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Souhrn

Polycyklické aromatické uhlovodiky predstavuji zdravotné zavaznou skupinu latek, které se
bézné vyskytuji v Zivotnim a pracovnim prostiedi. Dermalni forma expozice mlize predstavovat
velmi vyznamny piispévek k celkové zatézi organismu a nékteti autofi odhaduji jeji podil
u zavaznych expozic az na téméi polovinu z celkové absorbované davky PAU. V rozporu s
touto skutecnosti byla dermélnim expozicim PAU dosud vénovana relativné mald pozornost,
a proto v soucasnosti disponujeme jen omezenym mnozstvim toxikologickych udajii o rychlosti
a intenzité prostupu téchto latek do systémové cirkulace, jez by bylo mozné vyuzit pro odhady

urovni souvisejicich zdravotnich rizik.

Specifickou formu dermalnich expozic polycyklickym aromatickym uhlovodikiim predstavuji
terapie nékterych koznich onemocnéni (napiiklad psoridzy), pii kterych jsou pouzivany
preparaty s jejich vy$sim obsahem. Prikladem muize byt klinicky velmi u¢innd Goeckermanova
terapie psoridzy, jejiz soucasti je dermalni aplikace farmaceutického kamenouhelného dehtu,
obsahujicitho polycyklické aromatické uhlovodiky. Hodnoceni miry zdravotnich rizik,
vyplyvajicich z pouziti polycyklickych aromatickych uhlovodiki v Goeckermanové terapii,
zatim nevykazuji uspokojivou miru konzistence. Né&ktefi autofi zvySené riziko potvrzuji,

néktefi jej povazuji za nizké az zanedbatelné.

Cilem predkladané disertacni prace bylo pfispét k rozsifeni poznatkli v obou vyse uvedenych
oblastech badani, tykajicich se odhadli miry prostupu (rychlosti a intenzity) vybranych
polycyklickych aromatickych uhlovodiki pfes kiizi (trans-epidermalni absorpce) pfi
experimentalni expozici in vitro a odhadli miry genotoxicity (vybrané nebezpecnosti/rizika),
souvisejiciho s klinickou dermalni aplikaci farmaceutického dehtu (obsahujiciho polycyklické
aromatické uhlovodiky) v ramci Goeckermanovy terapie u pacientl s psoridzou. Genotoxicky

ucinek byl vybran z ditvodu jeho mimotadné vysoké urovné nebezpecnosti.

Pro testovani dermalni penetrace latek in vitro doporucuje OECD dva modely, plnou kizi
1 epidermalni membranu. V pfedkladaném textu prezentuji vysledky in vitro experimentu trans-
epidermalni penetrace, ktery naplnuje prvni cil disertacni prace. Pti penetraci vybranych PAU
pfes epidermalni membranu jsme nalezli, v porovnani s penetraci PAU pies plnou kizi
popsanou v piedchozi praci, vyssi hodnoty parametru Flux a niz§i hodnoty parametru Lag time.
Penetrace PAU pfes epidermalni membranu vykazovala také niZsi stupen variability dat, coz
snizovalo interindividualni variabilitu vysledk. Z téchto poznatki vyplyva, Ze pouziti

epidermalni membrany by mohlo zpiesiiovat jak odhad vnitini davky PAU po dermalni



expozici, tak 1 odhad souvisejiciho zdravotniho rizika v ramci konzervativniho expozi¢niho
scénafe. Experimenty s epidermalni membranou jsou vSak Casové a zejména experimentalné
naro¢né. Dosud nebyly stanoveny hodnoty objektivnich parametri integrity epidermalni
membrany, analogické k parametrim integrity plné nebo dermatomované ktize (TEWL a TER)
a integrita epidermalni membrany je posuzovana pouze vizualné. Toto hodnoceni neni zcela
spolehlivé a poSkozeni membrany byva zjisténo az v pribéhu pokusu nebo pii analyze
receptorové tekutiny. Uvedena negativa pfispivaji k financni narocnosti testovani, ztratdm

vzorkll a v neposledni fad¢ i k nartstu rozdild hodnot dat, ziskanych na riiznych pracovistich.

Pro ucely naplnéni druhého cile disertacni prace (odhadii miry genotoxicity vybrané
nebezpecnosti) jsem na Ustavu hygieny a preventivniho lékafstvi zavedla test genotoxicity
,»cytokinesis-block® mikronukleus test (CBMN) a jeho funk¢nost jsem ovéfila na vzorcich

periferni lymfocytl osob vystavenych kombinované terapeutické expozici PAU a UVB zéfeni.

Vysledky CBMN byly porovnavany s vysledky testu chromozomalnich aberaci (CAT), ktery
je natstavu dlouhodobé vyuzivan. Oba testy vykazaly srovnatelné vysledky a citlivost v detekci
poskozeni DNA. Kombinaci téchto dvou testli detekce poskozeni DNA povazujeme za velmi
vhodnou pro testovani smiSenych skupin s riznymi kufdckymi nadvyky po environmentalni
i pracovni expozici PAU. Za vhodné povazujeme vyjadfovat vysledky obou testii ve formée
poctu bunek se sledovanou zménou na celkovy pocet skorovanych bunék (pocet dvoujadernych
bun¢k s mikrojddrem na 1 000 dvoujadernych buné€k, pocet aberovanych bunék na

100 metafazickych bun¢k).

Pomoci obou testi (CBMN a CAT), provedenych na vzorcich krve pacientll s psoridzou
lé€enych GT (klinickd dermalni aplikace farmaceutického dehtu/PAU a UV zafeni), jsme
zjistili vyznamnou miru genotoxické nebezpecnosti/rizika kombinace 4% farmaceutického

dehtu a uzkopasmového UVB 311 nm zafeni.

Pomoci testu CAT jsme sledovali miru genotoxické nebezpecnosti/rizika n€kolika variant GT
genotoxické nebezpecnosti narlstala s rostouci koncentraci farmaceutického dehtu v masti a pii
4% koncentraci pravdépodobné dosahla svého maxima. Miru genotoxické nebezpecnosti/rizika
terapie ovliviiovalo 1 UV zéfeni, kde jsme prokazali vyssi genotoxickou nebezpecnost/riziko
pfi pouziti uzkopasmového UVB 311 nm zafi¢e. Na zakladé naSich vysledkid jsme vyslovili
domnénku, Ze PAU maji nejen klastogenni, ale i aneugenni potencial pro poskozovani DNA.

U sledované terapie se ziejme uplatiuje 1 synergicky ucinek kombinované expozice PAU a UV

9



zéateni na poskozeni DNA. Vzhledem k poméru rizika a benefitu se zda byt nejvhodnéjsi pouziti

4% ¢1 5% FD a Sirokopasmového UV zéfice.
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Summary

Polycyclic aromatic hydrocarbons represent a health-related group of substances commonly
found in the living and working environment. Dermal form of exposure can make a very
significant contribution to the overall burden on the body, and some authors estimate its
proportion in severe exposures to almost half of the total absorbed dose of PAH. Contrary to
this, dermal PAH exposure has so far received relatively little attention, and therefore we
currently have only a limited amount of toxicological data on the rate and intensity of these
substances to the systemic circulation, which could be used to estimate the levels of associated

health risks.

A specific form of dermal exposures to polycyclic aromatic hydrocarbons is the treatment of
some skin diseases (such as psoriasis) in which preparations with a higher content are used. An
example can be the clinically very effective Goeckerman's therapy of psoriasis, which includes
dermal administration of pharmaceutical coal tar containing polycyclic aromatic hydrocarbons.
So far, the assessment of the level of health risks arising from the use of polycyclic aromatic
hydrocarbons in Goeckerman's therapy has not yet shown a satisfactory level of consistency.

Some authors confirm the increased risk, some consider it low to negligible.

The aim of this dissertation thesis was to contribute to the broadening of knowledge in both of
the above-mentioned areas of research concerning estimation of the rate of transmission
(velocity and intensity) of selected polycyclic aromatic hydrocarbons through the skin (trans-
epidermal absorption) in experimental in vitro exposure and estimates of genotoxicity (selected
hazards/risks), related to clinical dermal application of pharmaceutical tar (containing
polycyclic aromatic hydrocarbons) in Goeckerman's therapy in psoriatic patients. The

genotoxic effect was chosen because of its extremely high level of hazard.

For testing in vitro dermal penetration, the OECD recommends two models, full skin and
epidermal membrane. In the presented text I present the results of an in vifro trans-epidermal
penetration experiment, which fulfills the first objective of the dissertation. When penetrating
selected PAHs through the epidermal membrane, we found higher Flux values and lower Lag
time values compared to PAH penetration through the full skin described in the previous work.
Penetration of PAHs through the epidermal membrane also showed a lower degree of data
variability, which reduced inter-individual variability of results. These findings suggest that the
use of the epidermal membrane could refine both the estimate of the internal dose of PAH after

dermal exposure and the estimate of the related health risk within a conservative exposure

11



scenario. However, experiments with the epidermal membrane are time-consuming and
especially experimentally demanding. So far, the objective integrity parameters of the
epidermal membrane, analogous to the integrity parameters of full or dermatomic skin (TEWL
and TER), have not been determined and the integrity of the epidermal membrane is only
assessed visually. This assessment is not entirely reliable and membrane damage is only
detected during the course of the experiment or in the analysis of the receptor fluid. The
aforementioned negatives contribute to the financial cost of testing, the loss of samples and,

last but not least, the increase in the differences in data values obtained at different sites.

For the purpose of fulfilling the second objective of the dissertation thesis (estimates of the
genotoxicity of the selected hazard), I introduced the cytokinesis-block micronucleus test
(CBMN) at the Institute of Hygiene and Preventive Medicine and verified its functionality on
samples of peripheral lymphocytes exposed to combined therapeutic PAH exposure and UVB

radiation.

The CBMN results were compared with the results of the chromosomal aberration test (CAT),
which is used at the Institute for a long time. Both tests showed comparable results and
sensitivity in DNA damage detection. We consider the combination of these two DNA damage
detection tests to be very suitable for testing mixed groups with different smoking habits after
environmental and occupational exposure to PAHs. We consider it appropriate to express the
results of both tests in the form of cell counts with a change in the total number of scored cells
(number of binucleated cells with micronucleus per 1,000 binuclear cells, number of aberrant

cells per 100 metaphase cells).

Using both tests (CBMN and CAT) performed in the blood of patients with psoriasis treated
with GT (clinical dermal application of pharmaceutical tar/PAH and UV light), we found a
significant level of genotoxic hazard/risk combination of 4% pharmaceutical tar and

narrowband UVB 311 nm radiation.

Using the CAT test, we monitored the genotoxic hazard/risk levels of several GT variants (3%,
4% and 5% pharmaceutical tar in combination with two whole body emitters). The genotoxic
hazard rate increased with increasing concentrations of pharmaceutical tar in ointment and
probably reached its peak at 4% concentration. The degree of genotoxic hazard/therapy risk
was also affected by UV radiation, where we demonstrated a higher genotoxic hazard/risk when
using narrowband UVB 311 nm emitters. Based on our results, we believe that PAHs have not

only clastogenic but also aneugenic potential for DNA damage. A synergistic effect of

12



combined exposure of PAHs and UV radiation to DNA damage appears to be observed in the
therapy under study. Due to the risk-benefit ratio, the use of 4% or 5% FD and broadband UV

emitter seems best.
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1 Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU)

1.1 Charakteristika PAU

PAU ptedstavuji velkou skupinu latek, které se nachazeji v ovzdusi, vodé, puad¢, tabakovém
koufi, potravinidch a farmaceutickych produktech, urcenych k dermalnim aplikacim (IARC
2010). V cistém stavu jsou PAU pevné organické slouceniny (bezbarvé, bilé ¢i svétle zluté
barvy) a mezi jejich typické charakteristiky patii vysoky bod varu a tani, nizky tlak par a velmi
Spatna rozpustnost ve vod¢. Tlak par a rozpustnost PAU ve vodé klesaji se zvySujici se
molekulovou hmotnosti a poctem benzenovych jader. Naproti tomu se s rostouci molekulovou
hmotnosti zvySuje jejich odolnost vici oxidaci a redukci. PAU jsou dobfe rozpustné
v organickych rozpoustédlech a v tucich (nebezpe¢i kumulace v organismu). Z dalSich
fyzikalné-chemickych vlastnosti PAU nutno zminit citlivost na svétlo, tepelnou rezistenci,
vodivost a schopnost absorbovat UV zéieni (Abdel-Shafy a Mansour 2016; Kim et al. 2013;
WHO 2010).

Terminologie PAU neni zcela konzistentni. Jako PAU byvaji oznaCovany latky skladajici se
pouze z atomu vodiku a uhliku, které¢ obsahuji dvé a vice benzenovych jader, usporadanych
linearné (napft. anthracen), do klastru (napt. pyren) ¢i do thlu (napf. dibenz(a,h)anthracen)
(obrazek 1) (Abdel-Shafy a Mansour 2016). Dle International Agency for Research on Cancer
(TARC (2010) vSak neni mezi PAU tazen naftalen, ktery ma dvé benzenova jadra, a za nejmensi
PAU je povazovan az acenaften. Naftalen je také nékdy oznaCovan jako bicyklicky aromaticky
uhlovodik. PAU obsahujici maximalné¢ Sest benzenovych jader byvaji nckterymi autory
oznacovany jako ,,malé“ PAU, nad Sest benzenovych jader pak jako ,,velké*“ PAU. VétSina
veédeckych praci byla dosud provedena na ,,malych® PAU (Rengarajan et al. 2015). Kim et al.
(2013) rozd€luji PAU na skupinu latek s nizkou molekulovou hmotnosti (maximalné se ¢tyimi
benzenovymi jadry) a na skupinu s vysokou molekulovou hmotnosti (vice nez Ctyii benzenova

jadra).
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Linearni uspoiadani Usporadani do klastru Uhlové usporadani

(Anthracen) (Pyren) (dibenz(a,h)anthracen)

Obr. 1 Usporadani benzenovych jader v molekulach PAU

1.2 Expozice PAU ze Zivotniho a pracovniho prostredi

Hlavnim zdrojem expozice osob ze Zivotniho a pracovniho prostiedi je spalovani materiala
organického charakteru (Kim et al. 2013). PAU se téméf vzdy vyskytuji ve smésich.
Kvalitativni 1 kvantitativni slozeni smési je ovlivilovdno typem spalovaného materialu
a podminkami, za kterych ke spalovani dochazi (Abdel-Shafy a Mansour 2016; Btaszczyk a
MielZyﬁska—Svach 2017; Kim et al. 2013; WHO 2010).

PAU pyrogenniho ptivodu vznikaji pfi vyssich teplotach (zhruba nad 350 °C) za omezeného
piistupu kysliku. Jedna se naptiklad o destruktivni destilaci uhli na koks a kamenouhelny dehet
a nedokonalé spalovani pohonnych hmot, dfeva ¢i topnych oleji. Vysoké koncentrace
pyrogennich PAU jsou detekovany v méstskych oblastech. PAU petrogenniho ptivodu vznikaji
béhem maturace ropy. Tyto PAU jsou v prostiedi Siroce rozsifené diky transportu, skladovani
a pouzivani ropy a ropnych produkti. PAU biologického piivodu jsou syntetizovany nékterymi
rostlinami ¢i bakteriemi a vznikaji také pifi degradaci rostlinné biomasy (Abdel-Shafy a

Mansour 2016).

Z jiného pohledu lze PAU rozdélit na PAU ptirodniho a antropogenniho piivodu. PAU
pfirodniho plivodu se objevuji pfi poZarech lest, vulkanické Cinnosti, syntéze bakteriemi
a fasami, pii rozkladu rostlinné biomasy, pfi erozi sedimentarnich hornin obsahujicich ropné
uhlovodiky ¢i jako ropné zbytky. PAU antropogenniho plivodu vznikaji pfi nedokonalém
hofeni ve spalovnach a primyslovych technologiich a jsou obsaZeny v automobilovych
a leteckych emisich. Zavaznymi zdroji PAU jsou rovnéz lokalni topenisté, tabakovy kout, tinik
ropnych produktt, splaskovy kal a dehtovy a kreosotovy odpad (Abdel-Shaty a Mansour 2016;
Dat a Chang 2017).
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V ovzdusi se PAU mohou vyskytovat v pevném a plynném skupenstvi. Kong et al. (2010)
uvadi, ze az 90 % vSech PAU v pevném skupenstvi byva zachyceno na ¢asticich PM» 5 (pevné
Castice s prumérem zrna menSim nez 2,5 um). Na povrchu pevnych ¢astic adsorbuji ve velké
mife PAU s niz§im tlakem par a vyssi molekulovou hmotnosti (5 az 6 benzenovymi jadry),
zatimco PAU s vyssim tlakem par a nizs§i molekulovou hmotnosti (2 az 3 benzenovymi jadry)
se vyskytuji prevazné v plynné fazi ovzdus$i. Z hlediska zdravotni nebezpecnosti jsou

vyznamnéjSi PAU adsorbované na povrchu jemnych castic (Dat a Chang 2017).

Pro pracovné neexponované osoby jsou hlavnimi expozi¢nimi zdroji kontaminované ovzdusi
(vCetné tabakového kouie), kontaminované potraviny a kontaminovana voda. Expozice maji

formu inhala¢ni a peroralni (Bansal a Kim 2015; IARC 2010; Kim et al. 2013).

Kontaminace venkovniho ovzdu$i PAU je vys$8i v zimnich mésicich, v obdobi $patnych
rozptylovych podminek a v lokalitach s vyssi koncentraci priimyslu a dopravy (Albuquerque et
al. 2016). V ovzdusi interiéri byvaji nalézany niz$i koncentrace PAU nez v ovzdusi
venkovnim. Hlavnim zdrojem kontaminace zde byva lokalni vytapéni, tabakovy kouft (aktivni

i pasivni inhalace) a ptiprava pokrmid WHO (2010).

Obsah PAU v potravinovych substratech je ovliviiovan absorpci PAU plodinami a Zivocichy
z vody, ovzdu$i a piidy a na zplisobu pfipravy pokrmu, kde nejrizikovéjsimi formami jsou
uzeni, grilovani, peceni a smazZeni (Bansal a Kim 2015; Ciecierska a Obiedzinski 2013).
Kontaminace pitné vody PAU zavisi na mife kontaminace surové vody, na lokalité a na Grovni
vodarenskych technologii. Obecné 1ze ocekavat vyssi trovenl kontaminace surové vody v

lokalitach s vySsi koncentraci primyslu a dopravy (WHO (2010).

V pracovnim prostedi dominuji expozice PAU inhala¢ni a dermalni. Derméalni forma expozice
muze ptredstavovat velmi vyznamny piispévek k celkové zaté€zi organismu a nékteti autofi
odhaduji (u vyznamnych primyslovych expozic) jeji podil az na polovinu z celkové
absorbované davky PAU (Blaszczyk a Mielzynska-Svach 2017). Vysoké Girovné expozice
doprovazeji tézbu a spalovani fosilnich paliv (dilni ¢innost, koksarny, slévarny), zpracovani
ropy, spalovani ropnych produkti a pouzivani materiald obsahujicich PAU v rliznych
odvétvich primyslu (vystavba silnic, gumarenstvi, vyroba hliniku, tiskafstvi, pokryvacstvi,
kovoprimysl, impregnace dfeva a prace na Zeleznici ¢i letiStich (IARC 2012; Moustafa et al.
2015; Ramesh et al. 2011; Wagner et al. 2015). IARC (2010) udéva jako hlavni zdroj pracovni
expozice PAU vyrobu a pouzivani kamenouhelného dehtu a produktli z néj ziskanych. IARC

(2012) zatazuje pracovni expozice PAU spojené se zplyniovanim uhli, destilaci uhelného dehtu,
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pouzivanim dehtovych materiala jako stiesSni krytiny ¢i povrchu vozovky, vyrobou koksu ¢i
oceli, ¢iSténim komint a s vyrobou hliniku mezi ¢innosti skupiny 1, tedy mezi ¢innosti prikazné
karcinogenni pro clovéka. VSechny uvedené ¢innosti jsou dle IARC (2012) spojeny se
zvysenym vyskytem karcinomu plic, vyroba hliniku je navic spojena i s karcinomem mocového

méchyte. Odborna literatura udava téz vyssi vyskyt nddort kiize (Alicandro et al. 2016).

PAU nasly své uplatnéni 1 v medicinskych aplikacich. V dermatologii se pozivaji dehty ze
suché destilace uhli, dieva ¢i bfidlic, jiz déle nez 2 000 let. Prvni popsal pouziti dfevéného dehtu
k 1é¢ebnym ucelim Hippokrates, ale bézn¢ se v dermatologii zaCaly pouzivat az koncem

19. stoleti, zasluhou videnského profesora Kaposiho (Ditrichovéa 2014).

V roce 1925 byla Williamem H. Goeckermanem (Mayo Clinic, USA) poprvé popsana metoda
1é¢by psoriazy, zahrnujici kombinaci topické aplikace farmaceutického kamenouhelného dehtu
s vysokym obsahem PAU v mastovém zdkladu a UV zafeni (Goeckerman 1925).
Goeckermanova terapie je pouzivana téméf sto let a zlistava jednou z nejucinnéjsich moznosti

terapie psoridzy (Gupta et al. 2013).

Kamenouhelny dehet je velmi slozitou smési obsahujici tisice slozek. Klasifikovano bylo
prozatim asi okolo Ctyf set latek (Sekhon et al. 2017). SloZeni dehtu vyznamné ovliviiuje sloZeni
vychozi suroviny a teplota destilace (Chalupova et al. 2007). Pti vysSich teplotach destilace
(1000 az 1 300 °C) vznika vyznamné vice PAU, neZ pfi teplotach nizSich (Moustafa et al.
2015). Vysoké zastoupeni maji v dehtu PAU, v mens$i mife jsou pfitomny kyslikaté, dusikaté

a sirné latky a v malé mife alifatické uhlovodiky (Chalupova et al. 2007).

Kamenouhelny dehet ma antiinflamatorni, antimikrobidlni, antipruriginézni a cytostatické
ucinky (Moustafa et al. 2015). Kamenouhelny dehet je pouZivan k 1é€bé chronické stacionarni
psoridzy, atopické a seboroické dermatitidy, neurodermatitidy a chronické dermatomykozy
(Ditrichova 2014). Pouzivan je rovnéZ k terapii pustulosis palmoplantaris, prurigo simplex
(Roelofzen et al. 2007), prurigo nodularis (Sorenson et al. 2015) a uremického pruritu

(Nakamura et al. 2016).

Souhrnné 1ze konstatovat, ze nejcastéjsi expozicni cestou pro vstup PAU do organismu je
inhalace, nicmén¢ vyznamné mohou byt i absorpce peroralni a dermalni. V Zivotnim prostiedi
pievazuji expozice inhalacni (kontaminované ovzdusi) a peroralni (kontaminované potraviny
a kontaminovana pitnd voda), v pracovnim prostiedi pak kombinace expozice inhalacni

a dermalni.
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1.3 Distribuce, metabolismus a eliminace PAU

V systémové cirkulaci jsou PAU transportovany ve vazbé na lipoproteiny (Btaszczyk a
Mielzynska-Svach 2017). Distribuce je rychla a béhem nékolika hodin jsou tyto latky
detekovatelné ve vétSin€ télnich tkdni. Vzhledem k vysoké mite lipofility pronikaji PAU
pomérné snadno biologickymi membranami vcéetné placenty (WHO 2010) a nachazeji se
1 v matefském mléce (Pulkrabova et al. 2016). Ke kumulaci PAU dochézi v tukové tkéani
a v organech s vysSim obsahem lipidi a lipoproteinti. VysSi koncentrace PAU a jejich

metabolitl byly nalezeny také v gastrointestinalnim traktu (WHO 2010).

Vétsina PAU podléha v organismu dvoufazovému metabolismu (Btaszczyk a Mielzynska-
Svach 2017). Nejvétsi metabolickd kapacita je lokalizovana v jatrech, nasleduji plice,
intestinalni mukoza, kiize a ledviny (WHO 2010). Ur¢ity stupeit metabolické aktivity se nachazi
1 v krevnich bunkach (Moustafa et al. 2015), vCetné T-lymfocytl (Bellamri et al. 2016),

nadledvinach, varlatech a $titné zlaze (Jang et al. 2018).

Prvni metabolické faze PAU se zucastiuji oxidacni, redukéni a hydrolytické enzymy. Touto
cestou vznikaji primarni metabolity. Ve druhé metabolické fazi dochazi na molekuldch
primarnich metabolitl k adici endogennich polarnich skupin a vznikaji metabolity sekundarni,
které maji polarni charakter a z organismu se snadno vylucuji moci a stolici (Blaszczyk a

Mielzynska-Svach 2017).

Klicové enzymy prvni metabolické faze PAU, ktera hraje zasadni roli pfi vzniku nebezpecnych
reaktivnich intermediatli, patii do skupiny enzymil vazanych na cytochrom P450 (CYP).
Klasickou ukazkou vzniku velmi nebezpecného reaktivniho meziproduktu je metabolismus
benzo[a]pyrenu (BaP). Tato latka je transformovana za ptitomnosti CYP 1A1 nejprve na BaP-
7,8-epoxid, ze kterého za ptitomnosti epoxidhydrolazy vznikd BaP-7,8-dihydrodiol. Z n¢ho
v dal$im oxida¢nim kroku (CYP 1A1) vznikd BaP-7,8-diol-9,10-epoxid (BPDE) (obrazek 2)
(Moorthy et al. 2015). Piedpoklada se, ze vétSina PAU s vy$si molekulovou hmotnosti, s
vyjimkami jako je napiiklad benzo[b]fluorathen, bude metabolizovana obdobnym zptisobem

(WHO 2010).
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Obr. 2 Metabolismus BaP (pievzato z Moorthy et al. (2015))

Vedle diol-epoxidii dochazi v metabolickém schématu BaP jesté k tvorbé radikalovych kationtd

(obrazek 3) (Blaszczyk a Mielzynska-Svach 2017) a o-chinond. (obrazek 4) (Moorthy et al.

2015).

Radikalovy kation

Obr. 3 Tvorba radikalovych kationl (pfevzato z Yu et al. (2006))
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Obr. 4 Tvorba orto-chinonti (pfevzato z Kasala et al. (2015))

Jak bylo uvedeno vyse, klicové enzymy prvni metabolicke faze PAU patii do skupiny enzymu
vazanych na cytochrom P450 (CYP). Jedna se zejména o CYP 1A1, CYP 1A2 a CYP 1B1.
Geneticky polymorfismus ovliviiuje miru exprese CYP a tim i1 charakter metabolismu a Giroven
toxicity ptitomnych PAU (WHO 2010). Uppstad et al. (2011) uvadéji, Ze v plicni tkdni Zen se
nachazi vyznamné vyssi aktivita CYP 1A1 (a vyznamné vyssi hladiny BPDE-DNA-adduktt)

v porovnani s muzi. V ptipadé CYP 1B1 tento rozdil pozorovan nebyl.

Pti indukci exprese uvedenych enzymi hraje vyznamnou roli aryl hydrokarbonovy receptor
(AhR), ktery je zp&tnovazebné ovliviiovan piitomnosti PAU (Blaszczyk a Mielzynska-Svach
2017; Brinkmann et al. 2013). AhR se nachazi témef ve vSech télnich tkanich. Jeho nejvyssi
zastoupeni lze nalézt v jatrech, tukové tkani a bronchidlnich epitelovych bunkach. Aktivace
receptoru vede k fad¢ reakci, jako je naptiklad tvorba DNA-adduktii (cestou aktivace CYP 1A 1
a CYP 1B1), tumorigeneze, indukce zanétu, bunécna proliferace ¢i ztrata bunécné adheze (Tsay

et al. 2013).
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S ohledem na skutec¢nost, ze pii inhalacni a dermdlni cest¢ vstupu PAU do organismu je
obchazena prvni detoxikacni zona v jatrech, mohou mit takto pfijaté PAU vyrazngjsi toxické

ucinky nez PAU pftijaté cestou oralni (WHO 2010).

Druhé faze metabolismu PAU piedstavuje prakticky vzdy redukci toxicity metaboliti faze
prvni. Findlné vznikaji polarni derivaty PAU snizkou toxicitou, které jsou snaze
exkretovatelné. Druhou metabolickou fazi katalyzuji glutathion-S-transferaza, UDP-
glukuronosyltransferaza, sulfotransferdza, NADP(H)-chinon oxidoreduktdza-1 a aldo-keto
reduktaza. Neékteré z téchto enzymt mohou byt indukovany pritomnosti PAU, ovSem indukce

neni tak silné jako v piipadé¢ CYP (WHO 2010).

1.4 Metabolismus PAU v kuzi

Henkler et al. (2012) uvadégji, ze v lidské kuzi je dostate¢na metabolicka kapacita pro tvorbu
mutagennich metabolitd, a proto i zde dochdzi k tvorbé PAU-DNA-adduktd a proteinovych
(napf. keratinovych) PAU-addukti. Nékteré zdroje uvadéji, ze exprese CYP 1A1, 1B1 a dalSich
transkriptd je v kizi (epidermis, dermis a adnexa) dokonce vyssi nez v jatrech. Naproti tomu
exprese CYP 1A2 je velmi nizka (Oesch et al. 2014). Nejvyssi aktivita CYP 1A1 a 1A2 je
v keratinocytech epidermis. Aktivita CYP 1Al je nejvysSsi v bazédlni a suprabazalni vrstveé
keratinocytli, zatimco CYP 1B1 vykazuje naopak nejvys$i aktivitu v keratinocytech
(mimo bazalni vrstvu) (Oesch et al. 2014). CYP 1BI1 je vysoce exprimovan v epidermis
i v dermis (Wiegand et al. 2014). Diky tomuto poméru miizeme ptedpokladat, ze v kizi budou

aktivni metabolity PAU (reaktivni intermediaty) rychle vznikat s pomalejsi detoxikaci.

Keratinocyty v plné lidské kizi ,.ex vivo“, komer¢né dostupny 3D model kize 1 kultura
primarnich lidskych keratinocyti jsou schopné obdobné metabolizovat BaP. Zda se, Ze
keratinocyty predstavuji hlavni typ koZnich bungk, které se podileji na genotoxickém pisobeni
dermdlni expozice PAU (Brinkmann et al. 2013). Experimenty na myS$ich naznacuji, Ze
v metabolismu a genotoxickém piisobeni PAU v kiizi mohou svou roli hrat 1 Langerhansovy
bunky a dendritické buiiky ktize (Modi et al. 2012). K expresi CYP 1A1 a 1B1 dochazi rovnéz
ve fibroblastech a melanocytech. Monocyty exprimuji CYP 1B1, méné pak CYP 1A1 (Oesch
et al. 2014).

Kamenouhelny dehet indukoval ve vzorcich lidské kiize expresi CYP 1A1, 1A2 a 1B1. Ve
vzorcich psoriatickych 1ézi exponovanych dehtu byla exprese téchto enzymu nizsi. Expresi
CYP 1Bl v lidskych keratinocytech je schopno indukovat t¢z UVB zateni (UVB) (Oesch et al.
2014).
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Okrajove nutno zminit, ze krom¢ enzymu z rodiny CYP se v klizi (epidermis, dermis a adnexa)
nachazeji i dal$i enzymy prvni fdze metabolismu $kodlivin, jako jsou alkohol dehydrogenazy,
aldehyd dehydrogenazy, flavin-dependentni monooxygenazy, epoxid hydroldzy, esterdzy
a amidazy. Jejich specificka aktivita ovS§em dosahuje méné nez 10 % celkové jaterni aktivity.
Z enzymu druhé faze jsou v kuzi lokalizované glukuronosyltransferaza, glutathion S-

transferaza, acetyltransferaza, sulfotransferaza a methyltransferaza (Oesch et al. 2007).

PAU jsou zorganismu vylucovany ve formé smési ptivodnich latek a jejich metabolitd.
Nejcastéji se jednd o monohydroxylované a dihydroxylované PAU, které¢ jsou vyluCovany ve
formé glukuronidu a sulfati (Motorykin et al. 2015; WHO 2010). Hlavnimi exkre¢nimi cestami
jsou stolice a mo¢. PAU s vy$si molekulovou hmotnosti jsou vylu€ovany pievazné stolici, PAU
s niz§i molekulovou hmotnosti moc¢i (Campo et al. 2016). Vétsinu béznych PAU lze povazovat

za latky se stfednim biologickym polocasem, faddové v desitkach hodin (Jang et al. 2018).

1.5 Akutni a¢inky PAU
Akutni u¢inky PAU zavisi primarné na mife jejich toxicity a dale na formé, trvani a intenzité
expozice (Rengarajan et al. 2015). Uginky expozice jsou modifikovany aktualnim zdravotnim

stavem exponované osoby, jejim vékem a pohlavim (Kim et al. 2013).

Akutni expozice PAU se vyskytuji zfidka a vyvolavaji podrazdéni o¢i, pokozky (az zanétlivé
kozni zmény) a respiraniho traktu, nauzeu, zvraceni, prijem a ptipadné i zmatenost (Kim et
al. 2013; Rengarajan et al. 2015). Smési PAU vykazuji fototoxické ucinky (ktze, oci), které se
objevuji pii expozici v oblasti UVA zafeni a v oblasti nizkych vinovych délek viditelného svétla

(340-430 nm) (Roelofzen et al. 2007; WHO 2010).

