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Cile disertac¢ni prace

Ustav hygieny a preventivniho 1ékaistvi, kde je autorka price zaméstnina, se
dlouhodob¢ zabyva zdravotnimi dopady vlivu expozice PAU, a to jak v zivotnim
a pracovnim prostiedi (Vyskocil 1997, 2000, Fiala 2001), tak pii terapeutickém pouziti
(Goeckermanova metoda 1éEby psoriazy). Vysledky ziskané v minulych letech pii
Klinickych studiich ve spolupraci s Klinikou nemoci koznich a pohlavnich Fakultni
nemocnice v Hradci Krélove (Borské 2006, 2009, 2010a,b, Fiala 2006) vyvolavaly potiebu
zjistit vice 0 mechanismech transdermalni absorpce PAU. Studium literarnich zdroju se
vSak ukazalo byt nedostatecnym, nebot’ problematika dermalni expozice PAU nebyla pfilis
soustavné sledovdna alze dohledat pouze casteCné informace, vétSinou tykajici se
profesionalni expozice osob (napi. Jongeneelen 1990, 2001, Angerer 1997, Hansen 2008,
Serdar 2012). Bliz§i informace o dermalni kinetice PAU zin vitro pokust byly spise
vzacnosti (Ng 1992, Moody 1995, vanRooij 1995, Sartorelli 1998, 1999, 2001,
Kanikkannan 2001, Payan 2008) a zabyvaly se vétSinou pouze nékterymi zastupci skupiny
PAU.

Z tohoto diivodu bylo rozhodnuto zabyvat se danou problematikou podrobnéji
formou doktorského postgradualniho studia a pro vypracovani disertaéni prace byly
stanoveny nasledujici cile:

1.  Zavedeni nové metodiky testovani transdermalni absorpce latek in vitro s pouzitim
statické vertikalni difuzni komurky

2. Pouziti této metodiky k zisk&ni zakladnich poznatki o vlivu koncentrace,
rozpoustédla a formy aplikace (individualni/smésna) na prib&éh dermalni absorpce

vybranych zastupcti PAU



TEORETICKA CAST

1. Stavba kuze

Pro porozuméni mechanismim tucastnicich se procesu transdermdlni absorpce ma
zasadni vyznam pochopeni stavby kiize a zde pfitomné kozni bariéry.

Vyvoj primitivni bariéry mezi vnitinim a zevnim prostiedim multicelularnich
organismu zacal pred 500—600 miliony let. Jednim z nejstarSich organismti s povrchovou
,kuzi“ je Cnidaria — organismus podobny medlze skladajici se ze dvou vrstev
cylindrickych bunék, z nichZ vytvofil povrchovy ektoderm (epidermis) a vnitini endoderm
(gastrodermis). Tato jednovrstevna epidermis je povazovana za nejstar$i formu kize
(Campbell 1999).

Klize je nejvétsim orgdnem lidského téla. Jeji hmotnost dosahuje zhruba
16 % celkové télesné hmotnosti. Jen epidermis a dermis u dospélého ¢lovéka vazi zhruba
4 kg, hmotnost hypodermis se méni v zavislosti na mnozstvi podkozni tukové tkané
&loveka. Zevni povrch kiiZe se pohybuje mezi 1,2 — 2,3 m? (Zaruba 1994).

Kiize (cutis, integumentum commune) ma pro organismus zivotni dalezitost, bez
kize neni zivot mozny. Ma mnoho funkci — chréni proti vlivim okolniho prostiedi
(ochrana mechanickd, chemickda, mikrobialni, proti zafeni), pomaha termoregulaci téla,
brani ztraté vody z organismu (normalni mnoZzstvi vody denné ztracené kuzi je 0,5 1, pfi
poskozeni kozni bariéry, napf. u generalizované psoriazy, to mize byt az 6 I/den); (Marks
2004), podili se na metabolismu (tvorba vitaminu D, syntéza a exkrece urcitych latek), je
soucasti imunitni obrany organismu (bunécné 1 humoralni). Je téz vyznamnym
receptorovym a senzorickym organem. Diky své elasticité pokryva v téméf nezménéné
podobé télo 1 pii mimotadnych situacich, jako jsou otoky a t¢hotenstvi. Na jeji vlastnosti
ma téz vliv pohlavi, zejména rozdilné pohlavni hormony, které moduluji tloustku ktze
(androgeny ji zvySuji), ovliviiuji imunitni funkce (estrogeny stimuluji, testosteron
inhibuje), ovliviiuji starnuti kiize (estrogeny ho zpomaluji) a hojeni ran (Zouboulis 2007).
Rozdily dané pohlavim jsou u alopecie, akné, koznich nadort (melanomy c€astéji u muzi),
u Zen jsou Castéj$i autoimunitni kozni nemoci (systémovy lupus erytematodus,
sklerodermie, revmatoidni artritida), psoridza a atopicka dermatitida (Dao 2007).

Kuze (Obr. 1) se sklada z pokozky (epidermis), Skary (dermis, corium) a podkoZi

(hypodermis, tela subcutanea, subcutis). Epidermis a jeji derivaty (mazové a potni zlazy,
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vlasové folikuly anehty) jsou ektodermového puvodu, dermis a hypodermis pochazi
z mezodermu.

Spojeni epidermis a dermis je nepravidelné. Epidermis vytvaii smérem doli
vybézky zvané epidermalni Cepy, dermis vybiha smérem nahoru vybézky zvanymi papily.
V prostoru mohou tyto do sebe zapadat dvojim zplsobem — bud jako cepy do dér
(u tenkého typu kuze), nebo jako hiebeny a brazdy (u tlustého typu ktize). Tenky typ kize
se nachéazi na vétsin€ lidského téla a je ochlupeny, tlusty typ kiize je typicky pro dlané
rukou a plosky nohou a je lysy. RozliSeni je na zéklad€ tloustky epidermalni vrstvy, ktera
u tenké kize méti 75-150 um, u tlusté kize 400-800 um. Celkova tloustka epidermis
a dermis se méni podle lokalizace, napt. na zadech je pfiblizné 4 mm, na vlasaté ¢asti

hlavy 1,5 mm (Wickett 2006).

Obr. 1. Stavba kiiZe

vias

vrstva rohova
nervova smyslova

zakoncéeni ‘ nervova smyslova

vrstva zrnita zakonceni
vrstva ostnita.
vrstva bazaini )
koZni papila | pokozka

subpapilarni
pleteri ;

Krauseho
télisko —

Skara

mazova
Zlaza

napfimovat 4
vlasu

podkaZi
papila

tukova tkan Ruffiniho

télisko
\ vlaswa " 31zza 4

Pacciniho télisko - 2113 cibulka K

‘_podkoZni pleten

Zdroj: http://blog.online-avon.cz/119-serial-o-peci-o-plet/517-dil-1--co-je-to-vlastne-kuze.html



1.1 Epidermis

Epidermis se skladd z péti (podle nékterych autor jen Etyf) vrstev, smérem od
povrchu do hloubky jsou to vrstva rohova (stratum corneum, SC), vrstva svétla (stratum
lucidum, SL, nékterymi autory je povazovana za dolni ¢ast SC), vrstva zrnita (stratum
granulosum, SG), vrstva ostnita (stratum spinosum, SS), vrstva zakladni (stratum basale,
SB); (Zaruba 1994). Povrchové stratum corneum ma tloustku pfiblizn¢ 10-20 pm, pod
nim leZici zbyvajici vrstvy epidermis pak 50—100 um (Bouwstra 2003a).

Stratum basale spolu se stratum spinosum jsou oznacovany jako germinativni nebo
Malpigiho vrstva (stratum germinativum Malpighi). Tyto dvé vrstvy jsou odpovédné za
neustalou vyménu epidermalnich bunék. Dochazi zde k mnoZeni bunék, 12 % mitdz
probiha ve stratum basale, 88 % ve stratum spinosum (zde mitdzy probihaji pfevazné
v noci). Bunky ze zakladni vrstvy odristaji smérem k povrchu kiize a méni sviyj charakter.
K jejich odlouceni z povrchu kiize dochazi vétSinou za 14-28 dni, na obliceji a pedni ¢asti

krku jiz za 7 dni (Zaruba 1994), na dlanich rukou za 32—36 dni (WHO 2006).

V epidermis se nachazi ¢tyfi zakladni typy bunék — keratinocyty, melanocyty,
Langerhansovy a Merkelovy buiiky.

Nejpocetnéji (95 % bunécéné populace pokozky) jsou zastoupeny keratinocyty, jez
jsou hlavnimi bunikami epidermis, tj. epitelu vrstevnatého plochého rohovatéjiciho,
skladajiciho se z péti anatomicky odlisnych vrstev:

- vrstva zakladni (stratum basale, SB) je tvofena jednou vrstvou cylindrickych nebo
kubickych bunék sedicich na bazalni membrané oddélujici epidermis od dermis. Cast
téchto bunék tvofi tzv. kmenové bunky — nediferencované buiky slouzici k obnové
amnozeni keratinocyti. K bazdlni membrané jsou keratinocyty piipevnény pomoci
hemidesmozomi, v hornich a boc¢nich partiich jsou sousedni buiikky spojeny pomoci
desmozomt, tight junction a gap junction.

Tight junction ptedstavuji pevné spojeni sousednich bun¢k, kontroluji paracelularni
cestu priniku exogennich latek (bariérovd funkce) a separuji horni a basolaterdlni Casti
bunck. V lidské epidermis bylo identifikovano vétsi mnoZstvi tight junction proteind napf.
occludin, caludiny 1, 4, a 7, junctional adhesion molecule-1 (JAM-1), multi-PDZ protein-1
(MUPP-1). Defekty téchto proteinti vedou k poruse bariérovych funkci kize (Proksch
2008).
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Spojeni typu gap junction je tvofeno transmembranovym proteinem connexinem
a formuje drobné kanalky, které dovoluji pasaz iontd a malych molekul mezi sousednimi
buiitkami (Mese 2007). Tento typ spojeni je tudiz velmi dilezity v mezibunétné
komunikaci (Proksch 2008). PoSkozeni této komunikace je jednim z charakteristickych
znaki karcinogeneze epitelialnich bunék (Upham 2008).

- vrstva ostnita (stratum spinosum, SS) se sklada z né€kolika vrstev (Ctyf az osmi)
kubickych nebo polygonalnich bunék, které se smérem nahoru oplostuji. Mezi buitkami
jsou pomeérné Siroké mezibunétné prostory, navzajem jsou builky spojeny cetnymi
desmozomy, coz jim dava ostnity vzhled. Desmozom (adhering spot, macula adherens) je
typ bunééného spoje, pro néjz je charakteristicka pfitomnost kadherini a intermediarnich
filament. Tato filamenta, kterd& muizou byt rizné chemické struktury
(napt. keratinova ¢i desminova), se napojuji zvnéjsku, zatimco na povrchu obou membran
se nachazi rizné proteiny slouzici jako kotva (plakoglobin, desmoplakin) a v prostoru mezi
membranami obou spojenych bunék jsou pfitomny ruzné kadheriny (napf. desmoglein,
desmocolin), které drzi obé membrany pohromade¢.

- vrstva zrnita (stratum granulosum, SG) je tvofena tfemi az péti vrstvami
oplostélych polygonalnich bun¢k, v jejichz cytoplazmé se nachazi velké mnozstvi
keratohyalinovych granuli. Tato granula nemaji obalovou membranu, jsou bazofilni,
obsahuji fosforylovany protein bohaty na histidin a proteiny bohaté na cystein.
Keratinocyty zde obsahuji t¢Z mald lameldrni granula (Odlandova téliska), kterd maji
obalovou membranu a splyvaji s cytoplazmou a sviij obsah (lamelarni disky tvofené
lipidovou dvojvrstvou) vylu€uji do mezibunécného prostoru, kde je uklddan ve formé
tenkych listl obsahujicich lipidy a tvofi potom mezibunéény tmel, branici priniku latek
ptes epidermalni bariéru (zejména vyznamné ve stratum corneum).

- vrstva bunek svétlych (stratum lucidum, SL) je patrna v kuzi tlustého typu (na
dlanich rukou a ploskach nohou), je tvoiena 1-2 vrstvami plochych eozinofilnich bunék,
které¢ jiz postradaji jadro a bunécné organely, stile jsou vSak spojeny desmozomy.
V cytoplazmé obsahuji velké mnozstvi eleidinu. Nektefi autofi tuto vrstvu nepovazuji za
samostatnou a uvadi ji jako soucast dolni, neodlucujici se €asti stratum corneum.
pruniku latek ze zevniho prostfedi do vnitiniho prostiedi organismu, proto zde bude
probrana podrobnéji.

Stratum corneum se déli na dvé ¢asti — SC conjunctum, (compactum; spodni,

neodlupujici se ¢ast) a SC disjunctum (horni Cast, tvofend nepretrzité¢ se odlupujicimi
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bunikami). V priméru trva keratinocytu posun od stratum basale do stratum granulosum
14 dni, korneocyt se z povrchu epidermis odlou¢i za dalSich 14 dni.

Stavba SC piipomina zed’. Jsou zde buiiky — korneocyty (cihly — bricks) navzajem
spojené mezibunécnou hmotou (malta — mortar). Tohoto popisu poprvé pouzil Michaels
(Michaels 1975) a tato teorie stavby SC jako ,bricks and mortar” byla dal$imi autory
modernizovana a dopliovana (Nemes 1999, Nishifuji 2013).

Chemicky je SC (resp. jeho suSina) tvoieno ze 75-80 % proteint, 5-15 % lipidd,
zbyvajicich 5-10 % zatim zbyva objasnit. Voda tvofi v nativnim SC 13 % (Férster 2009).

Anatomicky je SC tvofeno v praméru 15-20 vrstvami plochych bezjadernych
zrohovatélych bunék (tzv. korneocytll), nejméné vrstev je na skrotu (6+2 vrstev), nejvice
na paté (86£36 vrstev); (Ya-Xian 1999). Korneocyty maji primérnou tloustku kolem 1 pm
a povrch v praméru 1 000 pmz, mezery mezi nimi jsou pifiblizné 0,1 pm Siroké. Velikost
jejich povrchu zavisi na véku, anatomické lokalizaci a faktorech ovliviiujicich epidermalni
proliferaci, jako napi. UV zafeni. Velikost korneocytii se zvySuje s v€kem, coZz odrazi
prodlouZeny ¢as setrvani ve stratum corneum.

Kazdy jednotlivy korneocyt muze byt jednoduse vniman jako nerozpustny
proteinovy komplex pievazné obsahujici vysoce organizovany makrofibrilarni
skleroprotein keratin, ktery muZe vazat znacné mnozstvi vody. Keratin je hlavni
strukturélni protein syntetizovany v keratinocytech. Je sloZzen z nejméné Sesti rtuznych
polypeptidi o molekulové hmotnosti od 40 000 do 70 000 Da. Tti polypeptidové fetézce se
obtaceji kolem sebe a vytvareji podjednotky tonofilament (pfiblizn€ 47 nm dlouhé¢).
Alespont jeden z polypeptidii podjednotky se 1iSi od ostatnich, coZ umozZnuje velkou
rozmanitost v jejich slozeni. Devét trojfetézovych podjednotek se v prubéhu keratinizace
korneocytu dale spléta a vytvaii filamentum o priméru asi 10 nm. Trojfetézcové
podjednotky se pfi tom spojuji svymi konci a umoziuji tak tonofilamentu dosdhnout vétsi
délky (Junqueira 1997).

Keratinova vlakna vytvaii v bunikach prostorovou sit’, z perinuklearnino prstence
odstupuji  filamenta prochazejici skrz cytoplazmu a kon¢i v desmozomech
a hemidesmozomech. V pribéhu poslednich fazi normalni diferenciace keratinocyti je
keratin pomoci matrixového proteinu filaggrinu spojen do velmi organizovanych
a kondenzovanych svazkl. Keratin a filaggrin tvoti spolecné 80-90 % proteind epidermis
(Proksch 2008).

Epidermalni bunky vytvaii soufasné kysely keratin (typ I) a bazicky keratin

(typ II). Kysely typ keratinu ma ve své molekule vice negativné nabitych aminokyselin
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(asparagova a glutamova kyselina) zatimco bazicky typ keratinu obsahuje vice pozitivné
nabitych aminokyselin (lysin, arginin, histidin); (Wickett 2006). V savéi epidermis
keratiny typu I a typu II pomoci disulfidovych vazeb vytvaii heterodimery, napf. keratin 5
(K5) akeratin 14 (K14) vytvaii heterodimery v bazalni vrstvé, zatimco keratin 1 (K1)
a keratin 10 (K10) v suprabazalnich vrstvach, keratin 2 (K2) je ve stratum granulosum
(Nishifuji 2013).

Dals§imi  vyznamnymi proteiny jsou filaggrin a loricrin, uvoliiované
z keratohyalinovych granuli. Filaggrin (zkratka z filament-aggregating protein) ve sveé
molekule obsahuje velké mnozstvi pozitivné nabitych aminokyselin a ucastni se agregace
keratinovych filament, kterd maji pfevazné negativni naboj. Po splnéni své funkce je
uvolnovan z keratinovych mikrofibril a pomoci proteolytickych enzyml pfeménén na
aminokyseliny, které se stavaji soucasti piirodniho zvlhcujictho faktoru (natural
moisturising factor, NMF) kuze (Wickett 2006).

V dolnich vrstvach epidermis jsou keratinocyty obaleny normalni bunécnou
membranou, skladajici se pfevazné z fosfolipidli. Tato membréna je vSak velmi propustna
pro vodu, coz neumoziuje preziti v béznych terestridlnich podminkach. Proto pii zrani
keratinocytu dochazi k vyznamné zméné povrchové membrany. Ve stratum granulosum je
transformovana na rezistentni proteinovou schranku zvanou cell envelope (CE, bun&tna
obélka), ktera potom obaluje korneocyty. CE se sklada z 15-20 nm silné vrstvy obsahujici
15 nm silnou vrstvu definovanych strukturalnich proteint (cornified cell envelope, Obr. 2)

a 5 nm silnou vrstvu specialnich lipida (lipid envelope); (Nishifuji 2013). Tato lipidova

Obr. 2. Rohovatéjici bunééna obdlka

Rohovatéjici bunécna obalka mezibunécny prostor

E Z = > Y 7 E_ ); bunécna membrana
E' ‘ cytoplazma

<> Periplakin

<=5 Envoplakin
<> Involucrin
<> Loricrin

<> Transglutaminaza-1

Legenda: Rohovat&jici bunééna obalka korneocytu (cornified cell envelope); (modifikovano podle Nishifuji
2013)
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jednovrstva, charakterizovana ceramidy s dlouhym fetézcem kovalentné vazanymi na
vngjsi stranu CE, piedstavuje hydrofobni rozhrani mezi hydrofilnim povrchem vlastni CE
a vysoce hydrofobnimi lipidovymi lamelami v extracelularnim prostoru. Tato vrstva ve
spolupraci s intercelularnimi lipidy pomaha udrzet bariérové funkce pro vodu. Zaroven tato
ceramidova monovrstva slouzi jako templdt pro orientaci dalSich vrstev lipidl
v extracelulérnich lamelach (Vavrovéa 2006).

Proteinova c¢ast CE byla intenzivné studovéna a nyni je zndmo, ze se sklada
pfevazné z proteinti loricrinu (uvoliiovaného z keratohyalinovych granuli), malych
proteinii bohatych na prolin, trichohyalinu a involucrinu. Proteiny jsou k sobé vazany
N°(y-glutamyl)lysin  isopeptidovymi vazbami. Ostatni proteinové vazby, jako
N’,N2-bis(y-glutamyl) spermidin a disulfidové vazby prispivaji k celkové integritd této
struktury. Diky témto proteinovym vazbam je CE nejméné rozpustnou strukturou
korneocytu a ma vyznamnou mechanickou odolnost. Vyzkum dale prokazal, ze soudasti
vnitini keratinové matrix jsou vazany Kwvnitini ¢asti CE téz prostiednictvim
transglutamindz. Mezi tfemi typy transglutamindz v epidermis je zndma jako membranové
lokalizovana transglutamindza-1. Ta je syntetizovana jako prekurzorovy protein
aktivovany cathepsinem D. Jeji nedostatek u mysi vede ke smrti novorozenct (Nishifuji
2013). Vyzkum povrchu korneocytd dale prokazal heterogenicitu, odrazejici postupnou
modifikaci CE proteinové struktury prostiednictvim transglutaminaz. Identifikace dvou
odlisnych, takzvanych ,fragile (kiehkych) a,rigid“ (tuhych) CE populaci naznacuje
jemnou modifikaci v interakci lipidovych lamel se strukturou korneocytu (Harding 2004).

Vysoké integrity SC je dosazeno pomoci velkého poctu specializovanych
intercelularnich proteinovych struktur zvanych korneodesmozomy, které efektivné
upeviluji (nytuji) sousedici  korneocyty vsamotné SC nebo Kk sousedni vrstve.
Korneodesmozomy ptedstavuji hlavni soudrznou silu, ktera ale musi byt degradovana
v pribéhu spravné deskvamace. Na vnitini (cytoplazmatické) strané korneodesmozomu
jsou desmozomalni proteiny zavzaty do cornified cell envelope a odd€leny od tonofilament
cytoskeletu. Extracelularni ¢asti korneodesmozomut se skladaji z desmozomalnich
kadherinti — desmoglein (Dsg) 1, desmocolin (Dsc) 1 a corneodesmosinu.

