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Pfedlozena disertatni prace se zabyva vyvojem a validaci analytickych metod
vhodnych pro speciaéni analyzu chromu v biologickych vzorcich. Vzhledem k tomu, Ze
doposud nebyly v této oblasti detailné popsany aplikace on-line speciacnich technik, byla
speciaéni analyza realizovana S vyuzitim dvou moédi vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) ve spojeni shmotnostni spektrometrii S indukéné vazanym
plazmatem (ICP-MS).

Teoreticka Cast se detailné vénuje chromu a zejména jeho speciim Cr(Ill) a Cr(VI)
(je zde uvedena jejich toxikokinetika, metabolismus a vyskyt v biologickych vzorcich).
Dalsi ¢ast popisuje ptistupy ke speciacni analyze chromu, soucasti je 1 reSerSe zamétena na
aplikace na rizné biologické materialy. Posledni ¢ast zminuje instrumentaci ICP-MS, riziko
moznych polyatomickych interferenci spojené s pouzitim tohoto detektoru a také
komplikace s validaci speciacnich analyz. Experimentalni ¢ast je rozdélena do dvou
hlavnich okruhti. Prvni je zaméten na vyvoj a validaci speciacni analyzy vyuzivajici iontove-
parovou HPLC na reverznich fazich ve spojeni s ICP-MS detekci a jeji aplikaci na analyzu
realnych vzorkl krve a kloubnich vypotki. Cely analyticky postup byl optimalizovan a

validovan v rozsahu linearity, meze detekce, meze stanovitelnosti, preciznosti a pravdivosti.



K analyzam byly vybrany vzorky krve a kloubnich vypotki odebranych od pacienti
s implantovanymi kovovymi kloubnimi nahradami obsahujicimi chrom. Ze ziskanych
vysledki vyplyva, ze hlavni specii uvoliiovanou do krve i kloubniho vypotku je Cr(III).
Naopak Cr(V1) byl stanoven ve vSech vzorcich pouze ve stopovych koncentracich. Dale byla
potvrzena vysoka afinita Cr(Ill) k proteinim v matrici, coz zna¢né ztézuje jeho stanoveni
pomoci HPLC-ICP-MS. VSechny vysledky byly navic statisticky porovnany s kontrolni
skupinou, vyznamné¢ vyssi koncentrace vSech forem chromu byly nalezeny pouze ve
vzorcich kloubnich vypotkd. Podstathou soucasti bylo i studium polyatomickych
interferenci negativné ovliviiujicich stanoveni chromu pomoci ICP-MS.

Druha ¢ast prace se vénuje vyvoji a validaci analytického postupu vyuzivajiciho
technik iontové-vyménné HPLC-ICP-MS a ICP-MS slouzicich pro stanoveni vSech forem
chromu v biologickych tkanich. Po optimalizaci nékolika parametrii (piiprava vzorku,
separace, detekce) byly obé metody validovany podle postupu uvedeného v pokynech pro
validaci bioanalytickych metod z Ufadu pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA). Nasledné byly
aplikovany na analyzu 2 certifikovanych referen¢nich materialt a sady realnych vzorka
periprostetickych tkani odebranych od pacientd s kloubnimi nahradami. Stejné jako u
piedchozi studie byl ve vzorcich nalezen zejména Cr(l1l) ve volné form¢é nebo vazany na
pevny podil. Naopak Cr(VI1) nebyl detekovan ani v jednom z vybranych vzorku. Avsak
v tomto piipadé byla detailné studovana i interkonverze obou specii za vyuziti izotopicky
obohacenych standardd, kdy byla dokazana 30% redukce Cr(VI) zpisobena charakterem
matrice tkani. Vzhledem Kk vys$s§imu poctu vzorkti bylo provedeno detailni statistické
vyhodnoceni vSech dat. Vyznamnou soucasti byla i ptipadova studie jednoho pacienta
s kloubni ndhradou obsahujici Cr, jehoz vysledky se zasadné liSily od ostatnich. Kromé
specii Cr(IIl) byly v jeho tkanich identifikovany i dalsi formy chromu jako jsou ¢astice a

nanocastice nebo Cr vazany na proteiny.
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The presented dissertation thesis is focused on development and validation of
analytical methods suitable for the chromium speciation analysis in biological samples.
Since the application of on-line speciation techniques to biological samples has not been
described in detail yet, speciation analyses were performed using two modes of high-
performance liquid chromatography (HPLC) in connection with inductively coupled plasma
mass spectrometry (ICP-MS).

The theoretical part is dedicated to chromium and mainly its species Cr(l1l) and
Cr(V1) (their toxicokinetics, metabolism and occurrence in biological samples are stated).
The next part describes approaches to speciation analysis of chromium, the overview dealing
with applications to various biological materials is mentioned as well. The last part deals
with the ICP-MS instrumentation, the risk of possible polyatomic interferences associated
with the use of this type of detector and with complications with speciation analyses
validation. The experimental part is divided into two main areas. The first area is focused on
development and validation of speciation analysis using ion-pair reverse phase HPLC in
connection with ICP-MS detection and its application to analyses of real blood and joint
effusion samples. The whole analytical approach was optimized and validated in terms of
linearity, limit of detection, limit of quantification, precision, and trueness. Blood and joint

effusion samples coming from patients with implanted chromium-based joint implants were



selected for analyses. The obtained results show that Cr(l11) is the main specie released into
blood as well as joint effusion. In contrast, Cr(\VI) was determined in all samples only at
trace concentrations. Besides that, the high affinity of Cr(l11) to proteins in the sample matrix
was confirmed which makes its determination by HPLC-ICP-MS more difficult. All results
were statistically compared with control group and significantly higher concentrations of all
analytes were found only in the case of joint effusion. Important part was the study of
polyatomic interferences negatively affecting determination of chromium by ICP-MS.

The second part is devoted to the development and validation of analytical approach
utilizing ion-exchange HPLC-ICP-MS and ICP-MS techniques serving for the determination
of all chromium forms in biological tissues. After the optimization of several parameters
(sample preparation, separation, detection), both methods were validated according to the
procedure given in United States Food and Drug Administration (FDA) guideline on the
validation of bioanalytical methods. Subsequently they were applied to the analyses of 2
certified reference materials and a set of real periprosthetic tissue samples collected form
patients with joint implants. As well as in the previous study, mainly Cr(l11) (as free or bound
to solid residue) was found in all samples investigated. In contrast, Cr(VI) was not detected
in any of selected tissues. However, the interconversion of both species was studied in detail
using isotopically enriched standards and the 30% Cr(V1) reduction caused by the nature of
sample matrix was proved. Due to the higher number of tissue samples, detailed statistical
evaluation of all obtained data was performed. Significant part was the case study of one
patient with Cr-based joint implant, whose results differed from the other patients. Besides
Cr(I11) species, another Cr forms as wear debris particles, nanoparticles, and Cr bound to

proteins were identified in selected tissues
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BN-PAGE
CoC

CoP

CRM
EDTA
ET-AAS
F-AAS
HPLC

HPLC-ICP-MS

IE-HPLC

IP-RP-HPLC

ICP-MS

ICP-MS/MS

ICP-QQQ

LA-ICP-MS

LOD
LOQ
MoM
MoP

PTFE

Modré nativni polyakrylamidova elektroforéza

Kloubni ndhrady typu ceramic-on-ceramic

Kloubni nahrady typu ceramic-on-polyethylene

Certifikovany referen¢ni material

Ethylendiaminotetraoctova kyselina

Atomové absorpéni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci
Atomové absorpéni spektrometrie s plamenovou atomizaci
Vysokoucinnd kapalinova chromatografie

Spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii s indukéné vdzanym plazmatem
lontové-vymeénna vysokoucinna kapalinova chromatografie
lontové-parova vysokoucinna kapalinova chromatografie na
reverznich fazich

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

Tandemova hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym

plazmatem

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

vyuzivajici trojitého kvadrupdlu

Laserova ablace ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s indukéné

vazanym plazmatem

Mez detekce

Mez stanovitelnosti

Kloubni nahrady typu metal-on-metal
Kloubni ndhrady typu metal-on-polyethylene

Polytetrafluorethylen



ROS

SD

SNR

TEM

TOF-LMMS

UV-VIS

XANES

XAS

XPS

XRF

Reaktivni adukty kysliku (reactive oxygen species)
Smeérodatna odchylka

Pomér signalu k Sumu

Transmisni elektronova mikroskopie

Hmotnostni spektrometrie s priletovym analyzatorem vyuzivajicim

pro ionizaci laserové mikrosondy

Ultrafialovo-viditelna spektrometrie

Rentgenova absorpcni spektrometrie v blizkosti absorpéni hrany
Rentgenova absorpéni spektrometrie

Rentgenova fotoelektronova spektrometrie

Rentgenova fluorescencni spektrometrie



1. UVOD

Chrom je kovovy prvek piirozené se vyskytujici Ve vSech slozkach Zivotniho prostiedi
(voda, ptuda, vzduch), ale také v rostlinnych nebo zivoc¢isnych tkanich. Jeho vyznamnym
zdrojem je bezesporu také lidska cinnost. Diky velmi zajimavym vlastnostem naléza
uplatnéni v fad¢ pramyslovych odvétvi (metalurgicky prumysl, vyroba pigmentd, barviv,
kozedélny pramysl atd.), odkud se muze v riznych podobach snadno dostat do zivotniho
prostiedi, nasledné rostlin a pifes potravni fetézec az do Zivocich. Tato kontaminace
piedstavuje zasadni problém, protoze chrom neni biologicky odbouratelny, a dokonce
negativné ovliviiuje lidské zdravi. Vyznamné zdravotni riziko ptedstavuji také kloubni
nahrady vyrobené ze slitiny obsahujici chrom. Je ale dulezité si uvédomit, Ze toto nebezpeci
se odviji od oxida¢niho stavu/formy chromu. Analyticky vyznamné jsou predevs§im
slouceniny s oxidac¢nim ¢islem +III a +VI, které jsou nejstabilngjsi a vyskytuji se nejhojnéji.
Tyto formy (specie) se vyznamné lisi v toxicité, mobilit¢ nebo biodostupnosti, tudiz je
zasadni se V monitorovani kontaminace chromem zabyvat obsahem individualnich specii a
nejenom celkového chromu. K takovym analyzam lze vyuzit riznych technik specia¢ni
analyzy zaloZenych na separaci/frakcionaci specii a jejich nasledném kvantitativnim
stanoveni. V soucasné dobé¢ je nejpopularngjsi aplikace tzv. on-line speciac¢nich technik
spojujicich vhodnou separaéni techniku a prvkove specificky detektor. U speciacni analyzy
chromu se vétsinou jedna o spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)
s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS). Tato kombinace
vyrazné zkracuje ¢asovou naro¢nost celé speciacni analyzy. DalSimi vyhodami je vysoka
selektivita a nizké meze detekce ICP-MS detektoru. Na zakladé dostupné literatury se toto
spojeni nejcastéji vyuziva na speciacni analyzu chromu v potravinach a vzorcich zivotniho
prostiedi. Vyznamnou skupinou vzorki vhodnou pro monitorovani zdravotnich rizik
chromu jsou ale biologické materialy, kde je aplikace HPLC-ICP-MS komplikovana a
doposud nebyla témét popsana.

Z tohoto diivodu se piedloZena diserta¢ni prace zabyva spojenim riznych moédi HPLC
S ICP-MS detekci pro ucely speciacni analyzy chromu v biologickych materialech.
Experimenty byly rozdéleny do dvou samostatnych ¢asti. Prvni ¢ast je zaméfena na vyvoj a
validaci postupu vyuzivajiciho iontové-parovou HPLC na reverznich fazich s ICP-MS
detekci a naslednou aplikaci na redlné vzorky krve a kloubniho vypotku. Ve druhé ¢asti

vvvvvv

Vv periprostetickych tkanich. Pro tcely separace a identifikace Cr(IIl) a Cr(VI) byla vyvinuta



a validovana metoda vyuzivajici spojeni iontové-vyménné HPLC-ICP-MS soucasné
s metodou ICP-MS stanovujici celkovy obsah Cr (frakcionace). Vsechny analyzované
vzorky v obou studiich byly odebirany pacientim se selhavajici kloubni nahradou béhem
reviznich operaci provadénych na Ortopedické klinice Fakultni nemocnice Olomouc.
V obou pracich bylo studovano uvoliovani specii chromu z nahrad do téchto biologickych
vzorkl. Ziskané vysledky byly statisticky vyhodnoceny a porovnany s kontrolnimi
skupinami. Vyznamnou soucasti obou studii byla identifikace polyatomickych interferenci
negativné ovliviiyjicich stanoveni chromu pomoci ICP-MS. Pozornost byla vénovana i
studiu interkonverze Cr(111) a Cr(VI) v tkanich za vyuziti izotopicky obohacenych standardu.
Vysledky shrnuté v disertacni praci byly publikovany v né€kolika impaktovanych casopisech
(Pfiloha ¢.1, 2, 3).



2. TEORETICKA CAST

2.1 Chrom

Chrom je netvrd$im kovovym prvkem, ktery 1ze béZn¢ nalézt v zemské kuie, svym
obsahem se fadi mezi 21. nejvice zastoupeny prvek [1]. V piirodé se pak nachazi soucasné
srudami zeleza (chromit FeCr2Os) nebo jako soucédst drahokamti (smaragd, rubin),
elementarni chrom se pfirozené nevyskytuje. Poprvé byl tento prvek objeven az v 18. stoleti
na Sibifi v tzv. krokoitu jako souc¢ast PbCrOs, jeho nazev byl odvozen z vyrazné barevnosti
sloucenin (chroma = barva) [2]. Diky vyznamnym vlastnostem jako je naptiklad vysoka
odolnost vuci korozi nebo zna¢na chemicka odolnost se v souc¢asné dob¢ asi 80 % chromu
vyuziva v metalurgickém pramyslu, a to pfedevsim na vyrobu nerezové a legované oceli [1].
DalSich 15 % pak slouzi na vyrobu chemikalii, pesticidi a pigmentd. Posledni oblasti je
zpracovani kizi, kde pouziti jeho slouc¢enin (zejména KCr(SO4)2 . 12 H20) zna¢né urychluje
proces ¢inéni. Avsak toto masivni pouzivani vede k rozsahlé kontaminaci primyslovych
oblasti. Jelikoz byly prokazany vyznamné negativni t¢inky chromu na lidské zdravi [3], jeho
obsah zde musi byt kontrolovan. Detailni studie navic prokazaly, Ze biodostupnost,
rozpustnost a toxicita chromu siln¢ zavisi na pfitomné formé, a tak je nutné kontrolovat nejen

mnozstvi celkového chromu, ale i zastoupeni jeho rtiznych forem (specii).

2.2 Specie chromu

Chrom se obecné miize vyskytovat v riznych oxidacnich stavech od 0 az do +VI,
avsak nejstabilnéjSimi a zaroven nejcastéji se vyskytujicimi formami jsou pouze trojmocny
(Cr(111)) a sestimocny (Cr(V1)) chrom [4]. Ob¢ specie se lisi v mnoha aspektech (reaktivita,
mobilita, a hlavn¢ toxicita), jejich spravna identifikace je tedy pfi studiu vlivu chromu na
lidské zdravi zasadni. Vyskyt Cr(Ill) a Cr(VI) ve vzorcich je znaéné zavisly na nékolika
faktorech jako je naptiklad hodnota pH, obsah oxidujicich/redukujicich latek a
komplexaénich nebo chelatacnich ¢inidel v daném prostiedi [1]. Tyto parametry totiz
zasadné ovliviuji chemické rovnovahy obou specii a pripadné jejich interkonverzi. Zavislost
Cr(111) a Cr(VI) na hodnoté¢ pH a redoxnim potencialu (E) detailn¢ popisuje obrazek 1.
Vzhledem k hodnoté pH a koncentraci se Cr(VI) maze ve vzorku vyskytovat ve formeé
HCrO4, CrO4* nebo Cr.07%. Forma HCrO4 pievlada v roztocich pti pH v rozmezi od 1 do

6,5 a koncentraci Cr(V1) kolem 0,01 mol I}, zatimco Cr,0+* prevazuje v koncentrovangjsich



roztocich [5]. CrO4% Ize najit ve vzorku pouze pii pH > 6,5 nezavisle na koncentraci této
specie. Avsak v pfitomnosti redukénich ¢inidel (napiiklad v organické matrici) a pii velmi
nizkych hodnotach pH vykazuje Cr(VI) vysoké hodnoty redoxniho potencialu. Diky tomu
se stava silnym oxida¢nim ¢inidlem, jeho stabilita klesa, a tak ¢asto dochazi k redukci az na
Cr(l).

Naopak Cr(III) je nejstabilnéjsi formou chromu. Tato specie snadno tvoii komplexy
se silnymi ligandy obsahujicimi kyslik nebo dusik, coz jesté vice posiluje jeji stabilitu.
Nejcastéji se vyskytuje jako Cr(OH)s, ktery tvoti srazeninu pii pH 6-9, u vyssich hodnot se
méni v rozpustny komplex Cr(OH)s. Nicméné i1 vtomto pfipadé mize dochazet
k interkonverzi, avsak pouze v siln¢ alkalickém prostiedi (pH ~ 14). Je tedy ziejmé, ze

zavislost obou specii na hodnoté¢ pH a sloZeni analyzované matrice méa velky vliv na

pfitomnost specii ve vzorku.

Cr(VI) stabilni
B Cr(111) stabilni

0 4 6 9 12 pH

Obrazek 1 Vyskyt trojmocného a Sestimocného chromu v zavislosti na hodnoté pH a E.

Pfevzato z cit. [6].

2.2.1 Toxicita a zdroje kontaminace

Nejzajimavéjsi specii z hlediska toxicity je bezpochyby Cr(VI) [7]. Diky své
velikosti a rozpustnosti se jeho slouceniny velice snadno dostavaji pies biologické
membrany az do bunék. I kdyz ma zivy organismus efektivni detoxika¢ni mechanismy,
pomoci nichz je Cr(VI) redukovén na Cr(III), mize béhem této premény dochazet ke vzniku

nestabilnich meziprodukta (Cr(IV), Cr(V1)), které reaguji s H2O2 za vzniku reaktivnich



forem kysliku (reactive oxygen species, ROS) indukujicich oxidativni stres a nasledné
zmény samotnych bunék a DNA. Nejbézngjsi je tvorba genotoxickych aduktii Cr-DNA nebo
rozstépeni DNA. Intoxikace Cr(VI) se pak vyznacuje zménami na plicich, jatrech a
ledvinach. Muze dochazet k rendlnimu selhani, nekroze jater a rakoviné riznych orgéant.
Tyto karcinogenni a mutagenni vlastnosti prispély k tomu, ze je Cr(VI) oznacovan jako
karcinogen 1. typu [8]. V posledni dob¢ je poukazovano i na moznou teratogenitu soli Cr(VI)
[9].

Naopak Cr(lll) je esencialni formou hrajici vyznamnou roli v metabolismu tukd,
bilkovin a hlavné cukri (napomahé piisobeni inzulinu pfi eliminaci glukézy z krevniho
fecisté) [10]. Doporucenou denni davkou Cr(IIl) pro dospélého ¢loveka je 50 az 200 ug,
avSak v n¢kterych piipadech onemocnéni (obezita, inzulin-rezistentni pacienti) jsou dokonce
ptredepisovany dopliiky stravy obsahujici Cr(III) (Cr(IlI)-pikolinat), které zlepsSuji zdravoni
stav pacientu trpicich cukrovkou druhého typu [8]. Nicméné ve vysokych koncentracich
muze byt i tato specie toxicka. Cr(Ill) se totiz ve velkém mnozstvi mize akumulovat
v bunikach, kde dochazi k jeho oxidaci na toxicky Cr(VI), mistné pak mize vyvolavat kiece,
zmény na kiZi, Zalude¢ni viedy atd. Za urcitych podminek Ize tedy i tuto specii povaZzovat
za potencialni genotoxickou latku.

Aby bylo mozné vice zmapovat negativni vliv Cr(VI) a pfipadné i Cr(IIl) na lidské
zdravi, je nutné znat mozné zdroje kontaminace. S rostoucim pouzivanim chromu v rtiznych
oblastech lidské ¢innosti dochazi ke kontaminaci Zivotniho prostiedi, diky ¢emu se chrom
dostava az do zivych organismi, kde podléha riznym metabolickym pfeménam [11].
Veskery chrom ptirodniho pivodu je ve stavu Cr(IIl). V nizké koncentraci je pfitomen ve
vSech typech pld, v sopecném prachu i plynech. Diky jeho vysoké afinité se obvykle vaze
k zaporn¢ nabitym casticim, ve volné forme se téméf nevyskytuje. Naopak Cr(VI) se
Vv Zivotnim prostiedi nachazi zejména v disledku lidské ¢innosti. Na rozdil od Cr(III) ma
zaporny naboj a je mnohem mobilngjsi. Diky tomu se dostava ze zdroje kontaminace velmi
rychle do riznych oblasti Zivotniho prostedi (voda, pida, vzduch atd.), avsak v ptitomnosti
jakékoliv organické hmoty dochazi k jeho okamzité redukci az na Cr(IIT). Nebezpeci spojené
s toxicitou Cr(VI) hrozi tedy hlavné v blizkosti zdroje kontaminace. Nicméné v urcitych
ptipadech (vysoké pH, pfitomnost oxidacnich ¢inidel, cukrovka druhého typu) mize
dochazet k oxidaci Cr(IIl) na Cr(VI), ¢imz se i tato specie stdva nebezpecnou pro lidské
zdravi, jak bylo popsdno vyse. Diky kontaminaci Zivotniho prostiedi pak mohou byt speciim

chromu nasledné vystaveny rostliny, zivoCichové a v neposledni fadé i lidé. Tabulka I

vvvvvv



Tabulka I Zdroje kontaminace chromem (v podob¢& Cr(l1l) nebo Cr(V1)). Ptevzato z cit.
[12].

Zdroj Specie chromu
Svarovani oceli Cr(VI)
Vyroba chemikalii Cr(VI)
Chromovani Cr(VI)

Vyroba barviv, pigmentl Cr(111), Cr(\VI1)
Zpracovani kuzi Cr(110)

Udrzba a obsluha kopirovacich stroja,

tonerl do tiskéren Cr(Vi)

Vyroba baterii Cr(\VI)
Vyroba svicek Cr(111), Cr(\V1)
Cementarny Cr(11n, Cr(V1)
Vyroba gumy Cr(11n, Cr(V1)

Kovové nahrady jako zdroj Cr(IlI) a Cr(VI)

Kromé¢ vyse zminénych oblasti lidské ¢innosti se ale mohou specie chromu dostavat
do lidského téla i jinou cestou. Jedna se zejména o pouzivani slitin chromu na vyrobu
kloubnich implantata [13]. Tyto pomucky prodluzuji aktivni Zivot mnoha pacientu, jejichz
klouby jiz nejsou schopny plnit svou puvodni funkci. Vyrazné ulevuji od bolesti, obnovuji
funkci postizeného kloubu a zvysuji tak kvalitu zivota pacientl. Z téchto divodu je jejich
aplikace b&Znou soucasti ortopedickych operaci (v Ceské republice se jich roéné provede
kolem 40 000) [14]. Mezi nejvice nahrazované klouby patii kycelni a kolenni kloub, dale se
muzeme setkat s nahradami i pro klouby ramenni, loketni a klouby prstu.

Zdravy Kloub je obecné sloZen z kloubni hlavice a kloubni jamky tvofenymi kostni
tkani. Ob¢ ¢asti jsou potazeny chrupavcitou vrstvou obsahujici kolagen. Kloubni hlavice je
navic usazena do kloubni jamky vystlané synovialni membranou produkujici synovialni
tekutinu (kloubni vypotek). Tato ¢ird kapalina sloZzend z plazmatickych proteinil, kyseliny
hyaluronové, fosfolipidli a krevnich buné€k snizuje tieni kloubnich ploch a zvySuje ptfilnavost
jednotlivych ¢asti. Je také vhodnym indikatorem zanétu kloubu a jeho poskozeni, které lze
je degradace kloubni chrupavky zptisobena starnutim tzv. primarni osteoartréza, ktera
vznika na geneticky nebo metabolicky zménéném povrchu kloubu ve vyssim véku (nad 50
let). Naopak u tzv. sekundarni osteoartrozy se jedna o poskozeni vlivem traumatu,
revmatického ¢i metabolického onemocnéni v mladsim véku (napif. dna) zpusobujici

poruchu kloubni homeostazy [15]. K 1é¢bé obou typu osteoartrozy lze piistupovat dvéma



zpusoby. Nejdiive se voli konzervativni 1é¢ba zahrnujici rezimova opatieni a farmakoterapii,
po jejim selhani nasleduje chirurgicka 1é¢ba, kdy se provede vyména postizeného kloubu
(tzv. totalni endoprotéza). JelikoZ jde o nahradu totélni, je nahrazena hlavice i jamka kloubu,

umély kloub se tedy sklada ze dvou ¢asti (obr. 2):

- femolarni (fixa¢ni) komponenta zapadajici do kosti nahrazuje kréek a hlavicku kosti

- acetabularni (artikula¢ni) komponenta nahrazuje kloubni jamku

Acetabularni
komponenta\l

komponenta\y

Femolarni *@Q ¢
«\ \

Obrazek 2 Znazornéni kycelniho implantatu. Pievzato z cit. [16].

VétSina pacientt S kloubnimi nahradami ma vysoké BMI (body mass index) a je jeste
fyzicky aktivnich. Tyto faktory tedy vyvolavaji potiebu velmi odolnych materialti vhodnych
na vyrobu kloubnich implantétii. V soucasné dob¢ na trhu existuji pfedevsim implantaty typu
hard-on-hard a hard-on-soft [13]. Typ hard-on-hard obsahuje obé komponenty vyrobené ze
stejného materialu, a to bud’ z kovu (metal-on-metal, MoM) nebo keramiky (ceramic-on-
ceramic, CoC). Tato konstrukce implantatii je velice Casta, avsak studie poukazuji na otér
povrchové vrstvy obou ¢asti béhem pouzivani a nésledné uvoliiovani mikroskopickych

¢astic do tél pacienti. Naopak u hard-on-soft implantatt je femoralni ¢ast vyrobena z kovu



nebo keramiky a acetabularni ¢ast z polymeru (specialné upraveny polyethylen nebo
polymethylmethakrylat) (metal-on-polyethylene, MoP; ceramic-on-polyethylene, CoP).
Hlavnim problémem téchto implantatii je opotiebeni polymerni ¢asti vyvolavajici zanét.
Vsechny zminéné komplikace obou typt implantati po ur€ité dobé indukuji aseptické
uvolnéni implantatu S naslednou periprotetickou osteolyzou (ubytek kostni tkané), ¢imz se
vyrazn¢ zkracuje jejich zivotnost (souc¢asné moderni implantaty vydrzi v té€le kolem 15 let).

V dnes$ni dobé se v praxi nejvice vyuzivaji MOM implantaty, protoze kovy patii
k nejodolngj$im materialim z vySe zminénych [17]. ldealni kov by mél byt odolny vaci
mechanickému poskozeni, korozi a vysoce biokompatibilni (netoxicky a nevyvolavajici
Vv téle obrannou imunitni reakci) [18]. V piipadé, ze biologické vlastnosti materialu nejsou
vhodné na vyrobu implantatu, avSak naopak vynika mechanickymi vlastnostmi, lze vyuzit i
povrchovych Uprav zarucujicich biokompatibilitu. Biokompatibilita raznych kovl ve

srovnani s ostatnimi materialy je shrnuta v tabulce II.

Tabulka Il Biokompatibilita materiali pouzivanych na vyrobu kloubnich implantata.

Ptevzato z cit. [18].

Biokompatibilita Vlastnosti OStat.l," Kovy
materialy
Tvorba tenké membrany
. , mezi tkani a implantatem, Nerezova ocel,
Biotolerovany riziko pohybu implantatu, Polyethylen Co-Cr-Mo
koroze
. . , Minimalni nebo zadna Ti-Al-V,
Bioinertni . iy - :
interakce s tkani Ti
Kontrolovana biologicka
Bioaktivni aktl\{lta,, VZl’ll'ka fy;ﬂ{a,ln,e Biokeramika -
chemicky spoj mezi tkdni a
implantatem

V minulosti se nejvice pouzivali slitiny zeleza, chromu, niklu a kobaltu (316L
ASTM F138; Rex 734 apod.), které jsou sice vysoce odolné, ale pii dlouhodobém pouZziti
nachylné ke korozi [13]. Nicmén¢ diky rostoucim ptipadim alergickych reakci na nikl se
jako alternativa zacala pouzivat slitina Co-Cr-Mo (Co: 66-67 %, Cr: 26-30 %, Mo: 4-5 %)
majici lepsi vlastnosti nez nerezova ocel. Jeji vyroba je ale mnohem nakladnéjsi. Dalsi
vyznamnou skupinou jsou implantaty na bazi slitin titanu (Ti-6Al-4V, Ti-6Al-7Nb),
ptipadné vyrobené pouze z Cistého titanu, které jsou ve srovnani s Co-Cr-Mo jesté vice

odolné vuci korozi. Na druhou stranu jsou ale drazsi a snadno se opotiebuji.
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Zasadnim problémem vsech kovovych implantati obecné je ale koroze, kterd je
jednim z hlavnich divoda jejich selhani. I kdyz jsou vSechny vySe zminéné kovy za
normalnich okolnosti vac¢i korozi odolné (implantaty na bazi Cr se pasivuji tenkou
vrstvickou Cr203, implantaty z Ti pak vrstvou TiO; zabranujici korozi), v lidském téle se
tato odolnost snizuje a dochazi k tzv. tribokorozi (poskozeni ochranné vrstvy vlivem
mechanického opotiebeni S naslednou korozi zptsobenou prosttedim lidského téla — pH,
oxidujici/redukujici komponenty) [19]. Nasledné¢ dochazi k nevratnému poskozeni
implantatu, kdy je nutnd jeho vymeéna. Nicméné uvolnovani poskozeného materialu, jeho
transport a akumulace v lidském téle se pak stavaji vyznamnym problémem. V piipadé Co-
Cr-Mo implantatt je nejvétsi hrozbou pravé chrom. Do okolnich tkani a dale do celého téla
(krev, mo¢, kloubni vypotek, vlasy atd.) se tento kov mlize uvolfiovat ve form¢ nanocastic
nebo iontl v riznych oxidacnich stavech (hlavné Cr(IIl) a Cr(VI)) [4]. Jelikoz se ale jedna
0 biologickou matrici, i vtomto piipadé je vysoce pravdépodobna okamzita redukce
toxického Cr(VI) az na Cr(III) jesté pred tim, nez je schopen dorazit do krve, moci atd. Tato
hypotéza byla navic potvrzena i nékolika studiemi zabyvajicimi se analyzou tkani ziskanych
od pacienti s kovovou nahradou na bazi chromu, kde byly vétSinou detekovany hlavné
¢astice Cr(IIl) ve formé nerozpustnych Cr,O3 CrPOs, komplext s organickymi ligandy,
ptipadné elementarni chrom ve formé nanocastic [20-24]. Vzhledem Kk tomu, ze
publikovanych studii zabyvajicich se touto problematikou je ale velmi malo a Zadna z nich
nestudovala moznou interkonverzi mezi speciemi, Ize tyto zavéry povazovat za diskutabilni.
Je Zaddouci vyvijet dalSi metody speciacni analyzy chromu v biologickych vzorcich a
aplikovat je na analyzu vzorkl krve, moci, kloubnich vypotkti ¢i tkdni od pacientt
S kloubnimi ndhradami. Zasadni je také neopomenout studium interkonverze, ke které¢ jsou
ob¢ specie velmi nachylné. Ziskané vysledky by pak umoznily potvrdit ¢i vyvratit negativni

vliv téchto nahrad na zdravi pacientll, coz je v soucasné dob€ velmi aktudlni téma.

2.2.2 Metabolismus Cr(l11) a Cr(VI)

Dalsim vyznamnym krokem pfi identifikaci Cr(III) a Cr(VI) v biologickych vzorcich
je porozuméni metabolismu chromu v Zivém organismu, kde mize dochazet k interkonverzi
¢i tvorbé dalsich forem chromu. Stru¢ny popis metabolickych drah Cr(IIT) a Cr(VI) spole¢né
s jejich toxikokinetikou shrnuje obrazek 3. Do zivého organismu se miuZze chrom dostat

nékolika zptsoby: vdechnutim (inhalace), kontaktem s klizi (transdermalné) anebo pies
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travici trakt (kontaminovana voda, potraviny, potravinové doplnky obsahujici Cr atd.) [2].
Elementarni chrom nemiize byt absorbovan ani jednou z tdchto cest. Sestimocny chrom se
nejsnaze dostava do zivych organismu inhalaci, jeho absorpce je vzhledem k mensi velikosti
ve srovnani s Cr(l11) efektivnéjsi. Timto zptisobem muze podrazdit dychaci cesty, vyvolat
astmatické potize, vznik viedl ¢i dokonce dér v nosni pfepdzce a nasledné rakoviny plic
(tyto ptiznaky byly Casto pozorovany u délniki v tovarnach pouzivajicich slouceniny Cr(VI)
[25]). Naproti tomu Cr(III) je absorbovan hlavn¢ pies travici trakt [2]. Tato cesta je mozna i
pro Cr(VI), ktery po poziti pisobi na po¢atku leptavé na gastrointestinalni trakt a nasledovat
muze i $ok a tvorba nadort zazivaciho traktu. Po jeho absorpci je ale okamzité redukovan
na Cr(l11) za vzniku nestabilnich meziproduktt (Cr(IV), Cr(V)) a reaktivnich forem kysliku
(ROS)) indukujicich oxidativni stres a nasledné poskozeni DNA (viz. kapitola 2.2.1). Nové
vznikly Cr(III) se poté Vv buice ochotné vaze na organické ligandy (aminokyseliny,
glutathion atd.) zvysujici jeho biodostupnost a mobilitu. Tyto komplexy se pak bud’
akumuluji v bunikach, nebo opousti buiiku pasivni difizi. Proces pasivni diftze Cr(III) je tim
Naopak antacida a fytaty inhibuji absorpci chromu. Nasledné je chrom transportovan do krve
a akumulovan v orgéanech jako jsou napftiklad jatra, ledviny a plice. Nakonec je vyloucen

zejména moci, minimalni mnozstvi 1ze detekovat 1 ve vlasech a zluci.
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. Okamizita redukce

_,/ Travici trakt v téni tekutiné Inhalace
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Obrazek 3 Shrnuti toxikokinetiky a metabolismu Cr(l111) a Cr(VI) (ROS - reaktivni formy
kysliku, Cr(IIT)-L - komplexy Cr(l11) s organickymi ligandy). Pfevzato z cit. [4].

2.2.3 Cr(l11) a Cr(V1) v biologickych vzorcich

Do dnesniho dne byla speciacni analyza chromu realizovana ptfedevS§im v matricich
jako jsou environmentalni vzorky (voda, vzduch, pada) [5, 26, 27] a potraviny [28], speciace
v biologickych vzorcich nebyla doposud detailné popsana [4, 29]. Existuje jen nékolik praci
zabyvajicich se touto problematikou, vétSina autort dava stale pfednost stanoveni celkového
chromu. Tyto vysledky ale nemaji Zadnou vypovidajici hodnotu o0 mozném negativnim vlivu
tohoto prvku na lidské zdravi. Spravna identifikace a stanoveni specii Cr(l111) a Cr(VI1) v krvi,
moci, piipadné v tkanich by ale mohla byt vhodnym nastrojem pro monitoring Cr(\V1)
v kontaminovanych oblastech nebo pro problematiku kloubnich nahrad. Z tohoto divodu je
zadouci zaméfit se hlavné na speciacni analyzu prave takovych vzorkt. Dalsi trhlinou v této
oblasti je i nedostatek informaci 0 fyziologickych hodnotach specii (hodnotach pro zdravou
populaci). Dodnes sice bylo publikovano mnoho praci, které se zabyvaji stanovenim
celkového chromu v biologickych vzorcich, relativné snadno tak lze dohledat jeho
fyziologické hodnoty v krvi, mo¢i, tkanich, ale informace o pifitomnych speciich a jejich
zastoupeni Casto uplné chybi. Vzhledem k tomuto nedostatku je pak slozita i samotna
interpretace ziskanych vysledkd specia¢ni analyzy. Duvodem je pravé komplexnost

biologické matrice. Autofi se pii speciacni analyze takovych vzorka ¢asto setkavaji s mnoha
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komplikacemi jako je naptiklad snadna interkonverze specii a naro¢na tiprava vzorku. Dalsi
komplikaci je unikatnost biologickych vzorkt, kdy se obsah kovii muze odvijet od fyzického
stavu pacienta (v€k, pohlavi, zdravotni stav) ¢i prostiedi, ve kterém Zije (kontaminace,
potraviny, implantaty) [29]. V neposledni fadé je dulezité brat v potaz také slozitost
biologické matrice, diky které se miize ve vzorku nachazet nejen volny Cr(III) a Cr(VI), ale
napiiklad i Cr(IIl) vazany v komplexech s organickymi ligandy [30]. Zajimavou formou je
napiiklad Cr(III)-pikolinat vyuzivany jako doplnék stravy pii 1é¢bé cukrovky druhého typu,
ktery byl detekovan v krvi [30]. Nasledujici text shrnuje dostupné fyziologické hodnoty
celkového chromu v riznych biologickych vzorcich spole¢né s nejcastéji se vyskytujicimi
formami (pokud jsou znamy).

Mezi nejjednodussi biologické vzorky se tfadi sliny. Do slin se obvykle chrom
dostava z potravy, vody, pfipadné se mize uvoliiovat z dentalnich nahrad na bazi chromu
[31]. Vzhledem k tomu, Ze sliny obsahuji vysoky obsah enzymi a bakterii, jakékoliv
mnozstvi Cr(VI) ve slinach je okamzité redukovano na Cr(III) a Cr(VI) se tedy v této matrici
témet nevyskytuje. Hodnoty celkového Cr se u zdravé populace obvykle pohybuji mezi 0,8
a3,6 ug I, nicméné kouteni, chrom v potravé a piitomnost dentdlni ndhrad z chromu miize
tuto koncentraci zna¢né ovlivnit [32].

Doposud nejvice zmapovanou matrici je krev piipadné jeji sekundarni slozka krevni
sérum/plasma. V literatuie se 1ze setkat s tvrzenim, ze obsah chromu v plné krvi je asi tfikrat
vy$§i nez v séru/plasmeé [33, 34]. Sérum/plasma obvykle obsahuje méné chromunez 1 ug I
1 [35, 36], avsak v pIné krvi se celkovy chrom pohybuje v rozmezi 0,7-28 pg I [37]. Tento
rozdil je zpusoben riznou distribuci Cr(Ill) a Cr(VI) v krvi. Cr(Ill) 1ze nalézt hlavné
v séru/plasmé, kde tato specie snadno tvoii komplexy a vaze Se na pfitomné proteiny (-
globulin, transferin, albumin) [2, 29, 33, 38], naopak Cr(VI) se vyskytuje pouze ve volné
form¢ a diky své mobilit¢ je schopen prejit do Cervenych krvinek. Obsah celkového Cr
Vv séru/plasmé tedy odpovida pouze obsahu Cr(l1l), v pIné krvi se ale mohou nachazet obé
specie dohromady. Normalni koncentrace chromu v krvi pak mohou byt ovlivnény uzivanim
potravinovych doplikt s Cr(lll) nebo pritomnosti kloubniho/dentalniho implantatu
z chromu [19]. Specia¢ni analyza chromu v Kkrvi je tedy vzhledem k vysoké afinité Cr(III)
Kk proteiniim zna¢né komplikovana. Navic diky rychlému pienosu Cr pies krevni ob¢h zde
nedochazi k jeho dlouhodobé akumulaci a tato matrice tedy neni vhodnym indikatorem
intoxikace chromem [2, 39].

vvvvvv

v lidském téle se pohybuje mezi 0,4 a 6 mg [2]. Jeho mnozstvi je vzhledem k hmotnosti
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nejvyssi pfi narozeni a s pribyvajicim vékem klesd. To samé plati pro jednotlivé organy
kromé plic. Obsah chromu v plicich sice také nejdiive klesd, ale od dospélosti zase roste.
Tuto zménu zpisobuje ukladani chromu z kontaminovaného ovzdusi. Naopak Cr z potravin,
vody atd. musi projit pfes travici trakt, a tak se dostane i do jinych organu. V tkanich lze opét
diky rychlé redukci na Cr(IIl) a vysoké afinit¢ Cr(Ill) k makromolekulam nalézt zejména
tuto specii, ktera se nasledné uklada v kostech, plicich, jatrech, slezing, a ledvinach. Nejvyssi
mnozstvi 1ze pak u zdravého &lovéka nalézt v plicich (0,004-15 pg gt), jatrech (0,008-0,16
ng g1), ledvinach 0,04-0,09 pg g*) a srdci (0,04 ng g™) [40, 41]. Zajimavou skupinu vzorki
tvori tkané odebrané v blizkosti kloubnich nahrad obsahujicich chrom [19, 39]. Vlivem
opotiebeni materialu s naslednym uvoliovanim chromu v riznych formach mohou takové
vzorky vykazovat zvySené hodnoty tohoto kovu (viz kapitola 2.2.1). Diky mobilité
uvolnovanych forem se chrom muze transportovat dal do celého téla a akumulovat i ve
vzdalengjSich organech a tkanich [42].