Benzo[a]pyren, anthracen a naftalen jsou povazovany za pfimé kozni iritanty, anthracen
a benzo[a]pyren plsobi také jako kozni senzitizatory, které zvysSuji senzitivitu kize pro
nasledujici expozici koznimu iritantu (Kim et al. 2013; Moustafa et al. 2015). Smési PAU
vykazuji hypersenzitivni G€inky na kizi vedouci k alergickym reakcim. Mezi dalsi popsané
akutni U€inky (pfi opakované expozici) patii folikulitida ¢i dehtové akné (acne picea), atrofie

epidermis a hyperpigmentace (Moustafa et al. 2015; Vohradnikova 2010).

1.6 Chronické ucinky PAU

Literarni zdroje uvadéji, Ze PAU mohou pii chronické expozici indukovat vznik a rozvoj
nadorovych onemocnéni plic (Hong et al. 2016), trachey (Pauk et al. 2013) a laryngu (Wagner
et al. 2015), moCového méchyte (Bosetti et al. 2007), ledvin (Daniel et al. 2011), ktize (Yu et
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al. 2006), zaludku (Liao et al. 2014), kolorekta (Sinha et al. 2005), pankreatu (Anderson et al.
2005) a prsu (White et al. 2016).

Velmi vyznamnymi chronickymi G¢inky PAU jsou G¢inky genotoxické. Protoze na tyto G€inky
byla zaméfena predkladana disertaéni prace, byla jim vénovana podrobngj$i samostatna

kapitola (viz dale).

Expozice PAU vykazuje imunomodulac¢ni ucinky a je schopna alterovat vyvoj imunitniho
systému in utero. Imunotoxické ucinky vyzaduji metabolickou pfeménu PAU v bunkach na
diol-epoxidy a chinony, které nasledn¢ ovliviiuji bunéCnou signalizaci lymfoidnich
a nelymfoidnich bunék (IARC 2012). Nejvyznamnéjsi imunomodulaé¢ni/imunosupresivni
ucinky byly pozorovany u benzo[a]pyrenu, 7,12-dimethylbenz[a]anthracenu, 3-

methylcholanthrenu a dibenzo[d,e,f,p]chrysenu (Gao a Burchiel 2014).

Gao et al. (2014) zjistili vyznamné zvysené séroveé hladiny IgG a IgA imunoglobulinii u skupiny
pracovnikl koksaren. Borska et al. (2006) popsali vyznamny pokles hladin IgM, IgE, o2-
makroglobulinu a B2-mikroglobulinu po terapeutické dermdlni expozici farmaceutickému
dehtu. Hew et al. (2015) pozorovali signifikantni asociaci mezi expozici déti PAU a zvysSenou
methylaci genového lokusu pro ,.forkhead box protein 3%, coz vedlo k dysfunkci Treg
lymfocytl a zvySeni plasmatického IgE. S rostouci expozici PAU doslo téZ ke zvySeni hladin
interferonu IFN-y a k poklesu hladin interleukinu IL-10. Autofi tak ptredpokladaji souvislost
mezi mnozstvim PAU v ovzdusi a narGstem prevalence alergickych onemocnéni v détské

populaci.

Autorsky kolektiv Dai et al. (2018) nalezli sniZené hladiny koncentraci makrofagového
zangtlivého proteinu MIP-1B, IL-8 a monocytového chemotaktického proteinu MCP-1 po
pracovni expozici osob dieselovym vyfukovym plyntim. Vzhledem k tomu, Ze tyto chemokiny
hraji dutlezitou roli v zapojeni imunokompetentnich bun¢k v protinddorové imunité, lze
predpokladat 1 moznou potenciaci karcinogenniho plsobeni PAU imunotoxickym

mechanismem.

Expozice PAU podporuje rovnéz vznik a rozvoj nenddorovych plicnich onemocnéni a astmatu
(Karimi et al. 2015; Pauk et al. 2013). PAU akceleruji tvorbu aterosklerotickych plati
(Marinkovi¢ et al. 2013). P#i expozici BaP nad 273 ng/m? (ve srovnani s expozici do 68 ng/m?)
bylo zaznamendno témét dvojndsobné vyssi riziko umrti v disledku ischemické choroby

srdecni (Burstyn et al. 2005). Expozice ptispiva téz ke vzniku metabolického syndromu, rozvoji

23



inzulinové rezistence a insuficience B-bunc¢k Langerhansovych ostrivkl (Hu et al. 2015). PAU
vykazuji hepatotoxické a nefrotoxické ucinky a pfispivaji ke vzniku katarakty (Rengarajan et

al. 2015).

Bylo prokazano, ze expozice PAU narusSuje spermiogenezi (Han et al. 2011) a mé negativni
vliv na rust a vyvoj plodu (Polanska et al. 2014). Byla popsana souvislost mezi pracovni
expozici matek a vyskytem gastroschizy u novorozencu (Lupo et al. 2012). Pti vysokych
koncentracich PAU v placenté bylo popsano riziko vzniku defektu neurdlni trubice, riziko

vzniku anencefalie a spiny bifidy (Ren et al. 2011).

Literatura uvadi vyskyt neurotoxickych ucinki PAU béhem prenatdlniho a cCasného
postnatalniho vyvoje (Perera et al. 2014) a v dospélosti (Patri et al. 2009). Vysoka prenatalni
expozice PAU je spojovana s niz§im IQ a kognitivnimi problémy u déti ve véku péti (Edwards

et al. 2010) a sedmi let (Jedrychowski et al. 2015).

Byla popsana davkova zavislost zmén v ¢ervené krevni fad¢ na rozsahu expozice PAU (Wang
et al. 2015). Nicméné¢, u pracovnikti exponovanych dlouhodobé PAU nebyl prokazan zvyseny
vyskyt Hodgkinova lymfomu, non-Hodgkinova lymfomu, leukémie ¢i mnohocetného myelomu

(Alicandro et al. 2016).

PAU mohou vykazovat estrogenni i antiestrogenni aktivitu. Zda konkrétni PAU bude
vykazovat estrogenni ¢i antiestrogenni aktivitu zavisi na pfisluSnych vazebnych receptorech.
Napftiklad ERP receptor vykazuje estrogenni aktivitu, zatimco receptor ERa vykazuje aktivitu

antiestrogenni (Zhang et al. 2016).

Loreto et al. (2007) popsali zmény morfologie klize po chronické dermalni expozici silni¢nich
délniki PAU. Na exponovanych koznich kompartmentech bylo zjiSténo zten€eni epidermis
(zejména redukce stratum spinosum), oplosténi dermalnich papil, morfologicka heterogenita,
hyperchromie cytoplasmy a ztrata intercelularnich spoji bunék stratum basale, svrasténi bunck,
naruseni vyzravani bun€k ve stratum spinosum a granulosum a odd¢leni stratum corneum od
stratum lucidum. Autofi déle zjistili vysSi expresi bax proteinu a niz8i expresi bcl-2 proteinu ve

stratum basale sv&d¢ici o aktivaci apoptozy.

Expozice PAU rovnéZz urychluje proces starnuti klize, pravdépodobné cestou indukce
oxida¢niho stresu (Borska et al. 2016). Stenehjem et al. (2017) popisuji asociaci mezi dermalni
expozici PAU a koZznimi melanomy a nemelanomovymi nadory lokalizovanymi na hornich

konletindch. Autofi se domnivaji, ze soubéZzna expozice UV zafeni muze potencovat
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karcinogenni UCinky dermalni expozice PAU. Mezindrodni agentura pro vyzkum rakoviny
povazuje za prokazanou souvislost mezi dermalni expozici PAU a nemelanomovymi koznimi

nadory (IARC 2012; IARC 2018).

1.7 Dermalni expozice PAU a odhad miry dermalni penetrace PAU

Wu et al. (2016) uvadi, ze respiratnim traktem dospé€lého ¢lovéka projde béhem 24 hodin
piiblizné 36 m* vzduchu, zatimco kize (celkova plocha se u dospélého ¢lovéka pohybuje mezi
1,5 az 2,3 m?) miize za stejnou dobu piijit do styku zhruba s 260 m® vzduchu. Nékteré studie
piisuzuji dermalni expozici stejny nebo dokonce i vys$S$i vyznam v porovnani s expozici
inhala¢ni. Napiiklad VanRooij et al. (1993) uvadéji, ze témét 75 % z celkové absorbované
davky pyrenu mohlo byt v ptipadé koksarenskych pracovniki piijato transdermalni cestou.
Rovnéz Borak et al. (2002) predpokladaji, ze 90 az 99 % 1-hydroxypyrenu v moci u pracovnik
impregnujicich dfevo kreozotem (inhala¢ni a dermalni expozice), vzniklo z pyrenu piijatého
dermalng. K obdobnému zévéru dosli i Walter a Knecht (2007), ktefi provedli inhalacnég-
dermalni experiment na dobrovolnicich exponovanych zivicnych vyparim a aerosolu.
Z vysledkt vyplyva, ze pfiblizné¢ 50-60 % celkové absorbovaného pyrenu, chrysenu
a anthracenu bylo absorbovano kuzi. Payan et al. (2008) udavaji, ze hlavni formou vstupu
tetracyklickych a pentacyklickych aromatickych uhlovodikli z pracovniho prostfedi je forma
dermalni. Fent et al. (2014) nalezli zvySené hodnoty metaboliti PAU v moci u hasict, ktefi
béhem zasaht pouzivali dychaci ptistroje. Svlij nalez odiivodnuji dermalni expozici PAU ptes
nechranénou kizi na krku exponovanych osob. Zajimavy poznatek zaznamenali Wu et al.
(2015), kteti odhadli, Ze vlivem expozice dymim PAU pii grilovani potravin bylo za jednu
hodinu inhala¢né absorbovano 2,8 az 27 ng ekvivalentu BaP, zatimco dermalné¢ absorpce €inila

0,2 az 50 ng ekvivalentu BaP.

Pokud neni kontaminovand kiize po ukonceni expozice dostatecné ocisténa, absorpce PAU
pokracuje. Na dlouhodobéjsi kontaminaci povrchu kiize se miize podilet i znecistény odév (Wu
et al. 2016). Je pravdépodobné, Ze perkutanni absorbce PAU je zvySovana i ,,wash-in* efektem,
ktery v diisledku hydratace strata cornea usnadituje prostup PAU ze strata cornea do hlubsich

vrstev kiize (Chan et al. 2013; Zhu et al. 2016).

Rada latek se pii dermdlni expozici vaZe na proteiny a lipidy strata cornea a vytvafi tak
rezervoar, ze kterého jsou tyto latky pak néasledné uvoliiovany do systémové cirkulace (Hafeez

et al. 2016). Payan et al. (2008) uvad¢ji, ze tento rezervoar vytvaieji 1 PAU.
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Zékladnimi vrstvami kiZe jsou epidermis, dermis a hypodermis (Horky a Cech 2011).
Epidermélni membrana je tvofena vSemi vrstvami epidermis, tedy Ctyfmi az péti vrstvami:
stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum a stratum corneum
(Horky a Cech 2011). Svrchni vrstva epidermis (stratum corneum) je bohata na lipidy a jeji
hmotu tvoii pfedev§im ceramidy (45-50 %) a latky s cholesterolovou strukturou (ptiblizné
25 %). Dal8imi slozkami jsou volné mastné kyseliny (10-15 %) a ostatni lipidy, z nichz

vyznamnou roli hraji zejména cholesterol-sulfat (Madison 2003).

Ostatni vrstvy epidermis jsou tvofeny vodnym prostfedim s enzymatickou aktivitou (Oesch et
al. 2014). S ohledem na lipofilni charakter PAU Ize ptfedpoklédat, ze v epidermis budou tyto
latky intenzivnéji prostupovat ve vrstveé strata cornea. Ve vodném prostfedi ostatnich vrstev
epidermis lze (v disledku lipofility PAU) ocekavat prostup pomalejsi. Dulezitym faktem je
skutecnost, ze ve vodném prostiedi epidermis dochazi k biotransformaci PAU, pfi které vznikaji
reaktivni intermedidty a volné radikédly (bioaktivace), které mohou dale reagovat s

makromolekularnimi slozkami tkéni organismu (proteiny, DNA a RNA).

Na hranici mezi epidermis a dermis se nachazi subpapilarni arteridlni a vendzni pleten.
V situaci, kdy je tato pleteni dilatovand, pronikaji molekuly PAU a jejich metaboliti pies cévni
stény do systémové cirkulace a dale do télnich tkéni (Cross a Roberts 2008). Zde pokracuje
jejich biotransformace, vcetné pochodu bioaktivacnich (Nishifuji a Yoon 2013). V piipadech,
kdy je subpapilarni pletent ve vazokonstrikci, prochazeji PAU a jejich metabolity pfes dermis
az do oblasti podkoZni cévni pletené a teprve zde vstupuji do systémové cirkulace (Cross a

Roberts 2008; Jang et al. 2018).

Z uvedené¢ho strucného ptehledu vyplyva, ze pro odhad mnozstvi PAU, které transdermalné
proniklo do systémové cirkulace (a nasledn€ do tkani) je vyznamnym udajem odhad mnoZstvi
(PAU), které prostoupilo epidermis a dosahlo hranice mezi epidermis a dermis (primérni
kontakt se subpapilarni arteridlni a vendzni pleteni). VéEtSina experimentli popisovanych v
odborné literatufe je vSak zalozena na testovani miry penetrace latek pifes plnou kizi,
prezentovanou komplexem epidermis, dermis a hypodermis (dosaZeni systémové cirkulace az
v oblasti podkozni cévni pleten¢€). Je ziejmé, Ze testovaci model s plnou kiizi predstavuje, v
porovndni s modelem samotné epidermis, vyrazné¢ silng€jsi bariéru, kterd zpomaluje rychlost

a intenzitu prostupu PAU do systémové cirkulace (Frasch et al. 2007; Kotingova et al. 2012).

Tloustka lidské plné kiize se pohybuje v zavislosti na lokalizaci mezi 0,4 az 4 mm, zatimco

tloust’ka lidské epidermis se pohybuje mezi 75 az 150 um. Tloust'ka epidermis praseciho boltce

26



se pohybuje mezi 60 a 85 um (pramér 72 um) (Jacobi et al. 2007). Na tloustku pIné kize ma
vliv 1 presnost jeji preparace od pod ni lezicich struktur. V ptipadé pouziti epidermalni

membrany je vliv preparace pomérné dobie potlacen.

V experimentech in vitro je mira a rychlost penetrace latek ptes kozni bariéru vyjadiovana
veli¢inami Flux a Lag time. Flux pfedstavuje mnozstvi latky, které projde pfes jednotkovou
plochu kozni bariéry za jednotku ¢asu (nmol/cm?/hod), Lag time je doba za kterou se testovana
latka objevi v receptorové tekuting (latka prosla pres kozni bariéru a dosahla oblasti cirkulace)

(Forster et al. 2009).

Z pohledu odhadu zdravotnich rizik dermalni expozice PAU, zaloZzeného na odhadu mnozstvi
PAU, kter¢ transdermalné pronikne do systémové cirkulace (vnitini davka), mohou data
zjisténd na modelu plné klize Groven rizika podhodnocovat a zvySovat tak stupen nejistoty
odhadu. Pro ucely konzervativniho odhadu zdravotniho rizika, pracujiciho s nejvySe moznym,
ale jesté¢ redlnym expozicnim scénéaiem, by tedy mél mit vyS$i vypovédni hodnotu udaj
o mnozstvi PAU, které v redlném casovém horizontu muize dosahnout primarni hranice

systémové cirkulace (subpapilarni arteridlni a ven6zni pleten€) na rozhrani epidermis a dermis.

V odborné literatufe lze nalézt jen velmi omezené mnozstvi udaji o mife a rychlosti
transdermalni penetrace PAU. Piispét k diskusi k této problematice bylo jednim z cila

predkladané disertacni prace.

1.8 Genotoxicita PAU

PoSkozeni genetické informace (DNA) bunék, hraje diileZitou roli v procesu karcinogenity
a muze byt jednou z forem projevu toxicity obecné (Kim et al. 2013). Vzrustajici poSkozeni
DNA lze vidét v lidské populaci exponované znecisténému ovzdusi, radiaci a pesticidiim.
Mnoho studii popsalo vzrustajici poSkozeni DNA v krevnich bunkach pracovniki
exponovanych organickym latkdm, vyfukovym plynlim, azbestu, mineralnim vlakniim, koviim

a pesticidim (Collins et al. 2014).

Poskozeni DNA, vedouci k tvorbé dvoufetézcovych zlomil, mlze vznikat pfimou interakci
daného faktoru s vldknem DNA (ionizujici zafeni) nebo nepiimo (UVC zéfeni, alkylaéni latky)
nebo v disledku poruch enzymatickych reparacnich procesti. Béhem téchto procestt miize

dochazet i ke konverzi jednotetézcovych zlomil na dvoutetézcové (Natarajan a Palitti 2008).

Alkyla¢ni latky zplsobuji Castéji vznik aberaci v heterochromatinovych regionech, pti¢emz

alkylace mize probihat na bazich ¢i fosfatu v molekule DNA. Kromé alkylace mlze byt
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poskozeni DNA zptsobeno 1 inhibitory syntézy deoxyribonukleotidli (naptiklad cytosin
arabinosidem), denaturaci ¢i degradaci DNA (naptiklad aktinomycinem D), tvorbou labilni

DNA a inkorporaci cizorodych molekul (naptiklad PAU) (Natarajan 2002).

V zavislosti na ptsobicim inzultu se uplatiiuji rtizné cesty reparace DNA, jako je naptiklad:
(1) excizni oprava nukleotidli ¢i bazi (nucleotide excision repair NER, base excision repair
BER), (2) nehomologni spojovani koncii (non-homologous end joining NHEJ) ¢i (3) homologni
rekombinacni oprava (homologous recombination repair HRR). Majoritni cesty reparace
dvouretézcovych zlomi DNA v savéich bunikach zahrnuji NHEJ a HRR. V ptipad¢ reparace
poskozeni DNA po expozici PAU (napiiklad atak BPDE a tvorba odpovidajicich addukti) se

vvvvvv

hlavni repara¢ni mechanismus (Natarajan a Palitti 2008).

Obecné Ize genotoxicke latky rozdélit do dvou hlavnich skupin: na klastogeny, které zptisobuji
zlomy chromozomil, a na aneugeny, které ovliviiuji déleni bun¢k a délici vieténka a vedou

k aneuploidii (Luzhna et al. 2013).

Klastogeny podle potteby probéhnuti S faze bunééného cyklu Ize rozd¢€lit na S-independentni,
které ke vzniku chromozomalnich zloml nepottebuji S fazi (ionizujici zéfeni, bleomycin) a S-
dependentni, po jejichZ plsobeni se zlomy objevuji az behem nasledujiciho déleni po

probéhnuti S faze (UVC zéfeni, alkylacni latky, PAU) (Natarajan a Palitti 2008).

Mutace v genech, které se podileji na reparaci DNA ¢i tumor supresorovych genech, predstavuji
hlavni pfi¢inu hereditarnich 1 sporadickych nddorovych onemocnéni. Osudem buiky
s chromozomalni abnormalitou je (v zavislosti na zavaznosti poSkozeni) smrt nebo méné

pravdépodobné maligni transformace (Venkatesan et al. 2015).

Genotoxicita Uzce souvisi s procesem karcinogeneze. Vyzkum genotoxicity/karcinogenity
PAU zacal v tticatych letech 20. stoleti, kdy Cook et al. (1933) uspesné izolovali benzo[a]pyren
(BaP) z kamenouhelného dehtu a demonstrovali, ze sdm indukuje nadory po opakované
aplikaci na kizi mysi. V Sedesatych letech Brookes a Lawley (1964) popsali vztah mezi
interakci karcinogennich PAU s DNA. V sedmdesatych letech pak Baird a Brookes (1973)
izolovali uspésné PAU-DNA-addukty po enzymatické digesci DNA izolované z mysi

exponovanych tritiem zna¢enym PAU.

Pro karcinogenni potencial PAU je nezbytna jejich metabolicka transformace (Flesher a Lehner

2016). S rostouci molekulovou hmotnosti PAU klesa jejich akutni toxicita a roste karcinogenni
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potencial, jehoz uroven je vyznamné zavisla na struktufe molekuly (Kim et al. 2013). Bylo
zjisténo (obrazek 5), ze PAU s regionem zatoky, PAU s regionem fjordu a PAU s regionem
stericky branéné zatoky jsou latky s velmi silnym karcinogennim potencidlem (Baird et al.

2005).

Geometricky tvar PAU ovlivituje distribuci povrchového néboje a tim 1 reaktivitu dané
molekuly. Molekuly s regionem fjordu nejsou plandrni a preferencné se vazi na adeninové
nukleotidy, zatimco molekuly sregionem zatoky jsou planarni a vazi se na guaninové
nukleotidy. Neplanarni molekuly PAU maji niz8i uroven metabolické transformace, coz snizuje

jejich schopnost vazby na DNA a tvorby DNA-addukti (Blaszczyk a Mielzynska-Svach 2017).

Region stericky

* Region fjordu

o AT
seokes o lSS

N

K-region CH, K-region

7 2-dimethyk .
Benzofafpyren Dibenzofa,lfpyren

benzfajanthracen

Obr. 5 Struktury typu zatoka, stericky branéna zatoka a fjord v molekule PAU (pievzato z
Baird et al. (2005))

Mezi PAU s prokazanym (skupina 1), pravdépodobnym (skupina 2A) ¢i moZznym (skupina 2B)
karcinogennim potencialem pro ¢loveka jsou dle IARC fazeny benzo[a]pyren (1) (IARC 2012),
dibenz[a,h]anthracen (2A), dibenzo[a,l]pyren (2A), cyklopenta[cd]pyren (2A) (IARC 2010),
naftalen (2B) (IARC 2002), benz[a]anthracen (2B), benzo[b]fluoranthen (2B),
benzol[j]fluoranthen (2B), benzo[k]fluoranthen (2B), benzo[c]phenanthren (2B), chrysen (2B),
dibenzo[a,h]pyren (2B), dibenzo[a,i]pyren (2B), indeno[1,2,3-c.d]pyren (2B), 7H-
dibenzo[c,g]karbazol (2B), 5-methylchrysen (2B) a benz[j]laceanthrylen (2B) (IARC 2010;
IARC 2018). PAU mohou byt kompletnimi karcinogeny, ale i iniciatory ¢i promotory nadorti
(Baird et al. 2005).
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Schopnost latek vazat se na DNA bud’ piimo, nebo po metabolické aktivaci je povazovana za
diikaz jejich mutagenniho/karcinogenniho potencialu (Blaszczyk a Mielzynska-Svach 2017).
Predevsim diol-epoxidy PAU jsou schopné vazat se kovalentn¢ na atomy dusiku v molekule
guaninu (mén¢ pak adeninu a cytosinu) za vzniku cis i trans stabilnich DNA-addukti

(obrazek 6) (Blaszczyk a Mielzynska-Svach 2017; WHO 2010).

Tvorba DNA adduktu 0 O
v, O

¢ ()
T S s

BaP-7,8-diol-9,10-epoxid BPDE-DNA addukt
Obr. 6 Vazba BPDE na DNA (ptevzato z Moorthy et al. (2015))

Tvorba DNA-addukti ptedstavuje premutaéni zménu. VEtSina adduktd je rozpoznana
a odstranéna repara¢nim systémem. Neodstranéné addukty pfedstavuji iniciaci bodové mutace
(obvykle substituce ¢i delece), kterd mize byt prvnim krokem v rozvoji nadoru v disledku
aktivace pro-onkogenu (napiiklad KRAS onkogen) ¢i inaktivace tumor-supresorovych genti
(naptiklad p53 tumor supresorovy gen) (Blaszczyk a Mielzynska-Svach 2017; Moorthy et al.
2015).

Ptitomnost DNA-adduktii blokuje replikaci (blokace polymerdz) a redukuje reparaci DNA.
Chyby v replikaci a reparaci DNA mohou vést ke vzniku mutace, kterd se po bunééném déleni
muze fixovat (Chakravarti et al. 2008). Obecn¢ se udava, ze redukce v mnozstvi DNA-addukta
vede k redukeci rizika rakoviny (Flesher a Lehner 2016).

Pti aplikaci PAU ve smési muze dochazet k additivnimu, synergistickému nebo
antagonistickému pisobeni (Btaszczyk a Mielzynska-Svach 2017). WHO (2010) uvadi, Ze
dochazi spiSe ke snizeni tvorby DNA-addukt a také toxicity na zdkladé antagonistickych
ucinkl jednotlivych PAU obsazenych ve smési a tim ke sniZeni karcinogenniho i toxického

potencialu. Vysledny efekt vyznamné zavisi na slozeni smési a na zastoupeni jednotlivych
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PAU. Je ovSem ziejmé, Ze predikce vysledného ucinku smési PAU na zéklade vysledka pokust

s jednotlivymi PAU ma omezenou spolehlivost (WHO 2010).

V experimentech byl prokazan karcinogenni u¢inek PAU po dermdlnim, peroralnim,
intraperitonedlnim, intramamildrnim a inhalacnim podédni, ovSem misto vzniku tumoru
neodpovidalo vzdy mistu aplikace. Napiiklad po aplikaci PAU na kiizi byl popsén nalez nejen

koznich papilomt a karcinomt, ale i nadort jater (WHO 2010).

PAU s nizkym genotoxickym potencidlem pravdépodobné plisobi jako promotory ve vyvoji
nadort negenotoxickym mechanismem. Napf. fluoranthen se ukazal byt silnym inhibitorem
gap-junction intercelularni inhibice, ¢imz umoziuje buiikam uniknout ze suprese riistu a piisobi

jako promotor bunécné proliferace (Blaha et al. 2002).

Na zéakladé fady epidemiologickych studii WHO (2010) uvadi, Ze expozice BaP nad 1 ng/m?
indukuje fragmentaci DNA. Genotoxické uc¢inky BaP jsou zavislé na davce a se zvySujici se
inhala¢ni expozici BaP se zvySuje mnozstvi DNA-adduktii (Poirier 2016). Hladinu specifickych
DNA-addukti lze pouzit nejen jako bioukazatel biologicky efektivni davky, ale i jako
biomarker u¢inku (Blaszczyk a Mielzynska-Svach 2017). Guo et al. (2014) uvadgji, ze zeny

jsou za stejnych expozi¢nich podminek citlivéjsi ke genotoxickym ucinkim PAU.

2 Testovani genotoxicity

Pro testovani genotoxicity se v humannich studiich pouziva nej€astéji periferni krev. Tu lze
odebrat jako zilni krev, ¢i ji ziskat z vpichu do btiska prstu jako kapilarni krev. VyuZziva se bud’
plné krev, nebo frakce leukocytl izolovana centrifugaci pomoci hustotniho gradientu. PouZiti
lymfocytl je velmi vyhodné v rdmci biomonitoringu osob, protoze Zivotnost lymfocyti je tii
az Sest mésicl a cirkuluji skrze vSechny tkané téla (Villarini et al. 2012). Jini autofi uvadéji
dobu Zivota lymfocytl v pfipad€ nativnich jeden az osm let a pamétovych jeden aZ dvanact
mésict (Farber et al. 2014). Nékteré subtypy napt. CD8"CD45RA"CCR7 CD28 Temra mohou
zit v primeéru 1 9762 dni (tedy vice nez 26 let) (Ladell et al. 2008). Lymfocytt je v lidském téle
asi 500*10° ale pouze pfiblizné 2 % z tohoto poctu se nachazeji v periferni krvi. Neustale viak
dochazi k cirkulaci lymfocyti mezi krvi a lymfoidnimi organy, coz je velmi dulezité pfi
hodnoceni expozice genotoxickym agens in vivo, kdy mohou byt lymfocyty poSkozeny
v kterékoli ¢asti téla a nasledné zachyceny a analyzovéany pii odbéru periferni krve. Bé€zné se
lymfocyty nachézi v krvi v Gy fazi a nedé€li se. Proto je k déleni lymfocytl potieba stimulace

mitogenem. B a T lymfocyty Ize stimulovat k mitéze ,,pokeweed mitogenem®, T lymfocyty
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fytohemaglutininem ¢i konkanavalinem A (Johannes a Obe 2013). V kulturach perifernich
lymfocytl 1ze provadét testy detekujici poskozeni DNA. Mezi nejcastéji pouzivané testy patii
test chromozomalnich aberaci, mikronukleus test, kometovy test a test vymény sesterskych

chromatid (Johannes a Obe 2013).

Omezeni vypovédnosti testli hodnoticich genotoxicky potencial predstavuji fenomény
adaptivni odpovédi a chromozomalni nestability, které se objevuji jak v podminkach in vitro,
tak i v podminkach in vivo (Natarajan 2002). Adaptivni odpovéd’ je charakterizovana jako stav,
kdy dlouhodoba expozice prokazatelné¢ genotoxickému faktoru neni spojena s vyraznym
narastem poskozeni DNA. In vivo mechanismus adaptivni odpovédi popsali napiiklad
Rossnerova et al. (2017), ktefi pozorovali obdobné hladiny poskozeni DNA u osob trvale

ey

zijicich v siln¢ znecisténém prostifedi (Ostravsko) v porovnani s osobami zijicimi v bézné
zneCisténém prostiedi (Praha). Premisténi osoby zijici v bézné znecisténém prostfedi do
prostiedi silné zneciSténého mélo za nasledek vyznamny nartst poskozeni DNA. Obdobné
technologie zpracovani uranu MAPE Mydlovary, ve srovndni s neexponovanou populaci
(Rossnerova et al. 2016). Autofi predpokladaji, ze na adaptivni odpovédi se podileji

epigenetické mechanismy (naptiklad methylace DNA), které se mohou vyvijet jiz béhem

prenatalniho obdobi (Rossnerova et al. 2017).

Chromozomalni nestabilita je definovana jako pietrvavani numerické anebo strukturalni
chromozomalni abnormality v buiikdch. Potencidlni mechanismy vedouci ke vzniku
chromozomalni (genomové) nestability zahrnuji: (1) chybovou ¢i neefektivni reparaci DNA,
(2) defekty segregace chromozomu, (3) poruchy déliciho vieténka, (4) DNA replikacni stres
a(5) zkraceni ¢i dysfunkce telomer. Napiiklad poSkozeni telomerickych regioni DNA
zpisobené UV zéafenim ¢i oxidacnim stresem je refrakterni vici reparaci (Venkatesan et al.

2015).

V ptedkladané disertacni praci byl pro testovani genotoxického potencidlu dermalni expozice
PAU pouzit mikronukleus test (MNT) a test chromosomalnich aberaci (CAT). Jejich detailni

charakteristiky jsou uvedeny v kapitolach Metodika a Diskuse.

2.1 Mikronukleus test

MNT je povazovan za univerzalni test, ktery lze pouzit pfi biomonitoringu osob s pouzitim

ruznych cilovych bunék, jako jsou lymfocyty, fibroblasty, epitelialni buiiky (naptiklad bukalni,

nasalni ¢i urinalni) (Mateuca et al. 2012; Sabharwal et al. 2015). Mezi jeho vyhody patii
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rychlost, moznost automatizace a statisticka vypovédni hodnota (Mateuca et al. 2006).
Automatizace metody umoznuje analyzu velkého poctu bunék a odstranuje chyby
subjektivniho hodnoceni. Na druhou stranu vSak automatické systémy vyzaduji rozsahlou
validaci, nez mohou byt pln¢ vyuzity v lidskych biomonitorovacich studiich (Mateuca et al.

2012).

Hodnoceni mikrojader (MN) ve dvoujadernych buiikach (DJB) pomoci ,,cytokinesis-block*
mikronukleus test (CBMN) ptedstavuje lepsi indikator zlomt vidken DNA (a dal$iho poskozeni
DNA), které se kumuluje v lymfocytech béhem Gy faze v podminkéch in vivo, ve srovnani
s hodnocenim MN v jednojadernych bunikach. Zatimco hodnoceni MN v jednojadernych
buitkach poskytuje informaci o nestabilit¢ genomu kumulované po mnoho let v kmenovych
bunikdch a cirkulujicich lymfocytech, hodnoceni MN v DJB informuje o 1ézich, které se
hromadily v butice od posledni replikace in vivo (Kirsch-Volders a Fenech 2001).

CBMN test provadény na perifernich lymfocytech se stal nejlepSim a preferovanym
biomarkerovym testem pro hodnoceni poskozeni lidské DNA in vivo (Fenech a Bonassi 2011;
Speit et al. 2011) 1 proto, Ze skorovani probiha na bunkach, které¢ prod¢€laly prave jednu mitézu
po stimulaci mitogenem (Mateuca et al. 2012). CBMN je pouZivan i v ramci genotoxického
screeningu novych latek, materialt a postupti v biologii, medicin€ a nanotechnologiich (Luzhna
et al. 2013). Pfedstavuje tak nejlépe validovanou a nejcastéji pouzivanou metodu pro hodnoceni
MN v lidskych bunikach nejen v rdmci in vitro a in vivo genotoxickych studii, ale 1 pfi hodnoceni
vlivu véku, pohlavi, environmentalni expozice genotoxickym latkam, vlivu vyZivy a faktort
zivotniho stylu (Fenech a Bonassi 2011). K jeho Sirokému rozsifeni pfispéla také relativné nizka
cena, jednoduchost provedeni 1 hodnoceni a v zdkladni verzi také mozZnost nefluorescen¢niho

barveni (Rossnerova et al. 2016).

