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SOUHRN

Cil studiie: Aplikovat analytické postupy pro stanoveni ftalatd, bisfenolu A a jejich metabolitl v rliznych matricich (moc,
krevni sérum, tukova tkan, infuzni sety) na pristrojové vybaveni laboratore a provést analyzy vzorkd poskytnutych klinickymi
pracovisti. Stanovit expozici ftalatim a bisfenolu A v rliznych epidemiologickych skupindch pacientd a potvrdit ¢i vyvratit
pravdépodobnou expozici témto latkam pfi parenteralni vyzive. Zjistit, zda se ftalaty akumuluiji v lidské tukove tkani.

Typ studie: prirezova

Material a metody: V ramci studie byl analyzovan biologicky material (moc, krevni sérum, podkozni tukova tkan) a infuzni sety pro
parenteralni lé¢bu instrumentalnimi analytickymi postupy umozriujicimi stanovit obsahy ftalétd, bisfenolu A a jejich metabolitd.
Vysledky: U 10 ze 16 analyzovanych metabolitl byla jejich vyloucena mnozstvi v modi u vice nez 50 % vzork( nad mezi
stanovitelnosti, napf. monoethylftalat — 98,1 %, mono-n-butylftalat — 78,1 %. NejvySSi koncentrace charakterizované 95.
percentilem byly zjiStény u monoethylftalatu — 192,8, mono-n-butylftalatu — 116,7 a mono-(2-ethyl-5-karboxypentyl)ftalatu
—96,9 pg/l. V krevnim séru bylo s vyjimkou mono-n-butylftalatu zastoupeni hodnot mensich nez mez stanovitelnosti vyrazné
vy$si. Chromatografické analyzy materiéld vak( a infuznich setd poskytly koncentrace vybranych ftalatt a bisfenolu A pouze
v hodnotach pod mezi stanovitelnosti stejné jako v infuznich roztocich. Ve vSech vzorcich podkozni tukove tkane byly sta-
noveny koncentrace vybranych ftalét(i pod mezi stanovitelnosti.

Zavér: Koncentrace vétSiny metabolitd ftalat v moci jsou méfitelné a umoziuji tak analyzy epidemiologickych souvislosti
s dalsimi sledovanymi faktory jako je obezita, ¢i diabetes mellitus 2. typu. ZvySend expozice ftalatlm a bisfenolu A u pa-
cientll odkézanych na Uplnou parenteraini IéSbu nebyla prokézéana, nebot nebyly tyto latky prokézany v materidlech infuz-
nich setl a ani v infuznich roztocich. Akumulace vybranych ftalatd v podkozni tukové tkéani nebyla zjisténa.

Kilicova slova: metabolity ftalatt, bisfenol A, mog¢, infuzni sada, vysoce U¢inna kapalinova chromatografie-tandemova hmot-
nostni spektrometrie.

SUMMARY

Vrbik K., Vavrous A., Pavlouskova J., Maly M., Svaéina S., Piecha R., Lacinova Z., Miillerova D., Maté&jkova D.,
Mraz M.: Determination of phthalates and bisphenol A and their metabolites in different types of materials
Objective: To apply analytical procedures for the determination of phthalates, bisphenol A and their metabolites in various
matrices (urine, blood serum, adipose tissue, infusion sets) to instrumentation available in the lab and perform analysis
of samples provided by the clinics. To determine the exposure to phthalates and bisphenol A in different epidemiological
groups of patients and to confirm or refute the likely exposure to these substances during parenteral nutrition. To find out
whether phthalates accumulate in human adipose tissue.

Design: A cross-sectional study

Material and Methods: The study analyzed biological material (urine, blood serum, subcutaneous adipose tissue) and infu-
sion sets for parenteral treatment by instrumental analytical techniques, allowing to determine the content of phthalates,
bisphenol A and their metabolites.

Results: For 10 out of 16 analyzed metabolites, the resulting amounts found in the urine were in the range above the limit
of quantitation in more than 50 % of the samples, e.g. monoethyl phthalate — 98.1 % and mono n butyl phthalate 78.1 %
of samples. The highest amount characterized by 95" percentile was recorded for monoethyl phthalate — 192.8, mono-n-
butyl phthalate — 116.7, and for mono-(2-ethyl-5-carboxypentyl) phthalate — 96.9 pg/L. In serum, the proportion of values
lower than limit of quantitation was high except for mono-n-butyl phthalate. All the concentrations of analyzed phthalates
and bisphenol A obtained by chromatographic analysis of materials, bags and infusion sets were below limit of quantitation
as well as the concentrations in infusion solutions. In all the samples of subcutaneous adipose fat tissue the determined
concentrations of selected phthalates were below limit of quantitation.