Exfoliativni proces je komplexni d&j a musi byt piesné kontrolovan, aby byla
udrzena integrita a tlouStka tkdni. Deskvamace je umoZnéna Ccinnosti nékolika
hydrolytickych enzym, které rozruSuji korneodesmozomalni struktury dle specifického
vzoru. Do tohoto procesu je zapojeno nékolik serin, cystein a aspartamovovych proteaz

a alespon jedna z téchto enzymatickych tiid se jevi byt specialné¢ upravena na fungovani

14



v prostiedi s nizkou vodni aktivitou, jez je v blizkosti povrchu kiZze. Pfesné spektrum
protedaz a piesnd posloupnost jejich u¢inku je zatim maélo prozkoumana. Zda se, Ze
kone¢nou kontrolu aktivity protedz méa obsah vody a pH, vzhledem k tomu, Ze jsou
ulozeny extracelularné v lipidové dvojvrstvé a méni se s postupem K povrchu kiize
(Harding 2004). Nov¢jsi informace o procesu degradace desmozomu podéava Nishifuji
(Nishifuji 2013, Obr. 3) — béhem deskvamace jsou extracelularni soucasti (DsG1, Dscl,
corneodesmosin) degradovany pomoci kalikreini (KLKs) a katepsinu. Kalikreiny jsou
skupina patnacti ,trypsin-, a ,.chymotrypsin-like“ serinovych protedz (KLK 1-15).
V lidské kazi jich je zndmo nejméné osm, KLKS5 a KLK7 jsou exkretovany do
extracelularniho prostoru mezi stratum granulosum a stratum corneum. KLK5 degraduje
vSechny soucasti korneodesmozomu, KLK7 degraduje pouze Dscl a corneodesmosin.
Aktivita KLK5 a KLK7 mize byt inhibovana lymfoepitelidlnim Kazal-typ 6 serinovym
protedzovym inhibitorem (LEKTI), ktery je syntetizovan v SG a z lamelarnich granul
uvolnovan do extracelularniho prostoru. Energie potfebna k odd€leni bunék je na povrchu
SC piiblizné 3 J/m?, ve spodnich vrstvach 15 J/m? (Wu 2006).

Slozitost procesu deskvamace ovliviiuje 1 jeji modelovani. Nepfitomnost
deskvamace je jednim z hlavnich problémt uméle vytvoienych koznich modeli (Ponec
2002a).

Obr. 3. Degradace korneodesmozomu

kallikreiny
degradace
komeodesmozomalnich

proteind '»— LEKTI
I\

korneodesmozom

<D
>

PUoopoo0od

== desmoglein 1

ammm-azm» desmocollin 1

= Korneodesmozin

Legenda: Degradace korneodesmozomu v procesu deskvamace (modifikovano podle Nishifuji 2013)
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Prostor mezi korneocyty je vyplnén mezibunécnou hmotou, kterd je tvoiena
pfevazné tukovou matrix. Jeji soucasti jsou ale i proteiny, napf. sekretované enzymy
potiebné k tvorbé ceramidi a ostatnich mezibunéénych lipida, enzymy podilejici se na
deskvamaci a jejich inhibitory, strukturdlni proteiny generované z lamelarnich télisek
(cathelicidin antimicrobial peptide LL-37, human B-defensin, corneodesmosin), a malé
mnozstvi vody, ktera téZ ovliviuje vlastnosti SC (Elias 2012).

Hlavni lipidovou slozkou extracelularni matrix jsou ceramidy (40-50 % objemu),
mastné kyseliny (10-20 % objemu), cholesterol (25 % objemu), malé mnozstvi (2-5 %
objemu) esterti a sulfatli cholesterolu a glukosylceramidii (Harding 2004). Jini autofi uvadi
podil mezi ceramidy, volnymi mastnymi kyselinami a cholesterolem piiblizn¢ 1 : 1 : 1
(napt. Iwai 2012). Triglyceridy, nasyceneé mastné kyseliny skratkym fetézcem
a nenasycené mastné kyseliny, které jsou téz soucasti slozeni SC lipidua (zejména v hornich
castech SC), ve skutecnosti prezentuji mazovou kontaminaci a predpoklada se, ze nehraji
dulezitou roli v bariérové funkci (Bonte 1997). V mezibunééné hmoté zdravého SC (na

rozdil od jinych epitell a tkani) nejsou fosfolipidy (Harding 2004).

Obr. 4. Lamely v intercelularnim prostoru mezi korneocyty

Legenda: Snimek z elektronového mikroskopu, zvétseno 200 000x. K = korneocyt (tmavé skvrny jsou shluky

keratinu), ICS — intercelularni prostor, $ipky mifi na cell envelope dolniho korneocytu (ptevzato z Madison
2003)

Lipidy v extracelularnim prostoru SC nejsou uloZeny amorfné, naopak vytvari
pravidelné¢ organizovanou strukturu, skladajici se z opakujicich se lipidovych lamel
uloZenych paralelné s povrchem bunék. Na snimcich z elektronového mikroskopu (Obr. 4)
jsou patrné stidajici se siln&jsi prouzky (tzv. long periodicity phase, LPP, s periodicitou
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pfiblizné 13 nm) a slabs$i prouzky (tzv. short periodicity phase, SPP, s periodicitou
piiblizné 6 nm); (Bouwstra 2006, Caussin 2008).

Modely popisujici stavbu a organizaci mezibunééné hmoty se vyvijely. Jeji
lamelarni struktura je znama od 60. let 20. stoleti (Swanbeck 1962). Schwartzendruber
(Swartzendruber 1989) ji popisoval jako skladanou jednovrstevnou hmotu (stacked
monolayer model), Forslind (Forslind 1994) jako ,,domain mosaic model“, Bouwstra jako
,,sandwich model* (Bouwstra 2001), Norlen jako ,,single gel-phase model*“ (Norlen 2001).
Nov¢&jsi nazor na tuto skladbu uvadi Iwai (Iwai 2012, komentaf k tomuto ¢lanku - Elias
2012; podrobny popis téchto modell je nad ramec disertacni prace). Do dneSniho dne
nebylo dosazeno konsensu, ktery model je pro popis fyzikélniho stavu lipidovych lamel
nejvhodnéjsi (Notman 2013). Souhrnné lze fici, Ze intersticialni lipidy se v kizi nachazi
v balancované rovnovdze mezi solidni krystalickou fazi (ortorombicky uspofddané)

a gelovou fazi (s hexagonalnim uspofadanim molekul) a tekuté krystalickou fazi (Obr. 5).

Obr. 5. Struktura epidermis a lipidovych lamel

Lateralni organizace

Ortorombicky
(usporadané, husté)

Lidska epider mis i3 '7: Prk Ve
“‘i«/f'.' ow
Y.,

, Hexagondlné
(uspofadané, méné husté)

B
Lidskeé str. corneum: ] T
model cihly (korneocyty) R
a malta (mezibunééna hmota) RN

Tekuté
" (neuspofadané)

Organizace lamel

—\—

mezi korneocyty

(/

(/
| et

Lipidové wrstvy (lamely) 'l,
N\ KN

z=13nm z=6nm
(LPP) (SPP)

Zdroj: modifikovano podle Janssens 2012
Ortorombické uspofadani umoznuje té€sn€js$i uskupeni lipidi a ma lepsi bariérové
vlastnosti (Rawlings 2005). U lidské kiize je vic zastoupeno ortorombické uspotadani,
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zatimco u praseci kize je vic zastoupeno hexagonalni uspofadani a tekuté krystalické
formy (Jacobi 2005a).

Vétsina SC extracelularnich lipidii vznika z obsahu lameléarnich télisek tvotfenych
keratinocyty ve stratum spinosum a granulosum (Obr. 6). Lamelarni (nebo Odlandova)
téliska jsou ovoidni intracelularni sekretorické organely o velikosti 0,2x0,3 um obalené
dvoulamelovou membranou. Vznikaji odstépenim vacki z Golgiho aparatu bunék
a obsahuji fosfolipidy, glukosylceramidy, sfingomyelin a cholesterol — prekurzory lipida
pritomnych v extracelularni prostoru SC. Dale obsahuji mnozstvi enzymu, zahrnujici
lipidové  hydrolazy  (B-glukocerebrosiddza, kysela  sfingomyelindza, sekrecni
fosfolipdza A,, neutrdlni lipaza) aprotedzy (chemotryptické enzymy — Kalikrein,
kathepsin). Obsahuji téZ i nékteré antimikrobialni peptidy (lidsky p-defenzin 2
a kathelicidin LL-37). Nejsou pfitomny v bazalni vrstvé epidermis, objevuji se v horni

¢asti stratum spinosum, nejvice jich je pfitomno v Keratinocytech ve stratum granulosum.

Obr. 6. Tvorba extracelularni matrix
bunééna obalka

stratum corneum

:-"’r
ceramidy
cholesterol rozhrani stratum corneum
mastné kyseliny a stratum granulosum
f—
enzymaticka extruze
akfivita |

glukosylceramidy
cholesterol )
fosfolipidy

keratinocyt v horni €asti stratum granulosum
Legenda: Tvorba extracelularni matrix na rozhrani stratum granulosum a corneum (modifikovano podle

Bouwstra 2003a).

Na rozhrani mezi stratum granulosum a stratum corneum dochdazi k extruzi obsahu
lamelarnich té€lisek do extracelularniho prostoru (Obr. 7) a extrudovane fosfolipidy,
sfingolipidy a soucasti plazmatické membrany jsou enzymaticky $tépeny pomoci enzymd,

jez jsou z lamelérnich télisek soucasné kosekretovany: B-glukosylcerebrosiddza méni
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Obr. 7. Fuaze lipidovych lamel

.,

Legenda: Fuze lipidovych lamel podél korneocytu (fotografie z elektronového mikroskopu; C = korneocyt,
LU = lamely extracelularni matrix, Ld = lipidové disky, D = desmozom; ¢erna ty¢ka = 100 nm); (pfevzato
z Bouwstra 2003a)
glukosylceramidy na ceramidy, kysela sfingomyelindza méni sfingomyelin na ceramidy,
fosfolipaza méni fosfolipidy na volné mastné kyseliny a glycerol. Poskozeni bariéry vede
ke zvySeni B-glukosylcerebrosidazoveé aktivity a zvyseni jeji mRNA v epidermis, podobné
jako 1 zvyseni sfingomyelindzové aktivity. Cholesterol sulfat je pomoci steroid sulfatazy
metabolizovan na cholesterol (Feingold 2007). Metabolizované lipidové prekurzory se
potom spojuji a tvoii souvislou lamelarni dvojvrstvu charakteristickou pro SC. Soudi se,
ze ktize musi denn¢ syntetizovat kolem 100-150 mg lipidt k nahradé mnozstvi ztraceného
deskvamaci. Tudiz je kize jednou z nejvice aktivnich tkani v syntéze lipida v téle (Harding
2004). Glycerol, ktery vznika pti metabolismu fosfolipidii, ma vyznamnou roli pii udrzeni
spravné hydratace SC (Feingold 2007).

Nejveétsi zastoupeni mezi extracelularnimi lipidy v SC maji ceramidy, tvoii okolo
40-50 % SC lipidi. Chemicky ceramidy patii mezi sfingolipidy. Obecné molekula

ceramidu obsahuje polarni hlavu a dva hydrofobni fetézce (Obr. 8).

Obr. 8. Struktura ceramidu.

Polarni hlava

(0] } Mastna kyselina
~— ’ . : y ' . ' I . . s rizné dlouhym retézcem
HN ) ——
OH| sfingosinova baze
OH s rizné dlouhym fetézcem
<

Zdroj: modifikovano podle Janssens 2012

Podobnou stavbu maji i fosfolipidy, které tvoii bézné bunééné membrany. Na
rozdil od nich je vSak polarni hlava ceramidi vyrazné mensi, coz umoziuje tésnéjsi
uspotadani lipidi v lamele. Ceramidy maji téZ podstatné del$i hydrofobni fetézce

a vytvareji nikoliv pouze dvojvrstvy, ale nékolikavrstvé, vzajemné propojené lamelarni
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struktury. Tyto strukturdlni znaky vysvétluji, pro€ je propustnost ceramidovych lamel

fadové tisickrat nizsi, neZ je tomu u fosfolipidovych dvojvrstev (Véavrova 2006, Obr. 9).

Obr. 9. Srovndni struktury ceramidii a fosfolipidii.
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Zdroj: pievzato z Vavrova 2006

Zakladem molekuly ceramidu je bazicky alkohol (sfingosin, fytosfingosin,
6-hydroxysfingosin nebo dihydrosfingosin). Na jeho primarni aminoskupinu je v poloze
dvé amidicky pfipojena mastna kyselina, ktera muize byt nehydroxylovana,
alfa-hydroxylovana nebo omega-hydroxylovana. Tyto MK mohou mit riznou délku
fetézce (vétSinou 16 az 34 uhliki, nejcastéji 24 uhlikt), jsou vSak vzdy nevétvené
a véts§inou bez dvojnych vazeb (Forster 2009). Vznikd tak teoreticky velké mnoZstvi
kombinaci, do dneSniho dne bylo v kizi objeveno pfiblizné¢ 350 rtznych ceramidi
(Masukawa 2009, Garidel 2010). Tyto rizné ceramidy jsou na zakladé¢ nejnovéjsich
poznatkti fazeny do 12 t¥id (Janssens 2012, Ishikawa 2013, Tab. 1). U lidi je sedm téchto
tiid ptitomno pouze v SC, jedna se o esterifikované w-hydroxyceramidy CER-EOS,
CER-OP, CER-EOH, dale CER-AH, CER-AP, CER-NH a CER-NP. Esterifikované
o-hydroxyceramidy hraji hlavni roli v bariérovych funkcich diky extrémné dlouhému
fetézci mastnych kyselin. CER-EOdS nebyl zatim v SC savct nalezen (Nishifuji 2013).

Znaceni ceramidii navrhl Motta (Motta 1993). Sfingoidni baze zna¢i pismeny:
S = sfingosin, P = fytosfingosin, H = 6-hydroxysfingosin, dS = dihydrosfingosin; mastné
kyseliny (MK) zna¢i pismena: N = nehydroxylovana MK, A = alfa-hydroxy MK,
O = omega-hydroxy MK. Pismeno E znamena esterové vdzanou mastnou kyselinu (pokud

je pritomna, dava se na zacatek kodu, pt. Cer EOS).
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Tab. 1. T¥idy ceramidi.

Nehydroxylovana MK a-hydroxy MK Esterifikovana w-hydroxy MK
[N] [A] [EO]
\/\/\/\/\/\/\/\/\/\N\fo MO Nv:v—\/v\/\)o(o’\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\ro
Dihydrosfingosin NWWV“’\‘rOH N\N\N\TfOH HN_on
[dS] INdS] - [AdS) - [EOdS] -
. . VV\MMAMN‘FO \/\/\N\/\/\/\/\/\/\())\};o /W=V=\NV\)9 WNW\/\/\N\/\(,O
Sfln[gsc]>5|n NWW\TIE)%H NVWV\T/(;)%H (o] NWVVSZrOC:iH
[NS] [AS] [EOS]
. . \/\/\/\/\/\N\/\N\/\fo V\N\,\,W\Nv&?o /W:V:W\/\)Olo’\/w\/\/\/\/\/\/\/wo
Fytosfingosin MWE&OH NVWVEN\fOH HN .o
il e o4 (AP] O [EOP] HoH
< o VW\/\MM’W‘?O vvv\/\/\/va\gx':o M/:v:vv\/\)?owvv-vvv\/v\wo
6-hydroxysfingosin HN_ Aoy HN_~on HN_~on
[H] &y o A Ton SAOH
[NH] [AH]  OH [EOH] OH

Zdroj: modifikovano podle Janssens 2012

V extracelularni prostoru SC vznikaji ceramidy hydrolyzou glukosylceramidi
(pomoci enzymu B-glukocerebrosidazy), nebo hydrolyzou sfingomyelinu (pomoci enzymu
kyselé sfingomyelinazy) uvolfiovanych z lamelarnich télisek. Z ceramidi ve stratum
corneum pievazuje ceramid CER(EOS) s w-hydroxy mastnou kyselinou esterové vazanou
na linolovou kyselinu a amidové vazanou na sfingosin. Tento ceramid je vysoce bohaty na
linolovou kyselinu, kterd tvofi minimalné¢ 20-30 % omega-esterifikovanych mastnych
kyselin a je nutna pro udrZeni bariérovych funkci (Proksch 2008). Linolova kyselina patii
mezi esencidlni MK, lidsky organismus ji nedokéaze syntetizovat a je odkazan na ptivod
vyzivou. Nedostatecna vyziva tak téz mize poskozovat bariérové funkce kize (Feingold
2014).

Podilem druhy hlavni SC lipid — cholesterol — mtze byt do keratinocytii bazalni
vrstvy resorbovan z krve, avsak vétSina cholesterolu vznika in situ z acetatu. ZvySena
epidermalni tvorba cholesterolu je v prubéhu reparace permeability bariéry (Proksch
2008). Cast cholesterolu syntetizovaného v keratinocytech je metabolizovana na
cholesterolsulfat. Ten je b&hem kornifikace v extracelularnim prostoru SC degradovan
pomoci steroid-sulfatdizy na cholesterol, ktery je inkorporovan do extracelularnich
lipidovych lamel (Nishifuji 2013). Cholesterol zvysuje fluiditu membranovych domén
nebo je déla vice rigidni (v zavislosti na fyzikalnich vlastnostech ostatnich lipida a jeho
relativni koncentraci ve srovnani s ostatnimi komponenty); (Forster 2009).

Tretim zastupcem lipida v SC jsou mastné kyseliny. Ty se v epidermis vyskytuji
jako volné nebo vazané (triglyceridy, glukosylceramidy a ceramidy). Délka fetézci

volnych mastnych kyselin je od 12 do 24 uhlikd. Nasycené a mononenasycené mastné
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kyseliny jsou syntetizovany ptimo v epidermis, ostatni musi byt ziskdvany z vyzivy
a transportovany krvi (Proksch 2008). Mastne kyseliny hraji vyznamnou roli pfi formovani
lamelarni faze SC (Forster 2009).

Hlavnimi stimulatory syntézy epidermalnich lipida jsou interleukin 1 (IL-1), tumor
necrosis factor (TNF) a interleukin 6 (IL-6). Po akutnim poskozeni permeability kozni
bariéry dochazi k jejich zvyseni v epidermis a to se jevi byt velmi dilezité pro obnovu
bariérovych funkci (Proksch 2008).

Kozni lipidy hraji téz duleZitou roli v boji proti mikrobialni infekci kiize. Cast
téchto lipidi je syntetizovdna epidermdlnimi keratinocyty, C¢ast pochazi ze sekretu
mazovych zlaz. Jednou takovou skupinou jsou volné sfingoidni béze (sfingosin,
dihydrosfingosin, 6-hydroxysfingosin, fytosfingosin), které jsou generovany enzymatickou
hydrolyzou epidermalnich ceramidu (Fischer 2014). Jinou skupinou jsou specifické mastne
kyseliny derivované z mazovych triglyceridd, zejména sapienova kyselina (sapienic acid
C16:1A6, cis), kterd je v kombinaci s nizko koncentrovanym etanolem velmi efektivni
proti meticilin-rezistentnimu Stafylokoku aureu (MRSA). Je dokonce vice efektivni nez
mupirocin, ktery je oznacovan jako ,zlaty standard“ v boji proti MRSA (Drake 2008).
Dalsi MK u¢innou proti nékterym Gram-pozitivnim (Stafylococcus aureus, Streptococcus
sanguis,  Streptococcus mitis, Corynebacteria bovis, striatum a jeikeium)
i Gram-negativnim (Fusobacterium nucleatum) bakteriim je laurova kyselina (C12:0).
Antifungélni u¢inky vykazuji nékteré mazové MK s kratkym fetézcem (C7;—Ci1) a téz
kyselina undecylenova (C11H200,), ptitomna v potu (Fischer 2014).

Zakladnim mechanismem udrzujicim obsah vody v SC a zajistujicim flexibilitu
a kontinualnost aktivity hydrolytickych enzymi je tzv. ptirodni zvlacnujici faktor (natural
moisturising factor, NMF). Byl poprvé popsan Jacobim v roce 1959 (Jacobi 1959) jako
komplex ve vodé rozpustnych latek o nizké molekularni hmotnosti. Pozdéji bylo zjiSténo,
7ze NMF je derivovan pii kompletni hydrolyze proteinu filaggrinu (slouzi v epidermalnich
bunikach k propojovani keratinu); (Harding 2004).

Za normalniho stavu obsahuje zdravé stratum corneum 10-20 % vody (na rozdil od
stratum basale, kde je obsazeno 75 % vody). Je vSak extrémné hygroskopické, pfi ponoieni
ve vodé dovede zvysit svoji hmotnost oproti ,,suchému* stavu o 500 % béhem méné nez
jedné hodiny, ve vertikalnim sméru se zvysuje 4-5krat (Zhai 2002). Voda je vtomto
piipad€ pritomna zejména ve stfednich partiich SC, a to intracelularné¢ (dochazi k otoku
korneocytil), extracelularni lipidy jsou ovlivnény minimalné (Bouwstra 2003b). Transport

vody do bunék je zprosttedkovan pomoci transmembranovych proteinti — aquaporint.
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Nekteré jsou propustné pouze pro vodu, jiné mohou pfenaset i jiné malé molekuly (napf.
glycerin nebo ureu). U savcu je znamo 13 typl aquaporint (znaceny AQPO — AQP12).
V lidské kizi bylo popsano nékolik typu téchto proteind. In vitro byla na epidermalnich
bunkach nalezena mRNA pro AQP3 a AQP10 na keratinocytech, AQP1 na melanocytech,
AQP9 a 10 na monocytech, AQP3 a 9 na Langerhansovych buiikkdch. AQP5 byl nalezen na
bunkach potnich zlaz (ten je propustny pouze pro vodu), AQP7 na adipocytech (dulezity
pro transport glycerolu). Keratinocytarni AQP3 je propustny pro vodu a glycerin, jedna se
0 protein s molekularni hmotnosti 26 kDa, vétSinou glykosylovany. Je bohaté pfitomen na
keratinocytech ve stratum basale a spinosum, mizi ve stratum granulosum a zcela chybi na

korneocytech ve stratum corneum (Boury-Jamot 2006, 2009).