Poslednim ¢asto analyzovanym biologickym materialem je moc. Jak bylo popsano
vyse, je to hlavni cesta vylu€ovani chromu z lidského téla. Obsah celkového chromu se u
zdravych jedincii pohybuje v Sirokém rozmezi od 0,4 az po 50 ug I, opét se vyskytuje
prevazné ve formé Cr(111) [43]. Tato hodnota mize byt ovlivnéna koufenim (tabak obsahuje
vysoky obsah chromu), stresem (cviCeni, infekce), pitim piva, zdravotnim stavem
(cukrovka), pripadné opét pfitomnosti nahrad na bazi slitin chromu [11, 44]. Mnozstvi
chromu v modi je vyznamné zejména z hlediska stanoveni intoxikace chromem, protoze

umoznuje urcit pomér mezi chromem pfijatym a vyloucenym [2].

2.3 Speciacni analyza

Vzhledem ktomu, Ze stanoveni celkového obsahu prvki je v soucasné dobé
nedostacujici a neposkytuje uplnou informaci k hodnoceni rizik Zivotniho prostfedi, toxicity,
nebo biodostupnosti riznych forem téhoz prvku, je nutné aplikovat metody schopné odlisit
chemické formy stejného prvku [1]. Takovéto stanoveni je oznacovano jako speciacni
analyza [45]. Tento pfistup poskytuje moznost Iépe porozumét chemickym a biochemickym
procesiim a mize podat detailnéjsi informace o toxicité nebo naopak esencialité jednotlivych
specii. Vyznamna je predevsim speciacni analyza prvka u vzorkt, které by mohly mit dopad
na zdravi ¢lovéka, jako jsou naptiklad potraviny, vzorky Zivotniho prostiedi nebo pak

samotné biologické materialy.
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Cely proces speciacni analyzy zahrnuje nékolik krokd od vzorkovani, ptes ptipravu
vzorku (filtrace, extrakce atd.), separaci a detekci jednotlivych specii az po identifikaci
struktur analytii. AvSak Casto jsou speciacni analyzou nazyvany i postupy, které jsou
zalozeny pouze na frakcionaci. Frakcionace obecné zahrnuje nékolik kroku, které nevedou
k uplné identifikaci specii, ale charakterizuji skupiny specii na zakladé jejich riznych
fyzikalnich nebo chemickych vlastnosti (rozpustnost, reaktivita). Typickym piikladem je
speciacni analyza, navic vyuziva i mnoho riznych chemickych ¢inidel. VSechny tyto aspekty
ale zasadn¢ ovliviuji také interkonverzi specii, a tak je nutné striktné dodrzovat vSechny
parametry ovliviwjici cely pribéh frakcionace. Tento pfistup tedy muize jednoduse vést
k chybnym vysledkim. Vyhodné&jsi je tedy aplikovat speciani analyzu, Ktera jako jedina

mize poskytnout komplexni informace o zastoupeni jednotlivych specii ve vzorku.

.....

1. oxida¢énim stavem — typickym piikladem jsou pravé specie chromu (Cr(Ill) a
Cr(V1)), dale sem patii také specie As (As(I11) a As(V)) nebo Mn (Mn(11) a Mn(V11))

2. strukturou organokovovych sloucenin — selenoaminokyseliny, organoslouc¢eniny

arsenu

3. povahou komplexi kovi — naptiklad kovy vazané na proteiny, DNA fragmenty,

polysacharidy

Na obrazku 4 je zobrazeno rozdéleni nejzajimavéjsich specii v zavislosti na jednotlivych
oborech. V soucasné dobé jsou dobfe popsané zejména specie arsenu, rtuti nebo selenu,
avSak speciace chromu je stale netiplna, a to piredevSim v oblasti biologickych vzorkl
vyznamnych pro monitoring intoxikace Cr(V1) [46]. Z tohoto diivodu bylo cilem prace tuto
oblast detailné popsat a vyvinout metody speciacni analyzy, které by byly vhodné pro

soucasné staveni Cr(IIl) a Cr(VI) v riznych biologickych materialech.
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Obrazek 4 Oblasti vyzkumu ve speciacni analyze. Pievzato z cit. [47].

2.3.1 Trendy ve specia¢ni analyze chromu v biologickych vzorcich

Zlatym standardem v oblasti speciacni analyzy chromu je v souc¢asné dob¢ aplikace
spojeni separac¢nich metod s vhodnou detekci (tzv. spojené techniky). Tento piistup naSel
uplatnéni hlavné v analyze jednoduchych matric, jako jsou naptiklad vzorky Zzivotniho
prostiedi (voda, ptida atd.) [5, 26, 27], aplikace na realné biologické vzorky je ale znaéné
komplikovana. Z tohoto diivodu se pro speciaci chromu v biologickych materialech obvykle

voli jednodussi metody.

Obecné se lze setkat se tiemi pristupy:

- tzv. solid-state techniky analyzujici pfimo pevny vzorek bez zadné piedchozi Gpravy,
mezi nejCastéjSi techniky patéi rentgenova fluorescenéni spektrometrie (XRF),
rentgenova absorpéni spektrometrie (XAS), rentgenova absorpéni spektrometrie v

blizkosti absorpéni hrany (XANES), rentgenova fotoelektronova spektrometrie (XPS)
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- off-line techniky vyuzivajici izolaci specii ze vzorkl S naslednou detekci celkového
chromu (pomoci atomové absorpéni spektrometrie s elektrotermickou (ET-AAS) nebo
plamenovou (F-AAS) atomizaci, ICP-MS)

- on-line techniky (tzv. spojené techniky) kombinujici separaci specii s jejich naslednou
detekci, nejcastéji se jedna o spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie s ICP-

MS (HPLC-ICP-MS)

Vybér techniky vétsinou zavisi na ¢asové narocnosti celé speciacni analyzy, dostupném
vybaveni a v neposledni fadé také charakteru vzorku. Celkova speciacni analyza ale
nezahrnuje pouze vlastni izolaci/separaci specii a jejich identifikaci, ale je dulezité se zaméfit
i na samotné vzorkovani a pfipravu vzorku. VSechny tyto kroky totiz mohou byt zdrojem
moznych chyb zptisobenych kontaminaci nebo ztratou analytl a velmi ¢asto i interkonverzi
Cr(111) a Cr(V1). Cela studie tak mize vést K mylnym zavéram (piikladem je redukce Cr(VI)

béhem speciaéni analyzy chromu v rostlinnych materialech [48]).

2.3.2 Odbér vzorku

Velkym rizikem béhem analyzy specii ve stopovych koncentracich mizZe byt
kontaminace vzorku ¢i ztrata analytd uz pii prvotnim odbéru. Tento problém je v ptipadé
biologickych vzorki vyznamny, nebot’ odbér ve vétsin¢ piipadi nemlze provadét sam
analytik. VV medicing se standardné pouZivaji nastroje vyrobené z materialti obsahujicich Cr
(injek¢ni jehly, skalpel z chirurgické oceli), kdy je diraz kladen predevs§im na jejich sterilitu.
Dalsi ¢isténi predchazejici pipadné kontaminaci kovy je tak témét nemozné. Pti odbéru krve
¢1 kloubnich vypotkt je tedy zasadni pouzivat injek¢ni jehly neobsahujici Cr, v nejlepSim
ptipadé¢ pak plastové jehly (vétsinou vyrobené z propylenu nebo teflonu) [29]. Na trhu jsou
dostupné i posilikonované jehly nebo kanyly, v tomto ptipadé je dulezité si davat pozor na
to, zda jsou posilikované z vnitini nebo pouze z vné&jsi strany, kdy by opét mohlo dojit ke
kontaminaci vzorku [29, 46]. Pokud ale neni mozné pouzit takto upravené jehly, vétSinou se
prvni ¢ast odebrané¢ho vzorku vyradi (skartuje) a k analyze je pouzit az druhy alikvot
(eliminace kontaminace). Jinym problémem mohou byt i pouzité chemikalie, v pfipad¢ krve
to jsou zejména antikoagulanty jako heparin, ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA)
nebo citrat [49]. Tyto latky ovliviiuji distribuci Cr(III) a Cr(VI) mezi ¢ervené krvinky a

plasmu a zejména afinitu Cr(l11) k obsazenym makromolekularnim latkam. Vhodné je tedy
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analyzovat krev bez upravy témito latkami. Podobné pfi odbéru tkani je zdsadni pouziti
teflonovych nebo polyethylenovych nozi, aby se zamezilo kontaminaci z nerezové oceli [21,
50]. Naopak odbér moc¢i uz vétSinou neprobiha za sterilnich podminek, a tak je
doporucovano vyuzit plastovych odbérovych nadobek, nejlépe predem piipravenych pro
stopovou analyzu (louzenim ve zifedéné HNOsz po dobu 24 h snaslednym oplachem
deionizovanou vodou a vysuSenim) [29, 51, 52]. Pro odbér vzorka vlast ¢i neht je zadouci
pouzivat niizky vyrobené z plastu nebo jiného vhodného materialu [53], kritickym bodem je
i transport téchto vzorku do skladovacich nadob, kdy muze dojit ke kontaminaci z oble¢eni
nebo pokozky [29].

V neposledni fad¢ je dulezité si davat pozor i na skladovani a rychlost odbéru vzorku.
Na rozdil od jednodussich matric jako je voda nebo ptda je kvili mozné kontaminaci nebo
ztraté analytt nutné odebrat biologické materialy co nejrychleji. Nejlep$im postupem by byl
rychly odbér vzorku s okamzitou analyzou, avsak to ve vétsiné ptipadd neni realizovatelné.
Aby se zabranilo interkonverzi obou specii a vlivu pisobeni pfitomnych mikroorganismd,
je doporuceno takové vzorky ihned po odbéru zamrazit na co nejnizsi teplotu (obvykle na -
80 °C) [1]. Redukce Cr(VI) na Cr(lll) vlivem vyssi teploty (nad 25 °C) byla potvrzena
naptiklad ve vzorcich potravin [54]. I za dodrZeni vSech vyse popsanych pravidel specia¢ni
analyzy je zde ale stale urcité riziko kontaminace nebo ztrat, tudiZ je vhodné spolu s realnymi
vzorky analyzovat také slepé pokusy nebo analytem obohacené vzorky umoziujici jejich

odhaleni.

2.3.3 Priprava vzorki pro analyzu

Uprava vzorki pied vlastni analyzou je dals§im kritickym krokem celé speciaéni
analyzy. Biologické vzorky obsahuji komplexni matrici zahrnujici latky rizného charakteru
od iontli az po vysokomolekularni latky, a tak vétSinu z nich nelze analyzovat ptimo [29].
Tyto slozky mohou rusit analyzu nebo ji dokonce Upln€¢ znemoznit, tudiz musi byt nejprve
ze vzorku odstranény. DalS§i nezbytnosti je Uprava vzorku vedouci k pifeméné analyth
na méfitelné formy (piikladem je komplexace Cr(l11) pomoci EDTA). Moznym rizikem je
zde opét interkonverze, ztrata analytii nebo kontaminace vzorku. Z téchto divodu jsou zde
kladeny vysoké naroky na Ccistotu pouzitych chemikalii a vody odpovidajici kvality,
vhodného laboratorniho nadobi a pomticek v laboratofi, jelikoZ i ty mohou byt potencidlnim

zdrojem kontaminace.
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Volba mezi riznymi Gpravami vzorku se vétSinou odviji od typu biologické matrice,
analyzovanych specii a zejména pak zvolené speciacni techniky. Co se tyce tzv. solid-state
technik, ptiprava vzorkl je velmi jednoducha. Nejcastéji se jedna o fixaci odebrané tkan¢
(napf. pomoci formalinu) s naslednou piipravou tkanovych fezit pomoci mikrotomu [21, 23].
Tento proces je velmi rychly, coz vyrazné zkracuje celou dobu speciacni analyzy. Navic se
diky rychlosti a minimalnimu mnozstvi pouzitych chemikalii redukuje i riziko
interkonverze. Na druhou stranu ale existuje studie potvrzujici vliv pouzitého formalinu na
distribuci Cr(I11) a Cr(\V1) ve vzorku [55]. Naopak télni tekutiny je vhodné analyzovat bud’
za vyuziti on-line nebo off-line technik. V soucasné dobé jsou ve specia¢ni analyze
nejpopularngjsi on-line techniky, které se vyznacuji vysokou rychlosti a selektivitou. Pro
ptipravu vzorkli se obecné nejcastéji voli jednoduché tedéni s naslednou filtraci nebo
centrifugaci branici ucpani separa¢niho systému makromolekularnimi latkami [56]. Tento
postup je obvykle vyuzivan na jednoduché vzorky z zivotniho prostfedni, v ptipadé
jako je krev muze ale dochazet ke ztraté specii chromu (hlavné Cr(III) navazaného na
proteiny). Vzhledem Kk tomuto problému se na speciaci chromu vV télnich tekutinach
nejéastéji vyuzivaji off-line techniky zahrnujici extrakci jedné nebo vice specii dohromady.
Aplikace extrak¢nich metod ma hned nékolik vyhod jako naptiklad jednoduchost, nizka cena
a analyza vSech pfitomnych specii. VétSinou se jedna o extrakci pouze jedné specie, kdy se
obsah druhé obvykle dopocitd zrozdilu celkového obsahu Cr a naméfeného obsahu
extrahované specie. Druhou moznosti je extrakce jedné specie, pii¢emz druha specie je ze
vzorku eluovana nastavenim jinych reakénich podminek. Nejméné ¢astou variantou je pak
extrakce obou specii zaroven.

Vzhledem k prokazané toxicit¢ se vétsina studii zamétuje zejména na Cr(VI). Z
environmentalnich vzorkt lze tuto formu extrahovat pomoci vody, fosfatového tlumivého
roztoku (pH 7), pfipadné silné alkalickych roztoki NaOH nebo NHsOH (pH 12) [28, 30].
Efektivni alternativou je vyuziti mikrovinné extrakce alkalickym roztokem EDTA
umoziujici stanoveni volnych specii chromu (Cr(l1l) i Cr(VI)) bez rizika interkonverze.
EDTA totiz vaze Cr(IIl) do komplexu [Cr(lII)-EDTA]" a zamezuje tak jeho oxidaci.
Nicméné Vv biologickych vzorcich neexistuji pouze volné formy obou specii, ale zejména
v piipadé Cr(IIl) se jedna i o slozité komplexy, jejichz extrakce je t€mito zptisoby velmi
problematicka. Z tohoto diivodu byly na biologické vzorky aplikovany jiné typy extrakci,

které jsou shrnuty Vv tabulce Il1.
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Tabulka 111 Piehled pouzitych extrakénich postupii ve speciacni analyze chromu

Vv biologickych vzorcich.

Biologicky vzorek Extrakce Extrahovana Reference
specie
Sérum, mod Magneticka e?ég?kce na pevné cr(in) [57, 58]
Sliny, mo¢ Extrakce na pevné fazi Cr(111), Cr(V1) [59, 60]
Disperzni mikroextrakce
Krev, mog, sliny z kapaliny do kapaliny Cr(11), Cr(\V1) [61-64]
vyuzivajici iontovych kapalin
Krev, mog, sliny, Extrail}(?e kapalnou fa21 S [31, 65,
. vyuzitim teploty zakalu Cr(11)
sérum o . 66]
micelarnich roztoki
Y Extrakce na rozhrani iontové
Mog¢, plasma kapaliny a vodné fize Cr(l1) [67, 68]
, Mikroextrakce s tuhnouci
Mot organickou kapkou Cr(ll) [69]
Extrakce vyuzivajici
Moc¢ pratokového injekéniho Cr(l1) [70]
vysolovani
Sliny, moc, sérum, ) , L oprs
vlasy, nehty Disperzni extrakce na pevné fazi Cr(VI) [53]
Adsorpce obou specii na
nanocastice Au/TiO2 S naslednou
Mo¢ extrakci vyuzivajici on-line Cr(111), Cr(\V1) [51]
fotokatalytické redukce UV
zafenim
. Tepeln¢ asistovana Celkovy Cr(IID),
Moc mikroextrakce celkovy Cr(VI) [71]
. . Ultrazvukove¢ asistovana Cr vazany na
Tkiné (orgdny) extrakce proteiny [72]

Zejména v pripadée extrakce Cr(IIl) mnoho autord uvadi ziskané vysledky jako obsah
celkového Cr(IIl) ve vzorku. Nicméné jak bylo popséno vyse, je velmi slozité vyextrahovat
I Cr(111) navazany na proteiny. Ve vétsin€ studii se tak pravdépodobné podatilo vyextrahovat
pouze jeho volnou/extrahovatelnou formu, vazany Cr(III) ztstal v komplexu s pfitomnymi
proteiny. Jedina studie zaméfend na riznou distribuci Cr(III) mezi proteinovymi frakcemi
vzorki je prace popisujici extrakci mezi dvé vodné faze [68]. Jsou zde detailné popsany
extrakce volného/extrahovatelného a vazaného Cr(IIl) a jejich dosazené koncentrace ve
vzorcich plasmy. Naopak Doker a kol. se zase jako jedini zaméfili na extrakci pouze
vazaného Cr z tkani (organy mysi) [72]. Ostatni studie tento fakt opomn¢ély, a tak jejich

vysledky mohly vést k mylnym zavéram.
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2.3.4 Techniky specia¢ni analyzy chromu

Pii volb¢ instrumentdlni metody pro stanoveni specii chromu v biologickych
vzorcich je nutné zvazit hned nékolik faktord, jako jsou napiiklad typ a velikost vzorku,
predpokladany koncentracni rozsah, rychlost analyz nebo dostupnou instrumentaci.
Hlavnimi problémy pii stanoveni Cr(lll) a Cr(VI) v biologickych materialech je jejich
pritomnost ve velmi nizkych koncentracich (zejména v piipad¢ krve a moci), pfitomnost
neznamych forem specii a velmi snadné poruseni rovnovahy béhem analyzy s naslednou
interkonverzi. Mezi nejvice vyuzivané patii bezesporu off-line techniky umoznujici
stanoveni vSech specii pomoci selektivnich extrakénich metod s naslednou detekci celkové
chromu v ziskanych frakcich (extraktech). Po vhodné zvolené piipravé vzorku je tedy nutné
vybrat i detektor poskytujici dostate¢né nizké meze detekce. Jeho volba zavisi na koncentraci
chromu a samoziejmé vybaveni laboratofe. Mezi nejastéji vyuzivané detektory patii
atomova absorp¢ni spektrometrie (bud’ s elektrotermickou atomizaci (ET-AAS) [31, 59, 63-
66, 68, 71, 73, 74] nebo s plamenovou atomizaci (F-AAS) [51, 53, 57, 58, 61, 62, 67]) a
zejména pak hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) [33, 70].
Porovnani téchto detektord poskytuje tabulka V. Detailni shrnuti literatury zamétené na
speciaci chromu v biologickych vzorcich je uvedeno v ptehledovém ¢lanku, ktery je soucasti
této disertaéni prace (Ptiloha ¢. 1) [4].

Tabulka 1V Parametry pouzitych detektorti ve speciacni analyze chromu V biologickych

vzorcich. Pfevzato z cit. [75].

Vlastnosti ET-AAS F-AAS ICP-MS
Ovladani Jednoduché | Jednoduché | Slozité
Provozni naklady a cena Vyssi Nizké Vysoké
Spojeni se separacnimi metodami Ne Ne Ano
Meze detekce > 50 ppt > 10 ppb <1 ppt
Linearni dynamicky rozsah (fad) 2 3 9
Preciznost 1-5% 0,1-1% 1-3%
Multielementéarni analyza Ne Ne Ano
Rychlost analyzy Nizka Stiedni Vysoké

Pro pevné vzorky (naptiklad tkané aj.) se obvykle voli tzv. solid-state specia¢ni
techniky. Nevyzaduji Zadnou slozitou upravu vzorku, jedna se pouze o analyzu prostorové

distribuce Cr(I11) a Cr(VI) ve vzorku. Mezi nejvice vyuzivané patii XPS, XAS nebo XANES
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[20-24]. Mén¢ Casta je aplikace XPS v kombinaci s transmisni elektronovou mikroskopii
(TEM) nebo energiové disperzni rentgenova fluorescen¢ni analyza [22]. Zajimavou
alternativou je studium distribuce specii chromu v tkanich pomoci hmotnostni spektrometrie
s pruletovym analyzatorem vyuzivajicim pro ionizaci laserové mikrosondy (TOF-LMMS)
[76]. Tyto techniky sice nenesou riziko ztraty analytd nebo kontaminace vzorku béhem jeho
piipravy, avsak poskytuji vysoké meze detekce (nékolik pg g) nevhodné pro stanoveni
Cr(111) a Cr(V1) ve stopovém mnozstvi. Casto tak jejich signal splyva se signalem pozadi.
Jinym problémem mulZze byt podobnost signalii specii, diky ¢emuz je vybrand technika
neodlisi.

VétSina autort se tim padem uchyluje ke speciaci za vyuziti off-line technik. Jejich
aplikace na biologické vzorky je jednodussi a nasledna detekce celkového Cr i rychla. Jen
poctu pouzitych chemikalii se zde zvysuje riziko mozné kontaminace vzorku a poruseni
stability Cr(ll) a Cr(VI1). Vzhledem k tomu je dulezité kontrolovat interkonverzi mezi
obéma speciemi. DalSim divodem interkonverze mlze byt i samotna matrice vzorku, ktera
ma redukéni vlastnosti, jak uz bylo popsano v mnoha publikacich [4, 48]. Nezbytnou
soucasti kazdé speciacni analyzy musi byt tedy nastaveni takovych podminek, které zajist'uji
stabilitu obou specii a ptipadné i aplikace metody, ktera umoznuje kontrolu jejich oxida¢niho
stavu pied a po analyze. Bohuzel to v ptipadé solid-state technik a vétsiny off-line technik
detekujicich celkovy Cr pomoci ET-AAS nebo F-AAS neni realizovatelné. Z tohoto diivodu
je soucasnym trendem speciaéni analyzy aplikace spojenych technik v on-line uspofadani

vyuzivajicich ICP-MS.

2.3.4.1 On-line techniky s ICP-MS detekci

Vzhledem k vyse uvedenym nevyhodam off-line a solid-state technik se v poslednich
letech speciaéni analyza chromu zamé&fuje spiSe na aplikaci on-line technik. Tyto techniky
umoznuji simultanni analyzu specii ve velmi kratkém case. Je zde vyuzit vykonny separacni
systém s prvkove selektivnim detektorem. Toto spojeni je vétsinou realizovano bud’ ptimym
spojenim vystupu separacni techniky se vstupem detektoru, nebo je pro spojeni pouzit
vhodny spojovaci ¢lanek tzv. interface [77].

Mezi separacni techniky obecné vhodné pro speciacni analyzu patii predevSim
kapilarni elektroforéza, plynova nebo kapalinova chromatografie [46]. Jejich volba zavisi na

povaze studovanych specii a samotného vzorku. Jako prvkové selektivni detektor se pak
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nejCastéji vyuziva atomovy absorpéni spektrometr (ET-AAS nebo F-AAS), atomovy
fluorescencni spektrometr, opticky emisni spektrometr s indukéné vdzanym plazmatem
(ICP-OES) nebo ICP-MS. Nicméné pro potieby speciacni analyzy chromu je nejbéznéji
vyuzivanym separa¢nim systémem vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), jako
detektor se prednostné pouziva ICP-MS (obr. 5). Toto spojeni je zlatym standardem ve
speciacéni analyze nabizejici mnoho vyhod jako je naptiklad Siroka Skala separacnich
mechanismi (aplikace riiznych mobilnich a stacionarnich fazi) umoznujici separaci nékolika
specii soucasné a jejich okamzitou detekci, coz minimalizuje interkonverzi. Naopak urc¢itou
nevyhodou je zde omezena ptiprava vzorku, kdy zejména v ptipad¢é biologickych materiald
musi byt z matrice odstranény vSechny makromolekularni latky (proteiny), které by mohly
rusit analyzu nebo dokonce ucpat kolonu. V takovych piipadech se Casto pied vlastni

separaci vyuziva filtrace nebo centrifugace vzorki.

(\& Chromatograficka separace

,F (kolona)

Davkovani vzorku : !

1 1

k || . 1 L
) [0c®, % &= Mobilni faze L
® O ) 1 ! ®.c e\o o e :
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. . . . ’a ’ 1
HPLC % ol ; Stacionarni fize
\o\ Separace specif
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Obrazek 5 Schéma speciacni analyzy vyuzivajici HPLC-ICP-MS.

Z modu kapalinové chromatografie se pro potieby speciacni analyzy chromu nejvice
vyuziva iontové-vyménnd chromatografie (IE-HPLC) a iontové-parova chromatografie

nareverznich fazich (IP-RP-HPLC) [4]. Z divodu nekompatibility organickych
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rozpoustédel s ICP-MS je znamd pouze jedna studie vyuzivajici klasickou HPLC
S obracenymi fazemi [60]. Vyznamnou oblasti specia¢ni analyzy chromu v biologickych
vzorcich je také identifikace neznamych specii. Vzhledem k afinité Cr(I1l) k proteinim se
tato specie vyskytuje v biologickych vzorcich v riznych formach. Vhodnym nastrojem pro
jejich identifikaci je gelova permeaéni chromatografie [72, 77-79]. Zajimavou alternativou
je také spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii vyuzivajici mékké ionizacni techniky
(napriklad elektrosprej nebo laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice) umoznujici
identifikaci slozitych struktur neznamych specii [30, 56, 72, 80]. Specia¢ni analyza
vyuzivajici spojeni prvkové selektivniho ICP-MS detektoru s organickou hmotnostni
spektrometrii by tak v budoucnu mohla byt dokonaly nastroj pro identifikaci vS§ech moznych
specii chromu nachézejicich se ve vzorku. V néasledujici ¢asti budou detailné popsény

nejcastéji aplikované mody IE-HPLC a IP-RP-HPLC.

lontove-vymeénna chromatografie (IE-HPLC)

Iontové-vymeénna chromatografie se obecné pouziva pro separaci iontli na zakladé
jejich naboje [77]. Vlastni separace je zaloZena na iontovych interakcich analytu v mobilni
fazi s opacn€ nabitymi funk¢nimi skupinami stacionarni faze. Stacionarni faze je tvofena
bud’ organickymi nosi¢i (napiiklad dextrany, celuléza, polymery) nebo anorganickymi
nosi¢i (zeolity, fosfore¢nany). Obsahuje bud’ zaporné nabité funkéni skupiny vazajici
kationty (KATEX) nebo je pfipad opacny, kdy je stacionarni fdze kladné nabita a vaze
anionty (ANEX). Katexy maji nejcastéji na povrchu fenolické, karboxy, fosfatové nebo
sulfatové skupiny, nicméné tento typ stacionarni faze se pro speciaci chromu téméft
nevyuziva (aplikovatelny by byl pouze v pfipadé analyzy kladné nabitého Cr(III)).
Ptednostné se k separaci obou specii chromu vyuziva anext (nejcastéjsi funkeni skupiny
jsou aminy). Vzhledem k tomu, ze Cr(IIl) se ve vzorcich vyskytuje jako kladné nabity, je
nutné nejprve prevést jeho naboj na zaporny. K tomu se nejcastéji vyuziva komplexace
s EDTA za tvorby [Cr(lI1)-EDTA]" (rovnice 1). Tato reakce mize probihat za laboratorni
teploty, ptipadné mize byt urychlena zvysenim teploty na 70 °C [4]. Bez této Gpravy by
doslo k separaci pouze zaporné nabitého Cr(VI) (CrO4%) (rovnice 2) a Cr(lll) by se na
stacionarni fazi nezadrzoval. Vzhledem K toxickym vlastnostem Cr(VI) se nékteré studie
zabyvaji pouze touto specii a komplexace Cr(III) je popsana jen ziidka [38, 54, 81].

Separace ionti vyzaduje pouziti vodnych mobilnich fazi stlumivymi roztoky

s riznymi hodnotami pH (pH > 6 pro anexy, pH < 6 pro katexy). Pro eluci se nejcastéji
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pouziva linearni gradient s dvéma mobilnimi fazemi o rizném slozeni, diky tomu roste
iontova sila a elu¢ni sila mobilni faze. Soutézenim ionexu 0 ionty v mobilni fazi a ve vzorku
pak dochazi k separaci. Kromé spojeni s ICP-MS byl tento separa¢ni mod pouzit také pro
stanoveni Cr(IIl) vazaného na proteiny pomoci ultrafialovo-viditelné spektrometrie (HPLC-

UV-VIS) [36, 38, 78] .

[Cr(I)-EDTA] + (R)sN*X- — [Cr(II)-EDTA] (R)aN* + X' (1)

(CrOs)% + (R)sN*X- —>  (Cr0O4)* (R)sN* + X (@)

lontove-pdrova chromatografie na reverznich fazich (IP-RP-HPLC)

Pti chromatografii iontovych parii se vyuziva tvorby iontovych asociatli mezi analyty
iontové povahy a opac¢né nabitym protiiontem, jenz obsahuje nepolarni ¢ast [77]. Tyto
asociaty jsou neutralni (hydrofobni), a proto jsou na rozdil od nabitych latek zadrzovany na
nepolarni stacionarni fazi (C8 nebo C18). Mobilni faze je vétSinou vodna a obsahuje
slouceninu s opa¢né nabitym protiontem (iont-parové ¢inidlo). Nastaveni optimalniho pH
pak podporuje disociaci analytii a tvorbu iontovych part. Jako iont-parova ¢inidla se pro
kladné nabité analyty pouZzivaji silné organické kyseliny (alkansulfonové), pH mobilni faze
se upravuje na hodnotu 3-4. Jako protiionty pro zaporné nabité analyty slouzi kvartérni
amoniové soli, pH by pak mélo byt v rozmezi 7-8. V piipad¢ specii chromu jde opét o
analyzu anionti, a tak se jako iont-parova ¢inidla nejéastéji vyuzivaji kvartérni amoniové
soli (naptiklad tetraethylamonium hydroxid [52]). Stejn¢ jako u IE-HPLC musi byt Cr(l11)
nejprve pieveden na [Cr(I11)-EDTA], aby ziskal zaporny naboj a mohl pak vytvofit iontovy
asociat. Retence latek pak obecné zavisi na koncentraci iont-parového cinidla, velikosti
alkylu analytu i iont-parového cinidla, iontové sile a pH mobilni faze. Tento méd ma
minimalni pozadavky na instrumentaci, dalsi vyhodou je i nizké pofizovaci cena. Nicméné
ma i nékolik nevyhod. Soli v mobilni fazi mohou ucpat kapilary nebo vstupni a vystupni
ventily, coz muze vést k ovlivnéni vyslednych analyz. Pouzita iont-parova ¢inidla mohou
intergovat s dalsimi slozkami matrice, coz komplikuje interpretaci ziskanych vysledk.
Navic také snizuji zivotnost kolon, tudiz se obvykle doporucuje pracovat s velmi nizkymi
koncentracemi. Ovliviuji stabilitu celé separace, a dokonce muze dojit i k jejich precipitaci
vlivem dalSich slozek mobilni faze. Z téchto divodii se Castéji pouziva vyse zminéna IE-

HPLC.
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2.4 Hmotnostni spektrometrie s induk¢éné vazanym plazmatem

Hmotnostni spektrometry s indukéné vazanym plazmatem jsou v soucasné dobé
nejpouzivanéjsi prvkove-selektivni detektory [75]. Hlavnimi pfednostmi je multielementarni
analyza kovu, polokovii i nékterych nekovl, nizké meze detekce (ppt), Siroky linearni
dynamicky rozsah (az 10 fada), moznost zjisténi izotopového zastoupeni a analyza témet
jakychkoliv vzorkt (pevnych, plynnych i kapalnych). Obecnym problémem pak byva mensi
tolerance viuci vys§im obsahiim soli a organickych cinidel nebo spektralni interference.
Nespornou nevyhodou jsou také vysoké potfizovaci a provozni naklady. Od uvedeni na trh
prvniho komeréniho pfiistroje s kvadrupdlovym analyzatorem v 80. letech minulého stoleti
nasla tato technika uplatnéni ve v§ech oblastech prvkové analyzy: od rozboru vod a analyzy
vzorki zivotniho prostiedi pies metalurgii, geologii, archeologii, nanotechnologiich, az po
biologické aplikace véetné mediciny [82]. Kromé stanoveni celkovych obsahti kovu se ICP-
MS vyuziva také pti studiu izotopovych poméril, prostorové distribuce prvkil (spojeni
laserové ablace s ICP-MS) a v neposledni fad¢ pravé ve speciacni analyze, kdy dochazi k on-

line spojeni se separacnimi technikami (plynova chromatografie, kapilarni elektroforéza,
HPLC).

2.4.1 Princip a instrumentace ICP-MS

ICP-MS je zaloZeno na vnaSeni kapalného vzorku do zmlZovace pomoci peristaltické
pumpy [75, 83]. Zde je vzorek ptisobenim kinetické energie nosného plynu (Ar) pfeménén
na polydisperzni aerosol. Nej€astéji jsou pouzivany pneumatické zmlzovace vyuzivajici
pusobeni mechanické sily nosného plynu na pfivadény vzorek, patii sem napiiklad
koncentricky nebo uhlovy zmlzova¢. Vznikly polydisperzni aerosol nasledné postupuje do
mlzné komory slouzici k odd¢€leni velkych kapek (vétSich nez 10 um) od jemného aerosolu
a vyhlazeni pulzi peristaltického Cerpadla. Poté je aerosol transportovan do plazmové
hlavice, kde je pomoci vysokofrekvenc¢niho magnetického pole udrzovano indukéné vazané
plazma o teplot¢ mezi 6 000 az 10 000 K v zavislosti na oblasti plazmatu. Aerosol je zde
vysusen, atomizovan a ionizovan. Z plazmatu jsou vzniklé kladn¢€ nabité ionty prevedeny do
hmotnostniho analyzatoru pies rozhrani tzv. interface. Tato Cast se sklada ze 2 kovovych
konust (veétsi sampler a mensi skimmer) vyrobenych vétSinou z niklu, ptfipadné z platiny
s otvory o pruméru piiblizné¢ 1 mm. Mezi konusy je tzv expanzni komora s nizkym tlakem
(2-5 mbar) tvofenym rota¢ni pumpou. Diky tomu jsou ionty urychleny ke druhému konusu.

Interface je kritickou ¢asti ICP-MS, nebot’ zajistuje piechod iontl z ¢asti s atmosférickym
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tlakem k oblasti hmotnostniho analyzatoru do vysokého vakua. Nicmén¢ rozhrani je hodné
nachylné k riznym poskozenim, asto dochazi napiiklad k zanaSeni az ucpani otvort konust
vlivem vysokého obsahu soli ve vzorcich nebo naopak zvétSovani dér v pripadech, kdy jsou
dlouhodobé analyzovany vzorky s vysokou koncentraci kyselin. Pomoci iontové optiky
umisténé pod vakuem (10 mbar) slozené ze série elektrostaticky ovladanych ¢odek jsou
nasledn¢ ionty zinterface nasmérovany do hmotnostniho analyzatoru. Dochazi zde i
k odstranéni ¢astic neiontové povahy (neutralni ¢astice, fotony). V hmotnostnim analyzatoru
jsou zbylé ionty separovany podle hodnoty m/z, nejéastéji se vyuziva kvadrupolovy
analyzator (85 % ptipadil), ptipadné pak sektorové analyzatory nebo priletovy analyzator.
Nakonec po prichodu analyzatorem dopadaji rozdélené ionty na detektor, ktery prevadi
proud iontl na elektricky signdl. V soucasné dobé se nejvice pouziva elektronovy nasobic
slozeny ze série dynod. Schéma instrumentace ICP-MS s kvadrupdlovym hmotnostnim

analyzatorem je uvedeno na obrazku 6.
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Obrazek 6 Schéma ICP-MS spektrometru s kvadrupélovym analyzatorem. Pfevzato z Cit.
[84].

ICP-MS detektor byl ve specia¢ni analyze chromu vyuzit ve spojeni s riznymi mody
HPLC v on-line uspofadani nebo pouze pro detekci celkového Cr jako soucast off-line

technik. Tyto studie jsou shrnuty v nasledujici tabulce.
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Tabulka V Piehled aplikaci ICP-MS ve speciaci chromu v biologickych vzorcich.

Analyt Matrice Priprava vzorku Technika | Reference
Komplexace s 0,5 mmol I
EDTA a3 mmol It TEAOH IP-RP-
Cr((slellllz,og,r (grl)’ Moc¢ za laboratorni teploty po dobu | HPLC-ICP- [52]
y 40 min, nasledné 10 min pfi MS
40 °C
Stabilizace Cr(I1I) a Cr(VI)
pomoci tlumivého roztoku
Crc(l'n'()(') C,r(cvr')’ Mod (NH4CI, pH 8), oddéleni ICP-MS [70]
vy kationtl (Cr(l11)) pritokovym
injekénim vysolovanim
cr(im, Cr(vl) | Krey | Cenrifugace (2 )000 RCF 101 1cpms [33]
Komplexace s acetyl
cysteinem a disperzni
Cr(I1), Krev, mikroextrakce iontova ICP-MS a [64]
celkovy Cr mo¢ kapalina/kapalina (1-hexyl-3- ET-AAS
methylimidazolium
hexafluorofosfat/aceton)
Celkovy Cr | myane | Centrifugace (105 000 g, GPC-ICP-
vazanyna 1 yrgany) 30 min, 4 °C) MS [72]
proteiny ’

GPC-gelova permeacni chromatografie

2.4.2 Interference v ICP-MS

Ptestoze jsou hmotnostni spektra obecné jednodussi nez spektra atomova, v ICP-MS

analyze se lze Casto setkat sneZzadoucimi vlivy ovliviujicimi stanoveni prvkl tzv.

interferencemi [75]. Obvykle se déli do dvou skupin, a to na spektralni vznikajici piekryvem

izobarickych/polyatomickych iontl ve spektru a nespektralni zpisobené sloZzenim matrice

vzorku. Znalost interferenci je zasadni pro pfipravu vzorku a vybér vhodné instrumentace.

Spektralni interference

Spektralni interference jsou povazovany za nejproblematictéjsi typ interferenci

vznikajici zejména v diisledku vzniku atomovych ¢i molekulovych iontd, které maji stejnou

hodnotu m/z jako stanovovany izotop [75, 84]. Tim zasahuji (interferuji) do analyzy a

zpisobuji navySeni mefeného signdlu. Projevuji se zejména u hmotnostnich spektrometrti

s nizkou rozliSovaci schopnosti (typickym ptikladem je kvadrupolovy analyzator).

Spektralni interference pak mizeme déle délit na polyatomické a izobarické.
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Polyatomické intereference vznikaji v disledku spojeni dvou nebo vice atomd,
jejichz vysledna hodnota m/z je pak stejna jako hodnota analytu. Obvykle vznikaji slou¢enim
analytu s ostatnimi prvky matrice nebo pouzitych rozpoustédel/kyselin (O, C, N, H, Cl, S
atd.), s prvky plazmového plynu (Ar) a prvky v atmosféte (O, N) [85]. Pievazné jsou
pozorovany v oblasti do hodnoty m/z 80. Nejznaméjsim piikladem je kombinace Ar a O
(“°Art®0™), ktera ovliviiuje stanoveni *°Fe*. Spojenim Ar s chlorem z pouzitych kyselin zase
vznika “°Ar®®Cl* interferujici stanoveni °As*. Dal§im ptikladem je tvorba H*, *0O* nebo
8 OH* spojujicich se v molekularni hydridy, oxidy nebo hydroxidy nebo vznik dvojnasobng
nabitych iontd (naptiklad ¥Ba?* interferujici ®°Gd"). Polyatomické interference vyrazné
komplikuji i stanoveni chromu, zejména pak v piipadé analyzy tak slozité matrice jako jsou
biologické vzorky obsahujici vysoky podil uhliku a chloru [86, 87]. Ptiklady nejcastéjsich
polyatomickych intereferenci ovlivitujici stanoveni *°Cr, °Cr a *3Cr jsou uvedeny v tabulce
VI. Tuéné zvyraznéné jsou nejfrekventovanéj$i polyatomické interference typické pro

analyzu biologickych vzorki.

Tabulka V1 Polyatomické interference ovliviujici stanoveni chromu. Pievzato z cit. [88].

