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Abstrakt

Diplomova prace se zabyvad metodou kapalinové chromatografie s postkolonovym
generovanim hydridl ve spojeni s hmotnostni detekei s indukéné vazanym plazmatem
(HPLC-HG-ICP-MS) pro analyzu glutathionovych komplext arsenu v biologickych
vzorcich. Cilem bylo ovéfit vhodnost metody a provést pilotni studie na enzymatické
methylacni smési arsenu s glutathionem a v moci.

Zatazeni kroku postkolonového generovani hydrida fe$i problém zmény citlivosti
ICP-MS pii pouziti gradientové eluce. Pomoci standardli glutathionovych komplexti
bylo ovéteno, Zze metoda HPLC-HG-ICP-MS umozZziuje kvalitativni 1 kvantitativni
analyzu téchto komplext. Mez detekce byla stanovena na 5 pg/ml. Analyzou
methylacni smési arsenu s glutathionem bylo zjiSténo, ze ve smési se v prub&hu
methylace vyskytuje pouze komplex dimethylarsen glutathion (DMAs(GS)) a bylo
ovéfeno, ze pfitomnost enzymu je pro vznik komplexu nezbytna. Ve vzorcich moci
neexponovanych lidi analyzovanych metodami HPLC-HG-ICP-MS a generovanim
hydridd s vymrazovanim ve spojeni s hmotnostni detekci s indukéné vazanym
plazmatem (HG-CT-ICP-MS) byla zjisténa pouze pfitomnost volnych pé&timocnych

arsenovych specii, glutathionové komplexy ani trojmocné specie pozorovany nebyly.

Klicova slova
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Abstract

This thesis develops high-performance liquid chromatography-inductively coupled
plasma mass spectrometry (HPLC-HG-ICP-MS) method used for the analysis of
glutathione arsenic complexes in biological samples. The aim of the thesis was to verify
the suitability of this methods and to perform pilot studies on analysis of the enzymatic
methylation assay containing glutathione and urine.

Inclusion of post-column hydride generation step resolves the problem of changing
sensitivity of ICP-MS with gradient elution. Using the standards of glutathione
complexes, it was verified that the HPLC-HG-ICP-MS method can provide both
qualitative and quantitative analysis of these complexes. The limit of detection was
found at 5 pg/ml. Analysis of the methylation assay of arsenic with glutathione showed
that only DMAsSGS complex occurs in the assay during methylation. It was verified that
the presence of the enzyme is required for the complex formation. In the samples of
urine from unexposed people analyzed by HPLC-HG-ICP-MS and hydride generation-
cryotrapping-inductively coupled plasma mass spectrometry (HG-CT-ICP-MS), only
the presence of free pentavalent arsenic species was found, whereas neither glutathione

complexes nor trivalent species could be observed.
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1 Uvod

Chronické otrava arsenem je povazovana za celosvétovy problém. Dosud vsak neni
zcela objasnén jeho metabolismus v lidském téle, jehoz hlavni drahou je methylace.
V mo¢i exponovanych jedincil byly nalezeny tyto arsenové specie: iAs", iAsY, MAs'",
MAsY, DMAs"' a DMAs". Pro toxikologické studie t&chto metabolitd je nezbytné
pouziti speciacnich analytickych metod. Vyvijeni téchto metod je velmi obtizné
vzhledem Kk rtiznorodosti matric biologickych vzorku a zejména vzhledem k nestabilité
nékterych arsenovych metaboliti Nejvice pouzivanou metodou je HPLC-ICP-MS.
Separace je nejcastéji provadéna aniontové vyménnou chromatografii, méné Casto pak
iontové parovou chromatografii. Tyto v souCasnosti pouzivané metody vSak pfi
stanoveni nestabilnich specii trpi zavaznymi problémy.

Nékteré teorie predpokladaji, Ze pro metabolismus arsenu jsou vyznamné komplexy
arsenu s glutathionem. Jiz bylo zjisténo, Zze tyto komplexy nelze separovat pomoci
iontové vyménné a iontové parové chromatografie [1] [2]. Tato préce navazuje na
uspésny vyzkum metody separace komplexi na koloné s reverzni fazi s organickym
gradientem mobilni faze [3] [4]. Problémem této metody je zména citlivosti béhem
analyzy s induk¢né vazanym plazmatem vlivem organické slozky mobilni faze, kterad
muze byt odstranéna zatazenim postkolonového generovani hydridd. Cilem této prace
bylo rozvinout metodu HPLC-HG-ICP-MS pro ucely analyzy komplexi arsenu
s glutathionem. Dal$im cilem prace byla analyza in vitro pfipravené enzymatické
methylaéni smési arsenu s glutathionem [5] a ovéfeni, zda v této smési vznikaji
glutathionové komplexy. Cilem bylo také zjistit, zda lze potvrdit vyskyt téchto
komplexii nebo volnych troymocnych arsenovych specii ve vzorcich moci.

Tato prace vznikla jako soucast dlouhodobé spoluprice analytické laboratote
Oddéleni stopové prvkové analyzy Ustavu analytické chemie AV CR, v.v.i., a skupiny
Prof. Stybla na Department of Nutrition, Gillings School of Global Public Health
University of North Carolina at Chapel Hill, kterd se vénuje U€inkliim chronické
expozice arsenu. Navazuje tak na pfedchozi vyvoj metodik pro stopovou speciacni

analyzu arsenu v biologickych materialech.
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2 Teoreticka Cast

2.1 Arsen

Arsen je prvek, ktery se pfirozené vyskytuje ve vode, pide€, ovzdusi i potravinach a
Vv lidském téle je dvanactym nejbéznéj$im prvkem. Piesto neni dosud zcela jasny
zpusob, jakym probiha jeho metabolismus v lidském téle. Z hlediska toxicity Ize otravu
arsenem rozdélit na chronickou a akutni.

Arsenu bylo jiz v dobach stfedovéku ptrezdivano "kral jedd" - "jed krald" pro jeho
rychlé G¢inky a snadny zpuisob podani, nebot’ je bez chuti a zapachu [6]. Akutni otrava
se projevuje nevolnosti, bolesti bficha a krvavym prijmem. Z divodu, ze nebyla znama
kvalitativni zkouska pro diikaz arsenu, byly pfiznaky akutni otravy pfisuzovany jinym
nemocem. V roce 1836 publikoval James Marsh prvni analytickou metodu, kterou Ize
provést diikaz arsenu, coz vedlo k vyraznému omezeni ve zneuZivani arsenu k otravam

Teprve v posledni dobé bylo zjisténo, Ze neptiznivy vliv na zdravi ¢lovéka mé také
dlouhodoba expozice i velmi nizkych davek arsenu. Nejcastéjsim zdrojem chronické
intoxikace je podzemni pitnd voda. Svétova zdravotnicka organizace doporucuje jako
optimalni koncentraci arsenu Vv pitné vodé do 10 ng/ml. Tato hodnota je vSak v mnoha
zemich nékolikanasobné piekrocena [7] [8]. Na asijském kontinentu je nejhorsi situace
v Bangladési, kde bylo v pitné vodé, ktera je zdrojem pro 30 milionu lidi, zji$téno az
2500 ng/ml arsenu, coz je také celosvétove nejvetsi problém. V Severni Americe (USA)
a Jizni Americe (Mexiko, Argentina, Chile) je celkové kolem ¢Etyf miliond lidi, ktefi
jsou vystaveni pitné vodé s obsahem arsenu pies 50 ng/ml. V Evropé je nejhorsi situace
v Mad’arsku, kde bylo zjisténo az 170 ng/ml arsenu, v pitné vod¢ pro ptiblizné 400 tisic
lidi. V Ceské republice nejsou dlouhodobé zvysené limitni hodnoty arsenu v pitné vods.

Arsen se vyskytuje ve vice nez 200 mineralech, z nichz nejobvyklejsi je arsenopyrit
[8]. Arsenopyrit je v zemské kuife stabilni, pokud se nachazi pod hladinou podzemni
vody. Octne-li se vySe, v zon¢ nenasycené vodou, dochazi k jeho oxidaci a tim i k
uvolfiovani prvki. Arsen je nejastéji uvoliiovan ve formé arseniénantl. Clovék se na

znecisténi podili hlavné dilni a hutni ¢innosti a herbicidy.