Conclusion: The concentrations of most metabolites in urine are measurable which makes possible their use in the analyses
of epidemiological link to other investigated factors as obesity, or type 2 diabetes mellitus. Increased exposure to phthalates
and bisphenol A for patients on total parenteral therapy has not been proven since those substances were detected neither
in infusion sets materials nor in infusion solutions. Accumulation of selected phthalates in subcutaneous adipose tissue was
not detected.

Keywords: phthalate metabolites, bisphenol A, urine, infusion set, high performance liquid chromatography—-tandem mass
spectrometry.
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Uvod

Expozice ftalatm (dialkyl-, diaryl- a alkylaryl-
esterdm kyseliny ftalové) a bisfenolu A (2,2’-bis(4-
hydroxyfenyl)propan); BPA) je vbézné populaci
vyznamna, ale i velice variabilni z kvalitativniho i kvan-
titativniho pohledu.

Ftalaty se pouzivaji v fadé produktl jako rozpous-
tédla a fixativa, ale predevsim jako zmekCovadla nek-
terych typl plastd zejména polyvinylchloridu (PVC),
ve kterém vSak nejsou chemicky vazany a proto mohou
snadno migrovat do okolniho prostiedi. PouZiti ftalatd
je omezeno evropskou legislativou [1,2,3,4,5].

Nejvyznamngjsi expozini cesta je peroralni (potra-
viny, pitné voda, Iéky). Perkutanni cesta (penetrace kzi
nebo sliznici) se mUZe uplatnit u kosmetickych vyrobk
a prostredk’ osobni hygieny. Riziko expozice intra-
vendzni cestou se zmensuje, nebot rfada vyrobcl pre-
stala pouzivat pro infuzni sety povoleny mekceny PVC
[4,5]. Pfimé inhalace ftalatl je vzhledem k jejich vysoké
teploté varu malo pravdépodobna, ale do dychaciho
Ustroji se mohou dostat ze zvifeného prachu v interié-
rech Ci dopravnich prostfedcich. Byla prokazana expo-
zice ftalatdim i lidskych plod{ transplacentarni cestou.

Ftalaty patfi mezi endokrinni disruptory podilejici se
na rozvoji metabolickych onemocnéni napf. obezity,
diabetu mellitu 2. typu, arteridini hypertenze a dyslipi-
demie. V mnoha epidemiologickych studiich byly pfi
pokusech na zvifatech prokazany reprotoxické a karci-
nogenni Ucinky [6]. Ftalaty také pravdépodobné zvysuiji
riziko vzniku alergii, astmatu a vyvojovych vad.

V posledni dobé byla zaznamenana snaha nahra-
dit nejrizikoveéjsi ftalaty v PVC jako dibutyftalat (DBP)
a di-(2-ethylhexyl)ftalat  (DEHP)  diisononylftalatem
(DINP), diisodecylftalatem (DIDP) pfip. ,neftalatovymi*
zmeékcovadly [7].

Metabolismus ftalatl je popisovan jako dvoustuprio-
va biotransformace [8]. V prvni fazi dochazi k poloviéni
hydrolyze ftalatu za vzniku pfislusného monoalkylftalatu,
nacez monoestery s delSim Fetézcem vzapéti podiéha-
ji druhému stupni biotransformace — oxidaci za vzniku
postupné hydroxy-, oxo- a karboxy-derivatd, nebo
mUze dojit az ke zkréceni alkylového fetézce. Monoes-
tery vétSinou nezlstavaji volné, ale vytvareji glukuroni-
dové konjugaty (glukuronidy). Metabolismus ftalatd je
rychly, nebot v moci byla nalezena maxima koncentraci
metabolittl DEHP jiz po cca 4 hodindch od expozice, po
24 hodinach je koncentrace na zlomku ptivodni hodnoty
[9]. Problém rychlého metabolismu Ize Fesit provedenim
24hodinového sbéru modi. Obsah metabolitd v modi se
Casto standardizuje vztazenim na hmotnost kreatininu.

V laboratofi se ze vzorku modci i séra odfiltruji pevné
Castice, stabilizuje pH, pridaji isotopicky znacené vnitrni
standardy (analogy metabolit(l) a rozstépi glukuronidy
enzymem v inkubovaném prostredi. Vzorek se koncen-
truje extrakci na pevnou fazi (SPE) nebo SPME napo-
jenou na plynovou chromatografii a hmotnostni detekci
(GC-MS) [10)). Castgji se pouziva koncentradni modul
(SPE RAM phase) spojeny s vysoce ucinnym kapali-
novym chromatografem a tandemovym hmotnostnim
spektrometrem (HPLC-MS/MS) [11,12,13].