Relativni Relativni
Izotop zastoupeni Matrice Interference zastoupeni
izotopu (%) (%)
348160+ 4,20
HZSO4 328180+ 0,19
H2S04+ HNOs3 SOSUN* 0,02
SCr 4,35 HNOs3 SArN* 0,34
Organicka BAri2CH 0,06
matrice
HNO3z + HCI SCIPN* 0,28
H2SO4 363160 0,02
HNOs3 BArN* 0,06
Organicka “OArL2CH 98,50
matrice
36 A 16"
52Cr+ 83,76 HZO Ar O 0,34
HNO3 + HCI STCI®N* 0,09
HCI, org_amcka BCTO* 0,03
matrice
HCl, organicka BCIBOH* 75.60
matrice
H2S04 %0G1°0H* 0,02
HNOs3 BArNH* 0,34
SCrt 9,51 Organicka H0A[13CH 110
matrice '
H20 ®Art’o* 0,06
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S'Cleo 24,17
BCitor 0,15
SCIYOH* 0,03

HCI, organicka
matrice

Naopak izobarické interference vznikaji v pfitomnosti izotopu s téméf stejnou
hodnotou m/z jakou ma izotop analytu. Ve skutecnosti neexistuji dva izotopy s Gplné stejnou
hodnotou m/z, avsak rozdily mezi hodnotami jsou tak malé, Ze je obvykle nelze rozlisit. Pfi
stanoveni Cr se s timto typem lze setkat pouze pfi méfeni izotopu 50, ktery je zatizen
interferenci s Ti (5,4 %) nebo V (0,25 %). Pro vétsinu prvki lze ale nalézt izotop nezatizeny

timto typem interferenci, ne vzdy se ale jedna o nejvice zastoupeny.

Identifikace a potlaceni spektralnich interferenci

Vlastni identifikace spektralnich interferenci mize byt provedena dvémi zpusoby.
Nejcastéji se pouziva metoda Kalibrace s piizpisobenou matrici (matrix-matched) zalozena
na analyze kalibra¢nich standardu obsahujicich matrici a kalibra¢nich standardt bez matrice
[83]. Ziskané kalibra¢ni kiivky jsou nasledné porovnany (nejlépe nékterym vhodnym
statistickym testem [89]) a pokud se li$i, jsou vysledky ovlivnény matri¢nim efektem. Dalsi
moznosti je sou¢asné monitorovani prvka zpusobujicich interference s méfenymi analyty.
Jak jiz bylo popsano, stanoveni izotopu %*Cr v biologickych vzorcich je nejéastéji zatizeno
polyatomickymi interferencemi “°Ar'2C* a 3CI'®0OH* [86, 87]. Je tedy vhodné soucasné
monitorovat i signaly izotopti 2C a **Cl a porovnat ziskané vysledky s analyzou vzork®
neobsahujicich matrici. U HPLC-ICP-MS analyzy se v ziskanych chromatogramech mohou
objevovat neznamé piky odpovidajici pravé témto interferencim. Porovnanim poméra
intenzit mezi jednotlivymi izotopy stanovovaného prvku ve vzorku s matrici a srovnanim
tohoto poméru s teoretickou hodnotou lze tyto interference snadno identifikovat U specia¢ni
analyzy chromu se nejéastéji stanovuje pomér >2Cr/*Cr, jehoz teoreticka hodnota je 8,77
[54]. Pokud se experimentalné ziskana hodnota z analyzy realného vzorku lisi, nejedna se o
signdl chromu ale o interferenci. Posledni, nejméné Castou moZnosti pro odhaleni
interferenci je pouziti ICP-MS s vysokou rozliSovaci schopnosti, ktery je schopen interferent
a stanovovany izotop od sebe odlisit.

I kdyZ je vétSina interferenci v souasné dobé dobfe popsana, zatim jeSté nebyla
vyvinuta univerzalni metoda pro jejich odstranéni. Pokud je prvek zatizen témito
interferencemi, nejjednodussim zptisobem, jak eliminovat vliv interference, je sledovat jiny
izotop, ktery ovlivnén neni [75]. Dalsi moznosti je odstranéni v§ech rusivych elementi ze

vzorku pomoci riznych prekoncentra¢nich nebo chromatografickych metod, pouziti jinych
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kyselin a rozpoustédel nebo optimalizace nastaveni parametri zmlzovani a plazmatu.

S vyhodou lze pouzit rizné extrakéni techniky izolujici Cr ze slozité matrice, vSechny

cvwvr

wewvr

matematickych korekénich rovnic [75]. Narust intenzity vlivem interference na dané¢ hmoté
je obvykle vypocitan pomoci piirozeného zastoupeni a méfeni intenzity interferujiciho prvku
na jiné hodnoté m/z. Pro stanoveni celkového chromu nebo jeho specii je ale nutné pouzit
feseni bylo vyuzito pfi stanoveni specii chromu v kompostu pomoci HPLC-ICP-MS [92] i
béhem stanoveni celkového chromu v enviromentalnich [93] a biologickych [94] vzorcich.
V tomto ptipadé nebylo mozné vyuzit pfirozeného poméru interferujicich izotopt a jejich
intenzit na jiné hmot¢, protoze oba izotopy C i Cl interferuji na vSech izotopech chromu.
Z tohoto duvodu byly korekéni faktory pocitany z hodnot ziskanych analyzou C a Cl
Vv roztocich neobsahujicich chrom [92]. Pomoci téchto roztoki byl vypocitin pomér
polyatomické interference a interferujiciho izotopu a aplikovan jako korek¢éni faktor (rovnice

3, rovnice 4).

I (40Ar12 C+)
1(13C+)

I (35C1160H+)
1G7Cl1t)

| (2Cr) = 1 (52) - < 1(13) (3)

| (B2Cr) =1 (52) — x1(37) (4)

Spravnost vysledkii ziskanych aplikaci matematickych korekci zavisi na
pravdépodobnosti vyskytu (relativni zastoupeni) interference a koncentraci analytu ve
vzorku. VétSinou se voli v takovych pfipadech, kdy se jednd o jednoduchou korekei,
ptipadné pokud ostatni metody feSeni interference selhaly.

Posledni moZnosti je uprava instrumentace, kdy je vyuzito tzv. cool plazma,
kolizné/reakéni cely nebo hmotnostnich spektrometrt s vysokou rozliSovaci schopnosti [82].
Vétsina polyatomickych interferenci vznika ptimo v plazmatu a z tohoto divodu Ize vyuzit
K jejich odstranéni tzv. cool/cold (studené) plazma [75]. Tento typ plazmatu je tvoien
snizenim vykonu radiofrekvencniho generatoru se souCasnym zvySenim pratoku nosné¢ho
plynu, ¢imz se vyrazné snizi jeho teplota a minimalizuje se tak vznik polyatomickych
interferenci odvozenych z ionti Ar. Cool plazma se nejcastéji pouziva v piipad¢ nizké
koncentrace analytu ve vzorku vzhledem k vysoké koncentraci interferentu. Jeho pouziti ale

muze zvySovat tvorbu jinych polyatomickych interferenci pochézejicich z matrice, tudiz je
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vhodné piedevsim pro analyzu Cistych vzorkl. U speciace chromu bylo cool plazma pouzito
pfi studiu polyatomickych interferenci v motské vod¢ [95], nicméné ve srovnani s pouzitim
hmotnostniho spektrometru s vysokou rozliSovaci schopnosti neptfinaselo mnoho vyhod.
Tyto spektrometry totiz dosahuji oproti klasickym kvadrupolovym mnohonasobné lepsi
rozliSovaci schopnosti a diky tomu lze charakterizovat i ionty zpusobujici polyatomické
interference [85]. V ur¢itych piipadech ale ani to neni pro nékteré spektralni interference
dostacujici. V praxi se nejcastéji pouzivaji sektorové hmotnostni spektrometry s dvojitou
fokusaci dosahujici rozliSovaci schopnosti kolem 10 000, zatimco klasicky kvadrupdl ma
pouze 300. Zna¢nou nevyhodou je ale vysoka pofizovaci cena a zhorSeni citlivosti vlivem
snizeni propustnosti iontt.. Potfebna rozliSovaci schopnost pro separaci polyatomickych
interferenci od signalu °2Cr je 1 671 pro **CI**OH* a 2 375 pro °Ar'?C* [96].

Jinou variantou je pouziti kolizné/reakéni cely. Vzhledem k tomu, ze kvadrupolovy
hmotnostni analyzator nema dostate¢nou rozliSovaci schopnost pro odliSeni mnoha
interferenci, 1ze mezi iontovou optiku a hmotnostni analyzator umistit jesté kolizné/reakéni
celu umoznujici odstranéni ptitomnych interferenci. Kolizné/reakéni cely 1ze nasledné podle
typu reakce dé€lit na kolizni a reakéni. Kolizni cely se obvykle skladaji z oktapolu nebo
hexapolu s koliznim plynem, nejcastéji je to He, Ne nebo Ar. Diky kolizi mezi ionty a atomy
kolizniho plynu dochdazi ke snizeni kinetické energie a zlepSeni citlivosti. Reakéni cela pak
obsahuje reaktivni plyn (O2, Hz, NH3, CHas) reagujici s polyatomickymi ionty za vzniku
jinych, neinterferujicich iontl nebo neutralnich Castic. Béhem eliminace spektralnich
interferenci u stanoveni chromu byly pouzity kolizni cely s He [90, 97, 98] i reak¢ni cely
s Hz [98, 99], NH3 [100, 101] nebo CH4 [102, 103]. Tyto aplikace ale piinasi i né€kolik
nevyhod jako je tvorba jinych polyatomickych interferenci nebo ztrata analytu.

Inovativnim pfistupem k feSeni spektralnich interferenci je vyuZiti tzv. tandemové
hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS/MS), znamé také jako
hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem vyuzivajici trojitého kvadrupolu
(TSQ 9000 (Thermo) a ICP-QQQ (Agilent)) [104]. Tato technologie je komeréné dostupna
teprve od roku 2012. Hlavnim rozdilem oproti klasické kolizné/reakéni cele je zavedeni
dalsiho kvadrupdlu, ktery funguje jako filtr a umoziuje vstup pouze iontim o dané hodnot¢
m/z. To vede k lepsi kontrole nad reakcemi probihajicimi v kolizné/reakéni cele. Vzhledem
K tomu, Ze je tato instrumentace relativné nova, jeji aplikace na stanoveni Cr byla zatim
popsana minimalné [105, 106]. Nicmén¢ ziskané vysledky ukazuji, Ze umoznuje rychlé

feSeni interferenci s mnoha vyhodami, v budoucnu tak 1ze ocekéavat nartist téchto aplikaci.
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Nespektralni interference

Béhem ICP-MS analyzy se vedle spektralnich interferenci mohou uplatiiovat i
nespektralni interference zptisobené matri¢nimi vlivy. Oproti spektralnim interferencim, kdy
dochazi ke zvySovani analytického signalu, nespektralni interference jsou charakterizovany
zvySenim, ale i snizenim signalu analytu [85]. Hlavnimi faktory urcujicimi rozsah vlivu
matrice na analyzu jsou transport a zmlzovani vzorku, ionizace, extrakce a fokusace iontt
[75]. Rozdilna hustota realnych vzorkt oproti kalibraénim standardim vyrazné ovliviiuje
jejich nasavani do zmlZovace. Vysoka koncentrace soli ve vzorku mize vést k zanaSeni
otvort koénusi, naopak vysoka koncentrace kyselin k jejich zvétSovani, ¢imz dochazi
k ovlivnéni transportu a ionizace vzorku. Obecné by celkovy obsah soli rozpusténych ve
vzorku nemél piesahnout 2 000 mg I, lonizace v plazmatu je zase nejast&ji ovlivnéna
matri¢nimi snadno ionizovatelnymi prvky (Na, K atd.). Zpusoby eliminace téchto
interferenci spocivaji v fedéni vzorku nebo pouziti vhodného vnitiniho standardu. Ten se
v nizkych koncentracich ptidava do vSech analyzovanych vzorki (kalibra¢ni standardy,
slepé pokusy, realné vzorky), aby se vyrovnaly problémy zplsobené matrici. Volba
vnitiniho standardu zélezi na nékolika faktorech: nesmi byt pfitomen v piivodnim vzorku a
mél by mit podobny ioniza¢ni potencial, chovani v plazmatu a hodnotu m/z jako
analyzovany prvek (rozdil niz§i nez 50 Da). Mezi nejcastéji pouzivané interni standardy patii

4SSC, 89Y, 115|n, 159Tb a 209Bi.

2.5 Zajisténi kvality ve specia¢ni analyze

Metrologické posouzeni kazdé analytické metody je zasadni pro zhodnoceni jeji
vhodnosti pro dany ucel. V piipade¢ speciacni analyzy chromu hraji ziskané vysledky zasadni
roli pti hodnoceni negativniho vlivu Cr(VI) na lidské zdravi a pfipadné i zdravotniho stavu
pacient. Z téchto divodl je nezbytné vénovat pozornost kontrole kvality a ostatnim
metrologickym aspektim jako je validace vyvinuté metody, odhad nejistoty vysledkl
meéfeni a stanoveni jejich navaznosti [5]. Bez zohlednéni téchto aspektii vyvinuta metoda
nemtize zarucit spolehlivost ziskanych vysledkii a mize tak snadno vést k mylnym zaveérim.
Nejcasté&ji se u diskutovanych studii setkavame zejména s validaci [4]. Je to duleZita soucast
kazdé nove vyvinuté metody, ktera by se méla tykat nejen vlastni analyzy ale také postupu
odbéru a zpracovani vzorku. U metod slouZicich pro speciacni analyzu biologickych vzorkl
by se validace méla nejlépe tidit pokyny uvedenymi pro validaci bioanalytickych metod z

Utadu pro kontrolu potravin a 16¢iv (Food and Drug Administration, FDA) [107]. Nicméné
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Vv doposud publikovanych studiich zabyvajicich se specia¢ni analyzou chromu v
biologickych vzorcich byla validace provedena nejcastéji pouze na nasledujicich
parametrech: mez detekce, mez stanovitelnosti, linearita, rozsah, pravdivost a preciznost.
Ziskané hodnoty byly vyrazné ovlivnény zvolenou prekoncentraéni metodou, piipadné
separacni a detekéni technikou. Nejvyssich hodnot mezi detekce a stanovitelnosti bylo
dosazeno pomoci tzv. solid-state technik (ug g?), naopak nejnizich pomoci ICP-MS
(ng I'Y). Vyznamnym faktorem je i analyzovany typ matrice, kdy u jednodussich vzorki lze
ziskat niz8i meze detekce i stanovitelnosti, jelikoz jejich ptiprava nebyva tak slozita, jako je
tomu naptiklad u tkéni. Riziko kontaminace nebo ztrat je tedy velmi nizké. Detailn€ jsou
vSechny valida¢ni parametry shrnuty v publikovaném piehledovém ¢lanku (viz. Piiloha ¢.1)
[4]. Nicméné ve vétsin¢ studii byla validace vynechana.

Stanoveni metrologické ndvaznosti 1 nejistoty meéfeni je mozné pomoci analyzy
certifikovanych referencnich materiald (CRM) obsahujicich certifikované koncentrace
analytd ve stejné nebo alesponn podobné matrici jako analyzovany vzorek. U speciaéni
analyzy chromu to ale neni vibec jednoduché. Na trhu se sice vyskytuje pestra $kala
referencnich materidll rizného slozeni vcetné biologickych matric, avSak pouze
s certifikovanou celkovou koncentraci chromu. Z divodu snadné interkonverze neni
vV soucasné dob& dostupny zadny CRM obsahujici certifikovanou koncentraci Cr(III) 1
Cr(V1) v jakékoliv biologické matrici. Jedinym dostupnym je ERM-BD213a kvasnice (LGC
Ltd.) s certifikovanymi hodnotami celkového Cr (305,5 + 5 mg kg? (primér + rozsifena
nejistota)) a Cr(l11) (302 + 47 mg kg™ (priimér + rozsifena nejistota)). Moznou alternativou
je analyza riznych CRM, z nichz kazdy obsahuje jinou specii. Na trhu je napiiklad SRM
2108 obsahujici jen Cr(III) a SRM 2109 obsahujici pouze Cr(VI) ve vodnych roztocich
(certifikované hmotnostni koncentrace 1+ 0,005 g1 a 1 + 0,004 mg I (priimér + rozsifena
nejistota), ob&é NIST). Nicméné vzhledem k matricnim efektim nejsou tyto materialy
vhodné pro specia¢ni analyzu biologickych vzorkii. V doposud publikovanych studiich
popisujicich speciac¢ni analyzu chromu se Ize setkat s pouzitim CRM obsahujicich pouze
certifikovanou celkovou koncentraci chromu [52, 57, 58, 63, 64, 66, 70, 108] (tab. VII).
Pomoci vyvinuté metody speciacni analyzy autofi stanovili obsah Cr(I1l) a Cr(V1), jejichz
soucet pak porovnali s certifikovanou celkovou koncentraci chromu v CRM. Timto
zpusobem ale nelze odhalit mozné interkonverze specii, které jsou v piipadé Cr velmi bézné.
Jedinou moznosti je tedy analyza realnych vzorkd obohacenych o Cr(lll) a Cr(VI),
Vv nejlep$im piipadé za pouziti izotopicky obohacenych standarda Cr(l11) a Cr(VI) [109].

Tento pfistup zahrnuje spikovéani (obohaceni) realnych vzorkli pomoci izotopicky
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obohacenych standard®, nejéast&ji ve formé& *3Cr(lIl) a *°Cr(VI). Tyto standardy jsou
komeréné dostupné [110], pfipadné je mozné si je piipravit pfimo v laboratoti z izotopicky
gistych oxida >3Cr a °Cr (*3Cr,03 a %°Cr,03) [111, 112]. Nasledné je vzorek podroben celé
speciacni analyze a dané izotopy jsou nakonec detekovany pomoci izotopicky-citlivého
detektoru (ICP-MS). Na zaklad¢ ziskanych vysledki se porovnavaji nejen koncentrace vSech
izotopt, ale zejména pak jejich forma, kterd je zasadni hlavné béhem speciacni analyzy.
S timto piistupem se lze nejéastéji setkat u spojeni HPLC-ICP-MS, kdy lze odlisit formu
chromu na zakladé retenénich ¢asu Cr(l1l) a Cr(VI) a tak i jejich pfipadnou interkonverzi
[28, 113, 114]. Pouziti izotopicky obohacenych standardi béhem specia¢ni analyzy chromu
Vv biologickych vzorcich ale zatim popsano nebylo. Je tedy ziejmé, Ze zajisténi kvality je
vyznamnou soucasti kazdé nové vyvinuté analytické metody. BohuZel ve speciacni analyze
chromu v biologickych vzorcich ji neni vénovana dostate¢na pozornost, a to zejména kvili

chybéjicim vhodnym matricovym CRM a slozitosti matrice.

Tabulka VII Matricové certifikované referenéni materialy pouzité pii validacich speciace

chromu v biologickych vzorcich.

Certifikovana hodnota
Oznaceni Matrice | celkového Cr (pramér + Vyrobce | Reference
roz§ifena nejistota)
Tabakové 1 ICHT),
ICHTI-cta-VLT-2 | 1,87 0,16 pg g Polsko [31, 61]
Seronorm™ Trace 3 1 Sero AS,

Elements Urine Moc 19.7£2,6 ugl Norsko [52]
SRM 1643c Voda 19,0+ 0,6 ug I NIST, USA [70]
SRM 2670E Moé 85,0 £ 6,0 pg I NIST,USA | [70]

BCR CRM 505 Esjgé‘;m 3,97 nmol kg JRC, Belgie | [74]

GBW(E) 90006 | oveA 0,202 0,013 pg 12 NRC-CRM, | 164, 66]

serum Cina
CRM 2668 Mo 1,03 + 0,056 g I' NR%}EEM’ [64]
Seronorm™ Trace Sero AS
Elements Whole Krev 0,88 £ 0,051 ug 1t ; [64]
Norsko
Blood, Level 1
SRM 1598 Hovezl 0,140 0,012 pg 1 NIST, USA |  [63]
serum
Cajové 1 NRC-CRM,
GBWO07605 sty 0,8+0,03 ug g G [57, 58]

ICHTJ - Institute of Nuclear Chemistry and Technology, NIST - National Institute of
Standards and Technology, JRC - Joint Research Centre, NRC-CRM - National Research

Center for Certified Reference Materials
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3. CILE PRACE

Cily disertacni prace byly vyvoj, validace a aplikace HPLC-ICP-MS metod pro

speciacni analyzu chromu v biologickych vzorcich.

Konkrétni cile 1ze shrnout do nasledujicich bodu:

Specia¢ni analyza chromu v krvi a kloubnich vypotcich. Vyvoj a validace metody
stanovujici specie Cr(l1l) a Cr(VI) pomoci IP-RP-HPLC-ICP-MS. Vyuziti ICP-MS
analyzy pro ziskani informace o celkové koncentraci Cr v krvi a kloubnich vypotcich
za ucelem studia hmotnostni bilance mezi speciemi a celkovym Cr. Aplikace na
analyzu realnych vzorkd odebranych kontrolnim pacientim a pacientim s kloubni
nahradou vyrobenou ze slitiny Co-Cr-Mo. Statistické vyhodnoceni ziskanych

vysledkl. Studium polyatomickych interferenci.

Specia¢ni analyza chromu v biologickych tkanich. Vyvoj inovativni IE-HPLC-ICP-
MS metody pro stanoveni Cr(III), Cr(VI) a metody ICP-MS slouzici pro stanoveni
celkového Cr v tkanich. Validace obou metod dle pokyni pro validaci
bioanalytickych metod z Utadu pro kontrolu potravin a 1é&iv. Statistické
vyhodnoceni ziskanych vysledkii. Detailni studium interkonverze Cr(Ill) a Cr(VI)
béhem celé speciani analyzy vyuzivajici izotopicky obohacenych standardi.
Ptipadova studie jednoho pacienta zabyvajici se identifikaci a stanovenim vSech

forem Cr uvoliujicich se z kloubnich nahrad do periprostetickych tkéani.

Nejvyznamnéjsi vysledky této disertacni prace byly publikovany v nékolika

impaktovanych publikacich [4, 108, 115] (viz. Pfiloha ¢. 1, 2, 3), manuscript shrnujici

vysledky specia¢ni analyzy chromu v periprostetickych tkanich je v recenznim fizeni.
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4. SPECIACNI ANALYZA CHROMU VE
VZORCICH KRVE A KLOUBNICH
VYPOTKU

Z odborné literatury zminéné V teoretické ¢asti vyplyva, ze on-line techniky byly ve
speciaéni analyze chromu v biologickych vzorcich doposud opomijeny. Znama je pouze
jedna studie zabyvajici se stanovenim Cr(III) a Cr(VI) v mo¢i, kde byl k separaci vyuzit méd
iontové-parové chromatografie na reverznich fazich ve spojeni s ICP-MS detekei (IP-RP-
HPLC-ICP-MS) [52]. Spojeni HPLC s ICP-MS ale pfitom piinasi klicové vyhody, jako je
zkraceni doby analyzy, snizeni mezi detekce a samoziejmé snizeni rizika kontaminace nebo
interkonverze. Nespornou vyhodou je i moznost analyzy malych mnozstvi vzorki
obsahujicich stopové koncentrace Cr(l11) a Cr(VI). Cilem prvni ¢asti disertacni prace tedy
bylo vyvinout metodu vyuZivajici spojeni IP-RP-HPLC-ICP-MS a aplikovat ji na analyzu

vvvvvv

i validace vyvinuté metody a studium polyatomickych interferenci.

4.1 Experimentalni ¢ast

4.1.1 Chemikalie

K ptipravé vSech vzorkl a standardl byly pouzity vyhradné chemikalie o vysoké
Cistoté, VSechny roztoky byly pfipraveny pomoci deionizované vody (mérny odpor 18,2
MQ.cm) ziskané z dvoustupiiové deionizaéni stanice Milli-Q water systému (Millipore,
Francie). Pro pfipravu mobilni faze byly pouzity EDTA a tetrabutylamonium iodid (TBAI)
rozpu$téné v deionizované vod¢, pH bylo upraveno pomoci roztoku koncentrovaného
hydroxidu amonného (20-30 %) (vse Sigma Aldrich, USA). Na mikrovinny rozklad realnych
vzorkd byla pouzZita kyselina dusi€na 65% Analpure® a peroxid vodiku 30% p.a.+
(Analytika, spol. s r.o. Ceska republika). Standardni roztoky Cr(IIT) a Cr(VI) pro specia¢ni
analyzu byly pfipraveny z chromanu draselného (K2CrQO4, > 99,5 %) a chloridu chromitého
(CrCls . 6 H20, > 98 %) (Sigma Aldrich, USA), celkovy Cr byl stanoven pomoci Certipur®
Chromium ICP Standardu (Cr(NOs)s, 1000 mg I, 985 + 5 mg kg?) z Merck KGaA

(Darmstadt, Némecko). Pro pfipravu roztoku vnitiniho standardu slouzil viceprvkovy
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kalibraéni roztok obsahujici Sc, Y, In, Tb a Bi o koncentraci 10 + 0,1 mg 1"t (Analytika, spol.
s r.0. Ceska republika).

Aby se piedeslo nezadoucim kontaminacim, bylo vSechno pozivané laboratorni
nadobi ze skla nebo plastu pted kazdym pouZitim nalozeno do 10% roztoku HNO3 ptes noc.

Dalsi den bylo n¢kolikrat oplachnuto deionizovanou vodou a vysuSeno v suSarné.

4.1.2 Vzorky a referen¢ni materialy

Vzorky krve i kloubnich vypotkl byly ziskany od pacientii Ortopedické kliniky
Fakultni nemocnice Olomouc majicich v téle kloubni nahradu kycelniho nebo kolenniho
kloubu typu MoP. Ke studii bylo vybrano 5 vzorkt krve a 9 vzorki kloubnich vypotkt
pochazejicich od pacientl s kloubni nahradou vyrobenou ze slitiny chromu (Co-Cr-Mo).
Dale bylo navic studovano 5 vzorkl krve a 5 vzorkli kloubnich vypotki od pacientl
s nahradou neobsahujici chrom, tyto vzorky slouzily jako kontrolni. VVzorky krve byly
odebrany do 10 ml plastovych zkumavek, z divodu eliminace potencialni kontaminace
pochazejici z injekéni jehly byl vzdy odebiran az druhy alikvot. Vzhledem Kk vlivu
antikoagulantt na distribuci Cr(111) a Cr(VI) v krvi nebyly vzorky dal nijak upravovany [49].
Vzorky kloubnich vypotkii byly odebrany pied revizi kloubni ndhrady do 5 ml plastovych
zkumavek.

Kwvili nedostupnosti CRM obsahujiciho specie Cr(Ill) a Cr(VI) ve vhodné matrici
byl pro validaci IP-RP-HPLC-ICP-MS metody vybran CRM Seronorm™ Trace Elements
Whole Blood L-3 (certifikovana koncentrace celkového Cr 23,2 + 4,7 pg 1"t (primér +
rozSifena nejistota); Cislo Sarze: 1112691, SERO AS. Norsko). K ptipravé obohacenych
vzorkl pro testovani pravdivosti a preciznosti metody byly pouzity vzorky krevniho séra a
Kloubniho vypotku ziskané od pacienti bez kloubnich nahrad, tyto vzorky opét pochazely z
Ortopedické kliniky Fakultni nemocnice Olomouc. VSechny vzorky byly uchovavany pfi
teploté -80 °C v mrazaku z divodu potlac¢eni biochemickych procest a tedy i interkonverze
specii [54].

4.1.3 Instrumentace

Ke speciacni analyze bylo vyuzito spojeni HPLC-ICP-MS slozené z HPLC systému
Agilent 1200 (Agilent Technologies, Némecko) a ICP-MS Agilent 7700x (Agilent
Technologies, Japonsko). Soucasti HPLC systému byla kvartérni pumpa, 1260 BIO-inertni
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davkovaci ventil a davkovaci smycka vyrobena z polyetheretherketonu (PEEK) o objemu
50 pl. Z PEEKu byl dale vyroben i spojovaci material (kapilary, ferule, fitingy) z divodu
Cr(VI) byla realizovana pomoci ZORBAX Eclipse XDB-C8 kolony (5 um, 2,1 x 150 mm,
Agilent Technologies, USA) za laboratorni teploty. ICP-MS byl vybaven autosamplerem
(ASX-520), mikrokoncentrickym zmlzova¢em, chlazenou mlznou komorou dle Scotta (2
°C) a oktapolovou kolizné/reakéni celou. Pro stanoveni celkového Cr ve vzorcich byl pouzit
stejny ICP-MS spektrometr. Zoptimalizované parametry nastaveni IP-RP-HPLC-ICP-MS
pro speciaéni analyzu Cr(III) a Cr(VI) a ICP-MS pro stanoveni celkového Cr jsou uvedeny
v tabulce VIII.

K ptipravé vzorkl byl pouzit IKA™ MS 3 basic vortex mixér (IKA® - Werke GmbH
& Co. KG, Némecko), centrifuga typu Sigma Sartorius 6-16K (Sigma, Némecko) a
mikrovinny rozkladny systtm MLS 1200 Mega (Milestone, Italie) vybaveny Sesti

rozkladnymi nadobami z teflonu.

Tabulka V111 Zoptimalizované parametry IP-RP-HPLC-ICP-MS a ICP-MS.

Parametr IP-RP-HPLC-ICP-MS ICP-MS
o e 5 mmol It TBAI a
Mobilni faze 0,6 mmol I'EDTA, pH 7 ]
Priitok mobilni fize (ml min™) 0,4 -
Akvizi¢ni mod TRA Spektrum
Ptikon generatoru (W) 1 550 1550
Vnéjsi plazmovy plyn (I min?) 15,0 15,0
Sttedni plazmovy plyn (I min™) 0,9 0,9
Pomocny plazmovy plyn (I min™) 1,07 1,07
Kolizni plyn He (ml min™) 3,5 43
R* 13 3B 30
Monitorované izotopy 458CC #’, SO%I”*, 523(':;’538* 52Cr, 4°Sc*
Integracni Cas (ms) 100 100

TRA-time resolved analysis

* izotopy monitorované pfi studiu polyatomickych interferenci

# vnitini standard

4.1.4 Priprava mobilni faze a standardnich roztoku

Mobilni faze byla ptipravena rozpusténim EDTA a TBAI v deionizované vode¢ tak, aby
jejich koncentrace odpovidala 5 mmol I TBAI a 0,6 mmol I EDTA. Vzhledem ke snadné

interkonverzi obou specii bylo nasledné¢ pH upraveno na hodnotu 7 pomoci ziedéného
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roztoku hydroxidu amonného (1:3). Zasobni standardni roztoky Cr(IIl) a Cr(VI) byly
pfipraveny rozpusténim piislusného mnozstvi KoCrO4 a CrCls . 6 H20 v deionizované vodé
tak, aby vysledna koncentrace chromu odpovidala 1 000 mg I". Tyto standardni roztoky pak
byly postupné nafedény mobilni fazi na pozadované koncentrace v rozsahu 0,1-250 pg 172,
maximalni fedéni v jednom kroku bylo 10krat. Nésledné se nechaly stat 30 minut pfi
laboratorni teploté, aby se vytvotil komplex Cr(I11) s EDTA nutny pro separaci obou specii.

Kalibra¢ni standardy slouzici pro stanoveni celkového Cr ve vzorcich byly piipraveny
ziedénim Certipur® ICP standardu Cr (1 000 mg I') deionizovanou vodou na koncentrace
rovnéz v rozsahu 0,1-250 pg 1. Ke kazdému standardu byla navic pfiddna koncentrovana
HNO3 z diivodu stabilizace Cr v roztocich. Jako vnitini standard pro stanoveni >2Cr pomoci
IP-RP-HPLC-ICP-MS i ICP-MS byl zvolen izotop “°Sc. Jeho roztok o koncentraci
100 pg I byl ptipraven 100ndsobnym ziedénim viceprvkového kalibraéniho roztoku

obsahujiciho Sc, Y, In, Tb, Bi (10 + 0,1 mg 1Y) pomoci deionizované vody.

4.1.5 Priprava realnych vzorku

Pted vlastni ptipravou byl kazdy vzorek krve nebo kloubniho vypotku rozmraZen pfi
laboratorni teploté a nasledné homogenizovan pomoci vortex mixéru po dobu 5 minut.
Z takto upraveného vzorku byly odebrany alikvoty pro IP-RP-HPLC-ICP-MS analyzu a
stanoveni celkového chromu pomoci ICP-MS.

Pro specia¢ni analyzu byl vzorek piipraven nasledovné: 250 ul krve nebo kloubniho
vypotku bylo odpipetovano do polypropylenové eppendortky a nafedéno 250 pl
deionizované vody. Vznikly roztok byl homogenizovan pomoci vortex mixéru 5 min,
kvantitativné pfeveden na membranu Amicon 30 kDa centrifugacniho filtru (Millipore
Sigma, Némecko) a centrifugovan pii 16 000 g a 10 °C po dobu 10 min. Diky tomu doslo
k oddé€leni proteinti od nizkomolekularni ¢asti (supernatant) [116]. Nasledné byl aplikovan
modifikovany postup dle Lin a kol. [117], kdy byl supernatant zfedén mobilni fazi v poméru
1:9, vzorek byl poté inkubovan pfi laboratorni teploté 30 min a nakonec ttikrat zanalyzovan
pomoci IP-RP-HPLC-ICP-MS. Slepé pokusy neobsahujici matrici byly pfipraveny stejnym
zpltisobem.

K ziskani informace o obsahu celkového Cr ve vzorcich byla vyuzita validovana ICP-
MS metoda popsana Kubou a kol. [39]. Vzorky krve nebo kloubnich vypotka (1 ml), cela
proteinova Cast ziskana centrifugaci a zbytek supernatantu po IP-RP-HPLC-ICP-MS analyze

byly odpipetovany do teflonovych mineraliza¢nich kelimkd, kde k nim byla ptfidana
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mineraliza¢ni smés slozena z 2 ml HNOsz a 1 ml H2O,. Takto pfipravené vzorky byly
rozlozeny pomoci mikrovinného rozkladného systému MLS 1200 Mega. K rozkladu byl
pouzit softwarové fizeny program uvedeny Vv tabulce IX. Po rozkladu se vzorky nechaly
zchladnout na laboratorni teplotu, kvantitativné se prevedly do 10 ml odmérnych banék (v
ptipad¢ vzorkl supernatantu do 5 ml odmérnych banck z divodu nizké koncentrace Cr ve
vzorcich) a doplnily po rysku deionizovanou vodou. Slepé pokusy byly pfipraveny stejnym
zpusobem, avsak rozkladem pouze mineraliza¢ni smési bez matrice. Pred vlastni analyzou
pomoci ICP-MS se vzorky ptevedly do 10 ml polypropylenovych zkumavek, kazdy vzorek

byl analyzovan Sestkrat. Cely analyticky postup je schematicky znazornén na obrazku 7.

Tabulka IX Pouzity rozkladny program.

Krok | Doba trvani (min) | Vykon (W)
1 2 250
2 2 0
3 5 400
4 2 0
5 2 500
6 2 0
7 6 600

Ventilace: 10 min
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Obrazek 7 Schéma speciacni analyzy chromu vkrvi a kloubnich vypotcich (MW-

mikrovinny).

4.1.6 Validace IP-RP-HPLC-ICP-MS

Vyvinuta IP-RP-HPLC-ICP-MS metoda slouzici pro stanoveni Cr(III) a Cr(VI) byla
validovana v rozsahu linearity, meze detekce (LOD), meze stanovitelnosti (LOQ),
pravdivosti, preciznosti, opakovatelnosti retencniho Casu a pamétového efektu (,,carry-
over* efektu) (detailné shrnuto v tabulce X). Pro stanoveni hmotnostni bilance mezi speciemi
Cr(Ill), Cr(VI), vazanym Cr v proteinové Casti a celkovym Cr ve vzorcich byla pouZita
validovana ICP-MS metoda popsana Kubou a kol. [39]. Navic pro zajisténi fizeni kvality
vysledkl stanoveni celkové koncentrace Cr ve vzorcich byl na zacatku, v prabéhu (kazdy
desaty vzorek) a na konci méfeni analyzovan tzv. QC vzorek (o koncentraci 10 pg 12).

Vytéznost namétené koncentrace Cr v QC vzorku musela splnovat kritérium 80-120 %. Pro
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ucely kontroly stability plazmového vyboje a eliminaci nespektralnich interferenci byl u

obou metod nasavan do ICP-MS spektrometru roztok vnitiniho standardu (*°Sc).

Tabulka X Valida¢ni parametry metody IP-RP-HPLC-ICP-MS.

Parametr Akceptaéni kritérium Postup
. . . . Kalibra¢ni ktivka tvotend z 10
Linearita Korelac¢ni koeficient > 0,99 Kalibracnich standardi (0,1-250 pg 1Y)
LOD - Analyza 10 slepych pokusu
LOQ - Analyza 10 slepych pokusi
Analyza CRM krve a séra/kloubniho
Pravdivost Vytéznost 70-150 % vypotku obohaceného o Cr(III) a
Cr(VD) (n=6)
Analyza CRM krve a séra/kloubniho
Preciznost RSD <20 % vypotku obohaceného o Cr(III) a
Cr(VI) (n=6)
Opakovatelnost Opakovana analyza kalibra¢niho
reten¢niho Casu i standardu o stejné koncentraci
Pamét Ovy“ Analyza slepého pokusu po nejvyssim
(,,carry-over<) - Kalibracni dard
efekt alibracnim standardu

RSD-relativni smérodatna odchylka

4.1.7 Statisticka analyza

Vysledna data jsou vyjadiena jako primér + smérodatna odchylka (SD). Statisticky
program NCSS 2007 (NCSS, LLC, USA) byl pouZit k jednorozmérné analyze dat za vyuziti
neparametrického Mann-Whitney testu. Pro vSechny statistické testy byla p-hodnota < 0,05
povaZovana za statisticky vyznamnou. Valida¢ni parametry LOD, LOQ byly vyhodnoceny
pomoci matematického modelu ,meze: 3s-IUPAC“ ve validovaném programu

EffiValidation 3.0 (Effichem, s.r.o., Ceska republika).
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4.2 Vysledky a diskuze

4.2.1 Optimalizace separace pomoci IP-RP-HPLC

Cilem studie bylo vyvinout metodu pro kvalitativni i1 kvantitativni stanoveni Cr(III)
a Cr(VI) v realnych vzorcich krve a kloubniho vypotku. Prvnim krokem byla optimalizace
chromatografické separace tak, aby bylo dosazeno uplného rozliseni (R) obou specii (R >
1,5). Dulezitym parametrem HPLC je slozeni mobilni faze, v tomto piipadé byla pro
separaci Cr(III) a Cr(VI) zvolena mobilni fdze obsahujici TBAI a EDTA. EDTA slouzila
pouze ke komplexaci Cr(III), vlastni separaci obou specii neovliviiovala. Z tohoto davodu
byl béhem optimalizace testovan pouze vliv koncentrace TBAI. Toto iont-parové ¢inidlo
hraje pii separaci dulezitou roli, protoze tvofi neutralni (hydrofobni) komplexy s obéma
speciemi. To zvySuje jejich retenci na stacionarni fazi a dochazi k jejich vzajemné separaci.
K experimentim byl pouzit vodny smésny standard Cr(lll1) a Cr(VI) o koncentraci
100 mg I}, K testovani byly vybrany tii koncentrace TBAIL: 0,5; 2 a 5 mmol 1%, koncentrace
EDTA ziistala konstantni (0,6 mmol I'Y). Vysledky z experimentt ukazuje obrazek 8. Jak je
vidét, iplné separace bylo dosazeno aZ pfti koncentraci 5 mmol I, niz§i koncentrace TBAI
snizovaly retenci a tedy nedoslo k separaci Cr(l1l) a Cr(VI). Vyssi koncentrace testovany
nebyly, protoze bylo dosazeno dostate¢ného rozliseni (R = 1,7). Navic by byl v takovém
piipadé prodlouZen ¢as analyzy, mohlo by se zvysit pozadi chromu vlivem polyatomickych
interferenci zptisobenych vysokym obsahem uhliku v mobilni fazi, pfipadné¢ by mohla

vysoka koncentrace iont-parového ¢inidla vést k depozitu sazi na konusech a jejich ucpani.
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Parametr 0,5 mmol I"! 2,0 mmol 1! 5,0 mmol I'!
Cr(ll) | Cr(VI) | Cr() | Cr(VI) | Cr(ll) | Cr(vI)
IRetenemitu 0.7 0.7 11 1.7 2.7 3.8
(min)
RozliSeni 0 13 17

Obrazek 8 Vliv koncentrace TBAI na retencni Cas a chromatografické rozliseni Cr(III) a
Cr(VI). Rozliseni bylo vypo¢itano podle vztahu: R = 2 (tcrviy — teram) / (Werany + Wervny) kde
teram @ tervny jsou retencni ¢asy Cr(111) a Cr(VI1), werany @ Wervry odpovidajici Sifky pika pii

zakladni linii.