11



2.2 Metabolity arsenu a jejich toxicita

Lidska mo¢ je jednou z matric, ve které Ize identifikovat metabolické produkty
arsenu a charakterizuji je nasledujici specie:

Anorganicky arsenitan (iAs"™) _ O~
(8] = As
O
. , . Y O
Anorganicky aseni¢nan (1As") 0 A o
-
0
H4C
Methylarsenitam (MAs'™) 'U\As.
.
0
HLC
Methylarseni¢nan (MAs) ?D?AS_ O
HsC
Dimethylarsenitan (DMAs") H’*i]/ As
HaC
Dimethylarseni¢nan (DMAsY) H“}? ~ As ©

0
Kromeé téchto jednoduchych specii je také predpoklad, Ze béhem metabolismu arsenu

vznikaji komplexy arsenovych specii s glutathionem [9]. Pro metabolismus arsenu
Vv lidském téle jsou vyznamné tyto komplexy: <G
Arsen triglutathion (As(GS)3) As—SG
SG

/CHs
Methylarsen diglutathion (MAS(GS),) As—S8G

\SG

CH:
As—CHs;

5G

Dimethylarsen glutathion (DMAS(GS))

Komplexy MAS(GS), a As(GS); byly nalezeny ve zlu¢i potkant, kterym byl

intraven6zné€ podavan arsenitan sodny [10].
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Pfedmétem mnoha epidemiologickych studii bylo prokazani trojmocnych arsenovych
specii v moci. Vysledky nejsou jednozna¢né a byly piedmétem kritiky [11]. Nékolik
ptikladt epidemiologickych studii:

Tyto studie byly provadény na skupinéch lidi, které byly vystaveny arsenu v pitné
vodé o koncentraci vyssi nez 50 ng/ml. Pro speciacni analyzu arsenu ve vzorcich moci
sledovanych lidi byly pouzity metody HPLC-ICP-MS nebo HG-CT-AAS. Trojmocné
arsenové specie byly zjistény ve studii v Mexiku [12] a Bengéalsku [13], naopak pouze
pétimocné arsenové specie uvadi studie v Chile [14] a Bangladési [15].

Mozné vysvétleni téchto rozdili je zaménéni dimethylthioarseni¢né kyseliny za
DMAs" v piipadé studii, které provadgji analyzu metaboliti pomoci HPLC-ICP-MS a
identifikuji specie na zaklad¢ porovnani reten¢nich Casi standardd [16]. V ptipadé
méfeni technikou generovani hydridt, mtze byt chyba zplisobena $patné zvolenou
hodnotou pH roztoku vzorku. Pii hodnot¢ pH 6 dochazi ke generovani pouze z
trojmocnych specii, pokud je pH < 1 dochazi k redukci i u pétimocnych specii.

Bylo zjisténo, Ze toxicita tdchto specii klesa v poradi MAs"' > DMAs"' = iAs"! >
iAsV > DMAs" = MAs" [17] [18]. Trojmocné methylované slouceniny arsenu jsou vice
toxické, nez pétimocné, coZ muze byt zplsobeno tim, Ze maji vyssi afinitu pro
vytvoreni specifické vazby v bunéénych proteinech a mohou pisobit jako inhibitory
enzymu. [19]

Arsen a anorganické slouceniny arsenu jsou prokazané karcinogeny, které zptsobuji
rakovinu plic, kiize, mo¢ového méchyte, ledvin a jater [20]. Vysledky studie zabyvajici
se vlivem koncentrace arsenu V pitné vodé na riziku vzniku rakoviny mocového
méchyie a ledvin poukazuji, ze toto riziko vzroste minimalné o 40 % u lidi dlouhodobé

pfijimajicich arsen v koncentracich 10 ng/ml, oproti neexponovanym jedincim [21].
2.3 Metabolismus arsenu

Methylace iAs"' je hlavni metabolicka dréha arsenu, ktera probiha v jatrech.
Donorem methylové skupiny je s-adenosylmethionin, enzymem této reakce je

arsen(3+)metyltransferaza (Cyt19) a kofaktorem glutathion [22].
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Obecné piijimana metabolicka draha arsenu, navrzena v roce 1945 Challangerem
[23], viz obr. 2.1, pifedpoklada fadu po sob¢ jdoucich redukci a methylaci spojenych

s oxidaci, kdy koneénym produktem je DMAs'"

[24]. K tomuto mechanismu byly
vytvofeny alternativni teorie, které ptedpokladaji, Ze kone¢nym produktem

metabolismu jsou p&timocné specie MAs” a DMAs" [22].

olu OH Gs
OH OH | |
| +2e HO —As—oq — MO —As—OH b g5 as g
—As —OH = A | ) .
H» 4 . = HO As OH o iAs’ hM' - ATG
A
01 iAs ) iAs oo
.\-'-\\‘ L]
CHy CHy CH,
CH, CH, | GSH
i — HO —AS — — o —po—
HO —As —OH ——2¢ o HO—As —OH HO —As —OH HO |$ . G5 —As —56
| . )
¢I, MMA ) (Il MMAM 0 MMA 0 MMA o | MADS
o Cy119
) L]
OH OH OH OH G5
| | | I GSH |
CH,—AsS —CH, = » CH,—As$ —CH, CH, _ﬁf —CH, *+—— CHy—As —CHy =% CH, —As —CH,
O DMAVY DMAT o DmaY DMA" DMAG
Obr. 2.1 Metabolickd drdha arsenu Obr. 2.2 Metabolickd draha arsenu
(Challenger) [23] (Hayakawa) [9]

Nov¢jsi teorie, zvetejnéna v roce 2005 Hayakawou [9], viz obr. 2.2, ptedpoklada
vznik komplexu As(GS)s, ktery je substratem pro naslednou enzymatickou methylaci.
Takto vznikly komplex MAs(GS), je opét enzymaticky methylovan na DMAs(GS).
Tyto komplexy jsou nestabilni a mohou byt oxidovany na MAs" a DMAs".

Teorie z roku 2006, kterou navrhl Naranmandura [25], viz obr. 2.3, zohlediuje
vysokou afinitu trojmocného arsenu K proteinim. Trojmocné slou¢eniny jsou navazany
na protein a postupné enzymaticky methylovany. V prvnim a druhém kroku methylace
muze byt arsen vyvazan z proteinu glutathionem ve formé¢ As(GS); a MAs(GS), a ty
mohou pifechdzet do Zlu¢i. DMAsGS, ktery jako jediny nebyl ve zlu¢i potkant

identifikovan [10], mtze byt vylucovani do krevniho ob&hu a odkud do moci.
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v CH,
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Obr_ 2.3 Metabolicka draha arsenn
(Naranmandura) [2 5]

2.3.1 Funkce enzymu arsen(3+)metyltransferaza

Mechanismus enzymatické methylace arsenu byl pozorovan experimentalné [26].
Tento na cystein bohaty enzym obsahuje specifické disulfidové vazby, na které je po

" Bylo zjidténo, 7e disulfidova vazba je §tSpena

rozstépeni navazan SAM a iAs
glutathionem, nebo jinym redukénim cinidlem. Na zdkladné tohoto experimentu byl
vytvofen teoreticky mechanismus methylace arsenu, viz obr. 2.4, ktery pifedpoklada, ze

arsen je béhem methylace navdzan na enzym AS3MT.

M
S' S-/\;JéA
& g
o 2 GSH 2065 AdoMet/iAs” _ 208 S7“i>
156-s 156 s S
% %2 61
@ > Closing
M NH,
A | E N\)\N
n x M
s e A </ u s—s{—A
% &
Catalytic 156 A L 206 S7A§
Cycle 206 OH OH 156 s oHy
@ HzN—?—COOH 1 % % Leaving
M: HC g P
W I =1 F
M{A Hzf‘; -] /\A
S
é’@o (ﬁ? 5!‘13
k 206/156 S

(&s 156/206
As R
s 206/156

H3 %

7\

Obr.2.4 Enzymatickad methylace arsenu (Wang) [26]

156/206 S CH3

%
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2.4 Stabilita arsenovych specii

Pro spravné provedeni speciacni analyzy je dulezité znat stabilitu zkoumanych
specii. Pti nespravném zachazeni se vzorkem, nebo pii Spatné zvolenych podminkach
méieni mize dochdzet k rozpadu zjisStovanych specii, nebo k jejich pfeméne na jiné
specie.

Experimentalng byla porovnana stabilita MAs"' a DMAs"' v prostiedi deionizované
vody a moci pii teplotach 25, 4 a -20 °C [27]. Bylo zjisténo, ze stabilita téchto
arsenovych specii roste se snizujici se teplotou, pti které jsou uchovavany [28]. Vzorky
Vv deionizované vod¢ jsou stabilngjsi oproti vzorkim v moci. Nejméné stabilni je
DMAs"' v mo¢i, ktery pii pokojové teploté zcela oxiduje na DMAs" b&hem 90 minut,
pi 4 °C je tato doba prodlouzena na 12 hodin.

Stabilita As(GS)3;, MAs(GS), a DMAS(GS) byla testovana pii hodnotach pH 2,5; 8,5;
6,3 a teplotach 4 a 25 °C. Nejvyssi stabilita komplext byla zjisténa pii hodnoté pH 2,5,
které odpovida roztok 0,1% Kkyselina mravenéi, a teploté¢ 4 °C [1]. Nejdelsi poloc¢as
rozpadu, 23 minut, pfi hodnot¢ pH 2 byl pozorovan u DMAS(GS). Celkové lze
komplexy sefadit podle stability takto: DMAS(GS) > MAs(GS), > As(GS); [29].

