pre l'udsky organizmus. Metabolit pyré-
nu, 1-hydroxypyrén, je v praxi vyuzivanym biomarkerom
sledovania profesiondlnej alebo neprofesiondlnej (napr.
nikotinizmus) expozicie polycyklickym aromatickym uh-
Tovodikom. Clanok sa zaobera validaciou HPLC met6dy
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na stanovenie 1-HOP v moc¢i. Pre nasledné pouzitie meto-
dy v klinickej praxi je dolezité, aby sa vyznacovala efek-
tivnou Gpravou vzorky biologického materialu, ¢o predsta-
vuje SPE extrakcia. Hodnoty LOD a LOQ pre HPLC sta-
novenie 1-HOP v mo&i st 0,08 ug 1™ 20,26 pg 1. Pres-
nost’ a spravnost’ vyjadrené prostrednictvom hodnét RSD
st nizSie ako 9,8 %. Vytaznost sa pohybuje v rozmedzi
78,8-93,5 %. Metoda HPLC s citlivou fluorescenénou
detekciou je vhodnou metédou pre rutinné stanovenie
1-hydroxypyrénu v moci ako biomarkera expozicie karci-
nogénnym PAU.
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Laboratorni pfistroje a postupy

1. Bajusova and L. Legath (Department of Occupa-
tional Medicine and Clinical Toxicology, Faculty of Mesi-
cine, P. J. Safarik University, KoSice and L. Pasteur Uni-
versity Hospital, KosSice, Slovakia): Validation of HPLC
Determination of 1-Hydroxypyrene in Urine

Exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH)
is aserious hazard for human health. 1-Hydroxypyrene
(1-HOP), a major metabolite of pyrene, is used as a bio-
marker for the assessment of an exposure to PAH. The
article deals with the validation of the HPLC determina-
tion of 1-HOP with fluorescence detection. 1-HOP was
isolated from urine by solid phase extraction. The detec-
tion and quantification limits are 0.08 and 0.26 ug 1™, re-
spectively. RSD of precision and accuracy are lower than
9.8 %. The recoveries are 78.8-93.5 %. This method can
be used to determine and monitor the urinary 1-HOP in
workers exposed to PAH.