4.2.2 Optimalizace detekce pomoci ICP-MS a studium interferenci
Hlavnim problémem speciacni analyzy chromu v biologickych vzorcich jsou stopové
koncentrace specii ovlivnéné pfitomnosti polyatomickych interferenci pochazejicich
z komplexni matrice vzorkdl ¢i pouzit¢é mobilni fadze. Pro jejich potlaceni lze vyuzit
hmotnostnich spektrometri s vVysokou rozliSovaci schopnosti, kolizné/reakénich cel (¢im je
ale snizena citlivost ICP-MS detektoru) nebo studené plazma. Dal§i moznosti je pak u¢inné
odstranéni interferenci pomoci optimalizace chromatografické separace tak, aby se retencni
Cas interferentt vyrazné lisil od retencnich Cast analyti. Z tohoto divodu byla dal§im
krokem optimalizace nastaveni ICP-MS, a to zejména pritoku He kolizni celou. Tento
parametr ma zéasadni vliv na hodnotu pozadi chromu, a pfedevS§im poméru signalu k Sumu
(SNR). Pro experimenty byl opét zvolen vodny smésny standard Cr(Ill) a Cr(VI) o
koncentraci 100 mg It. Obohacené vzorky krve nebo kloubniho vypotku i pfes prokdzanou

piitomnost polyatomickych interferenci pochazejicich z vysokého obsahu uhliku a chloru
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V matrici (viz nasledujici odstavec) béhem této optimalizace analyzovany nebyly, a to hned
z n¢kolika diivodi. Signaly téchto interferenci byly uplné odseparovany od signalu Cr(I11) i
Cr(VI), tudiz nerusily stanoveni obou specii. Dal§im divodem bylo navazani Cr(IIl) na
proteinovou ¢ast vzorku, diky ¢emu pak nemohla byt tato specie metodou IP-RP-HPLC-
ICP-MS stanovena (detailn¢ popsano v kapitole 4.2.3). Aby bylo mozné ziskat hodnotu SNR
i pro Cr(lll), bylo ptinosn&jsi k optimalizaci vyuzit vodny standard. Béhem analyz byl
monitorovan signal v§ech ti izotopti chromu (*°Cr, 5Cr, 53Cr) v zavislosti na nastaveni
rizného pratoku He od 0,0 do 5 ml min™. Ze ziskanych vysledki vyplyva, ze bdhem
postupného zvySovani prutoku He kolizni celou dochazelo ke zvySovani hodnot SNR pro
viechny izotopy chromu, od pritoku 3,5 ml min™ se jiZ tato hodnota neménila (obr. 9). Pro
viechny nasledujici experimenty byl tudiz vybran pritok 3,5 ml min™, kdy bylo dosaZeno

nejvyssich intenzit obou specii v porovnani se signadlem pozadi.

70 - P
60 - P

50 - ¢

40 A *

SNR

30 A ¢
20 ¢

0 T T T T T 1
0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0

He (ml min™)

Obrazek 9 Vliv pritoku He na hodnotu SNR ®2Cr(111) a 2Cr(V1) (data pro *°Cr a 53Cr majici

stejny trend nejsou zobrazena).

Nasledn¢ byl studovan také vliv piipadnych polyatomickych interferenci
pochazejicich z mobilni faze nebo matrice vzorkl na signaly izotopd chromu. Je obecné
znadmeé, ze biologické vzorky obsahuji vysoky podil uhliku a chloru, tudizZ se pii pouziti ICP-
MS lze setkat s polyatomickymi interferencemi typu *°Ar*2C*, *®CI¥0* a 3CIOH*

ovliviiujici stanoveni chromu na izotopu *2Cr, piipadné “°Ar*C*, 3'CI®0* na izotopu 53Cr
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[86, 87]. Tyto adukty pak mohou ovliviiovat koncentrace celkového Cr i jeho specii. Jednou
z moznosti, jak odhalit tyto interference, je soucasné monitorovani izotopt zptsobujicich
polyatomické interference spolecné s izotopy *°Cr, °2Cr a *3Cr. K experimentiim byl vybran
vodny smésny standard Cr(l11) a Cr(V1) o koncentraci 10 pg 1" (obr. 10A), realné vzorky
krve (obr. 10B) a kloubniho vypotku (obr. 10C). Béhem IP-RP-HPLC-ICP-MS analyz byly
monitorovany izotopy chromu *°Cr, ®2Cr, >Cr spole¢né s 12C, °C, %Cl a *’Cl a to v No Gas
i He médu (bez i s vyuzitim kolizni cely). V porovnani s vodnym standardem, byly béhem
analyzy vzorkt krve a kloubniho vypotku pomoci obou médua pozorovany neznamé piky v
retenc¢nich ¢asech okolo 1. min a 2. min. Retenéni Casy téchto pikl se navic shodovaly se
signaly 12C, 3C, 3Cl i %'Cl, kde mély ale mnohem vyssi intenzitu (10°-10° countii). Na
zaklad¢ téchto vysledkli byly tyto piky identifikovany jako polyatomické interference
pochazejici z vysokého obsahu uhliku a chloru v matrici vzorkl. Tento zavér byl navic
potvrzen porovninim teoretickych a experimentalné ziskanych izotopickych poméra >°Cr a
Cr. Teoretickd hodnota poméru °2Cr/*3Cr vychézejici z procentualniho zastoupeni
jednotlivych izotopti chromu (83,8 % %2Cr a 9,5 % °3Cr) je 8,77. Nicméné experimentalng
ziskané hodnoty pro signaly neznamych pikd byly 5,97 + 0,34 a 5,84 + 0,48 v ptipad¢ analyz
vzorki krve (n = 10) a 7,21 £ 0,32 a 7,18 £ 0,40 pro analyzy kloubnich vypotkd (n = 14).
Vzhledem k reten¢nim ¢astm Cr(IIT) a Cr(VI) byly ale interferujici piky od signalti obou
specii chromu tplné odseparovany, a tak neovliviiovaly jejich stanoveni. Dalsi optimalizace,

jako je napiiklad odstranéni interferujicich prvki z matrice, tudiz nebyla vyzadovana.
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Obriazek 10 Polyatomické interference ovliviujici stanoveni °2Cr: chromatografické
analyzy (A) vodného standardu o koncentraci 10 ug 17, (B) vzorku krve a (C) kloubniho
vypotku méfené v He modu (signaly 5°Cr a %3Cr zatizeny stejnymi interferencemi nejsou

zobrazeny).
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4.2.3 Validace IP-RP-HPLC-ICP-MS metody

Zoptimalizovana IP-RP-HPLC-ICP-MS metoda byla nasledné validovana v nékolika
parametrech. Linearita Cr(Il1) i Cr(\VI1) byla ovétena analyzou 10 smésnych kalibra¢nich
standardti v rozsahu 0,1-250 pg 1", Ziskané korelaéni koeficienty pro obé specie byly rovny
1,0000. Nicmén¢ ke kvantitativni analyze realnych vzorkt byla pouzita kalibrace s niz§im
rozsahem (0,1-25 pg 1), a to z divodu nizké koncentrace analytl ve vzorcich. V tomto
ptipad¢ byly oba korela¢ni koeficienty vétsi nez 0,999 (Cr(Ill): r = 0,9996, Cr(VI): r =
0,9998). Vzhledem k tomu, Ze vzorky krve a kloubnich vypotkii obsahuji komplexni matrici,
bylo zadouci také otestovat vliv matrice na intenzitu a tvar signalti obou specii. Z tohoto
divodu byla analyzovana i Kalibrace s pfizplisobenou matrici obsahujici kalibra¢ni
standardy ptipravené ziedénim supernatantu kloubniho vypotku mobilni fazi s naslednym
obohacenim vodnymi standardy Cr(IlI) a Cr(VI). Tyto vzorky byly ziskany od pacientli bez
kloubnich nahrad. Béhem tohoto experimentu bylo zjisténo, ze Cr(III) se velmi ochotné vaze
na proteiny pfitomné v matrici (tato specie zustala navdzana na proteinové Casti a
V supernatantu byl pfitomen pouze Cr(VI), viz obr. 11A). Dalsim rozdilem byl posun
Vv retenénim ¢ase Cr(VI) témét o 1 min. Pomoci IP-RP-HPLC-ICP-MS tedy bylo mozné
kvantifikovat jen tuto specii. Na zaklad¢ tohoto vysledku byla pro stanoveni obou specii
Vv realnych vzorcich vybrana kalibrace pfipravena z vodnych standardii. Jeji vhodnost byla
jesté navic otestovana pomoci Chowova testu shodnosti dvou linearnich modela [89], kdy
byla porovnana vodna kalibrace a kalibrace s pfizptsobenou matrici pro Cr(VI). Tento test
prokéazal shodnost smérnice i Usekl kalibracnich rovnic, a tak kromé vazby Cr(Ill) na
proteiny byly oba kalibraéni modely shodné (obr. 11B). Na obrazku 12 jsou zobrazeny
chromatogramy vodnych kalibracnich standarda Cr(l1l) a Cr(VI) spole¢né s kalibra¢nimi

kiivkami pro obé specie.
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Obrazek 11 Porovnani vodné kalibrace a kalibrace s pfizplisobenou matrici (matrix-
matched): (A) chromatogramy smésného standardu Cr(l11) a Cr(V1) o koncentraci 10 pg 1™
ptipraveného ve vodé (v) a v kloubnim vypotku (m-m), (B) odpovidajici kalibraéni kiivky
Cr(VI).
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Obrazek 12 (A) Chromatogramy vodnych kalibra¢nich standardi o koncentraci 0,5-25
ng 1t a odpovidajici kalibraéni kiivky pro (B) Cr(l11) a (C) Cr(VI).

Hodnoty mezi detekce a stanovitelnosti byly pocitany jako X + 3SD a X + 10SD, kde
X je pramérna koncentrace ziskana z analyz 10 slepych pokust (mobilni faze), SD pak
smérodatna odchylka. LOD a LOQ pro vyvinutou IP-RP-HPLC-ICP-MS metodu byly 0,13
ngltao,17 pg 1t pro Cr(Ill) a 0,14 pg1* a 0,19 pg 1 pro Cr(VI1). Oba parametry byly az
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100krat nizsi, nez bylo doposud publikovéano v jinych studiich zabyvajicich se speciacni
analyzou chromu Vv krvi [33, 63-65].

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 2.5, hlavnim problémem validace metod specia¢nich
analyz jsou chybgjici certifikované referen¢ni materialy obsahujici specie ve vhodné matrici.
Z tohoto divodu byly pro stanoveni pravdivosti a preciznosti vyvinuté metody vyuzity
vzorky séra a kloubniho vypotku obohacené o 10 pg 1"t Cr(IIl) i Cr(VI) spole¢né s CRM
Seronorm™ Trace Elements Whole Blood L-3 obsahujicim pouze certifikovanou
koncentraci celkového Cr. Obohacené vzorky krve a CRM byly piipraveny v 6 replikach,
obohacené vzorky kloubniho vypotku ve 3 replikach (z divodu malého mnozstvi vzorku).
Kazdy vzorek byl analyzovan trikrat pomoci IP-RP-HPLC-ICP-MS a Sestkrat pomoci ICP-
MS po piedchozim mikrovinném rozkladu. Suma obou specii pak byla porovnana
s celkovym obsahem Cr ve vzorcich, v pfipadé obohacenych vzorkd byly vyhodnoceny i
vytéznosti jednotlivych specii (vysledky jsou detailné¢ shrnuty v tabulce XIl). Relativni
smérodatna odchylka (RSD) ziskana ze tfi IP-RP-HPLC-ICP-MS analyz a Sesti ICP-MS
analyz stejného vzorku (technicky replikat) nebyla vétsinez 3 %. Primérna vytéznost Cr(III)
a Cr(VI) obohacenych vzorki (biologické replikaty) byla 86-104 %, preciznost stanoveni
vyjadiena pomoci relativni smérodatné odchylky se pohybovala v rozmezi 1-7 %. Primérné
hodnoty vytéZznosti celkového Cr vyjadien¢ho jako suma obou specii (v obohacenych
vzorcich i v CRM) se pohybovaly v rozmezi 87-108 % s RSD mensi nez 5 %. Tyto vysledky
tedy potvrdily vhodnost vyvinuté metody pro analyzu vybranych biologickych vzorkd.
Béhem téchto experimentd navic nebyla pozorovana Zadna interkonverze mezi obéma
speciemi (plocha Cr(VI) odpovidala ptidané koncentraci a téméf vSechen Cr(IIl) zdstal
navazan na proteinové Casti). Metodou IP-RP-HPLC-ICP-MS byl opét stanoven hlavné

Cr(VI), ¢imz byla potvrzena silna vazba Cr(III) na proteiny pfitomné v matrici.
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Tabulka X1 Namétfené koncentrace Cr(IIl), Cr(VI) a celkového vazaného Cr (Cr(111))
v obohacenych vzorcich krve (n = 6), kloubniho vypotku (n = 3), CRM Seronorm™ Whole
Blood L-3 (n = 6) vyjadiené jako pramér = SD a jejich odpovidajici vytéznosti.

IP-RP-HPLC-ICP-

- Tt °
MS (supernatant) ICP-MS Vytéznost (%)
Celkovy
Vzorek cr(iny | creviy | vazany Cr Suma
(ug 1)) (ug 1) (Cr(nn Cr(11) | Cr(VI) specii”
He He (pevny podil) P
(ngl?)
Obohacené sérum | 0,4+0,1 | 8,6+0,2 8,2+04 87 86 87
Obohaceny <LOD |104+07| 9,0+0,5 90 104 97
kloubni vypotek
CRM
Seronorm™ 03+0,1 | 53+2,8 19,5+1,8 - - 108
Whole Blood L-3

“suma specii z IP-RP-HPLC-ICP-MS analyzy a celkového vazaného Cr v pevném podilu

Opakovatelnost retencniho €asu byla stanovena na zdkladé opakované analyzy
kalibra¢niho standardu o stejné koncentraci. Standard o koncentraci 10 pg I'* byl méfen
postupné ve tiech po sobé nasledujicich nastficich. Nasledné byly srovnany reten¢ni Casy
obou specii a vypoétena relativni smérodatna odchylka (RSD) v %. Ziskana variabilita
odpovidala 0,9 % pro Cr(I11) a0,7 % pro Cr(VI). Hodnota RSD by obecné neméla piesahnou
10 % [118], ob¢ specie tedy tuto podminku spliovaly.

Poslednim parametrem validace IP-RP-HPLC-ICP-MS metody byl pamétovy efekt.
Jedna se o studium pienosu analytll mezi nasttiky, ktery se obvykle zjist'uje analyzou slepého
pokusu po nejvysSim kalibracnim standardu. Koncentrace Cr(Ill) i Cr(VI) stanovena
analyzou slepého pokusu po nastiiku smésného kalibra¢niho standardu 0 koncentraci 250
ug 1"t byla mensi nez ziskané LOQ pro obé specie, ¢imz byla vylougena kontaminace analyz
pochazejici z nedostatecného vymyvani vzorkii z HPLC systému. Vyvinutd metoda tedy
spliovala vSechny vybrané valida¢ni parametry, ¢imz byla potvrzena jeji vhodnost pro dany

ucel.
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4.2.4 Specia¢ni analyza chromu V realnych vzorcich krve a kloubnich
vypotki

Validovana IP-RP-HPLC-ICP-MS metoda byla nasledné pouzita pro stanoveni Cr(III) a
Cr(VI) ve vzorcich krve a kloubnich vypotkii odebranych od pacienti s kloubnimi
nahradami, ICP-MS analyza pak slouzila k vyhodnoceni hmotnostni bilance mezi Cr(III),
Cr(VI), celkovym Cr vazanym na proteinovou ¢ast a celkovym Cr ve vzorcich. Ziskané
vysledky jsou shrnuty na obrazku 13, detailné pak spolecné s nejvyznamnéjsimi tdaji o
pacientech v tabulce XII (krev) a tabulce XIII (kloubni vypotek).

Ve vzorcich krve byl IP-RP-HPLC-ICP-MS analyzou nejcastéji stanoven pouze
Cr(VI1), jeho koncentrace se pohybovala vrozmezi 1,5-3,3 pg 11 Toto mnozstvi
piedstavovalo asi 20 % z celkového Cr ve vzorcich stanoveného pomoci ICP-MS. Stejné
jako u analyz obohacenych realnych vzorkl nebo matricovych kalibra¢nich standardt nebyl
volny Cr(l1l) detekovan ani v jednom z vybranych vzorkid. Naopak u jednoho vzorku krve
(pacient P2) byla pomoci IP-RP-HPLC-ICP-MS nalezena jesté jedna specie v reten¢nim
¢ase kolem 5,1 min. Pomér signdla °>Cr/°3Cr tohoto piku pfiblizné odpovidal teoretické
hodnoté 8,77 (8,25 + 0,38, n = 3) a soucasné se jeho retenc¢ni Cas a tvar neshodoval se signaly
izotopti C a Cl (*2C, 13C, *°Cl a *’Cl), tudiz se nejednalo o polyatomickou interferenci. Na
zaklad¢ téchto vysledki byl nakonec tento pik identifikovan jako signal specie Cr navazané
na ligandy nebo nizkomolekularni frakce ptitomné v krvi [29, 33, 36, 38]. Chromatogram
tohoto vzorku je spole¢né s chromatogramy kalibraéniho blanku, kontrolniho vzorku krve,
vzorku séra obohaceného o 10 ug 1" Cr(l1l) a Cr(VI) zobrazen na obrazku 14. ICP-MS
analyzou byl nasledné stanoven celkovy Cr v supernatantu, pevném podilu i celych vzorcich
krve. Analyzou supernatantu bylo stanoveno srovnatelné mnozstvi chromu jako metodou IP-
RP-HPLC-ICP-MS. Nicméné nejvétsi podil Cr ve vzorcich byl nalezen v pevném
podilu/proteinové casti, pravdépodobné ve formé Cr(IIl) vazané na proteiny [4]. Celkovy
obsah Cr byl ve vybranych vzorcich krve srovnatelny, jeho primérna koncentrace
odpovidala 8,3 + 1,0 pg I". Viechny vysledky byly nasledné statisticky porovnany s témi,
které byly ziskany analyzou kontrolnich vzorki (vzorkll od pacientli s kloubni nédhradou
neobsahujici Cr). K porovnani vysledk byl vyuzit neparametricky Mann-Whitney test,
ktery prokazal, ze mezi naméfenymi obsahy specii i celkového Cr neni statisticky vyznamny
rozdil. Tento zavér potvrzuje hypotézu, ze stanoveni celkového chromi v krvi neni vhodnym

markerem slouZzicim pro kontrolu stavu kloubnich implantata v télech pacient [1].
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Naopak vysledky ziskané analyzou kloubnich vypotkd byly vyznamnégjsi. Jako
hlavni specie byl opét nalezen Cr(IIl) vazany na proteinovou ¢ast, avSak jeho koncentrace
byla mnohem vy3si (8,8-145 pg 17). Vyrazné vyssi koncentrace byly nalezeny i u celkového
Cr (9,3-295 pg 1") a Cr(VI) stanoveného pomoci IP-RP-HPLC-ICP-MS (1,1-19 pg 1.
Volny Cr(l1l) v supernatantu nebyl pomoci IP-RP-HPLC-ICP-MS stanoven ani v jednom
vzorku kloubniho vypotku. Obrazek 15 ukazuje chromatogramy ziskané analyzou kloubnich
vypotkii pacienti ve srovnani s chromatogramy vodného kalibra¢niho standardu,
matricového kalibra¢niho standardu, kontrolniho vzorku i obohaceného vzorku kloubniho
vypotku. Jak je vidét z tohoto porovnani, u této matrice byl pozorovan vyznamny posun
reten¢niho ¢asu Cr(VI) (0,86 + 0,06 min) stejné jako u kalibrace S ptfizptisobenou matrici
nebo obohacenych vzorkd kloubniho vypotku (viz piedchozi kapitola). Identifikace této
specie v kloubnich vypotcich tedy byla provedena na zaklad¢ porovnani retenénich ¢ast viici
kalibraci s prizptisobenou matrici. Stejné jako u krve byla 1 v této matrici u nékterych
pacientll navic pozorovana neznama specie (pacient P2, P7 a P9). Na zaklad¢ porovnani se
signaly izotopti 12C, 3C, 3°Cl, 3'Cl a teoretickym pomérem %2Cr/°3Cr byl pik v ¢ase 5,3 min
opét oznacen jako specie Cr navazana na ligandy nebo nizkomolekularni frakce v matrici.
Tito pacienti se od ostatnich lisili vysokymi koncentracemi v§ech forem Cr (Cr(VI), vazany
Cr(IIl) 1 celkovy Cr), coZ mohlo mit vliv pravé na pfitomnost této specie ve vzorcich.
VSsechny namétené koncentrace byly déle také srovnany s vysledky kontrolni skupiny, opét
byl pouzit neparametricky Mann-Whitney test. V tomto pfipadé¢ ale byly potvrzeny
statisticky vyssi koncentrace vSech forem Cr ve skupiné pacientl (obr. 13, tabulka XIII).
Navic na rozdil od vysledki pro vzorky krve byl v kloubnich vypotcich pozorovan velky
rozptyl v datech. Tento jev je typicky pro biologické vzorky a je dan zejména unikatnosti
kazdého vzorku, které se mohou liSit materidlem implantatu, dobou, po kterou byl implantat
Vv téle pacienta, mistem odebrani vzorku atd. [119]. V pfipadé kloubnich vypotki se nékteré
vzorky navic liSily i zabarvenim (8eda barva) zpisobenym pfitomnosti kovovych ¢aste¢ek
uvolnénych z kloubnich nahrad. Namétené koncentrace celkového Cr v celych vzorcich
krve a kloubnich vypotkt byly nakonec také srovnany se sumou specii z IP-RP-HPLC-ICP-
MS analyzy (volny Cr(Ill) a Cr(VI)) a ICP-MS analyzy celkového vazané¢ho Cr (vazaného
Cr(111) v pevném podilu. Hodnoty vytéznosti se pohybovaly od 81 do 123 % (vysledky pro
pacienta P2 nejsou zahrnuty). Relativni smérodatna odchylka vyjadiujici preciznost
stanoveni pomoci obou metod byla Vrozmezi 1-15 %. Pouzity analyticky postup
kombinujici validovanou IP-RP-HPLC-ICP-MS metodu s metodou vyuzivajici ICP-MS je
tedy vhodny pro speciaci Cr v biologickych vzorcich daného typu.
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Obrazek 13 Sloupcové grafy porovnavajici naméfené pruméré koncentrace Cr(VI)
v supernatantu, celkového vazaného Cr (Cr(Ill)) v pevném podilu a celkového Cr ve
vzorcich. Variabilita je zobrazena pomoci chybovych tsecek vyjadiujicich SD (1 - kontrolni
vzorky krve, 2 - vzorky krve od pacienti s nahradou ze slitiny Co-Cr-Mo, A - kontrolni

kloubni vypotky, B - kloubni vypotky od pacientii s nahradou ze slitiny Co-Cr-Mo).
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Tabulka XI11 Detailni shrnuti klinickych udajt spole¢né s naméfenymi koncentracemi analytl v realnych vzorcich krve pacientii a kontrol (v§echny

vysledky jsou uvedeny jako pramér + SD v pg I't, n = 6 (ICP-MS), n = 3 (IP-RP-HPLC-ICP-MS)).

IP-RP-HPLC-ICP-MS ICP-MS Suma specii
Cislo Body Nahrada Celkovy V supernatantu
Pohlavi | Vék | Mass | Material v téle Neznama | Celkovy Crv | vazany Cr | Celkovy Cr | a celkového Cr
vzorku Index (mésice) Cr(VI) speci . .
pecie supernatantu V pevném ve vzorku V pevném
podilu podilu
Pacienti

P1 7 62 | 316 | JAMV, 203 2,4 +0,02 n.d. 2,7+0,1 9,5+0,6 15+ 04 12+ 0,6

’ Co-Cr-Mo ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
P2 7 85 25,7 Co-Cr-Mo 195 2,2 +£0,04 3,20+0,1 3,1+0,2 8,0+04 9,0+0,5 13+£04
P3 Vi 85 25,0 | Co-Cr-Mo 202 3,3+0,04 n.d. 2,7+0,2 7,3+0,6 9,2+ 0,4 11+0,7

. Ti, n.d.
P4 Z 75 25,4 Co-Cr-Mo 41 2,4+0,01 2,6+0,2 7,3+0,2 9,1+0,8 9,7+0,3
P5 M 69 | 252 | [AIND, 176 1,5+ 0,01 nd 0,80 +0,1 9,4 + 0,4 9,4 + 0,4 11405
Co-Cr-Mo
Kontrolni skupina

K1 Vi 62 25,7 | Ti-Al-Nb 195 29+0,2 n.d. 2,7+0,1 13+0,3 14+0,9 16 + 0,3
K2 7 67 | 25,6 | Ti-Al-Nb 247 3,1+£0,2 n.d. 2,8+ 0,4 8,7+0,3 13+ 0,6 12+ 0,6
K3 M 49 28,4 Ti-Al-Nb 90 29+0,3 n.d. 25+04 13+0,9 14+ 0,7 15+0,7
K4 M 74 | 30,3 Ti-Al-V 259 32+0,2 n.d. 29+0,3 8,3+ 0,4 13+0,3 12+ 0,8
K5 Vi 56 27,8 Ti-Al-V 124 29+0,1 n.d. 22+0,2 6,4 + 0,4 9,5+0,9 9,3+ 0,4

7 - zena, M - muz, n.d. - nenalezen
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Tabulka XIIl Detailni shrnuti klinickych udaji spole¢né s naméfenymi koncentracemi analytii Vv redlnych vzorcich kloubnich vypotkd a
kontrolnich vzork® (vechny vysledky jsou uvedeny jako pramér = SD v pg 1%, n = 6 (ICP-MS), n = 3 (IP-RP-HPLC-ICP-MS)).

IP-RP-HPLC-ICP-MS ICP-MS Suma specii
Cislo Body Nahrada Celkovy V supernatantu
Pohlavi | Vék | Mass | Material v téle Neznama Celkovy Cr v vazany Cr | Celkovy Cr | a celkového Cr
vzorku Index (msi Cr(VI) . , ,

ésice) specie supernatantu V pevném ve vzorku V pevném

podilu podilu

Pacienti
P1 V4 62 31,6 TEALV, 203 1,8+ 0,01 n.d. 1,6+0,1 8,8+0,2 9,3+0,5 11+0.2
' Co-Cr-Mo ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’

P2 7 85 25,7 Co-Cr-Mo 195 19+0,2 5,0+£0,1 19+0,3 25+1,3 295+24 49+ 1,3

P3 7 85 25,0 | Co-Cr-Mo 202 4,0 £0,04 n.d. 4,4+0,2 11+0,3 16 + 0,3 15+0,3
y Ti, n.d.

P4 V4 75 25,4 Co-Cr-Mo 41 1,1 £0,04 1,2+0,2 17+0.3 15+0,7 18+0,3

P5 M 69 | 252 | TFAIND, 176 4,0 £ 0,02 nd 44405 12+0,6 15+0,9 16+0,7
Co-Cr-Mo

P6 7z 66 24,2 Co-Cr-Mo n.a. 29+0,1 n.d. 22+0,1 11+03 12+0.2 14+£0,3

P7 Z 77 29,5 T, 67 8,9+0,01 2,20+£0,08 99+0,9 17+ 0,6 25+04 28+1,2
Co-Cr-Mo

P8 M 65 24,7 Co-Cr-Mo 23 3,1+£0,01 n.d. 2,7+0,1 9,2+0,2 10+£0,2 12+£0,2

P9 Z 71 30,2 | Co-Cr-Mo 117 5,1+0,03 | 3,10+0,06 4,6+0,1 145+2.1 151 +0,4 154+ 1,8
Kontrolni skupina

K1 7 62 25,7 | Ti-Al-Nb 195 50+ 0,4 n.d. 53+0,1 12+ 0,3 15+0,9 17+0,8
K2 7 67 25,6 | Ti-Al-Nb 247 1,2+0,2 n.d. 1,3+0,2 57+03 7,9+0,9 7,006
K3 M 49 28,4 Ti-Al-Nb 90 1,4+0,2 n.d. 0,94 +0,13 45+05 5,0+ 0,8 6,0+ 0,6
K4 M 74 30,3 Ti-Al-V 259 1,3+0,2 n.d. 0,84 +0,13 4,9+0,3 5,0+0,8 6,3+ 0,4
K5 Z 56 27,8 Ti-Al-V 124 0,93 +£ 0,05 n.d. 0,64 £ 0,09 42+0,6 43+05 51+0,8

n.a. - informace neni znama, Z - Zena, M - muz, n.d. - nenalezen
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Obrazek 14 Speciacni analyza chromu v Krvi - srovnani chromatograma pro Cr(lll) a
Cr(VI), 1 - kalibra¢ni blank, 2 - kontrolni vzorek K3, 3 - pacient P2, 4 - pacient P1, 5 - sérum
obohacené o 10 pg 1" Cr(lll) a Cr(VI1), 6 - vodny kalibraéni standard Cr(lIl) a Cr(VI) o
koncentraci 10 pg 1™,
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Obrazek 15 Speciacni analyza chromu v kloubnim vypotku - srovnani chromatogrami pro
Cr(111) a Cr(VI), 1 - kalibra¢ni blank, 2 - kontrolni vzorek K2, 3 - pacient P2, 4 - pacient P7,
5 - kloubni vypotek obohaceny o 10 pg 11 Cr(Ill) a Cr(VI), 6 - kalibra¢ni standard
s ptizptisobenou matrici Cr(I1l) a Cr(VI) o koncentraci 10 pg 1!, 7 - vodny kalibra¢ni
standard Cr(l11) a Cr(V1) o koncentraci 10 pg 1™,
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V porovnani S dostupnou literaturou zabyvajici se analyzou celkového chromu ve
vzorcich krve byly koncentrace stanovené Vv této studii srovnatelné [19, 39]. Je ale dulezité
rozlisit celkovy Cr v plné krvi, ktery mtze obsahovat Cr(IIl) i Cr(VI) a pak celkovy Cr
v séru/plasmé, kde se diky vysoké afinité¢ k proteinim vyskytuje pievazné Cr(lll). Tato
afinita byla potvrzena i nékolika dal$imi studiemi [2, 29, 33, 38]. Na zéaklad¢ ziskanych
vysledkt bylo dokazano, ze trojmocny chrom je hlavni specii uvoliiovanou jak do krve, tak
i kloubniho vypotku. Stejného zavéru dosahl i Finley a kol. stanovujici specie chromu v Krvi
pacientt S kloubnimi nahradami [33]. Pokud byl ve vzorcich nalezen i Cr(VI), tak pouze ve
volné formé v ervenych krvinkach a ve stopovych koncentracich. Diky tomu, Ze se nevaze
na proteiny, tak je jeho pfitomnost v séru/plazmé témét nemozna. Podobného zavéru bylo
dosazeno i v této studii, avsak Cr(VI) byl stanoven i v nizkomolekularni frakci po
zcentrifugovani s filtry. Naopak Ordonez a kol. popsali majoritni uvoltiovani Cr(VI)
Z kloubnich nahrad do krve [38]. Jejich metoda vyuzivala filtraci séra a stanoveni Cr(IIl) a
Cr(VI) pomoci IE-HPLC s UV-VIS detekci. Diky ptipravé vzorku a zejména vysokému
pozadi Cr ale nemohl byt Cr(III) tvotici komplex s proteiny detekovan. Na zakladé toho pak
ziejmé mylné oznacili Cr(VI1) jako hlavni specii uvolfiovanou z nahrad.

Bohuzel neni mozné porovnat vysledky ze speciacni analyzy kloubnich vypotkd,
protoze doposud neni zndmd obdobnd studie, kterd by se timto tématem zabyvala.
Alternativou by mohlo byt porovnani celkového obsahu Cr Vv kloubnich vypotcich s praci
Kuby a kol. [39], ktery studoval uvoliiovani kovi zkloubnich nahrad do rdznych
biologickych matric. Nicméné vzhledem k velkému rozptylu vysledkii a unikatnosti téchto
vzorkt by takové srovnani bylo problematické, protoze jednotlivi pacienti se vyznamné lisili
klinickymi parametry jako je doba implantatu v téle, material implantatu, pocet nebo diivod
revizi, hodnota body mass indexu, pocet implantatt ze slitiny Co-Cr-Mo v téle atd.

Zavérem lze tedy fici, Ze Cr se z kloubnich ndhrad uvoliiuje do krve a kloubnich
vypotkl zejména v podobé Cr(Ill), nasledn¢ se pak ochotné vaze na pfitomné proteiny.
Naopak uvoliiovani Cr(V1) je zanedbatelné. Jelikoz se vSechny biologické vzorky vyznacuji
silnym redukénim prostredim, je jakékoliv mnozstvi potencialné uvolnéného Cr(VI)
pravdépodobné okamzité redukovéano na Cr(III). Z tohoto diivodu se v mnoha ptipadech tuto
specii nepodafilo detekovat, pfipadné byla nalezena pouze ve stopovych koncentracich, jako
tomu bylo i v této studii. Vyjimku ale mohou ptedstavovat vzorky od pacientd s cukrovkou
druhého typu uzivajicich doplnky stravy s Cr(lll) [2, 25]. Vyssi obsah Cr(l11) v téle totiz
muze nasledné iniciovat zpétnou oxidaci Cr(Ill) na Cr(VI), ktery se pak nachazi

Vv biologickych vzorcich. Na zakladé dostupnych informaci o pacientech vybranych pro tuto
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studii bylo zjisténo, Ze vSichni pacienti, kteti vykazovali zvySené koncentrace Cr(VI) timto
onemocnénim trpéli, ¢imz byla tato hypotéza potvrzena. Nutné je ale také brat v potaz
moznost existence zaporné nabitych Cr(l11) komplext s organickymi ligandy, které rovnéz
mohou tvorit komplex s TBAI, jehoz retenéni ¢as by mohl byt blizko reten¢niho ¢asu Cr(VI)
[120]. Vlivem pfitomnosti riznych oxidac¢nich/redukénich latek v biologickych vzorcich
mize tedy snadno dochazet k interkonverzi a tvorbé dalsich forem Cr [28, 48, 113]. Spojeni
IP-RP-HPLC-ICP-MS vyuzivajici tvorby iontovych part by v takovém piipadé nebylo pro
speciaci chromu nejlepsi volbou. Jako vhodnéjsi alternativa se jevi aplikace iontové
vyménné HPLC nevyzadujici komplexaci obou specii. V kombinaci s vyuzitim izotopicky
obohacenych standardii by navic mohla byt odhalena i ptipadné interkonverze Cr(lll) a

Cr(VI) béhem celé speciaéni analyzy.

4.3 Zavér

Do této doby byla on-line specia¢ni analyza chromu aplikovana zejména na vzorky
Zivotniho prostiedi, pfipadné potravin. Tyto vzorky jsou ve srovnani s biologickymi vzorky
povazovany za mén¢ komplexni, a tak se autofi vétSinou nesetkavali s velkymi potiZzemi pii
vyvoji, optimalizaci analytickych metod, ale i interpretaci ziskanych vysledkd. Nicméné
v piipadé biologickych vzorkl je situace opa¢na. Tyto vzorky obsahuji Sirokou Skalu
chemickych sloucenin, které mohou zna¢né¢ komplikovat vlastni speciacni analyzu a
negativné ovlivnit spolehlivost ziskanych vysledkll. Tato inovativni studie jako prvni
popisuje aplikaci on-line spojeni IP-RP-HPLC-ICP-MS na specia¢ni analyzu chromu v Krvi,
soucasn¢ se dokonce jedna o prvni studii zabyvajici se specia¢ni analyzou chromu
Vv kloubnich vypotcich. Podatilo se vyvinout efektivni a spolehlivy analyticky postup pro
stanoveni volného Cr(IIl), vdzaného Cr(III), celkového Cr(VI) i celkového Cr ve vzorcich
krve a kloubnich vypotkd. On-line IP-RP-HPLC-ICP-MS metoda slouzici pro identifikaci
a kvantitativni stanoveni volnych specii byla navic validovéana v n¢kolika parametrech.

Na zakladé ziskanych vysledku |ze za hlavni specii uvoliiovanou z kloubnich nahrad
do krve i kloubnich vypotkt oznacit Cr(l1l), ktera se ihned vaze do komplexu s ptitomnymi
proteiny. Tento zavér je v souladu s dalSimi studiemi zabyvajicimi se touto problematikou.
Vzhledem K této silné vazb¢é mohl byt vyvinutou IP-RP-HPLC-ICP-MS metodou v realnych
vzorcich stanoven pouze Cr(VI), jeho koncentrace ale byly v obou matricich velmi nizké
(kolem 20 % celkového Cr). Vysledky specia¢ni analyzy se shodovaly s vysledky celkového

Cr ve vSech vzorcich. ICP-MS analyza je tedy vhodny nastroj pro stanoveni hmotnostni
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bilance mezi analyzovanymi formami Cr a jeho celkovym obsahem ve vzorcich.
V porovnani s kontrolni skupinou bylo pro kloubni vypotky pacientti s ndhradou ze slitiny
Co-Cr-Mo dosazeno statisticky vyznamné vysSi koncentrace vSech forem chromu.
Uvolnovani specii Cr z kloubnich nahrad do krve je tedy zanedbatelné a stanoveni celkového
Cr v krvi se nejevi jako vhodny marker kontroly stavu implantatd v télech pacientu.
Vyvinutd metoda kombinujici specia¢ni analyzu Cr(III) a Cr(VI) pomoci IP-RP-HPLC-ICP-
MS a ICP-MS analyzu pro stanoveni celkového obsahu Cr se jevi jako vhodny néstroj pro
detailni studium uvoliiovani Cr a jeho specii z kloubnich nahrad do télnich tekutin pacient

a s nim spojeny monitoring intoxikace Cr(VI).

63



5. SPECIACNI ANALYZA CHROMU
V BIOLOGICKYCH TKANICH

Biologické tkané se obvykle vyznacuji komplexni matrici obsahujici mnoho slozek
rizného charakteru, coz vyrazné komplikuje jejich zpracovani a upravu vzorku pro speciacni
analyzu. Z tohoto duvodu byly doposud tkan¢ analyzovany piedev§im solid-state
speciaénimi technikami. Diky minimalnim naroktim na pfipravu vzorku jsou to relativné
rychlé techniky, zna¢nou nevyhodou jsou ale vysoké meze detekce. U analyzy specii chromu
Vv redlnych vzorcich to miize pfedstavovat zasadni problém. Diky stopovym koncentracim
analytd Casto neni mozné jejich signal odlisit od signalu pozadi. Dalsi komplikaci predstavuji
samotné signaly specii, které jsou vétSinou velmi podobné, a tak je jejich identifikace
zaloZena na aplikaci riiznych algoritmt. V soucasné dobé je hodné diskutované téma
uvolnovani specii chromu (zejména Cr(0), Cr(l11), Cr(V1)) z kloubnich nahrad do blizkych
tkani a dale do celého téla. V této souvislosti bylo publikovano nékolik studii zabyvajicich
se analyzou periprostetickych tkani, tkani srdce, jater, sleziny odebranych pacientim se
selhavajici kloubni nahradou za vyuziti XAS, XRF, XPS nebo XANES [20-24]. Vzhledem
k vySe popsanému problému s vysokymi mezemi detekce by ale bylo vhodnéjsi aplikovat
techniky specia¢ni analyzy odhalujici i specie stopovych koncentraci. Cilem dalsi ¢asti
diserta¢ni prace tak bylo vyvinout on-line HPLC-ICP-MS metodu vhodnou pro analyzu
Cr(111) a Cr(VI) v biologickych tkanich. Na zaklad¢ vysledkt z ptedchozi studie byl vybran
moéd iontové vyménné chromatografie. Vyznamnou soucéasti byla i validace vyvinuté
metody a statistické vyhodnoceni ziskanych vysledkl. Zna¢na pozornost byla vénovana i
studiu polyatomickych interferenci a zejména interkonverze obou specii za vyuziti

izotopicky obohacenych standard.

w r

5.1 Experimentalni ¢ast

5.1.1 Chemikalie

K piiprave vSech vzorki a standardii byly pouzity vyhradné chemikalie o vysoké Cistoté.
Roztoky byly pfipraveny pomoci deionizované vody (mérny odpor 18,2 MQ.cm) ziskané
z dvoustupiiové deionizacni stanice Milli-Q water sSystému (Millipore, Francie).

Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA), dusi¢nan amonny (NHsNO3), chroman
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draselny (K2CrQOs, > 99,5 %) a chlorid chromity (CrClz.6 H20, > 98 %) pochazely od Sigma
Aldrich (St. Louis, USA). Izotopicky obohacené standardy >Cr(I11) (v 2% HNOgz; 10,04 +
0,4 ng g1) a°Cr(VI) (ve vodé; 10,20+ 0,2 pg g1) byly zakoupeny u ISC-Science (Oviedo,
Spanélsko), zatimco Certipur® Chromium ICP Standard (Cr(NOs)s, 1 000 mg I, 985 + 5
mg kg?) pochézel od firmy Merck KGaA (Darmstadt, Némecko). Viceprvkovy kalibra¢ni
roztok obsahujici Sc, Y, In, Tb, Bi (10 + 0,1 mg I}), kyselina dusi¢na (69%, Analpure) a
hydroxid amonny (28%, Analpure) byly zakoupeny od firmy Analytika, spol. s. r. 0. (Praha,
Ceska republika).