Nizkou stabilitu vykazuji také As(GS); a MAS(GS,) nalezené ve zlu¢i potkant.
K jejich GpIné hydrolyze a oxidaci na MAs¥ a As” doslo behem Sesti hodin od odebréani
z téla potkant [30]. Pomér As(GS); ku MAS(GS;) zavisi na podané davce arsenu, se
zvysujici se davkou se také zvySuje pomér As(GS)s ku MAS(GS),. Po podani arsenu byl
pozorovan samovolny vzrust koncentrace glutathionu ve zluéi, pfi dalsim umélém
navyseni koncentrace glutathionu, byla pozorovnam vyssi stabilita komplexd.

Vzhledem ktémto zjisténym skuteCnostem je tieba k biologickym vzorkiim
arsenovych specii pfistupovat velmi opatrné a analyzu provést co nejdiive po jejich

odbéru.
2.5 Metody analyzy arsenovych specii

Problematika pitné vody znecisténé arsenem a snaha objasnit metabolismus arsenu
Vv lidském téle dala podmét pro mnoho praci, které se zabyvaji specia¢ni analyzou

arsenu v raznych matricich vod, potravin a biologickych vzork.

16



Nejpouzivanéjs§im technikou pro separaci arsenovych specii je aniontové vyménna
kapalinova chromatografie, méné¢ casto je pouzivana také iontové parova
chromatografie [11]. Tato technika je kombinovana se spektrometrickou detekci,
nejastéji s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem, jejiz vyhodou je
vysoka citlivost. Alternativou, kterd byla také pouzita v mnoha publikacich, je
pievedeni arsenovych specii technikou generovani hydridi na pfislusné hydridy. Tato
technika je nejcastéji kombinovana s AAS, ICP-MS nebo atomovou fluorescenéni
spektrometrii.(AFS) Zadna z téchto metod neni univerzalni pro viechny arsenové

specie, proto je nutné techniky kombinovat a hledat optimalni podminky stanoveni.
2.5.1 Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

Technika ICP-MS je v dnesni dobé hojné rozsitena a ptedstavuje béznou techniku
stopové elementarni analyzy. Principem je ionizace atomi pfitomnych ve vzorku v
argonovém induk¢éné vazaném plazmatu, které dosahuje teploty okolo 7500 10000 K a
poskytuje stabilni proud iontt [31]. Pravé tato stalost toku ionti a samotného plazmatu
zarucuje dobrou reprodukovatelnost a stabilitu vysledkd. Vznikl¢ ionty jsou vedeny do
hmotnostniho analyzatoru skrz dva specidlni koénusy. Ty oddéluji prostor mezi
plazmatem, kde je atmosféricky tlak, a hmotnostnim analyzatorem, ktery pracuje ve
vysokém vakuu (107 Pa) viz obr. 2.5. Jako hmotnostni analyzator se nejast&ji pouziva
kvadrupodl, pred ktery je predfazena iontova optika, kterd fokusuje iontovy paprsek a
zaroven zajist'uje odstinéni fotont pochazejicich z plazmatu, které by zvySovaly pozadi
meétfeného signélu. Jako kazda analytickd metoda, tak i ICP-MS vykazuje urcité druhy
interferenci, které¢ délime na spektralni a nespektralni. Jednou ze zasadnich spektralnich
interferenci je piekryv izotoptli rtiznych atomu se stejnym pomeérem hmotnosti a naboje
(m/z), ptipadné piekryvem s polyatomickymi ionty. Pfekryv izotopu analytu s izotopem
interferujiciho iontu lze efektivné odstranit pouzitim dynamické reakéni cely nebo
kolizni cely. Koliznim plynem je nejcastéji helium. Atomy helia narazi do
interferujicich polyatomickych iontii a méni jejich kinetickou energii. V reakénim médu
podléha interferent nebo analyt reakci s plynem. Pro analyzu arsenu (m/z 75) je

nejzavazngjsi interferenci ion [*°Ar¥*CI]*.
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Obr. 2.5 Schéma ICP-MS Agilent Technologies [31]

2.5.2 Metody kapalinové chromatografie pro specia¢ni analyzu arsenu
v biologickych vzorcich

Vétsina metod vyvijenych pro specia¢ni analyzu arsenu v biomedicinském vyzkumu
je zaméfena na analyzu modi [32]. V moéi jsou arsenové specie, tedy iAs", iAsY
MAs", MAs", DMAs" a DMAs" piitomny v iontové formé, proto je nejpouzivangjsi
technikou praveé iontové vymeénnd chromatografie. Separace je zaloZzena na interakci
mezi nabitymi molekulami analytu a nabitymi funk¢énimi skupinami vdzanymi na
povrchu stacionarni faze. Hodnota pH a iontova sila mobilni faze jsou primarni
parametry, které ovliviiuji zadrzovani analytu na koloné. Pomoci aniontové vyménné
kolony s mobilni fazi o vysoké hodnot& pH lze separovat iAs"", iAs¥ , MAsY, DMAs" a
[33]. Specie MAs" a DMAs"' mohou byt naopak separovany pfi nizké hodnoté pH
mobilni faze na kationtové vyménné kolong¢.

Chromatografie s reverzni fazi mize byt pro jednoduché arsenové specie pouzita
pouze s piidavkem iont-parového cCinidla do mobilni faze. Isokratickou eluci mobilni
fazi slozené z roztokl terabutylammonium hydroxidu, kyseliny malonové a methanolu
bylo dosazeno separace t&chto spécii: iAs'", iAs’ , MAs’, DMAs’, MAs"' a DMAs"!
[34].
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2.5.3 Metody kapalinové chromatografie pro separaci arsenovych komplexa s

glutathionem

Pro Gspé&Snou analyzu glutathionovych komplexd musi byt zohlednéna jejich nizka
stabilita. Roztoky téchto komplexti musi byt stdle udrzovany v chladu a pfi nizké
hodnoté pH. Analyza musi byt provedena co nejdiive po ptiprave roztoku, ptipadné co
nejdiive po odebrani biologickych vzorki.

Bylo zjisténo, Ze pti separaci glutathionovych komplext na iontové vyménné koloné
dochazi k jejich rozpadu pravdépodobné jiz na zacatku kolony a to v piipadé nizkeé i
vysoké hodnoty pH mobilni faze. Na vystupu z kolony byly detekovany pouze
jednoduché arsenové specie. [1]

Podobné vysledky byly pozorovany také pfi separaci komplext pomoci iontove
parové chromatografie s mobilni fazi tetrabutylammonium hydroxidem, kyselinou
jable¢nou a metanolem. Komplexy jsou zadrzovany na kolong, kde dochazi k jejich
rozpadu a z kolony vychazi pouze volné arsenové specie [2].

Uspésna separace glutathionovych komplex byla provedena pouze na kolong
s nepolarni stacionarni fazi [3]. Jako mobilni faze byla zvolena 0,1% kyselina mravenci,
také kvili vhodné hodnoté pH (2,7), pii které jsou komplexy stabilni. Byla testovana
také kyselina mravenéi o vysSi koncentrac (0,2%), ale tato zména neméla vliv na
vysledek separace. Pfi izokratické separaci nebylo dosaZeno eluce DMAS"(GS).
K eluci tohoto komplexu nedoslo ani s gradientem methanolu. Dokonalého rozdéleni
komplext bylo dosazeno az eluci s gradientem acetonitrilu. V tomto provedeni byla

zjisténa stoprocentni vytéznost arsenovych specii. [1], [29].
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3 Experimentalni cast

3.1 Pouzité chemikalie a roztoky
Kyselina mravenéi >98% p.a. (Penta, Ceska Republika)
Kyselina dusi¢na 65% Suprapur (Merck, Némecko)
Hydroxid draselny chemicky &isty (Lachner, Ceska Republika)
Tetrahydridoboritan sodny >97% (Aldrich, Némecko)
Kyselina thioglykolova (TGA) >99% (Aldrich, Némecko)
L-cystein HCI monohydrat, pro biochemii (Merck, Svycarsko)
Tellur 1000 mg/l standardni roztok pro AAS (BDH, Velka Britanie)
Acetonitril >99,9% (Lachner, Ceska Republika)
Tris (hydroxymethyl)aminomethan HCI (Tris) >99% (Carl Roth, Némecko)
Tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP).(Aldrich, USA)
Glutathion (GSH) >98% (Sigma Aldrich, Japonsko)
S-(5"-adenozyl)-L-methionin chlorid (SAM) >75% (Sigma, USA)

Arsen(3+)metyltransferaza (AS3MT) (Enzym byl pfipraven v laboratofi skupinou

Dr. M. Stybla z University of North Carolina at Chapel Hill )
Argon >99,996 % (SIAD S.p.A., Ceska Republika)

Helium 99,998 % (SIAD S.p.A., Ceska Republika)
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Arsenoveé specie
iAY komeréni standardni roztok 1000 ug/ml (As,Os, Merck, Nemecko)

Roztoky arsenovych specii, pouzivané pii experimentech, byly pfipravovany ze
zasobnich roztokd o koncentraci 1000 pg/ml. Zasobni roztoky o piesné koncentraci
byly pfipraveny rozpusténim navazené¢ho mnozstvi standardni latky ve vod¢ v odmérné

bance.