Rodné se objevuje nékolik praci popisujicich biomo-
nitoringové studie provadéné u rliznych skupin popu-
lace po celém svéts. SZU zastupoval CR v celoevrop-
ském projektu DEMOCOPHES [14,15].

BPA se pouziva hlavné pfi vyrobé polykarbona-
tovych plastl a epoxidovych pryskyfic. Je soucasti
konzervovych lakl, hracek, nadob na vodu, oc¢nich
Socek, sportovnino vybaveni, CD a DVD nosicl
a spotiebni elektroniky [16]. MUZe se uvolnovat pri
hydrolyze zdravotnickych prostfedkd (implantaty,
katetry, trubicky, dentaini materialy). Jeho vyuziti
je omezeno evropskou legislativou [2,17,18]. BPA
je jednim z nejznaméjsich endokrinnich disruptord,
ktery mUze vyvolavat radu hormonalnich poruch v¢.
obezity a diabetes mellitus. Byly u ného prokazany
hepatotoxické, neurotoxické, mutagenni, karcino-
genni a teratogenni ucinky [19]. BPA je konjugovan
do glukuronidl nebo sulfatl, které umoznuji jeho
rychlé vylou¢eni z organismu. Maximum koncentra-
ce konjugatu v krevni plazmé bylo zjisténo v 80. min
[20], po 24 h byl neidentifikovatelny.

V laboratofi byla pro stanoveni BPA i metabolit(l
ftalatd pouzita spolecna priprava vzorkd vychéazeji-
ci z béznych postupl [21,22]. Vzorek byl po inkubaci
zfedén a primo nastfiknut do HPLC-MS/MS systému.
Laboratof SZU se s timto postupem Usp&sné zicastni-
la mezilaboratornich zkouSek v roce 2012 [23].

Meékcené PVC se vyuziva pfi fadé medicinskych
vykond. Z vakl a kanyl mohou byt pacienti expo-
novani aditivm, které migruji do transportovanych
kapalin [7]. Pacienti jsou pfi parenteraini IéCbé zaso-
bovani vdemi nezbytnymi latkami — aminokyselinami,
lipidy a glukdzou. S pouzitim vak( a hadi¢ek z PVC
as 10% lipidd v infuzi mdze byt pacient exponovan
az 130 ug DEHP/kg/den [24], pfitom tolerovatelny
denni pfijem (TDI) dle EFSA z potravy je pouze 50 ug
DEHP/Kkg.

Pro spolehlivé stanoveni druhu a mnozstvi zmékdo-
vadla se musi vzorek materidlu plastu nejprve rozpustit
v tetrahydrofuranu a PVC zpétneé vysrazet ethylalko-
holem [25]. Supernatant se analyzuje pomoci techniky
GC-MS. Pro stanoveni BPA v materidlu vakd resp. hadi-
Cek byl v laboratofi pfipraven vyluh do 95 % etanolu, kte-
ry byl analyzovan HPLC-MS/MS technikou.

Ftalaty i BPA se mohou objevit i ve vyzivovych emul-
zich. Proto byly aminokyselinové a glukézové napiné
vakU analyzovany primym nastfikem do HPLC-MS/MS
systému. Lipidové roztoky musely byt nejdfive extraho-
vany acetonitrilem a ¢istény na SPE kolonce.
ty i BPA opousti lidsky organismus prevazné v moci
astolici aze se vtkanich neakumuluji [26,27]. Pro
ovéreni této informace byla vyvinuta metoda vyuzivajici
HPLC-MS/MS.

Material a metody
Eticka komise ve VFN v Praze souhlasila na zakladé

predloZenych navrhi informovanych souhlasl pacient(
s realizaci projektu NT14182-3/2013 dne 29. 6. 2012.

154

Klinicka biochemie a metabolismus 3/2016



Stanoveni ftalatt a BPA v mo¢éi a krevnim séru

VWytipovani pacienti (probandi) ze vSech klinickych pra-
covist byli pozadani, aby sbirali veSkerou mo¢& po celych
24 h do jediné predem proveérené trilitrové nadoby z PE
(Sarstedt). Nasledujici den v rannich hodinach byl zjistén
na prislusném klinickém pracovisti celkovy objem nasbi-
rané moci a z ného odebran 10ml vzorek do sklenéné
Sroubovaci vialky (Chromservis) a vzapéti uchovan pfi
-18°C do zahajeni laboratorni analyzy. Vybranym paci-
entdim byly na klinickych pracovistich jednorazové ode-
brany v rannich hodinach vzorky krve a z nich pfipraven
nasledujicim zpUsobem vzorek krevniho séra: PIna krev
(5 ml) byla nabrana do kyvety bez antikoagulantu a poté
odloZena ve svislé pozici pfi pokojové teploté na 30-45
min. Centrifugace probihala pfi -5 °C na odstfedivce po
dobu 5 minut pfi 10000 rpm. Poté byla opatrmé ode-
brana horni Cira vrstva a prfevedena do Cisté 2ml mik-
rozkumavky z PE (Eppendorf). Vzorek byl ihned ulozen
pfi teploté -18°C do zahajeni laboratorni analyzy.