Zvyseni zékladni frekvence MN v perifernich lymfocytech bylo vftadé studii (vcetné
International Human Micronucleus — HUMN Project) identifikovano jako prediktivni
biomarker rizika rakoviny (Bonassi et al. 2011; Maffei et al. 2014; Nelson et al. 2017). Tvorba
mikrojader ma vyznamné diisledky pro plasticitu genti nadorovych bun¢k (Sabharwal et al.
2015). Prave indukce genomické nestability piedstavuje klicovy prvek Casné karcinogeneze,
protoze diky zvySené proliferacni kapacité usnadiiuje progresi poskozenych bun€k na bunky
nadorové (Zhang et al. 2015). Odborna literatura rovnéz uvadi, ze pocet MN v nddorovych

buiikach 1ze vyuZit 1 jako marker radiosenzitivity nadort (Huang et al. 2011). Néktefi autofi
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nalezli souvislost mezi hladinou MN a vyskytem kardiovaskularnich chorob (Federici et al.

2008; Murgia et al. 2007).

Vyhodou mikronukleus testu (ve srovnani s jinymi testy detekujicimi poskozeni DNA) je:
(1) CBMN umoznuje hodnotit jakoukoli populaci bun¢k bez ohledu na karyotyp, (2) kone¢ny
bod je jednoduse identifikovatelny (dvoujadernd buiika), coz poskytuje pomérné piesna data,
(3) odpoved muze byt zjistovana po delsi dobé, (4) je mozné detekovat i latky, které poSkozuji
mikrotubuly dé€liciho vieténka (aneugenni latky) a (5) bazalni frekvence MN je obvykle stabilni
(Hayashi 2016). Dalsi vyhodou CBMN je i relativné dlouhé pietrvavani poskozeni DNA
a simultanni detekci vice molekularnich udalosti, které vedou k poSkozeni chromozom a jejich
nestabilité. Naptiklad u testu y-H2AX mizi ,,focusy* z hlavnich jader zhruba béhem Sesti hodin
po iradiaci y-zafenim, zatimco MN pfetrvavaji vice nez dvacet ¢tyfi hodin (Crasta et al. 2012).
Vyhodu CBMN testu s pouzitim lymfocyti od exponované populace predstavuje dlouha
zivotnost n€kterych lymfocytii umoziujici kumulaci DNA 1ézi a jejich neschopnost se za
béZnych okolnosti délit (Speit et al. 2011). Mezi nevyhody testu patii vyskyt pseudo-mikrojader
(Hayashi 2016) a dale moznost ¢aste¢né reparace in vivo vzniklého DNA poskozeni béhem ex-
vivo kultivace pted transformaci v MN. Muze tedy dochazet k redukci mnozstvi MN b&hem ex-

vivo kultivace (Speit et al. 2011).

Kromé detekce samotnych MN je mozné béhem CBMN detekovat i dalsi jevy jako jsou
chromatinové miustky a jaderné pupeny. Literarni zdroje uvadeji, Ze zvySeni formace
chromatinovych mustki mizZe byt zplsobeno napiiklad expozici endogennim oxidantim
(Umegaki a Fenech 2000), PAU (Duan et al. 2009), karcinogenlim v cigaretovém kouti (El-
Zein et al. 2008), 1onizujicimu zafeni (Fenech 2010), oxidu vanadi¢nému (Ehrlich et al. 2008)

a objevuji se také pii deficitech selenu (Wu et al. 2009) ¢i folatu (Fenech a Crott 2002).

Duan et al. (2009) uvadé&ji, Ze chromatinové mustky a jaderné pupeny v lymfocytech periferni
krve mohou byt pouzity jako indikatory poskozeni DNA v populaci exponované PAU. Zhang
et al. (2015) popsali asociaci mezi vyskytem MN, chromatinovych mitstkt a jadernych pupenti

v perifernich lymfocytech a rizikem vzniku nadorového onemocnéni.

2.2 Test chromosomalnich aberaci

CAT se pouziva jako biomarker expozice a U¢inku pfi hodnoceni mozného genotoxického
pusobeni riznych latek v pracovnim 1 environmentalnim prostiedi jak u skupin, tak

1u jednotlivcl. Zejména u smesi riznorodych latek je vyhodou nespecificnost CAT, kdy pocet
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chromozomalnich aberaci (CA) odrazi i interakce smési xenobiotik s DNA bunék a je tak

jedinym dikazem pfitomnosti a i¢inku xenobiotik pfi dlouhodobéjsi expozici (AHEM 2007).

Sram et al. (2004) uvadi, ze CAT provedeny na perifernich lymfocytech odrazi expozici
klastogennim agens zpétn€ za dobu tii az Sesti mesict. CAT lze pouZit i pro ovéfeni spravného
stanoveni piipustnych pracovnich expozi¢nich limiti (PEL) (Sram et al. 2004). CA mohou
pomoci predikovat prognézu onemocnéni ¢i starnuti organismu, pokud jsou zkombinovany s
dal$imi molekularnimi ¢i fyziologickymi parametry (Venkatesan et al. 2015). Mateuca et al.
(2012) ptedpoklada, ze vyssi frekvence strukturalnich CA muze slouzit pro predikci zvySené¢ho
rizika naddorovych onemocnéni, bez ohledu na to, co je pfi¢inou tohoto nartstu. Rovnéz
Vodenkova et al. (2015) pfedpokladaji, ze CA mohou slouzit jako ukazatel rizika vzniku
arozvoje nadorového onemocnéni. Detekce CA (zejména u dicentrickych chromozomi)
v perifernich lymfocytech se celosvétoveé uspésné pouziva i k odhadu absorbované davky pfti

radiacnich nehodach. Nejuspésnéjsi je pii davkach mezi 0,5 az 1,5 Gy (Natarajan 2002).

Pti skupinovém hodnoceni (minimalné 10 osob) je primérna hladina aberovanych bunék do
2 % povazovana za spontanni frekvenci. Hodnoty mezi 2 a 4 % indikuji zvySenou expozici
genotoxickym faktorim a pfi nalezu nad 4 % aberovanych bun€k miZeme mluvit o vysoké
expozici genotoxickym faktoriim, ktera pro vnimavého jedince predstavuje zvysené riziko

vzniku malignich onemocnéni ¢i teratogennich ucinkl pro jeho potomky (AHEM 2007).

Pfi individualnim hodnoceni svéd¢i opakované piekracovani 5% hladiny aberovanych bunék
o vysoké expozici genotoxickym faktoriim nebo o zvySené vnimavosti jedince vlivem
genetického polymorfismu, o sniZzené kapacité repara¢nich mechanismii nebo o poruse aktivity
imunitniho syst¢ému (AHEM 2007). ZvySeny vyskyt polyploidii a dal$ich forem aneuploidii tak
nemusi byt nutné spjat pouze s genotoxickym pusobenim vnéjSiho faktoru (Registre a

Proudlock 2016).

CAT je metoda relativné levna, ale naro¢na na ¢as a zkusenosti hodnotitele. Pfi hodnoceni CAT
se uplatiiuje i subjektivni komponenta hodnotitele, kdy i zkuSeni hodnotitelé se lisi v
interpretaci stejné metafazické bunky (Registre a Proudlock 2016). CAT neni vhodna pro
detekci numerickych aberaci ve smyslu aneuploidii, kde se mlze jednat o arteficidlni ztratu
chromozomu/t v diisledku zpracovani. Proto 1ze standardni verzi CAT pouZit pouze pro detekci
polyploidii (Registre a Proudlock 2016). RovnéZ pfi standardnim provedeni nelze detekovat
balancované translokace (Clare 2012). Dosud se nepodatilo vytvofit metodu automatického

hodnoceni. Je mozné pouze semiautomatické hodnoceni pomoci vyhledavace metafazickych
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bun¢k. Moznou nevyhodou je také omezena specificita testu, kdy CAT neni schopen odlisit

ucinky jednotlivych typti mutagenti (Mateuca et al. 2012).

3 Psoriaza a mozZnosti jeji 1é¢by

Psoriaza je chronické neinfekéni relabujici a remitujici imunitné zprostredkované zanétlivé
onemocnéni, které postihuje 0,5 az 11,4 % dospélého obyvatelstva zapadnich zemi bez
predilekce pohlavi (Michalek et al. 2017; Parisi et al. 2013). Psoridza se nevyskytuje
u Eskymékti a domorodych indidnskych kmena ve Stiedni a Jizni Americe (Drlik 2015).
V Ceské republice bylo v roce 2015 celkem 95 797 osob trpicich psoriazou (48 257 muzi
a 47 540 zen) (Narodni zdravotnicky informacni systém - ambulantni péce 2016) avsak klinici

odhaduji na 200 tisic pacientd (Drlik 2015).

Onemocnéni postihuje kazi, nehty a klouby (Michalek et al. 2017) a je spojeno s fadou
komorbidit (kardiovaskularni onemocnéni, diabetes mellitus, metabolicky syndrom, non-
alkoholicka steatohepatitida, nespecifick¢ stfevni zdnéty, nddorovd onemocnéni, deprese
auzkost) (Ni a Chiu 2014). Obdobné jako diabetu se i prvni ptiznaky psoridzy nejCastéji
objevuji u osob ve véku 16 az 22 let a 57 az 60 let. U prvni skupiny je pozorovana asociace
s Human Leukocyte Antigen (HLA; zejména HLA-Cw6), zatimco u druhé skupiny nikoli
(Drlik 2015). Conrad a Gilliet (2018) uvadi, ze az 90 % pacientl prvni skupiny je HLA-Cw6

pozitivnich.

V patogenezi stabilni plakovité formy se uplatiiuje produkce tumor nekrotizujiciho faktoru
(TNF) a interleukinu IL-23 aktivovanymi koznimi dendritickymi buiikkami, coz nésledné
aktivuje Thi7 a Tc17 lymfocyty. Aktivované T-lymfocyty proliferuji a migruji do epidermis, kde
rozpoznaji epidermdlni autoantigeny, jako je keratin 7, antimikrobidlni peptid LLs37
exprimovany keratinocyty a melanocytarni antigen ADAMTSLs, coZ ma za nasledek expresi
IL-17 a IL-22. Cytokiny produkované Thi7 lymfocyty pak indukuji hyperproliferaci epidermis
a aktivaci keratinocytll produkujicich chemokiny a antimikrobialni peptidy, které se podileji na
udrzeni zanétlivého procesu (Conrad a Gilliet 2018). Vysledkem uvedeného procesu je
hyperkeratdza a parakeratoza, které klinicky vedou k tvorbé ostfe ohrani¢enych, kulatych ¢i
ovalnych, suchych, Cervenych a vyvySenych plaka, pokrytych v ptipadé stabilni plakovité
formy sttibfit¢ bilymi Supinami (Chandra et al. 2015). Intenzitu a rozsah onemocnéni lze

hodnotit na zdklad€ indexu PASI (Psoriasis Area and Severity Index, rozsah 0-72), BSA (Body
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Surface Area, rozsah 0—-100%) ¢i DLQI (Dermatology Life Quality index, rozsah 0—30) (Drlik
2015).

V 1é¢bé psoriazy se v prvnim kroku uplatituje topickd 1écba a fototerapie. Byvaji pouzivany
dehtové ptipravky (s vysokym obsahem PAU), dithranol, steroidy, analogy vitamind D a A,

lokalni imunomodulatory a excimerovy laser (308 nm) (Drlik 2015; Obstova 2016).

Levnou, osvéd¢enou a vysoce uc¢innou metodou 1écby je Goeckermanova terapie (GT), ktera
kombinuje topickou aplikaci farmaceutického dehtu s expozici UVA a UVB zafeni. Problémem
jsou mozné vedlejsi ucinky 1é¢by, ke kterym patii zejména ucinky genotoxické a imunotoxickeé.
Za tyto ucinky jsou zodpovédné jak PAU, tak i UV zafeni. Jak bylo uvedeno v kapitole
o genotoxicité PAU, velky pocet PAU patii dle IARC do skupiny 2A (pravdépodobné lidské
karcinogeny), benzo[a]pyren dokonce do skupiny 1 (prokdzané lidské karcinogeny (IARC
2010; TARC 2018). Rovnéz UV zéfeni bylo dle IARC zatazeno do skupiny 1 (IARC 2018).
Zavery odborné literatury o mife rizika genotoxickych ucinki vysoce uc¢inné GT zatim nejsou
jednotné. Nekteré studie toto riziko potvrzuji, jiné jej povazuji za akceptovatelné. Prispét

k diskusi k této problematice bylo jednim z cilti predkladané diserta¢ni prace.

V praxi se také osvédcila fototerapie izkopdsmovym UVB zéati€¢em (UVB 311 nm) navozujici
delsi remisi nez Sirokopasmovy UVB zafeni a majici méné nezaddoucich ucinkt (Drlik 2015).
Tuto terapii lze kombinovat s topickou aplikaci dehtu, cignolinu, ichtamolu, analogt vitaminu

D ¢i etretinatu, ptipadné i se solnou koupeli (balneofototerapie) (Drlik 2015; Obstova 2016).

V jinych ptipadech lze pouzit fotochemoterapii s topickym ¢i systémovym podani
fotosenzibilizatoru psoralenu a UVA zafeni (PUVA), kterou lze kombinovat s dithranolem,
etretinatem, topicky steroidy ¢i calcipotriolem. V pfipadé¢ nedostatecné odpovédi je mozna
1 kombinace PUVA a UVB 311 nm ¢i methotrexatem (Drlik 2015). V sou€asné dobé se ovSem
v dasledku vedlejsich nezadoucich u¢inkd pouziti PUVA omezuje (Obstova 2016). Uinn4 je
také klimaterapie, zejména thalassoterapie (pfimoiska 1écba), kde se uplatituje kombinace
pobytu na cCistém vzduchu, slune¢niho zéfeni, zmény stravy, psychického a fyzického

odpocinku ptipadné i s koupanim v motské vode (Drlik 2015; Obstova 2016).

Systémova terapie je vyuzivana az pii selhani topické 1éCby ¢i fototerapie nebo u pacientli
s velkym rozsahem onemocnéni, psoriatickou erytrodermii, pustuléozni ¢i artropatickou
psoridzou. K systémové terapii psoridzy se pouziva methotrexat, retinoidy ¢i cyklosporin A

(Obstova 2016). Systémové podavani kortikosteroidii se vyuziva pouze u generalizované
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pustulozni psoriazy, nekontrolované erythrodermie a t€zké psoriatické arthropatie. V nasich
podminkach se spiSe vyjimecné pouzivaji fumaraty, azathioprin, mycofenoldt mofitin,

sulfasalazin, tacrolimuc a pimecrolimus (Drlik 2015).

Pfi neucinnosti €i netoleranci jinych metod 1é¢by lze aplikovat biologickou 1écbu. Pii terapii
psoridzy se vyuzivaji preparaty s ucCinkem proti TNF-a ¢i selektivné plsobici proti
interleukinim IL-12, IL-23 ¢i IL-17 (Drlik 2015). Dale se zac¢inaji vyuzivat i preparaty pusobici
proti IL-22, TL-1 ¢i IL-36 (Conrad a Gilliet 2018). Ve vsech ptipadech je ale velmi dulezita
komplexni 1é¢ba zahrnujici upravu zivotospravy, psychologické a socidlni aspekty a fyzicky

odpocinek (Obstova 2016).
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4 Cile disertacni prace

STAVAJICI STAV: Polycyklické aromatické uhlovodiky predstavuji zdravotné zavaznou
skupinu latek, které¢ se bézn¢ vyskytuji v zivotnim a pracovnim prostiedi. Dermalni forma
expozice miize predstavovat velmi vyznamny piispévek k celkové zatézi organismu a néktefi
autofi odhaduji jeji podil u zavaznych expozic az na témét polovinu z celkové absorbované
davky PAU. V rozporu s touto skutecnosti byla dermélnim expozicim PAU dosud vénovana
relativné mald pozornost, a proto v soucasnosti disponujeme jen omezenym mnoZzstvim
toxikologickych tudaji o rychlosti a intenzité prostupu téchto litek do systémové

cirkulace, jez by bylo mozné vyuzit pro odhady trovni souvisejicich zdravotnich rizik.

Specifickou formu dermalnich expozic polycyklickym aromatickym uhlovodikiim pfedstavuji
terapie nékterych koznich onemocnéni (naptiklad psoridzy), pii kterych jsou pouzivany
preparaty s jejich vy§§im obsahem. Pfikladem miiZe byt klinicky velmi u¢inna Goeckermanova
terapie psoridzy, jejiz soucasti je dermalni aplikace farmaceutického kamenouhelné¢ho dehtu,
obsahujicitho polycyklické aromatické uhlovodiky. Hodnoceni miry zdravotnich rizik,
vyplyvajicich z pouZziti polycyklickych aromatickych uhlovodiki v Goeckermanové
terapii, zatim nevykazuji uspokojivou miru konzistence. N¢&kteii autoii zvysSené riziko

potvrzuji, n¢ktefi jej povazuji za nizké az zanedbatelné.

CILE: Cilem piedklidané disertaéni prace bylo piispét k rozsifeni poznatkil v obou vyse
uvedenych oblastech badani, tykajicich se (1) odhadi miry prostupu (rychlosti a intenzity)
vybranych polycyklickych aromatickych uhlovodikia pres kuZzi (trans-epidermalni
absorpce) pfi experimentalni expozici in vitro a (2) odhadi miry genotoxicity (vybrané
nebezpecnosti/rizika), souvisejiciho s klinickou dermalni aplikaci farmaceutického dehtu
(obsahujiciho polycyklické aromatické uhlovodiky) v rdimci Goeckermanovy terapie u pacientil
s psoriazou. Genotoxicky ucinek byl vybran zdivodu jeho mimofadné vysoké Urovné

nebezpecnosti.
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5 Metody a soubor nemocnych

5.1 Testovani trans-epidermalni absorpce vybranych PAU

5.1.1 Epidermalni membrana

V experimentech byla pouzita epidermalni membrana z dorzalni strany uSniho boltce prasete
domadciho, ktera je povazovana za vhodnou nahradu lidské epidermalni membrany (Szura et al.
2014). Nesparené usni boltce byly ziskany v mistnich jatkéch a zpracovany béhem 24 hodin od
usmrceni zvifete (do laboratofe byly transportovany na ledu). Boltce byly omyty vlaznou
(tekouci) vodou a ostifihanim zbaveny viditelnych chlupii. Skalpelem a pinzetou byla na
dorzalni strané boltce odpreparovana kize od chrupavky. Z ¢asti klize bez viditelného
poskozeni (exkoriace, erytém) byly nastiihany vzorky 4x4 cm, které byly ihned na dvé minuty
ponoieny do destilované vody o teploté 61 °C (Esposito et al. 2014). Po vyjmuti z lazné byly
ze vzorkl odpreparovany epidermalni membrany o tloust’ce okolo 70 pm, zabaleny do tenké
hlinikové folie a do doby zpracovani (do 24 hodin) uskladnény pii 4 °C. Dosud nebyly
stanoveny hodnoty objektivnich parametrii integrity epidermdlni membrany, analogické
k parametrim integrity plné nebo dermatomované kaze, jako je naptiklad transepidermalni
ztrata vody (transepidermal water loss; TEWL) nebo zmény koZzniho odporu (transdermal
electrical resistance; TER), a proto bylo posouzeni zachovani integrity epidermalni membrany

pouze vizudlni.

5.1.2 Testované PAU

Pro experimenty byly vybrany naftalen (NAP), fenanthren (PHE), pyren (PYR)
a benzo[a]pyren (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Némecko). Vybér byl fizen zavaznosti a/nebo
mirou zastoupeni daného uhlovodiku v bézné se vyskytujicich smésich PAU. Na povrch vzorkl
epidermalni membrany byly PAU aplikovany ve formé piesycenych roztokli (maximalni
davky), pfipravovanych postupnym rozpousténim piislusného uhlovodiku ve dvou mililitrech
isopropyl-myristatu (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Némecko). RozpousSténi probihalo za
laboratorni teploty s pouzitim laboratorni tfepacky (1500 rpm; 2 min). Takto pfipravené
donorové roztoky byly uchovavany do doby aplikace (do 24 hod) v temnu pfi laboratorni
teploté. Bezprosttedné¢ pied aplikaci (analyzou) byly donorové roztoky odstiedény ve
sklenénych koénickych zkumavkach (650 x g; 10 min) a supernatant byl zfiltrovan skrze

teflonovy filtr o porozité 0,2 pm.
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5.1.3 [Expozi¢ni zafizeni a odbéry vzorki receptorové tekutiny

V experimentu byly pouzity 10ml vertikalni statické difuzni komurky dle Franze (obrazek 7),
vybavené¢ magnetickym michadlem (Franz 1975). Vzorky epidermélni membrany byly
vkladany do horni ¢asti komurky, zatimco spodni ¢ast komurky byla naplnéna receptorovou
tekutinou (4% albumin v PBS s ptidavkem 1 % penicilinu a streptomycinu). V experimentu byl
pouzit bovinni sérovy albumin (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Némecko), penicillin-streptomycin
(Sigma-Aldrich, Darmstadt, Némecko) a PBS pufr (Merck, Darmstadt, Némecko). Absorp¢ni
plocha vzorku epidermalni membrany byla omezena vyfezem v horni ¢asti komtrky a Cinila

1,77 cm?.

Donorova cast 4I_I Penetraéni

membrana
Receptorova cast /

Temperovana lazen

Plnici a odbérovy

/ kanal

- Michadlo

Obr. 7 Schéma vertikalni statické difizni komirky dle Franze

V souladu s pozadavky European Food and Safety Authority (EFSA) (2012) a European
Commission - Scientific Committee on Consumer Safety (SCCP) (2010) byly v jednotlivych
pokusech pouzZity epidermélni membrany od ctyf darch. Kazdy PAU byl testovan ve
vicenasobném opakovani (2-3) na Ctyfech riznych vzorcich epidermalnich membran (celkem
10 komtrek pro kazdy PAU). Pied aplikaci donorového roztoku byly komuirky s membranami

temperovany 60 min ve vodni 1dzni z diivodu zajisténi jejich hydratace a teploty 32+1 °C.

Na povrch membran bylo aplikovano 100 pl pfislusného donorového roztoku (experiment byl
provadén bez okluze). Receptorova tekutina byla v pravidelnych intervalech odebirana injekéni
stitikackou (jehla 0,8x12 cm; objem stiikacky 2 ml) pfes bocni raménko ve spodni Casti
komtrky. Pro kazdou komurku byla pouzZita nova jehla i stfikacka. Pti kazdém odbéru bylo
odebrano 0,6 ml receptorové tekutiny, ktera byla ihned zamrazena na -20 °C v tmavych

sklenénych ,,vialkach“. Odebrany objem tekutiny byl nahrazen stejnym objemem Cisté
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receptorové tekutiny. V komurkach testujicich absorpci naftalenu, fenanthrenu a pyrenu byly
odbéry provadény v ¢asech 10 min, 30 min, 1 hod, 4 hod a 24 hod od aplikace donorového
roztoku. V komurkach testujicich benzo[a]pyren byly odbéry provadény v Casech 1 hod, 4 hod,
22 hod, 26 hod a 48 hod od aplikace donorového roztoku.

5.1.4 Analyza vzorki receptorové tekutiny

Koncentrace testovanych PAU ve vzorcich receptorové tekutiny byly stanoveny
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) s fluorescen¢ni detekci. Chromatografické
analyzy byly provedeny na kapalinovém chromatografu Shimadzu (Kjoéto, Japonsko),
slozen¢ho z Cerpadla LC-20AD, opatfen¢ho Ctyicestnym nizkotlakym ventilem a vakuovym
odplyniovacem DGU-20A5, autosampleru SIL-20AC, termostatu kolon CTO-20AC,
fluorescencniho detektoru RF-20AXL a fidictho systému CBM-20A. Pro fizeni, zaznam

a vyhodnoceni dat byl pouzit software LC-solution.

Pro ptipravu vzorkl bylo pouzito odmasténé sklenéné laboratorni nadobi (pro odmasténi byl
pouzit 5% roztok hydroxidu sodného v methanolu) a 1,5ml polypropylenové zkumavky

Eppendorf PP-3810X (Eppendorf AG, Hamburk, Némecko).

Zasobni roztoky naftalenu (10 mg/25 ml), fenanthrenu (13 mg/25 ml), pyrenu (15 mg/50 ml)
a benzo[a]pyrenu (9 mg/25 ml) byly pfipraveny rozpusténim jednotlivych PAU v acetonitrilu
pro HPLC (Merck, Darmstadt, Némecko). Stabilita roztoki umoziiovala jejich pouzitelnost po
dobu jednoho tydne (skladovani pii 4 °C). Pracovni roztoky byly pfipraveny fedénim zasobnich
roztokli 50% roztokem acetonitrilu v destilované vod&. Standardy pro sestrojeni kalibra¢nich
ktivek byly pfipraveny fedénim pracovnich roztokl receptorovou tekutinou. Vzorky standarda
a kontrolni vzorky byly zpracovany a analyzovany obdobné jako dale popsané vzorky

receptoroveé tekutiny.

Odebrané vzorky receptorové tekutiny byly skladovany pfi teploté -20 °C. Pfed zpracovanim
byly temperovany na laboratorni teplotu (30 min) a nasledné¢ po dobu dvou minut tfepany
intenzitou 1500 rpm (tfepacka Benchmark, Edison, USA). Do polypropylenovych zkumavek
(1,5ml) bylo pipetovano 20 pl vzorku receptorové tekutiny a 1000 pl acetonitrilu. Obsah
zkumavky byl promichdn na laboratorni ttepacce (Heidolph, REAX Control, Némecko; 30 s)
a inkubovan 30 minut pfi laboratorni teploté. Poté byl obsah zkumavky odstfedén (Hettich,
Rotina 380, Némecko; 11 290 x g, 20 min, 22 °C) a 300 ul supernatantu bylo pfeneseno do

insertu Sroubovaci ,,vialky* s teflonovym septem.
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Pro vlastni analyzu byla pouzita kapalinova chromatografie (HPLC). PAU byly separovany na
kolon¢ Nucleodur 100-3 C18 ec, 125 x 3 mm, 3 pm (Macherey-Nagel, Diiren, Némecko) pfi
25 °C za pouziti gradientové eluce. Mobilni fazi A byla smés acetonitrilu a vody (25:75, v/v),
mobilni fazi B byl 100% acetonitril s pfidavkem koncentrované kyseliny octové (100:0,2, v/v).
Objem déavkovaného vzorku byl 10 pl, priitok mobilni faze byl 0,6 ml/min. PAU byly
monitorovany fluorescenénim detektorem, koncentrace byly uréeny z kalibraéni kiivky.

Parametry prabéhu HPLC analyz shrnuje tabulka 1.

Tab. 1 Parametry pritb¢hu HPLC analyz

Naftalen Fenanthren
A (excitace) 275 nm A (excitace) 248 nm
A (emise) 330 nm A (emise) 370 nm
0,01 min 48 % B 0,01 min 48% B
5,00 min 48 % B 5,00 min 48 % B
10,00 min 92% B 25,00 min 92% B
15,00 min 92% B 28,00 min 92 % B
15,01 min 48 % B 28,50 min 48% B
20,00 min STOP 38,00 min STOP
Pyren Benzo|a]pyren

A (excitace) 270 nm A (excitace) 248 nm
A (emise) 390 nm A (emise) 410 nm
0,01 min 48 % B 0,01 min 48 % B
5,00 min 48 % B 5,00 min 48 % B
17,00 min 92% B 25,00 min 92% B
22,00 min 92% B 28,00 min 92 % B
22,01 min 48 % B 28,50 min 48% B
26,00 min STOP 38,00 min STOP

5.1.5 Zpracovani dat
Zakladni statistické vypoCty byly provedeny v programu MS Excel 2013. K vypoctu
charakteristik absorpce (Flux a Lag time) z experimentalnich dat byl pouzit ndmi vytvofeny

pocitacovy program SAMPA (Bezrouk et al. 2017).
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5.2 Goeckermanova terapie psoriazy

5.2.1 Goeckermanova terapie (GT)

GT zahrnuje kombinaci topické aplikace farmaceutického kamenouhelného dehtu s vysokym
obsahem PAU v mastovém zékladu (FD) s celotélovou iradiaci UV zafenim. V ramci studie,
popisované disertacni praci byly pouzity tfi koncentrace FD v mastovém zékladu (5%, 4%
a3%) a dva celotélové UV zafice. Celotélovy UV1 zafi¢ (Chirana 397, Chirana Group a.s.,
Ceska Republika) emitoval UVA (320-400 nm) a UVB (280-320 nm) zafeni, zatimco
celotélovy UV2 zafi¢ (Kabinovy zafi¢ UV 7002, Waldmann, Némecko) emitoval UVB zateni

o vlnové délce 310-315 nm.

Dehet byl na psoriaticka loziska aplikovan v odpolednich nebo vecernich hodinach, rdno byl
odstranén pomoci olejové koupele a pacient byl celotélové ozafen po dobu 1-20 minut,
v zavislosti na pokrocilosti a snaSenlivosti terapie. Zavaznost onemocnéni byla hodnocena na

zéklad€ PASI skore (Malkic Salihbegovic et al. 2015).

Byly stanoveny koncentrace 16 vybranych PAU ve smésném vzorku farmaceutickych dehtt
(FD), které byly pouzity v popisované studii. PAU byly vybrany dle doporuceni US EPA
a jejich analyza byla provedena pomoci plynové chromatografie (GLC). Detaily analyzy jsou
popsany v publikaci Borska et al. (2014). Vysledky shrnuje tabulka 2. Bylo zjisténo, ze 1 g FD
obsahuje v priméru 9,546 mg PAU (soucet 16 vybranych PAU). Ve 100 g 5% FD bylo tedy
obsazeno v pruméru 47,7 mg vybranych PAU, ve 100 g 4% FD 38,2 mg vybranych PAU
ave 100 g 3% FD 28,6 mg vybranych PAU.
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Tab. 2 Obsah 16 vybranych PAU v pouzitém farmaceutickém dehtu a jejich klasifikace dle
IARC (2018)

ey kl:;?fli{lgce me/g S kl:;?tl'flface mg/g
Benzo(a)pyren 1 0,008 | Acenaften 3 0,104
Dibenz(a,h,)anthracen 2A 0 Anthracen 3 2,494
Benz(a)anthracen 2B 0 Benzo(g,h,i)perylen 3 0
Benzo(b)fluoranthen 2B 0 Fluoranthen 3 0,413
Benzo(k)fluoranthen 2B 0 Fluoren 3 0,299
Chrysen 2B 0,028 [Fenanthren 3 2,520
i?g)zny‘;gkz’z’ - 2B 0 |Pyren 3 0,241
Naftalen 2B 3,286 | Acenafthylen - 0,153

5.2.2 Sledovany soubor pacienti s psoriazou lé¢enych GT

Studie se zcastnilo celkem 173 pacientd (99 muza a 74 Zen) ve veéku 18 az 82 let, trpicich
chronickou stabilni plakovitou formou psoriazy. Pacienti byli 1é¢eni GT v letech 2004 az 2017
na Klinice nemoci koznich a pohlavnich, Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Do studie nebyli
zahrnuti pacienti, ktefi byli v poslednich tfech mésicich pted hospitalizaci vystaveni vyznamné
expozici PAU, UV ¢i radiaénimu zareni, genotoxickym latkam ¢i v této dob¢ prodélali virozu.
Fakta, souvisejici s touto kontraindikaci, byla zjistovana pohovorem s vyplnénim dotazniku.
Studie probihala v ramci programi UK PRVOUK P37/09 a PROGRES Q40/09 a byla
schvalena Etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Kazdému pacientovi byly
poskytnuty informace o studii a kazdy pacient, zatazeny do studie, poskytl podepsany
informovany souhlas. Participace pacientii ve studii byla zcela dobrovolnd (s mozZnosti

okamzitého ukonceni i¢asti ve studii bez udani diivodu).

Pacienti byli rozdé€leni (podle pouzité formy GT) do ¢tyt skupin. Skupinu 1 tvofilo 32 pacientti
(15 muzi a 17 Zen, praimérny vek 47,15+16,45 let, 13 kutdk) 1écenych 4% FD a UV2 zafi€em
po dobu 3 az 18 dni. Rozsah postizeni psoridzou na pocatku GT byl 18 az 58 % télesného

povrchu. Pacienti byli pfijimani v lednu az ¢ervnu. U této skupiny byl proveden CAT i MNT.

Skupinu 2 tvofilo 20 pacientll (13 muzt a 7 zen, primérny vék 44,30+14,26 let, 12 kutak)
1écenych 4% FD a UV1 zati€em po dobu 3 az 18 dni. UV zéfeni bylo aplikovano celkem po
dobu 3 az 112 min. Rozsah postiZzeni psoriazou na pocatku GT byl 23 az 58 % télesného

povrchu. Pacienti byli pfijimani v zafi az kvétnu. U této skupiny byl proveden CAT.
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Skupinu 3 tvofilo 72 pacienti (45 muzi a 27 Zen, primérny veék 41,58+17,09, 36 kutrakl)
lécenych 5% FD a UV1 zatiCem 3 az 31 dni. UV zafeni bylo aplikovano celkem po dobu 6 az
240 min. Rozsah postizeni psoridzou na pocatku GT byl 11 az 76 % télesného povrchu. Pacienti

byli pfijimani v zaii az ¢ervnu. U této skupiny byl proveden CAT.