Standardni latky pro pfipravu zasobnich roztokd:

iAs"' (As,03, Lach-Ner, s.r.o., Ceska Republika) Rozpoustény v 0,5 ml 10% KOH.
MAs"" (CHsAsl,, [29] Syntetizoval, Ing. L.Havliek, CSc., Ustav experimentalni
botaniky AV CR, v.v.i.)

Mas" (Na,CH3AsO3 . 6 H,0, Chem Service, Inc., USA)

DMAs" ((CHs),Asl, [29] Syntetizoval Ing. L.Havli¢ek, CSc., Ustav experimentalni

botaniky AV CR, v.v.i.)
DMAs” ((CH3),AsO(OH), Chem Service, USA)

Standardy komplexii

MAS(GS), a As(GS)s (Syntéza [29] [35], Ing L.Havli¢ek, Ustav experimentélni
botaniky AV CR, vvi) Pro ptipravu zasobniho roztoku o koncentraci 100 pg/ml byla
navazka 9,38 mg MAs(GS), a 13,26 mg As(GS)3 rozpusténa v 10 ml v 0,1% kyseliné
mravenci chlazené na ledu. Zasobni roztoky byly piipravovany vzdy bezprostiedné pred

experimentem
Tris pufr

Tris pufr byl pfipraven o koncentraci 0,75 mol/l v deionizovane vodé. Za michani a
meéfeni pH bylo pomoci 10% hydroxidu draselného upraveno pH roztoku na

pozadovanou hodnotu 6. Tento roztok byl pfipravovan denné Cerstvy.

Kyselina thioglykolova

Byl pouzivan 2,5% roztok v deionizované vodg¢, ktery byl pfipravovan denné Cerstvy.

21



Tetrahydridoboritan sodny

Roztok byl pfipraven rozpusténim 1g NaBH,; v 100 ml deionizované vody
s piidavkem 1 ml 10% hydroxidu draselného. Tento roztok byl piipravovan denné

cerstvy.
3.2 Metody méteni
3.2.1 Instrumentace

o Hmotnostni spektrometr s induk¢éné vazanym plazmatem, 7700x (Agilent
Technologies, USA)

« Kvarternarni gradientovy HPLC systém 1260 Infinity (Agilent Technologies, USA)
s temperovanym autosamplerem a kolonovym termostatem.

o Autosampler ASX — 500 Series, (Agilent Technologies, USA)

o Separa¢ni kolona Aeris Widepore XB-Cig. Velikost kolony 250x2,10 mm,
porovitost naplné kolony 3,6 um. (Phenomenex, USA)

« Digitalni pratokomér pro helium, argon (Omega, USA)
« pH metr Seven easy pH (Mettler Toledo, Svycarsko)

o Analytické vahy ABT 220-5DM (Kern, Némecko)

« Automatické pipety (Biohit, Finsko)

3.22 HPLC-HG-ICP-MS a HPLC-ICP-MS

Vzorky byly davkovany pomoci autosampleru, ktery je soucasti systému HPLC.
Separace vzorku byla realizovana na kolon¢ s reverzni fazi Aeris Widepore XB-Cig,
kterda byla béhem analyzy chlazena na teplotu 5 °C. Separace byla provadéna
izokratickou eluci s mobilni fazi o slozeni 0,1% kyselina mravenci s 2 % acetonitrilu,
nebo gradientovou eluci, jejiz pruabéh je popsan v tab. 3.1. Prutok mobilni faze byl

0,25 ml/min.
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Tab. 3.1 Slozeni mobilni faze béhem gradientové eluce
(A) 2 % acetonitrilu s 0,1% kyselinou mravenéi

(B) 80 % acetonitrilu s 0,1% kyselinou mravenci

Cas (min) A (0bj.%0) B (0bj.%)
0-5 100 0
5-20 70 30
20-21 70 30
21-22 100 0
22-35 100 0

Za vystup z kolony bylo zapojeno zafizeni pro generovani hydridi s online
predredukci pétimocnych arsenovych specii kyselinou thioglykolovou. Systém, schéma
viz obr. 3.1, byl sestaven z polytetrafluorethylenovych hadi¢ek a kiemenného
separatoru fazi, ktery je ve spodni ¢asti utésnén pryZzovym septem. V septu jsou
vytvoteny dva otvory, jeden pro hadi¢ku, kterou je pfivadén vzorek a druhy pro
hadicku, kterou je odCerpavan kapalny odpad. V horni ¢asti separatoru je hadicka pro
odvod plynnych hydridd. Po vystupu z kolony byly separované arsenové specie
redukovany 2,5% kyselinou thioglykolovou v reakéni civee po dobu 120 s. Prutok
kyseliny byl 0,15 ml/min. Za vystupem z reakéni civky byl vzorek misen s Tris pufrem
a tetrahydridoboritanem sodnym, prutok téchto reak¢nich cinidel byl 0,5 ml/min.
Kyselina, pufr a boritan byly Cerpany peristaltickou pumpou, kteréd je soucasti techniky
ICP-MS. Takto vzniklda smés pro generovani hydridi reagovala v reakéni civce.
K vystupu z reakéni civky byl pfipojen nosny plyn pro hydridovy enerétor, argon o
pratoku 200 ml/min. Tékavé hydridy byly nosnym plynem unéaseny do detektoru ICP-
MS. Hodnoty nastavené pro ICP-MS jsou uvedené v tab. 3.2. Pro tuto metodu byl
pouzivan plazmovy hoidk s injektorem o vnitinim pruméru 2,5 mm. Jako srovnavaci
prvek méfeni byl pouzit roztok telluru o koncentraci 100 ng/ml v 0,2% HNO3

s 4% methanolu.
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3.1 Schéma systému HPLC-HG-ICP-MS (online zapojeni)

Tab. 3.2 Nastaveni ICP-MS v parametri pro metodu HPLC-HG-ICP-MS

Parametr Nastavena hodnota pro ICP-MS
Nosny plyn (Ar) 0,6 I/min
Pomocny plyn (Ar) 0,35 I/min
Reakéni cela (He) 3,5 ml/min
Prttok Te 0,3 ml/min
Ptikon do plazmatu 1600 W

Nékteré vzorky byly analyzovany bez postkolonového generovani hydridd, tedy
metodou HPLC-ICP-MS. Nastavené parametry byly stejné jako pro metodu HPLC-HG-
ICP-MS. Byl pouzit plazmovy hotak pro organicka rozpoustédla s vnitinim primérem
injektoru 1,5 mm. Srovnavacim prvkem méfeni byl roztok telluru o koncentraci
100 ng/ml.v 0,2% HNO3
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3.2.3 HG-CT-ICP-MS

Systém pro generovani hydrida s vymrazovanim byl podrobné popsan v citaci [36] a
diplomové praci [37], schéma systtmu je na na obr. 3.2. Byl sestaven z
polytetrafluorethylenovych hadicek a separatorem fazi, vytvoteného z polypropylenové
zkumavky. Vicko zkumavky ma tii otvory, kterymi prochazi hadi¢ky pro vstup vzorku,
odvadéni plynné faze a odcerpani kapalného odpadu.