V den provadéni analyz byly vzorky mocii séra pone-
chany pfi laboratorni teploté, dokud samovolné nerozta-
ly. K500 pl vzorku bylo pfidano 25 pl roztoku vnitfnich
standard{ isotopicky znacenych analog metabolitt fta-
latd a BPA (Sigma-Aldrich, Dr. Ehrenstorfer, Cambridge
Isotope Laboratories, Institut fur DUnnschichttechnologie
und Mikrosensorik, dar Prof. JUrgena Angerera z Univer-
sity v Erlangenu; viz Tabulka 1) o jednotné koncentraci

800 pg/l, 100 pl vodného roztoku octanu amonného
(Sigma-Aldrich) o koncentraci 1 mol/l a5 pl roztoku
B-glukuronidazy/arylsulfatazy (30 j/ml / 60 j/ml, Merck).
Vzorky byly inkubovany 90 min pfi 37 °C. Pfidavkem
655 ul acetonitrilu (Sigma-Aldrich) a 20 pl bezvodé kyse-
liny octové (Sigma-Aldrich) byla zastavena enzymaticka
reakce a zaroven doslo k precipitaci pritomnych bilkovin.
Po centrifugaci (5 min pfi 10000 rpm a -5 °C) na odstre-
divce (Universal 320R, Hettich) byla ze vzorku odebra-
na &ira kapalna faze k analyze pomoci HPLC-MS/MS
techniky sestévajici z kapalinového chromatografu Infi-
nity 1290 s tandemovym hmotnostnim spektrometrem
Agilent 6490A, vybavenym iontovym zdrojem Jetstream
(ovladaci a kvantifikacni software MassHunter Worksta-
tion, ver. B.05, vSe Agilent Technologies). Separace
analyt( probihala na koloné Kinetex 2,6 um Phenyl-hexyl
100A, 150x3,0 mm (Phenomenex) pomoci mobilni faze
s gradientem (A) demineralizovanou vodou s 0,1 % (v/v)
kyseliny mravendi (Sigma-Aldrich) a (B) metanolem (Sig-
ma-Aldrich) s 0,1 % (v/V) kyseliny mravenci. Systém byl
dale vybaven kolonou Kinetex 5 um Phenyl-hexyl 100A,
50x2,1 mm (Phenomenex) instalovanou mezi pumpu
mobilni faze a injektor, aby bylo zamezeno kontaminaci
z mobilni faze.

Jako kalibra¢ni standardy, seznam viz Tabulka 1,
slouzily vodné roztoky standardnich latek analytt o kon-
centraci 1 az 1000 ug/l, které byly zpracovany stejné jako

Table 1: Overview of phthalates, their metabolites and corresponding isotopically labeled analogues

Parenteral (Abbreviation)

Metabolite (Abbreviation)

Internal standard

diethyl phthalate (DEP)

monoethyl phthalate (MEP)

monoethyl phthalate-3,4,5,6-d4

dibutyl phthalate (DBP)

mono-n-butyl phthalate (MnBP)

mono-n-butyl phthalate-3,4,5,6-d4

diisobutyl phthalate (DIBP)

monoisobutyl phthalate (MIBP)

monoisobutyl phthalate-3,4,5,6-d4

benzylbutyl phthalate (BzBP)

monobenzyl phthalate (MBzP)

monobenzyl phthalate-3,4,5,6-d4

mono-n-butyl phthalate (MnBP)

mono-n-butyl phthalate-3,4,5,6-d4

mono-(2-ethylexyl) phthalate (MEHP)

mono-(ethylhexyl) phthalate-3,4,5,6-d4

(OH-MEHP)

mono-(2-ethyl-5-hydroxyhexyl)

mono-(2-ethyl-5-hydroxyhexyl)
phthalate-3,4,5,6-d4

di-(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP)
(OXO-MEHP)

mono-(2-ethyl-5-oxohexyl) phthalate

mono-(2-ethyl-5-oxohexyl)
phthalate-3,4,5,6-d4

(cx-MEHP)