Skupinu 4 tvotilo 49 pacientl (26 muzii a 23 Zen, prumérny veék 44,34+18,75 let, 20 kutrak)
lécenych 3% FD a UV1 zafi¢em po dobu 3 az 22 dni. UV zafeni bylo aplikovano celkem po
dobu 5 az 220 min. Rozsah postizeni psoriazou na pocatku GT byl 11 az 66 % télesného

povrchu. Pacienti byli pfijimani v zaii az ¢ervnu. U této skupiny byl proveden CAT.
Podrobné jsou vztahy mezi charakteristikami skupin popsany v kapitole Vysledky.

Od vsech pacientli odebrany vzorky periferni krve z kubitalni Zily (4 ml) pfed zah4jenim a po
ukonceni GT. Vzorky byly odebirdny do vakuovych zkumavek s heparinatem litnym
(VACUETTE® TUBE 4 ml LH Lithium Heparin, Greiner Bio-One GmbH, Rakousko). Vzorky
krve byly oznaceny a uchovavany v chladu (+4 °C az +8 °C) do doby analyzy (do 24 hodin po
odbéru).

5.3 Mikronukleus test

Mikronukleus test byl provadén dle modifikace metody AHEM (2003) a metody Kmochova et
al. (2016). Test byl na Ustavu hygieny a preventivniho lékaistvi zaveden jako test zcela novy
(jako soucast jednoho z cilii disertani prace) a z tohoto divodu byl detailni popis nadmi

modifikované metodiky zatfazen do kapitoly Vysledky.

5.4 Chromozomalni aberace

Test chromozomalnich aberaci (CAT) byl provadén dle modifikované metodiky (AHEM 2007).

5.4.1 Material, pFistroje a zarizeni

Pro realizaci CAT byly pouzity nésledujici chemikalie a spotfebni material. RPMI 1640 (with
L-glutamine and sodium bicarbonate) (kat.c. RS8758, Sigma-Aldrich, USA),
Phytohemagglutinin, M form (PHA-M) (kat. ¢. 10576015, Gibco™ by Life technologies,
USA), Bovinni sérum pro TK (Bioveta, Ivanovice na Hané), Colcemid roztok 10 pg/ml, sterile
filtered (kat. ¢. 47253.01, Serva, Némecko). Methanol, p.a. (Dr. Kulich Pharma, Hradec
Kralov¢), Kyselina octova 99%, p.a. (Penta, Praha), Chlorid draselny, p.a. (Lachema, Brno),
Giemsa-Romanowski roztok (Dr. Kulich Pharma, Hradec Kralové), kyselina sirova min. 95%,

p.a. (Lachema, Brno), dichroman draselny, p.a. (Lachema, Brno), demineralizovand voda.
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Injekéni stiikacky 20 ml, injekeni jehly 1,2x40 mm (rtizové), Spi¢ky k automatickym pipetam
100-1000 pl a 1-10 ml, Pasteurova pipeta 3 ml plastovd, podlozni skla, sklenéné zkumavky
s konickym dnem o objemu asi 10 ml, sklenéné kadinky, zasobniky na mikroskopické

preparaty.

Z pfistroji a zatizeni byly pouzity kombinovana chladnicka (4 °C az 10 °C) s mraznickou (od
-20 °C) (BEKO, Turecko), biohazard box TelStar Bio-II-A/G (TelStar, Spanélsko), stolni
centrifuga EBA 270 (Hettich, Némecko), biologicky termostat (Biological thermostat BT 50),
Autoklav PS 20A (Chirana), analytické vahy HM-120 (AND, Japonsko), automatické pipety
Proline plus 100-1000 ul a 1-10 ml (Biohit-Sartorius, Némecko), mikroskop B-383Pli (Optika
Microscopes, Italie), kamera k mikroskopu OPTIKAM PRO 5LT (Optika Microscopes, Italie)

a germicidni zafivky.

K myti skla byla pouzita smés pfipravend smichanim 100 g dichromanu draselného a 1 000 ml
kyseliny sirové. Ke kultivaci lymfocytl bylo pouzito 7,5 ml kultivaéniho média, skladajiciho
se zRPMI 1640 média, 24,7 % fetadlniho bovinniho séra pro tkanové kultury a 2,7 %
fytohemaglutininu. Ke zpracovani kultur byl pouzit hypotonicky roztok chloridu draselného,
ptipraveny rozpusténim 0,55 g KCl ve 100 ml demineralizované vody. Fixace bun¢k byla
provedena pomoci fixa¢niho roztoku €. 1, skladajiciho se z 92 ml demineralizované vody, 3 ml
methanolu a 5 ml kyseliny octové, fixacniho roztoku €. 2 (methanolu) a fixa¢niho roztoku €. 3,
ptipraveného z 9 ml methanolu a 3 ml kyseliny octové. Suché preparaty pak byly obarveny 5%

roztokem Giemsa-Romanowski v demineralizované vodé.

5.4.2 Laboratorni postup

Myti podloZnich skel bylo shodné s mytim skel pro MNT. PodloZzni skla byla po dobu
minimaln¢ 24 hod ponofena do chromsirové smeési, nasledné¢ byla ttfikrat proplachnuta
kohoutkovou vodou a pod touto (tekouci) vodou ponechdna minimalné 2 hodiny. Poté byla
tiikrat oplachnuta v demineralizované vod¢é a ponechana v ¢isté demineralizované vodé do
druhého dne, kdy byla vyjmuta, vylesténa latkou nepoustéjici vlakna, ulozena do boxu na

mikroskopické preparaty a uchovana v mrazni¢ce do doby pouZiti.

Kultivace byly zahajovany do 24 hod po odbéru krve. Do 7,5 ml pfipraveného kultivacniho
média v 20 ml injekéni stfikacce s injekeni jehlou bylo pfidano 0,8 ml heparinizované plné
periferni krve a obsah byl Setrn¢ promichan krouzivym pohybem. Kultura byla nésledné

umisténa do biologického termostatu a kultivovéana pti 37+0,5 °C po dobu celkem 50 hod.
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Ve cCtyficaté osmé hodiné kultivace byl piidan roztok colcemidu ve findlni koncentraci
0,241 pg/ml kultury. V padesaté hodiné byla kultivace ukoncena a zahdjena fixace
lymfocytarni kultury. Kultura byla pfemisténa do sklenéné zkumavky s konickym dnem
0 objemu 10 ml a odstfed’ovana pii 2 000 otacek/min (asi 300 g) po dobu 3 minut. Supernatant
byl odstranén a Pasterovou pipetou byl ptfidan hypotonizacni roztok chloridu draselného,
predehiaty na 37+0,5 °C. Hypotonizace byla provadéna za pokojové teploty po dobu 10 min.
Mezi kazdym nésledujicim krokem bylo zatazeno odstied’ovani pii 2 000 otacek/min po dobu
3 min a odstrafiovani supernatantu. Nasledovala fixace roztokem €. 1., €. 2 a €. 3. Po poslednim
odstfedéni byl ve zkumavce ponechan zhruba 1 cm supernatantu, ve kterém byla
resuspendovana peleta bun¢k. Na dvé chlazena navlh¢ena podlozni sklicka bylo ve vodorovné
pozici nakapano 4 az 6 kapek suspenze bunék, oznac¢eno a ponechano do druhého dne zaschnout

pti pokojové teploté.

Nasledujici den byly vzorky obarvovany 5% roztokem Giemsa-Romanowski (po dobu 5 min)
a oplachnuty v demineralizované vod¢. Do doby mikroskopické analyzy byly vzorky uloZeny

pii pokojové teploté v zasobniku na preparaty.

5.4.3 Mikroskopicka analyza

Analyzy byly provadény na mikroskopu Optika (B-383Pli) pii 1 000ndsobném zvétSeni
s pouzitim imerzniho oleje. Hodnoceno bylo 100 dobie rozestoupenych mitotickych bunék s
46+2 chromozomy (hodnoceno na zakladé poctu centromer). Zdznam nalezi byl proveden do
standardniho protokolu (viz pfiloha 1). K zdznamu obrazu byla pouzita kamera Optikam
a software Optika Vision PRO 4.3 (Optika Science, Italie). K hodnoceni byla pouzita skorovaci
kritéria dle (AHEM 2007). Vzorky byly hodnoceny slepé pod ¢iselnym kdédem. Obrazky 8 a 9

ukazuji ptiklady skorovanych a neskorovanych nélezi.
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Obr. 8 Priklady skorovanych nélezii: (a) normalni mitotické bunika, (b) polyploidni burika,
(c) zlom (oznacen Sipkou), (d) dvojity fragment (oznacen Sipkou), (e€) minute (oznaceno
Sipkou), (f) prstencity (ring) chromozom (oznacen Sipkou), (g) translokace (oznaceno Sipkou),
(h) mezichromozomova vyména (oznaceno Sipkou), (i) dicentricky chromozom (oznaceno

prazdnou Sipkou) a dvojity fragment (oznaceno plnou Sipkou)
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Obr. 9 Piiklady neskorovanych nalezii: (a) gap (oznaceno Sipkou), (b) rozestup centromer,

(c) satelitova asociace (oznaceno Sipkou), (d) endoreduplikace

5.5 Statistické hodnoceni

Statisticka analyza dat byla provedena v programovém prostiedi R (https://www.r-project.org/
R Development Core Team (2017) R: A Language and Environment for Statistical Computing.
R Found. Stat. Comput.). Normalita dat byla hodnocena na zakladé¢ Anderson-Darling testu,
porovnani dat pfed a po GT bylo provedeno pomoci neparametrického parového Wilcoxonova
testu €1 parového t-testu. Analyza korelaci byla provedena pomoci Spermanova nebo
Pearsonova testu, volba byla podle normality dat. Pfi hodnoceni rozdilu mezi skupinami

délenymi vice nez dvéma hladinami faktori byl vybér testu urovan na zékladé hodnoceni
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homogenity rozptylu (Bartlettiiv test). Ve vSech piipadech pouziti Bartlettova testu byla
homogenita zamitnuta, a proto byl pouzit neparametricky Kruskal-Wallis Rank Sum Test.
Pokud byl jeho vysledek statisticky vyznamny, bylo pro dal$i srovnani pouzito Wilcoxonova

testu, kde mnohocetna srovnani byla korigovana pouzitim Holm-Bonferroniho korekce.

6 Vysledky

6.1 Trans-epidermalni absorpce vybranych PAU

Experimenty s trans-epidermalni absorpci byly provadény ve 40 komurkach (10 komurek pro
kazdy testovany PAU). Pro vypocet miry a rychlosti penetrace latek pres kozni bariéru bylo
mozné vyuzit udaje celkem z 32 komirek (naftalen 7, fenanthren 8, pyren 10, benzo[a]pyren
7). Ostatni data musela byt vyfazena, nebot’ extrémni vyse jejich hodnot svédcila o skrytém

poskozeni epidermalni membrany, které nebylo mozno pied experimentem zjistit vizualn¢.

Jak vyplyva ztabulky 3, koncentrace pfesycenych roztoki testovanych PAU v isopropyl-
myristatu se vlivem rozdilné rozpustnosti snizovaly s molekulovou hmotnosti uhlovodikl od
1 099 mmol/I (naftalen) do 55,9 mmol/l (benzo[a]pyren). Mnozstvi PAU v objemu 100 pl takto
ptipravenych roztoka (aplikovanych na povrch membrany) se pohybovalo od 109 900 nmol

naftalenu do 55,9 nmol benzo[a]pyrenu.

Mnozstvi PAU nalezené v receptorové tekutiné (PAU-penet) charakterizovalo celkové
mnozstvi PAU, které penetrovalo pfes membranu za zvolené Casové Useky (naftalen, fenanthren
a pyren 24 hod, benzo[a]pyren 48 hod). Toto mnozstvi (aritmeticky primér/median) se
snizovalo s rostouci molekulovou hmotnosti od 861,3/709,0 nmol naftalenu do 13,5/12,4 nmol
benzo[a]pyrenu. Pribéh trans-epidermalni absorpce sledovanych latek je zachycen na
obrazcich 10 a 11. Uvedend mnozstvi PAU, nalezena v receptorové tekutiné¢ (PAU-penet),
predstavovala 0,24 % (benzo[a]pyren) az 0,84 % (fenanthren) aplikované davky
(100 pl roztoku).
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Obr. 10 Pribéh trans-epidermalni absorpce naftalen (NAP), fenanthrenu (PHE) a pyrenu
(PYR)
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Obr. 11 Pribéh trans-epidermalni absorpce benzo[a]pyrenu

Mnozstvi latky, které proslo pies jednotkovou plochu kozni bariéry za jednotku ¢asu (Flux;
aritmeticky primér/median), se snizovalo s rostouci molekulovou hmotnosti od
95,7/94,0 nmol/cm?*/hod (naftalen) do 0,21/0,18 nmol/cm?/hod (benzo[a]pyren). Doba, za
kterou PAU prochézely ptes kozni bariéru a dosahovaly oblasti cirkulace (Lag time; aritmeticky
pramér/median), se naopak s jejich rostouci molekulovou hmotnosti prodluzovala od

0,17/0,32 hod (naftalen) do 11,2/9,53 hod (benzo[a]pyren).
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Tab. 3 Parametry trans-epidermalni absorpce PAU

Naftalen Fenanthren Pyren Benzo[a]pyren
< |PAU (mmol/l) 1099 635 246 55,9
S
; sl 109 900 63 500 24 600 5590
e (100 pl (nmol)
(=]
é ll)&Uu‘l’ gf’rﬂlgﬁﬁg Caes 62 090 35876 13 898 3158
Pocet vzorki n=7 n=28§ n=10 n=7
.§ (doba odbéru) (24h) (24h) (24h) (48h)
g g AP 861,3 533,1 128,2 13,5
3§ g VSO 521,2 216,9 60,4 4,5
2 ~ MED 709 496,1 136,3 12,4
2 = Min 196 222,1 34,9 8,6
r_s} = Max 1647,1 801,8 249.9 20,4
= % AD 0,78 0,84 0,52 0,24
= AP 95,7 19,5 4,38 0,21
% VSO 45,5 8,7 1,98 0,08
= § MED 94 15,8 438 0,18
g Min 30,7 10,2 1,34 0,13
£ Max 157,8 33,5 8,28 0,34
s AP 0,26 2,12 3,25 11,2
g VSO 0,17 0,41 0,5 4,08
£ MED 0,32 2,13 3,26 9,53
‘é’n Min 0 1,38 2,46 7,32
~ Max 0,44 2,84 421 17,2

AP aritmeticky pramér

VSO vybérova smérodatnd odchylka
MED median

MIN minimum

MAX maximum

6.2 Zavedeni mikronukleus testu
Mikronukleus test (MNT) byl provadén dle modifikace metody AHEM (2003) a metody
Kmochova et al. (2016).

6.2.1 Material, pFistroje a zarizeni

Pro realizaci MNT byly pouzity nasledujici chemikalie a spotfebni material. RPMI 1640 (with
L-glutamine and sodium bicarbonate) (kat.c. R8758, Sigma-Aldrich, USA),
phytohemagglutinin, M form (PHA-M) (kat. ¢. 10576015, Gibco™ by Life technologies,
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USA), bovinni sérum pro TK (Bioveta, Ivanovice na Han¢), penicillin-Streptomycin (kat.c.
P4333, Sigma-Aldrich, USA), cytochalasin B (kat. ¢. A7657.0005, AppliChem GmbH,
Némecko) a dimethyl sulfoxid >99.9% (kat. ¢. 276855-100ML, Sigma-Aldrich, USA). Dale
byly pouzity methanol, p.a. (Dr. Kulich Pharma, Hradec Kralové), kyselina octova 99%, p.a.
(Penta, Praha), formaldehyd 36-38%, p.a. (Dr. Kulich Pharma, Hradec Krélov¢), chlorid
draselny, p.a. (Lachema, Brno), Giemsa-Romanowski roztok (Dr. Kulich Pharma, Hradec
Kralové), kyselina sirova min. 95%, p.a. (Lachema, Brno), dichroman draselny, p.a. (Lachema,

Brno) a demineralizovana voda.

Z oblasti spotfebniho materialu byly pouzity injekcni stiikacky 20 ml, injekéni jehly 1,2x40
mm (rizové), Spicky k automatickym pipetam 10-100 pl, 100-1000 pl a 1-10 ml, Pasteurova
pipeta 3 ml plastova, podlozni skla, sklenéné zkumavky s kénickym dnem o objemu asi 10 ml,

sklenéné kadinky a zasobniky na mikroskopické preparaty.

Z ptistroju a zafizeni byly pouzity kombinovana chladnicka (4 °C az 10 °C) s mraznickou (od
20 °C) (BEKO, Turecko), biohazard box TelStar Bio-II-A/G (TelStar, Spanélsko), stolni
centrifuga EBA 270 (Hettich, Némecko), biologicky termostat (Biological thermostat BT 50),
Autoklav PS 20A (Chirana, Ceské republika), analytické vahy HM-120 (AND, Japonsko),
automatické pipety Proline plus 10-100 pl, 100-1000 ul a 1-10 ml (Biohit-Sartorius, Némecko),
mikroskop B-383Pli (Optika Microscopes, Italie), kamera k mikroskopu OPTIKAM PRO 5LT

(Optika Microscopes, Italie), germicidni zafivky a rucni ¢itac.

K myti skla byla pouzita chromsirovd smés pfipravend smichdnim 100 g dichromanu
draselného a 1 000 ml kyseliny sirové. Ke kultivaci lymfocytti bylo pouzito 7,5 ml kultiva¢niho
média skladajiciho se z RPMI 1640 média, 24,7 % fetalniho bovinniho séra pro tkanové
kultury, 2,7 % fytohemaglutininu a 1 % penicillin-streptomycinu. K zastaveni cytokineze byl
pouzit roztok cytochalasinu B 5 mg v 2,5 ml dimethyl sulfoxidu. Ke zpracovani kultur byl
pouzit hypotonicky roztok chloridu draselného pfipraveny rozpusténim 0,55 g KCl ve 100 ml
demineralizované vody. Fixace bunc¢k byla provedena pomoci fixacniho roztoku ¢. 1
skladajiciho se z 6 ml methanolu, 2 ml kyseliny octové a 225 ul formaldehydu a fixa¢niho
roztoku €. 2, sloZzeného z 12 ml methanolu a 4 ml kyseliny octové na jeden vzorek. Suché

preparaty pak byly obarveny 5% roztokem Giemsa-Romanowski v demineralizované vodé.

6.2.2 Laboratorni postup
Podlozni skla byla po dobu minimalné€ 24 hod ponotfena do chromsirové smési, nasledné byla

ttikrat proplachnuta kohoutkovou vodou a pod touto (tekouci) vodou ponechana minimalné
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2 hodiny. Poté byla tfikrat oplachnuta v demineralizované vodé a ponechana v (isté
demineralizované¢ vod¢ do druhého dne, kdy byla vyjmuta, vylesténa latkou nepoustéjici

vlakna, ulozena do boxu na mikroskopické preparaty a uchovana v mrazni¢ce do doby pouziti.

Kultivace byla zahajena do 24 hod po odbéru krve. Do 7,5 ml pfipraveného kultivacniho média
v 20 ml injekéni stiikacee s injekéni jehlou byl pfidan 1 ml heparinizované plné periferni krve
a obsah byl $etrné promichan krouzivym pohybem. Radné oznaéena kultura byla umisténa do

biologického termostatu a kultivovana pti 37+0,5 °C po dobu celkem 72 hod.

Ve ctyticaté ¢tvrté hodiné kultivace byl pfidan roztok cytochalasinu B ve finalni koncentraci

5,33 pg/ml kultury.

V sedmdesaté druhé hodiné byla kultivace ukoncena a zahéjena fixace lymfocytarni kultury.
Kultura byla premisténa do sklenéné zkumavky s konickym dnem o objemu asi 10 ml
a odstied’ovana pii 1 600 otacek/min (asi 200 g) po dobu 8 minut. Supernatant byl odstranén
a Pasterovou pipetou byl ptfidan hypotonizacni roztok chloridu draselného ptfedehiaty na
37+0,5 °C. Hypotonizace byla provadéna za pokojové teploty po dobu 5 minut. Mezi kazdym
nasledujicim krokem bylo zafazeno odstfed’ovani pti 1 600 otacek/min (asi 200 g) po dobu
8 minut a odstranovani supernatantu. V nasledujicich krocich probéhla fixace fixa¢nim
roztokem €. 1 a dvakrat fixatnim roztokem ¢. 2. Po poslednim odstfedéni byl ve zkumavce
ponechan zhruba 1 cm supernatantu, ve kterém byla resuspendovana peleta. Na dvé chlazena
navlhcend podloZni skli¢ka bylo ve vodorovné pozici nakapano 4 az 6 kapek suspenze bunék,

oznaceno a ponechano do druhého dne zaschnout pii pokojové teplote.

Nasledujici den byly vzorky obarveny 5% roztokem Giemsa-Romanowski (po dobu 10 min)
a oplachnuty v demineralizované vod&. Do doby mikroskopické analyzy byly vzorky uloZeny

pii pokojové teploté v zasobniku na preparaty.

6.2.3 Analyza vzorki

Analyza vzorkli byla provedena pomoci mikroskopu Optika (B-383Pli) pii 400ndsobném
zvétSeni. Hodnoceno bylo 1 000 dvoujadernych bunck (DJB). K pocitani DJB byl pouzit ru¢ni
¢itac. Zaznam nalezi byl proveden do nove vytvoieného protokolu, ktery lze najit v ptiloze
(ptiloha 2). K zdznamu obrazu byla pouzita kamera Optikam a software Optika Vision PRO 4.3
(Optika Science, Italie). K hodnoceni byla pouzita skorovaci kritéria dle Fenech (2007) mirné

modifikovana dle AHEM (2003). V rdmci interni kontroly kvality bylo provedeno opakované
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skorovani deseti nahodné vybranych vzorkii. Vzorky byly hodnoceny slepé pod ciselnym

koédem. Dale uvadim klicova skoérovaci kritéria a zakladni charakteristiky nalezt.
Skoérovaci kritéria pro hodnoceni dvoujadernych bunék dle Fenech (2007)

Dvoujaderné buiiky, vzniklé v dasledku cytokinetického bloku po pfidani Cytochalasinu B,
jsou vhodné pro hodnoceni pfitomnosti MN, chromatinovych miistki a jadernych pupent.

Nalezy by mély spliiovat nize uvedena kritéria:

= (Ob¢jadra ve DJB maji intaktni jadernou membranu a jsou umisténa v cytoplasme stejné
buniky ohrani¢ené buné¢nou membranou.

= Ob¢ jadra ve DJB maji pfiblizné€ stejnou velikost, strukturu a barvitelnost.

= Jadra mohou byt spojena chromatinovym mitstkem, ktery ov§em nesmi byt Sir$i nez
1/4 praméru jadra.

= Ob¢ jadra se mohou dotykat, ale neméla by se ptekryvat. Pokud se ptekryvaji, 1ze je
skorovat, pouze pokud jsou jasné hranice kazdého jadra.

» Cytoplasmaticka membrana DJB je intaktni a burika je jasné odliSitelna od sousednich

bunék.

Ptiklady skorovanych a neskorovanych nélezti zachycuje obrazek 12.

57



Obr. 12 Priklady skorovanych a neskorovanych nalezli: (a) jednojaderna bunka s artefakty

(oznacené Sipkami), (b) dvoujadernd buiika, (¢) dvoujadernd buiika s jednim mikrojadrem

(oznaceno Sipkou), (d) ¢tyfjaderna bunka (nehodnoti se)
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Skoérovaci kritéria pro hodnoceni mikrojader dle Fenech (2007)

Mikrojadra maji shodnou morfologii s hlavnimi jadry, ale jsou mensi nez jadra hlavni. Nalezy

by mély spliiovat nize uvedena kritéria:

* Primér MN se pohybuje mezi 1/3 az 1/16 pruméru jednoho hlavniho jadra, coz
odpovida 1/9 az 1/256 plochy jednoho hlavniho jadra DJB.

=  MN nejsou refrakterni a mohou byt proto odliSena od artefaktli, jako jsou partikule
barviva.

=  MN nejsou spojena s hlavnim jadrem.

= MN se mohou dotykat, ale nesmi se piekryvat s hlavnimi jadry. Hranice MN musi byt
jasné odlisitelna od hranice hlavnich jader.

= MN maji obvykle stejnou barvitelnost jako hlavni jadro, ale obas mohou byt vice
(Fenech 2007) i méng¢ barvitelna (AHEM 2003).

= V jedné DJB miiZze byt maximalné Sest MN (AHEM 2003).

Ptiklady skorovanych a neskorovanych nélezl zachycuje obrazek 13.
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Obr. 13 Priklady skérovanych a neskorovanych ndlezl: (a) DJB se dvéma MN (oznacena

Sipkami), (b) DJB s dvéma artefakty (oznaCeny Sipkami, nehodnoti se), (c) DJB s MN s

pramérem nad 1/3 praméru hlavniho jadra (nehodnoti se), (d) ¢tyi jadernd buiika s dvéma




mikrojadry (nehodnoti se), (e) DJB se Sesti mikrojadry, (f) DJB se sedmi mikrojadry (prazdné
Sipky) a artefaktem (plna Sipka) (nehodnoti se)

Skoérovaci kritéria pro hodnoceni chromatinovych mustka dle Fenech (2007)

Chromatinovy mustek je nepferusovana struktura obsahujici DNA, kterd spojuje hlavni jadra
ve DJB. Miize pochazet z dicentrickych chromozomd, které vznikaji v dasledku chybné
reparace DNA zlomil nebo v disledku spojeni konce telomer (,,telomere end fusion®), jejichz
centromery putovaly béhem anafaze k opaénym polim nové vznikajici buiiky. Nalezy by mély

spliovat nasledujici kritéria:

= Siika chromatinového muistku obvykle nepfesahuje 1/4 priméru jader.

= Chromatinové mustky maji obvykle stejnou barvitelnost jako jadra.

= Vzicné se mohou vyskytovat dva a vice chromatinové mustky v jedné DJB.

= Ve DJB s chromatinovym mustkem se miiZze vyskytovat jedno nebo vice MN.

= Ve DJB s jednim nebo vice chromatinovymi mustky se nemusi vyskytovat zadné¢ MN.

Vzhledem k tomu, Ze pfitomnost chromatinovych mustki je obtizné¢ hodnotitelna ve DJB, kde

se hlavni jadra dotykaji, doporucuje se jejich hodnoceni ve DJB, kde se jadra nedotykaji.

Ptiklady skorovanych a neskorovanych nalezti zachycuje obrazek 14.

a

Obr. 14 Piiklady skérovanych a neskorovanych ndlezi: (a) DJB s chromatinovym mustkem,

(b) DJB s chromatinovym mustkem $ir§im nez % primeéru jadra (nehodnoti se)
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Skoérovaci kritéria pro hodnoceni jadernych pupeni dle Fenech (2007)

Jaderné pupeny vznikaji v disledku snahy jadra o eliminaci amplifikované DNA a DNA

reparacnich komplext. Nalezy by mély spliiovat nasledujici kritéria:

= Jaderné pupeny vypadaji obdobn¢ jako MN, ale jsou spojeny s jednim z hlavnich jader
pomoci mustku, ktery je uzsi, nez je primér pupenu (az velmi jemny), v zavislosti na
stadiu procesu extruze (puceni).

= Jaderné pupeny maji obvykle stejnou barvitelnost jako MN.

= Ptilezitostné¢ se muze zdat, Ze jsou jaderné pupeny umistény ve vakuole ptiléhajici

k hlavnimu jadru.

Mala protruze jaderného materialu bez zfetelného ziizeni mezi jddrem a protruhujicim jadernym
materidlem nemize byt klasifikovana jako jaderny pupen. Tento typ zmény se oznacuje jako
jaderny puchyt (bleb). Vyznam tohoto Utvaru je zatim nejasny. Né&ktetfi autofi zaménuji
oznaceni jaderny pupen (nuclear bud) a jaderny puchyt (nuclear bleb), ale je nutno zdaraznit,

ze se jedna se o dva rizné jaderné utvary (Fenech 2007).

Ptiklady skorovanych a neskorovanych nalezti zachycuje obrazek 15.
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Obr. 15 Piiklady skérovanych a neskérovanych nalezi: (a) DJB s jadernym pupenem, (b) DJB

s jadernym puchyiem (mustek Sir$i nez je pramér pupenu (nehodnoti se), (c) DJB se tfemi
jadernymi puchyii (nehodnoti se), (d) DJB s jednim MN (prazdna Sipka) a jednim jadernym
pupenem (plna Sipka)

Interni kontrola kvality pii pouziti parového testu neodhalila systematickou chybu. Rozdily
mezi re-skérovanymi preparaty pro vSechny sledované parametry se pohybovaly pod hladinou

vyznamnosti (a=0,05).
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6.3 Podrobné charakteristiky skupiny pacientii 1

Mezi muzi a zenami této skupiny nebyl prokazan signifikantni rozdil v poctu kutdkt a intenzité

kutactvi (poctu vykouienych cigaret), véku, mésici piijeti k hospitalizaci, povrchu téla, rozsahu

postizeni klize psoridzou, dob¢ aplikace dehtu, dob¢ a davce UV zéieni a PASI skore pred a po

GT. Vyznamné nebyly ani rozdily hladin ABB, SAB a NAB pted a po GT ¢i DJB s MN,

s I MN, 2 MN, 3 a vice MN, chromatinovymi mitistky, jadernymi pupeny ani MN na 1 000 DJB

pied a po GT. U Zen byly hodnoty téchto parametrii (s vyjimkou ABB, SAB, NAB pied GT,

chromatinovych mustki po GT a jadernych pupenti) nevyznamné vyssi nez u muzt (tabulka 4).