Vzorek byl davkovan ru¢né automatickou pipetou do pipetovaci Spicky spojené s
hadickou, kterou byl vzorek po spusténi méticiho cyklu odcerpan peristaltickou
pumpou. Vzorek se misi nejprve s Tris pufrem a poté s tetrahydridoboritanem sodnym.
Tato smés pro generovani hydridii reaguje v reakéni civce. Za reakéni civku je pfipojen
nosny plyn, helium o pratoku 75 ml/min. V separatoru fazi jsou odd¢leny hydridy
arsenu od kapalné casti vzorku a pres suSici trubici pfechdzi do kryogenni pasti.
Kryogenni past je tvofena kfemennou U-trubici, kterd je po celé délce ovinuta
odporovym dratem U-trubice a ponofena z tii ¢tvrtin do nadoby s kapalnym dusikem.
Nosny plyn a vodik, uvolnény pfi reakci volné prochazi trubici, zatimco hydridy jsou
zachyceny na jejim zacatku. Po dokoncCeni generovani byla sejmuta nadoba s dusikem a
trubice byla ohtivana odporovym dratem. Jednotlivé hydridy z trubice postupné odchazi
s nosnym plynem do ICP-MS v pofadi uréeném jejich teplotou varu: AsHj (-55 °C),
CH3AsH; (2 °C) a (CHs),AsH (36 °C) [38]. Hodnoty nastavené pro ICP-MS jsou
uvedené v tab. 3.3. Jako srovnavaci prvek méfeni byl pouzit roztok telluru

v 0,2% HNOj3 0 koncentraci 100 ng/ml. Cyklus méfeni je podrobné popsan v citaci [36].
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Obr. 3.2 Schéma metody HG-CT-ICP-MS
Tab. 3.3 nastaveni ICP-MS pii metodé¢ HG- ICP- MS
Parametr Nastavena hodnota pro ICP-MS
Nosny plyn (Ar) 0,6 I/min
Zied’'ovaci plyn (Ar) 0,55 I/min
Reak¢ni cela (He) 3,5 ml/min
Ptikon do plazmatu 1600 W

3.3 Postupy experimentli

Pro experimenty, jejichz vysledky jsou

davkovany objem vzorku shodné 25 pl.
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3.3.1 Standardy komplexti As(GS)3; a MAs(GS),

Kalibragni roztoky iAs” a MAs' o koncentraci 50 ng/ml byly pfipraveny
v 0,1% kyseliné mraven¢i. Roztoky standardd byly ihned po ptipravé analyzovany
metodou HPLC-HG-ICPMS s organickym gradientem mobilni faze. Vzorky byly
davkovany o objemu 50 ul. Kolona i autosampler byly chlazeny na teplotu 5 °C
Obsah celkového arsenu Vv roztocich komplexti byl ovéfen technikou ICP-MS

s kapalnym zmlzovanim za doporuc¢enych podminek.
3.3.2 Methylacni smés

Reagencie pro in vitro methylacni smés

Slozky reak¢éni smési enzymatické methylace byly rozpustény v Tris pufru o

koncentraci 0,1 mol/l a hodnoté pH 7,4. [5] Koncentrace téchto roztoku byla:
TCEP a GSH 0,1 mol/l a SAM 0,01 mol/I.
Smés1la?2

Smés a reakéni roztoky byly v pribéhu ptipraveny chlazeny na ledu. Blanky a
standardy byly pfipravovany do novych plastovych mikrozkumavek, kompletni vzorek
methyla¢ni smési byl ptipraven v plastové mikrozkumavce, kterd obsahovala 20ug/35ul

enzymu AS3MT, piidavky ostatnich reakénich ¢inidel jsou uvedeny v tab. 3.4.

Tab.3.4 Slozeni smési a blanku enzymatické methylace

Reagencie Blank (ul) Smés(ul)
Tris HCI pufr (0,1 mol/l) 225 225
TCEP (0,1 mol/l) 3 3
GSH (0,1 mol/l) 3 3

10 min inkubace pii 37 °C
SAM (0,01 mol/l) 30 30

iAs" (1 pg/ml) - 13,5
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Takto piipravené dvé duplicitni smési byly inkubovany 2,5 hodiny pii 37 °C. lhned po
ukonc¢eni inkubace byly smési analyzovany technikou HPLC-ICP-MS s organickym
gradientem mobilni faze. Doba analyzy byla 35 min a davkovany objem vzorku byl
50 ul. Autosampler byl chlazen na 5 °C. Analyza byla opakovana dvakrat pro kazdou
smés. Po ukonceni analyzy byly vzorky uloZeny pfi teploté -20°C.

Nasledujici den byly smési 1 a 2 analyzovany technikou HG-CT-ICP-MS. Kalibra¢ni

"o koncentraci 25 a 50 ng/ml a MAs" a DMAs" o koncentraci 2,5 a

standardy i1As
5 ng/mll byly pfipraveny v deionizované vod¢. Standardy byly hodinu pfed métfenim
predredukovany pfidanim 0,1 g L-cysteinu k 5 ml standardu. Standardy o objemu 10 pl
byly davkovany pipetou do pipetovaci $picky, ihned po jejim vyprazdnéni bylo do
$picky pipetovano 100 ul deionizpvané vody, aby bylo zajisténo kvantitativni pfeneseni
vzorku. Stejnym zptsobem byly méfeny smési, které byly predredukovany smichanim
50 pl smési (blanku) s 50 pl 4% L-cysteinu.

Smes 3a4d

Smés 3 a 4 byla pfipravena stejnym zptisobem jako smés 1 a 2. Ihned po ukoncéeni
inkubace byly vzorky analyzovany metodou HPLC-HG-ICP-MS s organickym

gradientem mobilni faze. Po ukonéeni analyzy byly vzorky uloZeny pfi teploté -20°C
Smés 5 a6

Smés 5 a 6 byla pfipravena a analyzovana stejnym postupem, jako smés 3 a 4, ale
glutathion byl ve smési nahrazen Tris pufrem. Po ukonceni analyzy byly vzorky
ulozeny pfi teploté -20°C

Smés 3 a 4 byla analyzovana metodou HG-CT-ICP-MS tyden po piipravé vzorku
stejnym postupem jako smési 1 a 2. Obdobné také smési 5 a 6, které byly timto
zpusobem analyzovany uz druhy den po pfiprave.

Priibéh methylace iAs™

Reakéni smés 7 a 8 byla piipravena podle jiz popsaného postupu viz tab. 3.4 a ihned
po piipravé byla opakované analyzovidna metodou HPLC-HG-ICP-MS po celou dobu
inkubace. Autosampler byl temperovan na teplotu 37 °C, tedy na teplotu vhodnou
k inkubaci, kolona byla chlazena na 5 °C a objem davkovaného vzorku byl 25 pl.
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3.3.3 Tvorba komplexu z iAs", MAsY, DMAs" a glutathionu

Komplexy byly pfipraveny smich&nim dane specie s glutathionem viz tab. 3.5 a

rozpu$ténim v 0,1 molarnim Tris pufru o hodnoté pH 7,4.

Tab. 3.5 priprava komplexu arsenové specie s glutathionem

Reagencie Standard Blank Smés
(1) (1) (1)
Tris HCI pufr (0,1 mol/l) 280 280 280
GSH (0,1 mol/l) - 3 3
As specie (1 pg/ml) 14 - 14

Vzorky byly méfeny metodou HPLC-HG-ICP-MS s organickym gradientem mobilni
faze. Reak¢ni smés byla analyzovana okamzité po pfipravé, méfeni byla nékolikrat
opakovana ihned po sob¢&. Autosampler byl temperovan na teplotu 37 °C, kolona byla

chlazena na 5 °C, davkovany objem vzorku byl 25 pl.
3.3.4 Vzorky moci

Vzorky moci byly separovany s organickym gradientem mobilni faze. Autosampler 1

kolona byly chlazeny na 5 °C, davkovany objem vzorku byl 25 pl.

Vzorek 1

Z prvniho vzorku moci (vzorek 1) byly pied analyzou odebrany dva duplicitni
vzorky, které byly méfeny metodou HPLC-HG-ICP-MS. Kalibracni roztoky iAs”,
MAs'a DMAsY byly piipraveny v deionizované vodé o koncentraci 2,5 a 5 ng/ml.
Roztoky byly fedredukované 2%L-cysteinem hodinu pied analyzou metodou HG-CT-
ICP-MS. Vzorky byly hodinu pfed méteni smichany s 4% L-cysteinem v poméru 1:1.
Pipetou bylo davkovano 25 ul vzorku, po nasati byla pipetovaci $pi¢ka proplachnuta

100 pl deionizované vody.
Vzorek 2

Vzorek moci (vzorek 2) byl analyzovan ihned po odebrani metodou HPLC-HG-ICP-
MS bez predredukce kyselinou thioglykolovou, dvé opakovana mefeni a poté dvakrat

s redukci kyselinou thioglykolovou. Byly méfeny dva duplicitni vzorky.

29



Kalibraéni roztoky iAs”, MAs'a DMAs byly piipraveny v deionizované vodé o
koncentraci 1 a 2 ng/ml. Roztoky byly piedredukované 2%L-cysteinem hodinu pied
analyzou metodou HG-CT-ICP-MS. Neredukované vzorky byly pfed analyzou fedény
1:4 s deionizovanou vodou a predredukované vzorky 1:9 s 2% L-cysteinem hodinu pted
analyzou. Bylo davkovano 200 ul vzorku, pipetovaci Spi¢ka byla proplachnuta 200 pl

deionizované vody.
Vzorek 3a 4

Dalsi vzorky (vzorek 3 a 4) byly méteny pouze metodou HG-CT-ICP-MS, kalibra¢ni
roztoky byly pfipraveny stejné jako v ptipadé vzorku 2. Predredukovany vzorek byl
fedén 1:4 s2% L-cysteinem hodinu pfed méfenim Bylo davkovano 100 pl vzorku,

pipetovaci $picka byla proplachnuta 200 pl deionizované vody.