Octan amonny (NHsAc), fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF) a dimetyl sulfoxid ((>
99,9 %, Bioreagents) byly ziskany od Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, USA).
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), glycin, peroxodisiran amonny, N, N, N’, N’'-
tetramethylethylenediamin (TEMED), akrylamid, bisakrylamid, glycerol,
2-merkaptoethanol, kyselina octova (> 99 %), tetramethylamonium hydroxid (TMAH),
albumin (z hovéziho séra, Mw = 67 kDa) a trypsin inhibitor (ze s6ji, Mw = 20 kDa) byly
zakoupeny u Sigma Aldrich Chemie (Steinheim, Némecko). Barvivo Coomassie® Brilliant
Blue R-250 bylo ziskano od firmy Serva (Heidelberg, Némecko) a bromfenolova modi od
firmy Lachema (Brno, Ceska republika). Methanol (> 99,9 %, LC-MS Chromasolv™)
pochazel od Honeywell Chemicals (Sleeze, Némecko).

Laboratorni nadobi ze skla nebo plastu bylo pted kazdym pouzitim upraveno pro
stopovou analyzu (naloZeno ptes noc do 10% roztoku HNOs3, nékolikrat oplachnuto

deionizovanou vodou a vysuSeno v susarn¢).

5.1.2 Vzorky a certifikované referen¢ni materialy

Vzorky periprostetickych tkani byly ziskany od pacienti s totdlni endoprotézou
kycelniho nebo kolenniho kloubu. VSichni pacienti méli nahradu typu MoP, pii¢emz bylo
odebrano 20 vzorka tkani od 13 pacientd s kloubni nahradou ze slitiny Co-Cr-Mo a 10 tkani
od 10 pacientd, ktefi v misté odbéru méli nahradu z jiné slitiny (nejcastéji Ti-Al-V). Téchto
10 vzorkt slouzilo jako kontrolni skupina. VSechny vzorky byly odebirany nerezovymi
chirurgickymi nastroji béhem reoperaci probihajicich na Ortopedické klinice Fakultni
nemocnice Olomouc a uchovavany ve sterilnich plastovych nadobach pii teploté -80 °C.
Klinické udaje o pacientech jsou shrnuty v tabulce XIV.

Odbér probihal z oblasti kloubniho pouzdra v n¢kolika vrstvach. Vrstva 1 tvofici

synovialni membranu byla v nejbliz§im kontaktu s ndhradou a pfipadnymi uvoliiovanymi
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Casticemi. Nasledné byly odebrany i dalsi vrstvy tkani ze vzdalenéjsich vrstev (vrstva 2 a 3).
Tloustka odebranych tkani se pohybovala v rozmezi od 2 do 10 mm. Pacientim kontrolni
skupiny byly odebrany pouze tkané vrstvy 1, naopak od nékolika pacientti s nahradou ze
slitiny Co-Cr-Mo (n = 6) byly z divodu studia uvolfiovani specii chromu ziskany tkané
raznych vrstev.

Pro piipravu realnych vzorki obohacenych o °3Cr(lll) a *°Cr(VI) bylo dale
Vv experimentech vyuZito kufeci maso zakoupené v mistnim supermarketu (Olomouc, Cesk4
republika). Vzhledem k nedostupnosti vhodného matricového certifikovaného referen¢niho
materialu byly obé metody ovéfeny na analyze dvou CRM biologickych tkani (LUTS-1,
TORT-2). Oba materialy obsahovaly hepatopankreas humra s certifikovanou hodnotou
celkového chromu (LUTS-1: 0,53 + 0,08 ug g™ (primér + rozsifena nejistota) a TORT-2:
0,77 £0,15 pg g* (primér + rozsitena nejistota)), zakoupeny byly u NRC-CNRC (Kanada).

Tabulka X1V Klinické udaje o pacientech.

T Kontrolni skupina
Parametr Pacienti (n = 13) (n = 10)
Vék X = 69,6 (53-85) X = 62,9 (49-74)
Pohlavi Muzi 6 Muzi 4
Zeny 7 Zeny 6
Kycel 8 Kycel 10
Typ kloubu Koleno 5 Koleno 0
Doba implvarrltétu v téle % = 160,8 (24-219) i
(mésice)
Vyska (cm) X = 165,2 (145-185) X = 162,7 (145-178)
Vaha (kg) X = 78,4 (54-112) X =77,8 (57-97)
Body Mass Index (BMI) x = 28,5 (21,5-38,2) X = 29,3 (24,8-36,9)
Diagnéza Primarni OA 12 Sekundarni i
OA1l
1(n=7)
Pocet revizi 2 (n=5) -
3(n=1)
. . ALS 5, INF 2,INS 1, OL 4,
Diivod revize pJ1 -
Pocet implantati ze sltiny 1(n=28) 0(n=5)
Crv téle 2(n=5) 1(n=5)

OA - osteoartréza, ALS - aseptické uvolnéni implantatu, INF - infekce, INS - nestabilita,
OL - osteolyza, PJ - bolest kloubu

66



5.1.3 Instrumentace

K lyofilizaci vzorka tkani byl pouzit ALPHA 1-2 LD plus lyofilizator (CHRIST,
Némecko). Keramicky mlynek na kdvu mini mill (HARIO, Japonsko) a achatova tfeci miska
slouzily pro rozemleti a homogenizaci vysuSenych tkéni. K pfipravé vzorkl pro speciacni
analyzu byl pouzit BenchMixer vortex mixér (Benchmark Scientific Inc., USA), Sigma
Sartorius 6-16K centrifuga (Sigma, Némecko) a Memmert EFE 400 su$arna (Memmert,
Némecko). Rozklad vSech vzorkd probihal pomoci mikrovinného rozkladného systému
UltraWAVE (Milestone, Italie). Celkovy chrom ve vzorcich byl opét stanoven pomoci ICP-
MS Agilent 7700x (Agilent Technologies, Japonsko) vybavenym autosamplerem (ASX-
520), mikrokoncentrickym zmlZzova¢em, chlazenou mlznou komorou dle Scotta a
oktapdlovou kolizné/reakéni celou. Stejny piistroj byl pouzit také pro speciacni analyzu ve
spojeni s HPLC systémem Agilent 1200 (Agilent Technologies, Némecko) vybavenym
kvartérni pumpou, 1260 BIO-inertnim déavkovaci ventil s 20 pl davkovaci smyckou.
Spojovaci material (kapilary, ferule, fitinky), davkovaci smycka i kolona byly vyrobeny
z PEEKu kvtli sniZeni pozadi signalu pro chrom. K separaci Cr(IIl) a Cr(VI) byl vybran
moéd iontové-vyménné vysokoucéinné kapalinové chromatografie (IE-HPLC) s kolonou
PRP-X100 PEEK (150 x 2,1 mm, stacionarni faze — silny anex, 5 um, Hamilton, USA).
Podminky IE-HPLC-ICP-MS a roztokové ICP-MS analyzy jsou shrnuty v nasledujici

tabulce.

Tabulka XV Parametry IE-HPLC-ICP-MS a ICP-MS.

Parametr IE-HPLC-ICP-MS ICP-MS
Mobilni faze 30 mmol It NH4NOs, pH 6 -
Priitok mobilni fize (ml min™) 0,45 -
Akviziéni mod TRA Spectrum
Ptikon generdtoru (W) 1550 1 550
Vnéjsi plazmovy plyn (1 min™) 15,0 15,0

Sttedni plazmovy plyn (I min™) 0,9 0,9

Pomocny plazmovy plyn (I min™) 1,07 1,07
Kolizni plyn He (ml min) 3,5 43
. . 12c* 13¢c™ 3Cl”, 37Cl, O,
Monitorované izotopy 2y, Sy, 8¢t S0Cr, ®2Cr, 53Cr, #°Sc#
Integracni Cas (ms) 100 100

TRA-time resolved analysis

* izotopy monitorované pfi studiu polyatomickych interferenci

# vnitini standard
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Cr navazany na proteiny byl stanoven pomoci modré nativni polyakrylamidové
elektroforézy (BN-PAGE) vybavené Mini-Protean® 3 Cell a piipojené ke zdroji napéti
PowerPac™ basic (Bio-Rad, Philadelphia, USA).

5.1.4 Priprava roztokii

Extrakéni Cinidlo pro extrakci volného/rozpustného Cr(IIl) a celkového Cr(VI) bylo
ptipraveno rozpusténim EDTA v deionizované vode tak, aby jeho vysledna koncentrace byla
10 mmol I't. Hodnota pH byla nasledné upravena pomoci zfedéného roztoku NH4OH (1:3)
na 10,5. Mobilni faze byla pfipravena rozpusténim NHsNO3 v deionizované vodé (¢ = 30
mmol 1), pH bylo opét upraveno pomoci ziedéného roztoku NH4OH (1:3) na hodnotu 6.
20% (w/w) roztok TMAH pro extrakci volnych/rozpustnych specii byl ptipraven
rozpu$ténim TMAH v deionizované vodé. Pro extrakci proteinti s navazanym Cr bylo
pripraveno extrakéni ¢inidlo obsahujici 50 mmol It octanu amonného v deionizované vodg.
Nasledné bylo pH celého roztoku upraveno na hodnotu 7,3 pomoci zfedéného roztoku
NH4OH (1:3). Roztok 100 umol I PMSF byl pfipraven postupnym fedénim deionizovanou
vodou ze zasobniho roztoku o koncentraci 100 mmol I, ktery byl pfipraven rozpusténim
odpovidajiciho mnozstvi PMSF v dimethyl sulfoxidu. Maximalni fedéni v jednom kroku
bylo 100krat.

Zasobni standardni roztoky *2Cr(l11) a >>Cr(V1) o hmotnostni koncentraci 1 000 mg I
byly pfipraveny stejnym zpiisobem, jak je uvedeno v kap. 4.1.4. Standardni roztoky >Cr(I11)
byly ptipraveny z izotopicky obohaceného standardu *3Cr(111) ve 2% HNOs. Vzhledem ke
snadné interkonverzi Cr(VI) pii nizkém pH musel byt tento standard nejdiive odfoukan pod
proudem dusiku dosucha a nasledné rekonstituovan v deionizované vod¢€. Bez této Upravy
by doslo ve smésnych standardnich roztocich k redukci Cr(VI) na Cr(lll). Izotopicky
obohaceny standard °Cr(VI) nebylo nutné upravovat. Viechny zasobni standardni roztoky
byly nasledné ziedény na pozadované koncentrace smési extrakéniho ¢inidla (10 mmol I
EDTA v deionizované vodé, pH 10,5) a 1 mol I* NH4NOs, aby bylo dosazeno stejného
slozeni jako pfi piipraveé realnych vzorkid. Pied speciacni analyzou byly kalibra¢ni roztoky
inkubovany v susarné pii teplot€¢ 70 °C po dobu 90 minut, aby se zvysila rychlost tvorby
komplexu [Cr(lI1)-EDTA]". Standardni roztoky viech izotopti chromu (*°Cr, ®2Cr, 3Cr) pro
stanoveni jejich celkového obsahu pomoci ICP-MS byly piipraveny ziedénim zasobnich
standardnich roztokt (Certipur® Chromium ICP Standard (Cr(NOs)s), izotopicky obohacené

standardy >3Cr(l11) a °Cr(V1)) deionizovanou vodou a okyselenim pomoci koncentrované
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HNO3 kviili stabilizaci. Jako vnitini standard pro stanoveni specii Cr(l11), Cr(V1) i celkového
obsahu *°Cr, ®Cr, ®3Cr byl zvolen izotop **Sc. Roztok vnitiniho standardu byl pfipraven
100nasobnym zfedénim viceprvkového kalibra¢niho roztoku obsahujiciho Sc, Y, In, Th, Bi
(10 £0,1 mg1Y).

Elektrodovy pufr (pH 8,3) pro separaci proteini pomoci BN-PAGE byl pfipraven
rozpusténim 14,4 g glycinu a 3 g Tris v 1 | deionizované vody. Vzorkovy pufr obsahoval 1
mol I"! Tris pH 6,8; 20% (v/v) glycerol a 0,01% (w/v) bromfenolovou modi. Separa¢ni gel
(12 %) byl ptipraven smichanim 30% roztoku akrylamidu/bisakrylamidu (6 ml), Tris (1,5
mol It pH 8,8; 3,8 ml), deionizované vody (4,9 ml), TEMED (6 ul) a peroxodisiranu
amonného (10 %, 0,15 ml). Smés se rychle zamichala a nasledné nalila mezi spodni a kryci
sklo. Po dobu polymerizace bylo nutné gel pievrstvit methanolem, ktery zabranuje pfistupu
vzduchu a vysuSeni gelu. Poté se methanol odstranil a na separacni gel se nalil zaostfovaci
gel (5 %) ptipraveny smichanim 1,3 ml 30% roztoku akrylamidu/bisakrylamidu; 0,63 ml 1
mol It Tris pH 6,8; 3,4 ml deionizované vody; 5 L TEMED a 50 pl 10% peroxodisiranu
amonného. Nasledné se mezi skla vlozil hieben. Po polymerizaci byl gel pfemistén do

nadoby s elektrodovym pufrem.

5.1.5 Priprava vzorki tkani

Pfed vlastnim analyzou byly vzorky periprostetickych tkani a tkani kufeciho masa
vysuSeny v lyofilizatoru dosucha (48 h), rozemlety a homogenizovany pomoci keramického
mlynku a achatové tfeci misky. CRM LUTS-1 byl piipraven podle navodu uvedeného
v certifikatu o analyze (vysuSeni pii 105 °C po dobu 2 h do konstantni hmotnosti v su§arng).
CRM TORT-2 nevyzadoval Zzadnou specidlni pfipravu. Ve vSech ziskanych
periprostetickych tkanich a CRM byly stanoveny specie Cr(III), Cr(VI) a celkovy Cr dle
postupu zobrazeného na obrazku 16. Kromé¢ toho byla provedena piipadova studie zamétena
1 na dalsi formy Cr v tkanich (komplexy proteinli s navdzanym Cr, ¢astice a nanocastice Cr

atd.). V nasledujici ¢asti jsou shrnuty vSechny pouzité postupy pro piipravy vzorku.

A. Speciacni analyza

Extrakce rozpustného/volného Cr(lll) a celkového Cr(V1)
Zhomogenizované vzorky tkani (80 mg) byly navazeny do 10 ml polypropylenovych
zkumavek, kde k nim bylo ptidano 1,8 ml extrakéniho roztoku (10 mmol I EDTA, pH 10,5)
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a 40 ul standardniho roztoku **Cr(l1l) o koncentraci 1 000 pg I slouziciho jako vnitini
standard pro monitorovani ptipadné interkonverze Cr(lll). Zkumavka byla nasledné
uzaviena a tiepana pomoci vortex mixéru za laboratorni teploty 60 minut. Poté bylo ke
vzorku pfipipetovano 200 pl 1 mol I* NHsNOs, aby se zabranilo poruseni rovnovahy mezi
speciemi vlivem vys§i teploty pii inkubaci [114, 121]. Roztok byl promichan a
zcentrifugovan (13 500 rpm, 4 °C, 30 min). Vysledny supernatant (1 ml) byl odebran a
inkubovan pii teploté¢ 70 °C v susarn¢€ po dobu 90 minut. Nakonec byl vzorek prefiltrovan
pies 0,20 um Millex Simplicity PTFE filtr a zanalyzovan ttikrat pomoci IE-HPLC-ICP-MS.

Slepé pokusy neobsahujici matrici byly pfipraveny stejnym zptisobem.

Extrakce proteinu s navazanym Cr a stanoveni pomoci BN-PAGE elektroforézy

Komplexy Cr s proteiny byly z tkani extrahovany podle modifikovaného postupu, ktery
popsal Déker a kol. [72]. 80 mg vzorku bylo smichano s 0,8 ml 50 mmol I octanu amonného
(pH 7,4). K roztoku bylo ptidano takové mnozstvi 100 pmol 1" PMSF, aby jeho koncentrace
ve vysledném roztoku byla 1 pmol I, Ultrazvukové-asistovand extrakce probihala za
laboratorni teploty po dobu 1 h. Poté byl vzorek zcentrifugovan (16 000 rpm, 30 min, 4 °C)
a ziskany supernatant byl smichan se vzorkovym pufrem v poméru 2:1. Nakonec bylo na
piipraveny gel nadavkovano 5 pl vzorku, pficemz kazdy vzorek byl nadavkovan dvakrat,
avSak na riznou polovinu gelu. Nasledné¢ byla spusténa BN-PAGE analyza. Pro
zakoncentrovani vzorkt bylo aplikovano napéti 30 V po dobu asi 1 h. Vlastni separace pak
probihala 2 h pii 150 V. Kazdy gel byl poté rozptilen, kdy jedna polovina gelu byla
inkubovana s barvivem Coomassie Briliant Blue R-250 kviili vizualizaci zon (,,bandt*) a
z druhé poloviny gelu byly odebrany zony, ve ktrych byl stanoven celkovy obsah Cr pomoci
vyvinuté a validované ICP-MS metody. Pouzity vybarvovaci roztok obsahoval 0,1 % (w/v)
Coomassie Brilliant Blue R-250 ve 40% methanolu a 10% kyselin¢ octové. Po 30 minutach
louzeni gelu s barvicim roztokem se gel né€kolikrat oplachl deionizovanou vodou a
ptebyte¢né barvivo bylo odstranéno louzenim gelu s roztokem 40% methanolu a 10%
kyseliny octové. Odbarvovani trvalo asi 2 h, dokud nebyly zény proteinti viditelné ve
srovnani s pozadim gelu.

Druha polovina nebyla nikterak upravena (barveni, oplach, ténovani atd.), aby se
ptredeslo pfipadné kontaminaci gelu z pouzitych chemikalii a/nebo uvolnéni Cr z komplext
s organickymi ligandy vlivem chemiké reakce. Na zéklad¢ pozic zon Vv prvni poloviné gelu

byly tyto zony zdruhé poloviny vyfiznuty pomoci keramického noze, rozlozeny
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V mikrovinném mineralizatoru stejnym zpisobem jako v pfipadé mineralizace tkéni a

v ziskanych vzorcich byl stanoven celkovy obsah Cr pomoci vyvinuté ICP-MS metody.

B. Frakcionace

Stanoveni celkového Cr pomoci ICP-MS

Z dtivodu porovnani obsahu sumy specii s celkovym obsahem Cr byl ve v§ech vzorcich
tkani i jednotlivych frakcich ziskanych extrakci stanoven celkovy obsah Cr pomoci ICP-MS.
Jednotlivé frakce (zbytek supernatantu a pevny podil z IE-HPLC-ICP-MS, gely z BN-PAGE
elektroforézy, extrakty s rozpustnymi a nerozpustnymi formami Cr) nebo 80 mg kazdého
vzorku tkané byly pfevedeny/navazeny do kifemennych mineraliza¢nich zkumavek, kde
K nim bylo ptidano 5 ml mineralizaéni smési obsahujici zfedénou HNO3 v poméru 3:2 v/v.
Mineraliza¢ni zkumavky byly uzavieny teflonovymi vicky a podrobeny dvou krokovému
rozkladnému programu uvedenému v tabulce XVI. Po rozkladu se vzorky pievedly do 10
ml sklenénych odmérnych ban€k, doplnily po rysku deionizovanou vodou a promichaly.
Nakonec byl kazdy vzorek pomoci ICP-MS zméfen Sestkrat. Vzorky slepych pokust byly
pfipraveny za stejnych podminek stejnym zptisobem ale bez matrice. Schéma celé piipravy
vzorkl tkani s ndslednou speciacni analyzou a stanovenim celkového Cr je uvedeno na

obrazku 16.

Tabulka XVI Rozkladny program pro piipravu vzorku tkani

Krok | Cas (min) | T1 (°C) | T2 (°C) | Tlak (bar) | P¥ikon (W)
1 15 220 60 110 1500
2 10 220 60 110 1500

T1-vnitini teplota reaktoru
T2-teplota ocelové nadoby se vzorky

Extrakce rozpustnych forem Cr
Na extrakci vSech rozpustnych/volnych forem Cr (nejen Cr(I11) a Cr(V1), ale i ¢astic

a nanocastic Cr) byl pouzit stejny extrakéni roztok jako u speciacni analyzy. Nicmén¢ po
filtraci pomoci 0,20 pm Milex Samplicity PTFE filtrd byly ziskané filtraty jesté
zcentrifugovany pii 16 000 rpm po dobu 10 min za vyuziti Amicon 3 kDa ultra
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centrifugacnich filtrt, které odpovidaji velikosti pori mezi 1,5-3 nm (Millipore Sigma,
Némecko). Obracenim filtru a zopakovanim centrifugace (16 000 rpm, 5 min) byl pak ziskan
pevny podil zachyceny na membrané filtru. VSechny tyto frakce (filtraty z ultrafiltrace pies
Amicon 3 kDa ultra centrifuga¢ni filtry, pevné podily zachycené na filtrech) byly nasledné
rozlozeny podle postupu popsaného pro stanoveni celkového Cr v tkanich. Nakonec byl v

ziskanych vzorcich stanoven celkovy obsah Cr pomoci vyvinuté ICP-MS metody.

Stanoveni nerozpustnych forem Cr V pevnem podilu

Za ucelem ziskani pevného podilu obsahujiciho pouze nerozpustné formy Cr byl na
ptipravu vzorku pouzit analyticky postup vyuzivajici alkalického rozkladu biologické tkané
publikovany Grayem a kol. [122]. Timto zpisobem lze ze vzorku vyextrahovat vSechny
rozpustné formy, a dokonce i Cr navazany na tkanich. Do polypropylenové zkumavky bylo
opét navazeno 80 mg vzorku a nasledné bylo pfidano 0,8 ml 20% TMAH (w/w). Zkumavka
byla uzaviena a tfepana pomoci vortex mixéru za laboratorni teploty po dobu 24 h, pficemz
prvni hodina extrakce probihala v ultrazvuku. Poté byl vzorek zcentrifigovan (16 000 rpm,
30 min, 4 °C), aby doslo k oddéleni pevného podilu a supernatantu. Ob¢ frakce byly nakonec

rozlozeny ve ziedéné HNO3 a analyzovany pomoci vyvinuté ICP-MS metody.
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Obrazek 16 Schéma analytického postupu pro stanoveni specii Cr(III), Cr(VI) a celkového
Cr v tkanich (RT-pokojova teplota, MW-mikrovinny).

5.1.6 Kvantitativni analyza, statistika

Obg¢ validované metody (IE-HPLC-ICP-MS a ICP-MS) byly aplikovany na analyzu 2
CRM a realnych vzorku periprostetickych tkani. VSechny ziskané vysledky jsou uvedeny
jako priimér + smérodatna odchylka (SD) (v ug g). Pro testovani hypotéz byly aplikovany
neparametrické testy Mann-Whitney test a Wilcoxoniv parovy test za pouziti statistického
software NCSS 2007 (NCSS, LLC, USA), za statisticky vyznamnou byla povaZovana p-
hodnota < 0,05. Pro vyjadieni vztahu mezi ziskanymi vysledky a klinickymi udaji o
pacientech byla vyuzita analyza hlavnich komponent (PCA) v QC Expert verze 3.2
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(TriloByte, Ceska republika). Meze detekce a stanovitelnosti pro metodu ICP-MS byly
vypocteny pomoci matematického modelu ,,meze: 3s-IUPAC* ve validovaném programu

EffiValidation 3.0 (Effichem, s.r.o0., Ceska republika).

5.2 Vysledky a diskuse

5.2.1 Vyvoj IE-HPLC-ICP-MS metody

K separaci Cr(lll) a Cr(VI) byl vybran mod iontové vyménné chromatografie s
vyuzitim kolony PRP-X100, ktera jakozto silny anex umoziuje separaci aniontt. Béhem
vyvoje IE-HPLC-ICP-MS metody bylo ale nutné provést nékolik optimalizaci, mezi néz
patiila i optimalizace chromatografické separace, kdy bylo studovano ptredevsim sloZeni
mobilni fize. Pro tyto ucely byly pouzity vodné kalibra¢ni standardy obsahujici 2,5 pg g
53Cr(111) a >°Cr(V1), kdy byl testovan vliv rizné koncentrace NHsNO3 (10-70 mmol I'%) a
hodnot pH (6-11). Tyto dva parametry vyrazné ovliviiovaly reten¢ni ¢as Cr(IIl) a Cr(VI) a
tim padem i rozliSeni obou specii. ZvySujici se koncentrace NHsNO3z a hodnota pH
zkracovaly retencni Casy obou specii, navic i negativné ovliviiovaly tvar pik. Nejrychlejsi
chromatografické analyzy a zaroven dostate¢né hodnoty rozliSeni (R > 1,5) bylo dosazeno
pfi pouziti mobilni fize obsahujici 30 mmol I NH4sNOs a pH 6 (obr. 17). Vysledna analyza
trvala méné nez 8 min a hodnota rozliSeni byla 2,1 (reten¢ni ¢as Cr(IIl) odpovidal 5,9 min a

Cr(VI1) 7,9 min) (obr. 18).

05 (A) 5 (B)

2 4

E1,5 £ 3

E 1 E 2

0,5 1

0 — 0+—— ‘ ——
5 6 7 8 9 o 11 12 0 10 20 30 40 50 60 70 80

pH NH,NO, (mmol I')

Obrazek 17 Rozliseni Cr(IIl) a Cr(VI) v zavislosti na (A) hodnoté pH a (B) koncentraci
NH4NO3 v mobilni fazi.
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Obriazek 18 Chromatogramy vodnych kalibraénich standardi obsahujicich 2,5 pg g*
S3Cr(111), *°Cr(VI) a smés *2Cr(lll) a **)Cr(VI) (¢erchované &ary naznaduji retenéni casy
Cr(11) a Cr(\VD)).

Vzhledem k problému s polyatomickymi interferencemi u specia¢ni analyzy chromu
Vv krvi a kloubnich vypotcich byla dal§i krokem optimalizace detekce pomoci ICP-MS, a
pravé studium moZznych polyatomickych interferenci. Pozornost byla opét vénovéana
nejcastéji se vyskytujicim interferencim tvorenymi adukty s uhlikem a chlorem. Tento typ
interferenci nemusi pochazet pouze z vlastni matrice vzork, ale je nutné si davat pozor i na
pouzité chemikalie (extrakéni ¢inidlo, mobilni faze). Z tohoto diivodu byla zvolena mobilni
faze neobsahujici organické ani anorganické slouceniny uhliku a chloru. Polyatomické
interference byly studovany pomoci IE-HPLC-ICP-MS analyz redlnych vzorki tkani,
obohacenych vzorkll kufeciho masa, CRM i smésnych vodnych kalibracnich roztokd.
Kromé v§ech izotopt chromu byly monitorovany i izotopy *2C, $3C a *ClI, *CI. Na zékladg
vysledki testovani rtznych pritoktt He v pfedchozi studii byl i zde pouzit pritok
3,5 ml min?, ktery poskytoval nejvy$si hodnoty SNR pro ob& specie. Béhem
chromatografické separace realnych vzorkti, CRM i obohacenych vzorkl kufeciho masa
byly pozorovany kromé pikt Cr(IIl) a Cr(VI) jesté¢ dalSi neznamé piky v retencnim Case
kolem 1. min a 3. min. AvSak u analyzy smésného vodného kalibra¢niho roztoku se tyto

neznamé piky neobjevovaly. Retenéni ¢asy obou piku se nejvice shodovaly se signaly pro
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12C a 13C (obr. 19). Nasledné byly porovnany i experimentalné ziskané poméry izotopi
S2Cr/3Cr pro oba neznamé piky. Vysledna hodnota pro pik v 1. min byla 3,90 + 0,41 (n =
30), pik v 3. min byl pod stanovenym LOQ, coz potvrdilo, Ze se jedna o polyatomické
interference. Oba neznamé piky objevujici se u analyz extraktd tkani i kufeciho masa tedy
pochazely z polyatomické interference “CArt?C*/*°Ar'3C* zplisobené vysokym obsahem
uhliku v matrici vzorkl. Nicméné retencni casy obou pikil se vyrazné lisily od reten¢nich
¢astt specii chromu (Cr(III): 5,9 min a Cr(VI): 7,9 min), ¢imz nebylo ovlivnéno jejich
stanoveni pomoci vyvinuté metody. Detekci pomoci ICP-MS tedy nebylo nutné dale

optimalizovat.
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Obrazek 19 Studium polyatomickych interferenci odvozenych od adukti s uhlikem
ovlivitujici stanoveni Cr na izotopu °2Cr, (A) analyza vodného kalibra¢niho standardu
obsahujiciho 0,25 pg g™t 2Cr(111) a >2Cr(V1), (B) kontrolni vzorek tkané a (C) vzorek tkang
pacienta s kloubni nahradou ze slitiny obsahujici Cr (signaly pro izotopy *°Cr a 3Cr

vykazovaly stejny trend a proto nejsou zobrazeny).
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5.2.2 Optimalizace extrakce Cr(I1l) a Cr(VI)

Dalsi ¢asti byla optimalizace extrakce obou specii a tvorby komplexu [Cr(l1)-
EDTA]. Naextrakci Cr(lll) a Cr(VI) z biologickych tkani byl pouzit alkalicky roztok
EDTA, ktery se obecné pouziva na extrakci celkového Cr(VI) a rozpustnych/volnych forem
Cr(111) [30, 123]. Tato latka zajist'uje tvorbu zaporné nabitého komplexu [Cr(II11)-EDTA],
diky ¢emu lze i Cr(III) analyzovat pomoci vyvinuté IE-HPLC-ICP-MS metody. Kromé¢ toho
ale EDTA také stabilizuje Cr(lll) ve vzorku, kde zabranuje jeho interkonverzi (oxidaci)
v alkalickém prostiedi, ptipadné hydrolyze za neutralniho pH.

Béhem vyvoje extrakéniho postupu bylo optimalizovano nékolik parametra tak, aby
zvolena extrakce byla co nejefektivnéjsi a zaroven bylo dosazeno co nejvyssich vytéznosti
obou specii bez poruSeni jejich rovnovahy. Mezi testované parametry patfil vliv koncentrace
EDTA (0,005-40 mmol IY), pH roztoku (9-11), teploty béhem extrakce (21 a 95 °C) a
extrak¢niho ¢asu (10-60 min). Pro tyto experimenty byly opét pouzity vzorky kufeciho masa
obohacené pied extrakci o 0,5 a 10 pg g Cr(11l) a °Cr(VI1). Na zikladé ziskanych
vysledki bylo zjisténo, ze zvysujici se koncentrace EDTA ovliviiovala pouze vytéznost
Cr(Il) (zieyme konkuren¢ni komplexace ostatnich kationti kovi obsazenych ve vzorcich
s EDTA) a zvoleny extrakéni ¢as silné ovliviioval vytéznost obou specii (obr. 20A a 20B).
Naproti tomu, hodnota pH extrakéniho ¢inidla a teplota béhem extrakce byly kli¢ovymi
parametry pro stabilitu Cr(\V1) a interkonverzi specii (obr. 20C a 20D). Nejvyssich hodnot
vytéznosti Cr(IIT) 1 Cr(VI) bez poruseni rovnovahy mezi speciemi bylo pozorovdno za
nasledujicich extrakénich podminek: roztok obsahujici 10 mmol 11 EDTA, pH 10,5 a
extrakce za pokojové teploty po dobu 60 min. Tyto podminky byly nasledné pouzivany pro
extrakci rozpustného/volného Cr(l11) a celkového Cr(VI) ze vSech analyzovanych vzork.

Nicmén¢ tvorba komplexu [Cr(I11)-EDTA] je za laboratorni teploty velice pomala,
a tak byva obvykle urychlena inkubaci vzorku s EDTA pii vyssi teploté bud’ v susarné nebo
mikrovinném mineralizatoru/laboratorni mikrovinné troubé [103, 124]. V takovych
pripadech je navic vhodné piidat ke vzorku 1 mol I NHaNOskviili zabranéni redukci Cr(VI)
na Cr(III) vlivem zvySené teploty [114, 121]. Po extrakci byl tedy ke vSem vzorktim pfidan
1 mol I NHsNOs a vzorek byl inkubovan 90 min v susarné pfi teploté 70 °C. P¥i niZsi teploté
se ve zvolené dob¢ nepodatilo vytvofit komplex s celkovym mnoZzstvim Cr(III), vytéZnost

Cr(VI) byla ale konstantni (témet 100 %).
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Obriazek 20 Vliv (A) koncentrace EDTA, (B) ¢asu, (C) pH a (D) teploty na vytéznost Cr(IIT) a Cr(VI) v kufecim mase obohaceném o 10 pg g™

S3Cr(111) a >°Cr(VI) (vysledky pro vzorky obohacené o 0,5 pug g *3Cr(111) a *°Cr(V1) maji stejny trend a nejsou zobrazeny).
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5.2.3 Studium interkonverze

Béhem vyvoje extrakéniho postupu byla také sledovana rovnovaha mezi speciemi a
jejich ptipadna interkonverze. K experimentim byly vyuzity izotopicky obohacené
standardy 53Cr(111) a *°Cr(VI), které ve spojeni HPLC s ICP-MS umoziiuji odhalit poruseni
rovnovahy mezi speciemi. Tyto standardy byly analyzovany ve smeési s extrakénim
¢inidlem, dale pak byly vyuzity i pro obohaceni vzorkt kufeciho masa pted extrakci i po
extrakci. Jak bylo popsano vyse, vyznamna interkonverze byla pozorovana uz béhem vyvoje
extrakéni metody, kdy doslo k redukci Cr(V1) vlivem zvysené teploty pii inkubaci (70 °C).
Tato redukce byla potvrzena nejen u realnych vzorkl, ale také u smésnych vodnych
standardii. Nicméné ptidavkem 1 mol I* NH4NO3 pied inkubaci byla tato interkonverze
potladena.

Dalsim krokem bylo sledovani vlivu vlastniho extrakéniho postupu a matrice vzorku.
K experimentim byly vyuzity smésné vodné standardy s obsahem 0,5; 2 ug g%; 10 pg g*
3Cr(111) a *°Cr(VI) a vzorky kufeciho masa obohacené 0 0,5; 2 ug g%;10 pug g2 >Cr(Ill) a
Cr(VI) pred extrakci i po extrakci. Obrazek 21 porovnava chromatografické analyzy
vodného kalibra¢niho standardu a vzorkd kufeciho masa obohacenych 0 2 ug g*. Jak je
vidét z obrazku 21A, specie **Cr(111) byla diky komplexaci s EDTA béhem extrakce stabilni
a nedochézelo tedy k oxidaci >Cr(l11) na >*Cr(VI) (**Cr(VI) nebyl detekovan v zadném
z analyzovanych vzorki). Oproti tomu v piipadé analyzy °Cr(VI1) byla v obohacenych
vzorcich kufeciho masa pozorovana redukce této specie (obr. 21B). Analyzou vzorku
kuteciho masa obohacenych pied extrakei byla prokazana téméf 30% redukce Cr(V1), nove
vytvofeny komplex [*°Cr(111)-EDTA] se eluoval ve stejném ¢ase jako Cr(lIl) (5,9 min).
Stejnych vysledku bylo dosazeno i v pfipadé analyzy vzorka obohacenych az po extrakci
specii (testovani vlivu extrak¢i metody na rovnovahu). Tento trend byl navic pozorovan i u
smésnych kalibra¢nich standardi s pfizplisobenou matrici, kdy primémé mnoZstvi
zredukovaného *°Cr(VI) odpovidalo 27 £ 5 % (n = 24). Naopak u smésného vodného
standardu signal °°Cr(VI) odpovidal piidanému mnozstvi a k redukci na *°Cr(lll) tak
nedochazelo. Z téchto vysledki vyplyva, Ze poruseni rovnovahy s naslednou redukci Cr(VI)
bylo pravdépodobné zpiisobeno charakterem matrice vzorku. Vyznamna redukce Cr(VI) uz
byla dokonce popsana v nékolika publikacich zabyvajicich se speciaci Cr v potravinach [28,
48, 113], ¢imz byly potvrzeny ziskané vysledky. Tato redukce je pravdépodobné zptisobena

vysokym obsahem antioxidantd a redukujicich slozek v biologickych vzorcich. Diky tomu
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je tedy pfitomnost Cr(VI) v tomto typu vzorkl velmi nepravdépodobnd. I ptesto je ale
vyvinuta metoda vhodna na analyzu Cr(VI) v biologickych tkanich, protoze umozinuje
stanovit velmi nizké obsahy obou specii (ng g™*), které byly potvrzeny napiiklad u pacienti
s cukrovkou druhého typu [25].
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Obrazek 21 Chromatograficka analyza (A) >Cr a (B) °°Cr ve vzorcich neobohaceného
kufeciho masa (zelena), vodného kalibraéniho standardu obsahujiciho 2 pg g *Cr(1ll) a
S0Cr(VI) (modra), kufeciho masa obohaceného o 2 pg g *Cr(I11) a °Cr(VI) po extrakci
(¢ervena) a kufeciho masa obohaceného o 2 pg g? >3Cr(lll) a *°Cr(VI) pied extrakci

(oranzova) (Cerchované ¢ary naznacuji reten¢ni ¢asy Cr(III) a Cr(VI)).
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5.2.4 Validace metod

Metoda IE-HPLC-ICP-MS i metoda ICP-MS pro stanoveni celkového Cr byly po
optimalizaci vy$e zminénych parametrii validovany Vv rozsahu linearity, meze detekce
(LOD), meze stanovitelnosti (LOQ), intra-/inter-day pravdivosti, intra-/inter-day
preciznosti, vytéznosti extrakce, pamétového (,,carry-over<) efektu, citlivosti a stability
podle doporuéeni uvedeného v pokynech pro validaci bioanalytickych metod z Ufadu pro
kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration, FDA) [107]. Vysledky validace
obou metod jsou shrnuty v tabulce XVII.

Linearita IE-HPLC-ICP-MS pro v§echny formy chromu (*°Cr(V1), >Cr(l11), >2Cr(V1)
a 3Cr(11)) byla stanovena pomoci analyz 8 kalibra¢nich standardd v rozsahu 0,0125-25
ng g ptipravenych ziedénim zasobnich standardnich roztokti smési extrakéniho ¢inidla a
NH4NOs stejné jako tomu bylo u pfipravy redlnych vzorkli. Korela¢ni koeficienty ziskané
z kalibracnich kiivek byly vétsi nez 0,9998. Na zakladé¢ Chowova testu shodnosti dvou
linearnich modeld [89] byla srovnana kalibraéni kiivka %3Cr(II1) a °Cr(VI), ¢imz bylo
dokazéano, Ze modely jsou shodné a vyvinuta metoda je nezavisla na analyzované specii (obr.
22B). Nasledné byl studovan vliv matrice na signal obou specii chromu, jelikoz biologické
tkan€ mohou obsahovat fadu interferentti ovlivitujicich jejich velikost a tvar. Z obohacenych
extraktl kufeciho masa byla vytvofena kalibrace s pfizptisobenou matrici 0 stejném rozsahu
jako u testovani linearity a stejnym testem shodnosti byl porovnan signal >Cr(Ill) ve
vodnych standardech a >3Cr(111) v standardech s piizptisobenou matrici. Opét nebyl nalezen
zadny rozdil v linearité, intenzité signalti (pikl) ani v rovnicich kalibrac¢nich kiivek.
Samotny signal *°Cr(VI) porovnan nebyl, protoZe analyzou viech standardii s pfizptisobenou
matrici byla znovu prokazana 30% redukce této specie (obr. 22A a 22C). Diky tomu byla
pro kvantitativni analyzu specii v tkdnich pouzita kalibracni kiivka ptipravend z vodnych
kalibra¢nich standardti. VSechny kalibra¢ni standardy byly analyzovany metodou IE-HPLC-
ICP-MS tiikrat, relativni smérodatna odchylka byla niz8i nez 3 %.
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Obrazek 22 (A) Chromatogramy °Cr v matricovych kalibraénich standardech a (B), (C)
srovnani kalibra¢nich kfivek ziskanych analyzou vodnych standardt (v) a standardd

S ptizpusobenou matrici (matrix-matched, m-m).

LOD a LOQ byly ziskany z hodnot SNR, kdy LOD odpovidal hodnoté SNR rovné 3
a LOQ hodnoté SNR rovné 10. Vysledné hodnoty LOQ byly 0,03 a 0,08 nug g, coz jsou
mnohem nizsi hodnoty, nez kterych bylo doposud dosazeno u jinych studii zabyvajicich se
stanovenim Cr(III) a Cr(VI) v tkanich [20-24]. Pravdivost a preciznost byly vzhledem
k nedostupnosti  vhodného matricového certifikovaného referencniho  materialu

s certifikovanymi hodnotamii Cr(III) a Cr(VI) stanoveny pomoci 6 analyz 3 replik vzorka
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kuteciho masa obohacenych standardnimi roztoky >3Cr(111) a *°Cr(VI) pied extrakci na tiech
trovnich: 0,5 ug gt (nizka hladina NH), 2 pug g? (stfedni hladina SH) a 10 pg g (vysoka
hladina VH). Pravdivost a preciznost metody byly dale jesté stanoveny v ramci 1 dne (intra-
day) a béhem 3 dnu (inter-day). Oproti tomu vytéZnost extrakce byla stanovena jako pomér
(v %) vysledki ziskanych z analyz 6 nezavisle piipravenych vzorkd kufeciho masa
obohacenych na hladiné NH, SH a VH pred extrakci a po extrakei. Stabilita retencniho casu
byla ovéfena opakovanou analyzou stejnych matricovych kalibra¢nich standardut. Citlivost
metody odpovidala hodnoté¢ SNR rovné 5. Pamétovy efekt byl stanoven pomoci analyzy
slepého pokusu po nejvyssim kalibracnim standardu.