Dalsi buriky epidermis

Melanocyty tvoii pfiblizné 3 % bunééné populace pokozky. Jedna se o dendritické
buiiky pochazejici z ektodermové neuralni liSty a nachdzejici se mezi keratinocyty ve
stratum basale v po¢tu jeden melanocyt na 5-12 keratinocytii (na 1 mm? koZniho povrchu
se nachazi 1000 [na stehn&] az 2000 [na skrotu] melanocytl). S keratinocyty nejsou
spojeny pomoci desmozomi, k bazalni membrané vSak jsou poutiny hemidesmozomy.
Jejich funkci je tvorba pigmentu (melaninu), ktery slouzi jako ochrana pfed ucinky
UV zafeni. Melanocyty akumuluji tyrosin a pomoci tyrozindzy jej méni na melanin.
Existuji dva typy melaninu — eumelanin (hnédy) a feomelanin (rezavy, obsahuje jako
stavebni slozku cystein). Melanin je v bufice skladovan v tzv. melaninovych granulich.
Tato granula jsou vyrabéna v téle buiky, potom se presunuji do vybézkl bunky
zasahujicich do prostorti mezi keratinocyty ve stratum basale a stratum spinosum a jsou
procesem zvanym cytokrinni sekrece injikovany do okolnich keratinocyti, kde se
shromazd’uji v supranuklearni oblasti cytoplazmy a chrani tak délici se jadra pfed Uc¢inky
UV zafeni. PocCet melanocytl na jednotku povrchu neni ovlivnén rasou, rozdil v barve pleti
je dan poctem melaninovych granuli. Pofet melanocytli je stejny i U albind, u nich ale
nedochazi k pfeméné tyrosinu na melanin, nebot’ maji defekt tyrozinazové aktivity (Zaruba
1994, Kanitakis 2002, Hoath 2003).

Langerhansovy buiiky byly poprvé popsany P. Langerhansem vroce 1868
(Langerhans 1868). Maji hvézdicovy tvar a predstavuji 2—8 % epidermdlnich bunék, ve
stratum basale je jich méné, vice jich lezi ve stratum spinosum. Patii mezi bunky
imunitniho systému. Jednd se o makrofagy pochézejici z kostni dfené, schopné vazat

antigeny a prezentovat je T-lymfocytim. Po navazani antigenu na buiice se z epidermis
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mohou vracet do lymfatického ob¢hu a dale do uzliny (Zaruba 1994, Hoath 2003, Berger
2006). Timto zpusobem reaguji nejen na alergeny, ale i na kozni iritanty, kdy kontakt
S nimi neni povazovan za imunitni reakci (Jacobs 2006).

Merkelovy buiiky se nachazi prevazné v tlusté kzi dlani a plosek nohou, zejména
na koncich prsti. Mens$i mnozstvi byla nalezena v okoli rtli, ve sliznici dutiny Ustni a jicnu,
na predkozce a na klitoris. Na oslunénych ¢astech téla jsou castéjsi nez na krytych ¢astech.
Podobaji se keratinocytiim, ale 1iS$i se od nich pfitomnosti malych temnych granul
Vv cytoplazmé. U jejich bazi se nachazi volnd nervova zakonceni, vytvaiejici rozsifené
terminalni disky. Slouzi pravdépodobné jako mechanoreceptory, i kdyz jiné okolnosti
nasvédcuji tomu, Ze maji souvislost s neuroendokrinnim systémem. Ackoliv byly objeveny
Friedrichem Sigmundem Merkelem jiZ v roce 1875, jejich funkce a pivod nebyly dodnes
pln€ objasnény ( Sidhu 2005, Polakovicova 2011).

V normalni zdravé epidermis se dale nachazi i malé mnozstvi T lymfocytii a NK

bun¢k (Chuong 2002).

1.2 Dermis

Je tvofena ruzné silnou vrstvou fidkého kolagenniho vaziva, nejsilnéjsi (4 mm) je
na zadech. Od epidermis je oddélena bazalni membranou, skladajici se z bazalni laminy
a pod ni se nachézejici laminy reticularis (sit’ jemnych retikularnich vlaken). Tato hranice
je zvlnéna, vytvaii ¢etné dermalni papily, proti nimZ vybihaji epidermélni ¢epy. Na dolni
stran€ plynule pfechazi vazivo skary ve vazivo podkozi.

Dermis se déli na dvé ¢asti — horni pars papilaris a dolni pars reticularis.

Pars papilaris (100-200 um silna) je tenka vrstva fidkého kolagenniho vaziva
obsahujici vice bunék (fibroblasty, zirné bunky, makrofagy, leukocyty) a mezibunécné
hmoty a méné vlaken (obsahuje téz specialni kolagenni vlédkna, které upinaji Skaru do
bazéalni membrany — tzv. kotevni vlakna). Toto vazivo je pfitomno zejména v oblasti papil
Skary.

Pars reticularis je silngjsi vrstva neuspofadaného kolagenniho vaziva obsahujici
vic vlaken (zejména kolagenni vlakna typu I, méné elastickd a retikuldrni vlakna) a méné
bunck.

Mezibunééna hmota skary je tvofena vodou a glykosaminoglykany — hlavnim je

dermatan sulfat.

24



Cévni zasobeni vytvari v dermis dvé arteridlni pletené a tfi ven6zni pletené. Prvni
arteridlni pleten je na rozhrani mezi stratum papilaris a reticularis, druhd na rozhrani
dermis a hypodermis. Do kazdé papily pfichazi jedna arterialni vétévka a odchazi jedna
vendzni vétévka. DvE venozni pletené jsou umistény podél arteridlnich pletené, zbyvajici
tieti probihd uprostied dermis. Vaskularizace dermis mlze vyznamn¢ ovlivnit absorpci
latek, coz se projevuje zejména pii vasokonstrikei cév (ktera snizuje miru absorpce latek
do organismu) a vasodilataci (zvySuje prostup latek do téla). Toho se vyuziva pii tvorbé
transdermalnich farmaceutickych piipravki, kdy pfidani vasokonstrikénich nebo
vasodilatacnich latek do téchto systémut ovliviiuje transdermalni absorpci U¢inné latky
(Cross 2008).

Ve skafe se nachazi vSechny typy nervi (aferentni i eferentni), jsou zde Cetna
nervova zakonceni a receptorova téliska. V papilach se nachdzi malad Meissnerova téliska
tvofena nékolika plochymi buikami opfedenymi volnymi nervovymi zakoncenimi
aslouzici jako mechanoreceptory pro jemné dotykové Citi. Na rozhrani dermis
a hypodermis jsou Cetna Vater-Pacciniho téliska. Jedna se o vétsi Utvary, jejich ploché
buiiky jsou uspotfadany cibulovité a slouzi jako mechanoreceptory. Pro vnimani teploty

slouzi mensi téliska Krauseho (chladova) a Ruffiniho (detekce tepla); (Junqueira 1997).

Nedilnou soucasti dermis jsou i tzv. koZni adnexa - Zl4zy mazové a potni a vlasové
folikuly. Jsou derivéty epidermis, tudiz jsou téZ ektodermového plivodu.

Mazové Zlazy jsou rozvétvené alveolarni polyptychni holokrinni Zlazy nachdzejici
se Vv blizkosti vlasového folikulu v Ghlu, ktery s nim svira hladky sval zvany vzpiimovaé
vlasu (musculus arector pili). Jsou na celém povrchu téla s vyjimkou dlani rukou a plosek
nohou. Jejich pocet zavisi na lokalizaci, primérn¢ je jich 100/cm?, ale na obliceji a ve
kstici je jejich pocet vyssi (400—900/cm2). Usti vétsinou do vlasového folikulu (pod ustim
velké potni Zlazy), nebo vyjimecné piimo na povrch kiize (na glans penis, glans clitoridis,
rty, nos). Jsou bohaté cévné zasobeny (Jungueira 1997).

Produktem mazovych 714z je maz (sebum), ktery obsahuje triacylgyceroly, vosky,
skvalen, cholesterol a jeho estery a vznikd tukovou degeneraci sekrecnich bunék. Maz
spolu s produkty potnich zlaz a odloupanymi epiteliemi tvoii na povrchu kize tzv. kysely
kozni film (pH 4,8-6,5) s antimikrobialnim G¢inkem (Riviere 2009).

Potni Zlazy jsou dvojiho typu — tzv. malé potni zlazy (ekrinni) a velké potni Zlazy

(apokrinni).
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Malé potni zZlazy se nachazi na celém povrchu téla. Jedna se o jednoduché stocené
monoptychni tubularni zlazky ustici pfimo na povrch téla. Nachazi se v dolni ¢asti dermis
nebo v horni ¢asti hypodermis, jejich vyvod (o praméru 100 pum) prochazi skrz dermis
pfimo a v epidermis se spiralizuje. Zpusob sekrece je ekrinni, produktem je tekutina zvana
pot. Jedna se o ultrafiltrat krevni plazmy obsahujici zejména vodu, malé mnozstvi bilkovin,
chlorid sodny, mocovinu, amoniak a kyselinu mo¢ovou. Na povrchu kiize se pot odpatuje
a chladi pokozku. Pokud to vyzaduje homeostaza organismu, mohou byt sténou vyvoda
reabsorbovany voda, soli a elektrolyty. Inervace malych potnich zlaz je prostfednictvim
cholinergnich nervovych vlaken (Junqueira 1997).

Velké potni zldzy se nachazi pouze na nékterych ¢astech téla (podpazi, oblast
genitélu, okoli anélniho otvoru, prsni dvorec), modifikovanymi aromatickymi zlazami jsou
I mlécna Zlaza, cerumindzni Zlazky v zevnim zvukovodu a Mollovy zlazy na o¢nich
vickach. Velké potni zlazy jsou rozvétvené tubularni monoptychni zlazy s apokrinni
sekreci. Usti do vlasového folikulu nad Gistim mazové Zlazy. Jejich produktem je pot, ktery
se vlivem bakteridlni flory kozniho povrchu rozklada a ziskéva sviij charakteristicky pach.
Inervace aromatickych zI4z je adrenergnimi nervovymi vléky a tyto zlazky se aktivuji az
po puberté (Junqueira 1997).

Vlasové folikuly se nachazi na celém povrchu téla s vyjimkou dlani rukou, plosek
nohou, rtd, glans penis, labia minora a clitoris. Jejich rozmisténi, barva a velikost zavisi na
rase, pohlavi, véku a lokalizaci na téle.

V pribehu zivota se typ vlasu méni. Ve fetalnim obdobi se objevuje lanugo — Cerné
jemné chmyfi, které¢ zpocatku byva na celém povrchu téla. V obdobi kolem porodu (pred
nebo po ném) je ve kStici vystfidano vlasem velusovym. Velusovy vlas je jemny, kratky,
neobsahuje dfen. V prib¢hu nékolika let je vystfidan vlasem termindlnim, ale mize se
znovu objevit jako ojedinélé vlasy pfi pleSatosti. Terminalni vlasy jsou dvojiho typu — pili
longi (vlasy kstice, vousy, ochlupeni axily a na mons pubis) a pili breves (fasy, oboci,
vibrissae [chlupy v nosni duting], tragi [chlupy v zevnim zvukovodu], chlupy po téle).

Vlasovy folikul je v dolni ¢asti rozsifen ve vlasovou cibulku (bulbus pili), ktera
nasedd na dermalni papilu, obsahujici vyzivujici kapilarni pletei a inervaci. Na pficném
prifezu se vlasovy folikul sklada z vlasu, vnitini a zevni epitelové pochvy a vnitini a zevni
vazivové pochvy.

Vlas ma tfi vrstvy. Uprostied se nachazi dren (z centralné ulozenych bun¢k vzniklé
vakuolizované a ¢éasteéné keratinizované elementy, tzv. mekky typ rohovaténi), okolo je

ktra (vznikd z bunék, které¢ se diferencuji v silné keratinizované elementy vietenovité
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usporddané, tzv. tvrdy typ rohovaténi). Na povrchu vlasu se nachdzi kutikula — buiky
V dolni ¢asti vlasového folikulu ptivodné kubické, jez se postupné méni na cylindrické a ty
potom méni svoji orientaci z polohy horizontalni do polohy vertikalni, takze na povrchu
volného vlasu vytvaii vrstvu Sindelovité usporadanych oplostélych bun¢k.

Vnitrni epitelova pochva se sklada téz ze tii Casti. Uvniti je kutikula vnitini pochvy,
potom nasleduji vrstva Huxleyova a Henleova. Buiiky vnitini pochvy rohovati a zanikaji
nad ustim mazové zlazy.

Zevni epitelovd pochva je tvofena zanofenim stratum germinativum epidermis
smérem do dermis. Tvoii ji tedy dvé vrstvy bunék (stratum basale a spinosum) a jejich
bazalni membrana (zde zvana sklovitd blanka). Zevni epitelova pochva je nejsilngjsi
u krc¢ku vlasu (u cibulky je slabd) na rozdil od vnitini epitelové pochvy, ktera je nejsilnéjsi
v oblasti cibulky folikulu.

Poslednimi vrstvami vlasového folikulu jsou vnitini a zevni vazivovd pochva,
tvorenad okolnim vazivem. RozliSeni je dano orientaci vazivovych vlaken, jez jsou ve

vnitini vazivové pochvé umisténa cirkularné a v zevni vazivové pochveé podélné (Junqueira

1997).

1.3 Hypodermis

Podkozi je tvofeno fidkym kolagennim vazivem, obsahujicim velké mnoZstvi
tukovych bunck. Hranice mezi Skarou a podkozim neni vyraznd, potni Zlazy a vlasové
folikuly zasahuji aZ mezi lalicky tukové tkané podkozi.

Podkozni tuk obsahuje pfedevsim neutralni tuky (triacylgyceroly) a pfedstavuje asi
polovinu fyziologického tukového depa u €lovéka. Podléhd endokrinnim vliviim, které jsou
potencovany nervovymi a vyzivovymi faktory. Podkozni tuk je dalezitou energetickou
zasobarnou organismu, chrani proti mechanickym vlivim a Gcastni se termoregulace
organismu (tepelny izolator). Podkozi slouzi téz jako zasobarna vody v organismu, je zde

uloZeno asi 10-30 % telesné vody, coz je dilezité zejména u malych déti (Zaruba 1994).
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2. Transdermalni absorpce

Dermalni absorpce byla znamou a pouzivanou cestou k pruniku latek do organismu
jiz ve starov€kych civilizacich, jak o tom sv&d¢i ndlezy riznych masti, krémi, mazani
a pomad v archeologickych nalezistich po celém svété. Nejstar$i dochované receptury na
vyrobu téchto extern pochdzi ze spist babylonskych a egyptskych 1ékatti (napt. Eberstv
papyrus, 1 500 pf. n. 1.). Léciva byla pouzivana zejména pro své lokalni uc€inky, ale byly
znamy 1 UCinky celkové. Bez znalosti mechanismu piisobeni byly nékteré postupy
pouzivany po staleti, az do zacatku minulého stoleti.

Nebezpecnosti dermalni expozice si

Obr. 10. Sir Percivall Pott (1717-1788)

jako prvni vS§iml vyznamny londynsky lékaf
Percivall Pott (1714-1788, Obr. 10). Ve své
praci  (historicky prvni epidemiologické
studii) Chirurgical Observations Relative to
the Cataract, the Polypus of the Nose, the
Cancer of the Scrotum, the Different Kinds of
Ruptures, and the Mortification of the Toes
and Feet, publikované jiz vroce 1775
v Londyné¢ (Pott 1775) poukazuje na
souvislost mezi expozici sazim a nadory kize
na Sourku u kominikli a na ruce zahradnika,

pouzivajiciho  k hnojeni  zahrady saze.

Zaroj: htp:/fwww.surgical-tutor.org.uk! Makroskopické preparaty zhotovené Pottem
default-home.htm?surgeons/pott.htm~right jsou dodnes vystaveny v Patologickém muzeu
Nemocnice sv. Bartoloméje v Londyné¢ (Obr. 11).

Pfi¢inu téchto nadord, tj. dermalni expozici polycyklickym aromatickym
uhlovodikiim, objasnil az o 140 let pozdéji roku 1915 japonsky 1ékat a védec Katsusaburo
Yamagiwa (1863-1930), kterému se jako prvnimu podatilo experimentalné vyvolat vznik
rakoviny kiize po 250 dnech aplikace uhelného dehtu na ucho kralika (Yamagiwa 1918).

Rozvoj moderni védy pocatkem 20. stoleti se tykal i zkoumani kiize a jejich
vlastnosti. Prvni hypotézu o bariéfe transportu latek v epidermis a vlivu SC prezentoval
Rein (Rein 1924). Vyznamny souhrn poznani mechanismt kozni absorpce publikoval
Rothman (Rothman 1943). V padesatych a nésledujicich letech se rozvijelo poznani
struktury a vlastnosti ktze, lokalizace kozni bariéry a mechanisma prostupu latek skrz
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Obr. 11. Makroskopické prepardty karcinomii kiiZe skrota a ruky

Legenda: Makroskopické preparaty karcinomu kize skrota a ruky zhotovené sirem Percivallem Pottem,
vystavené Vv Patologickém  muzeu  Nemocnice SV. Bartolom&je v Londyné, (zdroj:
http://www.iaphomepage.org/int302/n0302pg2.html)

ktzi, byly publikovany zasadni ¢lanky zabyvajici se dermalni penetraci, jmenovat Ize jen
nékteré — Davies 1950; Vallette 1953; Hadgraft 1954, 1956; Blank 1965, 1969. V 60.
letech byly téZ polozeny zdklady matematickému modelovani procesti perkutanni
penetrace (Higuchi 1960). Koncem 60. let a zacatkem 70. let se do popiedi zajmu dostala
topicka aplikace kortikosteroidii a polozila tak zéklad transdermalnim 1ékovym systémim
(Katz 1972). Z hlediska dermalni expozice na ovlivnéni zdravi ¢lovéka byla vyznamnou
American Conference od Governmental Industrial Hygienists (ACGIH), ktera se konala
vroce 1961. Zde bylo poprvé teceno, ze ,tekuté latky mohou penetrovat nepoSkozenou
kizi a zpusobit systémovy efekt“. Do t¢ doby se soudilo, Ze latky pusobici na kuzi
vyvolavaji spiSe lokalni ucinek.

V 70. letech byla publikovana dodnes nejvice pouZivana statickd difizni komurka
pro in vitro testovani transdermalni penetrace tzv. Franzova cela (Franz 1975),
nasledovana v 80. letech komurkou pratokovou (Bronaugh 1985). Byla objevena struktura
rohové vrstvy, ktera byla pfirovnana ke zdi skladajici se z cihel a malty (Michaels 1975,
Nemes 1999), byl popsan kozni metabolismus (Ando 1977), funkce lamelérnich, po svém
objeviteli Odlandovych, télisek (Odland 1981), rozpoznana diileZitost intercelularni cesty
pii penetraci latek (Elias 1983). V roce 1979 se také zacal pouzivat prvni transdermalni
terapeuticky systém - téidenni naplast se skopolaminem (Prausnitz 2008).

Dalsi zintenzivnéni zajmu o kGzi a dermalni penetraci zacalo v 90. letech
a pokracuje dodnes. Rychly rozvoj kosmetického a farmaceutického priamyslu si zadal
presn€j$i odpovédi na otdzky mechanismu prostupu a bezpec€nosti pouzitych latek, na

moznosti ovlivnéni jejich penetrace (enhancery a retardéry penetrace). Zmény
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v pracovnich postupech a procesech v primyslu vedly ke sniZeni rizika zdravotni
nebezpecénosti inhala¢nich expozic a tim se oteviela cesta k rozpoznéni a uvédomeéni si
rizik dermalnich pracovnich expozic, podobné jako 1 expozic environmentéalnich.
Zdokonalovani experimentalnich metod, postupti, pfistrojii a informaci trva stéle.

Zéajem o metody dermalni penetrace nebyl v Ceskoslovensku v minulosti velky,
diky tomu nebylo vytvofeno oficialni ¢eské nazvoslovi. Zajem o tuto problematiku, ktery
prisel v 90. letech minulého stoleti, tj. v dobé védeckych publikaci psanych prevazné
v angli¢tiné a jazykové gramotnosti vEtSiny experimentatord, jiz nevedl k obrozenecké
potieb¢ prekladat anglické celosvétoveé pouzivané terminy do Cestiny. Z toho diivodu jsou
V této praci pouzivany vétSinou anglické nazvy, pripadné doplnéné ceskym piekladem

nebo vysvétlenim pojmu.