Tab. 4 Porovnani sledovanych parametri mezi muzi a zenami skupiny 1

Muzi (n=15) Zeny (n=17)

Q1 |Median] Q3 |Pramer=VSO| Q1 |Medidn] Q3 |Pramertvso| P
Cigaret/den 0 0 7,5 4,93+8,46 0 0 10 3,59+5,20 n.s.
Vek (roky) 26 39 55,5 [41,40£17,20] 41 55 62 |52,88+15,71 |p=0,059
Povrch tla (m°) 1,92 | 1,99 | 2,06 [ 1,99+0,11 | 1,83 | 1,87 | 7,98 [ 1,91+0,25 n.s.
Rozsah postizeni (%) 29,751 32,5 | 36,25 | 35,37+8,60 26 20 28 30,88+9,52 n.s.
Doba aplikace dehtu (dny) 9 12 14 11,67£3,15 8 11 13 9,82+4,33 n.s.
Doba UV (dny) 10 13 14,5 | 12,404£3,07 10 12 15 11,88+3,95 n.s.
Davka UV (J/em?) 2,99 4 4,26 3,71£1,09 | 3,02 | 3,71 4,4 3,60+1,49 n.s.
PASI pred GT 142 | 194 |21,85] 196127,73 | 144 | 168 | 21,6 | 19,0247,15| ns.
PASI po GT 4.4 5,2 5,9 5,51+£2.26 3,8 4,8 6,4 4,96+2,10 n.s.
ABB pied GT (%) 3 4 4 3274122 | 2 3 4 3,00:1,87 | ns.
ABB po GT (%) 5 6 7 | 593149 | 4 6 7 | 5414224 | ns.
SAB pred GT (%) 3 3 4 | 320x121 | 2 3 4 | 2,94£1,92 | ns.
SAB po GT (%) 5 6 7 | s87t146 | 4 5 7 | 5294226 | ns.
NAB pied GT (%) 0 0 0 0,07+0,26 0 0 0 0,06+0,24 n.s.
NAB po GT (%) 0 0 0 | 0,07£026 | 0 0 0 | 0,12¢049 | ns.
DJB s MN pied GT (%o) 5,5 8 16 10,13+6,57 10 12 16 13,824+9,04 n.s.
DJB s MN po GT (%o) 14 17 22,5 | 19,67+10,36| 13 17 29 |22,47£16,53| ns.
DJB s 1 MN pred GT (%) | 5.5 8 13,5 | 9,60+6,31 8 11 15 | 12244748 | ns.
DJB s 1 MN po GT (%o) 13 16 21,5 | 17,93+9,77 11 16 23 18,94+12,18| n.s.
DIB s 2 MN pred GT (%o) | 0 0 1 0,53£0,64 | 0 1 2 1,53£1,94 |p=0,065
DJB s 2 MN po GT (%) 1 1 25 | 1,47£125 0 1 3 2,76+431 | ns.
DJB s 3 MN pied GT %o) 0 0 0 0,00+0,00 0 0 0 0,06+0,24 n.s.
DJB s 3 MN po GT (%o) 0 0 0,5 0,27+0,46 0 0 1 0,76+1,92 n.s.
Miistky pred GT (%o) 0 0 2 0,80+0,94 [ 0 1 2 1294153 | ns.
Mistky po GT (%) 1 1 2 1,67£1,84 | 0 1 1 0,94+1,14 | ns.
Pupeny pred GT (%o) 1,5 13 17 12,93+8,27 7 8 11 9,41+5,78 n.s.
Pupeny po GT (%o) 9 13 19,5 | 14,60+£6,95 5 10 17 11,53+11,54| ns.
MN pied GT (%o) 5,5 8 16,5 | 10,67+6,87 10 12 18 |15,47+10,74| ns.
MN po GT (%o) 15 18 26,5 |21,93£11,81 15 22 30 |27,24424,30| n.s.
Efekt terapie (%) 71,04 | 72,73 | 76,54 | 71,07+8,58 | 66,46 | 71,85 | 77,99 | 72,7349.86 | n.s.
Legenda:
ABB celkovy pocet aberovanych bunék
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SAB strukturalné aberované bunky
NAB numericky aberované bunky

DJB s MN  dvoujaderné buiiky s mikrojadry (bez ohledu na pocet mikrojader v dvoujaderné

burice)
DJBs 1 MN dvoujaderné buiiky s 1 mikrojadrem
DJB s 2 MN dvoujaderné buniky se 2 mikrojadry
DJB s 3 MN dvoujaderné buniky s 3 a vice mikrojadry
n. s. nesignifikantni

Mezi kuidky a nekufdky skupiny 1 jsme u sledovanych parametrd nalezli jediny vyznamny
rozdil, a to v ptipadé poctu ABB pied terapii (p<0,05). Na tomto rozdilu se podilel jak vyssi
pocet SAB, tak i NAB (tabulka 5).
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Tab. 5 Porovnani sledovanych parametri mezi kutéky a nekuidky skupiny 1

Kuraci (n=13)

Nekuraci (n=19)

Q1 |Median] Q3 |PramertVSO| Q1 |Medin] Q3 |Pramertvso| P
Cigaret/den 5 10 10 10,38+7,16 0 0 0 0,00+0,00 |p<0,001
Vek (roky) 35 53 58 45,92+15,06] 36 55 62,5 |48,58+18,80| ns.
Povrch t&la (m°) 1,83 | 1,92 | 1,99 1,93+0,13 1,88 | 1,97 | 2,06 1,96+0,23 n.s.
Rozsah postizeni (%) 28,5 | 32,5 38 35,85+9,86 27 31 36,25 | 31,03+8,5 n.s.
Doba aplikace dehtu (dny) 10 12 14 11,23+3,52 8 12 12,5 | 10,32+4,16 n.s.
Doba UV (dny) 11 13 14 11,62+3,93 10 13 15 12,47+3,27 n.s.
Davka UV (J/em?) 3,07 | 3,85 | 429 | 3,61£1,52 | 2,73 | 3,91 | 4,35 3,68+1,17 n.s.
PASI pted GT 14 16,8 25 20,06+9,03 15 19,4 | 21,15 | 18,77+6,09 n.s.
PASI po GT 4,1 4,8 6,8 5,67+2,66 4,1 5,2 5,5 4,91+1,75 n.s.
ABB pied GT (%) 3 4 4 | 385:1,68 | 2 3 3,5 | 2,63£1,34 | p<0,05
ABB po GT (%) 6 6 7 6,23+1,54 | 4 5 6,5 | 52642,08 | ns.
SAB pred GT (%) 3 4 4 | 3,69+1,80 | 2 3 3,5 | 2,63£1,34 |p=0,085
SAB po GT (%) 5 6 7 6,00+1,63 4 5 6,5 5,26+2,08 n.s.
NAB pied GT (%) 0 0 0 0,15+0,38 0 0 0 0,00+0,00 |p=0,091
NAB po GT (%) 0 0 0 | 023£0,60 | 0 0 0 | 0,00£0,00 [p=0,091
DJB s MN pred GT (%o) 7 10 16 11,38+6,70 7 10 14,5 | 12,5849,03 n.s.
DJB s MN po GT (%o) 15 17 21 18,08+10,21] 13,5 17 29,5 |23,26+15,78| n.s.
DJB s 1 MN pied GT (%o) 6 9 15 10,62+6,29 7 10 12,5 | 11,26+7,56 n.s
DIB s I MN po GT (%o) 13 16 17 | 1623+9,61 | 11,5 | 16 | 255 [20,00£11,79] ns.
DJB s 2 MN pted GT (%o) 0 0 1 0,77+1,01 0 1 2 1,26+1,82 n.s.
DJB s 2 MN po GT (%o) 0 1 3 1,38+1,39 1 1 3 2,68+4,06 n.s.
DJB s 3 MN pied GT (%o) 0 0 0 0,00+0,00 0 0 0 0,05+0,23 n.s.
DIB s 3 MN po GT (%o) 0 0 1 046:0,52 | 0 0 0 | 0,58:1,84 | ns.
Mistky pred GT (%o) 0 1 2 146:1,71 | 0 1 1,5 | 0,79¢0,85 | ns.
Mistky po GT (%o) 1 1 2 1,62+1,85 0 1 1 1,05+1,27 n.s.
Pupeny pred GT (%o) 8 10 15 | 12,15:6,03 | 4 8 | 155 [ 10324792 ns
Pupeny po GT (%o) 8 10 [ 15 [ 11774732 7 13 | 15 [13,79+11,08] ns.
MN pied GT (%o) 7 11 17 12,15+£7,23 7 11 17 |13,95+£10,64| ns.
MN po GT (%o) 16 22 24 120,77£12,00| 14,5 18 33,5 |27,47+£23,03| n.s.
Efekt terapie (%) 68,42 | 71,43 | 75,6 | 71,0248,55 | 66,73 | 73,91 | 77,36 | 72,59+9.75 n.s.
Legenda:
ABB celkovy pocet aberovanych bunék
SAB strukturalné aberované bunky
NAB numericky aberované bunky
DJB s MN  dvoujaderné buiiky s mikrojadry (bez ohledu na pocet mikrojader v dvoujaderné

burice)

DJBs 1 MN dvoujaderné buiiky s 1 mikrojadrem
DJB s 2 MN dvoujaderné buiiky se 2 mikrojadry
DJB s 3 MN dvoujaderné buiiky s 3 a vice mikrojadry
n.s. nesignifikantni
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Byla potvrzena vysoka tcinnost terapie ve smyslu redukce PASI skore (p<0,001). V uinnosti

terapie nebyl zaznamenan vyznamny rozdil mezi muZzi a Zenami ani mezi kufaky a nekuraky.

6.4 Vliv GT na hladiny mikrojader a chromosomalnich aberaci skupiny
pacienti 1

GT terapie s pouzitim 4% FD a UV2 celotélového zatice (skupina 1) vedla k signifikantnimu
narastu celkového poc¢tu DJB s mikrojadry (DJB s MN, p<0,001). Tento nartst byl zplisoben
nartastem poctu DJB s 1 MN (p<0,001), DJB se 2 MN (p<0,05) a DJB se 3 a vice MN (DJB
s 3 MN, p<0,01). V ptipadé poctu chromatinovych mustkll a jadernych pupenii byl po GT
zaznamenan mirny narast, ktery vSak nebyl statisticky signifikantni. Primérné bylo pted GT
zaznamenano 1,2 % bunck s MN a po GT 2,1 % bunék s MN. V piipadé MN jsme po terapii
zaznamenali jejich signifikantni nartst (p<0,001). Pfed GT jsme nalezli (aritmeticky primér
+ smérodatnad odchylka) 13,22 +9,32 MN na 1000 DJB a po GT 24,75+ 19,36 MN na
1 000 DJB. Rovnéz jsme po GT pozorovali signifikantni narast celkového poctu aberovanych
bun¢k (ABB, p<0,001), a to zejména strukturdln¢ aberovanych bun¢k (SAB, p<0,001), nikoli
vSak numericky aberovanych bunék (NAB, p>0,05). Primérny ABB pied 1é¢bou byl 3,12 %
a po GT 5,66 %. Vysledky jsou podrobn€ uvedeny v tabulce 6.
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Tab. 6 Pocty mikrojader a chromozomalnich aberaci pted a po GT

Q1 Medianf Q3 [Primér+VSO| Min | Max p
» " o
ABB pied GT (%) (1=32) 2 3 4 3,12+1,58 0 8 p<0,001
ABB po GT (%) 4 6 7 | 5664191 1 10
SAB pred GT (%) 2 3 4 | 3,06£1,61 | 0 8
=32 <0,001
SAB po GT (%) =32 6 7 | 556192 | 1 0 |P
» o n
NAB pied GT (%) (=32 —2 0 0 | 006025 | o 1 e
NAB po GT (%) 0 0 0 | 0,09£0,39 | 0 2
. o n
DJB s MN pied GT (%o) (1=32) 7 10 15,25 | 12,09+8,07 3 41 p<0.001
DJB s MN po GT (%o) 13,75 | 17 | 24 [21,16+1384] 4 62
» o o
DIBs | MN pred GT (o) | oo 675 | 9.5 [ 145 [ 11.00+6,07 | 2 3 1 0001
DJB s 1 MN po GT (%o) 11,75 16 23 18,47+10,95 4 52
» o n
DJB s 2 MN pied GT (%o) (1=32) 0 1 3 1,06+1,54 0 8 p<0.05
DIB s 2 MN po GT (%) 075 | 1 3 | 2164327 | 0 17
7 o i
DJB s 3 MN pied GT (%o) (=32) 0 0 0 0,03+0,18 0 1 p<0,01
DJB s 3 MN po GT (%o) 0 0 1 0,53:1,44 | 0© 8
Mistky pred GT (%o) (=32)|—2 1 2 1,06£1,29 | 0 6 N
Mistky po GT (%o) 0 1| 125 ] 1284153 | 0 7 "
Pupeny pred GT (%o) (n=32) 7 9 15,25 | 11,06+7,16 0 29 s
Pupeny po GT (%o) 75 | 12 | 1525 12,974964 | 1 51 '
™ o "
MN pied GT (%o) (32— 11 | 1725 13224932 | 3 9 1 0001
MN po GT (%o) 14,75 19 27,25 | 24,75+19,36 4 101
PASI pred GT 14,3 184 | 21,95 19.3+£7.31 8.8 42 4
:32 5 5 5 3 9 3 5 <0 001
PASI po GT (n=32) 407 | 485 | 625 | 5222216 | 15 | 124 |7
Legenda:
Q1,Q3 1. kvartil, 3. kvartil
VSO vybérova smérodatnd odchylka
Min, Max minimum, maximum
ABB celkovy pocet aberovanych bun¢k
SAB strukturdlné aberované bunky
NAB numericky aberované bunky

DJB s MN  dvoujaderné buiiky s mikrojadry (bez ohledu na pocet mikrojader v dvoujaderné
burce)

DJB s 1 MN dvoujaderné bunky s 1 mikrojadrem

DJB s 2 MN dvoujaderné bunky se 2 mikrojadry

DJB s 3 MN dvoujaderné buiiky s 3 a vice mikrojadry

n. s. nesignifikantni
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Vysledky korelacni analyzy dat ziskanych pied terapii souhrnné zobrazuje obrazek 16. V levé
¢asti obrazku je znazornéno rozlozeni jednotlivych parametri ve skuping 1, v pravé ¢asti jsou
vysledky korela¢ni analyzy, vyjadiené hodnotou odpovidajiciho korela¢niho koeficientu.
Analyza prokédzala vyznamnou souvislost mezi vékem a poctem DJB s MN (p<0,001)
u pacientil pfed zahdjenim terapie. Dale jsme pied terapii nalezli vyznamnou souvislost mezi
poctem vykoutenych cigaret a ABB (p<0,05). Logicky byl nalez vyznamné souvislosti mezi

PASI skore a procentem télesného povrchu postizeného psoriazou (p<0,001).
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Obr. 16 Vysledky statistické analyzy vztaht sledovanych parametrti pied terapii

ABB celkovy pocet aberovanych bun¢k pifed GT na 100 metafazickych bunék
DJB s MN  pocet dvoujadernych bunék s mikrojadrem na 1 000 DJB
% povrchu % télesného povrchu postizeného psoriazou

* p<0,05, *** p<0,001

Vysledky korelacni analyzy dat ziskanych po terapii souhrnné zobrazuje obrazek 17. V levé

¢asti obrazku je znadzornéno rozlozeni jednotlivych parametrii ve skupiné 1, v pravé ¢asti jsou

69



vysledky korelacni analyzy, vyjadfené hodnotou odpovidajiciho korela¢niho koeficientu.
Analyza prokéazala vyznamnou souvislost mezi celkovym poctem ABB a rozsahem povrchu
kize postizenym psoridzou, na ktery byl aplikovan FD (p<0,05). Na hranici vyznamnosti se
pohybovala souvislost mezi celkovym poc¢tem DJB s MN na 1 000 DJB a celkovym poctem
ABB na 100 mitotickych bunék (p=0,05).
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Obr. 17 Vysledky statistické analyzy vztaht sledovanych parametrti po terapii
ABB celkovy pocet aberovanych bunék na 100 metafazickych bunék

DJBs MN  pocet dvoujadernych bun¢k s mikrojadrem na 1 000 DJB
UV (J/em?)  davka UVB zafeni v J/cm?

Efekt GT ucinnost GT v %

% povrchu % télesného povrchu postizeného psoriazou

* p<0,05

6.5 Porovnani vlivu variant GT na hladinu chromosomalnich aberaci
Tabulka 7 shrnuje udaje o rozsahu postizeni, dobé aplikace FD, davce UV zéfeni, hladinach

ABB, SAB a NAB a o ucinku terapie u vSech ¢tyt sledovanych skupin pacientt (variant GT).
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Nejrozsahlejsi postizeni télesného povrchu psoriazou bylo zaznamenano ve skupiné 2, nejdelsi

aplikace FD 1 UV ve skupiné 3 a nejvyssi narast ABB ve skupin¢ 1, kde jsme pozorovali

fv v

byl pozorovan u skupiny/varianty GT 4.

Tab. 7 Porovnani sledovanych parametri mezi skupinami

Skup. 1: 4% FD + UV2 (n=32) Skup. 2: 4% FD + UV1 (n=20)
Q1 [Median| Q3 |[PrimértVSO| Q1 |Medidn| Q3 |Primér=VSO
Vek (roky) 34,75 | 53,50 | 60,00 | 47,50+17,17] 31,50 [ 46,00 | 55,25 | 44,30+14,26
Povrch téla (m?) 1,86 | 1,96 | 2,03 1,95+0,19 1,79 | 1,90 | 2,00 1,92+0,18
Rozsah postizeni (%) 28,00 | 31,75 | 36,88 | 32,9849,24 | 29,50 | 34,75 | 42,63 | 36,90+10,14
Doba aplikace dehtu (dny) 8,00 | 12,00 | 13,25 | 10,69+£3,88 | 10,75 [ 11,00 | 13,00 | 11,30£3,53
Doba UV (dny) 10,00 | 13,00 | 15,00 | 12,13£3,52 | 10,00 | 11,50 | 13,25 | 11,35+3,30
Davka UV (Jer?)™ & (min) | 2,90 | 3.88 | 432 | 3.65+1,30 | 44,75 | 52,00 | 79,00 | 58,05+28.85
Nartst ABB po GT (n) 1,00 | 3,00 | 4,00 | 2,5842,21 1,00 | 2,00 | 3,00 1,95+1,57
Nartst SAB po GT (n) 1,00 | 3,00 [ 4,00 | 2,55+2,18 | 0,00 [ 1,00 | 2,25 1,55+1,76
Nartst NAB po GT (n) 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,03+£0,30 | 0,00 | 0,00 [ 1,00 | 0,40%0,75
PASI pted GT 14,30 | 18,40 | 21,95 | 19,30+7,31 | 11,98 | 17,85 | 22,65 | 19,07£8,59
PASI po GT 4,08 | 485 | 6,25 5,22+42,16 | 4,40 | 6,50 | 7,75 6,56+3,47
Efekt GT (%) 66,46 | 72,56 | 77,32 | 71,76+£9,09 | 59,95 | 65,96 | 70,40 | 66,08+8,29
Skup. 3: 5% FD + UV1 (n=72) Skupi. 4: 3% FD + UV1 (n=49)
Q1 [Median| Q3 |[Primér+VSO| Q1 |Medidn| Q3 |Primér=VSO
Vek (roky) 26,75 | 40,50 | 55,00 | 41,58+17,09] 29,00 | 41,00 | 60,00 | 44,34+18,75
Povrch téla (m?) 1,76 | 1,89 [ 2,03 1,89+0,18 1,70 | 1,87 | 1,99 1,87+0,23
Rozsah postizeni (%) 30,00 | 32,25 | 38,00 | 35,17+11,63| 25,00 | 30,00 | 38,00 | 31,92+11,02
Doba aplikace dehtu (dny) 12,00 | 15,00 | 18,00 | 15,43+£5,27 | 9,00 | 13,00 | 15,00 | 12,49+4,46
Doba UV (dny) 11,00 | 15,00 | 17,00 | 14,72+5,03 | 11,00 | 13,00 | 15,00 | 12,86+4,29
Davka UV (min) 55,00 | 90,50 [125,00] 92,38+54,96| 58,00 | 91,00 [120,00| 92,12+49,13
Nartst ABB po GT (n) 1,00 | 2,00 | 3,00 1,67£1,30 | 0,00 | 1,00 | 1,00 | 0,69+0,71
Nartst SAB po GT (n) 0,00 | 1,00 | 2,00 1,03£1,20 | 0,00 | 1,00 | 1,00 | 0,65+0,66
Nartst NAB po GT (n) 0,00 | 1,00 | 1,00 | 0,64+0,83 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,04+0,61
PASI pted GT 16,43 | 19,65 | 22,85 | 20,70£8,01 | 13,20 | 16,80 | 21,00 | 18,13+£6,97
PASI po GT 3,00 | 5,45 | 833 6,08+3,64 | 6,30 | 7,90 [ 10,50 | 8,93%+6,10
Efekt GT (%) 55,99 | 70,79 | 82,07 | 69,80+15,81| 44,44 | 20,88 | 59,70 | 51,57£14,76
Legenda:
ABB celkovy pocet aberovanych bun¢k
SAB strukturalné aberované bunky
NAB numericky aberované bunky

Pti porovnani jednotlivych skupin mezi sebou byly nalezeny signifikantni rozdily v hladinach

ABB mezi skupinou 4 a vSemi ostatnimi skupinami (p<0,001; ve vSech ptipadech byl vyssi
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pocet ABB ve skupiné€ 1) a rovnéz mezi skupinou 1 a 3 (p<0,05), kdy vyznamnéjsi narist ABB

byl ve skupiné 1 (tabulka 8, obrazek 18)

Tab. 8 Porovnani hladin celkového poctu aberovanych bunék (ABB) mezi skupinami

Narist ABB
Skup. 4: 3% FD + UV1 |Skupi. 2: 4% FD + UV1 [Skup. 1: 4% FD + UV2
Skup. 2: 4% FD + UV1 [p<0,001 NA NA
Skup. 1: 4% FD + UV2 |p<0,001 n.s. NA
Skup. 3: 5% FD + UV1 [p<0,001 ns. p<0,05
Legenda:
n.s. nesignifikantni
NA  neanalyzovéano
7.5
5.0 1
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Obr. 18 Porovnani rozdilu hladin celkového poctu aberovanych bun¢k (ABB) mezi skupinami

(individualni data)
Na ose y jsou udavany zmény poctu ABB po GT vici stavu pred GT

3+UVI skupina pacienti 4 — GT 3% FD a UV1 zaficem
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4+UV1 skupina pacientli 2 — GT 4% FD a UV1 zéticem
4+UV2 skupina pacientli 1 — GT 4% FD a UV2 zéticem
5+UVI skupina pacientli 3 — GT 5% FD a UV1 zéticem

Pti porovnani jednotlivych skupin mezi sebou byly nalezeny signifikantni rozdily v hladinach
SAB mezi skupinou 1 a skupinami 3 a 4 (p<0,001). Ve vsech piipadech byl vyssi pocet SAB
ve skupin€ 1. K hranici vyznamnosti se blizil rozdil mezi skupinou 4 a obéma zbyvajicimi

skupinami (p=0,056) (tabulka 9, obrazek 19).

Tab. 9 Porovnani rozdilu hladin strukturdlné aberovanych bunék (SAB) mezi skupinami

Narist SAB
Skup. 4: 3% FD + UV1 [Skupi. 2: 4% FD + UV1 [Skup. 1: 4% FD + UV2
Skup. 2: 4% FD + UV1 [p=0,056 NA NA
Skup. 1: 4% FD + UV2 [p<0,001 p=0,083 NA
Skup. 3: 5% FD + UV1 |p=0,056 n.s. p<0,001

Legenda:
n.s. nesignifikantni

NA  neanalyzovéano
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Obr. 19 Porovnani rozdilu hladin strukturdln¢ aberovanych bunc¢k (SAB) mezi skupinami

(individualni data)

Na ose y jsou udavany zmény poc¢tu SAB po GT vici stavu pred GT
3+UVI skupina pacientti 4 — GT 3% FD a UV1 zéticem
4+UV1 skupina pacientli 2 — GT 4% FD a UV1 zéticem
4+UV2 skupina pacientli 1 — GT 4% FD a UV2 zéficem
5+UV1 skupina pacientti 3 — GT 5% FD a UV1 zéficem

Pti porovnani jednotlivych skupin mezi sebou byly nalezeny signifikantni rozdily v hladinach
NAB mezi skupinami 3 a 1 (p<0,001) a skupinami 3 a 4 (p<0,001) a dale mezi skupinami 1 a 2
(p<0,05). Nejvyssi narast NAB byl zaznamendn ve skupiné 3, nejnizsi naopak ve skuping 1

(tabulka 10, obrazek 20).
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Tab. 10 Porovnani rozdilu hladin numericky aberovanych bun¢k (NAB) mezi skupinami

Narist NAB

Skup. 4: 3% FD + UV1

Skupi. 2: 4% FD + UV1

Skup. 1: 4% FD + UV2

Skup. 2: 4% FD + UV1

p=0,123

NA

NA

Skup. 1: 4% FD + UV2

n.s.

p<0,05

NA

Skup. 3: 5% FD + UV1

p<0,001

n.S.

p<0,001

Legenda:

n.s. nesignifikantni

NA  neanalyzovano

NAB

(=]

4+ 11

4 + V2

3+

Obr. 20 Porovnani rozdilu hladin numericky aberovanych bun¢k (NAB) mezi skupinami

(individualni data)

Na ose y jsou udavany zmény poctu NAB po GT vici stavu pred GT

3+UVI1

4+UVI1

skupina pacientii 4 — GT 3% FD a UV1 zaficem

skupina pacientt 2 — GT 4% FD a UV1 zaficem
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4+UV2 skupina pacientli 1 — GT 4% FD a UV2 zéticem
5+UVI skupina pacientli 3 — GT 5% FD a UV1 zéticem

V ramci celé studované skupiny (vSechny Ctyfi skupiny dohromady) jsme mezi muzi a zenami
nezaznamenali signifikantni rozdily v hladinich ABB, SAB ani NAB. RovnéZz nebyl

zaznamenan rozdil v G¢innosti GT (tabulka 11).

Tab. 11 Porovnani vybranych parametrii mezi skupinou muzi a zen

Muz (n=99) Zeny (n=74)
Q1 |[Median| Q3 |Primér=VSO| Q1 [Median| Q3 |PrimértVSO
Vek (roky) | 28,00 | 40,00 | 55,00 | 41,86+16,22| 31,00 | 45,00 | 61,00 | 46,15+18,39| p=0,13
Narist ABB | 1,00 | 1,00 | 3,00 | 1,58+1,52 [ 1,00 | 1,00 | 2,00 | 1,63+1,63 | ns.
Nartst SAB | 0,00 | 1,00 | 2,00 | 1,26+1,51 | 0,50 | 1,00 | 2,00 | 1,2841,60 | ns.
Nartst NAB | 0,00 | 0,00 | 1,00 | 031+0,72 | 0,00 | 0,00 | 1,00 | 0,35£0,76 | ns.
Efekt GT (%)| 54,91 | 63,64 | 75,75 | 64,60+16,18| 52,92 | 65,82 | 75,74 | 64,62+15,81| ns.

Legenda:

ABB celkovy pocet aberovanych bun¢k
SAB strukturalné aberované bunky
NAB numericky aberované buiky

n.s. nesignifikantni

V ramci celé studované skupiny (vSechny ¢tyfi skupiny dohromady) jsme nalezli signifikantné
vysSi hladinu NAB ve skupin¢ kufaka (p<0,05). Kufaci byli vyznamné mlads$i nez nekufaci

(p<0,001) (tabulka 12).

Tab. 12 Porovnani vybranych parametri mezi kutédky a nekutaky

Kuraci (n=81) Nekuiaci (n=92)
Q1 |Median| Q3 [PrimértVSO| Q1 [Median| Q3 |PramértVSO
Vek (roky) | 28,00 | 36,00 | 52,00 | 38,69+14,50] 31,00 | 52,00 | 62,00 | 48,08+18,34 | p<0,001
Nartst ABB | 0,00 | 1,00 | 3,00 | 1,59+1,57 | 1,00 | 1,00 | 2,00 1,60£1,56 n.s.
Nartst SAB | 0,00 | 1,00 [ 2,00 1,14+1,54 | 1,00 | 1,00 | 2,00 1,39+1,55 n.s.
Nariast NAB | 0,00 | 0,00 | 1,00 | 0,46+0,76 | 0,00 | 0,00 | 1,00 | 0,22+0,70 | p<0,05
Efekt GT (%)| 55,56 | 65,38 | 73,08 | 65,35+15,25| 51,35 | 62,32 | 76,25 | 63,97+9,38 n.s.

Legenda:

ABB celkovy pocet aberovanych bun¢k
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SAB strukturalné aberované bunky

NAB numericky aberované buiky

n.s. nesignifikantni

Terapie méla nejvyssi ucinnost ve skuping 1, nejnizsi pak ve skupiné 4 (tabulka 13, obrazek 21).

Tab. 13 Porovnani efektivity jednotlivych variant terapie

Efekt terapie
Skup. 4: 3% FD + UV1 [Skupi. 2: 4% FD + UV1 |Skup. 1: 4% FD + UV2

Skup. 2: 4% FD + UV1 |p<0,001 NA NA
Skup. 1: 4% FD + UV2 |p<0,001 p<0,05 NA
Skup. 3: 5% FD + UV1 |p<0,001 n.s. n.s
Legenda:
n.s. nesignifikantni
NA  neanalyzovano

1001

751 ‘

Efekt (%) ’
50 1
25
3+IU\/1 4+i_l\/1 4+LJV2 5+[_J\/1

Obr. 21 Porovnani efektivity jednotlivych variant terapie

Na ose y je udavana efektivita terapie v procentech
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3+UV1

4+UV1

4+UV2

5+UV1

skupina pacientli 4 — GT 3% FD a UV1 zéticem
skupina pacienti 2 — GT 4% FD a UV1 zéticem
skupina pacienti 1 — GT 4% FD a UV2 zéticem

skupina pacientli 3 — GT 5% FD a UV1 zéticem
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7 Diskuze

7.1 Trans-epidermalni absorpce vybranych PAU

Experimenty popsané v prezentované disertaCni praci byly provadény na epidermalni
membrang, kterd byla odebrana z dorzalni strany usniho boltce prasete. Kiize usniho boltce
prasete domaciho je svou strukturou blizka kazi lidské aje povazovana za jeji vhodnou
experimentalni nahradu (Jacobi et al. 2007). Lze ji pomérn¢ snadno ziskat a jeji pouziti je

z etického hlediska méné komplikované nez pouziti ktize lidské.

Jako vhodné rozpoustédlo pro pfipravu donorového roztoku ve vodé Spatné rozpustnych latek
(napt. PAU) byva v literatufe uvadén aceton (Kotingova et al. 2012; Sartorelli et al. 1999;
Sartorelli et al. 2001) nebo ethanol (Payan et al. 2008). Implementace takto ziskanych vysledkt
do oblasti redlnych dermdlnich expozic (pfevazné v pracovnim prostiedi) je vSak ponckud
diskutabilni, protoZe aceton ani ethanol nepatii k béZnym matricim s vy$§im obsahem PAU.
BéZnymi matricemi byvaji minerdlni oleje, maziva, ropné meziprodukty a odpady a dehtové
vyrobky. Kamenouhelny (farmaceuticky) dehet v mastovém zakladu ,, unguentum leniens“ je
pouzivam i v dermatologii (Kotingova et al. 2012). Z uvedenych diivodt jsme pro ptipravu
donorového roztoku pouzili v naSem experimentu metodiku US-Environmental Protection
Agency (US-EPA), ktera k dermalnimu testovani latek Spatné rozpustnych ve vodé (kam patii

1 PAU) doporucuje jako rozpoustédlo isopropyl-myristat (EPA 2004).

Experiment popisuje dermalni penetraci nekone¢né (maximalni) davky nékolika vybranych
PAU. Nutnou podminkou pro aplikaci nekone¢né davky je stav, kdy pfes membranu penetruje
méné nez 10 % z nabidnuté¢ davky (Chilcott a Price 2008). Vzhledem k tomu, Ze v naSem
experimentu penetrovalo pfes membranu maximalné 0,84 % nabidnuté davky, Ize podminku

scénafe nekonecné davky povazZovat za splnénou.

Je znamo, Ze vyhodnoceni dat z dermélnich experimentli miize byt zatiZeno chybami ve
vypoctech hodnot Flux a Lag time v disledku nerespektovani dosazeni pseudo-ustaleného
stavu (pseudo-steady-state). Pro redukci/eliminaci tohoto rizika byvéa doporucovana doba trvani
experimentu delsi nez 2,7 ndsobek primérné hodnoty Lag time (Williams 2003). Z uvedeného
diivodu jsme pro naftalen, fenanthren a pyren zvolili délku experimentu 24 hod a pro
benzo[a]pyren délku 48 hod. Primérné hodnoty Lag time se u naftalenu, fenanthrenu a pyrenu
pohybovaly mezi 0,26, az 3,25 hod. Po jejich vynéasobeni vySe uvedenym nasobkem 2,7

dostavame hodnoty 0,7 az 8,8 hod. Primérna hodnota Lag time benzo[a]pyrenu byla 11,2 hod,
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po vynasobeni nasobkem 2,7 dostavame hodnotu 30,2 hod. Je zfejmé, ze v obou piipadech

(24 hod, resp. 48 hod) byla splnéna podminka dosazeni pseudo-ustalené¢ho stavu.

Pti zhodnoceni variability mnozstvi jednotlivych PAU v isopropyl-myristatu, které penetrovalo
pfes epidermalni membranu za dany casovy usek (PAU-penet), jsme zjistili, ze variacni
koeficient (VK; podil vybérové smérodatné odchylky VSO a priméru hodnot; %) PAU-penet
dosahoval hodnot 61 % u naftalenu, 41 % u fenanthrenu, 47 % upyrenu a 33 %
u benzo[a]pyrenu. Mira rozptylu parametrii Flux a Lag time dosahovala hodnot 48 % a 65 %
u naftalenu, 45% a 19 % u fenanthrenu, 45% a 15% u pyrenu a 38% a 36%
u benzo[a]pyrenu. V naSich predchéazejicich dermalnich experimentech, které byly zaméieny
na penetraci jednotlivych PAU a smési PAU v acetonu pies plnou kiizi (Kotingova 2015),
doséhl variacni koeficient PAU-penet hodnot 36 % u naftalenu, 82 % u fenanthrenu, 107 %
u pyrenu a 51 % u benzo[a]pyrenu. V piipad¢ testovani smési ¢tyt PAU (naftalen, fenanthren,
pyren abenzo[a]pyren) dosahoval VK PAU-penet hodnot 63 % u naftalenu, 84 %
u fenanthrenu a 94 % u pyrenu (koncentrace benzo[a]pyrenu ve smési PAU se nachézela pod
mezi detekce). Z uvedeného vyplyva, ze experimenty provadéné na membrané¢ vykazuji

(s vyjimkou naftalenu) nizsi variabilitu PAU-penet.

Priimémé hodnoty parametru Flux (nmol/cm?*/hod) v prezentované studii, provadéné na
epidermalni membrané z praseCiho ucha, dosahovaly trovné 95,7+45,5 u naftalenu, 19,5+8,7
u fenanthrenu, 4,38+1,98 u pyrenu a 0,21+0,08 u benzo[a]pyrenu. Primérné hodnoty parametru
Lag time (hod) dosahovaly urovné 0,26+0,17 u naftalenu, 2,12+0,41 u fenanthrenu, 3,25+0,50
u pyrenu a 11,2+4,08 u benzo[a]pyrenu. Hodnota parametru Flux klesala s molarni hmotnosti
PAU, zatimco hodnota parametru Lag time s molarni hmotnosti PAU rostla. Je ziejmé, ze
v prostiedi s difuzni kinetikou pronikajici molekuly a s omezenou piitomnosti aktivnich
transportnich mechanismi hraje molekulova hmotnost latky vyznamnou ulohu. Tento trend

popisuji 1 ostatni autofi (Kotingova 2015; Sartorelli et al. 1998; Sartorelli et al. 1999).