30



4 Vysledky a diskuse

4.1 Optimalizace koncentrace kyseliny thioglykolove pro
HPLC-HG-ICP-MS

Studie online systému generovani hydridt arsenovych specii s ptedredukci kyselinou
thioglykolovou uvadi jako dostate¢nou dobu pro redukci dvé minuty a optimalni
vyslednou koncentraci kyseliny 1% (m/v) [39]. Na zaklad¢ této publikace byl proméien
vliv kyseliny thioglykolové o puvodni koncentraci 0;1,25; 2,5; 3,75; 5 % (m/v) na
vysledné plochy pikd v chromatogramu vodnych roztokt iAs, MAs a DMAS viz
obr 4.1. Roztoky specii byly pfipraveny o koncentraci 25 ng/ml, ktera byla ovéfena
technikou ICP-MS s kapalnym zmlzovanim. Vysledky méteni byly pouzity ke korekci
hodnot ziskanych metodou HPLC-HG-ICP-MS.
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Obr. 4.1 Vliv koncentrace kyseliny thioglykolové na plochy pikta iAs, MAs a
DMAs

Z obr.4.1 je patrné, Ze koncentrace kyseliny thioglykolové mensi jak 2,5% (m/v) neni

dostate¢na pro Géinnou piedredukci. Naopak vyssi koncentrace kyseliny nema vliv na

plochu piku.
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Pro vSechna nasledujici méfeni byla pouZita koncentrace 2,5% (m/v). Pritok
kyseliny thioglykolové byl 0,15 ml/min a misi se se¢ vzorkem unaSenym mobilni fazi
rychlosti 0,25 ml/min. Vzorek je tedy redukovan koncentraci piiblizné 1% (m/v), tento

zaver je v dobré shodé s vysledky préce [39].
4.2 Generovani hydridt z MAs” a DMAs" bez piedredukce

Pii generovani hydridii z reakéni smési o hodnot¢ pH 6 by nemé¢lo dochazet ke
vzniku tékavych hydridii z pétimocnych specii. Na obr. 4.1 je vsak vidét, ze ke
generovani hydridi z pétimocnych specii dochazi i bez piedredukce kyselinou
thioglykolovou. Pro vysvétleni tohoto artefaktu byly porovnany dvé sloZeni mobilni
faze pouzité pro metodu HPLC-HG-ICP-MS: 0,1% kyselina mravenci a deionizovana
voda. Testovany byly roztoky dvou specii o stejné koncentraci 10 ng/ml: MAsY, u
kterého byly redukovany nanejvys 2 % a DMAs", ktery byl redukovan az z 10 %.
Signaly < 6 % DMAs" bshem generovani hydrida pii pH 6 byly pozorovény také
v praci [36]. Signal vzorku iAs” v obr. 4.1 byl zptisoben &astecnou samovolnou redukci

standardu na iAs'"".

10

1 MAs
% [_1DMAs

Obr. 4.2 Plochy pikiit MAs" a DMAs" v zavislosti na sloZeni rozpoustédla a
mobilni faze (v tomto pofadi): (1) kys.mravenéi a kys.mravenci
(2) kys.mravenc¢i a voda (3) voda a voda (4) voda a kys.mraven¢i.
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Obrazek 4.2 ukazuje, 7e signdl DMAs" bez piedredukce zavisi na sloZeni
rozpoustédla a mobilni faze, respektive na jejich pH. Experimentaln¢ byly zjistény
hodnoty pH reakéni smési pro generovani hydridi bez predredukce kyselinou
thioglykolovou. Pokud je slozeni mobilni fdze pouze deionizovand voda, pH smési ma
hodnotu 6,4. V ptipad¢, Ze mobilni faze je slozena z 0,1% kyseliny mravencéi, klesne
hodnota pH smési na 5,3.

Pfi¢inou redukce DMAs" bez kyseliny thioglykolové je tedy pravdépodobng niZsi
hodnota pH, zptsobend 0,1% Kkyselinou mraven¢i. Pro dal$i méfeni byla pouZita
mobilni faze o sloZeni: 0,1% kyselinou mraven¢i/2 % acetonitrilu, které je optimalni pro
stabilitu trojmocnych arsenovych specii. Pti speciaéni analyze, s postkolonovym
generovanim bez piedredukce kyselinou thioglykolovou, je tedy nutné zohlednit 10%
redukci DMAsY vlivem pH < 6, zptsobenou nedostate¢nou selektivitou generovani
hydrida.

4.3 Citlivost a meze detekce metod HPLC-ICP-MS a
HPLC-HG-ICP-MS

Pro speciacni analyzu arsenovych slouc¢enin metodou HPLC-ICP-MS a
HPLC-HG-ICP-MS byly uréeny a porovnany meze detekce.

Nejprve byly méfeny technikou HPLC-ICP-MS kalibracni roztoky iAs’, MAs" a
DMAs" v deionizované vodé svodou misto mobilni faze a kalibraéni roztoky
ptfipravené¢ v 0,1% kyseliné mravenc¢i s mobilni fazi 0,1% kyselinou mravenéi.
Koncentrace kalibra¢nich roztokt byla 10, 25 a 50 ng/ml. Takto byly ziskany smérnice
kalibra¢ni piimky roztokd iAs’, MAs" a DMAs”. Sestavené kalibra¢ni zavislosti mély
linearni priibéh. Citlivost pro MAsYa DMAs je téméf stejna, pro iAs" je citlivost nizsi,
ale rozdily nepiesahly 8 %. Na zaklad¢ téchto vysledkti mizeme piedpokladat, ze volba
rozpoustédla pro arsenové specie, deionizovand voda nebo 0,1% kyselina mravenci,
neovlivni vysledek méteni. Z deviti opakovani méfeni slepého pokusu byla vypocitana
smérodatna odchylka, jejiz trojnasobek po piepocteni na koncentraci odpovida mezi

detekce uvedené v tab. 4.1.
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Obdobn¢ byla proméifena kalibracni zavislost a ureny meze detekce pro metodu
HPLC-HG-ICP-MS. Kalibra¢ni standardy iAs"' byly pfipraveny o v 0,1% kyseling
mravenéi. Vysledky jsou uvedeny v tab. 4.1 a na obr. 4.3.
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Obr. 4.3 Kalibraéni zavislost roztokt iAs'" ziskana metodou HPLC-HG-ICP-MS

Tab. 4.1 smérnice kalibra¢nich piimek ziskané metodou HPLC-HG-ICP-MS a
HPLC-ICP-MS

HPLC-ICP-MS iAs” MAs" DMAs"
Smérnice piimky (Deionizovana voda) 32776 36536 35245

Smérnice piimky (0,1% kyselina mravenci) 32379 35215 35226

Mez detekce [pg/mi] 185 170 170
HPLC-HG-ICP-MS
Smérnice piimky 1385 194 - -

(0,1% kyselina mravenci/2 % acetonitril)

Mez detekce [pg/mi] 5 - -

Z vysledkt 1ze konstatovat, Ze zapojenim postkolonového generovani bylo dosazeno
pfiblizn¢ 42nédsobného zvyseni citlivosti, a 37nasobné niz§i meze detekce oproti
ptimému zmlzovani mobilni faze metodou HPLC-ICP-MS. Shodna citlivost pro
methylované specie byla ovétena dal$imi experimenty, l1ze tedy predpokladat, Ze meze

detekce jsou podobne [40].
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4.4 Standardy komplexi As(GS3) a MAS(GS,)

Bylo tfeba ovétit, zda pii analyze glutathionovych komplexti metodou
HPLC-HG-ICP-MS dochazi ke generovani hydridu a zda jsou komplexy zcela eluovany
z kolony. Pomoci standardi As(GS)3 a MAS(GS); byla testovana ucinnost této metody a
stabilita komplext pii analyze. Syntéza komplexu DMAS(GS) je obtizna a v dobé
provadéni téchto experimentd nebyl standard k dispozici.

Vzhledem Kk nizké stabilit¢ komplexi MAS(GS), a As(GS); byla teplota
autosampleru nastavena na 4 °C. Standardy byly ihned po pfipravé opakované

analyzovany technikou HPLC-HG-ICP-MS, ziskané chromatogramy jsou na obr. 4.4 a
obr. 4.5.
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Obr. 4.4 Chromatogramy standardu As(GS); ziskané technikou HPLC-HG-ICP-MS.
Cgromatogram okamzité po piipravé (1), 35 minut (2) a 110 minut (3)od piipravy
roztoku.
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Obr. 4.5 Chromatogramy standardu MAS(GS), ziskané technikou HPLC-HG-
ICP-MS, doba analyzy 35 minut. Chromatogram okamzité po piipravé (1),
35 minut (2) a 180 minut (3)od pfipravy roztoku.