2.1 Mechanismus transdermalni absorpce

Pti dermalni expozici mohou chemické latky pronikat do wvnitfniho prostredi
organismu péti ruznymi cestami (WHO 2006): 1) transcelularni cestou — tj. skrz téla
bun¢k; 2) intercelularni cestou — tj. mezibunéénymi prostory; 3) vlasovymi folikuly;
4) mazovymi zlazami; 5) vyvody potnich zlaz.

VétSina latek prochazi intercelularni cestou prenosu, tato cesta je typickd zejména
pro lipofilni latky. Latky prochazi skrz extracelularni prostor SC, kde se nachazi
extracelularni matrix tvofena zejména lipidy (viz kapitola 1.1). Draha latek penetrujicich
touto cestou je odhadovana na 150 um (Williams 2003) az 500 um (Hadgraft 2004),
normalni tloustka SC je 15-20 um.

Mensi mnoZstvi latek prochézi cestou transcelularni, kterd je pro penetraci znacné
nevyhodna, nebot’ latky pfi ni prochazi nejen ptes hydrofobni intercelularni prostor, ale
i skrz hydrofilni vnitini prostfedi bunék. Tato cesta je piedpokladana zejména pro
hydrofilni latky (Barbero 2006).

O zbyvajicich penetracnich cestach (vyuzivajicich ptfitomnost koznich adnex) se
tradiéné soudilo, Ze maji pro celkovou dermalni absorpci okrajovy vyznam, cozZ je dano
jejich malou plochou (Gsti vlasovych folikulti a vyvody mazovych potnich Zlazek zaujimaji
pouze 0,1 % povrchu lidského t€la). Vyjimku piedstavovaly expozice vlasaté casti hlavy
a stavy spojené s hypertrich6zou (Williams 2003). Nové prace (Otberg 2004, Lademann
2006, 2008) vsak ukazuji na vyznamny podil této cesty pii penetraci latek, zejména pro

hydrofilni molekuly. Vyvinuti specialni in vitro techniky, jez umoziiuje selektivni uzavieni
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usti vlasovych folikult (Teichmann 2005, Trauer 2010) vedlo k potvrzeni tohoto
ptredpokladu. Napf. pfi penetraci kofeinu autofi udavaji, ze 51 % kofeinu, ktery penetroval
do epidermis, a 63,9 % kofeinu, ktery penetrovat do dermis, pouzilo folikularni cestu
(Trauer 2010).

Vyznam folikularni cesty ukazuje i studie Ogiso a kol. (Ogiso 2002). Autofi
testovali prichod lipofilnich (melatonin a ketoprofen) a hydrofilnich (fluorouracil
a acyclovir) 1€kt pres kizi lidského skalpu a bficha. Penetrace obou typi latek byla pies
kazi skalpu vyssi (u melatoninu 27x, u fluorouracilu dokonce 48x), penetrace hydrofilnich
1€kt ale vykazovala velké interindividudlni rozdily. Pii histologickém vySetfeni za pouziti
fluorescence bylo vidét, ze latky prochazi vlasovym folikulem v oblasti spojeni mezi
vnitini a zevni epitelovou pochvou.

Folikuly maji téZ vyznamnou rezervoarovou kapacitu. Lademann a kol. (Lademann
2006) testovali penetraci nano&astic (Resomer® RG 50.50 H o velikosti 320 nm) a jejich
skladovani v SC a vlasovych folikulech. Zjistili, ze ve folikulech dochazi k dlouhodobému

skladovani az desetinasobného mnozstvi latky oproti SC (Graf 1).

Graf 1. Kinetika skladovani nanocdstic ve vlasovych folikulech a ve stratum corneum
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Legenda: Kinetika skladovani nanocastic ve vlasovych folikulech (a) a ve stratum corneum (b);(pfevzato
z Lademann 2006)

Nove¢ je v posledni dobé k témto zédkladnim péti cestam piidavana cesta Sesta — pres
pory Vv lipidové dvojvrstvé extracelularniho prostoru SC. Predpoklada se, ze pory vznikaji
diky nedostatkim ve stavbé lipidové dvojvrstvy (chybéjici lipid nebo jeho jina terciarni
konfigurace). Prumér lipidovych molekul je asi 1 nm, pory maji velikost 1-10 nm.
Prochazi jimi latky o velikosti 180—70 000 Da. Piedpoklada se, Ze slouzi jako hlavni cesta
pro penetraci hydrofilnich latek (Mitragotri 2003). Pfimé objektivni diikazy pro tuto cestu

zatim nejsou, 1 kdyZ zmény ve struktufe lipidové dvojvrstvy jiz nalezeny byly (Costigan
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2000). Existence port vsak vychazi pfi modelovani transdermalni penetrace (Kushner
2007, Notman 2008). Vznik porh je téz predpokladan pii pouziti fyzikalnich metod ke
zvyseni penetrace (iontoforéza, sonoforéza).

Prinik latek kuzi je povazovan za proces pasivni diflze na zakladé rozdilného
koncentra¢niho gradientu latky na obou stranach penetracni membrany. Tento prostup je
v souladu s tzv. prvnim Fickovym zakonem (viz nize, kap. 2.2.9). Transport latek pies SC
je tfeba pocitat jako soucet difuze skrz lipidy a proteiny, difuze ptes lipidy je 500x
pomalejsi, nez difuize pres proteiny (Michaels 1975).

Nektefi autofi se vSak domnivaji, ze pii pruniku latek do organismu se vedle
pasivni diftize uplatiiuje do ur¢ité miry i vliv ,,nasévani“ latky, vyvolany podtlakem
vznikajicim pfi odvadéni tkanové tekutiny a krve ze $kary. Z tohoto divodu byla vyvinuta
varianta experimentalniho testovani absorpce latek na perfundovaném kousku kize
(Bowman 1991) as uvedenym jevem souvisi téz zavadéni mikrodialyza¢nich metod
testovani transdermalni absorpce latek (Schnetz 2001, Leveque 2004).

Pii absorpci nékterych latek v kizi se ale muze podilet i aktivni transport. Li a kol.
(Li 2006) testovali absorpci flurbiprofenu a indometacinu a pti RT-PCR analyze objevili
Vv epidermis pfitomnost mRNA proteinovych transportérti (multidrug resistence associated
protein [MRP], organic anion trasporting polypeptide [OATP], monocarboxylase
transporter [MCT] a organic cation/carnitine transporter [OCTN]). Aktivni transportéry
byly objeveny i v dermis, napt. organic anion transporter 2 (OAT 2) byl zapojen do
transportu flurbiprofenu (Ito 2007), P-glycoprotein mize transportovat itraconazol (Ito
2008).

Prinik chemickych latek skrz kzi probihd v nékolika stupnich. PouZivané
nazvoslovi se v oznaceni jednotlivych stupni lisi. Diembeck a kol. (Diembeck 1999) déli
prinik chemickych latek na adsorpci (tzn. mnozstvi latky, jez se vaze v rohové vrstve a je
S jejimi odlupujicimi se bunkami odstranéno, nedostava se tedy do hlubsich struktur ktize
a tudiz ani do systémové cirkulace) a absorpci (tzn. mnozstvi latky, které se dostava do
hlubsich struktur pokozky a do Skary; diky kontaktu mezibunééného tkanového moku
a cév se dostava dal do organismu).

Nov¢jsi popis praniku latky do organismu uvadi OECD (OECD 2004a) a nasledné
i WHO (WHO 2006). Podle téchto instituci je dermalni absorpce globalni termin,
popisujici celou cestu pienosu latky z vnéjSiho povrchu kize do krevnich nebo

lymfatickych cév organismu (Obr. 12). Absorpci proto dale rozdéluji na penetraci (tj.
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vstup latky do rohové vrstvy), permeaci (tj. ptestup latky do dalsi, strukturné odlisné

vrstvy kiize) a na resorpci (tj. vstup latky do koznich lymfatickych nebo krevnich cév).

Obr. 12. Ndzvoslovi popisujici proces transdermdlniho piestupu litky dle WHO

Penetrace Permeace Resorpce

Stratum
corneum

Absorpce Epidermis

Corium

Zdroj: WHO 2006

Podobné nazvoslovi je pouzivano i pro vstup 1éki z aplika¢ni formy (masti, krému,
gelu atd.) do kize (Daniels 2007) — pouze termin absorpce zahrnuje to, co WHO nazyvéa

resorpci a je pridan termin liberace (Obr. 13).

Obr. 13. Transportni cesty lékii p¥i transdermdlnim podani
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Zdroj: modifikovano podle Daniels 2007

Nejnovéjsi rozdeleni prenosu testované latky uvadi Selzer a kol. (Selzer 2013).
Terminem permeace oznacuje mnozstvi, které proSlo pies testovaci bariéru, pojem
penetrace udava mnozstvi testované latky pritomne v kuzi. Soucet obojiho potom nazyva
uptake (vychytani).

Vzhledem Kk nejednotnosti terminologie bude v této praci pouzito nazvoslovi
doporuc¢ované OECD a WHO.
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Obecné lze k testovani pienosu chemickych latek kizi pouzit nasledujici metody:
1) pokus ,,in vivo*“ na ¢lovéku nebo zvifeti; 2) pokus ,,ex vivo“ na perfundované kuazi;
3) pokus ,,in vitro*“ na kizi lidské, zvifeci nebo uméle vytvoiené; 4) pokus ,,in vitro® na
membrané (jiné nez ktize); 5) modelovani absorpce ,,in silico®

V testech na zvifatech bylo prokazéano, ze absorpce latek pfes kozni membranu in
vitro byva obvykle vySsi nez absorpce in vivo (van Ravenzwaay 2004). Nov¢ji provedli
analyzu studii zabyvajicich se hodnocenim in vitro a in vivo absorpce riznych latek pies
lidskou kuzi Lehman a kol. (Lehman 2011). Hodnotili 30 publikovanych studii a po
prepoctu a harmonizaci vysledki jim primérny in vitro-in vivo pomér vysel 0,96.

Masivni pouzivani zvifecich modeld a odpor aktivisti za prava zvifat vedly
v Evropé v roce 2003 Kk pfijeti smérnice Evropské unie Directive 2003/15/EC (EU 2003)
zakazujici od bfezna 2009 pouzivani zvifat pro testovani akutnich u¢inkl kosmetickych
ptipravkti a od bfezna 2013 téz pro testovani chronické toxicity, reprodukéni toxicity
a toxikokinetiky kosmetickych ptipravka. Piesnéjsi pravidla pro testovani toxicity latek
ptinesla Council Regulation (EC) No 440/2008 cast B, v niZ jsou i zdkladni podminky pro
provadeéni in vitro testll kozni absorpce (EU 2008). I diky témto legislativnim zménam se

zvySuje zajem o metody in vitro testovani transdermalni absorpce latek.

2.2. Testovani transdermalni absorpce in vitro
2.2.1 Testovana latka

Rizné chemické latky maji rGznou schopnost prochazet skrz zdravou kuzi
s neporusenou kozni bariérou. Experimenty bylo zjisténo nékolik charakteristik, které tuto
schopnost ovliviuji.

Prvou vlastnosti je rozpustnost latek ve vodé. Je rozdil v penetraci hydrofobnich
(lipofilnich) a hydrofilnich latek (Mitragotri 2003). Lipofilni latky (s rozdélovacim
koeficientem oktanol/voda Ko > 1) pies SC prochazi a mohou se v ném kumulovat, téz
amfililni latky prochazi dobte (Forster 2009). Maximalni absorpci maji latky s Koy mezi
1-2, u latek s Ko > 3,5 se absorpce rychle snizuje (Kezic 2009). Ve vodném prostiedi
zbyvajicich vrstev epidermis, v dermis a v krevnim fecisti jsou potom lipofilni latky
transportovany prevazné ve vazbé na hydrofilni nosi¢ (lipoproteiny). Oproti tomu latky

hydrofilni (Kow< 1) se skrz kornealni bariéru dostavaji Spatné, prochazi hlavné skrz pory
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a shunty (vlasové folikuly, potni zlazky). V hlubsich partiich klize a v krevnim fecisti jsou
ale transportovany velmi snadno (Mitragotri 2003).

Dalsi vlastnosti dilezitou pro transdermalni prinik latek je velikost molekuly, dana
jeji molekularni hmotnosti (Magnusson 2004). Dobie penetruji latky o molekularni
hmotnosti do 500 Daltond (Da); (Bos 2000), tato vlastnost je v odborné literatuie dokonce
oznacovana jako ,,pravidlo 500 Daltonu* (,,500 Dalton rule“, Todo 2010). Pii poskozeni
ktze se vSak méni jeji penetracni vlastnosti, napt. pies kizi atopikii mohou pronikat velmi
dobie molekuly az do velikosti 800 Da. Snizené bariérové vlastnosti maji téz sliznice (zde
chybi stratum corneum) a diky tomu mohou ptes sliznice dobie penetrovat latky az do
1200 Da (Bos 2000).

Testovana latka mize byt na kazi aplikovana dvojim typem davky. Prvni typ
davky, tzv. ,.konecnd davka* (finite dose) se pouziva pro studie imitujici realné pouziti
testované latky. Davka latky je aplikovdna v mnozstvi postacujicim k pokryti kize
(obvykle 1-5 mg/cm? nebo 10 pl/cm?) a kize je ponechana bez okluze — mize tedy dojit
Kk odpafeni ur¢itého mnozstvi aplikované latky, jako je tomu v realném zivoté. Pojem finite
dose se také pouziva v ptipadech, kdy se na ktivce v grafu absorpce objevi deplece donoru
(Selzer 2013). Pii druhém typu davky, tzv. ,, nekonecné davce “ (infinite dose), je testovana
latka aplikovéana v nadbytku (obvykle >10 mg/cm? nebo >100 pl/cm?) a miiZe nebo nemusi
byt pouzita okluze pro eliminaci odparu (WHO 2006). Vzhledem k vysokému nadbytku
latky v donorové casti lze jeji evaporaci a diftizi do a skrz bariéru povazovat za
zanedbatelné malé pfi hodnoceni celkové absorpce. Velké mnozstvi latky v donoroveé casti
muze mit dokonce ucinek okluze a tim zvySovat penetraci, i kdyz tento efekt mize byt

| U mensi vrstvy latky (Selzer 2013).

2.2.2 Rozpoustédlo

Jako rozpoustédlo miiZze byt v experimentech teoreticky pouzita jakakoliv chemicka
latka, dilezité je, aby neposkozovala kizi a koZni bariéru a testovana latka v ni byla dobie
rozpustna. Je téz tfeba mit na paméti, ze nékteré latky mohou ovliviiovat pribéh
transdermalni penetrace. Tyto latky bud’ penetraci zvySuji a urychluji (enhancery) nebo
sniZzuji a zpomaluji (retardéry). Obé skupiny jsou nyni intenzivn€ studovéany, enhancery
zejména Vv souvislosti s masivnim rozvojem transdermalnich 1ékovych forem (napf.
Vavrova 2005, Trommer 2006, Singh 2010). Retardéry se uplatiuji v prevenci
nezddoucich ucinkG  latek zejména v oblasti expozic pracovnich, piipadné

I environmentalnich. Tento zpasob ovlivnéni permeace je vSak studovan méné nez
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enhancery (Benson 2005, Trommer 2006). Ob¢ skupiny nabyvaji na vyznamu v poslednich
nékolika letech v souvislosti se zvySujicim se pouzivanim nanomaterialti.

Test s pouzitim riznych rozpoustédel a sledovanim jejich vlivu na absorpci
retinoidt provedli Lehman a kol. (Lehman 1988), ktefi zkoumali in vitro absorpci retinoidt
(isotretinoin, etretinat, tretinoin, acitretin) pfes opic¢i kizi. Nejvétsi (a shodnd) absorpce
byla pii pouziti propylen glykolu a isopropylalkoholu. Absorpce se snizovala s pouzitim

mineralniho oleje, diisopropyl adipatu, polyetylen glykolu 400.

2.2.3 Absorp¢ni membrana

,Zlatym standardem* pro testovani transdermalni absorpce chemickych latek in
vitro je lidskd kiize. Jak doporucuje jeden z leaderti vyzkumu transdermélni absorpce
prof. Barry (Barry 1999), je-li to mozné, ,,piednostné pouzit lidskou kizi a nekomplikovat
si vyzkum pouzitim zvifeci klize k ziskani lidskych dat“. Vzorky lidské klize jsou
ziskavany obvykle z tkanové banky (mize pochazet od darct zemielych nebo Zivych) nebo
pifimo od darcii zivych, vétSinou pacientl pii chirurgickych operacich (zde je nezbytny
informovany souhlas darce k pouziti kiize v experimentech). Nejcastéji je pouzivana kize
ze zad, bficha, hrudniku nebo boku. Vzhledem k snadnéjSim moznostem ziskani kize pfi
kosmetickych operacich to byva nejcastéji kize bficha nebo hrudniku. Jejich penetra¢ni
vlastnosti jsou stejné (Larsen 2003).

Transdermalni absorpce chemickych latek je ovlivilovana vékem darce (Waller
2005, 2006), jeho pohlavim (Jacobi 2005b), etnickou pfislusnosti (Rawlings 2006),
hydrataci kitize (Warner 2003, Rawlings 2005) a mistem odbéru kaze (Scott 1991).
Studovan byl téz vliv prostiedi, pfi kterém je experiment provadén — vliv teploty
(Akomeah 2004) a pH (Waller 2005). Vliv interindividualni variability ktze provedli
Akomeah akol. (Akomeah 2007). Autofi srovnavali rozdily v prichodu latek s riiznou
lipofilitou (kofein, metylparaben a butylparaben) ptes vzorky lidské kuze odebrané
z biicha jedenacti darct rizného véku a pohlavi. Rozdily v absorpci jednotlivych latek na
témze vzorku kize byly niz$i nez rozdily v absorpci téZe latky na vzorcich kize od
ruznych darc.

Vzhledem k etickym problémtim se ziskavanim lidské kize a faktu, Ze pro in vitro
testovani transdermalni absorpce latek je tfeba, aby tato klze nebyla pied pouzitim
chemicky oSetfena (napf. dezinfekci pii operaci), neni jeji pouzivani pfi laboratornim

testovani tak casté, jak by si experimentatoii prali. Pozornost je tfeba vénovat i omyvani
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ktze pted experimentem, napi. Moody (Moody 2006) referuje az o 32nasobném zvyseni
absorpce insekticidu u lidské excidované kiize po omyti mydlem (tzv. wash-in effect).

Alternativou k lidské kazi je pouziti kize zvifeci. Jako nejvhodnéjsi jsou
doporucovany kuze praseci nebo opici, které jsou lidské kazi velmi blizké svoji anatomii,
fyziologii a chemickym slozenim. Vzhledem k hor$i dostupnosti a etickym problémiim
spojenym s vyuzivanim primatd pro védecké ucely, se vice pouziva kuze prasedi.
Metaanalyzu ¢lankd, zabyvajicich se hodnocenim lidské a prase¢i kiize (a kize morcete)
jako vhodné néhrady za lidskou kuzi, provedli Barbero a Frasch (Barbero 2009).
Vysledkem bylo konstatovani, ze zvifeci kiize jsou vhodnou alternativou k lidské kuzi,
jejich propustnost je 0 néco vyssi, ale vykazuji mensi intradruhovou rozdilnost nez lidska
ktze.

Prasec¢i klize se nejCastéji odebird ze zad, bokili, nebo bficha, velmi vhodné je
i pouziti kiize usniho boltce (Sekkat 2002, Herkenne 2006), ktery je svoji anatomickou
stavbou lidské kiizi nejvice podobny (Jacobi 2007). Lze pouzit i kiizi novorozenych selat,

ktera je tenc¢i, ma vSak vice vlasovych folikuld (Cilurzo 2007).

Obr. 14. Lidské a praseci ceramidy
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Legenda: Lidské (A) a praseé¢i (B) ceramidy. U lidskych ceramidii maji CER1 a CER4 w-hydroxy-acylovy
fetézec, ke kterému je chemicky vazana linolova kyselina; u prasecich ceramidli ma tuto vazbu pouze CER1
(pfevzato z Bouwstra 2003a).

Praseci kuize ma navic s lidskou kuzi spolecny jeden velmi vyznamny fakt — oba
zivoCisné druhy (Cloveék a prase domaci) se v prubéhu evoluce staly bezsrstymi tvory.
Husty kozich zvifeci srsti plisobi jako vyznamna ochrana nejen proti ztratdm tepla, ale
zaroven nedovoluje kontakt vétSiny latek (nachdzejicich se v prostiedi) S pfimym
povrchem klZe. Nepfitomnost tohoto ochranného faktoru vedla v pribéhu fylogeneze

k vytvoteni nového ochranného systému — Kk tvorbé kozni bariéry tvofené bunikami stratum
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corneum a specifickym slozenim mezibunééné hmoty (Forslind 1998). Lipidy obsazené
Vv této hmoté se v piipad¢ Clovéka a prasete velmi shoduji (Obr. 14) a jsou odlisné od
jinych zivocisnych druhti (Stahl 2009). Pro laboratorni ucely byly vyvinuty razné druhy
bezchlupych zvirat (napf. mys, potkan, morce), ale v tomto ptipade bylo lysosti dosazeno
genetickou manipulaci, kdy stavba SC a slozeni kornealnich extracelularnich lipida zlstalo
stejné s ptivodnim druhem a tudiZ nema zvlastnosti evolu¢né vytvorenych lysych jedinci
(Forslind 1998). Navic napt. kize bezchlupé mysi ma velmi tenké a kiehké stratum
corneum, ktereé je rychle destruovano hydrataci (Barry 1999).