V odborné literatufe jsme nalezli jen velmi omezené mnozstvi informaci o experimentéalnich
penetracich PAU pies epidermdlni membranu, se kterymi bychom mohli porovnavat naSe
vysledky. Sartorelli et al. (1998) sledovali dermalni penetraci osmi PAU, mezi nimi i naftalenu,
fenathrenu a pyrenu, pies plnou kiizi kockodana obecného. Jako rozpoustédlo byl pouZit aceton.
Experiment byl provadén bez okluze a bylo pfi ném aplikovano 147,5 nmol/cm? naftalenu,
11,5 nmol/cm? fenanthrenu a 8,8 nmol/cm? pyrenu, tedy davky mnohonasobné nizsi, nez které

byly pouZity v naSem experimentu s prase¢i epidermalni membranou (62 090, 35 876
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a 13 898 nmol/cm?). Autofi nalezli hodnoty parametru Lag time naftalenu 2,17+3,80 hod (VK
175 %), fenanthrenu 12,3945,05 hod (VK 41 %) a pyrenu 17,41+£8,25 hod (VK 47 %).
Porovname-li tyto hodnoty s nasimi vysledky uvedenymi v piredchozim odstavci, zjistime, ze
doba prichodu plnou kiizi byla zhruba osmkrat delsi u naftalenu, Sestkrat delsi u fenanthrenu
a pétkrat delsi u pyrenu. Rozptyl hodnot Lag time byl pfitom zhruba dvakrat az tiikrat vyssi
v piipadé experimentu na plné kiizi. Pii téchto uvahach si vSak musime byt védomi zna¢nych

rozdil v druhu experimentalniho zvitete, tloustce klize, rozpoustédle a vysi aplikované davky.

V dalsi praci hodnotili Sartorelli et al. (1999) dermélni penetraci smési tfinacti PAU, mezi nimi
1 naftalenu, fenanthrenu, pyrenu a benzo[a]pyrenu pies plnou kiizi kockodana obecného. Jako
rozpoustédlo PAU byl pouZit aceton a komeréné dodavany synteticky motorovy mazaci ole;.
Vedle roztokii PAU byl na povrch kiize aplikovan téz umély pot pro napodobeni podminek
realnych situaci v pracovnim prosttedi. Pfi experimentu bylo jako souc¢ast smési aplikovano
i 160,0 nmol/cm? naftalenu, 12,1 nmol/cm? fenanthrenu, 8,3 nmol/cm? pyrenu a 3,1 nmol/cm?
benzo[a]pyrenu. Opét se tedy jednalo o ddvky mnohondsobné niz$i, nez které byly pouzity
vnasem experimentu s prase¢i epidermalni membranou (62 090, 35876, 13 898

a 3 158 nmol/cm?).

Parametr Flux PAU (v acetonu) dosahoval ve vySe uvedené praci Sartorelli et al. (1999) hodnot
1,01£0,40 nmol/cm?/hod pro naftalen (VK 39 %), 0,03£0,01 nmol/cm*hod pro fenanthren
(VK 28 %), 0,040,041 nmol/cm?/hod pro pyren (VK 107 %) a 0,0014+0,0012 nmol/cm*/hod
pro benzo[a]pyren (VK 86 %). Piiporovnani téchto dat snasimi vysledky uvedenymi
v tabulce 3 je ziejmé, ze hodnoty parametru Flux v experimentu Sartorelli et al. byly o jeden
a vice fadl niz8i. Rozptyl hodnot Flux byl pfi srovnani s naSim experimentem na membrané

zhruba dvojnasobny.

Parametr Lag time PAU (v acetonu) dosahoval ve vySe uvedené praci Sartorelli et al. (1999)
hodnot 1,18+0,01 hod pro naftalen (VK 1 %), 10,95+7,62 hod pro fenanthren (VK 70 %),
24,46+2,68 hod pro pyren (VK 11 %) a 31,21£10,81 hod pro benzo[a]pyren (VK 35 %). Tyto
hodnoty sice byly nékolikandsobné vySs$i nez naSe vysledky, nicméné rozdily nedosahly
fadovych hodnot, tak jak tomu bylo u rozdilti v hodnotach parametru Flux. Rozptyl hodnot Lag

time byl pfi srovnani s nasim experimentem na membrané zhruba dvojnasobny.

Parametr Flux PAU dosahoval ve vySe uvedené praci Sartorelli et al. (1999) pfi pouZiti roztokti
PAU v motorovém mazacim oleji hodnot 0,27+0,22 nmol/cm*h pro naftalen (VK 80 %),
0,006:£0,0035 nmol/cm?*/h pro fenanthren (VK 58 %) a 0,0015+0,0003 nmol/cm*h pro pyren
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(VK 20 %). Obdobné¢ jako u acetonovych roztokiit PAU, hodnoty parametru Flux v oleji byly
o jeden a vice tadu nizsi (s obdobnym rozptylem jako u acetonovych roztokl) nez hodnoty

v nami prezentované studii na membrane.

Parametr Lag time PAU dosahoval ve vySe uvedené praci Sartorelli et al. (1999) pfi pouziti
roztokd PAU v motorovém mazacim oleji hodnot 4,86+£7,99 hod pro naftalen (VK 164 %),
15,15+3,10 hod pro fenanthren (VK 20 %) a 13,38+8,91 hod pro pyren (VK 67 %). Absorpce
benzo[a]pyrenu byla pii pouziti motorového mazaciho oleje pod hranici detekce (Sartorelli et
al. 1999). Je evidentni, Ze hodnoty byly opét n¢kolikanasobn¢ vyssi nez naSe vysledky,
nicmén¢, obdobné¢ jako u acetonovych roztoku, rozdily nedosahovaly fadovych hodnot. Ke
vSem vyse uvedenym porovnanim s praci Sartorelli et al. (1999) je nutno upozornit na znacné
rozdily v podminkdch experimentt, konkrétné na rozdily v druhu experimentalniho zvifete,

tloust’ce kiize, rozpoustédle a ve vysi a formé (individualng, ve smési) aplikované davky PAU.

Kotingova et al. (2012) porovnavali vliv koncentrace donorového roztoku a vliv rozpoustédla
(acetonu a slunecnicového oleje) na dermalni absorpci pyrenu pies plnou kiizi dorzalni strany
boltce prase¢iho ucha. Pyren v acetonu byl aplikovdn v koncentracich 209 nmol/cm?
a2 095 nmol/cm?, pyren v oleji v koncentracich 235 nmol/cm? a 2 347 nmol/cm?. V na$em

experimentu jsme aplikovali ddvku vyrazné vys§i 13 898 nmol/cm?.

V experimentu Kotingova et al. (2012) byla po aplikaci acetonového roztoku pyrenu
(209 nmol/cm?) nalezena hodnota parametru Flux 0,0192+0,0181 nmol/cm*/hod (VK 95 %)
a parametru Lag time 15,38+10,04 hod (VK 65 %). Po aplikaci pyrenu v oleji (209 nmol/cm?)
byla nalezena hodnota parametru Flux 0,0088+0,0089 nmol/cm?®hod (VK 101 %) a parametru
Lag time 17,36+13,43 hod (VK 77 %) (Kotingova et al. 2012).

Po aplikaci pyrenu v acetonu (2 095 nmol/cm?) byla nalezena hodnota parametru Flux
0,0150+0,0139 nmol/cm*hod (VK 93 %) a parametru Lag time 13,16+6,37 hod (VK 48 %).
Po aplikaci pyrenu v oleji (2 095 nmol/cm?) byla nalezena hodnota parametru Flux
0,0119+0,0063 nmol/cm?/hod (VK 50 %) a parametru Lag time 18,09+10,54 hod (VK 58 %)
(Kotingova et al. 2012).

Pti porovnani dat experimentu Kotingové et al. (2012), provadéné na plné praseci kizi, s daty
nami prezentovaného experimentu na epidermalni membranég z praseci klize je zfejmy vyrazny
pokles hodnoty parametru Flux (o dva az tfi fady) a tfi az pétindsobny nartist parametru Lag

time u experimentd s plnou kizi. Opét vSak upozorniujeme na rozdilné podminky experimentu
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Kotingova et al. (2012) a prezentovan¢ho experimentu (v tloust'ce kiize, rozpoustédle a ve vysi
aplikované davky). Rozptyl hodnot parametru Flux pyrenu na plné kizi byl (v porovnani
s experimentem na membrang) zhruba dvojnasobny, rozptyl hodnot parametru Lag time byl
trojnasobny az pétinasobny. Tato skuteCnost naznacuje, ze pouziti epidermalni membrany
(namisto plné kiize) by snad mohlo ¢astené redukovat rozptyl dat, ktery s sebou pfinasi pouziti
ktze z riznych oblasti téla od riznych jedinci. Opravnénost této domnénky vsak bude muset

byt potvrzena dalSimi studiemi.

Experimenty s PAU na epidermalni membrané dosud popsany nebyly. Z ostatnich latek
sledovali van de Sandt et al. (2000) penetraci pesticidu propoxuru (2-isopropoxyfenyl N-
methylkarbamadt) pies epidermalni membranu ziskanou z lidské kiize bticha a potkani ktize zad
(Sprague-Dawley rat). Propoxur byl aplikovan v 60% vodném ethanolu. Hodnota parametru
Flux pii pouziti lidské epidermalni membrany byla 4,9+1,5 pg/cm?/hod a hodnota parametru
Lag time 1,1 hod. Pfi pouziti potkani epidermalni membrany byla hodnota parametru Flux
7,2+1,0 pg/cm*/hod a parametru Lag time 1,2 hod. Autofi rovnéz hodnotili penetraci propoxuru
pres plnou lidskou a plnou potkani kiizi. V obou ptipadech byly hodnoty parametru Flux nizsi
a Lag time vys$i u plné kize. Hodnota parametru Flux ptes plnou lidskou kizi byla
1,7+0,4 pg/cm?/hod a parametru Lag time 2,3 hod. V piipadé potkani plné kiize byla hodnota
parametru Flux 1,0£0,3 pg/cm?/hod a parametru Lag time 2,3 hod.

Kanikkannan et al. (2001) hodnotili perkutdnni penetraci tryskového paliva (JP-8), které
obsahuje 1 naftalen, pfes dermatomovanou kizi praseciho ucha a dermatomovanou lidskou
kadaverozni kizi (tloustka v obou ptipadech 500 um). Hodnoty parametru Flux naftalenu na
obou typech kiize byly srovnatelné, konkrétng 0,3761+0,0174 pg/cm?/hod u praseéi kiize
a 0,4514+0,0223 pg/cm?/hod u kiize lidské. Chilcott et al. (2001) popsali penetraci yperitu pies
epidermalni membranu z kize prasectho ucha a lidského bficha. Byla pouZita
maximalni/nekone¢na davka (100 mg/cm?). Parametr Flux dosahl pfi pouziti epidermélni
membrany z prase¢iho ucha hodnoty 411£175%10° g/cm?*/hod, parametr Lag time hodnoty
5,743,2 hod. V ptipad¢ epidermdlni membrany z kiize lidského bficha byla hodnota parametru
Flux 157+66*10° g/cm?/hod a parametru Lag time 5,1£2,3 hod.

7.2 Polycyklické aromatické uhlovodiky ve farmaceutickém dehtu

Bylo zjiSténo, Ze 100 g masti s 5% FD obsahovalo 0,04 mg PAU s prokézanou karcinogenitou
pro c¢lovéka (prokazané karcinogeny, IARC skupina 1) a 16,57 mg PAU u kterych Ize
karcinogenitu pro ¢lovéka predpokladat (mozné karcinogeny, IARC skupina 2B). Mast (100g)
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se 4% FD obsahovala 0,032 mg karcinogennich PAU a 13,264 mg PAU ze skupiny moznych
karcinogenii a mast (100g) se 3% FD obsahovala 0,024 mg karcinogennich PAU a 9,948 mg

PAU ze skupiny moznych karcinogend.

Borska et al. (2016) uvadi praimérmy t&lesny povrch 1,6 az 1,8 m?. Povrch téla souboru nasich
pacientfi se pohyboval mezi 1,24 az 2,50 m? a psoridzou bylo postizeno 11 az 76 % t&lesného
povrchu. Pfi GT byly aplikovany zhruba 4 mg FD na cm? psoriatickych 1ézi. Na zakladé vyse
uvedenych udajii 1ze odhadovat, ze v ptipadé pouziti masti se 4% FD bylo na kizi pacienta
aplikovano v priméru 8,269 ng prokazanych a 3,427 mg moznych karcinogeni (a celkové
9,867 mg nami vybranych 16 PAU). MnozZstvi BaP aplikovaného v ptipadé 4% FD odpovida
pti jedné aplikaci pfiblizn€ 32 balickim vykoufenych cigaret (Moorthy et al. 2015) a je zhruba
28 nasobné vyssi ve srovnani s mnozstvim PAU pfijatych za stejnou dobu z bézné diety (EFSA
2008). Pokud vezmeme v tivahu udaje udavané Wu et al. (2016) a IARC (2012) zjistime, Ze
celotélova dermalni expozice PAU pii vyrobé hliniku se za osmihodinovou pracovni dobu
pohybuje okolo 8,67 mg PAU a je zcela srovnatelnd s jednim dnem aplikace GT s pouzitim

masti se 4% FD.

7.3 Zavedeni mikronukleus testu

Zavedeni a ovéfeni mikronukleus testu bylo jednim z klicovych tkola této disertacni prace,
a proto mu je v diskusi vénovéana znacnd pozornost. Prvni popis MN pochézi z konce 19. stoleti,
kdy Howell a Jolly nasli drobné inkluze v koci¢i a mysi krvi. Obdobné drobné inkluze byly také
pozorovany v erytrocytech pacientl trpicich t€Zkou anémii a pozdéji byly nazvany Howell-

Jollyho téliska (Hayashi 2016).

Evans et al. (1959) popsali MN v kofenovych Cepickach fazoli vystavenych gama zéateni
a pokusili se kvantifikovat vyvolané chromosomalni poskozeni. Jednalo se o prvni pokus
hodnoceni chromozomalniho poskozeni pomoci frekvence MN. Autofi odhadovali, ze asi 60 %
fragmenti chromozomti ma za nasledek formaci MN. V roce 1970 vyvinuli Boller a Schmid
(1970)(za pouziti bun€k kostni dien¢ a periferni krve kiecika ¢inského vystavené alkylacnimu
agens trenimonu) metodu hodnoceni frekvence MN v erytrocytech, kterou poprvé oznacili jako
,Mikrokern-Test* (mikronukleus test, MNT) (Boller a Schmid (1970). Poprvé byl MNT test
pouzit na lidskych lymfocytech v roce 1976 (Countryman a Heddle 1976). Zatim se jednalo
o hodnoceni MN v jednojadernych buiikach.

MacGregor et al. (1980) popsali metodu detekce MN v erytrocytech myS$i. Autofi zjistili, ze

u mysi se erytrocyty s MN vyskytuji v cirkulaci zcela bézné. Dale uvadéji, ze detekce MN v

84



bunkach kostni dfené¢ umoziiuje hodnotit akutni efekt chemikalii, zatimco detekce MN
v perifernich erytrocytech hodnoti spiSe U¢inky chronické. V letech 1981 a 1983 bylo
publikovdno nékolik metodik detekce MN v samcich zarodecnych buikéach savcl, které
umoziuji hodnoceni potencionalniho nepfiznivého ucinku rtznych faktorti na nasledujici

generace (Lahdetie a Parvinen 1981; Tates et al. 1983).

V roce 1983 byla Organizaci pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj (Organisation for Economic
Co-operation and Development; OECD) vytvofena smérnice pro testovani genotoxickych
ucinkd chemickych latek in vivo pomoci detekce MN v sav€ich erytrocytech. V pribéhu let
byla mnohokrat revidovana. Posledni revize této smérnice probéhla v roce 2016 (OECD

2016b).

Obecnym problémem byla standardizace techniky pii pouziti jinych buné€k nez erytrocytu, tak
aby MN byla hodnocena v burikach, které prodélaly pravé jednu mitézu. OdliSeni bunék, které
prodélaly pravé jednu mitdézu od ostatnich bunék populace, bylo pfi pouziti jednojadernych
buné¢k obtizné. Fenech a Morley (1985) zkouseli rozliseni pomoci autoradiografické techniky
s pouzitim pulsu *H-thymidinu ve &tyficaté osmé hoding kultivace mitogenem stimulovanych
lidskych perifernich lymfocytl a nésledné detekce MN v lymfocytech po jedné mitéze mezi
sedmdesatou druhou a osmdesatou ctvrtou hodinou. Komplikaci byla volba vhodné
koncentrace radio-znacené¢ho thymidinu, kterd by sama nezpiisobovala narist v po¢tu MN.
Druhou zkouSenou technikou byla detekce MN v kulturach mitogenem stimulovanych lidskych
perifernich dvoujadernych lymfocytli, vzniklych po pfidani 3,0 pg/ml cytochalasinu B ve
Ctyficaté ctvrté hodiné kultivace a nésledné skorovani MN v sedmdesaté druhé hodiné. Bylo
zjisténo, ze cytochalasin B nezplsoboval narast v bazalni hladiné MN. V roce 1985 tak byla
Fenechem a Moleym vytvofena modifikace s pouzitim cytochalasinu B, kterd je jednouchou
a v soucasnosti rozSifenou metodou vyuZzivanou k sledovani poSkozeni DNA u lidi

exponovanych riznym xenobiotiklim s potencionalné genotoxickym ucinkem.

V roce 1988 se podaiilo vyvinout modifikaci metody umoziujici detekci kinetochor pomoci
specialniho barveni s pouzitim protilatek (Degrassi a Tanzarella 1988). Diky této modifikaci je
mozné odliSit MN vznikajici v disledku poSkozeni DNA od MN vznikajicich poskozenim
mikrotubuld déliciho vieténka. Tim lze odlisit ucinky latek klastogennich (poSkozeni DNA)

a aneugennich (poskozeni mikrotubuld déliciho vieténka).

V roce 2004 OECD vydalo smérnici pro testovani genotoxického ti€inku chemickych latek in

vitro, pusobicich na sav¢i a lidské bunééné linie €1 lidskeé periferni lymfocyty od zdravého darce,
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s naslednou detekci MN (OECD 2004). Tato smérnice byla naposledy revidovana v roce 2016
(OECD 2016c).

V roce 2008 byl MNT uspésné validovan a formalné schvéalen védeckym poradnim vyborem
Evropského centra pro validaci alternativnich metod (European Centre for the Validation of
Alternative Methods; ECVAM) jako alternativa ke standardizované metod¢ in vitro testu

chromozomalnich aberaci (Corvi et al. 2008).

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 2.1, MNT je zalozeny na detekci MN v cytoplazmé
interfazickych bunc¢k (OECD 2016c) a je vyuzivan jako indikator expozice genotoxiniim
a genomické stability pfi monitorovani lidské populace. Mikrojadra jsou mala extranuklearni
téliska vétsinou obklopena jadernou membranou (Hintzsche et al. 2017). Vznikaji v dé€licich se
buitkdch z (1) acentrickych chromozomalnich fragment, (2) z celych chromozomi
neschopnych migrovat k polim béhem anafize (OECD 2016¢), (3) z destruovanych
chromatinovych mustkll spojujicich oddélené anafazické chromozomy nebo (4) z agregatu
extrachromozomalnich chromatinovych elementd, jako jsou ,double minutes (DMs)
chromatinova téliska (Okamoto et al. 2012). Navic mohou MN vznikat i béhem interfaze
prostfednictvim jaderného puceni (,,nuclear budding®) (Utani et al. 2011). Diky rozvoji
modifikace mikronukleus testu s pouzitim cytochalasinu B, oznacované jako ,,cytokinesis-
block* mikronukleus test (CBMN), se nejen formace MN, ale 1 dal$i asociované biomarkery
poskozeni DNA (jako jsou chromatinové mistky a jaderné pupeny) a také bunéfnd smrt
a cytostdza staly lépe hodnotitelné (Fenech et al. 2011). Cytochalasin B je inhibitor
polymerizace aktinu. Blokuje cytokinezi a umoznuje tak rozliSit dvoujaderné bunky, které
prodélaly prave jedno déleni v kultute, od jednojadernych bunék, které se nerozd¢lily ¢i unikly

z cytokinetického bloku (Mateuca et al. 2012).

MN z acentrickych chromozomovych ¢i chromatidovych fragmentl vznikaji z nereparovanych
nebo Spatné reparovanych zlomi DNA. K zaostdvani celych chromozomil za ostatnimi
chromozomy béhem anafaze muze dochazet v dasledku hypomethylace opakujicich se
sekvenci DNA v oblasti centromery, pti defektech v kinotochorovych proteinech, pii dysfunkci
déliciho vieténka ¢i pfi defektech v genech regulujicich anafazi (Fenech et al. 2011; Mateuca

et al. 2012).

Chromatinové mistky se objevuji v disledku pfitomnosti dicentrickych chromozomi, se
kterymi se setkavame pfi poruse reparace zlomi DNA, kdy dochazi ke spojovani telomer, a dale

se objevuji 1 pii poruSe separace sesterskych chromatid béhem anafaze, kdy dochazi k poruse
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dekatenace (Fenech et al. 2011). Situace, kdy dochazi k rozlomeni béhem anafaze ¢i telofaze,
mohou vést ke vzniku jednoho i vice MN (Hoffelder et al. 2004) a destabilizaci chromozomt

(Fenech et al. 2011; Utani et al. 2011).

DMs predstavuji cytogeneticky projev genové amplifikace (Okamoto et al. 2012).
Amplifikovana DNA mize byt eliminovdna zchromozomti diky rekombinaci mezi
homolognimi oblastmi, kdy amplifikované sekvence tvoii acentrické a atelomerické krouzky
DNA (Shimizu et al. 2000). Agregované DMs se oddé€luji od chromozomii mezi metafazi

a anafézi a tvofi MN na konci mitoézy (Utani et al. 2011).

Jaderné pupeny se formuji v diisledku puceni cytoplazmatické membrany (,,cytoplasmic
blebbing®) a jaderného obsahu (,,nuclear budding®) skrze poskozenou jadernou membranu.
K puceni cytoplazmatické membrany dochazi v disledku lokdlnich zmén osmolarity, které
vedou ke zméné hydrostatického tlaku v buiice. Zmény osmolarity mohou nésledné vytahovat
chromatin ven z jadra za vzniku pupentl, ovsem pouze za predpokladu, Ze jaderna membrana
je poskozena. K puceni jaderného obsahu dochazi zejména béhem S faze bunécného cyklu, kdy
se jaderny obsah zdvojnéasobuje. Protein lamin B je syntetizovéan na zacatku S faze bunéného
cyklu a pfedstavuje vyznamnou soucast jaderné membrany, kterd ovliviiuje jeji pevnost. Pokud
je syntéza laminu B nedostate¢na vzhledem k nardstu jaderného obsahu, jadernd membrana
muze byt Castecné naruSena a dochazi k puceni jaderného obsahu skrze tuto oslabenou oblast
béhem S faze. Lamin B negativni mikrojadra, tedy mikrojadra bez jaderné membrany, se tak

mohou tvofit 1 z nuklearnich pupeni (Utani et al. 2011).

Intersticialni DNA bez centromery ¢i telomery se mnohem Ccastéji objevuji v jadernych
pupenech, které jsou spojeny s jadrem tenkou chromatinovou stopkou nez v mikrojadrech zcela
odd¢lenych od hlavniho jadra (Utani et al. 2011). Podle jinych literarnich zdrojt jsou jaderné
pupeny projevem procesu eliminace amplifikované DNA, komplexii reparace DNA
a pravdépodobné i nadbyte¢nych chromozomil v aneuploidnich bunikach (Fenech et al. 2011).
Sir8i stopkou z nukleo-plasmatického materidlu. Mohou vznikat i po rozlomeni chromatinového
mustku, kdy se zbytky jaderného materidlu stahuji zpét k jadrim. VétSina jadernych pupent
vzniké z intersticidlni DNA, ¢i z terminélnich acentrickych fragmenti (Fenech et al. 2011). MN
vznikajici z acentrickych chromozomd, celych chromozoml zaostavajicich za ostatnimi

chromozomy béhem anafdze a DMs jsou obklopeny laminem B a tedy i1 jadernou membranou,
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zatimco MN vznikajici z destruovanych chromatinovych mustki a jadernym pucenim jsou

lamin B negativni a tedy bez jaderného obalu (Utani et al. 2011).

MN mohou vznikat také v disledku hypomethylace DNA, tedy epigenetickym mechanismem.
Pokud dojde k hypomethylaci heterochromatinu pericentromerickych oblasti, dochazi
k dekondenzaci chromatinu, coz je spojeno s poruchou segregace chromozomii, které pak tvoii
MN obsahujici celé chromozomy ¢i chromatidy (Luzhna et al. 2013). Pomér mezi MN
objevujicimi se béhem profaze druhé mitdzy a chromozomy a chromatidami opozd'ujicimi se
béhem prvni mitdzy je asi 1:1,5-2, coz naznacuje, ze polovina az tfi ¢tvrtiny opozdénych
chromozomu a chromatid z prvni mitézy vede ke vzniku MN, ktera pak pretrvavaji do dalsi
mitézy (Hintzsche et al. 2017). Pokud se hypomethylace objevi v celém chromozomu,
chromatin je vice relaxovany a dochazi ke zvySeni genova exprese. Soucasné nartistd mira
poskozeni DNA a chromozomalni zlomy, které pfispivaji k tvorbé MN obsahujicich pouze

fragmenty DNA (Luzhna et al. 2013).

V lymfocytech zdravych osob bez abnormalni expozice genotoxickym latkam pochazeji MN
obvykle z acetrickych fragmenti a celych chromozomi v poméru asi 30:70 % v jednom
extrému az v poméru 70:30 % v extrému druhém, v zavislosti na véku a pohlavi (Fenech et al.
2011). Jiné literarni zdroje uvadéji, ze v neexponované populaci az 90 % MN obsahuje celé
chromozomy (Wojda et al. 2007). Spontanni frekvence MN se zvySuje se stoupajicim veékem,
coz je davano do souvislosti s vékem naristajicim vyskytem dysfunkce kinetochor (Wojda et
al. 2007). Nefic a Handzic (2013) udavaji, ze statisticky signifikantni narist MN se objevuje
u skupiny lidi nad 40 let véku a tyka se nejen poctu MN, ale i poc¢tu jadernych pupenti. Fenech
a Bonassi (2011) se domnivaji, ze narGst po¢tu MN s vékem je zpusoben kombinaci
(1) kumulativniho efektu ziskanych mutaci genii Ucastnicich se opravy DNA, segregace
chromozomil a kontrolujicich bunéény cyklus a (2) numerickych a strukturalnich aberaci
chromozom zplisobenych expozici endogennim, environmetalnim a pracovnim genotoxinim,
neadekvatni nutrici a dalSimi faktory Zivotniho stylu. Obecné je vyssi vyskyt MN v lymfocytech
u zen nez u muzi (Fenech 2007), coz se davd do souvislosti s inaktivaci jednoho X
chromozomu (Fenech a Bonassi 2011). U zen bez abnormalni expozice genotoxickym latkam
az 72 % MN obsahuje pravé X chromozom (Hando et al. 1994) a az 37 % téchto MN je
zpusobeno poruchami funkce kinetochor (Fenech et al. 2011). Z autosomti se nejcastéji v MN
objevuji chromozomy 9, 1 a 16 v disledku zlomt v heterochromatinovych oblastech (Norppa

a Falck 2003).
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MNT tak umoziuje detekovat poskozeni chromozomu zpusobené klastogenné i aneugenné
pusobicimi latkami v podminkéch in vitro i in vivo. Klastogeny mohou zplisobovat vznik
chromozomalnich fragmentli, zatimco aneugeny interferuji s mitotickym aparatem bunck
amohou v pribéhu mitdézy vést k poruse segregace celych chromatid ¢i chromozomu
(Hintzsche et al. 2017). Na rozdil od testu chromozomalnich aberaci detekuje MNT zmény
DNA, kter¢ jsou pienaseny do dcefinych bun¢k (OECD 2016¢).

Dosud nebylo uspokojivé objasnéno, zda pii expozici mutagenu vznikaji MN jiz in vivo nebo
se formuji az béhem ex vivo kultivace v diisledku pretrvavajiciho poskozeni DNA. MN se
mohou formovat in vivo béhem déleni lymfocytt v kostni dfeni, sleziné ¢i lymfatickych
uzlindch a nésledné perzistovat v krvi, kterd je pozd¢ji odebrana k analyze. OvSem vzhledem
k tomu, ze CBMN je limitovan na DJB, tedy na buiiky, které prodélaly jedno mitotické déleni
v kultute, 1ze ocekavat, ze vétSina MN pii této metodé vznika az in vitro (Kirsch-Volders a
Fenech 2001). K obdobnému zavéru dosli 1 Arsoy et al. (2009), kteti nalezli vyznamny nartst
poctu MN ve DJB po 72h kultivaci lymfocytii od pacientd postupujicich chemoterapii ve
srovnani s kultivaci pouze 24h a hodnocenim MN v jednojadernych buiikach. V ptipadé, ze
vétSina MN vznika az ex vivo, ucinek CBMN zavisi na tiech faktorech: (1) typu poSkozeni
DNA zptisobeném in vivo, (2) mozném hromadéni poskozeni DNA in vivo a na (3) schopnosti
lymfocytl reparovat poSkozeni DNA. K tvorbé MN ex vivo tedy miiZze dochazet bud’ v diisledku
expozice mutagenu in vivo, pokud indukované poSkozeni DNA perzistuje v perifernich
lymfocytech a neni reparovéano, ¢i pfimym pienosem preexistujiciho MN do dcefiné DJB,

pokud je dana buiika schopna déleni (Speit et al. 2011).

Také nebyl zcela objasnén osud MN a mikrojadernych bunék po mitéze. Bylo popséno celkem
Sest teorii postmitotického osudu MN a mikrojadernych bunék: (1) degradace MN ¢i
mikrojadernych bunék, (2) reinkorporace do hlavniho jadra, (3) vypuzeni MN z buiky,
(4) perzistence MN v cytoplasmé, (5) pfedcasnd kondenzace chromozomu v MN (objevuje se,
pokud chromozom v MN neni synchronni s chromozomy hlavniho jadra) ¢i chromozomotripse
(destrukce chromozomu na vice mistech v disledku mnoha zlomi DNA pii nekompletni
syntéze DNA, kterd vede k masivnimu preuspofddani genetické informace omezenému na
jeden chromozom) a (6) eliminace mikrojaderné buiiky apoptdézou. Z uvedenych teorii jsou
prvni Ctyfi povaZzovany za vysoce pravdépodobné a byly hloubéji studovany. Naprostd vétSina
MN perzistuje beze zmén nejméné do dal§i mitdzy, ale pravdépodobné¢ i mnohem déle.
Pomérné Casto se také objevuje reinkorporace do hlavniho jadra béhem dal$i mitdzy, coz mize

znamenat, 7¢ formace MN neni pouze indikatorem nestability genomu, ale mlZe i1 pfimo
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zpusobovat nestabilitu, kdyz se MN inkorporuje zpét do nespravného hlavniho jadra. Vzacné
a pouze za specifickych okolnosti (jako je typ bun¢k ¢i agens indukujici vznik MN atd.) se pak
objevuje degradace a vypuzeni MN. Tvorba MN miize pfispivat k pocatecnim a pozdéjSim

krokiim maligni transformace bun¢k (Hintzsche et al. 2017).

Na lidskych bunécnych liniich i1 primérnich bunkach bylo zjisténo, Ze vétSina mikrojadernych
bunék prochazi normélni mitézou a poskozeni DNA tedy nema signifikantni efekt na proliferaci
(Hintzsche et al. 2017). MN maji defektni replikacni i reparacni mechanismy a rovnéz
limitovanou transportni kapacitu (Hintzsche et al. 2017). Replika¢ni kapacita MN nezéavisi na
bunice, ale spiSe na MN. Pokud MN obsahuje lamin B, je schopné se replikovat béhem jednoho
bunécného cyklu, naopak pokud lamin B chybi, MN neni schopné replikace (Okamoto et al.
2012). Dosud nedoslo ke shod¢, zda replikace MN probiha synchronné (Luzhna et al. 2013) ¢i

asynchronn¢ (Crasta et al. 2012) s replikaci hlavniho jadra.

Rovnéz je pravdépodobné, ze mikrojadernda DNA je schopna transkripce, coz opét zavisi
predevsim na obsahu MN. Pokud je MN tvofeno celym chromozomem, obecné se transkripce
mikrojaderné DNA objevuje, naopak pokud se v MN nachézeji pouze acentrické fragmenty,
k transkripci nedochazi. Vyjimku pak predstavuji MN obsahujici DMs, které jsou transkripcné
kompetentni. Rovnéz transkripcni aktivita MN je asociovana s pfitomnosti laminu B (Utani et
al. 2007). Zda se, ze poSkozeni DNA v MN nevede k mitotickému arestu ani aktivaci apoptozy
(Hintzsche et al. 2017).

Frekvenci MN ovliviiyji v prvé fad€ genetické faktory, jako jsou napt. defekty metabolismu
DNA a jeji reparace (Nefic a Handzic 2013). Bonassi et al. (2003) uvad¢ji, Zze kutactvi do
30 cigaret za den nevede k vyznamnému zvySeni poctu MN. Sram et al. (2016) se také
domnivaji, ze frekvence MN neni signifikantn€ ovlivnéna kourenim. Tento zavér v§ak nesdileji
jini autofi, ktefi dokladuji, ze koufeni jiz 20 krabicek za rok (tedy asi 1 cigarety/den)
signifikantné zvySuje pocet MN ve srovnani jak s nekufaky, tak s koufenim do 20 krabicek/rok
(Huang et al. 2009). Nefic a Handzic (2013) nalezli vyssi frekvenci MN u kutaktli ve srovnani
s kufackami. Autofi rovnéZ popisuji vyznamnou souvislost mezi poctem bunék s MN, poctem

MN, poctem jadernych pupenil a mnozstvim vykouienych cigaret za den a poctem let koufeni.

