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Rozvoj metod speciacni analyzy arsenu
pro aplikace v toxikologickém vyzkumu

Ustav analytické chemie AV CR, v. v. .

Arsen je prvek, ktery je prosluly zejména svou akutni to-
xicitou. Jeho slouceniny se vSak v pribéhu ¢asu pouzi-
valy a pouZivaji nejen jako nastroj travic, ale i jako Iéi-
va na rtizné neduhy ¢i dokonce svérazné dopliiky stravy.
Pripomenime tfeba roztok arsenitanu znamy jako Fowle-
riv roztok, predepisovany v 19. stoleti na nejriznéj-

$i choroby, od koznich nemoci pres malérii a syfilis po
chudokrevnost. Mimochodem oxid arsenity se pouziva
k 1é¢enti leukemie i v moderni mediciné. Kuriozitou byl

zvyk pojidani arsenu ve Styrsku pro lepsi dychani v ho-

rach a zazivani i pro zlepSeni pleti u Zen. Dle védeckych
zprav z druhé poloviny 19. stoleti pojidaci arsenu bézné
uzivali davky pro normalniho clovéka smrtelné. V ¢eské

literature pak podobné praktiky poslouzily jako zaplet-

ka Arbesova romaneta Zdzracnd madona.

Arsen se bézné vyskytuje v prirodé pfirozené i ja-

ko néasledek kontaminace Zivotniho prostredi. Hlavnim

plvodcem arsenu v lidském téle byva pitna voda. Maxi-
malni hodnota doporu¢ena WHO pro arsen v pitné vo-
dé i ceska norma je 10 pgy/l. Ve svété vsak existuji roz-

sahlé oblasti, kde neni dostupna pitna voda obsahujici
arsen v bezpecnych koncentracich. WHO odhaduije, ze
ve svété je tak ohroZeno arsenem priblizné 100 miliond

lidi. Z potravin se arsen naléza zejména v mof‘skych ry-

bach nebo v ryzi, ktera arsen akumuluje. Pfedmétem

zajmu toxikologli v poslednich letech jsou hlavné chro-
nické cinky relativné nizkych davek arsenu. Bylo proka-

zano, Ze chronicka expozice zpisobuje Fadu zavaznych
onemocnéni, vcetné rakoviny,
diabetu a kardiovaskularnich
chorob.

Arsen nalézéme v celé radé
sloucenin. Toxicita i dalsi vlast-
nosti arsenu, ovliviiujici na-
priklad transportni procesy
v piirodé, silné zavisi na jeho
chemické formé. Nékteré, tre-
ba oxid arsenity (znamy jako
arzenik, otrusik, utrejch), jsou
prudce jedovaté. Na druhé
strané arsenocukry nachézeji-
ci se v morskych rasach nebo
arsenobetain, ktery je prevla-
dajici formou arsenu v potra-
vinach morského pdvodu, jsou
toxické velmi malo nebo dpiné
neskodné.

Metabolismus arsenu a me-
chanismy jeho plsobeni jsou
intenzivné studovany v mno-
ha laboratofich. Tyto studie
samozi'ejmé vyZzaduji adekvat-
ni analytické metody. Nestaci
znét celkovou koncentraci prv-
ku, ale také v jakych chemic-
kych formach - speciich - se
vyskytuje a jak se zastoupeni
jednotlivych forem (metaboli-
tll) méni, to vse ve stopovych
koncentracich.

Plasma v ICP-MS
spektrometru.

Soucasné nejbéznéjsi postupy pro kvantitativni ana-
lyzu specii arsenu jsou zaloZeny na postupech kombi-
nujicich separacni krok, nejcastéji vysokoucinnou ka-
palinovou chromatografii (HPLC), s citlivou prvkové
specifickou detekci. Problémem je ale nutnost extrak-
ce arsenovych specii z biologické matrice, kde hrozi ne-
dokonalé dcinnost. Pri extrakci a separaci existuje rizi-
ko rozkladu, respektive prfemény vysoce nestabilnich
a pritom silné toxickych specii pivodné pritomnych ve
vzorku. Limitem i pFi vyuZiti modernich hmotnostné
spektrometrickych technik je také citlivost metod, da-
né& objemem davkovaného vzorku omezenym separacni
metodou na desitky az stovky mikrolitrd.

Alternativou jsou postupy vyuZzivajici generovani
tékavych hydridd, tj. v pripadé As arsenovodikid -
arsanl. Vzorek se nechava zreagovat v kyselém pro-
stiedi s redukénim Cinidlem - tetrahydridoboritanem.
PGvodni arsenové specie s rliznym poctem methylo-
vych skupin se preméni na plynné methylované arsa-
ny. Ty se oddéli od kapalné reakéni smési obsahujici
zbytky vzorku a zachyti se ve vymrazovaci trubici chla-
zené kapalnym dusikem. Po ukonéeni reakce se trubi-
ce zahreje, arsany se podle bodu varu postupné uvol-
fuji a jsou detekovany citlivymi metodami analytické
atomové spektrometrie. PouzZitim rdznych reak¢nich
podminek Ize také selektivné generovat arsany pouze
z vybranych specii. Techniky zalozené na generovéni
hydridd poskytuji vysokou citlivost danou moznosti
prekoncentrace a nevyZzadu-
ji slozitou pfipravu vzorkd,
maji viak z principu omeze-
nou selektivitu, protoze doka-
zou rozlisit pouze CtyFi téka-
vé slouceniny arsenu: arsan
a mono-, di- a trimethylarsan.