Kuze ostatnich zvifat, pouzivanych k laboratornim ucelim (napf. mys, potkan,
morce, kralik), jsou pro testovani dermalni absorpce mén¢ vhodné, nebot’ maji anatomicky
i chemicky odlisnou stavbu od kize lidské. K hlavnim rozdilim v charakteru ktize patii
velké mnozstvi vlasovych folikult, vedoucich k vy$si kozni propustnosti v porovnani
s kuzi lidskou, napf. u potkani kiize ve srovnani s kuzi lidskou van Ravenzwaay (van
Ravenzwaay 2004) uvadi vice nez desetkrat vyssi propustnost, Takeuchi (Takeuchi 2011)
uvadi propustnost potkani kize dvakrat vyssi nez u lidské kize. Uroven dermalni
propustnosti klesa v poradi kralik, potkan, prase a ¢lovek (Bartek 1972).

Rozdily mezi mysi a lidskou kuzi popisuji Brohem a kol. (Brohem 2010). Mysi
jsou cCasto pouzivany jako model lidské kize, maji vSak ve stavbé ktize hodné odlisnosti

(Obr. 15).

Obr. 15. Histologicky prepardt mysi a lidské kiize
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Zdroj: modifikovano z Brohem 2010

Hlavni rozdily mezi lidskou a mysi kizi jsou nésledujici:
1) Mysi maji hustou srst, u lidi jsou regiony mezi jednotlivymi folikuly mnohem

vEtsi.
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2) Lidska stejné¢ jako mySi epidermis je tvofena stejnymi vrstvami (stratum
corneum, granulosum, spinosum, basale), avSak pocet bunék v jednotlivych vrstvach se
zéasadné 1i$i. Mysi epidermis ma obvykle tfi vrstvy bun€k a jejich obrat je rychlejsi. Lidska
epidermis méa obvykle 6-10 vrstev, obrat trva 7-28 dnd.

3) Melanocyty v lidské kazi jsou umistény rovnomérné v bazalni vrstvé, u mysi
jsou v dermis ve vlasovych folikulech.

4) Mysi maji kozni svalovou vrstvu (panniculus carnosus), ktera u lidi neni.

5) Hojeni koznich defekti u mysi vede k regeneraci tkan¢€, u lidi se hoji jizvou
(n¢kdy keloidni, coz u mysi neni).

6) Mysi kiize ma mensi bariéru pro vodu a vykazuje vyssi dermalni absorpci.

Krali¢i kiize ma podobnou tloustku jako praseci kiize (Obr. 16), i kdyz epidermis
pod SC ma odliSnou strukturu, zejména pocet vrstev epidermalnich bunck je niZsi.
Lipidové slozeni kralici kize je podobné praseci kuzi, ale md mensi obsah ceramida
avyssi obsah esterii cholesterolu a triglyceridi. Krali¢i ucho je 4-7x méné propustné
pro hydrofilni latky, mozna diky vyssi lipofilicité jejiho SC. Permeabilita progesteronu

byla mezi izolovanou praseéi epidermis a krali¢i kizi srovnatelna (Nicoli 2008).

Obr. 16. KiiZe kradli¢iho a praseciho ucha

Legenda: Fotografie histologického fezu klize vnitini strany krali¢iho ucha (a) a zevni strany prase¢iho ucha
(b). Zvétseno 40x (pievzato z Nicoli 2008).

K testovani absorpce latek byla pouzita i rybi kiize (Konradsdottir 2009), autofi ji
doporucuji jako vhodny model sliznice nebo skléry.

Dalsi alternativou ke kiizi pfirozené je pouziti kiize uméle vytvofené. Muze jit
0 modely samotného stratum corneum (de Jager 2006), 2D modely (keratinocyty

kultivovany v jedné vrstvé, je zde mozna diferenciace jednotlivych vrstev) nebo
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3D modely (keratinocyty jsou péstovany na dermdlnim podkladu, coz umoznuje lepsi

vvvvv

napiiklad o komer¢né vyrabéné modely Episkin, SkinEthic, EpiDerm (Obr. 17), Human
Skin Equivalent (HSE), Apligraf (Schmook 2001, Lotte 2002, Ponec 2002b, Batheja
2009). V literatuie jsou popisovany i dal§i modely, zatim jen experimentalné vyrobené, ale

S lepsi strukturou (Stark 2006).

Obr. 17. Histologicky Fez rekonstituovanou kiiZi — model EpiDerm 606X

Zdroj: Trauer 2010

Bohuzel uméld klZze zatim stale jeSt¢ nedosahuje vlastnosti a funkce klze
pfirozené. NejvétSim nedostatkem je nepfitomnost koznich adnex a nepfitomnost
deskvamace povrchovych vrstev SC, coz vede k jejimu ztlusténi a zkresleni vysledka pfti
ptipadném pouziti v testech transdermalni absorpce latek (Ponec 2002a). Problémem je téz
zaClenéni dalSich bun¢k, které se v normalni epidermis nalézaji, jako jsou melanocyty
a Langerhansovy bunky. Existuji modely, kdy se tyto buiiky podafilo do struktury dostat,
jejich funkce je vSak zatim piitomna jen Castecné (Facy 2004, Brohem 2010). Z tohoto
divodu neni rekonstruovana kiize doporucovana pro zavérecné testovani latek pro
humanni nebo veterinarni pouziti (Netzlaff 2007). Je ji vSak moZno pouZzit k dil¢imu
testovani, zejména K testim dermalni iritace, korozivnosti, fototoxicity a genotoxicity
(Welss 2004, Netzlaff 2005, 2007, Kand’arova 2006, OECD 2010, 2013b). Je mozné ji

pouzit i na testy metabolismu ktize (Brinkmann 2013).

Lidskou nebo zviteci kiizi je mozno pouzit v plné tloust’ce 500—-1000 um. Takovéto
vzorky kiize obsahuji rohovou vrstvu a zbyvajici vrstvy epidermis a dermis. Lze téZ pouZit

tzv. dermatomovanou kuzi, ktera je dermatomem sefiznuta na tloustku 200-500 pm
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a obsahuje rohovou vrstvu, zbyvajici vrstvy pokozky a pouze horni ¢ast Skary. Dalsi
variantou je pouZziti pouze epidermis, kterd je oddélena tepeln€, chemicky nebo
enzymaticky a ma (nebo nema) zachovalou bazalni membranu (Akomeah 2007, Cross
2008). Posledni variantou je pouziti samotné rohové vrstvy, kterd se piipravuje z pokozky
po natraveni trypsinem (WHO 2006, Henning 2008). Pro testovani lipofilnich latek je
doporucovano pouziti dermatomované kiize nebo samotné pokozky, nebot” hydrofilni skara
Vv ptipad¢ lipofilnich latek predstavuje dalsi bariéru priniku. Je téz tfeba vzdy myslet na to,
ze pii pouziti ten¢i kozni membrany bude absorpce latky vysSsi a pii pouziti silnéjsi
membrany bude tato slouzit jako vyznamnéjsi rezervoar absorbované latky (Wilkinson
2006).

Pro testovani je optimalni pouziti kiize Cerstvé (doporuceno do dvou dni po
odbéru). Tato klize ma aktivni enzymaticky systém (pomineme-1i skute¢nost, Ze k ¢asteéné
autolyze dochazi jiz od okamziku odbéru), a proto je mozné ji pouzit nejen pro testovani
priniku latek kazi, ale i pro testovani jejich dermalniho metabolismu (OECD 2004a).
Zivotnost kozniho vzorku méfena jeho metabolickou aktivitou (Groven pfemény glukozy
na laktat), klesa s dobou skladovani. Pfi skladovani v chladu klesne béhem prvniho dne
pfeména zhruba na polovinu a do osmého dne zlstava priblizné stejna. Po osmém dni
pokles aktivity pokracuje (Wester 1998). Cerstvou ki lze pii teploté 4 °C skladovat po
dobu 2—4 tydni (DeBono 1998).

Dalsi moZnosti je pouZiti zmrazené kiize (Diembeck 1999). Vzorky odebrané kize
se po oSetfeni zmrazi pii—18 az —20 °C, lze pouzit i teplotu niz$i (EU-SCCP 2006).
Zmrazena kize nema zachovany aktivni enzymaticky systém a je mirné anatomicky
poskozena krystalizaci vody (téméf bezvoda rohova vrstva je ale poskozena minimalng¢).
Pii srovnani s Cerstvou kiizi vykazuje vysSi Groven ustdleného pritoku testované latky
(steady state flux) a je zde i kratsi doba do zacatku pronikani testované latky do
receptorové tekutiny (lag time); (Ahlstrom 2007). Nicméné pro testovani praniku latek je
tato kiZze oficidlné doporuovéna a vzhledem k dlouhodobé pouZitelnosti (dle rtznych
autortl je ji mozno pouzit v dobé do jednoho roku skladovani) je v pokusech vyuzivana
nejcastéji (WHO 2006). Pii interpretaci vysledkl je vSak nutno brat v tvahu skute¢nost, Ze
se zvySujici se dobou skladovani zmrazené kize se zvySuje jeji propustnost (Ahlstrom
2007), proto néktefi autoii doporucuji pouzivat kiizi zmrazenou kratsi dobu, napi. Davies
(Davies 2004) doporucuje pouzivat praseci kizi do dvou meésict a lidskou do jednoho roku
od zmrazeni. N¢kteti autofi naopak pouzivaji i kuzi skladovanou delsi dobu, napf. lidskou

po dobu do dvou let (Meidan 2008).
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Srovnani vlastnosti Cerstvé lidské kiize a ktize skladované pii —20 °C a pii —80 °C
po dobu tfi tydnt provedli Nielsen a kol. (Nielsen 2011). Autofi sledovali penetraci
kofeinu pfes tyto membrany a hledali zmény kize pomoci konfokélniho fluorescencniho
mikroskopu. Vysledky penectrace u Cerstvé kize a kize skladované pii —20 °C byly
obdobné (u zmrazené kiize byla penetrace o néco malo vyssi). Kiaze skladovana pii —80 °C
vykazovala nékolikrat vy$si penetraci. Tyto vysledky byly v souladu s mikroskopickym
vysetienim, které prokdzalo mnohem vys$i posSkozeni kuze skladované pii —80 °C
(korneocyty i keratinocyty byly vétsi, byl napadny otok bunék a odchylky v normalni
distribuci keratinocytl. Zatimco tloustka SC u Cerstvé kize ¢inila 6 um, u kiize skladované
pti —20 °C to bylo 12 um a u kize skladované pii —80 °C dokonce 35 pum).

Jinou moZznosti, popisovanou v literatufe, je pouziti kiize skladované po ususeni.
Takto oSetfend kize je méné anatomicky poskozena nez pti zmrazeni. Pfed pouzitim je ji
vSak tieba opétovné hydratovat. Susend kiize byva k testovani pouzivana vyjimecné
(Swarbrick 1982).

Kize urCena k odbéru nesmi byt viditelné poSkozena a nesmi byt tetovana.
Povrchové cisténi se provadi pouze omytim teplou vodou a mydlem bez pouziti
dezinfekénich prostredkil, coz predstavuje urcity problém pii operativnim ziskavani lidské
ktze. V ptipadé pouziti praseci kiize nesmi byt tato pfi porazce na jatkach spafena. Na
odebrané kiizi je nutno ostiihat vSechny viditelné chlupy a odstranit podkozi. Zistava
zhruba jeden milimetr silna vrstva pokozky a $kary. Z ni je potom mozno pfipravit jiné
typy kozni penetracni membrany (dermatomovanou kiizi, samotnou pokozku nebo rohovou
vrstvu). Vzorky se jednotlivé zabali do hlinikové folie a uchovavaji se v chladnic¢ce nebo

se zamrazi (Diembeck 1999).

2.2.4 Testovani integrity kiiZe

Neporusenost penetraéni membrany je dilezitou podminkou uspesného provedeni
testu transdermalni absorpce latek a proto by ji méla byt vénovana velka pozornost. I malé
poskozeni integrity membrany vyznamné zvysSuje perkutanni absorpci (Nielsen 2007).
Testovani integrity ktize mtize byt provedeno tfemi zpusoby (OECD 2004c):

a) pred zahajenim testovani transdermalni penetrace
penetrace je diikladna vizudlni kontrola, néktefi autoii k ni doporucuji pouzit lupu
(Henning 2008), jini pouzivaji mikroskop (Frasch 2009). Je tieba vyradit veskeré vzorky,

na nichZ se nachazi i sebemensi poSkozeni (zanétlivé projevy, odérky, Skrabance, stroupky,
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jizvy, tetovani, zaCervenani nejasného ptivodu). Nékteti autoii pouzivaji i pohled skrz kiizi
proti svétlu (Nangia 1998). Vhodnou metodou je téz sledovani vlhkosti klize po pocatecni
aklimatizaci v difazni komtrce. Ackermann a kol. (Ackermann 2010) doporucuji vyfadit
vzorky, u nichz je po 30minutové ekvilibraci pfitomna vlhkost na povrchu kiize. Normalni
neporusena klize je po této dobé na povrchu mirné oschla.

Druhou moznosti je provedeni testu elektrické rezistence kize (transcutaneous
electrical resistence, TER). Kozni odpor souvisi se stavem kozni bariéry, pii poSkozeni
bariéry se odpor snizuje. Je téZ zavisly na ploSe (se zvySujici se plochou se elektricky
odpor snizuje); (Fasano 2002), proto je vhodnéjsi udavat jeho hodnoty v pfepo¢tu na
jednotku absorpéni plochy (kQcm?). K méfeni se pouZivaji piistroje pracujici s frekvenci
50-1000 Hz, pouzivajici napéti 1-3 V a méfici v rozmezi 0,1-30 kQ (OECD 2004d).
Doporuceni limitnich hodnot pro in vitro méfeni TER se v literatufe hodné lisi. Napf-.
Davies a kol. (Davies 2004) po zméteni TER kuze clovéka, potkana, prasete, mysi, kralika
a morcete (pii frekvenci 100 Hz) doporucuji v pfipadé pouziti plné praseci kiize pouzivat
k testovani vzorky s rezistenci rovnou nebo vyssi 1,57 kQcm?. Stejna hodnota byla pouzita
jako hrani¢ni pro vyfazeni nevhodnych vzorkii v nami provadénych experimentech. Baert
(Baert 2010) pii pouziti lidské kiize vyrazoval vzorky s impedanci niz$i nez 20 kQ. Dalsi
odlisna kritéria jsou doporucovana v publikaci White a kol. (White 2011), kde autofi uvadi
piehled doporucovanych testovych kritérii pro plnou lidskou kizi v rozmezi 7-45 kQcm?.

Tteti doporuc¢ovanou moznosti je hodnoceni ztraty vody kiZi (transepidermal water
loss, TEWL). Voda odpatujici se z povrchu kuize je dvojiho ptivodu. Prvni ¢ast tvoii voda
odpaftujici se z potu — produktu malych potnich (ekrinnich) Zlaz. Druhou ¢&ast tvoii voda
prochazejici skrz kiizi mezibunéénymi prostory. Spodni partie epidermis (stratum basale,
spinosum, granulosum) jsou velmi hydratované (obsah vody 75 %), bariéru prichodu
tekutin tvoti malo hydratované SC (obsah vody je pouze 10-20 %); (Zhai 2002). U Zivych
organismi je jako ,,perspiratio insensibilis“ oznaovano nepozorovatelné odpafovani
tekutin z kiize, pojem ,,perspiratio sensibilis*“ ozna¢uje vnimatelné odpafovani vody,
poceni (Kabrt 1988). Striktné vzato by TEWL mél referovat pouze o Casti ,,perspiratio
insensibilis — odpafovani tekutiny skrz mezibunécné prostory, informujici o stavu
kornealni bariéry, v praxi vSak nelze odlisit jeho druhou c¢ast, danou ¢innosti potnich
Zlazek za podminek pod teplotnim potnim prahem. Proto hodnoty TEWL v praxi zahrnuji
ob¢ tyto slozky. Denné se z povrchu kiize za normalnich podminek odpaii asi 0,3 1 vody,
V teplém prostiedi nebo pii vysoké fyzické ndmaze se vSak poceni zvySuje a ztraty tekutiny

mohou dosahnout az ¢tyfi litry. Ztraty tekutin kGzi se téz zvySuji pfi poskozeni kozni
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bariéry, jak je dobfe znamo z 1éCby popalenin. Méfeni TEWL in vivo je v dermatologii
a kosmetologii dlouhodobé pouzivano k neinvazivnimu monitorovani zmén bariérové
funkce SC pii vyskytu riznych onemocnéni (napf. u atopického ekzému, lupénky).
Neposkozena klze s plné funkéni bariérou SC ma nizs§i hodnoty TEWL, nez kilize
s poskozenou kornedlni bariérou (Simonsen 2007). Velikost TEWL zévisi tézZ na velikosti
(plose) korneocytu — tam, kde jsou ,,malé“ korneocyty (napt. na ¢ele) je TEWL vysoky
a naopak tam, kde jsou korneocyty ,,velké* (napt. na btichu) je TEWL maly (Machado
2010).

Ztraty tekutiny k0zi lze méfit pomoci dvou typa pfistrojii. Prvni typ pouziva
uzavieny systém méfici komurky (tvofi ji valec otevieny pouze na jedné strané, dno/strop
je pevné, vodni para se v prostoru komurky kondenzuje). Pistroje s uzavienou komurkou
jsou napt. VapoMeter (Delfin Techologies, Finsko), AquaFlux (BioxSystems, Velka
Britanie). Druhy typ pouziva otevieny systém (komirku tvoii pouze stény valce, je
oteviend z obou stran). Pfistroji s otevienou komurkou jsou napt. Tewameter a novéjsi
MPA (Courage-Khazaka, Némecko), Evaporimeter (EPI Servomed, Svédsko), DermaLab
(Cortex Technology, Nadsune, Dansko). Normalni TEWL zdravé lidské klize se pfi
méfenich in vivo a in vitro pfili§ neli$i a pohybuje se zhruba mezi 2-10 g/m%h (Sekkat
2004, Raney 2006, Simonsen 2007). U praseci kiize in vitro se normalni TEWL pohybuje
v rozmezi 2-30 g/m?/h (Vallet 2008, Elkeeb 2010), u prase¢iho ucha Simonsen (Simonsen
2007) uvédi 3,5+1,2 g/m%h, ElImahjoubi (Elmahjoubi 2009) 30,21+1,27 g/m%h . Vliv na
rozdilnost naméfenych hodnot mé typ pfistroje, v piipad€ pouziti uzaviené metici komurky
byva diky kondenzaci vysledna hodnota ztraty tekutin vyssi (Elkeeb 2010).

Je zde vSak nutno poznamenat, Ze i kdyZz vétSina publikovanych praci a metodik
tento zpiisob ovéteni integrity kiize doporu€uje a povazuje za vhodny, najdou se téZ prace,
které vhodnost této metody zpochybnuji, nebot’ v ptipadé plochou nevelkého poskozeni
kuze (propichnuti) nenalezli rozdil vhodnot¢ TEWL, i kdyz absorpce pies takto
poskozenou klzi je vyrazné vyssi (Chilcott 2002, Netzlaff 2006, Henning 2008).

Ctvrtou moznosti je zkouska priichodu jiné (neZ testované) latky pred zahajenim
testu transdermalni absorpce. Jako referencni latka se Kk tomuto ucelu pouziva napf.
tritiovand voda nebo metylenova modi. Nejprve se provede test transdermalni absorpce
referen¢ni latky a nésledny test s testovanou latkou se provadi jiZ jen na vzorcich, u nichz
byla absorpce referencni latky v pfijatelnych hodnotach. Tato metoda je vSak zdlouhava
amuze pii ni dochazet k poskozeni kozni bariéry pii priichodu referencni latky. Pouziti

tritiované vody k potvrzeni kozni integrity téz neni vhodné, pokud je testovana latka také
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radiacné znacena. DalS§i nevyhodou je nutnost specidlniho pfistrojového vybaveni pfi
pouziti radioaktivné znacené referencni latky (OECD 2004a).

b) v pritbéhu testu transdermdlni penetrace

K testované latce lze pridat dalsi latku se znamou a od testované latky dobfie
odligitelnou absorpci, napf. radioaktivng znacené latky (*H sukrézu, latky se *C). Pro
praktické pouziti je vSak tato metoda nevyhodnd, nebot’ je pracnd a vzhledem k pouziti
dalsi latky nez pouze testované, muze dojit ke zkresleni absorpce testované latky (OECD
200443).

C) po ukonceni testu transdermalni penetrace

Lze pouzit kterykoliv ze zptisobti popsanych v odstavci a). Jejich pouziti po testu se
vSak pfili§ nedoporucuje, nebot’” béhem testovani transdermalni penetrace vzdy dochazi
k poskozeni kozni bariéry (vliv testované latky, vliv ¢asu) a takto ziskany vysledek jiz
nehovoii pouze o stavu membrany pied zahajenim testu.

Velmi dulezitou metodou hodnoceni ex post je vyfazeni vSech vzorkl, jez se
vyrazn€ odliSuji od priméru ostatnich vzorkl, nebot’ pies poskozenou kuzi prochazi
testovand latka vzdy rychleji a v mnohem vét§im mnozstvi, nez pies kizi nepoSkozenou
(OECD 2004a).

Rizni autofi maji na vySe popsané metody hodnoceni integrity kiize riizné nazory,
avSak vSichni se shoduji na dikladné vizualni kontrole a ex post vyfazeni vyrazné

odlisnych vzorkd.