Zobr. 4.4 a 45 je patrné, Ze k rozpadu komplexti dochazi uz po prvni analyze. Komplex
As(GS); byl béhem téchto méfeni stabilngjsi nez MAS(GS),. Prvni pik v
chromatogramu pfisluSi nenavazanym arsenovym speciim a posledni pik je
glutathionovy komplex. Druhy pik nebyl identifikovan a bude ptedmétem dalsich
experimentt napiiklad pomoci techniky ES-ICP-MS. Tyto komplexy, vcetné standardu
DMASs(GS), byly uz dfive analyzovany metodou HPLC-ICP-MS [4]. Druhy pik
v chromatogramu tohoto komplexu byl identifikovan jako DMAs'"' [3].
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Tab. 4.2 Retencni ¢asy piku v chromatogramu As(GS);, MAs(GS), a DMASs(GS),
méfeno metodou HPLC-ICP-MS a HPLC-HG-ICP-MS. * [4]

Retencni ¢as (min)

metoda As(GS)3 MASs(GS), DMAs(GS)

HPLC-ICP-MS* 2,3 4,4 13 2,6 44 148 | 25 42 16,3

HPLC-HG-ICP-MS 4,7 7,3 16,5 5 7 179 | - - -

Posun reten¢nich ¢astt u metody HPLC-HG-ICP-MS oproti HPLC-ICP-MS je zptisoben
setrvanim vzorku v ptedredukéni civee a v generatoru hydrida.

Obsah celkového arsenu (jako soucet ploch jednotlivych pik) ve standardech
komplexi byl porovnan se standardy iAs’ a MAs'. Vysledné koncentrace byly
porovnany s obsahem celkového arsenu téchto roztokt ziskanych technikou ICP-MS
s kapalnym zmlZovanim. Vysledky téchto méteni jsou v tab. 4.3.

Tab. 4.3 porovnani nalezeného obsahu arsenu ve standardech As(GS); a MAS(GS),
technikou HPLC-HG-ICP-MS a ICP-MS.

Celkovy obsah As ( HPLC-HG-ICP-MS/ ICP-MS)

As(GS)s 118%
MAS(GS)s. 127%

Bylo ovéteno, Ze metoda HPLC-HG-ICP-MS je vhodna pro analyzu komplexii
arsenovych specii s glutathionem a Ze nedochazi ke ztratam téchto komplext béhem

separace na kolong.

4.5 Methylacni smés

Jednim zcila této prace bylo analyzovat in vitro methylatni smési iAs"

s glutathionem a ovéfit, zda pii methylaci vznikaji komplexy arsenu s glutathionem.
Duplicitné ptipravené smési 1 a 2 byly testovany metodou HPLC.ICP-MS po ukonceni

inkubace (150 min). Vysledny chromatogram je na obr. 4.6.
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Obr. 4.6 Chromatogram smési enzymatické methylace iAs"™ s glutathionem (1).

Srovnavaci prvek Te (2). Metoda HPLC-ICP-MS. Smés .2.
Prvni pik v chromatogramu patii nenavazanym arsenovym speciim, které se béhem
separace neoddéli. Druhy pik je komplex arsenové specie s glutathionem. Na kiivce
telluru je patrné, ze v pribéhu gradientové eluce dochazi vlivem zvySujiciho se podilu
organické slozky mobilni faze k vyraznému snizeni citlivosti méteni. Bylo ovéfeno, ze
citlivost telluru se vlivem organického rozpoustédla méni stejné jako citlivost arsenu
[40]. Retenéni ¢as druhého piku v chromatogramu je 16,3 minut. Na zaklad¢ srovnani
reten¢nich Casti uvedenych vtab. 4.2, byl tento pik identifikovan jako komplex
DMAS(GS). Dalsi piipravené smési byly analyzovany se zapojenim postkolonového
generovani hydridd. Duplicitni vzorky smés 3 a 4 byla identicka se smési 1 a 2. Do

duplicitnich vzorkt smési 5 a 6 nebyl ptidan glutathion.
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Obr. 4.7 Chromatogram enzymatické methylacni smési iAs"' s glutathionem (1).
Srovnavaci prvek Te (2). Metoda HPLC-HG-ICP-MS. Smés 3

Analyzy duplicitnich vzorkl poskytovaly shodné chromatogramy. V chromatogramu
smési 3 na obr. 4.7 jsou opét dva piky, prvni pik neseparovanych volnych specii arsenu
a druhy pik komplexu DMAS(GS). Chromatogram smési bez glutathionu (bez obrazku)
obsahoval pouze volné arsenove specie, zadné dalsi specie nebyly pozorovany.

Citlivost béhem meéfeni byla sledovana pomoci srovnavaciho prvku telluru.
Porovnani kiivky telluru na obr. 4.7 a obr. 4.6 ukazuje vyrazné snizeni vlivu obsahu
organické faze na citlivost. Na obr. 4.7 je vidét, ze béhem detekce volnych specii a
DMASs(GS), jehoz retencni Cas je ze sledovanych arsenovych specii nejvyssi, zlstdva
citlivost prakticky neménna. To umoznuje kvantitativni stanoveni vzorkt komplext
arsenovych specii s glutathionem. Ve smésich 3 a 4 bylo ve formé¢ DMAs(GS) nalezeno
61 % respektive 63 %. As Alikvoty methylaénich smési byly ptedredukovany a
analyzovany metodou HG-CT-ICP-MS, pro ovéfeni pribéhu methylace, ziskany

chromatogram smési 3 je znazornény na obr. 4.8.
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Obr. 4.8 Chromatogram methylaéni smési 3 iAs"

smési 5 bez glutathionu (2).blank: 2% L-cystein (1). Metoda HG-CT-ICP-MS.

S glutathionem (3) a methyla¢ni

Stejnou metodou byly méfeny také kalibracni roztoky iAs", MAsY a DMAs".
Z takto ziskanych kalibraénich pfimek byly vypocitany koncentrace téchto specii ve
vzorcich methylaéni smési, které byly vztazeny k pivodnimu mnozstvi iAs"' ve smési.

Timto zpisobem byla vypocitana vytéznost arsenovych specii v methyla¢ni smési.

Tab. 4.4 VytéZznost arsenovych specii ve smésich 1-6. *nedetekovano.

Vytéznost (%)
1AS MAs DMAs
Smés 1 ND* 0,3 81
Smés 2 ND* 0,5 84
Smés 3 ND* 0,4 87
Smés 4 ND* 0,4 86
Smés 5 (bez glutathionu) 12 5 44
Smés 6(bez glutathionu) 10 4 46
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Metodou HG-CT-ICP-MS bylo zjisténo, ze methylace arsenu ve vzorku methylaéni
smési po inkubaci je kompletni a arsen je pfitomen ve form¢ dimethylovanych specii.
Také metodou HPLC-HG-ICP-MS byl v inkubované smési pozorovan pouze komplex
DMAS(GS). Abychom ziskali informaci o pfitomnosti jednotlivych komplext
v pribéhu methylace, reakce V enzymatické methylacni smési 7 byla v dalsim

experimentu sledovana opakovanym méienim po celou dobu inkubace.
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Obr. 4.9 Chromatogramy ziskané v prubéh inkubace methyla¢ni smési 7.
Opakované méfeni vzorku, ¢as jedné analyzy 35 minut. Chromatogramy jsou
fazeny podle doby inkubace 1 (zacatek inkubace) — 5 (konec inkubace).

Na obr. 4.9 je zaznam pribéhu reakce v methyla¢ni smési, ktera obsahovala 20ug/35ul
enzymu AS3MT. Doba jedné analyzy byla 35 minut. Je vidét, ze po tieti analyze se
slozeni smési vyrazné neméni, DMAS(GS) tedy vznikne do 70 minut od za¢atku
inkubace.

Protoze reakce za téchto podminek je stale velmi rychla a trvani analyzy nedokaze
postihnout podrobnéjsi prubéh, v dal§i smési (smes 8) bylo pro zpomaleni methylaéni

reakce snizeno mnoZstvi enzymu pfiblizné o tietinu.
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Obr. 4.10 Prub¢h inkubace methylaéni smési 8 se snizenym mnozstvim enzymu.
Opakované méfeni vzorku, ¢as jedné analyzy 35 minut. Chromatogramy jsou
fazeny podle doby inkubace 1 (zacatek inkubace) —7 (210 min) a dva mésice od

ptipravy vzorku (chromatogram 8).
Bylo provedeno sedm opakovanych analyz. Az na Sest¢ém chromatogramu muzeme
pozorovat ustéleni slozeni smési. Ve vzorku jsou separovany stale dva zietelné piky,
prvni patif volnym speciim arsenu, tj. pfevazné iAs" na zacatku inkubace a DMAs” na
jejim konci. Druhy pik je komplex DMAS(GS). Je zajimavé, ze v chromatogramech
nejsou prakticky vidét piky komplexa iAs(GS)s; ani MAS(GS), s niz§im reten¢nim

tasem nez DMAS(GS) ani pik volného DMAs"', viz tab.4.2.
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Obr. 4.11 Vyifez chromatogramu pribéhu inkubace methylacni smési 8
se snizenym mnozstvim enzymu. Opakovana analyza vzorku, ¢as jedné analyzy
35 minut. Chromatogramy jsou fazeny podle doby inkubace 1 (zacatek
inkubace) — 7 (210 min).