Oddéleni stopové prvkové
analyzy Ustavu analytické che-
mie AV CR, v. v. i, je prednim
svétovym pracovistém zameé-
fenym na generovani hydri-
di pro analytickou atomovou
spektrometrii. Od roku 2004,
kdy zacali odbornici z tohoto
oddéleni spolupracovat s to-
xikologickou laboratofi v De-
partment of Nutrition, Uni-
versity of North Carolina at
Chapel Hill (UNC), se vénuji
také speciacni analyze arsenu,
zejména s vyuZitim generové-
ni hydridd. V ramci této spo-
lupréce rozvinuli postup se-
lektivniho generovani hydrid
s vymrazovanim a detekei ato-
movou absorpéni spektrome-
trii pro stanoveni troj- a péti-
mocnych methylovanych specii
v biologickych vzorcich. Meto-
dika umoZiiuje i stanoveni pfi-
mo z bunécnych lyzati nebo
ze suspenze homogenizova-
né tkané bez rizikovych krokd
rozkladu nebo extrakce.
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Aparatura pro ultrastopovou speciacni analyzu
arsenu s generovdnim hydridi, vymrazovdnim
a ICP-MS detekci.

Od roku 2012 v ramci projektu Ministerstva skolstvi,
mladeze a télovychovy Kontakt Il LH12040 pro spolu-
praci s USA byla tato metodika adaptovana pro spojeni
s vysoce citlivou detekci hmotnostni spektrometrif s in-
dukéné vazanym plazmatem (ICP-MS). Vysledny po-
stup dosahuje v soucasnosti nejlepSich mezi detekce
pro speciacni analyzu arsenu vibec, na Grovni pikogra-
md pro anorganicky arsen a jesté o fad méné pro me-
thylované specie. To umoziiuje provadét metabolické
experimenty odpovidajici prirozenym hladindm zéatéze
nebo provadét analyzy v mikrovzorcich. Metoda je kro-
mé laboratofre oddéleni stopové prvkové analyzy Ustavu
analytické chemie AV CR, v. v. i., zavedena pro rutinni
analyzy i na UNC. Publikovana uz byla napriklad studie
zaloZena na analyzach z moci izolovanych bunék odlou-
cenych z vystelky mocového méchyre jako indikatoru
expozice arsenu v korelaci s vyskytem arsenem indu-
kovaného diabetu. Soucasti tohoto projektu byl i vyvoj
srovnavaci separaéni HPLC metody pro stanoveni nesta-
bilnich arsenovych specii s ICP-MS detekci.

V' pokracovani tohoto projektu na roky 2016-2017
(projekt Ministerstva Skolstvi, mladeze a télovychovy
Kontakt Il LH15174) jsou planovény v tésné spolupréci
s UNC dpravy a testovani vyvinutych metod pro obtizné
matrice vzorki pred jejich aplikaci na rozsahlejsi studie.
Obecnym smyslem tohoto projektu je rozvoj metod sto-
pové speciacni analyzy, které povedou k lepSimu pocho-
peni rizika a mechanismu zavaznych onemocnéni spoje-
nych s chronickou expozici arsenu. Jedna se predevsim
0 vyvoj metod pro stanoveni specii arsenu v krvi, kde
dosavadni metody nedostacuiji citlivosti, a o metody pro
rychly screening i exaktni analyzu obsahu zejména anor-
ganického arsenu v potravinach moi‘'ského ptivodu.

Prestoze formalnim partnerem projektu je labora-
tof na UNC, tento vyzkum je soucasti sité neformalni
spoluprace s dal$imi partnery. Jde zejména o spolupraci
s laboratoremi Mexiku - Universidad Auténoma de Chi-
huahuaa CINVESTAV, Department of Toxicology -, které
tizce spolupracuji s laboratofi UNC pi ziskavani vzork(
z oblasti s vy$sim vyskytem arsenu ve vodé. Soucasti pro-
jektu je také stanoveni toxikologicky vyznamnych forem
arsenu, zejména arsenicnanti a arsenitand, v morskych
potravinach ve spolupraci s National Research Council
v Ottawé (NRC), Kanada. Toto pracovisté je mimo jiné
vyznamnym svétovym producentem certifikovanych re-
ferencnich materialG a prikopnikem referencnich mate-
rialti s certifikovanou specia¢ni informaci.

Viyhodou pracovisté odd€leni stopové prvkové analy-
zy Ustavu analytické chemie AV CR, v. v. i., pii Feseni ana-
lytickych problému je dostupna kombinace metod, které
se vzajemné dopliuji. Role zahranicniho partnera v pro-
jektu vychaziz ispéSného modelu dosavadni spoluprace,
kdy se laborator Ustavu analytické chemie AV CR, v. v. .,
vénuje vyvoji a validaci analytické metody, kterd je pak
zavedena a aplikovana na UNC. Vysledky jsou publiko-
vany formou ¢lankd autorti z obou pracovist.
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