2.2.5 Difuzni komirky

Zakladnim laboratornim zafizenim pro testovani transdermalni absorpce
chemickych latek in vitro jsou difuzni komirky. Pti konstrukci testovacich komirek se
pouzivaji oba sméry penetrace — horizontalni (komurky jsou oznacovany side-by-side)
a vertikalni. V praxi jednozna¢né ptevazuje vyuziti sméru vertikalniho.

Komiirky jsou zhotovovany z inertnich materialt (borosilikatové laboratorni sklo,
teflon) a skladaji se ze dvou ¢asti. Horni ¢ast je oznacovana jako ¢ést ,,donorova®, spodni
jako ¢ast ,receptorova™ nebo ,,akceptorova“. Absorpéni membrana (klize) se upeviiuje
mezi tyto dveé Casti, pokozkou smeérem nahoru. Na tuto stranu kize se potom aplikuje
znamé mnozstvi testované latky. Velikost penetracni plochy byva u komurek pouzivanych
Vv publikovanych pracich rtiznd (obvykle 0,3-5 cm?, OECD 2004a). Smérnice Evropské
komise (EU-SCCP 2006) pozaduje minimalni velikost absorpéni plochy 0,64 cm? Téz
objem akceptorové ¢asti byva ruzny, OECD udava 2-20 ml (OECD 2004a). Tento objem
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je dilezity z divodu zachovani ,,sink conditions” — pro spravnou absorpci latky je tfeba
zajistit, aby prinik latky skrz membranu nebyl ovlivnén parametry solubility. Toho je
dosazeno tim, Ze koncentrace testované latky v receptorové Casti nepiekroéi 10 % jeji
mozné maximalni rozpustnosti (Selzer 2013), 1 kdyz nékteré dokumenty udavaji 10-20 %
(Siewert 1997) nebo dokonce 30 % (USP 1995). Krom¢ objemu akceptorové casti
komirky jsou ,,sink conditions“ ovlivnény téz frekvenci odbéru RT (v ptipad¢ statické

komiirky), nebo rychlosti priitoku RT v ptipad¢ pratokové komirky.

Obr. 18. Staticka a priitokova vertikdlni difiizni komirka

donorova ¢ast
kiize

/— plnici otvor |
/ — odtok

receptorova ¢ast

pritok

temperovana ldzen

[ michadlo

staticka vertikalni difdzni komarka priatokova vertikalni difazni komurka

Zdroj: vlastni nakres

Vertikalni komurky se déli na dva zakladni typy (Obr. 18), ze kterych byla
odvozena fada modifikaci. Prvnim typem je Siroce vyuzivana, relativné jednoducha
staticka vertikalni difiizni komuirka, po svém autorovi zvana Franzova komurka/cela (Franz
1975). Tekutina v receptorové ¢asti (obvykle o objemu 2-20 ml) musi byt u tohoto typu
komurky neustale michéana a je periodicky manualn¢ odstraniovana a analyzovéana.

Druhym typem je prutokova vertikalni difiizni komurka publikovana Bronaughem
(Bronaugh 1985). Tekutina je z receptorové ¢asti komurky (obvykle o objemu 0,1-5 ml)
odstraiiovana kontinualn€ pomoci peristaltické pumpy (typicky pratok ¢ini 9 ml/h
u komtrky o objemu 3 ml, tj. tfi vymény za hodinu, nebo 1,5 ml/h u komirky o objemu
150-300 pl, tj. 5-10 vymeén za hodinu); (OECD 2004a). Tento typ je doporucovan jako
vhodnéj$i pro studium metabolismu latek v kiizi. Nevyhodou je jeho vyssi pfistrojova

naroc¢nost.
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I ptes rozdilnost v konstrukci komurek nenalezly srovnavaci studie, které
porovnavaly testovani na obou typech, vyznamné rozdily ve vysledcich (Clowes 1994,
Chilcott 2005).

2.2.6 Receptorova tekutina

Spodni ¢ast nadobky (receptorova/akceptorova ¢ast komurky) je naplnéna
receptorovou/akceptorovou tekutinou. Tato tekutina nesmi poskozovat kiizi a musi
odpovidat chemickému charakteru testované latky (WHO 2006). Pfi testovani absorpce
hydrofilnich latek skrz kiizi skladovanou zmrazenim se jako receptorova tekutina pouzivaji
roztoky soli nebo pufrované roztoky soli s pH okolo 7,4 (napt. fyziologicky roztok, PBS
pufr). Pfi testovani absorpce lipofilnich latek byva vhodné ptidat k uvedenym roztokiim
jesté sérovy albumin (Cross 2003) nebo pouzit organickd rozpoustédla neposkozujici
membranu (etanol : voda 1 : 1, 6% polyethylenglycol, 20% oleyl ether ve vod¢). Pii
paralelnim testovani dermalni absorpce a dermalniho metabolismu (na Cerstvé kizi) se
jako receptorova tekutina pouzivaji média pro péstovani tkdnovych kultur napt. MEM
(Eagle's minimal essential medium), HHBSS (Hepes-buffered Hanks' balanced salt
solution); (OECD 2004a) a DMPBS (Dulbecco modified phosphate-buffered saline);
(Collier 1989).

2.2.7 Postup provadéni testu transdermalni absorpce

Absorpéni membrana (kiize) lezi celou svoji spodni plochou na hladiné receptorové
tekutiny (nesmi zde byt bublinky vzduchu; ty, které mohou vznikat v prab&éhu delsi doby
penetrace, je tieba prubézné odstraniovat). Nekteti autofi (Wagner 2000) upozornuji v této
souvislosti na jista rizika, spojena s pouzitim kapaliny v receptorové ¢asti komurky. Ta
spocivaji ve zvySené hydrataci kiize, jez ma za nasledek jeji zvySenou propustnost.
Uvedeni autofi proto doporucuji kuzi polozit na vrstvu savého papiru, napusténého
vhodnou receptorovou tekutinou. Tento tzv. ,,saarbriickensky* model je v§ak vyuzivan jen
omezen¢ (Wagner 2003).

V pribéhu absorpce latky pies kiizi upevnénou v difuzni komulrce musi byt
tekutina v receptorové ¢asti komurky po celou dobu pokusu michana (staticka komirka)
nebo prubézné¢ vyménovana (prutokova komurka). Mnozstvi testované latky, proslé do
receptorové tekutiny pred jeji vyménou, by mélo byt z dlivodu potlaceni zpétné resorpce
mensi nez 10 % koncentrace maximalni rozpustnosti testované latky v receptorove tekutiné

(tzv. ,sink conditions®). Tomu se piizptsobuji Casy odbéru receptorové tekutiny pro
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analyzu (u statické komurky), nebo rychlost pritoku receptorové tekutiny (u pratokové
komurky).

Na povrchu ktize v diftizni komiirce je nutno udrzovat teplotu 32+1 °C (pramérna
normalni teplota povrchu kiize ¢loveka). Vlhkost okolniho prostfedi by se méla pohybovat
v rozmezi 30-70 % (OECD 2004a).

Doba trvani pokusu byva rtizna. Pro zdkladni experimentélni testovani absorpce
chemickych latek je doporucovéana doba 24 hodin. Akceptovatelna mize byt i doba delsi,
nicméné v tomto piipad¢ jiz mohou nastat obtize se zachovanim integrity kize. Pro
testovani latek urcenych k redlnému pouziti by doba testovani méla imitovat dobu
ptedpokladaného pouziti (OECD 2004c). Vzhledem k tomu, Ze tzv. pseudo-steady state
flux (dalo by se prelozit jako nepravy ustaleny pratok) nastava pramérné po dobé
odpovidajici 2,7nasobku doby lag time, je doporucovano, aby doba trvani pokusu byla
delsi, nez je tato doba (Williams 2003).

Pfi provadéni testli transdermalni penetrace bylo zjisténo, ze vysledky vykazuji
pomérné znacnou variabilitu, interindividualni rozdily (mezi jedinci téhoz ZivocisSného
druhu) dosahovaly 40 % a intraindividualni rozdily (ziskané na riznych ¢astech téla téhoz
jedince) pak 30 % (Williams 2003). Vzhledem k tomu je vhodné pouzit v experimentu
kuzi od vice darcu. Striktni pozadavek na pocet komurek pouzitych v experimentu neni.
alesponn Ctyfi vzorky (blize nespecifikované). EU-SCCNFP (EU-SCCNFP 2003)
doporucuje minimalné Sest vzorkl kiize odebrané ze stejného mista od tfi riznych darca.
Nov¢jsi doporuceni, tykajici se testovani kosmetickych piipravkil a pesticidl, zvySuji
minimalni pocet pouzitych difiznich komirek na osm, pouzita ma byt kiize nejméné od

¢tyt darct (EU-SCCS 2010, EFSA 2012).

2.2.8 Laboratorni zpracovani vysledkii

Mnozstvi latky, kterd se zucastnila absorpce, lze hodnotit neinvazivné nebo
invazivne.

Neinvazivni metody zacinaji byt pouzivany v posledni dobé¢, jejich nevyhodou je
drahé pfistrojové vybaveni. Ke stanoveni latek v kiizi se nejcastéji pouzivaji konfokalni
laserové skenovaci mikroskopie (CLSM) nebo konfokalni Ramanova spektroskopie — obé
se ale nedostanou do hlubsich vrstev kuize. To se da feSit zmrazenim klze a jejim

rozfezanim na paralelni platky, které se pak vySettuji postupné (Selzer 2013).
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Pfi invazivnim méfeni se hodnoti oblasti, do kterych se absorbovana latka mohla
dostat. Po ukonceni pokusu se testovand latka muze nachazet v nékolika absorpéné
odlisnych oddilech: na povrchu kiize, v rohové vrstvé, ve zbyvajicich vrstvach pokozky, ve
skare a v receptorové tekuting. Rozsah analyz uvedenych kompartmentt je dan pozadavky
experimentu. Nejjednodussi varianta zahrnuje analyzu pouze samotné receptorové
tekutiny. Dale je mozno analyzovat jednotlivé vrstvy kize na obsah absorbované latky
(tzv. ,total recovery*). Mnozstvi latky adsorbované v rohové vrstvé se zjistuje pomoci tzv.
,wstripovanic — jednotlive vrstvy korneocyti se odtrhavaji z povrchu pokozky pomoci
nalepené adhezivni pasky (vétSinou se provadi 20 strzeni). Paska s pfilepenymi korneocyty
je nasledn¢ analyzovéana. Analyzovéna je téZ zbyvajici pokozka a Skara. Pokozka se od
Skary oddéluje tepelné, chemicky nebo enzymaticky (WHO 2006).

Instrumentdlni analyza jednotlivych vzorki je provadéna vétSinou pomoci
chromatografie, radiografie nebo scintigrafie (pfi pouziti znacenych testovanych latek).
O typu analyzy rozhoduje charakter sledované latky a moznosti daného pracovisté (OECD
200443).

Pii stanoveni celkového profilu absorpce testované latky (,.total recovery*) je nutno
z analyzovanych vzorkl (povrch kiize, jednotlivé Casti klize, receptorova tekutina) ziskat
dle OECD 100 + 10 % (OECD 2004c), dle SCCNFP 100 + 15 % aplikované davky (EU-
SCCNFP 2003).

2.2.9 Matematické hodnoceni absorpce
K hodnoceni a matematickému popisu (a modelovani) procesu dermalni absorpce je

pouzivano nékolik veli¢in (Forster 2009):

Rozdeélovaci koeficient (Partition coefficient)

Rozdéleni (partition) je termin pouzivany Kk popisu distribuce latky mezi dvé faze za
rovnovazného stavu. Pfi aplikaci latky na kazi dochdzi k jejimu rozdéleni mezi
rozpoustédlo donorové faze a kuzi. Toto rozdéleni je popisovano pomoci rozdélovaciho
koeficientu Kp, :

Cpenetrant V SC
Km e ittt b (21)
Cpentrant V donorové fazi

Kde Cpentrant pfedstavuje rovnovazné koncentrace penetrujici latky v donorove fazi ave

stratum corneum. Z této rovnice vyplyva, ze hodnota Ky, je vyssi, kdyz penetrujici latka ma
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vy$$i afinitu k SC nez ke svému rozpoustédlu. Lipofilni latky maji velkou afinitu k SC,
a tudiz maji tendenci se kumulovat v SC.

K posouzeni lipofility je ve farmacii pouzivan rozdélovaci koeficient oktanol/voda
(resp. jeho logaritmus log Kou) popisujici rozdéleni latky mezi 1-oktanol a vodu. Hodnota
parametru Koy je experimentalné snadno dostupnd je zvykem ji aproximovat hodnotu

parametru K,

Koeficient permeability (Permeability coefficient)

Permeace latky membranou neni ovliviiovana jen jeji rozpustnosti v membrang, ale
1 jeji schopnosti touto membranou difundovat. Parametry charakterizujici oba uvazované
dgje, tj. rozdélovaci koeficient Ky, a difuzni koeficient D, jsou kombinovany v koeficientu

permeability P:
= — (2.2)

kde L je délka difuzni drahy. Hodnotu tohoto parametru obvykle nelze zjistit
experimentalng, za délku diflzni drahy se potom dosazuje tloustka kize, coz muze byt
zavadgjici, zejména pfi intercelularni cesté penetrujici latky.

Byl nalezen vztah mezi dvéma méfitelnymi parametry: Kouy @ relativni molekularni
hmotnosti MW. Mezi prvnimi autory byli Potts a Guy (Potts 1992), jejich rovnice je

pouzivana nejcastéji:
logP =-2,72 x 71 x log Kow — 0,0061 MW (2.3)

Tento odhad je zndm jako quantitative structure-permeability relationship (QSPR) a byva

pouzivan pii modelovém vypoctu absorpce testované latky.

Fickiiv zakon difuze
Jednoduchym zptisobem modelovani kozniho transportu je povazovat kuzi za
jednoduchou membranu, pies kterou latka prochazi. Tuto diftzi popisuje prvni Fickav

zakon:
J==D - (2.4)

Tento zakon tika, ze flux J (mnoistvi/mz/s), ktery je dan transferem latky ptes

jednotku plochy za jednotku ¢asu dané pozici x, je proporcionalni s diferencialni zménou
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koncentrace 6C ptes diferencidlni vzdalenost 6x. Negativni znaménko ukazuje, ze
molekuly penetrantu se pohybuji ve sméru klesajici koncentrace. Konstantou imeérnosti je
zde difuzni koeficient D.

K popisu koncentrace uvnitt membrany je FickGv prvni zdkon kombinovan
s diferencidlni latkovou bilanci v membrané za urCitych ptedpokladi — latka neni
metabolizovana, nevaze se v membrang a jeji difizni koeficient se neméni. Vysledek je
nazyvan druhy Fickliv zékon:

5C 82C
_______ - D [ (25)

Jednotlivé vrstvy kiize mohou byt povazovany za pseudohomogenni membrany
a proto prvni Fickliv zakon muize byt pouzit k popisu difize t€émito vrstvami.

Flux v ustaleném stavu je dan rovnici:
\]55 = e (2.6)

kde L je délka diftzni drahy (tloustka vrstvy), C; a C, jsou koncentrace latky

vV membrané na jejich dvou stranach (v x=0 a x=L) a D je difuzni koeficient (Obr. 19).

Obr. 19. Schéma variability proménnych ve vztahu k vrstvam kiie

OO
OOk
aabananan

Zdroj: Forster 2009

,,Sink conditions* znamena, Ze koncentrace v X=L je nula nebo velmi mala (C,=0).
Déale koncentrace penetrantu v x=0 je v lokalni rovnovaze s koncentraci penetrantu
v donoroveé fazi (C; = Ky, Cy), kde K, je rozd€lovaci koeficient definovany rovnici 2.1
a Cs je koncentrace v donorové fazi. Za téchto podminek plati, ze flux za ustaleného stavu
a,.sink conditions* se rovna:

D Km Cf
S @7
L

51



Porovnéni rovnice 2.7 srovnici 2.2 dava rovnici 2.8 (tj. alternativni vyjadfeni

dermalniho koeficientu permeability P (m/s):
P=-e-- (2.8)

Grafické znazornéni téchto pojmu ukazuje Graf 2.

Graf 2. Permeaéni profil p¥i aplikaci infinite dose na koini membrinu

Gradient = pseudo-steady state flux

Kumulativni mnoZstvi pfes jednotku plochy

Y Cas
Lagtime

Zdroj: modifikovano z Williams 2003

Kiivka grafu znazornuje pribéh absorpce v Case. ProdlouZeni linearni casti této
kiivky k ose x a jeji protéti dava lag time a sklon udava pseudo-steady state flux Jss.
Koeficient dermalni permeability mutze byt pocitin podle rovnice 2.8, kde Ct je
koncentrace latky v donorovém kompartmentu.

Lag time (tig) vyjadfuje Cas potfebny k uvolnéni latky z donorové faze, pro
priichod jednotlivymi vrstvami kozni bariéry a difuzi latky do akceptorové faze. Cas
potiebny k penetraci latky pfes membranu, aby bylo dosaZzeno 95 % jeji hodnoty
v ustaleném stavu, je pfiblizné roven 2,3nasobku lag time. K dosazeni 99 % hodnoty
steady state je pfiblizn¢ potieba 3,2nasobek doby lag time (Forster 2009). Z téchto dtvoda
je doporucovana doba trvani in vitro experimentu delS$i nez 2,7n4sobek doby lag time

(Williams 2003)

2.2.10 Statistické hodnoceni vysledku
Vysledky ziskané laboratornim a matematickym hodnocenim jsou obvykle dale

statisticky zpracovavany podle charakteru dané prace. Vysledky testl in vitro absorpce pii
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pouziti kiize jako membrany obvykle nemivaji normalni Gaussovské rozlozeni (Williams
2003, Fasano 2002, Frum 2007a) na rozdil od pouziti umélé membrany (Frum 2007b).

2.3 Matematické modelovani dermalni absorpce

NejnovéjSim  zpisobem testovani dermalni absorpce latek je matematické
modelovani tohoto procesu. Kozni permeace molekul je multifaktorialni jev zavisejici na
riznych typech fyzikalnich, chemickych a biologickych interakci. Mnozstvi téchto
interakci je nelinearnich, coz déla matematické modelovani velmi slozitym. Vzhledem
K tomu, Ze tato prace je zaméfena na in vitro testovani dermalni absorpce, jsou zde
uvedeny pouze zakladni principy matematického modelovani:
- quantitative structure-permeability relationship (QSPR) nebo quantitative structure-
activity relationship (QSAR) — porovnava experimentalné ziskana data o transdermalni
permeaci s fyzikalné-chemickymi vlastnostmi latek. Nejvétsi mnozstvi téchto poznatkd je
obsazeno v tzv. Flynnové databazi (Flynn's dataset); (Flynn 1990). Obsahuje 97
koeficientl permeability pro 94 sloucenin ziskanych in vitro na lidské kizi. Vzhledem k
tomu, ze pfinaSi informace z 15 literarnich zdroji, je zatizena velkym mnozstvim
experimentélnich chyb plynoucich z interlaboratorni variability pfi experimentech. Druhou
velkou databazi je Kirchnerova databaze (Kirchner 1997), kterd vychazi se starSi Flynnovy
databaze a obsahuje informace o 114 latkach.

Prvni rovnici slouzici k odhadu transdermalni penetrace publikovali Potts and Guy
(rovnice 2.3); (Potts 1992). Tato rovnice byla v pribéhu nasledujicich let modifikovana
a vylepSovana dalSimi autory (napi. Cronin 1999, Moss 2002). Nékteti autoti (Magnusson

vvvvvv

latky a ve své rovnici pouzivaji pouze tuto vlastnost:
log Jmax = — 3,90 — (0,0190 MW)

Jmax udava maximalni flux, MW molekularni hmotnost.

- odhad in vitro-in vivo korelace (IVIVC)
- arteficial neural network (ANN) — zalozena na molekularni struktufe penetrujicich latek.
Pouzil ji napt. Degim (Degim 2003) pro hodnoceni permeability 40 sloucenin, ziskana data

velmi dobfe korelovala s experimentalnimi vysledky (r* = 0,997).
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2.4 Standardizace

Srozvojem a masivnim nariistem pouzivani in vitro testl zkoumajicich rizné
aspekty transdermalni penetrace vyvstala koncem 90. let minulého stoleti potieba sjednotit
metodiky pouzivané na riznych pracovistich zabyvajicich se prinikem latek skrz kuazi.
Rozdilnost vysledkii ziskanych pti provadéni pokust s absorpci latek nejlépe dokumentuje
publikace Chilcott a kol. (Chilcott 2005). Za pouziti stejného protokolu méfili autofi
Vv kontrolované klinické studii v 18 laboratofich (devét ve Velké Britanii, po dvou v USA
a Austrélii, po jedné v Japonsku, Portugalsku, Némecku, Dansku a Jihoafrické Republice)
inter- a intralaboratorni rozdily v pruichodu methylparabenu pfes syntetickou membranu.
Syntetickd membrana byla pouZzita z divodu vylouceni vlivu riznych vzorkd kizZe na
anejvyssim primérnym pritokem byl ¢tyindsobny), intralaboratorni rozdily hodnoty
10 %. Dle autoru byly rozdily zpusobeny lidskymi chybami, odliSnostmi v objemu
receptorové Casti difizni komirky, ve velikosti aplika¢ni plochy, v objemu vzorku
a Vv pouzitém typu diftzni komurky.