Na chromatogramu ¢islo 2 a 3, obr. 4.11, mizeme piedpokladat jen maly pik

odpovidajici komplexu iAs(GS)3; a MAS(GS),. Z toho Ize usuzovazt, Ze pokud komplex
DMAS(GS) vznika postupnou methylaci iAs(GS); a MAS(GS),, probihaji tyto déje

velice rychle a kvantitativné.
4.6 Tvorba komplexu z iAs", MAsYa DMAs" a glutathionu.

Ve vzorcich enzymatickych methylaénich smési arsenu s glutathionem, které byly
pfipraveny a analyzovany béhem této prace, byl vzdy pozorovan komplex DMAs(GS).
Abychom ov¢tili vliv enzymu na vznik tohoto komplexu, byly pfipraveny smési pouze
ziAs"', MAs'nebo DMAs” a glutathionu. P¥iprava vzorki byla realizovana pii stejnych
koncentracich téchto reagencii, jako v enzymatické methylacni smési. Smési byly
analyzovany metodou HPLC-HG-ICP-MS ihned po piipravé a opakovanym meétenim
byl sledovan priibéh reakce. Na obr. 4.12 je znizornén zdznam analyzy smési DMAsY

s glutathionem.
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Obr. 4.12 Priibsh reakce smési DMAs" s glutathionem, doba analyzy 35 minut.

Chromatogramy fazeny od zacatku (1) po 140 min (5) a 24 hodin po ukonceni
inkubace (6)

V chromatogramech je na zac¢atku intenzivni pik, pravdépodobné DMAs, po tieti
analyze pifibyl v chromatogramu druhy pik, ktery odpovidd svym retencnim casem
komplexu DMASs(GS), ktery vsak byl mnohem mensi, nez v piipadé methyla¢nich
smési s enzymem. Po 24 hodinach po ukonceni inkubace se intenzita tohoto piku
nezvétSila, mizeme tedy piedpokladat, Ze k dalSimu vzniku komplexu nedochazi

Analyza smési iAs s glutathionem je zndzornéna na obr. 4.13.
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Obr. 4.13 Priibsh reakce smési iAs'" s glutathionem, doba analyzy 35 minut.

10 15 20 t(mln)

Chromatogramy tazeny od zacatku (1) po 175 min (6).

V chromatogramech je na zacatku intenzivni pik, ktery patii pravdépodobné iAs,

druhy pik mtze byt na zakladé srovnani reten¢niho Casu se standardem identifikovan

jako As(GS)s.

Na obr. 4.14 je chromatogram analyzy smési MAs" s glutathionem
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Obr. 4.14 Pribéh reakce smési MAs” s glutathionem, doba analyzy 35 minut.
Chromatogramy fazeny od zacatku (1) po konec inkubace (6)

Na obr. 4.14 je vidét, ze ve smési jsou pouze volné neseparované arsenové specie,
pravdépodobné prevazné MAs.

V porovnani s vysledkem enzymatické methylaéni smési lze fici, ze ve smési
arsenovych specii s glutathionem vznikaji komplexy v mnohem mens$i mife. MiZeme
tedy vyloucit, ze pfi experimentech senzymatickou methylaci dochazelo ke vzniku

komplexu jen na zakladé reakce arsenu s thiolovou skupinou glutathionu [41].
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4.7 Analyza moci

Jednim z cili této prace bylo otestovat, zda pouzitim metody HPLC-HG-ICP-MS
bude mozné nalézt glutathionové nebo jiné komplexy, piipadné volny DMAs'" ve
vzorcich moc¢i. Analyzovany byly vzorky moci ¢tyf ruznych lidi ihned po odbéru
metodami HPLC-HG-ICP-MS a HG-CT-ICP-MS.

Tyto vzorky byly analyzovany metodou HPLC-HG-ICP-MS s ptedredukci kyselinou
tioglykolovou. Vysledné chromatogramy vsech vzorkd obsahovaly pouze jeden
intenzivni pik, ktery odpovida neseparovanym volnym arsenovym speciim. Pfitomnost
zadnych komplext arsenu V téchto vzorcich tedy nebyla zjisténa.

Analyza trojmocnych arsenovych specii v téchto vzorcich provedena metodou HG-
CT-ICP-MS bez piedredukce, do 20 minut po odebrani vzorku a s piedredukci také
neprokazala vyskyt trojmocnych arsenovych specii. Ukazka chromatogramu vzorku

moci je na obr 4.15 a obr. 14.16.
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Obr.4.15 Chromatogram vzorku moci s predredukci 2% L-cysteinem (1). Blank:
2% L-cystein (2).
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Obr. 4.16 Chromatogram vzorku moci bez piedredukce L-cysteinem.(1). Blank:
deionizovana voda (2).
Vzrorky byly pfipraveny duplicitng, jeden byl analyzovan ptimo, duhy byl odstfedén a
analyzovan byl supernatant. Rozdily vysledkt duplicitnich vzorki pro nejvice
zastoupeny DMAs nepfesahly 6 %. Koncentrace arsenovach specii stanovenych v
neodstiedénych vzorcich jsou uvedeny v tab. 4.5.

Tab. 4.5 Koncentrace arsenovych specii ve vzorcich moc¢i. *Nedetekovano

Koncentrace [ng/ml] s pfedredukci / bez predredukce

Cislo
vzorku i1As MAs DMAs
1 09/1,1 1,5/0,1 245/2,0
2 0,9/0,3 0,3/ND" 16/0,7
3 ND"/0,1 0,5/ND" 2101
4 ND” 0,2/ND” 1,4/0,1

Ve vzorcich moc¢i nebyla zjiSténa pfitomnost trojmocnych arsenovych specii.
Nalezeného DMASs" bylo méné nez 8 % z DMAs". Jedna se tedy o artefakt zptisobeny

nedostateénou selktivitou generovani hydridd, ktera byla pozorovana viz kapitola 4.2.
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5 Zavér

Cilem této prace bylo rozvinout metodu HPLC-HG-ICP-MS pro analyzu komplext
arsenu s glutathionem pfi pouziti organického gradientu mobilni faze. Metoda byla
ovéfena pomoci standardi glutathionovych komplext. Bylo zjisténo, ze tato metoda
umoziuje kvalitativni 1 kvantitativni analyzu téchto komplext, které se bezezbytku
eluuji z kolony. Mez detekce metody HPLC-HG-ICP-MS byl stanoven na 5 pg/ml.
Zarazenim postkolonového generovani bylo dosazeno zvyseni citlivosti a snizeni meze
detekce ptiblizné ¢tyticetkrat oproti metodé HPLC-ICP-MS.

Touto metodou byla provedena analyza in vitro pfipravenych enzymatickych
methylacnich smési. Ve smési byly pozorovany pouze jednoduché arsenové specie a
komplex DMASsGS, ktery byl identifikovan na zakladé retencniho ¢asu. Ani v prub¢hu
inkubace methylaéni smési nebyly pozorovany dal§i komplexy ve vyznamné
koncentraci. Analyzou této smési metodou HG-CT-ICP-MS bylo zjisténo, Zze
anorganicky arsen ve smési byl kompletné methylovan na DMAs. Nezbytnost enzymu
pro vznik DMAsGS byla ovéfena piipravenim smési bez enzymu, pouze z iAs", MAsY
a DMAs" a glutathionu. Tyto smési byly analyzovany b&hem inkubace, ve srovnani
s enzymatickou methylacni smési byl pozorovan vznik kompexti ve velmi nizké
koncentraci. Tyto poznatky jsou zajimavé v kontextu steoriemi o mechanismu
metyhylace As Vv organismu a pocitd se s pokraovanim experimentl s vyuZzitim
popsané analytické metody HPLC-HG-ICP-MS.

Byly provedeny pilotni pokusy s analyzami vzorki moc¢i. Metodou
HPLC-HG-ICP-MS nebyla ani pfi analyzach bezprosttedné po odbéru pozorovana
pfitomnost glutathionovych komplexti ani jinych neZ jednoduchych specii. Byla
provedena i speciaéni analyza vzorkt metodou HG-CT-ICP-MS, ktera také neprokazala
pfitomnost trojmocnych arsenovych specii. Ve vSech ptipadech se vSak jednalo o
vzorky od jedincl s nizkou expozici, vzorky exponovanych jedinci nebyly pro tuto
praci k dispozici. Hlavni nalezenou specii v mo&i byl DMAs", a koncentrace ve vzorku

S nejvyssim obsahem arsenu byla 24,5 ng/ml.
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