Validovéna byla i metoda ICP-MS slouZici pro stanoveni celkového mnozstvi *°Cr,
52Cr a 53Cr. Korela¢ni koeficienty ziskané z analyz 9 kalibraénich standardd pfipravenych
ve vodé v rozsahu 0,0125-125 pg g* nebyly nizsi nez 0,9999. LOD a LOQ byly pocitany
jako X + 3SD a X + 10SD, kde X je pramérna hodnota namétena z analyz 10 slepych pokust,
SD je smérodatnd odchylka. Pravdivost, preciznost i vytéznost extrakce byly pocitany
stejnym zptisobem jako u validace IE-HPLC-ICP-MS, kazdy vzorek byl pomoci ICP-MS
analyzovan Sestkrat. Citlivost metody odpovidala hodnoté, jejiz signal byl Skrat vyssi nez
signal pozadi (signél kalibra¢niho blanku). Pamétovy efekt byl stanoven analyzou slepé¢ho
pokusu po nejvys$sim kalibraénim standardu. Vysledky uvedené v tabulce XVII vyhovovaly
danym kritériim, a tak mohly byt ob¢ metody aplikovany na analyzu redlnych vzorki tkéni.

U kazdé IE-HPLC-ICP-MS i ICP-MS analyzy byla navic sledovana stabilita signalu
a kontrolovéna kvalita daného méfeni. K t€émto ucelim slouzil QC vzorek (vodny standard
obsahujici 0,25 pg g *°Cr(V1), 2Cr(111), *2Cr(V1), Cr(11l) (IE-HPLC-ICP-MS) nebo 6,25
ug g10Cr, 52Cr, %3Cr (ICP-MS)), ktery byl analyzovéan na za¢atku, na konci a béhem méfeni
(kazdy desaty vzorek). Nasledné byla vyhodnocena jeho vytéznost (91-101 % (IE-HPLC-
ICP-MS) a 90-105 % (ICP-MS)) a preciznost stanoveni (3,2-5,7 % (IE-HPLC-ICP-MS) a
1,0-2,1 % (ICP-MS)). Ke sledovani stability signalu (plazmového vyboje) a eliminaci
nespektralnich interferenci byl béhem kazdého méfeni do ICP-MS spektrometru soucasné

pfivadén i roztok vnitiniho standardu (*°Sc).
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Tabulka XVI1 Valida¢ni parametry IE-HPLC-ICP-MS a ICP-MS metod (NH - nizk4 hladina 0,5 ug g%, SH - stfedni hladina 2 pg g, VH - vysoka

hladina 10 pg g, LLOQ - ,,lower limit of quantification*, nejnizsi nenulovy kalibra¢ni bod).

Parametr IE-HPLC-ICP-MS ICP-MS
2Cr(111) S3Cr(l11) 2Cr(VI) S0Cr(VI) S0Cr Cr SCr
Kalibraéni rozsah (ug g?) 0,0125-25 0,0125-25 0,0125-25 0,0125-25 0,0125-125 | 0,0125-125 | 0,0125-125
Korelaéni koeficient r 0,9999 0,9999 0,9998 0,9999 1,0000 0,9999 1,0000
LOD (ng gl 0,03 0,01 0,03 0,01 0,01 0,01 0,01
LOQ (ug g?) 0,08 0,03 0,08 0,03 0,02 0,03 0,02
NH:89+5 NH:90+6 | NH: 103+2 NH: 100 £ 1
VytézZnost extrakce (%) - SH:92+6 - SH:91+3 | SH: 110+ 1 - SH: 108 £2
VH:91+5 VH:89+5 | VH:101+1 VH: 106 £2
NH: 88+ 6 NH:87+9 | NH: 103+2 NH: 100 +2
- SH:90+6 - SH:90+5 | SH:110+3 - SH: 108 +5
Pravdivost VH: 89+ 4 VH:91+4 | VH:101+3 VH: 106 + 5
(vytéZnost, %) NH:87 +£5 NH:86 £ 6 | NH: 102 +2 NH: 99 + 3
- SH: 89+ 6 - SH:91+5 SH:99+3 - SH:100 £ 2
VH:90+3 VH:90+2 | VH:102+ 1 VH: 104 £3
NH: 7 NH: 10 NH: 2 NH: 2
- SH: 7 - SH: 5 SH: 3 - SH: 5
Preciznost VH: 4 VH: 5 VH: 3 VH: 5
(RSD, %) NH:6 NH:7 NH: 2 NH: 3
- SH:7 - VH:6 SH: 3 - SH: 2
VH:4 SH:3 VH: 1 VH: 3
Opakovatelnoz(t)/:)etencmho casu 0,01 0,01 0,01 0,01 1.0 15 21
Citlivost (ug g) 0,05 0,02 0,05 0,02 0,002 0,03 0,003
Pamét’ovy (,,carry-over«) efekt <20 % <20 % <20 % <20 % <20 % <20 % <20 %
(ng g?) LLOQ LLOQ LLOQ LLOQ <LOQ <LOQ <LOQ
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5.2.5 Speciacni analyza Cr v biologickych tkanich vrstvy 1

Ob¢ validované metody byly nejdfive aplikovany na analyzu dvou certifikovanych
referen¢nich materialt tkani hepatopankreas humra s certifikovanou hodnotou celkového Cr
(LUTS-1: 0,53 £ 0,08 pg g, TORT-2: 0,77 £ 0,15 png g). V obou vzorcich nebyl metodou
IE-HPLC-ICP-MS nalezen rozpustny/volny Cr(Ill) ani Cr(VI) (v pfipadé LUTS-1 bylo
nalezeno pouze stopové mnozstvi Cr(111) pod LOQ). Hlavni nalezenou specii byl vazany Cr
v pevném podilu (pravdépodobné Cr(l1l) navazany na proteiny pfitomné v matrici [4, 33,
38] nebo nerozpustné CrPOs a Cr.03 [20-24]). Nasledné byly ziskané vysledky porovnany
s certifikovanymi hodnotami celkového Cr. Suma specii nalezenych Vv supernatantu a
vazaného Cr v pevném podilu byla 0,58 + 0,02 pug g pro LUTS-1 a 0,70 + 0,05 nug g* pro
TORT-2, coz bylo v souladu s certifikovanymi hodnotami (vytéznost 109 % a 91 %).

Po ovéfeni na CRM byly obé metody pouzity na stanoveni Cr(IIl), Cr(VI), celkového
vazaného Cr a celkového Cr vrealnych vzorcich periprostetickych tkani vrstvy 1.
K analyzam bylo vybrano 13 tkani ziskanych od pacientti s nahradou obsahujici slitinu Co-
Cr-Mo v misté¢ odbéru (skupina pacientd) a 10 vzorki tkani od pacientt, jejichz ndhrada
v misté odbéru Cr neobsahovala (kontrolni skupina). Kazdy vzorek byl analyzovan tfikrat
pomoci [E-HPLC-ICP-MS a Sestkrat pomoci ICP-MS, vysledky uvedeny jako primér +
smérodatna odchylka jsou shrnuty v tabulce XVIII (kontrolni skupina) a tabulce XIX
(skupina pacienttt). IE-HPLC-ICP-MS analyza vybranych vzorki je zobrazena na obrazku
23. Ve v8ech analyzovanych vzorcich tkani byl nalezen pouze Cr(ll1), a to bud’ ve volné
formé¢, nebo navazany na pevny podil. V pevném podilu se mohou vyskytovat komplexy Cr
s organickymi ligandy, proteiny nebo uvolnéné ¢astice Cr (fosfore¢nany, oxidy, hydroxidy)
[125]. Celkovy vazany Cr v pevném podilu se pohyboval v rozmezi od 1,7 do 11 pg gt v
kontrolni skupiné a od 3,0 do 5 119 pug g ve skupiné pacienti. Naopak rozpustny/volny
Cr(111) byl ve vsech vzorcich nalezen ve velmi nizkém mnozstvi, které odpovidalo pouze 1
% z celkového mnozstvi Cr v tkanich. Cr(VI) nebyl nalezen v zadném vzorku a to
pravdépodobné kvuli prokazané redukci této specie. Naopak interkonverze Cr(III)
pozorovana nebyla. VSechny realné vzorky byly pied speciacni analyzou obohaceny o 0,5
ng g 3Cr(II0), ktery slouzil jako vnitini standard. Jeho priimérna vytéznost byla 84 + 12 %
(n = 23), ¢imz bylo prokazano, ze béhem speciacni analyzy nedochazelo k interkonverzi
(oxidaci) této specie (>*Cr(V1) nebyl detekovan ani v jednom ptipadg).

Avsak porovnanim vysledki z IE-HPLC-ICP-MS analyzy a ICP-MS analyzy

supernatantu byl ale u nékterych vzorkl zjistén rozdil v naméfenych mnozstvi (vytéznost
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vyjadiend jako pomér celkového Cr v supernatantu a sumy specii Cr z IE-HPLC-ICP-MS
analyzy byla 368-558 %, tab. X1X). Tyto vzorky se od ostatnich lisily zejména vzhledem
(vSechny mély Sedou barvu indikujici vysoky obsah uvolnénych kovii a metalozu) a
vysokym naméfenym obsahem vazaného Cr i celkového Cr ve vzorku. Tento rozdil mohl
byt zplsoben uvolnovanim i elementarniho Cr ve formé rozpustnych ¢astic ¢i nanocastic
nebo Cr navazaného na proteiny, které nelze pomoci IE-HPLC-ICP-MS stanovit (detailné je
tento problém feSen v piipadové studii, kapitola 5.2.7) [125]. Na druhou stranu ale
porovnanim sumy celkového Cr v supernatantu a pevném podilu s celkovym Cr ve vzorcich
bylo dosazeno srovnatelnych vysledkd u vSech vzorku (vytéznost se pohybovala v rozmezi

82-126 %, preciznost nebyla vyssi nez 12 %).

Tabulka XVI111I Nalezené obsahy analytl v kontrolnich vzorcich (vysledky jsou vyjadieny
jako pramér £ SD).

IE-HPLC-ICP-MS ICP-MS
Vzorek Rozpustny Celkovy | Celkovy rozpustny ngeiﬁ(;gr Celk?vy Cr
Cr(l11) Cr(VI) Cr (supernatant) , p v celé tkani
-1 -1 -1 (pevny podil) -1
(ngg) (ngg) (ngg) (ng 29 (ngg)
K1 <LOQ n.d. 0,07 + 0,01 41+0,1 42+0,3
K2 0,18 + 0,02 n.d. 0,17 0,02 43+0,2 36+0,1
K3 0,12+ 0,01 n.d. 0,14+ 0,01 46+0,1 49+0,8
K4 0,13 +0,01 n.d. 0,12+0,01 47+0,2 40+0,8
K5 0,11+0,01 n.d. 0,11+0,01 1,7+0,1 2,3+0,8
K6 0,12+ 0,01 n.d. 0,14 + 0,02 11+0,5 12+ 0,6
K7 0,14 + 0,01 n.d. 0,18 +0,01 3,8+0,1 45+0,2
K8 0,13 +0,01 n.d. 0,12+ 0,01 3,1+0,2 3,6+0,3
K9 0,18 + 0,02 n.d. 0,16 + 0,02 57+0,2 6,8+ 0,4
K10 0,35 + 0,04 n.d. 0,36 + 0,04 3,9+0,2 47+0,3
Median | 15 : 0,14 41 4.2
(ngg)
Prumér | g 14 i 0,16 43 46
(ngg’)
SEM 0,03 i 0,02 0,82 0,82
(ngg’)
CVv 0,54 - 0,50 0,55 0,52

S

n.d.-nenalezen, SEM-stiedni chyba praméru (SEM = =, kde s je smerodatna odchylka a n pocet

vzorki), CV-variaéni koeficient (CV = E , kde s je smérodatna odchylka a X aritmeticky prameér)
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Tabulka X1X Hodnoty naméfené v tkanich vrstvy 1 u pacienti s nahradou z Cr (vysledky

jsou vyjadieny jako pramér £+ SD).

IE-HPLC-ICP-MS ICP-MS
, , Celkovy Celkovy ,
Vzorek Rozpustny | Celkovy rozpustny Cr vazany Cr Celk?vy C rv
Cr(ll1) Cr(VI) , , celé tkani
(g g) (g g) (supernatant) | (pevny podil) (ng g)
e (ngg?) (ngg?)
. n.d. 10+0,1
P1 2,3+0,05 (2,46 + 0.03)" 5119+ 0,5 5129 + 0,9
. n.d. 0,92 + 0,04
P2 0,25 + 0,03 026+ 0.01)° 381+0,8 387 +£0,7
. n.d. 0,53 + 0,03
P3 <LOQ (0,134 0,01) 28+ 0,5 33+ 0,6
P4 0,24 + 0,02 n.d. 0,23 + 0,01 18+0,2 18+0,3
. n.d. 14+0,2
P5 2,6+ 0,04 (2.8+0.03) 487 +0,9 516 + 0,8
P6 0,16 + 0,01 n.d. 0,20 + 0,02 9,2+ 0,4 8,3+0,5
P7 0,22 + 0,01 n.d. 0,22 + 0,01 57+0,2 6,5+ 0,1
P8 0,26 + 0,02 n.d. 0,21 +0,03 28 + 0,4 35+ 0,6
P9 0,87 + 0,01 n.d. 1,1 +0,04 107 + 0.8 86 + 0.4
P10 | 0,29 +0,01 n.d. 0,31+ 0,04 20+0,2 22+0,5
P11 | 0,39+0,01 n.d. 0,40 + 0,01 63 +0.,5 65 + 0,8
P12 <LOD n.d. 0,32 + 0,05 119+ 0,5 118+ 0,8
P13 <LOD n.d. 0,20 + 0,01 2,8+0,01 3,7+0,04
Median | 5 23 : 0,28 26 30
(ngg)
Pramér |6 44 : 0,69 279 284
(ngg)
SEM 1 010 : 0,17 182 183
(ngg)
CcV 1,49 - 1,29 3,46 3,41

“vysledky z IE-HPLC-ICP-MS analyzy supernatantu neodpovidaji stanoveni celkového Cr
v supernatantu pomoci ICP-MS (vytéznost 368-558 %), hodnoty v zavorkach predstavuji vysledky
po ultrafiltraci pfes Amicon 3 kDa centrifugacni filtry (vytéznost 104-107 %)

S

n.d.-nenalezen, SEM-stiedni chyba priméru (SEM = =, kde s je smerodatna odchylka a n pocet

vzorkll), CV-variacni koeficient (CV = i , kde s je smérodatna odchylka a X aritmeticky primér)
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Obrazek 23 IE-HPLC-ICP-MS analyza 1 - slepého pokusu, 2 - kontrolniho vzorku K35, 3 -
vzorku pacienta P7, 4 - vzorku pacienta P7 obohaceného o 0,5 pg g >*Cr(IIl) moniturujici
m/z 52 (1,2,3) am/z 53 (4).

Nasledné byly vysledky porovnany s klinickymi daty, kdy bylo zjiSténo, Ze namétené
hodnoty volného Cr(IIl) i vazaného Cr v pevném podilu jsou siln¢ ovlivnény diivodem pro
revizni operaci totalni endoprotézy. Nejvyssi hodnoty vSech forem Cr byly nalezeny
Vv piipadé€ aseptického uvolnéni implantatu, kdy je poruSena vazba mezi implantatem a kosti
a je tak naruSen jeho povrch. Naopak nejnizsi uvoliiovani Cr bylo zaznamenano v ptipadé
selhani z divodu zanétu a bolesti kloubu nebo nestability kloubni nahrady. Detailni

porovnani je zobrazeno na obrazku 24.
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Obrazek 24 Srovnani pramérnych mnozstvi (A) rozpustného Cr(Ill) a (B) vazaného Cr
v tkanich pacientt vzhledem k divodu revize, chybové tsecky vyjadiuji SEM. Osy nad
sloupci symbolizuji vysledky Mann-Whitney testu kdy * znaci p < 0,05 a **p < 0,01 (ostatni

- zanét, bolest kloubu a nestabilita).

Ziskané vysledky tedy potvrzuji zavéry z mnoha studii zabyvajicich se speciacni
analyzou Cr v periprostetickych tkanich pomoci solid-state technik [20-24]. Vsechny
identifikovaly jako hlavni formu Cr pfitomnou v tomto typu vzorkd zejména Cr(ll1) (ve
formé CrPOs, Cr20s, popiipadé pak komplexy Cr(lll) s organickymi ligandy a proteiny).
Nicméng, jedina studie stanovujici mnozstvi uvolnéného Cr do téchto tkani je prace Kuby a
kol. [39], zamétena pouze na stanoveni celkového Cr v tomto typu tkani. Doposud tedy
neexistuje zddnd podobnd prace stanovujici mnozstvi uvolnénych specii Cr

do periprostetickych tkanich pacientii s kloubnimi nahradami.

90



5.2.6 Statisticka analyza

Ve vysledcich ziskanych analyzou tkani vrstvy 1 ziskanych od pacientli s nahradou
ze slitiny Co-Cr-Mo byla navic pozorovana velka variabilita. V tabulce XVIII a tabulce XIX
je heterogenita biologickych replikati vyjadfena pomoci stfedni chyby priméru (SEM) a
variacniho koeficientu (CV), jsou zde uvedeny také priméry a mediany vsech
stanovovanych forem Cr v tkanich. Jak jiz bylo popséno v ptedchozi studii zabyvajici se
speciacni analyzou v krvi a kloubnich vypotcich, tento jev je u klinickych/biologickych
vzorkt bézny [119]. Jednotlivé vzorky byly totiz odebrany pacientim lisicim se v klinickych
datech. V piipadé tkani byl hlavnim faktorem zejména divod revizni operace totalni
endoprotézy. V dalSim kroku byly vysledky obou skupin statisticky porovnany za vyuziti
Mann-Whitney testu. Byla potvrzena statisticky vyznamné vys$si obsah rozpustného/volného
Cr(I1), vazaného Cr i celkového Cr (p < 0,01) ve vzorcich pacientl, ¢imz bylo prokazano
uvolnovani Cr z kloubnich nahrad do tkéni. Ve skupiné pacientt byly dale statisticky
porovnany mnozstvi Cr vzhledem k diivodu provedené revize kloubu. Mann-Whitney test
prokazal statisticky vys§i obsah vSech forem Cr v tkanich pacienti trpicich aseptickym
uvolnénim nahrady nez bylo naméteno v kontrolnich tkanich i tkanich pacientd S osteolyzou
a dalsimi komplikacemi (p < 0,05) (obr. 24).

Na ziskana data byla nasledné aplikovana i metoda analyzy hlavnich komponent
(PCA). Tento nastroj vicerozmérné statistiky slouzi k posouzeni a provéfeni kvality
naméfenych dat a jejich zjednoduSeni bez velké ztraty informace. Za ucelem potlaceni
kvantitativni a zvyseni kvalitativni funkce dat byla na data pfed aplikaci PCA analyzy
aplikovana logaritmicka transformace. K testovani bylo vybrano 8 proménnych zahrnujicich
mnozstvi analyzovanych forem Cr (rozpustny/volny Cr(Ill), vazany Cr), divod revize, pocet
revizi (1-3), typ kloubu (kycel/koleno), doba implantatu v téle, body mass index (BMI) a
pocet nahrad z Cr v téle. K vybéru poctu hlavnich komponent bylo vyuzito Kaiserovo
kritérium, kdy byly vybrany ty faktory, jejichz vlastni ¢islo bylo vétsinez 1. V tomto ptipadé
byly dostacujici 2 hlavni komponenty popisujici 81 % variability. Vysledky z PCA jsou
zobrazeny na obrazku 25. Analyzou byla data rozdélena do 4 hlavnich skupin na zakladé
poctu nahrad ze slitiny Co-Cr-Mo v téle. Skupina 1 reprezentovala tkan¢ kontrolni skupiny
ziskané od pacienti bez nahrady obsahujici Cr. Skupina 2 zahrnovala zbytek vzorkt tkani
z kontrolni skupiny, tito pacienti méli v téle 1 nahradu ze slitiny Co-Cr-Mo avsak na jiném
misté v t€le nez v misté odbéru. Na zakladé PCA se kontrolni tkané tedy lisily. Skupina 3 a

skupina 4 obsahovaly vzorky pacientt. Pacienti ve skupin¢ 3 méli v téle pouze 1 nahradu ze
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PC2:20,18%

slitiny Co-Cr-Mo a to v misté odbéru tkan¢. Naopak skupina 4 zahrnovala pacienty se 2
nahradami ze slitiny Co-Cr-Mo. I kdyz tedy tkané nejsou odebirany z blizkosti nahrady
obsahujici Cr, stejné 1ze ve vzorcich tkani nelézt zvysené hladiny vSech forem Cr. Uvolnény
Cr se pravdépodobné ihned dostava do krve (vazba na proteiny a jiné organické ligandy) a
diky krevnimu ob&hu se miize snadno dostat do riznych tkani (organt), kde se poté uklada.
Vyznamnym kritériem pro rozdéleni do skupin byl také diivod revize/reoperace. Skupina 3
zahrnovala pouze pacienty s aseptickym uvolnénim nahrady, naopak skupina 4 pacienty
s ostatnimi komplikacemi. Tento vysledek tedy potvrdil zavéry z pfedchozi kapitoly, tj.
divod reoperace ma zasadni vliv na mnozstvi Cr uvoliiovaného do tkani. Mimo to, PCA také
odhalila jeden unikatni vzorek tkang, ktery se od ostatnich vyrazné lisil. Pochazel od pacienta
P1 trpiciho metaldzou, navic jako jediny tento pacient podstoupil uz 3. revizni operaci totalni
endoprotézy. Z tohoto ditvodu byl tento pacient vybran pro ptipadovou studii (viz nasledujici

kapitola) zamétenou na detailni stanoveni vSech forem Cr v tkanich.

Skupina 4

Skupina 1

Skupina 2

. o )
Q Rozpustnyp et implantati

D Cr(I1 ACr
_0’4_ %$ ( ) ( I

-1 ,2 T T l
‘2,0 '1 ,0 0 1’0

PC 1: 61,14 %
Obrazek 25 Dvojny graf ziskanych dat z PCA, vektory symbolizuji 8 vybranych parametru.

Z divodu studia uvoliovani specii Cr i do vzdalengjSich vrstev tkani od kloubniho
implantatu byly v dalsim kroku podrobeny speciacni analyze a frakcionaci i periprostetické

tkané vrstvy 2 a 3. Na ziskané vysledky bylo nasledn¢ aplikovano nekolik statistickych testt.
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Mann-Whitney test byl pouzit pro srovnani vysledkt tkani vrstvy 2 s vysledky Kontrolni
skupiny, kdy byly opét potvrzeny statisticky vyznamné rozdily v mnozstvi vsech forem Cr.
Pro srovnani mnozstvi vSech forem Cr v tkanich vrstvy 1 a 2 od stejnych pacienti (n = 6)
byl pouzit Wilcoxontv parovy test. Statisticky vyznamné rozdily byly nalezeny u vazaného
Cr a celkového Cr, hodnoty rozpustného/volného Cr(IIl) se nelisily. Vysledky jsou shrnuty
na obrazku 26. Data tkani vrstvy 3 nebyla vzhledem K nizkému poctu (n = 1) vzorkt
testovana Statistickymi testy, mnozstvi Cr ale byla srovnana v kap. 5.2.7. Ziskané vysledky
potvrzuji vyznamné uvoliovani Cr z ndhrad i1 do vzdalengjSich vrstev periprostetickych
tkani, jeho mnozstvi zavisi pravé na blizkosti implantatu. To znamend, ze ¢im dal od
implantatu se tkan nachazi, tim jsou obsahy vSech forem Cr niz$i. Jednotlivé vrstvy

periprostetickych tkéni tedy slouzi jako ochrannd bariéra brénici rozsifeni uvolnénych castic

do celého téla.
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Obrazek 26 Srovnani primérnych mnozstvi (A) rozpustného Cr(IIl) a (B) vazaného Cr
Vv tkédnich vrstvy 1, vrstvy 2 a kontrolni skupiny, chybové tsecky vyjadiuji SEM. Osy nad
sloupci symbolizuji vysledky Mann-Whitney/Wilcoxonova parového testu kdy * znaci p <
0,05a**p <0,01.
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5.2.7 Pripadova studie

V posledni ¢asti byla pozornost vénovana ptipadové studii zamétené na pacienta P1.
Tento pacient mél 78 let, jeho BMI bylo 27,8. Kvuli komplikacim zptsobenymi primarni
osteoartritidou byl nucen podstoupit vyménu kycelniho kloubu, kdy byl pouzit implantat
typu Chirulen-Bicontact skladajici se ze slitin Co-Cr-Mo a Ti-Al-V. Po 124 m¢sicich ale
musel byt vyménén z divodu jeho aseptického uvolnéni. Vsechny ziskané vzorky
periprostetickych tkani (1., 2. a 3. vrstva) pochazely uz z 3. revizni operace tohoto kloubu.
Kromé vysSe popsané nahrady mél v téle jesté jednu kloubni nahradu, ktera byla vyrobena
rovnéz z Cr (typ Chirulen-Centrament, material: Co-Cr-Mo a Ti). Pacient P1 byl pro tuto
studii vybran na zaklad¢ nékolika kritérii. Vysledky specia¢ni analyzy jeho tkani se vyrazné
lisily od vysledku ostatnich pacienti (namétené obsahy vsech forem Cr byly vyssi az o 3
fady), coz bylo potvrzeno i pomoci PCA. Vsechny periprostetické tkané (tkané€ vSech vrstev)
mély tmave Sedou barvu, coz mohlo znacit rozsahlou metaldzu. Navic jako jediny podstoupil
kvuli komplikacim zpusobenymi piitomnosti nahrady v téle 3 revizni operace kycelniho
kloubu. Diky tomu byla periprosteticka tkan vrstvy 1 podrobena detailni studii zabyvajici se
identifikaci vSech forem Cr v celé tkani, ale i jejich frakcich ziskanych béhem speciacni
analyzy (supernatant, pevny podil). Experimenty byly zaméfeny zejména na stanoveni
rozpustnych ¢astic a nanocastic Cr, Cr vazaného na proteiny a nerozpustnych forem Cr
(CrPOg4). Obrazek 27 popisuje strategii zvolenou pro identifikaci vSech forem Cr ve
vybranych tkanich. Tato studie vyrazné pfispiva k popisu distribuce rtiznych forem Cr
Vv periprostetickych tkanich a mechanismu uvoliiovani Cr z kloubnich ndhrad do okolnich

tkani a nasledné do celého téla.
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H CClkOV)” Cr
(ICP-MS)

|

Rozpustné formy Frakcllonace Nerozpustné formy
Supernatant Pevny podil
1

[ — I 1

o (Nano)céstice Nerozpustny
’ Speciace (3-250 nm) Komplexy Foytek
rozpustny Cr(III) Cr(0) Cr navazany CrPO,, Cr,0,
celkovy Cr(VI) (ICP-MS) na proteiny (ICP-MS)
(IE-HPLC-ICP-MS) (BN-PAGE, ICP-MS)

celkovy vazany Cr
(ICP-MS)
Obrazek 27 Schéma ptipadové studie aplikované na vzorky tkané vrstvy 1 pacienta P1.
Kromé specii Cr(Ill), Cr(VI) a vazaného Cr byly ve frakcich tkani stanoveny i dalsi

rozpustné a nerozpustné formy Cr.

Specia¢ni analyzou byly ve 3 ruznych vrstvach tkani tohoto pacienta stanoveny
specie Cr(Ill) (volny 1 vazany na pevny podil), kdy nejvyssi hodnoty byly nalezeny v 1.
vrstvé (pseudosynovidlni membran¢). Tato tkan pravdépodobné slouzi jako bariéra
zachycujici ¢astice a nanocastice o velikosti 3-200 nm. Ve 2. a 3. vrstvé pak bylo nalezeno
mnohonasobné niz§i mnozstvi Cr (obr.28). Timto byly potvrzeny vysledky porovnani 2
vrstev z predchoziho odstavce a také zavéry studie od Kuby a kol. [39].

Volné ¢astice a nanocastice Cr, které negativné ovlivnily vysledky speciaéni analyzy,
byly ve vzorcich supernatantu oddéleny za vyuziti Amicon 3kDa ultracentrifugacnich filtrti
(porozita téchto filtr odpovida 1,5-3 nm). Cr se totiz nemusi Z nahrad uvoliiovat pouze jako
rozpustné/volné specie Cr(Ill) a Cr(VI), ale také jako elementarni Cr(0) ve formé ¢astic ¢i
nanocastic [125]. Tyto maji vétSinou pramér kolem 30 nm, tudiz bézné filtry mohly byt pro
jejich separaci nedostacujici a zptisobovat tak rozdil v naméfenych mnozstvi [126]. Ziskané
vysledky z ICP-MS analyzy tkan¢ vrstvy 1 jsou uvedeny na obrdzku 29. Ultrafiltraci ptes

Amicon 3kDa filtry doslo k vyraznému sniZeni obsahu Cr v supernatantu (z 10 ug g* na 2,6
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ng gh), jeho mnozstvi pak odpovidalo vysledkiim z IE-HPLC-ICP-MS analyzy. Rozdil byl
nalezen v pevném podilu na filtru, ¢imz byla potvrzena hypotéza o ¢asticich a nanocasticich
Cr uvoliovanych z implantatd. Pouziti filtrti o porozité 0,20 pm tedy nadhodnocuje ziskané
vysledky a neni dostaCujici pro stanoveni pouze rozpustnych/volnych Cr(Ill) a Cr(VI)
v tkdnich. Aplikace ultrafiltrace s vyuzitim centrifugacnich filtrti jako jedind umozinuje

odstranéni nezadoucich ¢astic 1 nanodastic.

10000
’__/'\
‘on
50 1000
=
N
S
o 100
c
..8 Vrstva 1
10
o Vrstva 2
1 Vrstva 3

Celkovy Cr Vézany Cr  Rozpustny Cr(III)
(pevny podil)  (supernatant)

Obrazek 28 Srovnani mnozstvi volného Cr(III), vazaného Cr a celkového Cr ve 3 riznych

vrstvach periprostetické tkan¢ pacienta P1.

0

Obrazek 29 Detailni porovnani obsahu Cr v alkalickém extraktu tkané vrstvy 1 pacienta P1
stanoveného jako (1) suma Cr(lll) a Cr(VI) - IE-HPLC-ICP-MS, (2) celkovy volny Cr
v extraktu po ultrafiltraci - ICP-MS a v (3) pevném podilu na filtru - ICP-MS. (4) Suma

(o)} o <]

Obsah Cr (ug g")
S

mnozstvi Cr v extraktu po ultrafiltraci a v pevném podilu odpovidala (5) mnozstvi celkového
Cr puvodné stanoveném pomoci ICP-MS po filtraci supernatantu za pouziti béznych filtr

s velikosti port 0,20 um (5).
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V dal$im kroku byly analyzovany specie Cr v pevném podilu. Ve vodé rozpustné
komplexy proteinii s navazanym Cr byly stanoveny po extrakci octanem amonnym pomoci
BN-PAGE celektroforézy. Tento typ elektroforézy byl zvolen kvili nedenaturujicim
podminkam, které by mohly mit vliv na vazbu Cr s proteiny. K analyzam byl vybran smésny
standard albuminu (Mw = 67 kDa), ke kterému se ochotné vaze Cr(Ill), a trypsinu (Mw =
20 kDa). Dale byl analyzovan extrakt kontrolniho vzorku (K5) a tkané vrstvy 1 od pacienta
P1. Zaznam gelu se zoénami obarvenymi pomoci Coomassie Briliant Blue je zobrazen na
obrazku 30. Jak je vidét, v obou extraktech byl pfitomen kromé ostatnich proteinti hlavné
albumin. Nasledn¢ byly z druhé pilky gelu vyfiznuty viditelné zony (n =5, obr.30A) podle
rozmisténi zén na prvni obarvené poloviné gelu a po mikrovinném rozkladu v nich byl
stanoven celkovy obsah Cr, Mo, Al, Co, Ti, pomoci ICP-MS (obr. 30B, 30C). V extraktech
tkani K5 i P1 bylo nalezeno zvy$ené mnozstvi Cr v oblasti zony €. 2 a zejména pak v oblasti
zOny C. 4, které se shodovaly se zonami pro albumin. Nicméné Cr byl v zoénach pro albumin
doprovazen i dalsimi kovy jako Co a Al (data nejsou prezentovana). Timto experimentem

tedy byla potvrzena afinita Cr, ale i dalsich kovti k tomuto proteinu v biologickych tkanich.
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Obrazek 30 (A) Separace komplext Cr s proteiny a mnozstvi celkového Cr nalezena ve
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vybranych zonach (,,bandech®) ((B) extrakt kontrolniho vzorku K5, (C) extrakt tkan¢ vrstvy
1 pacienta P1). Zelena Céara predstavuje prumérmé hodnoty pro marker molekulové

hmotnosti, ervené ¢ary odpovidaji smérodatnym odchylkam (+ SD).
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Nakonec byl zbytek pevného podilu analyzovan pomoci validované ICP-MS metody
z divodu stanoveni ostatnich nerozpustnych forem Cr. Na zéklad¢ dostupné literatury se zde
Cr mize vyskytovat bud’ jako CrPO4 nebo Cr20s, které jsou téméi nerozpustné, tudiz se je
nepodafilo vyextrahovat zadnou pouzitou metodou [20-24, 127]. Po rozkladu pevného
podilu bylo ICP-MS analyzou potvrzeno, Ze v ptipadé pacienta P1 to bylo dokonce 99 %
z celkového mnozstvi Cr (4 980 ug g?). Ze ziskanych vysledki vyplyva, ze vétsina Cr se
Vv periprostetickych tkanich s nejvétsi pravdépodobnosti nachazi hlavné jako CrPOs, kdy se
volny Cr(I11) ihned vaze do komplexu s fosforecnanem. V mensi mife pak mize existovat i
jako Cr203. Okamzité po uvolnéni z implantati se zde tedy Cr nevyskytuje prevazné ve
formé ¢astic ale jako rozpustny/volny Cr(l11) stejné jako je tomu u kontrolnich vzorkt [127].
Nasledné dochazi diky vysoké afinit€¢ Cr(IIl) k tvorbé komplext s proteiny a dal$imi
ligandy. Vzhledem k nedostupnosti solid-state specia¢nich technik bohuzel nemohl byt tento

zaver experimentalné potvrzen. Porovnani zastoupeni vSech forem Cr v periprostetické tkani

vrstvy 1 pacienta P1 je zobrazeno na obrazku 31.

= Pevny podil (nerozpustné formy): snerozpustny zbytek (hlavné CrPO,) =Cr vézany na proteiny

Supernatant (rozpustné formy): - rozpustny/volny Cr(III) s(nano)castice

Obrazek 31 Vysledky ptipadové studie zabyvajici se stanovenim vSech forem Cr v tkanich

pacienta P1.
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5.3 Zavér

Prezentovany analyticky piistup vyuzivajici kombinaci metod IE-HPLC-ICP-MS a
ICP-MS umoziiuje provést jednak identifikaci volnych specii Cr(III) a Cr(V1), ale dokonce
I stanoveni ostatnich forem Cr v biologickych tkanich. Jedna se tak o prvni aplikaci on-line
speciacni analyzy na tento typ biologickych vzorku, do této doby byly tkan¢ analyzovany
predevsim solid-state specia¢nimi technikami. Ob¢ vyvinuté metody byly validovany a
nasledné vyuzity ke kvantitativnimu stanoveni volnych specii Cr, vdzaného Cr i celkového
Crve 2 CRM a 30 realnych vzorcich periprostetickych tkdni ziskanych od pacientt s kloubni
nahradou. Ve vSech vzorcich byl nalezen zejména vazany Cr (Cr(lll)), pouze asi 1 %
z celkového Cr bylo v jeho voIné formé. V zadném vzorku nebyl nalezen Cr(VI), a to
pravdépodobné z ditvodu interkonverze této specie zplisobené charakterem matrice vzorkd,
jejiz studium bylo také soucasti této prace. V porovnani s kontrolni skupinou byly u pacientt
s kloubni nahradou ze slitiny Co-Cr-Mo nalezeny statisticky vyznamné vys$si obsahy vsech
analyzovanych forem Cr. Prezentovana studie také jako prvni systematicky zkouma vztah
mezi obsahem vSech stanovovanych forem Cr a klinickymi parametry jako napiiklad pocet
revizi, jejich diivod nebo doba implantatu v téle. Bylo zjisténo, Ze vyznamnymi faktory pro
uvoliovani Cr je pocet implantati z Cr v téle a divod revize. Statistickymi testy bylo
dokazéano, Ze Cr se z implantatii uvoliiuje 1 do vzdalené;sich vrstev, jeho mnozstvi je vyrazné
ovlivnéno praveé vzdalenosti tkan€ od implantatu. Dulezitou soucasti byla i ptipadova studie
zabyvajici se stanovenim vSech rozpustnych i nerozpustnych forem Cr ve vybranych
tkanich. Diky tomu bylo zjisténo, Ze vétSina navazaného Cr je ve formé nerozpustnych
slouc¢enin typu CrPO4 nebo Cr20s, které je téméf nemozné vyextrahovat. Kromeé toho byly
ve vzorcich nalezeny i nizké obsahy ¢astic, nanocastic a komplexi Cr s proteiny. Vyvinuta
kombinace metod ma znacny potencial stat se efektivnéj$i a spolehlivéjsi alternativou
k doposud vyuzivajicim solid-state speciacnim technikam (XAS, XRF atd.) pouzivanych pii
studiu vlivu uvoliiovanych specii Cr z kloubnich nahrad na lidské zdravi. Velkou otdzkou
ale doposud zistava identifikace nerozpustného zbytku v pevném podilu. Nejlepsi volbou
by v takovém piipadé byla aplikace XANES, ktera ale momentalné neni v Ceské republice
dostupna. Dalsi moZnost nabizi spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii vyuzivajici mekké
ioniza¢ni techniky umoziujici identifikaci slozitych struktur, coz by bylo vhodné zejména
pro komplexy s navazanym Cr. Analyticky postup vyuzivajici spojeni prvkovée selektivniho
ICP-MS detektoru s organickou hmotnostni spektrometrii by tak v budoucnu mohl byt

dokonaly nastroj pro identifikaci vS§ech moznych specii chromu.
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6. ZAVER

V ramci této disertacni prace bylo feSeno téma vyuziti on-line speciacnich technik
vhodnych pro stanoveni specii Cr v biologickych materidlech. Tyto techniky vynikaji mnoha
vyhodami, a to pfedev§im nizkymi LOD a selektivou, rychlosti vlastni analyzy nebo
spotiebou minimalniho mnozstvi vzorku.

Prvni ¢ast byla zaméfena na stanoveni specii Cr(III) a Cr(VI) v krvi a kloubnich
vypotcich. Diiraz byl kladen zejména na vyvoj a optimalizaci efektivni a jednoduché
piipravy realnych vzorkd. Radé optimalizaci byla podrobena i separace vyuZivajici spojeni
IP-RP-HPLC a ICP-MS detekce. Vyvinutd metoda byla nasledné validovana v rozsahu
linearity, meze detekce, mez stanovitelnosti, pravdivosti a preciznosti. Spole¢né se speciemi
Cr byl také v kazdém vzorku stanoven celkovy Cr pomoci validované metody vyuzivajici
ICP-MS. Vyznamnou soucasti bylo i studium polyatomickych interferenci negativné
ovliviiyjicich stanoveni Cr v tak slozité matrici jakou ptedstavuji krev a kloubni vypotek.
Ptitomné interference byly zptisobeny vysokym obsahem C a Cl v matrici. Vyvinuta metoda
byla nésledn¢ aplikovana na sadu redlnych vzorkl ziskanych od pacientii s kloubnimi
nahradami, kde bylo studovano uvoliiovani specii Cr znahrad rGznych materidlt. Ze
ziskanych vysledkti vyplyva, ze hlavni specii uvoliiovanou z ndhrad obsahujicich Cr je
Cr(II1), ktery se okamzité vaze na proteinovou ¢ast vzorku. Naopak Cr(VI) byl nalezen ve
vzorcich pouze ve stopovych koncentracich. Podle dostupné literatury je ale pfitomnost této
specie V realnych vzorcich velmi vzacna, protoze velice rychle dochazi k jeji okamzité
redukci na Cr(IIT) vlivem redukénich vlastnosti organické matrice. Nicméné vétSina
vybranych pacientt trpéla cukrovkou druhého typu, coz mohlo mit vliv na zpétnou oxidaci
Cr(ll) na Cr(VI). Sestimocny chrom se zde pak mize vyskytovat ve stopovych
koncentracich. Dal§i moZnosti mohla byt existence zaporn€ nabitého Cr(Ill), jehoz rete¢ni
¢as se shodoval s Cr(VI). V porovnani s kontrolni skupinou byly statisticky vyssi
koncentrace vsech forem Cr potvrzeny pouze v kloubnich vypotcich. Tyto vysledky tedy
poukazuji na to, ze krev neni vhodnym materidlem pro studium intoxikace Cr(VI) pfipadné
vlivu materialii implantata na lidské zdravi.