Prvnim vyznamnym krokem ke sjednoceni metodiky provadéni transdermalnich
absorpci byla prace Diembecka a kol. (Diembeck 1999), kde byl publikovan dodnes
pouzivany standardni protokol pro provadéni transdermalnich absorpci s pouzitim lidské,
prase¢i a potkani kize. DalSim vyznamnym krokem bylo pfijeti n€kolika smérnic OECD.
Smérnice ¢. 28 (OECD 2004a) stanovuje podminky pro vedeni absorpénich pokust na
ktzi, Smérnice ¢. 427 (OECD 2004b) stanovuje podminky pro ,,in vivo* metody testovani
kozni absorpce a Smérnice ¢. 428 (OECD 2004c) upravuje testovani kozni absorpce ,,in
vitro®. Dal§imi smérnicemi tykajicimi se problematiky ptisobeni chemickych latek na kiizi
jsou Smérnice ¢. 117 - Partition Coefficient /n-octanol/water/, High Performance Liquid
Chromatography /HPLC/ Method (OECD 2004e), Smérnice ¢. 430 - In Vitro Skin
Corrosion: Transcutaneous Electrical Resistance Test /TER/ (OECD 2004d), Smérnice
¢. 431 - In Vitro Skin Corrosion: Human Skin Model Test (OECD 2002), novelizovana
vroce 2013 (OECD 2013b). Pomérné novou smérnici je Smérnice ¢. 439 - OECD
Guideline for the Testing of Chemicals - In Vitro Skin Irritation: Reconstructed Human
Epidermis Test Method stanovujici zakladni podminky pro pouzivani tfi komercné
dostupnych uméle vytvofenych membran lidské epidermis — EpiSkin™, EpiDerm ™,
SkinEthic ™ (OECD 2010). Dalsim doporudenim OECD tykajicim se dermalnich
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penetraci je Smérnice ¢. 156 — Guidance Notes on Dermal Absorption z roku 2011 (OECD
2011).

V Evropé reguluje provadéni testti dermalnich expozic chemickych latek Evropska
Unie. Jeji Guidance Document on Dermal Absorption (EU 2004) pojednava o testovani
dermalni absorpce pesticidnich latek pouzivanych v zemédélstvi. Problematikou
dermalnich absorpci kosmetickych prostiedki se zabyva dokument Opinion on Basic
Criteria for the In Vitro Assessment of Dermal Absorption of Cosmetic Ingredients (EU-
SCCP 2006) a nov¢jsi Basic criteria for the in vitro assessment of dermal absorption of
cosmetic ingredients (EU-SCCS 2010). Dalsi evropskou organizaci (zabyvajici se
bezpecnosti kosmetickych prostiedkt) je COLIPA (The European Cosmetic Toiletry and
Perfumery Association), jejiz Guidelines for percutaneous absorption/penetration vysel jiz
v roce 1997 (COLIPA 1997).

V USA se problematikou testovani praniku latek k0zi zabyvd United States
Environmental Protection Agency (US EPA). V roce 2004 piijala dokument In Vitro
Dermal Absorption Rate Testing of Certain Chemicals of Interest to the Occupational
Safety and Health Administration (US EPA 2004a) pojednavajici o testovani vybranych
latek in vitro. Hodnocenim rizik dermalni penetrace se zabyva dokument Risk assessment
guidance for Superfund, Vol. I: Human health evaluation manual (US EPA 2004b).

Shrnuti a doporuceni s celosvétovou plisobnosti v oblasti dermalni absorpce ptinasi
Environmnental Health Criteria 235 - Dermal Absorption pfijaty Svétovou zdravotnickou
organizaci (WHO) v roce 2006 (WHO 2006).

Zajem a studium mechanisml dermalni penetrace trvé jiz v podstaté¢ mnoho stoleti.
Jak ale tikd vuvodu ke specializovanému vydani casopisu Advanced Drug Delivery
Reviews (z Unora 2013), zamétenému na problematiku dermélnich absorpci, dr. Steffi
Hansen ,,mechanismy zapojené do procesu dermalni absorpce stale jest¢ dobfe nezname*

(Hansen 2013).
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3. Polycyklické aromaticke uhlovodiky

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) jsou organické latky tvoiené pouze
uhlikem a vodikem. Spole¢nym rysem je pfitomnost dvou a vice aromatickych kruht.
Vznikaji pii nedokonalém spalovani organického materialu, jako je uhli, dfevo, ropné
produkty, odpady, tabdk a mnoho dalSich. Do soucasnosti bylo identifikovano vice nez
100 zakladnich PAU a témér 500 jejich izomera (Holoubek 1996). V Cistém stavu se jedna
0 bezbarvé, bilé nebo svétle zlutozelené pevné latky, stfedné az malo tékavé, ve vodé
prakticky nerozpustné. Dobie se rozpousti v polarnich i nepolarnich organickych
rozpoustédlech, jako jsou benzen, toluen, xylen, aceton, metanol, etanol. Vysokou
rozpustnost maji i vtucich a vykazuji tendenci ke kumulaci v tukové tkani rostlin
azivoCichii. V zivotnim prostfedi se vyskytuji jako komplexni smési, ziidkakdy jako
jednotlivé uhlovodiky (ATSDR 1995, IARC 2010).

Malé PAU s mén¢ nez ¢tyfmi kruhy (MW 128-178) byvaji v plynném stavu, PAU
se ¢tyfmi kruhy (MW 202) mohou byt plynné i pevné. Vétsi PAU (MW vétsi nez 228) jsou
obvykle pevné, vazané na prachové ¢astice. PAU vyskytujici se v prostiedi vétSinou nejsou

tékave (Jongeneelen 2001).

3.1 Zdroje PAU

PAU se nachazi v ovzdusi, vodé, ptdé, potravinach a dalSich materialech, s nimiz
pfichazime denné do kontaktu. Zdroje PAU lze rozdé€lit na pfirodni a antropogenni.
Pfirodnimi zdroji jsou vulkanicka c¢innost a pfirodni pozary. Pfirozené se PAU také
vyskytuji v ropé, kamenouhelném dehtu, kreosotovém oleji, asfaltu (Fiala 1999).

Podstatné vétsi mnoZstvi PAU je ale produkovéno ¢lovékem, zejména pii spalovani
fosilnich paliv v primyslu, pfi vyrobé elektiny a v lokalnich topeniStich. Dalsi vznikaji
V dopravé nebo pii spalovani odpadid. Vyznamnym zdrojem polyaromati je primysl,
pfedev§im vyroba zeleza, oceli, hliniku, koksu, dehtu, sazi a svitiplynu (Guo 2011).
Nezanedbatelnym zdrojem pro jednotlivce je tabakovy kouf a nékteré zpusoby upravy
jidla, zejména grilovani, opékani na otevieném ohni, uzeni, smazeni a peceni, kdy nejvice
PAU vznika pri teplotach 400-800°C (Fiala 2000).

Rozsahly ptehled o monitorovani environmentalni expozice PAU publikoval Srogi
(Srogi 2007), environmentalni expozici déti hodnotil Fiala (Fiala 2001), expozici PAU
v USA (vysledky méfeni urinarnich metabolitd u 2 400 osob) uvadi Grainger (Grainger
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2006). Li (Li 2008) uvadi, Ze nejvyssi expozice PAU jsou v rdmci pracovnich expozic, kde
hlavni cestou je transdermdlni pienos, u pracovné neexponovanych kuidkl je nejvyssi
expozice inhalacni cestou a u nekufak oralni a inhala¢ni cestou.

Jongeneelen a kol. (Jongeneelen 2001) se zabyvali pracovnimi expozicemi PAU
a rozdelili je do tfi zakladnich typt: 1) dehet a jeho derivaty (pouzivané pii konzervaci
dieva, jako soucast barev, expozice pracovnikll pfi stavbé a opravach silnic, manipulace s
dehtovymi stfe$nimi krytinami a izola¢nimi materialy atd. Tyto expozice obsahuji do 10 %
PAU); 2) ropné derivaty (vyroba a manipulace snimi); 3) hofeni nebo pyrolyza
organického materidlu (dym ohné, vyfukové plyny, paleni gumy, paleni odpadit).

Navrhuji téz tfistupnové hodnoceni expozice PAU: 1) neprofesionalni expozice
PAU — koncentrace 1-hydroxypyrenu (1-OHP) vmoc¢i do 0,24 pmol/mol kreatininu
u nekutrakt, 0,76 umol/mol kreatininu u kutakt; 2) profesiondlni expozice bez
biologického efektu — 1-OHP vmo¢i do 1,4 pmol/mol kreatininu; 3) profesionalni
expozice sexpozi¢nim limitem (occupational exposure limit - OEL) u pracovnika
koksaren a v hlinikarenském prumyslu — 1-OHP v mo¢i do 2,3 umol/mol kreatininu (pro

koksérny), do 4,9 umol/mol kreatininu (pro hlinikérny).

3.2 Cesty vstupu do organismu

PAU vstupuji do organismu cestou inhala¢ni, ordlni a dermalni. PAU se dvéma az
ttemi kruhy jsou absorbovany rychle a ve vétsim objemu nez PAU s péti az Sesti kruhy. Po
vstupu do organismu mohou byt PAU distribuovany do vSech organti, ovSem s preferenci
distribuce a retence ve tkanich obsahujicich vétsi mnozstvi tukovych latek (IARC 2010).

Pro b&zného obyvatele Ceské republiky piedstavuje inhalacni expozice pomérné
vysoké riziko. Dle Statistické roenky Zivotniho prostfedi Ceské republiky byly napf.
vroce 2009 v CR piekrodeny cilové imisni limity pro benzo[a]pyren (BaP) na 65 %
meficich stanic. Jako Gizemi s pfekroCenym imisnim limitem pro BaP bylo vyhodnoceno
2,3 % plochy Ceské republiky, kde Zije asi 35,5 % obyvatel CR (MZP CR 2011).
Ucelengjsi piehled vyvoje koncentraci BaP na vybranych méficich stanicich ukazuje
Obr. 20 (MZP CR 2014). Bila pole ukazuji hodnotu povoleného roéniho priméru, tmavé

fialové je vyjadieno piekroceni tohoto limitu. Nejhorsi situace je tradi€né na Ostravsku.
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Obr. 20. Roéni pritmérné koncentrace benzo[aJpyrenu na vybranych mé¥icich stanicich

v letech 2003-2013
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Diky sv¢ lipofilité prostupuji PAU velmi dobie skrz sliznici prudusek do krevniho
ob¢hu clovéka (ATSDR 1995). PAU piitomné v ovzdusi mohou vstupovat do organismu
zaroven 1 dermalni cestou, zejména v letnich mésicich, kdy je t€lo odévem kryto mnohem
méné nez v zimnim obdobi. Zde je zaroven jejich plsobeni potencovano piitomnosti
slune¢niho zareni, které je IARC uznano jako kompletni karcinogen (JARC 2010).
Hypotézu o negativnim pusobeni jiz environmentéalnich koncentraci BaP na ktzi vyslovil
Costa (Costa 2010).

Vyznamnym zdrojem PAU je koufeni. Plisobeni cigaretového koufe, resp. jeho
kondenzatu, na kuzi testovali Roemer a kol. (Roemer 2010), ktefi ho jednorazové
aplikovali na zada mysi. Po 15 tydnech nalezli na kiizi pfi histologickém hodnoceni
pfitomnost benignich papilomd, po 25 tydnech doslo ke vzniku malignich karcinomd.

V Cerstvych potravinach se PAU vyskytuji ve velmi malém mnoZstvi. To se vSak
velmi zvySuje pii nékterych kuchyniskych tupravach potravy, jako je peceni, smazeni
a zejména grilovani a opékani na otevieném ohni. Na oralni absorpci PAU maji vliv dalsi
latky obsazené ve stravé a pohybuje se mezi 20-50 % podané davky. Orélni cesta je

hlavnim zdrojem PAU pro ¢loveka, ktery nekouii a neni vystaven pracovni expozici PAU
(IARC 2010).
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Zajimavym a Casto podceniovanym nebezpeéim je i ptitomnost PAU v domacim
prachu. Maertens a kol. (Maertens 2008) provedli analyzu prachu, vyluxovaného
v 51 domdacnostech, na piitomnost 13 reprezentanti PAU. Nasli je ve vSech vzorcich,
koncentrace byly rtzné (1,5-325 mg/g). Této expozici jsou vystaveny zejména déti
ptedskolniho veéku, hrajici si doma na zemi, a proto stanovovali miru rizika karcinogenity
pro tuto vékovou skupinu. Pii koncentracich do 40 mg/g (coz bylo v 90 % domacnosti)
bylo riziko ptijatelné, pii vyssi koncentraci vSak dosahlo hodnoty vyssi nez 1x10™, coz uz
predstavuje zvysené riziko vzniku naddoru v této vékové skuping.

Netradi¢nim zplisobem dermalni expozice PAU je i tetovdni, jehoz obliba
Vv poslednich letech vzrasta. Dle odhadt je v USA tetovanych 24 % populace, v Némecku
9 %, ve Velke Britanii 12 % (Stirn 2006). Nejcastéji pouzivany ¢erny inkoust je vyrabén
na bazi sazi. Jeho instilace do dermis vede kjeho trvalé deponaci v oblasti, ale
I k ¢astecnému transportu do organismu, zejména do regionalnich lymfatickych uzlin.
Analyzu 19 komer¢né dostupnych inkoustii provedli Regensburger a kol. (Regensburger
2010). Kromé zastupciit PAU v inkoustu nalezli i pomérné€ velké mnozstvi fenolu (ten miize
poskozovat ledviny a CNS, je karcinogenni a teratogenni).

Nekteré PAU po ozafeni UV svétlem (zejména UV A oblasti, kterd méa dostatecnou
pronikavost do dermis) produkuji atomarni kyslik, ktery mtize poskozovat integritu kize
a pusobit fotosenzibilizacn€ (Regensburger 2010). O nebezpeci synergistického efektu UV
zateni a expozici BaP pisi 1 dal$i autofi (Wang 2007, Burke 2009, Nair 2009). Upozoriiuji
I na nebezpeci tohoto efektu pii subkarcinogenni davce BaP, ktera v kombinaci s UVA
vedla ke vzniku nadorti u mysi, zatimco pfi samostatné aplikaci karcinogeneze nenastala
(Wang 2005). Pii environmentalni dermalni expozici hrozi nebezpe¢i zejména v letnich
meésicich.

Expozici PAU ze sedimentll pifi koupani v pfirodnim vodnim zdroji (jezeru
Trekanten ve Svédsku) hodnotili Filipsson a kol. (Filipsson 2009).

Nebezpecnost PAU jako skupiny doklada i Priority List of Hazardous Substances
(ATSDR 2013). Bylo hodnoceno 848 latek, které byly sefazeny podle své zdravotni
nebezpecnosti. Jako prioritnich je oznaceno prvnich 275, pficemz PAU jako celek se
nachazi na devatém misté. Potadi jednotlivych zastupcti PAU ukazuje Tab. 2.

Vzhledem k tématu disertacni prace bude nejvétsi pozornost vénovana dermalni
cesté expozice. Jeji vysoka nebezpe€nost se projevuje zejména u osob s pracovni expozici
PAU. PAU se hojné vyskytuji v provozech zabyvajicich se vyrobou dehtu, koksu, Zivic,

asfaltu, hliniku, zeleza a oceli, pfi zplynovani uhli, ve spalovnach komunélniho odpadu, pfi
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Tab. 2. Poiadi jednotlivych zastupcii a zdrojit PAU podle Priority List of Hazardous Substances

Zastupci a zdroje PAU

Poiadi Nazev Poradi Nazev

8 Benzo[a/pyren 299 Fluoren

9 Polycyklické aromatické uhlovodiky 306 | Antracen

10 Benzo[b]fluoranten 320 Benzo[g,h,i]perylen
15 Dibenzo[a,h]antracen 342 | Acenaftylen

23 Kamenouhelny kreosot 349 Benzo[j]fluoranten
38 Benz[a]antracen 382 | Benzo[a]fluoranten
61 Benzo[k]fluoranten 425 Indenopyren

73 Benzofluoranten 441 | Perylen

80 Naftalen 475 Benzo[e]pyren
115 | Kamenouhelny dehet 523 | Asfalt
133 | Fluoranten 544 | Benzoperylen
141 | Chrysen 563 | Benzofenantren
168 | Acenaften 643 | Benzo[a]perylen
174 | Indeno[1,2,3-c,d]pyren 682 Dibenz[a,j]antracen
220 | Cernouhelna struska (coal tar pitch) 701 Benzo[g,h,i]fluoranten
226 | Benzopyren 785 Dieslové palivo
246 | Fenantren Kerosin
254 | Pyren Mineralni olej

Legenda: Potadi jednotlivych zastupci a zdrojit PAU podle Priority List of Hazadous Substances, barevné
oznacené patii mezi 275 prioritnich (ATSDR 2013).

impregnaci dieva, pfi zpracovani ropy a pouzivani jejich derivati (IARC 2010). Vyznam
nebezpe€nosti této cesty vstupu latek do organismu také stoupa diky ochrannym
pracovnim prostfedkiim, jez jsou pouzivany pro ochranu dychacich organd. Jejich
soucasné Castéjsi pouzivani (oproti minulym desetiletim) a vétsi ucinnost vede ke zvyseni
podilu expozice dermalni cestou. O vyznamu této cesty svédC¢i 1 prace porovnavajici
inhala¢ni expozice PAU u ruznych profesi s odpovédi organismu (pfitomnost metabolitl
v moc¢i) provedend v Némecku. Nalezené hodnoty nekoreluji a jasné ukazuji na nutnou
ptfitomnost jiné expozicni cesty, autofi nabizi cestu dermalni (Marczynski 2009).

Vyznam a nebezpe€nost dermalni expozice u pracovnikt vyroby koksu zhodnotil
vanRooij (vanRooij 1993). U dvanacti osob sledoval inhala¢ni a dermalni expozici pyrenu
vV pribehu péti po sobé jdoucich dnii po osmihodinové sméné. K méfeni dermadlnich
expozic pouzil absorpéni podlozky na Sesti mistech téla (krk, hrudnik, horni ¢ast paze,
zapesti, ttislo, kotnik). Z naméfenych hodnot vyplynulo, Ze priimérné celkovéa kontaminace
kize pyrenem se pohybovala mezi 21 a 166 pg denné. Dermdlni absorpce pyrenu se
pohybovala mezi 4 a 34 pg/den, coz bylo 20 % pyrenu kontaminujiciho kuzi. Primérna
koncentrace celkového pyrenu v ovzdusi v dychaci zoné se pohybovala v rozmezi 0,1 az

5,4 pg/m3. Primérny pfijem pyrenu inhalacni cestou se pohyboval mezi 0,5 a 32,2 pg/den.
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Z naméfenych hodnot vyplynulo, Ze v priméru 75% celkového piijatého mnozstvi pyrenu
se do organismu dostane dermalni cestou. Celkové mnozstvi 1-hydroxypyrenu (odpadniho
metabolitu pyrenu, 1-OHP) vyluCovaného moc¢i jako dusledek expozice PAU se
pohybovalo mezi 36 a 239 nmol/den, kdy dle analyz vétSina pochazela z expozice dermalni
cestou. Pii kombinaci obou expozi¢nich cest bylo v podobé 1-OHP 13-49 % vylu¢ovaného
pyrenu. Variabilita ve vylucovani je ovlivnéna koufenim a konzumaci alkoholu.

Neptimo hodnotili dermalni expozici Bentsen a kol. (Bentsen 1998). Sledovali vliv
pouziti inhalaén¢ preventivnich opatfeni na snizeni urinarni exkrece 1-hydroxypyrenu.
S pouzitim ochrannych prostiedkti doslo ke snizeni exkrece 1-OHP 0 41 %, u zbyvajici
Casti exkretovaného 1-OHP piedpokladaji dermalni expozici.

K podobnym vysledkiim dosel i McClean (McClean 2004) pfi sledovéani expozice
silni¢nich délnikd. U silni¢ait je dermalni kontakt s PAU hlavni cestou expozice. Dle
jejich vysledki byl vliv dermalni expozice na hladinu 1-OHP v moci 9krat vyssi nez vliv
inhala¢ni expozice.

Zajimavy experiment provedli Walter a Knecht (Walter 2007). Sledovali
transdermalni absorpci par asfaltu na dobrovolnicich. Po osm hodin bylo deset muzii
param asfaltu exponovéano pouze dermalné (dychali s Cisticim respiratorem) a dva muzi
byli bez respiratoru, tzn. exponovani inhala¢n¢ i dermalné. U vSech byly sledovany
metabolity PAU v mo¢i v riznych Casovych intervalech. Vyhodnocenim vysledku zjistili,
ze 50-60 % vstiebanych PAU pochazi z dermalni expozice.

Neptimo byl vyznam dermalni expozice potvrzen zjiSt€énim zmény urinarni exkrece
1-hydroxypyrenu u pracovniki koksaren. Pracovnici jeden tyden pracovali za standardnich
hygienickych podminek, kdy si pracovni odév meénili dle potieby, spodni pradlo
zaméstnavatel neposkytoval, rukavice pouzivali obvyklou dobu (2-10 tydnd),
0 prestavkach si myli ruce. Druhy tyden pracovali za zvySenych hygienickych podminek —
denné dostavali nové rukavice a vyprany odév (overal 1 spodni pradlo a ponozky), myti
rukou bylo doplnéno o myti obli¢eje pied kazdou piestavkou. Srovnani exkrece 1-OHP

v mo¢i ukazalo, ze v hygienickém tydnu doslo ke snizeni exkrece o 37 % (vanRooij 1994).