Odborna literatura se shoduje, Ze nadmérna konzumace alkoholu je spojena s vys§im rizikem
vzniku malignich onemocnéni a také vyskytem nejen MN (Maffei et al. 2002; Nefic a Handzic
2013), ale i chromozomalnich aberaci v lymfocytech periferni krve (Santovito et al. 2015). Pti

hlubsi analyze pivodu MN pomoci centromerickych sond bylo zjisténo, ze pocet MN
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neobsahujicich centromeru je u alkoholikti obdobny jako u kontrol, ale vyskyt MN obsahujicich

centromeru, a tedy cely chromozom, je u alkoholikl signifikantné vyssi (Maffei et al. 2000).

Cviceni stiedni intenzity mize u trénovanych osob vést ke snizovani po¢tu MN (Huang et al.
2009; Pittaluga et al. 2006). Nahl¢ intenzivni cvi¢eni u netrénovanych jedincti mize byt naopak
spojeno s nartstem poctu MN v lymfocytech periferni krve po dobu 24 az 48 h od ukonceni

cviceni (Pittaluga et al. 2006; Schiffl et al. 1997).

Rada studii prokazala signifikantni vztah mezi piijmem &i plasmatickou hladinou nékterych
vitaminl a po¢tem MN v perifernich lymfocytech (Ladeira et al. 2015; Ni et al. 2012; Thomas
et al. 2011). Fenech et al. (2005) dokumentovali, Ze vyss$i piijem vitaminu E, retinolu, folatu,
kyseliny nikotinové a kalcia je spojen se signifikantni redukei po¢tu MN o -28, -31, -33, -46
a -49 %, a naopak vyssi piijem B-karotenu, riboflavinu, kyseliny pantotenové a biotinu byl
spojen s nartistem po¢tu MN o +18, +36, +51 a +65 %. Battershill et al. (2008) proto doporucuji
sledovat ve studiich zabyvajicich se genotoxikologickym biomonitoringem osob rovnéz jejich
folatovy a vitamin Bi» status (kromé véku, pohlavi a kutactvi). Oba uvedené vitaminy jsou
asociovany s presnosti syntézy a reparace DNA. Kyselina listova slouzi jako donor methylové
skupiny pfi syntéze a reparaci DNA a vitamin Bi2 je nutny pifi pfeméné homocysteinu na

methionin pfi tvorbé S-adenosyl methioninu, potfebného pro DNA methylaci (Fenech 2001).

Vztah mezi zneuzivanim drog a poctem NM byl hodnocen napt. u methamfetaminu (Li et al.
2003), kde byl prok4dzan vztah mezi celkovou davkou methamfetaminu a poctem MN
a sesterskych chromatid. Hodnocen byl rovnéZ u kokainu (de Freitas et al. 2014), kde byl zjistén
statisticky signifikantni nartst v po¢tu MN a jadernych pupeni, ale nikoli chromatinovych
mustkl u uzivateld kokainu ve srovnani s kontrolni skupinou. Mozny genotoxicky potencial
marihuany byl dosud hodnocen pouze in vitro. Po expozici perifernich lymfocyti od ctyt
zdravych darct syntetickym kanabinoidim doslo k na davce zavislému narastu procenta DNA
v ohonu v alkalické verzi comet assay a také na davce zavislému poklesu Cytokinesis-Block
Proliferation Indexu a signifikantnimu nartstu po¢tu bun¢k s MN a chromatinovymi mustky
pii davkach nad 50 puM, respektive nad 75 uM syntetickych kanabinoida. K nesignifikantnimu
narustu pak doslo v poctu jadernych pupeni (Koller et al. 2015).

Nefic a Handzic (2013) uvadé&ji, ze frekvence MN je ovliviiovana klimatickymi vlivy,
pfedevS§im zmé&nami atmosférického ozonu a z toho plynouci expozici ultra-fialovému zafeni.
RovnéZ Rossnerova et al. (2016) udavaji statisticky nesignifikantni zmény ve frekvenci MN

v prubéhu kalendainiho roku s vy$§im vyskytem na podzim neZ na jafe. Na podzim byl nalezen
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vyznamne¢ vyssi vyskyt centromer (a tedy celych chromozomi) v MN. Tyto zmény autoii davaji

do souvislosti se zménami mnozstvi PAU v ovzdusi v pritbéhu roku.

7.4 Test chromozomalnich aberaci
Poprvé chromozomy pozoroval v roce 1842 Svycarsky botanik Karl Wilhelm von Négeli. Jejich
detailnéjsi popis a chovani v bunice béhem déleni (mitdzy) poskytl v roce 1882 némecky Iékar

Walther Flemming. Oznaceni chromozom ovSem pouzil az v roce 1888 némecky anatom

Heindrich Wilhelm von Waldeyer (Khanna 2010).

V roce 1914 popsal némecky biolog Theodor Boveri jako prvni ve svém dile ,,Zur Frage der
Entstehung maligner Tumoren* vztah mezi chromozomalnimi zménami a vznikem nadorovych
onemocnéni (Natarajan 2002). JiZ vice nez sto let je zndmo, Ze chromozomalni aberace mohou
slouzit jako marker expozice radiaci ¢i chemickym latkam s genotoxickym ucinkem (Registre

a Proudlock 2016).

Ford a Hamerton (1956) jako prvni pouzili kolchicin k zastaveni bunééného déleni v metafazi,
kdy jsou chromozomy nejlépe viditelné. Byl pouzit spole¢né s hypotonizaénim roztokem, ktery
umoznil lepsi oddéleni chromozomi a fixaci bunck v suspenzi. V tomto ptipad¢ se jesté jednalo
o0 in vivo experimenty na my$ich, kdy kolchicin byl aplikovan intraperitonedln¢, mys byla jednu

hodinu po aplikaci usmrcena a byla ji odebrana kostni dfen.

Rothfels a Siminovitch (1958) publikovali modifikaci metody s fixaci pomoci smési alkoholu
a kyseliny octové (3:1) a naslednou aplikaci bunééné suspenze na sklicko s usuSenim na
vzduchu. Tento postup umoznil vytvofit permanentni preparaty. K vyvoji této metody byly
pouzity izolované bunky z klry ledvin makaka rhesus. Ovlivnéni kolchicinem jiz probihalo
in vitro. Moorhead et al. (1960) poprvé popsali kultivaci lidskych lymfocytd s pouzitim
fytohemaglutininu, ktery stimuloval lymfocyty k délen.

V Ceskoslovensku byl CAT zaveden mezi kontrolni testy preventivniho 1ékaistvi jiz v letech
1976-1977. Cilem jeho pouziti byl odhad urovné pracovnich expozi¢nich limitd na hladinu
zamezujici vzniku genetického poskozeni (nddorova onemocnéni, poskozeni potomkil) (Sram

et al. 2004).

OECD vydala oficidlni doporuceni pro pouziti testu chromozomalnich aberaci k hodnoceni
genotoxického potencidlu chemickych latek v roce 1983. Toto doporuceni bylo nékolikrat

revidovano. Posledni revize probehla v roce 2016 (OECD 2016a).
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Asymetrické vymény (dicentrické a ring chromozomy) Ize jednoduse detekovat po obarveni
Giemsa Romanowski, ale dlouhou dobu byl problém s jednoduchou technikou detekce
translokaci (symetrické vymény). Tento problém vyiesili Pinkel et al. (1986), kterym se
podafilo pomoci metody fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) oznacit jednotlivé

chromozomy (konkrétn€¢ Y chromozom) a tim usnadnit detekci translokaci.

Jako chromozomalni aberace (CA) jsou oznacovany zmény struktury ¢i poctu chromozomi.
Mohou se objevovat spontanné¢ ¢i v disledku plsobeni radiace nebo chemickych latek

(Mateuca et al. 2012).

Pti pouziti barveni CAT pomoci Giemsa Romanowski Ize detekovat zlomy, gapy, dicentrické
chromozomy, acentrické fragmenty ¢i vymény. Technika G-pruhovani je vice informativni
a umoziuje 1 detekci mista, kde zlomy vznikaji Cast&ji. Metoda FISH, umozZiujici detekci
repetitivnich sekvenci DNA v oblasti satelita ¢i telomer, jednokomponentnich DNA sekvenci
a jedinecnych sekvenci typickych pro konkrétni chromozomy, pfedstavuje pak nejcitlivejsi

variantu identifikace CAT (Grujicic et al. 2016).

Registre a Proudlock (2016) rozliSuji dvé hlavni skupiny strukturadlnich aberaci: (1) zlomy
(v€etné deleci), které vznikaji v dasledku neopravenych dvou-fetézcovych zlomii DNA
a (2) vymény, které vznikaji chybnou opravou ¢i spojenim dvou a vice dvou-fetézcovych

zloml mezi dvéma a vice chromozomy.

Dale se strukturalni aberace déli na chromozomové, kde dochazi k poskozeni obou chromatid,
a chromatidové, kde je poskozena pouze jedna chromatida (Mateuca et al. 2012). Celkov¢ tak
rozliSujeme Ctyfi zékladni kategorie strukturdlnich aberaci: (1) chromatidové zlomy (podileji
se obvykle 50-60 % na celkové pozorovanych aberacich), (2) chromozomové zlomy (podileji
se obvykle 25-35 %), (3) chromatidové vymény a (4) chromozomové vymény (kategorie 3 a 4
se vyskytuje asi v 5-10 %). Rovnéz lze zaznamenavat ,,gapy*, které se ovSem neskoruji. Jejich
frekvence se pohybuje do 10 % (Sram et al. 2004). Také Danford (2012) uvadi, ze vzhledem
k obvyklému trvani kultivace, jeden a ptl bunécného cyklu, je vétSina aberaci chromatidového
typu, ale lze pozorovat i chromozomové, které vznikly in vivo. Mezi chromatidové
a chromozomové zlomy lze fadit 1 ,,minute* zlomy a ,,double minute* zlomy, které vznikaji
odlomenim malych koncovych casti chromatid. Nelze je zaménovat s agregaty
extrachromozomalnich chromatinovych elementii oznacovanych jako ,,double minutes®
(DMs), ktera jsou manifestaci amplifikace genu (Danford 2012). Déle 1ze pozorovat komplexni

strukturdlni zmény, jako jsou mnohocetné aberace (vice nez pét aberaci v jedné buiice) ¢i
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pulverizace (fragmentace chromozomu, ktera mtze vznikat i v dasledku pred¢asné kondenzace

chromozomu nejen poskozenim chromozomu) (Registre a Proudlock 2016).

Hlavni pficinou vzniku strukturdlnich CA je poskozeni obou fetézci DNA, které muze byt
zpusobeno piimo, ale Castéji vznika nepiimo jako nésledek chyby v replikaci ¢i reparaci DNA.
Vétsina chemickych klastogenti zplisobuje 1€zi pouze jednoho fetézce, kterd je béhem reparace
pieménéna na zlom obou fetézcii DNA za vzniku chromatidového zlomu. Pokud pak ziistane
chromatidovy zlom neopraveny, mtize byt béhem syntézy DNA replikovan za vzniku
chromozomového zlomu (Registre a Proudlock 2016). Chemické mutageny a UVC zéfeni
obvykle poskozuji DNA nepiimo a vedou ke vzniku chromatidovych zlomt bez ohledu na fazi
bunécného cyklu (G1, S a G2 faze), kdy plsobi. Aberace se pak objevuji aZz béhem dalSiho
cyklu, a proto se zda pravdépodobné, ze k jejich vzniku je potfeba, aby probéhla S faze
bunécného cyklu (Natarajan a Palitti 2008). Mateuca et al. (2012) udava, ze dvou-fetézcové
zlomy pfi selhani reparace pfed syntézou DNA vedou ke vzniku chromozomovych zlomd,

zatimco jedno-fetézcové zlomy vedou ke vzniku chromatidovych zlomd.

Pti zlomu obou vldken DNA se objevuji tzv. ,,lepivé” konce, které se mohou spojovat. Pokud
je v bunice ptfitomen pouze jeden zlom miize bud’ ziistat nespojeny, a je detekovatelny jako
chromatidovy zlom ¢i delece, nebo se spoji bez detekovatelné aberace. Pokud se ovSem v buiice
objevi vice dvoutetézcovych zlomt a je v ni tedy i dvakrat vice ,,lepivych® koncli nez zlomd,
mohou se tyto ,,lepivé® konce vzéjemné ndhodné spojovat za vzniku vymén pozorovatelnych

v mikroskopu (Danford 2012).

Vzhledem k tomu, ze nékteré chromozomy jsou vice citlivé vic¢i poSkozeni, nemusi byt
distribuce poskozeni DNA v genomu nahodna. Typ a frekvence aberaci jsou dany dynamikou
chromatinu, fazi bunécného cyklu, kdy dochazi k inzultu a genetickou ¢i epigenetickou alteraci

(Venkatesan et al. 2015).

DNA zlomy mohou byt opraveny bez nasledkt pro buiiku nebo mohou byt opraveny chybné ¢i
zlstanou zcela neopraveny a pak jsou pozorovatelné jako strukturdlni aberace v metafazickych
bunkach. Buiiky obsahujici nestabilni aberace, jako jsou napf. dicentrické a prstencité (ring)
chromozomy ¢i fragmenty, obvykle podstupuji p53 dependentni cestu apoptdzy. Buiky se
stabilnimi strukturdlnimi aberacemi, jako jsou napiiklad balancované translokace, mén¢

efektivné navozuji apoptozu, a proto mohou veést k poskozeni organismu (Mateuca et al. 2012).
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Jako numerické aberace jsou oznacovany zmény v poctu chromozomi (polyploidie ¢i
aneuploidie), které vznikaji v disledku abnormalni segregace chromozoml. Mohou vznikat
spontanné nebo v disledku plsobeni aneugenil (Mateuca et al. 2006). Ve standardni verzi CAT
nemusi byt nutné zptisobeny genotoxickym plisobenim agens, ale mohou vznikat arteficialné

b&hem zpracovani materialu (Registre a Proudlock 2016).

Jsou rozliSovany dvé hlavni skupiny numerickych aberaci: (1) polyploidie (zmény v poctu
celych chromozomovych sad), které se dale déli na jednoduché polyploidie a endoreduplikace
a (2) aneuploidie (zmény v poctu jednotlivych chromozomti), které¢ se déli na hyperploidie

(ptebyvani chromozomu/it) a hypoploidie (chybéni chromozomu/it) (Danford 2012).

Po expozici chemickych latek se mohou objevovat i dal§i zmény, které ovSem nejsou
zahrnovany mezi aberace. Piikladem miize byt rozestup centromer (disociace sesterskych
chromatid), kterd mize znacit cytostaticky ¢i cytotoxicky uc€inek, ¢i endoreduplikace, tedy stav,
kdy homologni chromozomy lezi tésné vedle sebe a je jich tetraploidni pocet (AHEM 2007;
Registre a Proudlock 2016).

Zvyseny vyskyt CA je spojen surychlenim starnuti bun¢k a progresi degenerativnich
onemocnéni, vznikem malignich onemocnéni a teratogennim piisobenim (AHEM 2007).
V literatufe nepanuje jednotny nazor na vztah v€ku a pohlavi a poctu CA. Kopjar et al. (2006)
udava, Ze neni signifikantni rozdil v bazalni hladiné poctu aberovanych bun€k mezi muzi
a Zenami a ani se neobjevuji signifikantni zmény v zavislosti na véku. OvSem Farkas et al.
(2016) popsali témét linedrni vztah mezi vékem a narlstajicim vyskytem aneuploidii, pfi¢emz
nejveétsi narlist se objevuje po padesatém patém roce Zivota. V piipadé strukturalnich CA nalezli
signifikantné vyss$i vyskyt chromozomovych zloma ve skupin€ 35-55 let a nad 55 let ve
srovnani se skupinou do 35 let (Farkas et al. 2015). Mirny nartst CA s vékem nalezli i Chaves
et al. (2017), Sree Devi et al. (2009) ¢i Sram et al. (2007). Farkas et al. (2016) pozorovali

signifikantné vyssi vyskyt CA (zejména chromatidovych zlomil) u muZzi.

Vysledky studii zaméfenych (mimo jiné) na vztah mezi koufenim a hladinou CA nejsou pfili$
konzistentni. Naptiklad Farkas et al. (2016) a Kopjar et al. (2006) dokumentovali signifikantné
vys$i pocet aberovanych bunék ve skupiné kufaki ve srovnani s nekufaky, ale Minina et al.

(2018) ¢i Hristova et al. (2013) rozdil v poctu aberovanych bun¢k nezaznamenali.

Maffei et al. (2002) popsali signifikantn€ vyssi pocet aberovanych bun¢k ve skupiné alkoholikii

ve srovndni se skupinou abstinujicich alkoholikii a kontrolni skupinou. K obdobnym
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vysledktim dosli 1 Santovito et al. (2015), ktefi nasli signifikantni vyssi pocet CA u skupiny
nekouficich alkoholiki nez ve skupiné nekurdk abstinentl. Nejvice se objevovaly
chromatidové zlomy, nasledované chromozomovymi zlomy. V této praci byl popsan i nalez
korelace mezi frekvenci CA a trvanim abuzu alkoholu. Existuji i prace s opacnymi vysledky.

Napriklad Hristova et al. (2013) vztah mezi konzumaci alkoholu a poctem CA nezaznamenali.

Literarni udaje tykajici se vztahu mezi vitaminovym statutem a poctem aberovanych bun¢k,
jsou pomérn¢ omezené. Napiiklad Anderson et al. (1997) nepozorovali signifikantni rozdil
v celkovém poctu aberovanych bunék mezi skupinou osob uzivajici placebo a vitamin C
v davkach 6 a 60 mg/den po dobu 14 dni. Naopak po in vitro expozici vzorki krve od osob
uzivajicich 6 a 60 mg vitaminu C denné¢ bleomycinu (33 pg/ml) doslo k signifikantnimu narastu
celkového poctu aberovanych bunék ve srovnani s exponovanymi vzorky krve osob uzivajicich
placebo. Sidneva et al. (2005) studovali G¢inek vitamino-mineralovych piipravki obsahujicich
ginkgo bilobu, ¢esnekovy extrakt, koenzym Q10, guaranu, echinaceu, spirulinu a chlorelu
u dobrovolnikd. V jejich krvi byly po 30 dnech uZivani nalezeny signifikantné vys$si hladiny
vitamint C, E a karotenoidu a signifikantné nizsi pocet spontanné aberovanych bunék. Sram et
al. (2007) rovnéz popsali protektivni vliv vitaminu C a folatu na hladinu CA. V praci Alzoubi

et al. (2012) nebyl pozorovan vliv vitaminu B> na hladinu CA.

Udaje o vlivu roéniho obdobi na hladinu aberovanych bunék jsou velmi omezené. Chebotarev
et al. (2001) zaznamenali nejvyssi vyskyt spontannich CA v kontrolni skupiné v zimé a v 1été

a pokles CA na jafe a na podzim.

7.5 Vliv GT na hladiny mikrojader a chromosomalnich aberaci skupiny
pacienti 1

Ve skupiné 1 (4% FD+UV2) vedla GT k signifikantnimu nartstu DJB s MN (p<0,001). Doslo
k signifikantnimu nartistu poc¢tu DJIB s 1 MN, 2 MN i 3 a vice MN. Primémé obsahovalo
alespoii 1 MN 12,1 DJB na 1 000 DJB pted GT a 21,2 DJB na 1 000 DJB po GT. Primérny
pocet (VSO) MN na 1 000 DJB byl 13,22 (£9,32) pied GT a 24,75 (£19,36) po GT. V ptipadé
chromatinovych mustkd a jadernych pupend byl zaznamendn mirny nartst, ktery ale nebyl
signifikantni. Median poc¢tu chromatinovych mistki pied i po 1é¢be byl 1 miistek na 1 000 DJB
a 9 jadernych pupenti pted a 12 po GT na 1 000 DJB.
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Fenech (2007) uvadi, ze celkové pocCty zmén na 1 000 DJB béhem CBMN provedeném na
normalnich perifernich lymfocytech od dérce (bez znamé expozice genotoxickym latkam) lze
ocekavat v ptipadé MN v rozmezi 0-30, v ptipadé chromatinovych mustkti v rozmezi 0—10
a v pfipadé¢ jadernych pupenti v rozmezi 0—5. Pocty DJB s MN a chromatinovych mtstkt pred

i po GT tak odpovidaji o¢ekavanému rozmezi pro neexponovanou dospélou populaci.

V ptipadé¢ jadernych pupenii jsme nalezli vyssi hodnoty pted 1 po GT. Nefic a Handzic (2013)
ve skupin€ 100 dobrovolnikl z bézné neptibuzné populace (Bosna Hercegovina) ve véku 16 az
75 let (37 kuraki), detekovali 7,94+8,44 bun¢k s MN, 7,01+6,98 bun¢k s 1 MN, 0,73+1,31
bunék s 2 MN, 0,30+1,23 bun¢k s 3 a vice MN na 1 000 DJB a 9,07+10,59 MN na 1 000 DJB.
Primérné se u jedné osoby na 1 000 hodnocenych DJB vyskytovalo 5,18+5,39 chromatinovych
mustkl a 6,37+£9,34 jadernych pupenti. Hodnoty jsou srovnatelné s ndmi studovanou skupinou
pfed GT. Vyssi pocty jadernych pupent (5,83+2,55 %o) a niz8§i chromatinovych mustki
(2,36+1,27 %o) udavaji 1 Sinitsky et al. (2016). Pocty jadernych pupent jsou rovnéz vyssi nez
chromatinovych mistkl a nez rozmezi, které¢ uvadi Fenech (2007). Uvedené rozdily mohou byt
zCasti pripisovany na vrub odlisSnostem studovanych populaci, urcity podil mize mit i nizsi
pocet zaznamenanych chromatinovych mistkd, po jejichz rozlomeni mohou jaderné pupeny

pretrvavat (Fenech et al. 2011).

Vzhledem ke skute¢nosti, Ze jsme hodnotili 1 distribuci MN mezi DJB povaZujeme za vhodné;si
pouzivat parametr celkového poctu DJB s MN, ktery Iépe odpovida parametru ABB a tim
i metodice doporucované (Danford 2012). BohuZel se v odborné literatuie doposud vice
pouziva parametr pocet MN na 1 000 DJB. Z divodu moznosti porovnani naSich vysledki

s vysledky ostatnich autorti byl v textu pouZit i tento parametr.

Ve skupiné muzi pfed GT jsme zaznamenali 10,67+6,87 MN na 1 000 DJB, coZ je v souladu
se zjisténim Rossnerova et al. (2016), kteti provedli studii na 95 ¢eskych muZich s primérnym
veékem 68,0+6,8 roku (jaro 2014 10,93+3,46 a podzim 2014 11,26+3,30 MN na 1 000 DJB).
U zen jsme pted GT nalezli 15,47+10,74 MN na 1 000 DJB. Oba udaje se shoduji s polskou
studii Wojda et al. (2007), ktefi u muzt udéavaji procento bunck s MN mezi 0,5 a 1,4 %
v zavislosti na véku, u zen pak mezi 0,9 a 1,8 % rovnéz v zavislosti na véku. Celkové ve
studované populaci byl zaznamenan 1,3nésobné vyssi vyskyt MN u Zen nez u muzi (p=0,04)
(Wojda et al. 2007), coz jsme rovnéz pozorovali (1,45ndsobné nesignifikantné vyssi pocet MN

na 1 000 DJB u Zen ve srovnani s muzi).
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Fortin et al. (2015) nalezli ve vzorcich 20 zdravych neexponovanych darct (10 muzi, 10 zen,
20-30 let) 9,9£1,2 MN na 1000 DJB (9,4£1,6 muzi, 10,4+1,8 Zeny), tedy méné¢ MN na
1 000 DJB, nez bylo zaznamendno pifed GT v na$i skupin€. Tento rozdil bychom mohli
vysvétlovat na zaklad¢é asociace hladiny MN s vékem respondentii. Primérny vék studované
skupiny psoriatikii byl 47,5£17,2 let a nalezli jsme vyznamnou souvislost mezi vékem
a hladinou MN (p=0,55; p<0,001). Nefic a Handzic (2013) popsali signifikantni nartst poctu
MN zhruba od veéku 40 let. Wojda et al. (2007) uvadéji, Ze tento nartst pokracuje piriblizné do
70 let véku, coz koresponduje 1 s vékem nartistajicim vyskytem hypoploidnich metafazickych
lymfocyti (Wojda et al. 2006). Potom nasleduje na véku zavisly pokles v poctu MN, ktery Ize
vysvétlovat zvySenou eliminaci bunék s MN procesem apoptozy (Wojda et al. 2007)
a vyskytem ,,plateau” faze v hladin¢ hypoploidnich lymfocytl. ,,Plateau faze* byla ovSem
pozorovana pouze u zen starSich 70 let, nikoli u muzl stejného veéku (Wojda et al. 2006). Pti
sledovani poctu MN je tedy nutné vzdy, zejména pak u osob nad 40 let, brat v Givahu 1 vék

sledovanych osob.

Dle literarnich zdroji dosud nikdo nehodnotil genotoxicky potencidl GT psoridzy pomoci
CBMN (pocty MN, vcetn¢ chromatinovych mustka a jadernych pupentl). Celkové byl pocet
DJB s MN detekovanych ve studované skupiné (12,09+8,07 %o pted GT a 21,16£13,84 %o po
GT) obdobny jako ve skupiné 26 tureckych asfaltérti (DJB s MN v pondé¢li rano 1,98+0,21 %
a patek vecer 2,16+£0,25 %) (Karaman a Pirim 2009). Nalezeny pocet DJB s MN byl ovSem
niz§i nez napiiklad u 34 pracovnikll pafizskych kanalizaci s expozici PAU a dalSim
genotoxickym latkdm (38,02+7,16 %o), kde ovSem 1 u kontrol byly zaznamendny relativné
vysoké hladiny (28,30+3,74 %o) (Al Zabadi et al. 2011). Naopak vyssi po¢ty MN na 1 000 DJB
jsme zaznamenali ve srovnani naptiklad se studii prazskych méstskych policisti (7,32+3,42
MN na 1 000 DJB) (Rossnerova et al. 2009), se studii zahrnujici 49 pracovnikil tureckych
koksaren (median 12 MN na 1 000 DJB), kde ovSem i median po¢tu ABB byl nizky (0,5 %)
(Ada et al. 2013), s ¢inskou studii zahrnujici 141 pracovniki koksarny (MN 9,54+0,56 %o), kde
v kontrolni skupiné byl pocet MN 3,98+0,44 %o (Duan et al. 2009), ¢i ve srovnani se skupinou
143 ruskych hornikd uhelnych dolt (11,15+3,81 %o) a jejich kontrolni skupinou (7,51%1,83 %o)
(Sinitsky et al. 2016). Dokumentovali jsme zhruba dvojnasobny nartist v po¢tu MN ve DJB
i poc¢tu DIB s MN po GT. Obdobny nartist pozorovali ve srovnani s kontrolni skupinou rovnéz
Zhang et al. (2015) u 117 pracovnikid ve vyrobé dieselovych motorti, Ada et al. (2013)
u 49 pracovnikll turecké ocelarny, Sureshkumar et al. (2013) ve skupiné 27 indickych

pracovnik koksaren a Kumar et al. (2011) u skupiny 115 indickych silni¢nich dé€lnik.
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Z uvedeného je ziejmé, ze studovana GT ma obdobny genotoxicky ucinek jako zavazné

prumyslové expozice.

Fortin et al. (2015) in vitro exponovali lymfocyty od 20 zdravych neexponovanych darcti zndmé
koncentraci BaP po dobu 24 hodin bez S9 frakce enzymii. Nami detekované pocty MN po GT
(24,75+19,36 %o) odpovidaji ptiblizné poctu MN po expozici lymfocytl 20 uM BaP in vitro
(20,0£1,9 %o) (Fortin et al. 2015). Zd4 se tedy, ze reaktivni metabolity BaP nevznikaji pouze pii

prostupu PAU kuzi, ale mohou vnikat 1 pfimo v lymfocytech.

Literarni udaje o vlivu uzkopasmového UVB (311 nm) zéafeni na vyskyt MN v perifernich
lymfocytech jsou znaén€¢ omezené. Ferahbas et al. (2004) sledovali vliv monoterapie UVB
311 nm na poc¢et MN v perifernich lymfocytech ve skupiné¢ 36 dermatologickych pacient
analezli signifikantné¢ vys$§i frekvenci MN po expozici UVB 311 nm jiz pfi déavce
(primér£VS0) 0,86+0,23 J/ecm? (nardst MN z 1,07+0,65 % na 1,47+0,92 %), pficemz
s narustajici davkou UVB 311 nm se jiz absolutni pocet MN neménil (pii ddvece UVB 311 nm
5,68+1,47 J/cm?, frekvence MN 1,41£0,30 %). V nasi skupiné psoriatickych pacienti byla
aplikovana primérna davka 3,65 (£1,30) J/cm? a poget MN po terapii byl témé& dvojnasobny.
Ocekévand vyznamna souvislost mezi expozici UVB zafeni a hladinou MN nicméné potvrzena
nebyla (p=0,272; p=0,132). Domnivame se tedy, ze v pfipadé¢ GT dochazi k biologickym
interakcim mezi U€inky PAU a UVB zafeni, které ve vysledku zvySuji genotoxicky potencial
této kombinované expozice. Tuto domnénku potvrzuje nalez vysoké hladiny MN v perifernich
lymfocytech psoriatikii ve srovnani s literarnimi udaji o pracovni expozici PAU. Na druhou
stranu je vSak nutno zdlraznit, ze expozice psoriatickych 1¢zi izkopasmovému UVB zareni je
spojena s vyssi frekvenci apoptozy lymfocytl v 1ézich (Bianchi et al. 2003; Ozawa et al. 1999).
Otazkou tedy zistava, zda posSkozeni DNA lymfocytl v pribéhu GT neni jesté¢ masivnéjsi, nez
jsme zaznamenali, a zda ¢ast lymfocytlh s DNA poskozenou PAU neprodélava apoptdzu po
expozici UVB 311 nm a neunikd tim hodnoceni. Mechanismus odstranovani lymfocytt
s poskozenou DNA je pochopitelné velmi prospé$ny, protoze chrani organismus pred kumulaci

poskozenych bunék a tim 1 pfed jejich maligni transformaci.

Po GT jsme pozorovali zmény v distribuci MN v DJB. Pfed GT DJB s 1 MN tvotili 91,0 %,
s2 MN 8,8 % a se 3 a vice MN 0,2 % vSech DJB s MN. Po GT jsme zaznamenali 87,3 %
s 1 MN, 10,2 % se 2 MN a 2,5 % se 3 a vice MN. Z uvedeného je ziejmé, Ze po expozici GT

se zvySuje podil bun¢k obsahujicich 2 a vice MN.
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Studie Sinitsky et al. (2016), zaméfena na expozici PAU z uhelného prachu (uhelné doly),
popsala podobné distribuce frekvence MN u skupiny exponované (90,4 %; 8,5 %; 1,1 %)
1 kontrolni (90,9 %; 8,3 %; 0,8 %). Pracovnici uhelnych dolt byli ale pouze muzi. Ve skupiné
muzu jsme po GT nalezly hodnoty 91,1 % DJBs 1 MN, 7,5 % s2 MN a 1,4 % s 3 a vice MN,
zatimco u Zen byly tyto hodnoty 84,3 %, 12,3 % a 3,4 %. Rozdil v distribuci NM mezi
psoriatiky a horniky by tedy mohl byt vysvétlovan i vyssim vyskytem DJB s 2 a vice MN u Zen
a tim celkovym zvySenim DJB s vice MN ve studované skupin¢, a nikoli pouze expozici UVB
zéateni. U Zen jsme pred GT nalezli 88,5 % DJBs 1 MN, 11,1 %s2MN a0,4 % s 3 a vice MN.
Zda se, ze u Zzen vede expozice PAU k CastéjsSimu vyskytu vicecetného poskozeni DNA v jedné

bunce.

Uppstad et al. (2011) ¢i Guo et al. (2014) predpokladaji, ze Zzeny maji pii stejné expozici PAU
signifikantné¢ vyssi pocty MN nez muzi (1,4nasobn¢). Také vna$i studii jsme u Zzen
(v porovnani s muzi) nalezli po terapii vyssi pocet NM na 1 000 DJB (1,24nésobné), DJB s MN
(1,14nasobné) a to jak s IMN (1,06ndsobné), tak se 2 MN (1,9nasobn¢) a 3 a vice MN
(2,8nasobn¢). Rozdily vSak nebyly signifikantni. Domnivame se, ze pfi¢inou nevyznamného
rozdilu by mohl byt vétsi rozsah postizeni téla psoriatickymi 1ézemi (a tim i1 vétSi rozsah
aplikace FD) a celkové delsi doba terapie u muzt. Uppstad et al. (2011) udava, Ze rozdil v poctu
MN mezi muZi a Zenami muize byt zpsoben jednak bazalné vys§im poctem MN u Zen i bez
expozice genotoxickym latkdm (coz se potvrdilo i v nasi studii), a jednak 1 moZznou vyssi
metabolickou aktivitou CYP 1Al, kterd vede k rychlejsi a masivngjsi tvorbé reaktivnich

metabolitlh PAU poskozujicich DNA.