mono-(2-ethyl-5-carboxypentyl) phthalate

mono-(2-propyl-6-carboxyhexyl)
phthalate-3,4,5,6-d4

di-n-octyl phthalate (ONOP, DOP) | \;pp

mono-(3-carboxypropyl) phthalate

monoethyl phthalate-3,4,5,6-d4

mono-(4-methyl-7-hydroxyoctyl)
phthalate (OH-MMeOP)

mono-(2-propyl-6-hydroxyheptyl)
phthalate-3,4,5,6-d4

diisononyl phthalate (DINP) (OXO-MMeOP)

mono-(4-methyl-7-oxooctyl) phthalate

mono-(2-propyl-6-oxo-heptyl)
phthalate-3,4,5,6-d4

phthalate (cx-MMeHP)

mono-(4-methyl-7-carboxyheptyl)

mono-(2-propyl-6-carboxyhexyl)
phthalate-3,4,5,6-d4

diisodecylphthalate (DIDP) ohthalate

mono-(2-propyl-6-carboxyhexyl)

mono-(2-propyl-6-carboxyhexyl)
phthalate-3,4,5,6-d4

(OH-MPHP)

mono-(2-propyl-6-hydroxyheptyl)ftalat

mono-(2-propyl-6-hydroxyheptyl)
phthalate-3,4,5,6-d4

di-(2-propylheptyl)phthalate(DPHP)
(OXO-MPHP)

mono-(2-propyl-6-oxo-heptyl) phthalate

mono-(2-propyl-6-oxo-heptyl)
phthalate-3,4,5,6-d4

2,2-bis-(4-hydroxyphenyl)
propane (BPA)

propane (BPA)

2,2-bis-(4-hydroxyphenyl)

bisphenol A-d16
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Table 2: Validation parameters of BPA and phthalate metabolites for HPLC-MS/MS method in urine and blood serum and

characterization of obtained results by proportion of values below limit of quantification and 95" percentile

Metabolite LOQ P P values in urine 95" percentile in values in blood
[wo/1] [%] [%] >L0Q [%] urine [ug/I] serum >LOQ [%)]
BPA 2.6 6.1 4.8 48.6 23.5 36.9
MEP 9.4 12 3.8 98.1 192.8 23.2
MiBP 4.6 11 5.3 87.3 57.2 8.6
MnBP 3.6 10 5.0 78.1 116.7 93.4
5-oxo-MEHP 1.2 6.5 3.1 76.6 24.0 0.5
5-OH-MEHP 0.64 5.2 3.1 89.8 37.0 1.0
MBzP 2.4 12 6.4 51.9 10.9 0.5
oxo-MMeOP 0.96 5.7 5.6 64.5 17.1 0
OH-MMeOP 1.4 4.1 6.3 84.9 42.2 14.6
oxo-MPHP 0.61 7.7 6.2 17.5 1.9 0
OH-MPHP 0.76 4.5 7.1 32.7 3.3 0
MEHP 0.85 3.9 3.4 57.5 9.0 5.6
MCPP 2.5 3.9 1.6 20.6 19.6 0
cx-MEHP 4.0 6.5 35 91.1 96.9 1.0
cx-MMeHP 3.2 6.4 2.2 22.6 20.5 1.0
cx-MPHxP 3.9 6.2 3.1 281 8.2 0

LOQ = 10 s /b, where sa is standard deviation of intercept and b is average slope
r., r.... Inter-series repeability at concentration level, expressed as relative standard deviation (RSD) at metabolite concentration level 10 and

10’ 100"

100 ng/L.

vzorky moci nebo séra (procesni kalibrace). Kvantifika-
ce analytl byla provedena pomoci kalibrace vyuzivajic
isotopicky znacené analogy analytl. Zakladni validacni
parametry metody jsou uvedeny v Tabulce 2.

Ve stejnych vzorcich moci provadéla analyzy krea-
tininu jin& laboratof v SZU akreditovanou chromato-
grafickou metodou [30]. Také ona uspéla v mezilabo-
ratornich porovnavacich zkouskach organizovanych
EQUAS [23].

Stanoveni expozice ftalatim a BPA pfi parente-
ralni Ié¢bé

Z Klinického pracovisté VFN Praha obdrzela laborator
sedm kompletnich, ale jiz vyprazdnénych sad pro paren-
terdlni 1éCbu. Komplety vznikly kombinaci tfi komeréné
plnénych vakd rdznych vyrobcl a jedné emulze all-in-
one pripravené ve VFN. Pro transport emulze z vaku do
zily pacienta byla ve vSech kompletech pouZita stejna
infuzni sada (set), viz prehled v Tabulce 3.