Druha cast disertacni prace se vénovala vyvoji nové strategie pro stanoveni specii Cr
Vv biologickych tkanich. Pro tyto Gcely byla vyvinuta metoda IE-HPLC-ICP-MS vhodna pro
analyzu Cr(III) a Cr(VI) najednou, pro jejich izolaci z tkéni byla zvolena alkalické extrakce.
Z duvodu stanoveni hmotnostni bilance mezi speciemi Cr a celkovym Cr byla vyvinuta i

metoda vyuzivajici ICP-MS. Obé& metody byly optimalizovany v nékolika parametrech
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(separace, priprava vzorku, detekce atd.) a validovany podle doporuceni uvedeného
v pokynech pro validaci bioanalytickych metod z Utadu pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food
and Drug Administration, FDA). Po ovéfeni na dvou certifikovanych referen¢nich
materidlech byly nasledn¢ obé metody aplikovany na sadu 20 vzorkt periprostetickych tkani
ruznych vrstev pochazejicich od pacientti s nahradou obsahujici Cr a 10 kontrolnich vzorki.
| v této matrici byl nalezen hlavné Cr(Ill) vdzany na pevny podil, pouze 1 % z celkového
obsahu Cr pak zaujimal volny Cr(IIl) stanoveny speciacni analyzou. Na rozdil od krve a
kloubniho vypotku ale Cr(VI) nebyl nalezen v zddném vzorku. Detailn¢ byly studovany opét
polyatomické interference, kdy byly identifikovany interference pochézejici z vysokého
obsahu C v tkanich. Vyznamnou soucast piedstavovalo studium interkonverze obou specii
vyuzivajici izotopicky obohacenych standardt. Diky tomu byla zjisténa 30% redukce Cr(V1)
na Cr(ll) zpisobena charakterem matrice tkani, coz ma zasadni vliv na vyskyt této specie
Vv realnych vzorcich. Dal§im bodem bylo statistické vyhodnoceni dat. Ziskané vysledky byly
porovnany s kontrolni skupinou, kdy byl nalezen statisticky vyznamny rozdil v mnozstvi
vSech forem Cr. Déle byl zji§tén vliv poctu ndhrad z Cr v téle a divodu revize na naméreném
obsahu vSech studovanych forem Cr v tkanich. Detailni studium vzorki od vybraného
pacienta navic umoznilo stanovit 1 dal§i formy Cr (¢astice a nanocéstice, Cr vdzany na
proteiny atd.) v tkanich, které mohou zkreslovat vlastni specia¢ni analyzu

Diky vyvinutym metodam vyuzivajicim spojeni HPLC-ICP-MS byly potvrzeny vyhody
této techniky jako je potfeba minimalniho mnozstvi vzorku, nizké meze detekce, selektivita
1 rychlost speciacni analyzy. Nespornou vyhodou je také moznost identifikace interkonverze
Cr(I11) a Cr(VTI) za vyuziti izotopicky obohacenych standardd, ktera mize zkreslovat ziskané
vysledky. U speciace Cr v biologickych vzorcich se zde jedna o dokonce prvni aplikaci
tohoto pfistupu. Nicméné bylo nutné fesit i nevyhody tohoto spojeni, které predstavuji
zejména polyatomické interference. V ptipad€ analyz vSech biologickych vzorki se je ale
podafilo identifikovat a jejich signaly také uspésné odseparovat od signala Cr(III) a Cr(VI).
Diky tomu mohou vSechny dosazené vysledky pfispét k lepSimu porozuméni chovani ndhrad
Vv télech pacientli a uvoliiovani riznych forem Cr do biologickych materidli. Disertacni
prace tedy jednoznaén¢ ukazuje, ze on-line speciacni techniky jsou vybornym nastrojem pro
charakterizaci Cr(IIl) a Cr(VI) 1 v tak slozité matrici jakou pfedstavuji biologické vzorky.
Stale velkou vyzvou ale zustavaji dal$i neznamé specie Cr (pfedevs§im v komplexech
s riznymi slozkami matrice), jejichz identifikaci a detailni popis struktur by v budoucnu

mohlo usnadnit multimodalni pfistup zahrnujici kombinaci HPLC-ICP-MS s molekulovou
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hmotnostni spektrometrii zaloZzenou na vyuziti mékkych ionizacnich technik (HPLC-

MS/MS, MALDI-MS apod.).
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popisuje piistupy ke speciacni analyze chromu, soucdsti je i reSerSe zametfend na aplikace na
rizné biologické materidly. Posledni ¢ast zminuje instrumentaci ICP-MS, riziko moZnych
polyatomickych interferenci spojené s pouzitim tohoto detektoru a také komplikace s validaci
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zaméfen na vyvoj a validaci specia¢ni analyzy vyuZivajici iontové-parovou HPLC na
reverznich fazich ve spojeni s ICP-MS detekei a jeji aplikaci na analyzu realnych vzorki krve
a kloubnich vypotku. Cely analyticky postup byl optimalizovan a validovan v rozsahu linearity,
meze detekce, meze stanovitelnosti, preciznosti a pravdivosti. K analyzam byly vybrany vzorky
krve a kloubnich vypotkii odebranych od pacientli s implantovanymi kovovymi kloubnimi

nahradami obsahujicimi chrom. Ze ziskanych vysledkii vyplyva, ze hlavni specii uvoliiovanou



do krve 1 kloubniho vypotku je Cr(IIl). Naopak Cr(VI) byl stanoven ve vSech vzorcich pouze
ve stopovych koncentracich. Déle byla potvrzena vysoka afinita Cr(III) k proteinim v matrici,
coz znatn¢ ztézuje jeho stanoveni pomoci HPLC-ICP-MS. VSechny vysledky byly navic
statisticky porovnany s kontrolni skupinou, vyznamné vyssi koncentrace vSech forem chromu
byly nalezeny pouze ve vzorcich kloubnich vypotkii. Podstatnou soucasti bylo i studium
polyatomickych interferenci negativné ovliviwgjicich stanoveni chromu pomoci ICP-MS.
Druha ¢ast prace se vénuje vyvoji a validaci analytického postupu vyuzivajiciho technik
iontové-vyménné HPLC-ICP-MS a ICP-MS slouzicich pro stanoveni vSech forem chromu
Vv biologickych tkanich. Po optimalizaci nékolika parametri (pfiprava vzorku, separace,
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vzorcich nalezen zejména Cr(III) ve volné formé nebo vazany na pevny podil. Naopak Cr(V1I)
nebyl detekovan ani v jednom z vybranych vzorki. Avsak vtomto piipadé byla detailné
studovana 1 interkonverze obou specii za vyuZiti izotopicky obohacenych standardii, kdy byla
dokazana 30% redukce Cr(VI) zplisobena charakterem matrice tkani. Vzhledem Kk vy$simu
poctu vzorkil bylo provedeno detailni statistické vyhodnoceni vSech dat. Vyznamnou soucasti
byla 1 ptipadova studie jednoho pacienta s kloubni nahradou obsahujici Cr, jehoz vysledky se
vyznamné liSily od ostatnich. Kromé& specii Cr(III) byly V jeho tkanich identifikovany 1 dalsi

formy chromu jako jsou ¢astice a nanocastice nebo Cr vazany na proteiny.
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The presented dissertation thesis is focused on development and validation of analytical
methods suitable for the chromium speciation analysis in biological samples. Since the
application of on-line speciation techniques to biological samples has not been described in
detail yet, speciation analyses were performed using two modes of high-performance liquid
chromatography (HPLC) in connection with inductively coupled plasma mass spectrometry
(ICP-MS).

The theoretical part is dedicated to chromium and mainly its species Cr(I11) and Cr(VI)
(their toxicokinetics, metabolism and occurrence in biological samples are stated). The next
part describes approaches to speciation analysis of chromium, the overview dealing with
applications to various biological materials is mentioned as well. The last part deals with the
ICP-MS instrumentation, the risk of possible polyatomic interferences associated with the use
of this type of detector and with complications with speciation analyses validation. The
experimental part is divided into two main areas. The first area is focused on development and
validation of speciation analysis using ion-pair reverse phase HPLC in connection with ICP-
MS detection and its application to analyses of real blood and joint effusion samples. The whole
analytical approach was optimized and validated in terms of linearity, limit of detection, limit
of quantification, precision, and trueness. Blood and joint effusion samples coming from
patients with implanted chromium-based joint implants were selected for analyses. The



obtained results show that Cr(111) is the main specie released into blood as well as joint effusion.
In contrast, Cr(V1) was determined in all samples only at trace concentrations. Besides that, the
high affinity of Cr(lll) to proteins in the sample matrix was confirmed which makes its
determination by HPLC-ICP-MS more difficult. All results were statistically compared with
control group and significantly higher concentrations of all analytes were found only in the case
of joint effusion. Important part was the study of polyatomic interferences negatively affecting
determination of chromium by ICP-MS.

The second part is devoted to the development and validation of analytical approach
utilizing ion-exchange HPLC-ICP-MS and ICP-MS techniques serving for the determination
of all chromium forms in biological tissues. After the optimization of several parameters
(sample preparation, separation, detection), both methods were validated according to the
procedure given in United States Food and Drug Administration (FDA) guideline on the
validation of bioanalytical methods. Subsequently they were applied to the analyses of 2
certified reference materials and a set of real periprosthetic tissue samples collected form
patients with joint implants. As well as in the previous study, mainly Cr(l11) (as free or bound
to solid residue) was found in all samples investigated. In contrast, Cr(\VI) was not detected in
any of selected tissues. However, the interconversion of both species was studied in detail using
isotopically enriched standards and the 30% Cr(V1) reduction caused by the nature of sample
matrix was proved. Due to the higher number of tissue samples, detailed statistical evaluation
of all obtained data was performed. Significant part was the case study of one patient with Cr-
based joint implant, whose results differed from the other patients. Besides Cr(ll1) species,
another Cr forms as wear debris particles, nanoparticles, and Cr bound to proteins were
identified in selected tissues.
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8.

ZIVOTOPIS



1. UVOD

Chrom je kovovy prvek piirozen¢ se vyskytujici ve vSech slozkach zivotniho prostfedi (voda,
puda, vzduch), ale také v rostlinnych nebo zivocisnych tkanich. Jeho vyznamnym zdrojem je
bezesporu také lidska c¢innost. Diky velmi zajimavym vlastnostem naléza uplatnéni v fadé
pramyslovych odvétvi (metalurgicky primysl, vyroba pigmentt, barviv, kozedélny primysl atd.),
odkud se muze v riznych podobach snadno dostat do zivotniho prostiedi, nasledné rostlin a pies
potravni fetézec az do zivocichii. Tato kontaminace piedstavuje zdsadni problém, protoze chrom
neni biologicky odbouratelny, a dokonce negativné ovliviiuje lidské zdravi. Vyznamné zdravotni
riziko ptfedstavuji také kloubni ndhrady vyrobené ze slitiny obsahujici chrom. Je ale dalezité si
uvédomit, ze toto nebezpeci se odviji od oxidacniho stavu/formy chromu. Analyticky vyznamné
jsou predevsim slouceniny s oxida¢nim c¢islem +III a +VI, které jsou nejstabilnéjsi a vyskytuji se
nejhojnéji. Tyto formy (specie) se vyznamné 1i$i v toxicité, mobilit€ nebo biodostupnosti, tudiz je
zasadni se v monitorovani kontaminace chromem zabyvat obsahem individudlnich specii a
nejenom celkového chromu. K takovym analyzdm lze vyuzit riznych technik speciacni analyzy
zalozenych na separaci/frakcionaci specii a jejich nasledném kvantitativnim stanoveni. V soucasné
dobé je nejpopularngjsi aplikace tzv. on-line speciacnich technik spojujicich vhodnou separacni
techniku a prvkoveé specificky detektor. U speciacni analyzy chromu se vét§inou jedna o spojeni
vysokotucinné kapalinové chromatogratie (HPLC) s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym
plazmatem (ICP-MS). Tato kombinace vyrazn¢ zkracuje Casovou naro¢nost celé speciaéni analyzy.
DalSimi vyhodami je vysoka selektivita a nizké meze detekce ICP-MS detektoru. Na zakladé
dostupné literatury se toto spojeni nej¢astéji vyuziva na speciacni analyzu chromu v potravinach a
vzorcich Zivotniho prostedi. Vyznamnou skupinou vzorka vhodnou pro monitorovani zdravotnich
rizik chromu jsou ale biologické materialy, kde je aplikace HPLC-ICP-MS komplikovana a
doposud nebyla témét popsana.

Z tohoto diivodu se predloZena disertacni prace zabyva spojenim riiznych modi HPLC s ICP-
MS detekei pro tcely speciac¢ni analyzy chromu v biologickych materidlech. Experimenty byly
rozdéleny do dvou samostatnych cCasti. Prvni €ast je zaméfena na vyvoj a validaci postupu
vyuzivajiciho iontové-parovou HPLC na reverznich fazich s ICP-MS detekcei a naslednou aplikaci

na realné vzorky krve a kloubniho vypotku. Ve druhé ¢asti disertacni prace je prezentovana
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a identifikace Cr(lll) a Cr(VI) byla vyvinuta a validovana metoda vyuzivajici spojeni iontové-
vyménné HPLC-ICP-MS soucasné¢ s metodou ICP-MS stanovujici celkovy obsah Cr (frakcionace).
Vsechny analyzované vzorky v obou studiich byly odebirdny pacientim se selhavajici kloubni
nahradou béhem reviznich opraci provadénych na Ortopedické klinice Fakultni nemocnice
Olomouc. V obou pracich bylo studovano uvoliovani specii chromu zndhrad do téchto
biologickych vzorkl. Ziskané vysledky byly statisticky vyhodnoceny a porovnany s kontrolnimi
skupinami. Vyznamnou soucéasti obou studii byla identifikace polyatomickych interferenci
negativné ovliviiujicich stanoveni chromu pomoci ICP-MS. Pozornost byla vénovana i studiu

interkonverze Cr(IIl) a Cr(VI) v tkanich za vyuziti izotopicky obohacenych standardi.



2. SpeciaCni  analyza chromu v biologickych
materialech

2.1 Specie chromu

Chrom se obecné muze vyskytovat v riznych oxida¢nich stavech od 0 az do +VI, avsak
nejstabilnéj$imi a zaroven nejcastéji se vyskytujicimi formami jsou pouze trojmocny (Cr(l11)) a
Sestimocny (Cr(VI1)) chrom [1]. Obé specie se 1isi v mnoha aspektech jako je napiiklad reaktivita,
mobilita, a hlavné toxicita, jejich spravna identifikace je tedy pfi studiu vlivu chromu na lidské
zdravi zasadni. Nejzajimavéjsi specii z hlediska toxicity je bezpochyby Cr(VI) [2]. Diky své
velikosti a rozpustnosti jeho sloucenin se velice snadno dostavé pies biologické membrany az
k bunkam. I kdyZ ma zivy organismus efektivni detoxika¢ni mechanismy, pomoci nichz je Cr(VI)
redukovan na Cr(IIl), maze béhem této pfemény dochazet ke vzniku nestabilnich meziprodukta
(Cr(V), Cr(IV)), které reaguji s H202 za vzniku reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen species,
ROS) indukujicich oxidativni stres a nasledné zmény samotnych bun€k a DNA. Intoxikace Cr(VI)
se pak vyznacuje zménami na plicich, jatrech a ledvinach. Mize dochazet k rendlnimu selhani,
nekroze jater a rakoviné rtiznych organd. Tyto karcinogenni a mutagenni vlastnosti piispély
k tomu, Ze je Cr(VI) oznacovan jako karcinogen 1. typu [3]. V posledni dob¢ je poukazovano i na
moznou teratogenitu soli Cr(VT) [4].

Naopak Cr(III) je esencidlni formou hrajici vyznamnou roli v metabolismu tuk, bilkovin
a hlavné cukri (napomaha pusobeni inzulinu pti eliminaci glukézy z krevniho feciste) [5].
Nicméné ve vysokych koncentracich muiize byt i tato specie toxicka. Cr(IIl) se totiz ve velkém
mnoZzstvi mize akumulovat v bunikach, kde dochazi k jeho oxidaci na toxicky Cr(VI), mistné pak
muze vyvolavat kfece, zmény na kizi, Zalude¢ni viedy atd. Za urcitych podminek Ize tedy 1 tuto

specii povaZovat za potencialni genotoxickou latku.

2.2 Kovové nahrady jako zdroj Cr(III) a Cr(VI)

Veskery chrom ptirodniho ptivodu je ve stavu Cr(Ill), zatimco Cr(VI1) se v zZivotnim
prostfedi nachdzi zejména v disledku lidské ¢innosti. Jednim z aktualn€ diskutovanych zdroji
kontaminace Cr(IIl) i Cr(VI) je bezpochyby pouzivani kloubnich implantatt [6]. V minulosti se
nejvice pouzivali slitiny Zzeleza, chromu, niklu a kobaltu (316L ASTM F138; Rex 734 apod.), které



jsou sice vysoce odolné, ale pti dlouhodobém pouziti nachylné ke korozi [6]. Nicméné diky
rostoucim piipadiim alergickych reakci na nikl se jako alternativa zacala pouzivat slitina Co-Cr-
Mo (Co: 66-67 %, Cr: 26-30 %, Mo: 4-5 %) majici lepsi vlastnosti nez nerezova ocel.

Zéasadnim problémem vsech kovovych implantati obecné je ale koroze, ktera je jednim
z hlavnich davodu jejich selhani. I kdyz je chrom za normalnich okolnosti vic¢i korozi odolny
(implantaty se pasivuji tenkou vrstvickou Cr203), v lidském téle se tato odolnost snizuje a nastava
tzv. tribokoroze (poskozeni ochranné vrstvy vlivem mechanického opotiebeni s naslednou korozi
zpusobenou prostiedim lidského téla — pH, oxidujici/redukujici komponenty) [7]. Nasledné
dochazi k nevratnému poskozeni implantatu a uvoliiovani poskozeného materialu do lidského téla.
V piipad¢ Co-Cr-Mo implantati je nejveétsi hrozbou prave chrom. Do okolnich tkani a déle do
celého téla (krev, moc, kloubni vypotek, vlasy atd.) se tento kov muze uvoliovat ve formé
nanocastic nebo iontt v riznych oxidacnich stavech (hlavné Cr(III) a Cr(VI1)) [1]. Vzhledem
k tomu, Ze publikovanych studii zabyvajicich se touto problematikou je ale velmi malo, je zadouci
vyvijet dalsi metody specia¢ni analyzy chromu v biologickych vzorcich a aplikovat je na analyzu
vzorkt krve, moci, kloubnich vypotkt ¢i tkani od pacientd s kloubnimi ndhradami. Zasadni je také
neopomenout studium interkonverze, ke které jsou obé specie velmi nachylné. Ziskané vysledky
by pak umoznily potvrdit ¢i vyvratit negativni vliv téchto nahrad na zdravi pacientd, coz je

V soucasné dobé velmi aktualni téma.

2.3 Speciac¢ni analyza chromu

Vzhledem k tomu, Ze stanoveni celkového obsahu chromu je v sou¢asné dobé nedostacujici
a neposkytuje dostateCnou informaci k hodnoceni rizik Zivotniho prostfedi, toxicity, nebo
biodostupnosti jeho forem, je nutné aplikovat metody schopné odlisit a identifikovat rizné
chemické formy [8]. Takovéto stanoveni je oznacovano jako specia¢ni analyza [9]. Cely proces
speciaéni analyzy zahrnuje nékolik krokl od vzorkovani, ptes ptipravu vzorku (filtrace, extrakce
atd.), separaci a detekci jednotlivych specii az po identifikaci struktur analytd. U speciacni analyzy

chromu se Ize obecné setkat se tfemi piistupy:
- tzv. solid-state speciace analyzujici pfimo pevny vzorek bez zadné piredchozi Gpravy

- off-line techniky vyuzivajici izolaci specii ze vzorkl s naslednou detekci celkového chromu
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- on-line techniky (tzv. spojené/tandemové techniky) kombinujici separaci specii s jejich
naslednou detekci, nejcastéji se jedna o spojeni vysoko-ucinné kapalinové chromatografie
s ICP-MS (HPLC-ICP-MS) (obr. 1)

Vybér techniky vétSinou zavisi na Casové narocnosti celé speciacni analyzy, dostupném
vybaveni a v neposledni fadé také charakteru vzorku. Zlatym standardem je ale v soucasné dobé
aplikace on-line technik umoznujici simultanni analyzu specii ve velmi krdtkém case. Tento piistup
naSel uplatnéni hlavné v analyze jednoduchych matric jako jsou napiiklad vzorky zivotniho
prostiedi (voda, puda atd.) [10-12], aplikace na realné biologické vzorky je ale znaéné
komplikovana. Z tohoto diivodu se pro speciaci chromu v biologickych materidlech obvykle voli

jednodussi metody.

Chromatograficka separace

(kolona)
Davkovani vzorku '
1
L]
° e 0 _© g 4 =
® ™ - ¢ ; .}l - \:xlnlg f.x/:'"; / °
® :. [ ) s Stacionarni fize

HPLC v '

. Separace specii
1

PC - software

Obrazek 1 Schéma speciacni analyzy vyuzivajici HPLC-ICP-MS.



3. CILE PRACE

Cilem disertacni prace byly vyvoj, validace a aplikace HPLC-ICP-MS metod pro speciacni

analyzu chromu v biologickych vzorcich.

Konkrétni cile 1ze shrnout do nasledujicich bodu:

Speciac¢ni analyza chromu v krvi a kloubnich vypotcich. Vyvoj a validace metody
stanovujici specie Cr(I1I) a Cr(VI) pomoci IP-RP-HPLC-ICP-MS. Vyuziti ICP-MS analyzy
pro ziskani informace o celkové koncentraci Cr v krvi a kloubnich vypotcich za ucelem
studia hmotnostni bilance mezi speciemi a celkovym Cr. Aplikace na analyzu realnych
vzorkl odebranych kontrolnim pacientim a pacientiim s kloubni ndhradou vyrobenou ze
slitiny Co-Cr-Mo. Statistické vyhodnoceni ziskanych vysledki. Studium polyatomickych

interferenci.

Speciacni analyza chromu v biologickych tkanich. Vyvoj inovativni IE-HPLC-ICP-MS
metody pro stanoveni Cr(III), Cr(VI) a metody ICP-MS slouzici pro stanoveni celkového
Cr v tkanich. Validace obou metod dle pokynti pro validaci bioanalytickych metod z Utadu
pro kontrolu potravin a léCiv. Statistické vyhodnoceni ziskanych vysledkt. Detailni
studium interkonverze Cr(Ill) a Cr(VI) béhem celé speciacni analyzy vyuzivajici
izotopicky obohacenych standardl. Ptipadova studie jednoho pacienta zabyvajici se
identifikaci a stanovenim vSech forem Cr uvolilujicich se zkloubnich nahrad do

periprostetickych tkani.

Nejvyznamnéjsi vysledky této disertacni prace byly publikovany v né€kolika impaktovanych

publikacich [1, 13, 14], manuscript shrnujici vysledky speciaéni analyzy chromu

Vv periprostetickych tkanich je v recenznim fizeni.



4. SPECIACNI ANALYZA CHROMU VE
VZORCICH KRVE A KLOUBNICH VYPOTKU

Z odborné literatury vyplyva, ze on-line techniky byly ve specia¢ni analyze chromu v
biologickych vzorcich doposud opomijeny. Znama je pouze jedna studie zabyvajici se stanovenim
Cr(ll) a Cr(VI) vmoci, kde byl kseparaci vyuzit mod iontové-parové chromatografie
na reverznich fazich ve spojeni s ICP-MS detekci (IP-RP-HPLC-ICP-MS) [15]. Spojeni HPLC
s ICP-MS ale pfitom piinasi klicové vyhody jako je zkraceni doby analyzy, snizeni mezi detekce a
samoziejm¢ snizeni rizika kontaminace nebo interkonverze. Nespornou vyhodou je i moznost
analyzy malych mnozstvi vzorki obsahujicich stopové koncentrace Cr(III) a Cr(VI). Cilem prvni
casti disertacni prace tedy bylo vyvinout metodu vyuZzivajici spojeni IP-RP-HPLC-ICP-MS a
Vyznamnou soucasti byly i validace vyvinuté metody a studium interferenci, které¢ ve vétsin€ praci

zabyvajicich se touto problematikou uplné¢ chybi.

~ r

4.1 Experimentalni ¢ast

4.1.1 Vzorky a referenc¢ni materialy
Vzorky krve 1 kloubnich vypotki byly ziskdny od pacienti Ortopedické kliniky Fakultni

nemocnice Olomouc majicich v téle kloubni nahradu ky¢elniho nebo kolenniho kloubu typu MoP.
Ke studii bylo vybrano 5 vzorku krve a 9 vzorkt kloubnich vypotkl pochazejicich od pacientt
s kloubni nahradou vyrobenou ze slitiny chromu (Co-Cr-Mo). Dale bylo navic studovano 5 vzorka
krve a 5 vzorkidl kloubnich vypotkli od pacienti s ndhradou neobsahujici chrom, tyto vzorky
slouzily jako kontrolni. Vzorky krve byly odebrany do 10 ml plastovych zkumavek, z diivodu
eliminace potencialni kontaminace pochdzejici z injek¢ni jehly byl vzdy odebiran az druhy alikvot.
Vzhledem k vlivu antikoagulantt na distribuci Cr(ll1) a Cr(VI) v krvi nebyly vzorky dal nijak
upravovany [16]. Vzorky kloubnich vypotkl byly odebrany pied revizi kloubni ndhrady do 5 ml
plastovych zkumavek.

Kwvli nedostupnosti CRM obsahujiciho specie Cr(IIl) a Cr(VI) ve vhodné matrici byl pro
validaci IP-RP-HPLC-ICP-MS metody vybran CRM Seronorm™ Trace Elements Whole Blood



L-3. K ptfipravé obohacenych vzorki pro testovani pravdivosti a preciznosti metody byly pouzity
vzorky krevniho séra a kloubniho vypotku ziskané od pacientti bez kloubnich nahrad, tyto vzorky
opet pochazely z Ortopedické kliniky Fakultni nemocnice Olomouc. VSechny vzorky byly
uchovavany pii teploté¢ -80 °C v mrazdku z diivodu potlaceni biochemickych procest a tedy i

interkonverze specii [17].

4.1.2 Priprava realnych vzorku

Pted vlastni pfipravou byl kazdy vzorek krve nebo kloubniho vypotku rozmrazen pfi
laboratorni teploté a nasledné homogenizovan pomoci vortex mixéru po dobu 5 minut. Z takto
upraven¢ho vzorku byly odebrany alikvoty pro IP-RP-HPLC-ICP-MS analyzu a stanoveni
celkového chromu pomoci ICP-MS.

Pro speciacni analyzu byl vzorek pfipraven nasledovné: 250 pl krve nebo kloubniho
vypotku bylo odpipetovano do polypropylenové eppendortky a natedéno 250 pl deionizované
vody. Vznikly roztok byl homogenizovan pomoci vortex mixéru 5 min, kvantitativné pteveden na
membranu Amicon 30 kDa centrifugacniho filtru (Millipore Sigma, Némecko) a centrifugovan pfi
16 000 g a 10 °C po dobu 10 min. Diky tomu doslo k odd¢€leni proteini od nizkomolekularni ¢asti
(supernatant) [18]. Nasledn¢ byl aplikovan modifikovany postup dle Lin a kol. [19], kdy byl
supernatant ziedén mobilni fazi v poméru 1:9, vzorek byl poté inkubovan pii laboratorni teploté 30
min a nakonec tiikrat zanalyzovan pomoci IP-RP-HPLC-ICP-MS. Slepé pokusy neobsahujici
matrici byly pfipraveny stejnym zptisobem.

K ziskani informace o obsahu celkového Cr ve vzorcich byla vyuZita validovana ICP-MS
metoda popsana Kubou a kol. [20]. Vzorky krve nebo kloubnich vypotkt (1 ml), cela proteinova
cast ziskand centrifugaci a zbytek supernatantu po IP-RP-HPLC-ICP-MS analyze byly
odpipetovany do teflonovych mineraliza¢nich kelimki, kde k nim byla pfidana mineraliza¢ni smés
slozena z 2 ml HNOs a 1 ml H2O. Takto piipravené vzorky byly rozlozeny pomoci mikrovinného
rozkladného systému MLS 1200 Mega. Po rozkladu se vzorky nechaly zchladnout na laboratorni
teplotu, kvantitativné se prevedly do 10 ml odmérnych ban¢k (v ptipad€ vzorki supernatantu do 5
ml odmérnych ban€k zdivodu nizké koncentrace Cr ve vzorcich) a doplnily po rysku
deionizovanou vodou. Slepé pokusy byly pfipraveny stejnym zplisobem, avSak rozkladem pouze
mineralizacni smési bez matrice. Pfed vlastni analyzou pomoci ICP-MS se vzorky ptevedly do 10

ml polypropylenovych zkumavek, kazdy vzorek byl analyzovén Sestkrat.



4.2 Vysledky a diskuze

4.2.1 Stanoveni Cr(III), Cr(VI) a celkového Cr v realnych vzorcich krve a
kloubnich vypotki

Vyvinuta IP-RP-HPLC-ICP-MS metoda byla validovana v rozsahu meze detekce, meze
stanovitelnosti, pravdivosti, preciznosti a nasledné byla pouzita pro stanoveni Cr(IIl) a Cr(VI) ve
vzorcich krve a kloubnich vypotki odebranych od pacienti s kloubnimi ndhradami. ICP-MS
analyza pak slouzila k vyhodnoceni hmotnostni bilance mezi Cr(IIl), Cr(VI) a celkovym Cr ve
vzorcich. Ve vzorcich krve byl IP-RP-HPLC-ICP-MS analyzou nej¢astéji stanoven pouze Cr(VI),
jeho koncentrace se pohybovala v rozmezi 1,5-3,3 pg I't. Toto mnozstvi predstavovalo asi 20 %
z celkového Cr ve vzorcich stanoveného pomoci ICP-MS. Stejné jako u analyz obohacenych
realnych vzorkid nebo matricovych kalibra¢nich standardt nebyl Cr(III) detekovan ani v jednom
z vybranych vzorkd, a to pravdépodobné z divodu jeho silné vazby s proteiny. Naopak u jednoho
vzorku krve (pacient P2) byla pomoci IP-RP-HPLC-ICP-MS stanovena jesté jedna specie
Vv retencnim Case kolem 5,1 min. Tento signal nepochézel z polyatomickych interferenci, protoze
se neshodoval se signalem izotopti C a Cl (*2C, *C, **Cl a *'Cl), navic pomér >Cr/>*Cr piiblizné
odpovidal teoretické hodnoté 8,77 (8,25 + 0,38, n = 3). Vzhledem k tomu, Ze se jeho retencni ¢as
neshodoval s reten¢nim ¢asem Cr(III) a Cr(VI), byl nakonec tento pik identifikovan jako signal
specie Cr navazané na ligandy nebo nizkomolekularni frakce pfitomné v krvi [21-24].
Chromatogram tohoto vzorku je spolecné s chromatogramy kalibra¢niho blanku, kontrolniho
vzorku krve, vzorku séra obohaceného o 10 pug 1" Cr(l11) a Cr(V1) zobrazen na obrazku 2. ICP-MS
analyzou byl nasledné stanoven celkovy Cr v supernatantu, sedimentu i celych vzorcich krve.
Vsechny vysledky byly statisticky porovnany s témi, které byly ziskany analyzou kontrolnich
vzorkl (vzorktl od pacientli s kloubni ndhradou neobsahujici Cr). K porovnani vysledki byl vyuZit
neparametricky Mann-Whitney test, ktery prokazal, Ze mezi naméfenymi obsahy specii i celkového
Cr neni statisticky vyznamny rozdil. Tento zavér potvrzuje hypotézu, Ze krev neni vhodnym

markerem slouZzicim pro studium vlivu Cr na lidské zdravi [8].
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Obrazek 2 Srovnani chromatogrami pochézejicich ze speciacni analyzy krve: 1 - kalibracni blank,
2 - kontrolni vzorek K3, 3 - vzorek od pacienta P2, 4 - vzorek od pacienta P1, 5 - sérum obohacené
010 pg I Cr(111) a Cr(VI1), 6-vodny kalibraéni standard Cr(IIT) a Cr(V1) o koncentraci 10 pg 1.

Naopak vysledky ziskané analyzou kloubnich vypotki byly vyznamnégjsi. Jako hlavni
specie byl opét nalezen Cr(IIl) vazany na proteinovou cast, avSak jeho koncentrace byla mnohem
vyssi (8,8-145,4 pg 1. Vyrazné vyssi koncentrace byly nalezeny i u celkového Cr (9,3-295,1 pg
Iy a Cr(VI) stanoveného pomoci IP-RP-HPLC-ICP-MS (1,1-19,0 pg 1™). Cr(lll) v supernatantu
nebyl pomoci IP-RP-HPLC-ICP-MS stanoven ani v jednom vzorku kloubniho vypotku. Obrazek
3 wukazuje chromatogramy ziskané analyzou kloubnich vypotkli pacienti ve srovnani
s chromatogramy vodného kalibra¢niho standardu, matricového kalibra¢niho standardu,
kontrolniho vzorku i obohaceného vzorku kloubniho vypotku. Jak je vidét z tohoto porovnani, u
této matrice byl pozorovan vyznamny posun reten¢niho ¢asu Cr(VI) (0,86 + 0,06 min), Tento posun
byl potvrzen analyzami obohacenych vzorkli kloubniho vypotku i matricovych kalibra¢nich
standardi. Stejné€ jako u krve byla i v této matrici u n€kterych pacientll navic pozorovana neznama
specie (pacient P2, P7 a P9). VSechny namétené koncentrace byly déle také srovnany s vysledky
kontrolni skupiny, opét byl pouzit neparametricky Mann-Whitney test. V tomto piipadé¢ ale byly

potvrzeny statisticky vyssi koncentrace vSech forem Cr ve skupiné pacientd.
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Obrazek 3 Srovnani chromatograml pochazejicich ze speciacni analyzy kloubnich vypotkl: 1 -
kalibra¢ni blank, 2 - kontrolni vzorek K2, 3 - vzorek od pacienta P2, 4 - vzorek od pacienta P7, 5 -
kloubni vypotek obohaceny o 10 pug I Cr(111) a Cr(VI), 6 - matricovy kalibra¢ni standard Cr(III) a
Cr(VI) o koncentraci 10 pg 1", 7 - vodny kalibra¢ni standard Cr(IIT) a Cr(VI) o koncentraci 10 pg
I,

Nameétené koncentrace celkového Cr v celych vzorcich krve a kloubnich vypotki byly
nakonec také srovnany se sumou specii z IP-RP-HPLC-ICP-MS analyzy a ICP-MS analyzy
celkového vazaného Cr (vazaného Cr(III)) v pevném podilu. Hodnoty vytéznosti se pohybovaly od
81 do 123 9% (vysledky pro pacienta P2 nejsou zahrnuty). Relativni smérodatna odchylka
vyjadiujici preciznost stanoveni pomoci obou metod byla v rozmezi 1-15 %. Pouzity analyticky
postup kombinujici validovanou IP-RP-HPLC-ICP-MS metodu s roztokovou ICP-MS analyzou je

tedy vhodny pro stanoveni vybranych forem Cr v biologickych vzorcich daného typu.

4.3 Zaver

Do této doby byla on-line speciacni analyza chromu aplikovana zejména na vzorky
zivotniho prostfedi, ptipadné potravin. Tyto vzorky jsou ve srovnani s biologickymi vzorky
povaZovany za méné komplexni, a tak se autofi vétSinou nesetkavali s velkymi potiZzemi pii vyvoji,

optimalizaci analytickych metod, ale i interpretaci ziskanych vysledki. Nicméné v piipadé
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biologickych vzorki je situace opacna. Tyto vzorky obsahuji Sirokou Skédlu chemickych sloucenin,
které mohou znacn¢ komplikovat vlastni speciani analyzu a negativné ovlivnit spolehlivost
Ziskanych vysledki. Tato inovativni studie jako prvni popisuje aplikaci on-line spojeni IP-RP-
HPLC-ICP-MS na speciacni analyzu chromu v krvi, soucasn¢ se dokonce jednd o prvni studii
zabyvajici se speciacni analyzou chromu v kloubnich vypotcich. Podaftilo se vyvinout efektivni a
spolehlivy analyticky postup pro stanoveni volného Cr(IIl), vazaného Cr(III), celkového Cr(VI) 1
celkového Cr ve vzorcich krve a kloubnich vypotkd. On-line IP-RP-HPLC-ICP-MS metoda
slouzici pro identifikaci a kvantitativni stanoveni volnych specii byla navic validovana v nékolika
parametrech.

Na zakladé ziskanych vysledki 1ze za hlavni specii uvoliiovanou z kloubnich nahrad do
krve 1 kloubnich vypotki oznacit Cr(III), kterd se ihned vaze do komplexu s pfitomnymi proteiny.
Tento zavér je v souladu s dalsimi studiemi zabyvajicimi se touto problematikou. Vzhledem k této
silné vazbé mohl byt vyvinutou IP-RP-HPLC-ICP-MS metodou v realnych vzorcich stanoven
pouze Cr(V1), jeho koncentrace ale byly v obou matricich velmi nizké (kolem 20 % celkového Cr).
Vysledky speciacni analyzy se shodovaly s vysledky stanoveni celkového Cr ve vSech vzorcich.
ICP-MS analyza je tedy vhodny nastroj pro stanoveni hmotnostni bilance mezi stanovovanymi
formami Cr a jeho celkovym obsahem ve vzorcich. V porovnani s kontrolni skupinou byly v
kloubnich vypotcich pacientid s nahradou ze slitiny Co-Cr-Mo nalezeny statisticky vyznamné vyssi
koncentrace vSech forem chromu. Uvoliiovani specii Cr z kloubnich ndhrad do krve je tedy
zanedbatelné a stanoveni celkového Cr v krvi se nejevi jako vhodny marker kontroly stavu
implantat v té€lech pacientll. Vyvinutd metoda kombinujici specia¢ni analyzu Cr(III) a Cr(VI)
pomoci IP-RP-HPLC-ICP-MS a ICP-MS analyzu pro stanoveni celkového obsahu Cr se jevi jako
vhodny nastroj pro detailni studium uvoliiovani Cr a jeho specii z kloubnich ndhrad do t€lnich

tekutin pacientd a s nim spojeny monitoring intoxikace Cr(VI).
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5. Speciac¢ni analyza chromu v biologickych tkanich

Biologické tkané se obvykle vyznacuji komplexni matrici obsahujici mnoho slozek rizného
charakteru, coz vyrazn¢ komplikuje jejich zpracovani a upravu vzorku pro speciacni analyzu.
Z tohoto divodu byly doposud tkané¢ analyzovany piedev§im za vyuziti solid-state speciacnich
technik. Diky minimalnim narokim na piipravu vzorku jsou to relativné rychlé techniky, zna¢nou
nevyhodou jsou ale vysoké meze detekce. U analyzy specii chromu v realnych vzorcich to miize
ale predstavovat zasadni problém. Diky stopovym koncentracim analytti ¢asto neni mozné jejich
signal odlisit od signalu pozadi. Dalsi komplikaci ptedstavuji samotné signaly specii, které jsou
vétsSinou velmi podobné, a tak jejich identifikace nemusi byt vzdy spravna. V soucasné dobé¢ je
hodné diskutované téma uvolilovani specii chromu z kloubnich nahrad do blizkych tkéni a dale do
celého téla, a tak v této souvislosti bylo publikovano n¢kolik studii zabyvajicich se analyzou
periprostetickych tkani pacientti za vyuziti XAS, XRF, XPS nebo XANES. Vzhledem k vyse
popsanému problému s mezemi detekce by ale bylo vhodné aplikovat techniky specia¢ni analyzy
odhalujici i specie stopovych koncentraci. Cilem dalsi ¢asti disertaéni prace tak bylo vyvinout on-
line HPLC-ICP-MS metodu vhodnou pro analyzu Cr(IIl) a Cr(VI) v biologickych tkanich.
Vyznamnou soucasti byla i validace vyvinuté metody a statistické vyhodnoceni ziskanych
vysledkl. Zna¢na pozornost byla vénovana i studiu polyatomickych interferenci a zejména

interkonverze obou specii.