Duan et al. (2009) ve své studii sledovali u pracovnikli koksaren a kontrol pocty
chromatinovych mistk (9,56+0,32 %o; 1,86+0,18 %0) a jadernych pupent (7,25%0,33 %o;
2,20+0,22 %o). U psoriatikll jsme po terapii zaznamenali vyznamny nariist jadernych pupent,
chromatinovych mustka (1,71£1,28 %o) a vys$si pupenti (5,11£3,63 %o) zaznamenali 1 Zhang et
al. (2015) u skupiny 117 muzt pracujicich ve vyrob¢ dieselovych motorii ¢i Sinitsky et al.

(2016) u 143 ruskych hornikli uhelnych dolt (4,04+2,82 %0 a 7,23+2,54 %e).

U muzil jsme po GT nalezli nesignifikantné vyssi pocty chromatinovych miustki a jadernych
pupenil nez u zen. K obdobnému, ovSem vyznamnému zjisténi dosli i Duan et al. (2009), kteti

navic predpokladaji, ze chromatinové mustky a jaderné pupeny senzitivnéji odrazeji zavislost
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davky na u¢inku expozice PAU neZ pocet MN. Rovnéz na zéklad¢ tohoto tvrzeni bychom mohli

usuzovat na vyssi expozici PAU u muza (pti GT).

V piipad¢ kutdkt jsme nalezli (ponckud piekvapiv€) nesignifikantné nizsi po¢ty MN na
1 000 DJB a DJB s MN pfed i po GT. Obdobn¢ nesignifikantn€ nizsi pocet MN vsak nalezli
u kurdka kontrolni 1 exponované skupiny i Duan et al. (2009). Tento jev by bylo mozné
vysvétlovat adaptaci organismu na dlouhodobou expozici genotoxicky pusobicim latkdm
v cigaretovém koufi, jak popisuji Kirsch-Volders a Fenech (2001), kteti tvrdi, ze takto
adaptované bunky pak pti akutni expozici genotoxické latce (stejné i rizné) jsou vice nachylné
k indukci apoptozy nebo k prodlouzeni bunécného cyklu s cilem reparace nové vzniklého
poskozeni DNA. Z tohoto diivodu pii standardn€é provedeném CBMN testu (zejména pfi
72hodinové kultivaci) nemusi dochéazet k nartstu poctu MN ve DJB. Opacny trend pozorovali
napiiklad Welge et al. (2011) ve skupiné 235 némeckych silni¢nich délnikt, ¢i Sureshkumar et
al. (2013) u 27 pracovnikl indické kokséarny, kde kufaci po sméné méli vyssi pocet MN na
1 000 DJB ve srovnani s nekufdky. Vyssi pocty MN u kufdkd bez zndmé dalsi expozice
genotoxickym noxam (ve srovnani s kontrolni skupinou) nalezli i Christobher et al. (2017).

Rossnerova et al. (2016) vyrazny rozdil v po¢tu MN mezi kutéky a nekufdky neuvadéji.

Rossnerova et al. (2009) nalezli pozitivni asociaci mezi smeési karcinogennich PAU
(benz[a]anthracenu, benzo[b]fluoranthenu, benzo[k]fluoranthenu, benzo[ghi]perylenu,
benzo[a]pyrenu, chrysenu, dibenz[ah]anthracenu a indeno[cd]pyrenu) a benzo[a]pyrenu
samostatné a frekvenci MN. Rovnéz uvadéji, ze k indukci MN dochdzi po tiech dnech expozice
PAU a tento efekt pretrvava po dobu asi 60 dni. V nasi skupiné aplikace FD trvala v priméru

10,7£3,9 dne a odbér krve byl proveden ihned po ukonceni GT.

Ve skupin€ 1 jsme nalezli také vyznamny nartst hladiny ABB (p<0,001). Jednalo se predevsim
o nartist SAB (p<0,001), nikoli v§ak NAB (p=0,77). Primérny pocet ABB po GT byl 5,66 %,
coz je témé&f 2,5ndsobné vyssi nez v piipadé skupinového hodnoceni zdravé dospélé ceské
populace bez znamé expozice genotoxickym agens (2,32 %) (AHEM 2007) a vice nez 3ndsobn¢

vys$si nez prumér zdravé Ceské dospélé neexponované populace (1,73 %) (Cerna et al. 2012).

Nutno vSak doplnit, Ze 1 primérné hodnoty ABB ptfed GT (3,12 %) byly u pacientli vyrazné
vys$$i nez hodnoty bézné populace. Tento jev by snad do urcité miry bylo mozné vysvétlovat
ro¢nim obdobim hospitalizace (leden—kvéten), kdy se v ovzdusi zivotniho prostiedi v disledku
topné sezony vyskytuji vyssi koncentrace PAU (Albuquerque et al. 2016) a BaP (Cesky

hydrometeorologicky ustav 2016). Jak uvadéji Rossnerova et al., genetické poskozeni miize
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pretrvavat 1 60 dni (Rossnerova et al. 2009). Dal$i moznou pfi¢inou by mohla byt
chromozomalni nestabilita psoriatickych pacienti (Karaman et al. 2008), ktera pfispiva k

vysSimu poskozeni DNA.

Studie v odborné literatuie rozliSuji (Christobher et al. 2017; Sureshkumar et al. 2013) ¢i
nerozliSuji (Ada et al. 2013; Fortin et al. 2015) pocty chromatidovych a chromozomovych
aberaci a ptipadn¢ gapt (Burgaz et al. 2002; Cavallo et al. 2006), nicmén¢ velmi mald pozornost
je vénovana hodnoceni polyploidii, které v nasi studii tvoii vétSinu NAB. Na zdkladé
doporuceni Danford (2012) a na zakladé vlastnich (v rdmci vyzkumné skupiny dlouholetych)
zkuSenosti jsme se rozhodli upfednostinovat rozdélovani ABB na SAB a NAB. V fad¢ ptipada
1ze jednoznacné prohlésit pouze to, ze butika je aberovand, nicméné piesnéjsi urceni konkrétni

aberace mlze byt obtizné a subjektivni.

Ve sledované skupiné psoriatiki jsme u muzi (v porovnani se Zenami) nalezli pfed GT
nesignifikantné¢ vyssi pocet ABB, SAB i NAB (zhruba 1,1nasobny). Obdobny, ovSem
signifikantné vyssi vyskyt ABB a SAB (1,2ndsobny) v kontrolni skupiné¢ muzi (ve srovnani
s zenami) dokumentovali Farkas et al. (2016) a 1,2ndsobny nesignifikantné vyssi vyskyt SAB
u muzu popsali i Kopjar et al. (2006).

Podobné hodnoty SAB, jaké jsme u psoriatikil nalezli pfed GT, popsali i Sree Devi et al. (2009)
v kontrolni skupiné¢ nekutdka (3,35+1,21 % SAB). U kurdkd byly hodnoty jesté vyssi
(4,30+1,24 % SAB). Vyssi hodnoty SAB u kutakt popsali také Kopjar et al. (2006). Obdobny
rozdil mezi nekufdky a kufdky jsme zaznamenali i my v naSem souboru psoriatikl
(2,63%1,34 % SAB nekutéci, 3,69+1,80 % kuiaci, p=0,085). Obdobn¢ jako my (0,00+0,00 %
nekufaci, 0,15%0,38 % kutéci, p=0,091) nalezli Sree Devi et al. (2009) rozdily i v ptipadé¢ NAB
(0,00 % nekutaci, 0,21% kufaci). Nutno vSak zminit, Ze Rossnerova et al. (2016) rozdily

v poctech aberovanych bun¢k u kutrakd a nekurakl nezaznamenali.

Pfi posouzeni trovné postterapeutické hladiny CA naSich pacientii mizeme konstatovat, ze
srovnatelné¢ hodnoty hladin CA nalezli Sureshkumar et al. (2013) ve skupiné 15 indickych
pracovnikl koksaren starSich 35 let s vice nez 12 lety expozice (4,6+1,4 % SAB) ¢i Cavallo et
al. (2006) u 17 pracovnikill fimského letisté se stiedni expozici PAU (4,13 % SAB). Vyrazné
niz$i hodnoty CA dokumentovali Sram et al. (2007) ve skupin¢ 61 prazskych méstskych
policisti (leden 2004 2,07+1,48 % SAB a biezen 2004 1,84+1,28 % SAB) ¢i Ada et al. (2013)
u 48 pracovnikll turecké oceldrny (median 0,5 % SAB). Vys§i hodnoty SAB i NAB
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zaznamenali Sree Devi et al. (2009) ve skupiné 78 indickych dopravnich policisti nekuiaki

(6,48+1,67 % SAB a 0,68 % NAB) 1 58 kutak (8,96+1,87 % SAB a 0,73 % NAB).

Pfti statistické analyze vztahu obou metod detekce poskozeni DNA (MNT a CAT) byla zjisténa
hrani¢ni vyznamnost mezi celkovym poctem DJB s MN na 1 000 DJB a celkovym pocétem ABB
na 100 metafazickych bunék (p=0,35; p=0,05). Po GT doslo k 1,75nasobnému zvyseni poctu
DJB s MN a 1,81nasobnému zvyseni poc¢tu ABB.

Souhrnné Ize konstatovat, ze ob¢ metody byly vnasem ptipad¢ pfiblizné stejné citlivé
pro detekci poSkozeni DNA a u obou byla v literatuie popsana zvysujici se frekvence
detekovanych udalosti s vékem. Nase vysledky prokazaly, v souladu s literaturou, vyssi vyskyt
DJB s MN u Zen, zatimco v piipadé CA byl zaznamenan vyssi vyskyt u muzi. Z téchto diivodi
povazujeme kombinaci obou metod za vhodnou pro detekci poSkozeni DNA u smiSenych
skupin. U skupin kutéki jsme v souladu s literaturou nalezli niz8i pocty DJB s MN a vyssi pocty
ABB (ve srovnani s nekufaky). Z téchto divodid povazujeme kombinaci obou metod za
vhodnou pro detekci poskozeni DNA u skupin slozenych z osob s odlisSnymi kufackymi navyky

v bézné 1 pracovné exponované populaci.

Vyhodou spole¢ného pouziti obou metod je také skutecnost, Ze kazd4d z metod je schopna
detekovat rozdilné poskozeni DNA. Napftiklad dicentrické chromozomy, které jsou fazeny mezi
SAB, se v ptipadé¢ CBMN objevuji jako chromatinové mustky, pokud kazda z centromer
sméefuje k opacnému polu buiiky, ¢i se nemusi projevit vibec, pokud ob¢ centromery smétuji
ke stejnému polu. Zaostavajici chromozomy v piipadé CBMN vedou ke vzniku MN a jsou
detekovany, a naopak v ptipadé¢ CAT, kdy je hodnoceno 46+2 chromozomy, zaostavani

jednoho chromozomu nelze zaznamenat.

7.6 Porovnani vlivu variant GT na hladinu chromosomalnich aberaci

Dle literarnich zdroji dosud nikdo neporovnéaval genotoxicky potencidl riznych variant GT
(rizné koncentrace FD a rizné UV zéfice). Nejrozsahlejsi postizeni télesného povrchu
(psoriazou) bylo zaznamenano ve skuping 2 (4% FD+UV1) a nejdelsi aplikace FD 1 UV byla
ve skupiné 3 (5% FD+UV1). Nicméné, nejvyssi narist ABB (1,5nasobny ve srovnani se
skupinou 3) byl zaznamenan ve skupiné 1 (4% FD+UV2). Tento nariist byl signifikantni ve
srovnani se skupinou 3 (p<0,05) nikoli vSak pfi porovnani se skupinou 2, jak by se vzhledem
k niz8i koncentraci pouzitého FD a krats$i dobé GT v porovnani se skupinou 3 dalo ocekavat.
Domnivame se, Ze tento nalez byl zpiisoben niz§im poctem osob (n=20) zahrnutych do
skupiny 2.
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Nenalezli jsme signifikantni rozdil hladin ABB, SAB a NAB mezi muzi a zenami a hladin ABB
a SAB mezi kufédky a nekutdky. Nutno doplnit, Ze skupina kuidkl byla signifikantné¢ mladsi

nez skupina nekuraku.

Pti bliz§im pohledu na oba zékladni typy aberaci byl celkovy narist ABB zptisoben ptedevsim
nartistem SAB, nikoli NAB. Nejvice se NAB podilely na nartstu ABB ve skupiné 3 (38 % CA
predstavovaly NAB), nejméné pak ve skupin€ 1 (1,2 % CA tvorily NAB).

Signifikantni rozdil v hladindich SAB byl zjistén mezi skupinou 1 a skupinami 3 a 4.
U skupiny 2 se rozdil blizil k hranici vyznamnosti. Mezi skupinami 2 a 3 signifikantni rozdil
v narastu poctu SAB zaznamenan nebyl. Z uvedeného je zifejmé, ze delsi doba GT (jak stejného
UV zafeni, tak aplikace FD) a pouziti vys$i koncentrace FD nevedly k narGstu SAB.
Nesignifikantn€ vyssi narist SAB jsme naopak zaznamenali ve skupiné 2 (4% FD). Obdobné
zmény, tedy mirny pokles v poctu bunck s poSkozenim DNA pii vysoké expozici PAU,

zaznamenali 1 Cavallo et al. (2006) ¢i Fortin et al. (2015).

V ptipadé in vitro experiment s perifernimi lymfocyty se zd4, Ze hrani¢ni koncentraci, u které
dochazi ke zlomu v nartstu poskozeni DNA je 20 uM BaP (Fortin et al. 2015). Pti¢inou tohoto
jevu milize byt nasyceni kapacity metabolickych enzymi, indukujicich tvorbu reaktivnich
metaboliti (Slikker et al. 2004), G¢inné&jsi odstraiiovani bunék s masivnéji poskozenou DNA
pomoci apoptdzy (Roos a Kaina 2006) a/nebo prodlouzeni bunécného cyklu bunék
s poskozenou DNA které pii standardni dob¢ kultivace (50 hod) nedosahly metafaze (Fenech
2007).

Aplikace UVB zéfeni o vinové délce 311 nm byla spojena s vyraznym nartistem po¢tu SAB ve
skupiné 1 i pfes nejkrat$i primérnou dobu aplikace FD a druhou nejkrat$i dobu aplikace
UV zéteni (ve dnech). Pfi pouZiti uzkopasmového UVB 311 nm zéfice obdrzel primérmny
pacient (ve skuping 1) davku UVB 71,175 kJ (povrch téla priimérného pacienta 1,95 m? *
primérna diavka UVB 3,65 J/cm?). Pfi vyuziti Gdajii o povrchu téla primérného pacienta
v kombinaci s primérnou délkou terapie a hustotou vykonu UVA (131,8 yW/cm2) a UVB
(249,75 uW/cm2) zaieni (Malkova et al. 2016) (vypodet: povrch téla v cm? * hustota vykonu
zéteni v uW/cm? * doba terapie vsekundach; 1J= 1Ws) zjistime, Ze pfi pouZiti
Sirokopasmového UV A a UVB zéfice primérny pacient ve skupin€ 2 obdrzel davku 25,494 kJ
UVA+UVB (16,687 kJ UVB), ve skupiné 3 pak 39,972 kJ UVA+UVB (26,164 k] UVB) a ve
skupiné 4 39,436 kJ] UVA+UVB (25,814 kJ UVB). Davka UVB zéfeni je v pfipadé pouziti

uzkopasmového UVB 311 nm v priméru vice neZ 2,7ndsobn¢ vyssi neZ u ostatnich skupin (u
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skupiny 2 dokonce témét 4,3nasobnd). U skupiny 1 a 2 nebyl zaznamenan rozdil v celkovém
povrchu téla a rozsah postizeni byl mirn€ vyssi u skupiny 2. V obou ptipadech byl aplikovan
4% FD, ptesto byl pocet SAB 1,6nasobné vyssi ve skupiné 1. Pfi porovnani se skupinou 3, kde
byl aplikovan 5% FD a primérné 2,7ndsobné niz8i ddvka UVB, byl zaznamenéan dokonce témét
2,5nasobny niz§i nartist SAB ve srovnani se skupinou 1. Silva et al. (2013) sledovali
genotoxické parametry ve skupiné 6 psoriatikd léCenych acitretinem a UVB 311+£2 nm.
Celkova priméra davka UVB zafeni béhem 12 tydenni aplikace byla 29,53+3,33 J/cm? (tedy
zhruba 8ndsobna ve srovnani s naSi skupinou 1), pfesto vSak zadny signifikantni narast
poskozeni DNA nedokumentovali. K opacnym zavéram vSak dosli Ferahbas et al. (2004).
Miuzeme se tedy domnivat, ze kombinovand expozice UVB a PAU ma vyssi genotoxicky

potencial na lidské lymfocyty in vivo nez pouhd expozice UVB.

V literatufe lze nalézt nékolik praci popisujicich synergicky tcinek UVA zafeni a PAU
(zejména BaP) na poskozeni DNA (Burke a Wei 2009; Toyooka a Ibuki 2007), avSak informace
o synergickém plisobeni PAU a UVB zafeni jsou velmi omezené. Oba typy zafeni jsou pfitom

pokladany za prokézané karcinogeny pti dermalni expozici (IARC 2018).

Dle Sage et al. (2012) by UVB zéfeni mélo byt zachycovéano v povrchovych vrstvach epidermis
a nepronikat az k lymfocytim v krevnim fecisti ve vrchnich vrstvach dermis. Z tohoto diivodu
je zajem soustiedén predevsim na ptisobeni UV zatfeni na kozni bunky (Ali et al. 2011). Otazkou
zlstava, zda UVB nepronika kizi aZ na aroven vaskularniho fecisté a nepoSkozuje piimo DNA
lymfocytl. Na pozorovaném tc¢inku na lymfocyty se mlize rovnéz uplatiiovat fotoaktivace PAU
za vzniku reaktivnich kyslikatych intermediatd (Fu et al. 2012) a UVB indukovana vyssi

exprese CYP 1B1 v lidskych keratinocytech, jak popisuji Oesch et al. (2014).

Tuchinda et al. (2007) uvadi, ze UVB ma vyssi potencial indukovat apoptézu nez UVA zateni.
Predpoklad Ozawa et al. (1999), Ze izkopasmové UVB zafeni je potentngjsi induktor apoptdzy
T-lymfocyt nezZ Sirokopasmové UVB zafeni se v nasi studii nepotvrdil. Masivnéjsi expozice
uzkopasmovému UVB zéfeni by méla indukovat efektivnéji apoptézu a tedy lymfocyty s
posSkozenou DNA by mély castéji podléhat p53 dependentni cesté apoptdzy v nésledujicim
bunééném cyklu. Za normalnich okolnosti by déleni perifernich lymfocytd mélo byt velmi
ziidkavé. Pfi kultivaci jsou ale lymfocyty stimulovany k déleni fytohemaglutininem
a zastaveny v metafazi, tedy aZ za kontrolnim bodem p53. Pfesto jsme nalezli vyssi frekvenci

SAB lymfocytli po expozici tzkopasmovému UVB 311 nm ve srovnani se Sirokopasmovym

kombinovanym UVA a UVB zafenim. Otazkou tak zlstava, zda je kombinovana expozice PAU
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a UVB 311 nm schopna indukovat tak casté poSkozeni DNA, Ze 1 pies probihajici indukci

apoptozy pietrvava velky pocet SAB, €i zda nedochdzi 1 k naruSeni indukce apoptdzy.

V piipadé NAB jsme signifikantni rozdil pozorovali mezi skupinou 3 a 1 (p<0,001) a 4
(p<0,001) a rovnéz mezi skupinou 1 a 2 (p<0,05). Nejvyssi hladina NAB byla zaznamenéana ve
Mizeme tedy piedpokladat, ze FD, a tedy i PAU v ném obsazené, maji vyssi potencial
zpisobovat NAB nez tzkopasmové UVB 311 nm zareni, které naopak indukuje vyssi vyskyt

SAB.

Prestoze je BaP fazen mezi klastogeny (OECD 2016a), mohou mit PAU potencial narusovat
i spravné déleni bunky a plisobit aneugenné, zatimco UVB 311 nm zafeni zptisobuje spise vznik
zlomil a pilisobi tedy predev§im klastogenné. V ptipadé PAU jsme s rostouci koncentraci
pozorovali 1 narGst NAB a tedy i mozného aneugenniho potencidlu. Nartst v poctu polyploidii

naznacuje, Ze PAU mohou inhibovat mitoticky proces (OECD 2016a).

Zda se tedy, ze uzkopasmovy UVB 311 nm zafi¢ ma vyssi potencial ke klastogenni formé
poskozeni DNA lymfocytl nez vyssi (5%) koncentrace FD a to i pii aplikaci FD po delsi dobu
na vét§i povrch kize. Uginnost obou variant GT (4% FD+UVB 311 nm
a 5% FD + Sirokopasmové UVA a UVB) je velmi podobnd, srozdilem necelych 2 %.
Vzhledem k poméru rizika a benefitu pro pacienty se tedy zda vhodnéjsi pouzivani kombinace

4% €1 5% FD a Sirokopasmového UV zéfice.

Zavéry experimentalnich studii jsou bézné zatiZzeny tfadou interpretacnich nejistot. Jednou
z vyznamnych nejistot nasi studie je absence objektivizace miry expozice PAU formou
hydroxy-metaboliti PAU v moc¢i ¢i lymfocytdrnich DNA-addukti. Tyto ukazatele byly
vzhledem k finan¢ni naro¢nosti stanovovany pouze u ¢asti studované skupiny a nejsou soucasti
predkladané disertacni préaci. Publikovany byly podrobné v pracich Beranek et al. (2016);
Borska et al. (2010); Borska et al. (2016); Fiala et al. (2006); Ranna et al. (2014) a umozni

¢tenafi ramcovou orientaci o Urovni metabolickych hladin PAU po dermdlni expozici FD.

Dalsi nejistotou mlize byt pfitomnost vazodilatace v oblasti psoriatickych plakd, kterd by mohla
prispivat k vétsi absorpci PAU z FD pti GT (Drlik 2015). Na druhou stranu Ize ale v této situaci
spatfovat i jistou vyhodu pii odhadu maximalniho, ale jeste redlného zdravotniho rizika v ramci

konzervativniho expozi¢niho scénare.
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Nejistotou je 1 skuteCnost, ze nebyly hodnoceny nutri¢ni faktory u pacientii, zejména hladiny
vitaminu B2 a folatu, které mohou mit vliv na syntézu a reparaci DNA a tim i na hladiny MN
a ABB. Nejistotu ptfedstavuje téZ absence daji o konzumaci alkoholu ¢i drog a o celkovém

zivotnim stylu ucastnika.

Zaveérem nutno zminit, ze v pribéhu GT nedochazi pouze k dermalni expozici PAU, ale
castecné t€z 1 k expozici inhalacni PAU z aplikované¢ho dehtu. Exponovani jsou jak pacienti,
tak 1 zdravotni persondl. Scheepers et al. (2009) povazuji inhala¢ni expozici zdravotniho
persondlu za nizkou az zanedbatelnou. Nalezené hodnoty pyrenu a BaP ve vzorcich vzduchu
v dychaci zoné sester aplikujicich dehet na pokozku pacientii byly pod limitem detekce (pyren
0,5 ng/m® v plynné a 0,02 ng/m> v pevné fazi, BaP 1,0 ng/m® v plynné a 0,04 ng/m* v pevné
fazi). Na druhou stranu ale u sester (aplikujicich dehtovou mast) zjistili vyznamnou dermalni
expozici, a to i pfes pouziti polyetylenovych rukavic. K vyrazné redukci expozice (o vice nez
97 %) doslo pii pouziti polyvinyl-chloridovych rukavic v kombinaci s izkymi rukavy Tyvek®
délky 50 cm s gumickou pres zapésti.
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8 Zavéry
Cilem predkladané disertacni prace bylo ptispét k rozsiteni poznatkii ve dvou oblastech badani,

které se tykaji:

(1) odhadti miry prostupu (rychlosti a intenzity) vybranych polycyklickych aromatickych

uhlovodikt ptes klizi (trans-epidermélni absorpce) pii experimentalni expozici in vitro a

(2) odhadii miry genotoxicity (vybrané nebezpecCnosti/rizika), souvisejiciho s klinickou
dermalni aplikaci farmaceutického dehtu (obsahujiciho polycyklické aromatické uhlovodiky)
v ramci Goeckermanovy terapie u pacientll s psoridzou. Genotoxicky ucinek byl vybran

z diivodu jeho mimoradn¢ vysoké urovné nebezpecnosti.

OECD doporucuje pro testovani dermdlni penetrace latek in vitro oba modely, plnou kizi
1 epidermdlni membranu. V pfedkladaném textu prezentuji vysledky in vitro experimentu trans-
epidermalni penetrace, ktery napliuje prvni cil disertacni prace. Pti penetraci vybranych PAU
pres epidermélni membranu jsme nalezli, v porovnani s penetraci PAU pies plnou kuazi
popsanou v piedchozi praci, vyssi hodnoty parametru Flux a niz$i hodnoty parametru Lag time.
Penetrace PAU pies epidermalni membranu vykazovala také nizsi stupeni variability dat, coz
snizovalo interindividudlni variabilitu vysledkli. Z téchto poznatkli vyplyva, Ze pouziti
epidermalni membrany by mohlo zpfesiiovat jak odhad vnitini davky PAU po dermalni
expozici, tak 1 odhad souvisejiciho zdravotniho rizika v rdmci konzervativniho expozi¢niho
scénafe. Experimenty s epidermalni membranou jsou vSak ¢asové a zejména experimentalné
naro¢né. Dosud nebyly stanoveny hodnoty objektivnich parametrii integrity epidermalni
membrany analogické k parametrim integrity plné nebo dermatomované ktize (TEWL a TER)
a integrita epidermdlni membrany je posuzovana pouze vizualn€. Toto hodnoceni neni zcela
spolehlivé a poskozeni membrany byva zjisténo az v pribéhu pokusu nebo pii analyze
receptorové tekutiny. Uvedena negativa pfispivaji k financni narocnosti testovani, ztratdm
vzorkl a v neposledni fad¢ i k nartistu rozdilii hodnot dat ziskanych na riznych pracovistich.
Na provedeni a vyhodnoceni prezentovaného in vitro experimentu jsem méla majoritni
podil a byla jsem prvni autorkou recenzované publikace popisujici vysledky tohoto

experimentu.

Pro ucely naplnéni druhého cile disertaéni prace (odhadii miry genotoxicity vybrané
nebezpednosti) jsem na Ustavu hygieny a preventivniho 1ékafstvi zavedla test genotoxicity
»cytokinesis-block* mikronukleus test (CBMN) a jeho funkénost jsem ovérila na vzorcich

periferni lymfocytl osob vystavenych kombinované terapeutické expozici PAU a UVB zafeni.
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Vysledky CBMN byly porovnavany s vysledky testu chromozomalnich aberaci (CAT), ktery
je na ustavu dlouhodobé vyuzivan. Oba testy vykdzaly srovnatelné¢ vysledky a citlivost
v detekci posSkozeni DNA. Kombinaci téchto dvou testi detekce poskozeni DNA povazujeme
za velmi vhodnou pro testovani smisenych skupin sriznymi kufdckymi navyky po
environmentalni 1 pracovni expozici PAU. Za vhodné povazujeme vyjadiovat vysledky obou
testli ve formé poctu bunék se sledovanou zménou na celkovy pocet skorovanych bunék (pocet
dvoujadernych bunék s mikrojadrem na 1 000 dvoujadernych bun¢k, pocet aberovanych bunék

na 100 metafazickych bungk).

Pomoci obou testi (CBMN a CAT), provedenych na vzorcich krve pacientl s psoridzou
lécenych GT (klinicka dermélni aplikace farmaceutického dehtu/PAU a UV zéfeni), jsme
zjistili vyznamnou miru genotoxické nebezpe€nosti/rizika kombinace 4% farmaceutického
dehtu a izkopasmového UVB 311 nm zéfeni. Na provedeni a vyhodnoceni vysledki testi

jsem méla majoritni podil.

Pomoci testu CAT jsme sledovali miru genotoxické nebezpecnosti/rizika n¢kolika variant GT
(3%, 4% a 5% farmaceutického dehtu v kombinaci se dvéma celotélovymi zafi¢i). Mira
genotoxické nebezpecnosti nartstala s rostouci koncentraci farmaceutického dehtu v masti a pii
4% koncentraci pravdépodobné dosahla svého maxima. Miru genotoxické nebezpec€nosti/rizika
terapie ovliviiovalo 1 UV zafeni, kde jsme prokazali vyssi genotoxickou nebezpecnost/riziko
pfi pouziti tzkopasmového UVB 311 nm zéfice. Na provedeni a vyhodnoceni vysledkii testi
jsem méla majoritni podil a byla jsem prvni autorkou impaktované publikace popisujici

¢ast vysledkii studie.

Na zéklad¢ naSich vysledkli jsme vyslovili domnénku, Ze PAU maji nejen klastogenni, ale
1 aneugenni potencidl pro poSkozovani DNA. U sledované terapie se ziejmé uplatiiuje
1 synergicky ti€¢inek kombinované expozice PAU a UV zafeni na poSkozeni DNA. Vzhledem k
pomeéru rizika a benefitu se zda byt nejvhodnéjsi pouziti 4% ¢i 5% FD a Sirokopasmového UV

zarice.

Prezentované studie ptispé€ly k rozsiteni poznatkli v oblasti odhadii miry prostupu vybranych
PAU pfes kiizi pti experimentdlni expozici in vitro a v oblasti odhadli miry genotoxicity
klinické dermalni aplikace farmaceutického dehtu obsahujiciho PAU. Vyzkumné prace

pokracuji v obou zajmovych oblastech. V soucasnosti planujeme in vitro experimenty s dalSimi
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zastupci skupiny PAU v podob¢ individualnich i smésnych expozic. Ziskame tak velmi cenna
data pro proceduru odhadl zdravotnich rizik pracovnich dermalnich expozic PAU, kterou
bychom chtéli nésledné realizovat v rozsahlejsi epidemiologické studii. V oblasti testovani
genotoxickych ucinkii pracujeme v soucasné dobé na zavedeni tfi modifikovanych forem testu
Comet Assay (alkalicka, neutrdlni a enzymaticka forma), ktery rozsiii stavajici baterii testt
MNT a CAT a ptispéje k dalSimu zptesnéni naSich odhadii miry genotoxicity expozice PAU
a dalSich skodlivin. VSechny vyzkumné prace jsou finanén¢ zabezpecovany z univerzitniho

programu UK PROGRES Q40-09 a projektu TACR.
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10 P¥ilohy

Priloha 1 Standardni protokol CAT pouzity pro zaznam nalezti (dle AHEM (2007))
PROTOKOL CYTOGENETICKE ANALYZY

Datumodbéru. ... PocetG " .. ... ...
Cislo preparatu. ... . Podet Z . .

Datmmanalvzy. ... ............ ... Podet Z' .
Mikroskop. ... Pocet V..
Analyzoval..... ... ... Podet V'
Pocet analyzovanych bunék. .. Pocet bunék s 5 a vice aberacenmu. ...
Potet ABB (%) .. ... Poéet aneuploidnich bunék .
PotetZ/B. ... .. .. Fragmentace chromozomu. . . _.

Pocet SCEB... ... ... ... Jimé
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Priloha 2 Novy protokol CBMN pouzity pro zdznam nalezi (BNC = DJB)

PROTOKOL MIKRONUKLEUS TEST

(D01 o I A1 - PP SPSPPRRN
CISIO PrEPArAtU. oottt ettt et ae e e ae e eae e eaesaeeaeeaesaesaesaesaeseesaeseeseeeeas
ANAIYZOVAI(@): e e e e e e ae e e e e ee et atraaeaeeaeaennreaaeaeeeeaannn
Pocet mikrojader na 1000 BUNEK: ettt ee e et reeeeerenreeenrenrenaeaes

Pocet mikrojader %:
Pocet BN bunék s mikrojadrem:
Pocet BN bunék s 1 MN:

Pocet BN bunék s 2 MN:

Pocet BN bunék s 3 a vice MN:
Buds na 1000 BNC

Pocet MN:

Bridges Na 1000 BNC oot eee e e e e e e eeee e tr et e e ane e e e eeeaneana e es

5 45 85 125 165 205 245 285 325
10 50 20 130 170 210 250 290 330
15 55 95 135 175 215 255 295 335
20 60 100 140 180 220 260 300 340
25 65 105 145 185 225 265 305 345
30 70 110 150 190 230 270 310 350
35 75 115 155 195 235 275 315 355
40 80 120 160 200 240 280 320 360
Pocet BN bunék s 1 MN:
5 30 55 80 105 130 155 180 205
10 35 60 85 110 135 160 185 210
15 40 65 90 115 140 165 190 215
20 45 70 95 120 145 170 195 220
25 50 75 100 125 150 175 200 225
Pocet BN bunék se 2 MN:
5 25 45 65 85 105 125 145 165
10 30 50 70 20 110 130 150 170
15 35 55 75 95 115 135 155 175
20 40 60 80 100 120 140 160 180
Pocet BN bunék s 3 a vice MN
5 15 25 35 45 55 65 75 85
10 20 30 40 50 60 70 80 20
Bud
Bridge
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