Pro stanoveni ftalatd byla pouZita akreditovana
zkouska, pri které bylo do vialky navazeno priblizné
0,05 g vzorku plastu, pfidano standardni mnozstvi
interniho standardu (IS) difenylftalatu (Sigma-Aldrich)
a 2,5 ml tetrahydrofuranu (Sigma-Aldrich). Obsah vial-
ky byl ponechan v ultrazvukové lazni, dokud se vzo-
rek nerozpustil nebo minimalné 30 min. Bylo pfidano
5 ml bezvodého etanolu (Sigma-Aldrich), ktery vysrazel
PVC. Teprve z vyCefeného supernatantu byl odebran
vzorek pro GC MS analyzu, ktera probihala na plyno-
vém chromatografu (7890A) s hmotnostnim detektorem
(5975C, obaji ovladano softwarem MSD Chemstation,
ver. E02, vSe Agilent Technologies) na koloné DB-5MS
Ul (30 m, 0,25 mm, 0,25 um, Agilent Technologies) pfi
pritoku 1,5 ml He/min, nasttik splitless (300 °C), se stan-

dardnim teplotnim programem. Byly zaznamenavany
intenzity kvantifikacnich a kvalifikanich iontl v rezimu
single ion monitoring (SIM). Kvantifikace byla provadéna
metodou IS s pomoci kalibraéni zavislosti ziskané analy-
zou smésnych roztok( vySe jmenovanych ftalatd o kon-
centracich 0,2-20 mg/I. Pfi predchozi validaci byly sta-
noveny nasledujici hodnoty mezi stanovitelnosti (LOQ)
v hm. %: DBP - 0,005, BzBP - 0,003, DEHP - 0,004,
DOP - 0,003, DINP - 0,03 a DIDP - 0,02.

Pripadna pritomnost BPA v materidlu vak{
a hadiCce byla provéfena analyzou extraktu, pfipra-
veného z 0,5 g vzorku do 10 ml 95 % etanolu po 24 h
prfi 40°C, pomoci dfive popsané HPLC-MS/MS
techniky. Separace analytd probihala na koloné
Kinetex Phenyl-hexyl 100A (150 x 3,0 mm, 2,6 pm,
Phenomenex) pii pritoku mobilni faze 0,3 ml/min
s gradientem: roztok (A) 2 mmol octanu amonného
(Sigma-Aldrich)/I demineralizované vody a roztok (B)
2 mmol octanu amonného/I metanolu. LOQ metody
Cinila 1,5-10° hm. % BPA.

Podle mnohych studii je populace nejvice exponova-
na ftalatim konzumaci kontaminovanych potravin a pitné
vody. Proto jsme se pokusili stanovit BPA a ftalaty primo
v néplnich infuznich vakd. VFN Praha nabidla dva tako-
vé nepouzité vyrobky, viz Tabulka 4, které standardné
poskytuji svwym pacientdim odkazanym na parenteraini
lécbu. Pro stanoveni BPA i ftalatd opét poslouZila vyse
popsand HPLC-MS/MS technika. Separace analyt’ pro-
bihala na koloné Poroshell 120 EC-C18 (150 x 3,0 mm
s velikosti ¢astic 2,7 um, Agilent Technologies) pri pritoku
mobilni faze 0,4 ml/min s gradientem: roztok (A) 2 mmol
octanu amonného/l demineralizované vody a roztok (B)
2 mmol octanu amonného/l metanolu. Zatimco vodné
roztoky aminokyselin a glukdzy byly analyzovany primym
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nastrikem (bez Upravy vzorku) 5 pl do HPLC systému,
lipidova emulze pred stanovenim prochazela nasleduijici
Upravou: 2 ml lipidové emulze byly extrahovany pomo-
ci 6 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich) po dobu 10 min za
intenzivniho tfrepani. Po centrifugaci (30 min, 9000 rpm)
byla horni acetonitrilova vrstva pfenesena na metanolem
(Sigma-Aldrich) aktivovanou SPE kolonku DSC-18 (6 ml,
500 mg, Sigma-Aldrich). Dalsi 4 ml metanolu byly pouzity
k eluci analyt z SPE kolonky, ¢imz bylo ziskéano celkem
10 ml precisténého extraktu, ktery byl nasledné analyzo-
van HPLC-MS/MS metodou popsanou vySe. Kvantifika-
ce byla provedena metodou standardniho pridavku.