5.1 Experimentalni ¢ast

5.1.1 Vzorky a certifikované referencni materialy

Vzorky periprostetickych tkdni byly ziskany od pacientli s totalni endoprotézou kycelniho nebo
kolenniho kloubu. VSichni pacienti méli ndhradu typu MoP, pfi¢emZ bylo odebrano 20 vzorkt
tkani od 13 pacientd s kloubni nahradou ze slitiny Co-Cr-Mo a 10 tkani od 10 pacientl, ktefi
Vv misté odbéru m¢li nahradu z jiné slitiny (nejcastéji Ti-Al-V). Téchto 10 vzorkt slouZilo jako
kontrolni skupina. VSechny vzorky byly odebirdny nerezovymi chirurgickymi nastroji béhem
reoperaci probihajicich na Ortopedické klinice Fakultni nemocnice Olomouc a uchovavany ve

sterilnich plastovych nadobéch pfi teploté -80 °C.
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Odbér probihal z oblasti kloubniho pouzdra v nékolika vrstvach. Vrstva 1 tvofici synovidlni
membranu byla v nejbliz§im kontaktu s nahradou a ptipadnymi uvolfiovanymi ¢asticemi. Nasledné
byly odebrany i dalsi vrstvy tkani ze vzdalenéjSich vrstev (vrstva 2 a 3). Tloustka odebranych tkéni
se pohybovala v rozmezi od 2 do 10 mm. Pacientim kontrolni skupiny byly odebrany pouze tkané
vrstvy 1, naopak od pacientii s nahradou ze slitiny Co-Cr-Mo byly z divodu studia uvolfiovani
specii chromu ziskany tkan¢ riznych vrstev.

Pro ptipravu realnych vzorki obohacenych o **Cr(I11) a *°Cr(VI) bylo dile v experimentech
vyuzito kufeci maso zakoupené v mistnim supermarketu (Olomouc, Ceska republika). Vzhledem
k nedostupnosti vhodného matricového certifikovaného referenéniho materialu byly obé metody
ovéefeny na analyze dvou CRM biologickych tkani (LUTS-1, TORT-2). Oba materialy obsahovaly
hepatopankreas humra s certifikovanou hodnotou celkového chromu (LUTS-1: 0,53 + 0,08 pg g*
(primér + rozsifend nejistota) a TORT-2: 0,77 + 0,15 pg g (primér + roziifena nejistota)),

zakoupeny byly u NRC-CNRC (Kanada).

5.1.2 Priprava vzorki tkani

Pied vlastnim analyzou byly vzorky periprostetickych tkani a tkani kuteciho masa vysuseny
v lyofilizatoru dosucha (48 h), rozemlety a homogenizovany pomoci keramického mlynku a
achatové tfeci misky. CRM LUTS-1 byl ptipraven podle ndvodu uvedeného v certifikatu o analyze
(vysus$eni pii 105 °C po dobu 2 h do konstantni hmotnosti v su§arn¢). CRM TORT-2 nevyzadoval
zadnou specidlni ptipravu. Ve vSech ziskanych periprostetickych tkdnich a CRM byly stanoveny
specie Cr(Ill), Cr(VI) a celkovy Cr dle postupu zobrazeného na obrazku 4. Kromé toho byla
provedena piipadovd studie zaméfena i na dalSi formy Cr v tkdnich (komplexy proteint
s navazanym Cr, ¢astice a nanocastice Cr atd.). V nasledujici ¢asti jsou shrnuty vSechny pouzité

postupy pro ptipravy vzorkd.

C. Speciacni analyza

Extrakce rozpustného/volného Cr(lll) a celkového Cr(VI)
Zhomogenizované vzorky tkani (80 mg) byly navazeny do 10 ml polypropylenovych
zkumavek, kde k nim bylo ptidano 1,8 ml extrakéniho roztoku (10 mmol I EDTA, pH 10,5) a 40

ul standardniho roztoku >Cr(I11) o koncentraci 1 000 pg 17 slouziciho jako vnitini standard pro
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monitorovani piipadné interkonverze Cr(111). Zkumavka byla nasledné uzaviena a tiepana pomoci
vortex mixéru za laboratorni teploty 60 minut. Poté bylo ke vzorku piipipetovano 200 ul 1 mol I
NH4NOg, aby se zabranilo poruseni rovnovahy mezi speciemi vlivem vyssi teploty pii inkubaci
[25, 26]. Roztok byl promichan a zcentrifugovan (13 500 rpm, 4 °C, 30 min). Vysledny supernatant
(1 ml) byl odebran a inkubovan pfi teploté 70 °C v susarné€ po dobu 90 minut. Nakonec byl vzorek
prefiltrovan pfes 0,20 um Millex Simplicity PTFE filtr a zanalyzovan tfikrat pomoci IE-HPLC-
ICP-MS. Slepé pokusy neobsahujici matrici byly pfipraveny stejnym zplisobem.

Extrakce proteini s navdazanym Cr a stanoveni pomoci BN-PAGE elektroforézy

Komplexy Cr s proteiny byly z tkani extrahovany podle modifikovaného postupu, ktery popsal
Déker a kol. [27]. 80 mg vzorku bylo smichano s 0,8 ml 50 mmol I octanu amonného (pH 7,4).
K roztoku bylo pfidano takové mnozstvi 100 pmol 1" PMSF, aby jeho koncentrace ve vysledném
roztoku byla 1 pmol I't, Ultrazvukové-asistovana extrakce probihala za laboratorni teploty po dobu
1 h. Poté byl vzorek zcentrifugovan (16 000 rpm, 30 min, 4 °C) a ziskany supernatant byl smichan
se vzorkovym pufrem v poméru 2:1. Nakonec bylo nadavkovéano 5 pl vzorku na ptipraveny gel,
pticemz kazdy vzorek byl naddvkovan dvakrat, avSak na rGznou polovinu gelu. Nasledné byla
spusténa BN-PAGE analyza. Pro zakoncentrovani vzorkt bylo aplikovano napéti 30 V po dobu asi
1 h. Vlastni separace pak probihala 2 h pti 150 V. Kazdy gel byl poté rozptilen, kdy jedna polovina
gelu byla inkubovana s barvivem Coomassie Briliant Blue R-250 kviili vizualizaci zon (,,bandia®)
a z druhé poloviny gelu byly odebrany zény, ve ktrych byl stanoven celkovy obsah Cr pomoci
vyvinuté a validované ICP-MS metody. PouZity vybarvovaci roztok obsahoval 0,1 % (w/v)
Coomassie Brilliant Blue R-250 ve 40% methanolu a 10% kyselin¢ octové. Po 30 minutach louzeni
gelu s barvicim roztokem se gel nékolikrat oplachl deionizovanou vodou a piebyte¢né barvivo bylo
odstranéno louZzenim gelu s roztokem 40% methanolu a 10% kyseliny octové. Odbarvovani trvalo
asi 2 h, dokud nebyly zony proteint viditelné ve srovnani s pozadim gelu.

Druha polovina nebyla nikterak upravena (barveni, oplach, tonovani atd.) tak, aby se predeslo
ptipadné kontaminaci gelu z pouzitych chemikalii a/nebo uvolnéni Cr z komplexl s organickymi
ligandy vlivem chemiké reakce. Na zéklad¢ pozic zon v prvni poloving gelu byly tyto zony z druhé
poloviny vytiznuty pomoci keramického noze, rozlozeny v mikrovinném mineralizatoru stejnym
zpusobem jako v pfipad€ mineralizace tkani a v ziskanych vzorcich byl stanoven celkovy obsah Cr

pomoci vyvinuté ICP-MS metody.
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D. Frakcionace

Stanoveni celkového Cr pomoci ICP-MS

Z divodu porovnani obsahu sumy specii s celkovym obsahem Cr byl ve vSech vzorcich tkani i
jednotlivych frakcich ziskanych extrakci stanoven celkovy obsah Cr pomoci ICP-MS. Jednotlivé
frakce (zbytek supernatantu a pevny podil z IE-HPLC-ICP-MS, gely z BN-PAGE elektroforézy,
extrakty s rozpustnymi a nerozpustnymi formami Cr) nebo 80 mg kazdého vzorku tkané byly
pfevedeny/navazeny do kiemennych mineraliza¢nich zkumavek, kde k nim bylo pfidano 5 ml
mineralizacni smési obsahujici zftedénou HNO3 Vv poméru 3:2 v/v. Mineraliza¢ni zkumavky byly
uzavieny teflonovymi vicky a podrobeny dvou krokovému rozkladnému programu. Po rozkladu se
vzorky pievedly do 10 ml sklenénych odmérnych banék, doplnily po rysku deionizovanou vodou
a promichaly. Nakonec byl kazdy vzorek pomoci ICP-MS zméfen Sestkrat. Vzorky slepych pokusti
byly pfipraveny za stejnych podminek stejnym zpiisobem ale bez matrice. Schéma celé piipravy

vzorku tkani s naslednou speciacni analyzou a stanovenim celkového Cr je uvedeno na obrazku 4.

Extrakce rozpustnych forem Cr

Na extrakei vSech rozpustnych/volnych forem Cr (nejen Cr(IIl) a Cr(VI), ale i ¢astic a
nanocastic Cr) byl pouzit stejny extrakéni roztok jako u specia¢ni analyzy. Nicméné po filtraci
pomoci 0,20 pm Milex Samplicity PTFE filtrG byly ziskané filtraty jesté zcentrifugovany pfi
16 000 rpm po dobu 10 min za vyuZiti Amicon 3 kDa ultra centrifugacnich filtrt, které odpovidaji
velikosti pori mezi 1,5-3 nm (Millipore Sigma, Némecko). Obracenim filtru a zopakovanim
centrifugace (16 000 rpm, 5 min) byl pak ziskan pevny podil zachyceny na membrané filtru.
Vsechny tyto frakce (filtraty z ultrafiltrace pfes Amicon 3 kDa ultra centrifugacni filtry, pevné
podily zachycené na filtrech) byly nasledné rozloZeny podle postupu popsaného pro stanoveni
celkového Cr v tkanich. Nakonec byl v ziskanych vzorcich stanoven celkovy obsah Cr pomoci

vyvinuté ICP-MS metody.

Stanoveni nerozpustnych forem Cr V pevném podilu
Za ucelem ziskani pevného podilu obsahujiciho pouze nerozpustné formy Cr byl na
ptipravu vzorku pouzit analyticky postup vyuZivajici alkalického rozkladu biologické tkané

publikovany Grayem a kol. [28]. Timto zptisobem lze ze vzorku vyextrahovat v§echny rozpustné
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formy, a dokonce i Cr navdzany na tkanich. Do polypropylenové zkumavky bylo opét navazeno
80 mg vzorku a nasledné bylo pfidano 0,8 ml 20% TMAH (w/w). Zkumavka byla uzaviena a
tiepana pomoci vortex mixéru za laboratorni teploty po dobu 24 h, pfi¢emz prvni hodina extrakce
probihala v ultrazvuku. Poté byl vzorek zcentrifigovan (16 000 rpm, 30 min, 4 °C), aby doslo
k oddéleni pevného podilu a supernatantu. Obé frakce byly nakonec rozlozeny ve ziedéné HNO3z a

analyzovany pomoci vyvinuté ICP-MS metody.
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Obrazek 4 Schéma analytického postupu pro stanoveni specii Cr(IIl), Cr(VI) a celkového Cr
v tkanich (MW-mikrovIinny).
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5.2 Vysledky a diskuse

5.2.1 Studium interkonverze

Béhem vyvoje extrakéniho postupu byla sledovana rovnovaha mezi speciemi a jejich
ptipadna interkonverze. K experimentim byly vyuzity smésné vodné standardy s obsahem 0,5, 2
ng gt 10 pg gt S3Cr(IN) a °Cr(VI) a vzorky kufeciho masa obohacené o 0,5, 2 pug g* a 10
ng gt BCr(ll) a °Cr(VI) pted extrakei i po extrakci. Obrazek 5 porovnava chromatografické
analyzy vodného kalibraéniho standardu a vzork® kufeciho masa obohacenych o 2 pg g, Jak je
vidét z obrazku 21A, specie >Cr(I11) byla diky komplexaci s EDTA bé&hem extrakce stabilni a
nedochézelo tedy koxidaci °3Cr(lll) na Cr(VI1) (*3Cr(VI) nebyl detekovin v zadném
z analyzovanych vzorki). Oproti tomu v p¥ipadé analyzy *°Cr(VI1) byla v obohacenych vzorcich
kuteciho masa pozorovéna redukce této specie (obr. 21B). Analyzou vzorkii kufeciho masa
obohacenych pted extrakci byla prokazana témér 30% redukce Cr(VI), nové vytvoreny komplex
P°Cr(11)-EDTAJ se eluoval ve stejném ¢ase jako Cr(Il) (5,9 min). Stejnych vysledkd bylo
dosazeno i v pfipad¢ analyzy vzorkli obohacenych az po extrakci specii (testovani vlivu extrak¢i
metody na rovnovéhu). Tento trend byl navic pozorovan i u smésnych kalibracnich standardi
s prizptisobenou matrici, kdy primémé mnozstvi zredukovaného *°Cr(VI) odpovidalo 27 £ 5 % (n
= 24). Naopak u smésného vodného standardu signal *°Cr(V1) odpovidal pfidanému mnozstvi a
k redukci na *°Cr(Ill) tak nedochéazelo. Z téchto vysledkil vyplyvd, Ze poruseni rovnovihy
snaslednou redukci Cr(VI) bylo pravdépodobné zpisobeno charakterem matrice vzorku.
Vyznamna redukce Cr(VI) uz byla dokonce popsdna v nékolika publikacich zabyvajicich se
speciaci Cr v potravinach [26, 29, 30], ¢imz byly potvrzeny ziskané vysledky. Tato redukce je
pravdépodobné zplisobena vysokym obsahem antioxidantd a redukujici/oxidujicich sloZzek
Vv biologickych vzorcich. Diky tomu je tedy pfitomnost Cr(VI) v tomto typu vzorkd velmi
nepravdépodobna. I pfesto je ale vyvinutd metoda vhodna na analyzu Cr(VI) v biologickych
tkanich, protoze umozituje stanovit velmi nizké obsahy obou specii (ng g), které byly nalezeny

naptiklad u pacientd s cukrovkou 2. typu [31].
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Obrizek 5 Chromatograficka analyza (A) *Cr a (B) *°Cr ve vzorcich neobohaceného kufeciho
masa (zelend), vodného kalibraéniho standardu o koncentraci 2 pug g (modra), kufeciho masa
obohaceného o 2 ug gt 3*Cr(l11) a *°Cr(VI) po extrakei (Eervend) a kufeciho masa obohaceného o
2 ng gt 33Cr(IN) a *°Cr(VI) pied extrakci (oranzova) (Serchované ¢ary naznacuji retenéni ¢asy
Cr(111) a Cr(\V1)).

5.2.2 Specia¢ni analyza Cr v biologickych tkanich vrstvy 1

Obé¢ metody (IE-HPLC-ICP-MS a ICP-MS) byly validovany dle pokynt pro validaci
bioanalytickych metod z Utadu pro kontrolu potravin a 1é¢iv a nasledn& aplikovany na analyzu
dvou certifikovanych referen¢nich materiali tkani hepatopankreas humra s certifikovanou
hodnotou celkového Cr. V obou vzorcich nebyl metodou IE-HPLC-ICP-MS nalezen
rozpustny/volny Cr(I1l) ani Cr(\VI1) (v ptipadé LUTS-1 bylo nalezeno pouze stopové mnozstvi
Cr(I11) pod LOQ). Hlavni nalezenou specii byl vazany Cr v pevném podilu (pravdépodobné Cr(III)
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navazany na proteiny piitomné v matrici [1, 21, 24] nebo nerozpustné CrPOs a Cr203 [32-36]).
Nasledné byly ziskané vysledky porovnany s certifikovanymi hodnotami celkového Cr. Suma
specii nalezenych v supernatantu a vdzaného Cr v pevném podilu byla 0,58 + 0,02 pg g pro
LUTS-1 a 0,70 = 0,05 pg g* pro TORT-2, coz bylo v souladu s certifikovanymi hodnotami
(vytéznost 109 % a 91 %).

Po ovéfeni na CRM byly obé metody pouzity na stanoveni Cr(Ill), Cr(VI), celkového
vazaného Cr a celkového Cr v redlnych vzorcich periprostetickych tkani vrstvy 1. K analyzam bylo
vybrano 13 tkani ziskanych od pacientd s ndhradou obsahujici slitinu Co-Cr-Mo v misté odbéru
(skupina pacientil) a 10 vzorkt tkani od pacientt, jejichz ndhrada v misté odbéru Cr neobsahovala
(kontrolni skupina). Kazdy vzorek byl analyzovén tfikrat pomoci IE-HPLC-ICP-MS a Sestkrat
pomoci ICP-MS, IE-HPLC-ICP-MS analyza vybranych vzorkl je zobrazena na obrazku 6. Ve
vSech analyzovanych vzorcich tkani byl nalezen pouze Cr(lll), a to bud” ve volné formé, nebo
navdzany na pevny podil. V pevném podilu se mohou vyskytovat komplexy Cr s organickymi
ligandy, proteiny nebo uvolnéné ¢astice Cr (fosfore¢nany, oxidy, hydroxidy) [37]. Celkovy vazany
Cr v pevném podilu se pohyboval v rozmezi od 1,7 do 11,4 pg g* v kontrolni skupiné a od 3,0 do
5119 ug g? ve skupiné pacientii. Naopak rozpustny/volny Cr(IIl) byl ve viech vzorcich nalezen
ve velmi nizkém mnozstvi, které odpovidalo pouze 1 % z celkového mnozstvi Cr v tkanich. Cr(VI)
nebyl nalezen v zadném vzorku a to pravdépodobné kvuli prokazané redukci této specie.
Porovnanim vysledkti z IE-HPLC-ICP-MS analyzy a ICP-MS analyzy supernatantu byl ale u
nekterych vzorkil zjistén rozdil v naméfenych mnozstvi (vytéznost vyjadiena jako pomeér
celkového Cr v supernatantu a sumy specii Cr z IE-HPLC-ICP-MS analyzy byla 368-558 %. Tyto
vzorky se od ostatnich liSily zejména vzhledem (vSechny mély Sedou barvu indikujici vysoky obsah
uvolnénych kovii a metaldézu) a vysokym naméfenym obsahem vazaného Cr i celkového Cr ve
vzorku. Tento rozdil mohl byt zpisoben uvoliiovanim i elementarniho Cr ve formé rozpustnych
¢astic ¢i nanocastic nebo Cr navazaného na proteiny, které nelze pomoci IE-HPLC-ICP-MS
stanovit (detailn¢ je tento problém fesen v piipadové studii, kapitola 5.2.3) [37]. Na druhou stranu
ale porovnanim sumy celkového Cr v supernatantu a pevném podilu s celkovym Cr ve vzorcich
bylo dosazeno srovnatelnych vysledkd u v§ech vzorkl (vytéznost se pohybovala v rozmezi 82-126

%, preciznost nebyla vyssi nez 12 %).
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Obrazek 6 IE-HPLC-ICP-MS analyza 1 - slepého pokusu, 2 - kontrolniho vzorku K5, 3 - vzorku

pacienta P7, 4 - vzorku pacienta P7 obohaceného o 0,5 pug g ®3Cr(I1I) moniturujici m/z 52 (1,2,3)
am/z 53 (4).

Na ziskana data byla nasledné aplikovana i metoda analyzy hlavnich komponent (PCA).
Tento nastroj vicerozmérné statistiky slouzi k posouzeni a provéteni kvality naméfenych dat a
jejich zjednoduSeni bez velké ztraty informace. K testovani bylo vybrdno 8 proménnych
zahrnujicich mnoZstvi analyzovanych forem Cr (rozpustny/volny Cr(Ill), vazany Cr), divod
revize, pocet revizi (1-3), typ kloubu (kycel/koleno), doba implantatu v téle, body mass index
(BMI) a pocet nahrad z Cr v téle. Vysledky z PCA jsou zobrazeny na obrazku 7. Analyzou byla
data rozdélena do 4 hlavnich skupin na zakladé poc¢tu nahrad ze slitiny Co-Cr-Mo v téle. Skupina
1 reprezentovala tkan€ kontrolni skupiny ziskané od pacientll bez nahrady obsahujici Cr. Skupina
2 obsahovala zbytek vzorka tkdni z kontrolni skupiny, tito pacienti méli v téle 1 ndhradu ze
slitiny Co-Cr-Mo avs$ak na jiném misté v téle nez v misté odbéru. Na zakladé PCA se kontrolni
tkan¢ tedy liSily. Skupina 3 a skupina 4 obsahovaly vzorky pacientli. Pacienti ve skupiné 3 méli
v t€le pouze 1 nahradu ze slitiny Co-Cr-Mo a to v misté odbéru tkané. Naopak skupina 4
zahrnovala pacienty se 2 nahradami ze slitiny Co-Cr-Mo. I kdyz tedy tkan¢ nejsou odebirany
z blizkosti ndhrady obsahujici Cr, stejné€ lze ve vzorcich tkani nelézt zvySené hladiny vSech forem
Cr. Uvolnény Cr se pravdépodobné ihned dostdva do krve (vazba na proteiny a jiné organické

ligangy) a diky krevnimu ob&hu se miize snadno dostat do rliznych tkani (organt), kde se poté
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uklada. Vyznamnym kritériem pro rozdéleni do skupin byl také diivod revize/reoperace. Skupina
3 zahrnovala pouze pacienty s aseptickym uvolnénim nahrady, naopak skupina 4 pacienty
s ostatnimi komplikacemi. Tento vysledek tedy potvrdil zavéry z predchozi kapitoly, tj. diivod
reoperace ma zasadni vliv na mnozstvi Cr uvoliovaného do tkani. Mimo to, PCA také odhalila
jeden unikatni vzorek tkané, ktery se od ostatnich vyrazné liSil. Pochézel od pacienta P1 trpiciho
metal6zou, navic jako jediny tento pacient podstoupil uz 3. revizni operaci totalni endoprotézy.
Z tohoto divodu byl tento pacient vybran pro piipadovou studii (viz nasledujici kapitola)

zameéfenou na detailni stanoveni vSech forem Cr v tkanich.

Skupina 4

Skupina 1

Skupina 2

Q\ Rozpustnypo et implantati
Cr(III 2\Cr

PC 2: 20,18 %
o
|
0'9

-1,2 T T |
-2,0 -1,0 0 1,0

PC 1: 61,14 %
Obrazek 7 Dvojny graf ziskanych dat z PCA, vektory symbolizuji 8 vybranych parametri.
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5.2.3 Pripadova studie

V posledni ¢asti byla pozornost vénovana piipadové studii zaméfené na pacienta P1. Tento
pacient m¢l 78 let, jeho BMI bylo 27,8. Kviili komplikacim zptsobenymi primarni osteoartritidou
byl nucen podstoupit vyménu kycelniho kloubu, kdy byl pouzit implantat typu Chirulen-Bicontact
skladajici se ze slitin Co-Cr-Mo a Ti-Al-V. Po 124 mésicich ale musel byt vyménén z divodu jeho
aseptického uvolnéni. VSechny ziskané vzorky periprostetickych tkani (1., 2. a 3. vrstva) pochazely
z 3. revizni operace tohoto kloubu. Kromé vyse popsané nahrady mé¢l v téle jesté jednu kloubni
nahradu, ktera byla vyrobena rovnéz z Cr (typ Chirulen-Centrament, material: Co-Cr-Mo a Ti).
Pacient P1 byl pro tuto studii vybran na zakladé nékolika kritérii. Vysledky specia¢ni analyzy jeho
tkani se vyrazné liSily od vysledk ostatnich pacientli (naméfené obsahy vSech forem Cr byly vyssi
az o 3 fady), coz bylo potvrzeno i pomoci PCA. VSechny periprostetické tkané (tkan€ vSech vrstev)
mély tmavé Sedou barvu, coz mohlo znacit rozsadhlou metaldzu. Navic jako jediny podstoupil kvili
komplikacim zplsobenymi ptitomnosti ndhrady v téle 3 revizni operace kycelniho kloubu. Diky
tomu byla periprosteticka tkan vrstvy 1 podrobena detailni studii zabyvajici se identifikaci vSech
forem Cr v celé tkani, ale i jejich frakcich ziskanych béhem speciacni analyzy (supernatant, pevny
podil). Experimenty byly zaméfeny zejména na stanoveni rozpustnych ¢astic a nanocastic Cr, Cr
vazaného na proteiny a nerozpustnych forem Cr (CrPOas). Obrazek 8 popisuje strategii zvolenou
pro identifikaci vSech forem Cr ve vybranych tkanich. Tato studie vyrazné pfispiva k popisu
distribuce ruznych forem Cr v periprostetickych tkanich a mechanismu uvoltiovani Cr z kloubnich

nahrad do okolnich tkani a nasledné do celého téla.
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Speciace (3-250 nm) Komplexy sbytsk
rozpustny Cr(III) Cr(0) Cr navazany CrPO,, Cr,0O,

celkovy Cr(VI) (ICP-MS) na proteiny (ICP-MS)
(IE-HPLC-ICP-MS) (BN-PAGE, ICP-MS)

celkovy vazany Cr
(ICP-MS)

Obrazek 8 Schéma ptipadové studie aplikované na vzorky tkané€ vrstvy 1 pacienta P1. Kromé
specii Cr(Ill), Cr(VI) a vazaného Cr byly ve frakcich tkani stanoveny i dal$i rozpustné a

nerozpustné formy Cr.

Specia¢ni analyzou byly ve 3 riiznych vrstvach tkani tohoto pacienta stanoveny specie
Cr(Ill) (volny 1 vazany na pevny podil), kdy nejvyssi hodnoty byly nalezeny v 1. vrstvé
(pseudosynovialni membran¢). Tato tkan pravdépodobné slouzi jako bariéra zachycujici ¢astice a
nanocastice o velikosti 3-200 nm. Ve 2. a 3. vrstvé pak bylo nalezeno mnohonasobné nizsi
mnozstvi Cr (obr.9). Timto byly potvrzeny vysledky porovnéni 2 vrstev z predchoziho odstavce a
také zavéry studie od Kuby a kol. [20].

Volné ¢astice a nanocastice Cr, které negativné ovlivnily vysledky speciacni analyzy, byly
ve vzorcich supernatantu oddéleny za vyuziti Amicon 3kDa ultracentrifugacnich filtrti (porozita
téchto filtrh odpovidad 1,5-3 nm). Cr se totiz nemusi z ndhrad uvoliiovat pouze rozpustné/volné

specie Cr(IIT) a Cr(VI), ale také elementarni Cr(0) ve formé Castic ¢i nanocastic [37].
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Obrazek 9 Srovnani mnozstvi volného Cr(I1I), vazaného Cr a celkového Cr ve 3 rtiznych vrstvach

periprostetické tkané pacienta P1.

V dalsim kroku byly analyzovany specie Cr v pevném podilu. Ve vod¢ rozpustné komplexy
proteinli s navazanym Cr byly analyzovany po extrakci octanem amonnym pomoci BN-PAGE
elektroforézy. Tento typ elektroforézy byl zvolen kvili nedenaturujicim podminkam, které by
mohly mit vliv na vazbu Cr s proteiny. K analyzam byl vybran smésny standard albuminu (Mw =
67 kDa), ke kterému se ochotné vaze Cr(Ill), a trypsinu (Mw = 20 kDa). Dale byl analyzovan
extrakt kontrolniho vzorku (K5) a tkan€ vrstvy 1 od pacienta P1. Zaznam gelu se zonami
obarvenymi pomoci Coomassie Briliant Blue je zobrazen na obrazku 10. Jak je vidét, v obou
extraktech byl pfitomen kromé ostatnich proteinti hlavné¢ albumin. Nasledné byly z druhé ptlky
gelu vytiznuty viditelné zony (n = 5, obr.10A) podle rozmisténi zon na prvni obarvené poloviné
gelu a po mikrovinném rozkladu v nich byl stanoven celkovy Cr, Mo, Al, Co, Ti, pomoci ICP-MS
(obr. 10B, 10C). V extraktech tkani K5 i P1 bylo nalezeno zvySené mnozstvi Cr v oblasti zony ¢.
2 a zejména pak v oblasti zony €. 4, které se shodovaly se zonami pro albumin. Nicméné Cr byl
V zénach pro albumin doprovazen i dalSimi kovy jako Co a Al (data nejsou prezentovana). Timto
experimentem tedy byla potvrzena afinita Cr, ale dalSich kovi k tomuto proteinu v biologickych
tkanich.
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Obrazek 10 (A) Separace komplext Cr s proteiny a mnoZstvi celkového Cr nalezena ve vybranych
zonach (,,bandech®) ((B) extrakt kontrolniho vzorku K5, (C) extrakt tkdné vrstvy 1 pacienta P1).
Zelena cara predstavuje primérné hodnoty pro marker molekulové hmotnosti, ¢ervené Cary

odpovidaji smérodatnym odchylkdm (+ SD).

Nakonec byl zbytek pevného podilu analyzovan pomoci validované ICP-MS metody
z divodu stanoveni ostatnich nerozpustnych forem Cr. Na zakladé dostupné literatury se zde Cr
muze vyskytovat bud’ jako CrPO4 nebo Cr20s3, které jsou téméf nerozpustné, tudiz se je nepodafilo
vyextrahovat zadnou pouzitou metodou [32-36, 38]. Po rozkladu pevného podilu bylo ICP-MS
analyzou potvrzeno, ze v piipadé pacienta P1 to bylo dokonce 99 % z celkového mnozstvi Cr
(4980 ug gt). Ze ziskanych vysledkl vyplyva, Ze vétsina Cr se v periprostetickych tkanich
s nejvetsi pravdépodobnosti nachazi hlavné jako CrPOa, kdy se volny Cr(IIl) ihned vaze do
komplexu s fosfore¢nanem. V mensi mife pak mtze existovat i jako Cr.Os. Okamzité po uvolnéni
Z implantati se zde tedy Cr nevyskytuje prevazné ve forme ¢astic ale jako rozpustny/volny Cr(I1I)

stejné jako je tomu u kontrolnich vzorkt [38]. Nasledné¢ dochazi diky vysoké afinité Cr(lll)
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k tvorb¢ komplexu s proteiny a dal$imi ligandy. Vzhledem k nedostupnosti solid-state speciac¢nich

technik bohuzel nemohl byt tento zavér experimentalné potvrzen. Porovnani zastoupeni vSech

forem Cr v periprosteticka tkani vrstvy 1 pacienta P1 je zobrazeno na obrazku 11.

= Pevny podil (nerozpustné formy): =nerozpustny zbytek (hlavné CrPO,) =Cr vdzany na proteiny

Supernatant (rozpustné formy): - rozpustny/volny Cr(III) =(nano)Castice

Obrazek 11 Vysledky piipadové studie zabyvajici se stanovenim vSech forem Cr v tkanich

pacienta P1.

5.3 Zavér
Prezentovany analyticky pfistup vyuZivajici kombinaci metod IE-HPLC-ICP-MS a ICP-

MS umoziuje provést jednak identifikaci volnych specii Cr(III) a Cr(VI), ale dokonce i stanoveni
ostatnich forem Cr v biologickych tkanich. Jedna se tak o prvni aplikaci on-line speciacni analyzy
na analyzu tohoto typu biologickych vzorktl, do této doby byly tkan€ analyzovany pfedevsim solid-
state speciacnimi technikami. Ob& vyvinuté metody byly validovany a nasledné vyuzity ke
kvantitativnimu stanoveni volnych specii Cr, vazaného Cr i celkového Cr ve 2 CRM a 30 redlnych
vzorcich periprostetickych tkani ziskanych od pacientti s kloubni nahradou. Ve vsech vzorcich byl
nalezen zejména vazany Cr (Cr(Ill)), pouze asi 1 % z celkového Cr bylo v jeho volné formé.
V zadném vzorku nebyl nalezen Cr(VI), a to pravdépodobné z divodu interkonverze této specie
zpusobené charakterem matrice vzorkd, jejiz studium bylo také soucasti této prace. V porovnani

s kontrolni skupinou byly u pacientt s kloubni nahradou ze slitiny Co-Cr-Mo nalezeny statisticky
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vyznamné vysSi obsahy vSech analyzovanych forem Cr. Prezentovana studie také jako prvni
systematicky zkouma vztah mezi obsahem vSech stanovovanych forem Cr a klinickymi parametry
jako naptiklad pocet revizi, jejich divod nebo doba implantitu v téle. Bylo zjiSténo, Ze
vyznamnymi faktory pro uvoliiovani Cr je pocet implantati z Cr vtéle a divod revize.
Statistickymi testy bylo dokdzano, ze Cr se z implantat uvoliluje 1 do vzdalenéjsich vrstev, jeho
mnozstvi je vyrazné ovlivnéno praveé vzdalenosti tkdné¢ od implantatu. Dilezitou soucésti byla i
pfipadova studie zabyvajici se stanovenim vSech rozpustnych i nerozpustnych forem Cr ve
vybranych tkanich. Diky tomu bylo zjisténo, ze vétSina navazaného Cr je ve formé nerozpustnych
sloucenin typu CrPO4 nebo Cr20s, které je téméf nemozné vyextrahovat. Kromé toho byly ve
vzorcich nalezeny i nizké obsahy ¢astic, nanoc¢astic a komplext Cr s proteiny. Vyvinuta kombinace
metod ma znac¢ny potencidl stat se efektivnéjsi a spolehlivéjsi alternativou k doposud vyuzivajicim
solid-state specia¢nim technikam (XAS, XRF atd.) pouzivanych pti studiu vlivu uvolfiovanych
specii Cr z kloubnich néhrad na lidské zdravi. Velkou otdzkou ale doposud zustava identifikace
nerozpustného zbytku v pevném podilu. Nejlepsi volbou by v takovém ptipadé¢ byla aplikace
XANES, které ale momentalng neni v Ceské republice dostupnd. Daldi moznost nabizi spojeni
HPLC s hmotnostni spektrometrii vyuZzivajici mékké ionizaéni techniky umoznujici identifikaci
slozitych struktur, coz by bylo vhodné zejména pro komplexy s navdzanym Cr. Analyticky postup
vyuzivajici spojeni prvkove selektivniho ICP-MS detektoru s organickou hmotnostni spektrometrii

by tak v budoucnu mohl byt dokonaly nastroj pro identifikaci v§ech moznych specii chromu.
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6. ZAVER

V ramci této disertacni prace bylo feseno téma vyuziti on-line speciacnich technik vhodnych
pro stanoveni specii Cr v biologickych materidlech. Tyto techniky vynikaji mnoha vyhodami, a to
pfedevSim nizkymi LOD a selektivou, rychlosti vlastni analyzy nebo potfebou minimalniho
mnozstvi vzorku.

Prvni ¢ast byla zaméfena na stanoveni specii Cr(III) a Cr(VI) v krvi a kloubnich vypotcich.
Diiraz byl kladen zejména na vyvoj a optimalizaci efektivni a jednoduché piipravy realnych
vzorki. Radé optimalizaci byla podrobena i separace vyuZivajici spojeni IP-RP-HPLC a ICP-MS
detekce. Vyvinutda metoda byla nasledné validovana v rozsahu linearity, meze detekce, mez
stanovitelnosti, pravdivosti a preciznosti. Spole¢né se speciemi Cr byl také v kazdém vzorku
stanoven celkovy Cr pomoci validované metody vyuZzivajici ICP-MS. Vyznamnou soucasti bylo 1
studium polyatomickych interferenci negativné ovliviiujicich stanoveni Cr V tak slozité matrici
jakou predstavuji krev a kloubni vypotek. Pfitomné interference byly zplsobeny vysokym
obsahem C a Cl v matrici. Vyvinuta metoda byla nasledné aplikovana na sadu realnych vzorkd
ziskanych od pacientl s kloubnimi ndhradami, kde bylo studovano uvoliiovani specii Cr z nahrad
riznych materialti. Ze ziskanych vysledkd vyplyva, Ze hlavni specii uvolilovanou z nahrad
obsahujicich Cr do obou typt vzorki je Cr(III), ktery se okamzité vaze na proteinovou ¢ast vzorku.
Naopak Cr(VI) byl nalezen ve vzorcich pouze ve stopovych koncentracich. Podle dostupné
literatury je ale pfitomnost této specie v realnych vzorcich velmi vzacna, protoze velice rychle
dochazi kjeji okamzité redukci na Cr(III) vlivem redukénich vlastnosti organické matrice.
Nicméné vétSina vybranych pacientii trpéla cukrovkou druhého typu, coz mohlo mit vliv na
zpétnou oxidaci Cr(IIT) na Cr(VI). Sestimocny chrom se zde pak miZe vyskytovat ve stopovych
koncentracich. Dal§i moZnosti mohla byt existence zaporné nabitého Cr(III), jehoZ retecni ¢as se
shodoval s Cr(VI). V porovnani s kontrolni skupinou byly statisticky vyssi koncentrace potvrzeny
pouze V kloubnich vypotcich. Tyto vysledky tedy poukazuji na to, Ze krev neni vhodnym
materidlem pro studium intoxikace Cr(VI) pfipadné vlivu materialti implantatd na lidské zdravi.

Druha cast disertatni prace se vénovala vyvoji nové strategie pro stanoveni specii Cr
Vv biologickych tkanich. Pro tyto ucely byla vyvinuta metoda IE-HPLC-ICP-MS vhodna pro
analyzu Cr(IlIl) a Cr(VI) najednou, pro jejich izolaci z tkani byla zvolena alkalicka extrakce.
Z diivodu stanoveni hmotnostni bilance mezi speciemi Cr a celkovym Cr byla vyvinuta i metoda

vyuzivajici ICP-MS. Ob¢ metody byly optimalizovany v n€kolika parametrech (separace, pfiprava
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vzorku, detekce atd.) a validovany podle doporuceni uvedeného v pokynech pro validaci
bioanalytickych metod z Utadu pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration,
FDA). Po ovéteni na dvou certifikovanych referen¢nich materialech byly nasledné obé metody
aplikovany na sadu 20 vzorkl periprostetickych tkani riznych vrstev pochazejicich od pacientt
s ndhradou obsahujici Cr a 10 kontrolnich vzorkt. I v této matrici byl nalezen hlavné Cr(IIl) vazany
na pevny podil, pouze 1 % z celkového obsahu Cr pak zaujimal volny Cr(III) stanoveny speciacni
analyzou. Na rozdil od krve a kloubniho vypotku ale Cr(VI) nebyl nalezen v Zadném vzorku.
Detailn¢ byly studovany opét polyatomické interference, kdy byly identifikovany interference
pochézejici z vysokého obsahu C v tkdnich. Vyznamnou soucast piredstavovalo studium
interkonverze obou specii vyuzivajici izotopicky obohacenych standardt. Diky tomu byla zjisténa
30% redukce Cr(VI) na Cr(III) zptisobena charakterem matrice tkani, coZ ma zasadni vliv na vyskyt
této specie v realnych vzorcich. Dal§im bodem bylo statistické vyhodnoceni dat. Ziskané vysledky
byly porovnany s kontrolni skupinou, kdy byl nalezen statisticky vyznamny rozdil v mnoZzstvi
vSech forem Cr. Déle byl zjistén vliv po¢tu nahrad z Cr v téle a diivodu revize na naméfeném
obsahu vsech studovanych forem Cr v tkanich. Detailni studium vzorkli od vybraného pacienta
navic umoznilo stanovit i dal$i formy Cr (Castice a nanocastice, Cr vazany na proteiny atd.)
Vv tkénich, které mohou zkreslovat vlastni speciacni analyzu

Diky vyvinutym metodam vyuzivajicim spojeni HPLC-ICP-MS byly potvrzeny vyhody této
techniky jako je potfeba minimalniho mnozstvi vzorku, nizké meze detekce, selektivita i rychlost
speciacni analyzy. Nespornou vyhodou je také moznost identifikace interkonverze Cr(IIl) a Cr(VI)
za vyuziti izotopicky obohacenych standardil, ktera mize zkreslovat ziskané vysledky. U speciace
Cr v biologickych vzorcich se zde jedna o dokonce prvni aplikaci tohoto pfistupu. Nicméné bylo
nutné feSit 1 nevyhody tohoto spojeni, které predstavuji zejména polyatomické interference.
V piipad¢€ analyz vSech biologickych vzorki se je ale podatilo identifikovat a jejich signély také
uspésné odseparovat od signalti Cr(IIl) a Cr(VI). Diky tomu mohou vSechny dosaZené vysledky
ptispét k lepSimu porozuméni chovani nahrad v télech pacientli a uvolinovani riznych forem Cr do
biologickych material. Diserta¢ni prace tedy jednoznaéné ukazuje, Ze on-line speciacni techniky
jsou vybornym ndastrojem pro charakterizaci Cr(Ill) a Cr(VI) i v tak slozité matrici jakou
predstavuji biologické vzorky. Stdle velkou vyzvou ale zlstdvaji dal$i neznamé specie Cr
(pfedevsim v komplexech s riiznymi slozkami matrice), jejichz identifikaci a detailni popis struktur

by vbudoucnu mohlo usnadnit multimodalni pfistup zahrnujici kombinaci HPLC-ICP-MS
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s molekulovou hmotnostni spektrometrii zalozenou na vyuziti mékkych ionizac¢nich technik

(HPLC-MS/MS, MALDI-MS apod.).
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