Meze stanovitelnosti této metody v mg/kg v lipidic-
ké matrici (LOQ, ) maji nasledujici hodnoty: BPA - 0,05,
BzBP - 0,004, DBP - 0,1, DEHP - 0,2, DEP - 0,1,
DIBP - 0,08, DIDP - 0,04, DINP - 0,3 a DOP - 0,05.
Meze stanovitelnosti v mg/kg v aminokyselinové a glu-
kozové matrici (LOQ,,) maji nasledujici shodné hod-
noty: BPA - 0,01, BzBP - 0,005, DBP - 0,09, DEHP
- 0,09, DEP - 0,01, DIBP - 0,02, DIDP - 0,008, DINP
- 0,015 a DOP - 0,005.

Stanoveni ftalatt v tukové tkani

Pro studii byli ziskani dobrovolnici z fad pacient(
VFN, Praha, kterym byl odebran cca 1 g vzorku pod-
kozni tukové tkané v oblasti bficha v lokalni meso-
cainové anestézii (biopsie) a uchovan pfi -18°C do
laboratorni analyzy.

Pfed analyzou v laboratofi SZU byly zmrzlé vzorky
ponechany pfi laboratorni teploté cca 2 hodiny. 1 g
vzorku byl extrahovan 6 ml acetonitrilu (Sigma-Aldrich)
s pouzitim vysokoobratkového homogenizatoru (VWR).
Po odstfedéni byl extrakt prenesen na SPE kolonku
DSC-18 (6 ml, 500 mg, Sigma-Aldrich) pfedem ak-
tivovanou 2 ml methanolu (Sigma-Aldrich) a eluovan
4 ml metanolu. K analyze byla pouzita opét HPLC-MS/
MS technika. Separace analytl probihala na koloné
Poroshell 120 EC-C18 (150 x 3,0 mm, 2,7 um, Agilent
Technologies) pfi pratoku mobilni faze 0,4 ml/min
s gradientem: roztok (A) 2 mmol octanu amonného/!
demineralizované vody aroztok (B) 2 mmol octanu
amonného/l metanolu. Pro kalibraci byly pouzity mat-
ri¢ni standardy v rozsahu 1-300 pg/I.

U navrzené a ¢astecné validované metody byly sta-
noveny nasledujici LOQ v mg/kg tukové tkané: DEP
-0,057, DIBP -0,051, DBP - 0,043, BzBP - 0,010, di-
n-pentylftalat (DNPP) — 0,028, di-n-heptylftalat (DHpP)
— 0,010, DEHP - 0,20, dioktylftalat (DNOP) — 0,010,
DINP - 0,25 a DIDP - 0,053.

Pro statistické hodnoceni vSech dat byl pouzit soft-
ware Stata, verze 9.2 (StataCorp LP, College Station,
TX, USA).

Vysledky a diskuse

Stanoveni ftalatti a BPA v mo¢i a krevnim séru
Vysledky stanoveni metabolitd ftalatd a BPA byly

uvadény v pg/l moci nebo séra a pro dalsi zpracovani

byly u modi standardizovany vztazenim na obsah krea-

tininu (ug/g), pfipadné vyjadreny jako hmotnost meta-
bolitl vyloucenych v modi za 24 h (ug/den).

Celkem bylo analyzovano 912 vzorkd moci a 198
vzorkl krevniho séra. U vzorkl mocéi se zastoupe-
ni vzorkd nad LOQ pohybovalo v rozsahu od 17,5%
u mono-(2-propyl-6-oxo-heptyl)ftalatu (OXO-MPHP) po
98,1 % u MEP a u 10 ze 16 sledovanych latek bylo nad
50%, viz Tabulka 2. Pri analyzach krevniho séra bylo
s vyjimkou MnBP zastoupeni vzorkd pod LOQ velmi
vysoké, coz Ize vysvétlit jednorazovym rannim odbé-
rem vzorkd krve probandd (moé sbirana 24 h), ktefi
nejsou v no¢nich hodindch bézné exponovani ftalatdm.
Obdobné nizké koncentrace v séru pod LOQ byly zjis-
tény i v danské studii [32].

Pro vzorky modi je v Tabulce 2 uveden 95. percentil
jako charakteristika nejvyssich zjisténych mnozstvi. Hod-
nota 95. percentilu byla pro sledované metabolity ftala-
t0 3—10krat vyssi nez prislusny median, u BPA to bylo
18krat vyssi, coz svedCi o vysokeé variabilité expozice.

Laboratorni vysledky méfeni byly propojeny s infor-
macemi v dotaznicich a s vysledky vySetfeni prove-
denymi na vSech klinickych pracovistich, a nasledné
statisticky zpracovany. Podrobngjsi vysledky byly pub-
likovany v odborné stati [31].

Stanoveni expozice ftalatim a BPA pfi parente-
ralni Iécbé

Vysledky analyz BPA a ftalatli v materidlech vak(
a hadicek urCenych pro parenteraini Iécbu jsou uvedeny
v poslednich dvou sloupcich Tabulky 3. U vSech mére-
nych ftalatd i BPA byly zjistény koncentrace < LOQ.

V zadném oddilu vakd nebyly nalezeny koncentra-
ce BPA a ani ftalatl v koncentracich vyssich nez jsou
LOQ ve vSech typech matric, viz Tabulka 4. Budeme-li
napf. predpokladat expozici 60kg lidského organismu
ze 2 kg naplné vakl na trovni LOQ nasi metody, pak je
teoreticky exponovan maximalné 3 ug DEHP/kg/den,
coz je mnohokrat méné nez TDI (50 ug DEHP/kg/den).
Neprokazalo se tedy, ze by pacienti odkazani na paren-
teralni vyzivu poskytovanou VFN Praha byli za pouziti
bézné tam pouzivanych vakd, infuznich sad a vyzivo-
vych emulzi exponovani BPA a ftalatiim.

Z vy$e uvedenych divodd, tedy prakticky nezjisti-
telné expozice BPA a ftalatdm béhem parenteraini 1&¢-
by (pravdépodobné hluboce pod TDI), nemélo smysl
testovat pritomnost metabolitd BPA a ftalat’ z tohoto
zdroje v moci pacientd. Z druhé strany je pozitivni, Ze
pacienti odkazani na parenteralni Ié¢bu nejsou zatézo-
vani touto cestou BPA a ftalaty.

Stanoveni ftalatt v tukové tkani

Popsanou metodou bylo analyzovano celkem 15
vzork( lidské tukové tkané. U vSech vzorkd byly zjis-
tény obsahy pod LOQ u vSech stanovovanych ftalatd,
coz mohlo byt zplisobeno mimo jiné i prfevazné nizkymi
redlnymi navazkami vzorkd (0,15-0,96 g) oproti optima-
lizovanému 1 g. Pokud porovname hodnoty LOQ nami
pouzité metody DBP - 0,043, BzBP — 0,010, DEHP
DBP 0,10 0,79, DEHP 0,3 1,0 a nedavné studii [29]
se stfednimi hodnotami obsahu DBP, BzBP a DEHP
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Table 3: Overview of materials of bags and intravenous sets used in VFN, Prague; phthalate and BPA concentration in plastic

parts
Article Producer Part Material Phthalates BPA
info [Yowti] [Yowt]
emulsion, 1970 mL Fresenius Kabi PP
emulsion Oliclinomer N7-1000 E, 2000 mL Baxter b -
al
emulsion Nutriflex Lipid Plus, 1875 mL Braun 9 -
. ; — <LOQ <LOQ
emulsion All-in-one, 2850 mL, VFN filling Axel -
Infusion set tubing -
: o Braun
Intrafix Primeline drip chamber _
Table 4: Concentrations of phthalates in the filling of two intravenous sets
Section
Product Producer Lipids Amino acids Glucose
[ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Olimel N7E, 1000 mL Baxter <LOQ <L0Q,, <L0Q,,
Nutriflex Lipid Peri, 1875 mL Braun <LOQ <L0Q,, <L0Q,,
LOQ, - LOQ in lipid matrix; LOQ, — LOQ in amino acid and glucose matrix
v rozpéti mezi 0,0398 a 0,333 mg/kg, pak Ize konsta-  Literatura
tovat, Ze akumulace ftalatd u nami testované skupiny
probandd neni vy$si neZ u srovnavanych studii. 1. Nafizeni Evropského parlamentu aRady (ES) ¢&.

Vysledky budou jeSté prokazatelngjsi, az se nam
podaifi zlepsit citlivost metody pouzitim zvySené navazky
vzorku a Upravami sou¢asného postupu.

Zavér

Dnes jiz existuji mnohokrat epidemiologicky
doloZené hypotézy, podle kterych se expozice ftalatdm
a bisfenolu A mdze podilet na rozvoji metabolickych
onemocnéni napr. obezity, diabetu mellitu 2. typu, arte-
ridini hypertenze a dyslipidemie. V laboratofi SZU byly
aplikovany v odborné literatufe popsané analytické
postupy pfipadné vyvinuty viastni pro stanoveni BPA,
ftalatd a jejich metabolit( v rliznych matricich jako mog,
krevni sérum, tukova tkan, infuzni sety a emulze uréené
pro vyZivu pacient’ odkézanych na parenteraini Iécbu.

Analyzou vzork( ajejich statistickym zpracovanim
bylo zjisténo, Ze u 10 ze 16 sledovanych latek (metaboli-
t0 ftalatt a BPA) bylo v pripadé modi nad prislusnou mezi
stanovitelnosti vice nez 50% vysledk{ analyz, zatimco
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