3.3 Metabolismus PAU

I kdyZ hlavnim organem metabolismu PAU jsou jatra, za¢ind metabolismus PAU
Jiz v epitelové vrstvé vstupnich organti vSech tfi vySe popsanych expozi¢nich cest, tzn.

v plicni tkéni, v zazivaci trubici a v kuzi. Diky své lipofilit¢ byvaji PAU vstiebavany
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epitelem zazivaciho traktu a kazi relativné pomalu, jejich distribuce v téle je vSak jiz
rychld a jejich negativni, zejména karcinogenni ucinky se potom mohou projevit na
kterémkoliv organu téla (IARC 2010).

Metabolismus PAU probiha ve dvou fazich. V prvé fazi jsou PAU pomoci ruznych
enzymu preménovany na reaktivnéjs$i metabolity. Hlavni vyznam zde mé skupina enzymu
oznaovanych jako cytochrom P450 (CYP). Jedna se o pomérné Sirokou skupinu
monooxygenaz, metabolismu polycyklickych aromatickych uhlovodikii se t¢astni zejména
CYPIA1 (ptitomny zejména v mimojaterni tkani), CYP1A2 (pfitomny zejména Vv jatrech)
a CYPIBI (ptitomny hojné v ruznych nadorovych tkanich, ale ne v normalni tkani);
(Murray1997). Mén¢ se ucastni CYP2C9, CYP3A4 (Shimada 2006a). Dalsimi enzymy
UCastnicimi se této prvé faze metabolismu jsou peroxidazy. Pfi pfeméné vznikaji
DNA-reaktivni metabolity — epoxidy a fenoly, které¢ se dale oxiduji na aktivn&jsi PAU
chinony. Ve druhé fazi jsou tyto konjugovany pomoci enzymu (glutathion S-transferdza
GSTM1, GSTP1, GSTT1; uridin 5 -difosfat glukuronosyltransferdza, sulfotransferdza)
s glutathionem, glukuronovou kyselinou a sulfaty a vzniklé konjugaty jsou pak vylu¢ovany
z organismu (IARC 2010). Metabolity PAU s 2-3 kruhy jsou z téla exkretovany pievazné
moci (ve formé glukuronati), metabolity vétSich PAU jsou vylucovany stolici (Li 2008).

Hodnoceni metabolismu pyrenu provedl napi. Payan (Payan 2008). V pokusech
s potkany in vivo bylo po intravenoznim podani pyrenu 40 % davky vylouéeno moci
a 59 % davky vylouceno stolici do 24 h. Po 72 hodinach zbyvalo v téle 1 % davky. Pti
dermélnim podéani in vitro bylo po 24 h vreceptorové tekutiné 97 % pyrenu
V nemetabolizované podobé. TéZz pii dermalnim podani in vivo bylo pouze 0,6 %
absorbované davky vylouc¢eno v podob¢ 1-hydroxypyrenu.

Rozdil v urindrni exkreci 1-hydroxypyrenu v zavislosti na cesté expozice studoval
Lafontaine (Lafontaine 2002). U pracujicich s pfevazujici inhala¢ni expozici je nejvyssi
koncentrace 1-OHP v mo¢i tésné po smén¢, u pracujicich s pievazné dermalni expozici je
po sméné nékolik hodin trvajici plateau a zvySeni koncentrace 1-OHP v moc¢i nastava se
zpozdénim.

V poslednich letech bylo zjisténo, Ze nékteré latky (napi. naftoflavon, resveratrol,
rhapontigenin, ale paradoxné i nékteré PAU — 1-1-propynylpyren, 1-etynylpyren, dokonce
I benzo[a]pyren) dovedou ¢innost cytochromu P450 sniZzovat az blokovat a tim ptisobi proti
vzniku nddorového bujeni bunék (Shimada 2006b, 2007). Uvedené zjisténi spolu
s genovym polymorfismem jednotlivych cytochromt a proménlivym slozenim smési PAU,

kdy jsou jednotlive polyaromatické uhlovodiky zastoupeny v riznych vzajemnych
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pomérech, ztézuje hodnoceni rizika expozice danym latkdm. Potvrzuje to napf. prace
Pesche (Pesch 2007) — sledovali 284 pracovnikii exponovanych fenantrenu. Zjistili
korelaci mezi davkou a mnozstvim hydroxyfenantrenu v moci, ale zadnou matematickou

zavislost mezi davkou a poskozenim DNA krevnich bunék.

3.3.1 Metabolismus PAU v kuzi

V lidské kiizi se nachdzi enzymy ucastnici se obou fazi metabolismu cizorodych
latek, i kdyZz samoziejmé v mnohem mensich koncentracich (do 10 %), nez je jejich vyskyt
Vv dominantnich metabolickych organech (jatra, ledviny). VétSina je lokalizovana
v keratinocytech, v ostatnich koznich bunikach (melanocytech, Langerhansovych bunkach,
fibroblastech, monocytech, lymfocytech) je jich méné (Oesch 2007).

Nejvyznamnéjsi skupinou enzymu ucastnicich se prvni faze metabolismu PAU jsou
cytochromy P450 (CYP). V lidské kiazi bylo detekovano 19 zastupct riznych podskupin
cytochromi (CYP1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2A7, 2B6, 2C9, 2C18, 2C19, 2D6, 2E1, 2J2, 2R1,
2S1, 2U1, 2W1, 3A4, 3A5, 3A7). Metabolismu PAU se ucastni zejména CYP 1Al
(v bazalni vrstvé keratinocyttl), 1A2 (v celé epidermis), 1B1 (v keratinocytech mimo
bazalni vrstvu). Z enzymut ucastnicich se prvni faze metabolismu exogennich latek jsou
vkuzi dale ptitomny flavindependentni monooxygenazy, alkoholdehydrogenazy,
aldehyddehydrogenazy, esterazy, amidazy a epoxidhydroldzy. Z enzymt druhé faze
metabolismu  cizorodych  latek se vkazi nachazi glutathion-S-transferéza,
glukuronosyltransferaza, sulfotransferaza, acetyltransferaza a metyltransferaza (Oesch
2007).

Metabolismus PAU mize v kiizi probihat i v melanocytech, jak v in vitro testu
s radioaktivné znaCenym BaP prokazal Agarwal (Agarwal 1991). Ke kultivovanym
lidskym melanocytim ptidali znaceny BaP a pomoci HPLC analyzy potom prokazali
pritomnost jeho metabolitii. Hlavnimi metabolity byly (intra 1 extracelularn¢) *H-BaP-9,10
a 7,8 diol. Dalsimi metabolity byly 3,6-chinon, 9-OH a 3-OH metabolity, Casto jako
glukuronové a sulfatové konjugity. Celkem bylo metabolizovano 37,3 % ptidaného

*H-BaP (21,1 % bylo nalezeno intracelularné a 16,2 % extracelularng).

3.4 Uéinky PAU
Z vysledkt testovani u€¢inku PAU in vivo vyplyva, Ze hlavni vliv na karcinogenni

pusobeni PAU maji diol epoxidy a radikal kationty (IARC 2010).
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Mechanismus ucinku diol epoxidii spo¢iva v postupném metabolismu PAU, které
jsou konvertovany na oxidy a dihydrodioly, které jsou dale oxidovany na diol epoxidy.
Oboji, oxidy a diol epoxidy, se diky elektrofilnimu uhlikovému iontu vazi na DNA
(nejCastéji na guanin a adenin) a vedou Ktvorbé DNA adduktd, které potom vedou
k mutacim (napf. v ras proto-onkogenech), jez jsou asociovany s tumorigennim procesem
(IARC 2010).

Radikal kationty vznikaji jednoelektronovou oxidaci PAU. Mechanismus jejich
ucinku spociva ve tvorbé DNA addukti s guaninem a adeninem. Ty zplsobuji mutace
v ras proto-onkogenech a vedou ke karcinogenezi (IARC 2010). Vliv BaP na indukci
oxidac¢niho stresu u mysi popisuji Kumar a kol. (Kumar 2012) — dochazi ke zvySeni
hladiny lipidové peroxidace a ke sniZzeni endogennich antioxidantl, jako je superoxid
dismutaza (SOD), glutathion reduktaza (GR), katalaza (CAT), glutathion (GSH).

Z experimentti na mySich byly ziskdny dikazy, ze diol epoxidovy mechanismus
prevazuje pii tvorbé nadord plicni tkané, zatimco pti vzniku koznich nadort se uplatnuji
oba mechanismy (Straif 2005).

Conney a kol. téz popisuji na davce zavislé mutaéni zmény c-Ha-ras onkogenu
v nadorovych buitkach u mysi, které byly osetfeny nizkymi nebo vysokymi davkami BaP
(Conney 2001).

Dalsi mechanismy karcinogenniho plisobeni PAU jsou prostudovany hife. N&které
PAU dioly jsou pomoci aldo-keto-reduktazy pfeménovany na ortho-chinony. Ty vedou
k tvorbé DNA adduktt, které in vitro zptisobuji mutaci genu pro protein p53, ktery mé
tumor suprimujici U€inky. Jinym mechanismem je tvorba metyl-PAU a nasledné
hydroxymetyl-PAU, které jsou konvertovany na reaktivni sulfat estery, jez jsou opét
schopny  vyvolat tvorbu DNA  addukti. Dal§im  zplGsobem  vedoucim
K imunosuprimujicimu,  teratogennimu  a karcinogennimu  uéinku  je  aktivace
arylhydrokarbonového receptoru (AhR). Tento receptor je pfitomen v cytoplazmé vétSiny
bun€k. Aktivuje se navazanim pfislusné latky (napf. PAU) a vznikly komplex potom
vstupuje do bunétného jadra, kde ovliviiuje expresi rtiznych gentt - vznikaji mRNA
aenzymy potiebné k metabolismu (napt. CYP 1A1l, 1A2, 1BIl) a aktivaci PAU na
2005).

Maji-li PAU vést k tvorbé nadord, musi byt metabolicky aktivovany. Existuji
interindividualni rozdily v metabolismu exogennich latek. V nejvétsim ohrozeni jsou lidé,

vlastnici velké mnoZstvi enzymd, jeZ aktivuji pfijaté exogenni latky do reaktivnéjsi formy
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a zarovenn majici mens$i mnozstvi enzymii zodpovédnych za detoxikaci a odstrafiovani
vzniklych metabolitd. Enzymatické vybaveni kazdého jednotlivce je ovliviiovano mnoha
faktory — rasou, vékem, pohlavim, genetickou dispozici, koufenim, mirou piijmu
alkoholickych napoji. Je znamo, ze novorozené mysi vystavené¢ pusobeni BaP nebo
dimethylbenz[a]antracenu maji vyssi incidenci nadorti jater a plic nez dospéli jedinci.
Vyssi incidence téchto nadort se téz vyskytuje v pubertalnim obdobi (IARC 2010).

Expozice smésim PAU zvySuje incidenci nadort v lidské populaci. Z etickych
divodii nelze provadét experimenty s PAU na lidech, proto existuje konsensus, ze ty
jednotlivé PAU, jejichz karcinogenita byla prokdzana v experimentech na zvitatech, jsou
karcinogenni i pro ¢lovéka. Je téZ malo informaci o humanni expozici jednotlivym istym
PAU (jsou pouze starSi casteCné informace z kratkodobych studii provadénych na
dobrovolnicich). V ptipad¢ environmentalni nebo pracovni expozice se vzdy jedna o smési
PAU (IARC 2010).

PAU ovliviuji vznik nadoru jednak v misté vstupu, jednak na vzdalenych mistech,
pt. nadorit mocového méchyte (Romundstad 2000). Jsou schopny plsobit i jako promotory
karcinogeneze, napt. Ding (Ding 20006) zjistil, Ze diol epoxidy zvySuji expresi vaskularniho
endotelialniho rustového faktoru (vascular endothelial growth factor, VEGF), jenz je

klicovym rastovym faktorem v karcinogenezi.

Obr. 21. Struktury typu zatoka a fjord v molekule PAU
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PAU téZ dovedou zasahovat do komunikace bunc¢k - maji inhibi¢ni efekt na
intercelularni komunikaci pomoci gap junction. PAU, které maji ve své molekule zatokové
nebo fjordové regiony (Obr. 21), jsou vice inhibi¢ni (IARC 2010).

Bylo téz zjiSténo, ze karcinogenni potencial ,Cistych® PAU se odehravd na
genetické urovni, zatimco halogenované PAU (dioxiny ap.) ucinkuji negenotoxickym

(epigenetickym) mechanismem (IARC 2010).

65



3.4.1 Uéinky PAU na kuzi

Pti dermélni cesté expozice je klize prvni tkdni, do které se PAU dostavaji, a tudiz
je jejich plisobeni vystavena nejvice. V tomto piipadé Ize hovofiit o pfimém uc¢inku PAU
v dane tkani.

Utinky PAU v kizi dobie popisuje Loreto (Loreto 2007). Sledoval zmény kiZze
odebrané biopsii z predlokti u 16 silni¢nich pracovnikl (exponovanym asfaltu a zivicim
v priméru 13,3 + 5,7 roku) a u 10 neexponovanych kontrol. Pfi histologickém vySetfeni
ztréta intercelularnich spojeni v bazalni a ostnité vrstvé, cytoplazmatickd hyperchromie
pravdépodobné vlivem smrsténi cytosolu diky zméndm plazmatické membrany. Pii
imunohistochemickém vySetfeni pak nadmérna exprese bax-proteinu (proapoptoticky)
u silni¢aru snizena exprese bcl-2 proteinu (antiapoptoticky) v bazalni vrstvé, u kontrol je
jeho vyskyt v bazalni vrstvé vysSsi. Svédéi to o zvySené apoptotické aktivité bunék
epidermis jako obranném mechanismu proti chemickému poSkozeni; diky tomu ale
dochazi ke ztenceni epidermis — chybély zejména buiiky zékladni a ostnité vrstvy.

Piehled o vyskytu bazocelularniho a skvamoézniho karcinomu u lidi v souvislosti
s expozici PAU v Polsku uvadi Kubasiewicz (Kubasiewicz 1991), v Kanadé Gallagher
(Gallagher 1996).

Vliv PAU na keratinocyty in vitro sledovali Wang a kol. (Wang 2007). Kultivovali
lidské keratinocyty (linie lidskych keratinocyti HaCaT) vystavené pusobeni 16 PAU
a pétiminutovému ozafeni lampou se spektrem normalniho slune¢niho zareni. Hned po
ozéfeni byla zjiSténa snizend viabilita u bunck kultivovanych se Ctyi- az pétikruhovymi
PAU a s antracenem. Ttikruhové PAU viabilitu bunék nesnizovaly. Po 24 hodinové
kultivaci vSechny PAU (kromé¢ naftalenu) snizovaly Zivotaschopnost keratinocytll (sniZzena
az 0 80 %).

Vliv jiného zdroje PAU, leteckého paliva (jet fuel JP-8), na ktzi sledovali Singh
a Singh (Singh 2003). Zkoumal vliv expozice tohoto paliva na prase¢i kizi in vitro.
Zjistil extrakci lipidt a proteinl z rohové vrstvy a zvySenou transepidermalni ztratu vody
(TEWL) oproti kontrole.

Costa a kol. (Costa 2010) zkoumali vliv BaP (aplikovaného na lidskou kizi) na
CYPIA1 a AhR. Oboji se po expozici zvysilo vice neZ dvojnasobné. Oxidativni stres
hodnotili pomoci redukce MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium

bromid), proteinové peroxidace a tvorby reaktivnich kyslikovych radikall (reactive oxygen
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species, ROS). Vlivem aplikace BaP doSlo k signifikantnimu zvySeni ROS
a karbonylovych castic spolu se snizenim viability klize. BaP se v bufice vaze na
cytoplazmaticky aryl hydrokarbonovy receptor (AhR), ktery se presunuje do jadra a tam
vytvaii DNA addukty, které modifikuji expresi gend, vcéetné CYP1Al. CYPIAI
metabolizuje BaP na reaktivnéjsi metabolity, které vedou k tvorbé DNA adduktd a iniciuji
karcinogenezi v kuzi. AhR aktivace také indukuje expresi genu pro cyklooxygenadzu-2
(COX-2), ktera katalyzuje prvni reakci konverze arachidonové kyseliny na prostaglandiny.
AhR aktivace je téz povazovana za prvni krok zanétlivé kaskady generujici ROS. ROS
avolné radikaly hraji vyznamnou roli ve starnuti klze, karcinogenezi, fotosenzitivité
a autoimunité. Oxidativni stres vede k peroxidaci lipidi a poSkozeni DNA. Vzhledem
k tomu, Ze detekovatelna mnozstvi AhR a CYP1A1 byla nalezena i v kontrolnich vzorcich,
vyslovili hypotézu, ze kiize mize byt poskozena jiz environmentalni koncentraci BaP.

O potencialnim vlivu environmentéalni dermalni a inhala¢ni koncentrace BaP pisi
i Chen a Liao (Chen 2006), kdy ji z hlediska kumulativniho celozivotniho rizika rakoviny
oznacuji jako vysoce potencialné nadorové rizikovou.

Courter a kol. (Courter 2008) sledovali vliv jednorazového podani vybranych PAU
(dieselovych zplodin, BaP a dibenzo[a,l]pyrenu [DBP] v rizné kombinaci) na kozni
karcinogenitu u mysi in vivo. Po 25 tydnech se jako nejrizikovéjsi ukdzala aplikace
samotné¢ho DBP, ktera vedla ke vzniku naddord u 100 % experimentélnich jedinct, u vSech
byly pfitomny karcinomy a to v poctu 2,6 karcinomu na zvife. Oproti tomu aplikace DBP
v kombinaci s dieselovymi zplodinami vedla ke vzniku nadorti pouze u 66 % zvitat
(u 19 jedinct z 29; karcinomy byly pouze u tii jedincti). Aplikace samotného BaP vedla ke
vzniku nadord u 71 % zvitat, kombinace BaP a dieselovych zplodin u 85 % jedinct.

Nasledkem pisobeni BaP na kizi jsou rtizné stupné poskozeni epidermalnich
bun€k (Siddens 2012) od hyperplazie pies dysplazii az po vznik nadori (papilomd,
bazocelularniho a spinoceluldrniho karcinomu). Neni od véci upozornit, ze incidence
nemelanomovych nadort kize u bélocht celosvétové stoupa (Lomas 2012), nejvice
postizenych je v Austrélii. V Evropé doslo ke zvySeni incidence bazocelularniho
karcinomu z 38,8 piipadd/100 000 osob/rok vroce 1978 na 115,6 ptipadid/100 000
osob/rok v roce 1994. Nejvyssi incidence spinaliomu v Evropé je udavana ve Svycarsku —
zvyseni incidence z 14,2 ptipadia/100 000 osob/rok v roce 1978 na 28,9 piipada/100 000
osob/rok v roce 1997. Pficiny tohoto zvySeni autofi oznacuji jako neznamé, zvySeni je
davano do souvislosti se zménou Zzivotniho stylu, vy$$i miry slunéni, lepsi evidence

nadort. Lze spekulovat, ze i expozice PAU muize tomu zvySeni pfispivat. A nemusi jit
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vzdy jen o dermalni expozici, vyskyt koznich nadorid byl tfetim nejcastéjsim nadorem (po
nadorech jater a zaludku) v dvouletém experimentu sledujicim vliv perorélniho podani BaP
u potkana (Wester 2012).

3.4.2 Systémové ucinky PAU

Po priniku PAU do organismu je majoritni cesta vstupu jiz nedulezitd, diky
distribuci krevni cestou se PAU dostavaji do vSech tkani celého organismu (IARC 2010).
Dalsi odstavce uvadi vybér z dosud zjisténych poskozeni tkani diky pfitomnosti PAU

a jejich metabolitl ve tkanich ¢loveéka.

Imunitni systém

Mastrangelo (Mastrangelo 2003a, 2003b) zjistil, Ze jak inhalace, tak dermalni
expozice PAU zvysuje hladiny IgE, zejména u mladsich jedinci.

Van Grevenynghe (van Grevenynghe 2003) sledoval vliv vybranych PAU in vitro
na monocyty. Zjistil, ze dochdzi ke sniZeni diferenciace na makrofagy, je sniZena
endocytoza, fagocytdza, produkce cytokinii. Viabilita bun€k poSkozena nebyla, fenotypové
povrchové markery (CD11b, CD36, CD40, CD14, HLA 1II) byly ptitomny v podobném
mnozstvi jako u kontrolniho vzorku. Pro zajimavost lze uvést, Ze testovana davka
benzo[a]pyrenu byla srovnatelnd s davkou nachazejici se v mase pe¢eném na dievéném
uhli nebo v cigaretovém dymu.

Karakaya (Karakaya 2004) u lidi profesionalné¢ exponovanych riznym
koncentracim PAU zjistil snizenou proliferaci T-lymfocytl a paradoxné zvySenou aktivitu
NK-bunék u lidi s nizkou hladinou expozice PAU.

Negativni vliv PAU byl prokazan pii studiu rizik Goeckermanovy terapie (aplikace
dehtové masti s naslednym ozafovanim UV lampou) u pacientti s lupénkou (Borska 2006).
Byly prokdzany zmény tykajici se imunitniho systému a genetické informace bunék. Po
terapii doSlo ke sniZzeni koncentrace sledovanych imunitnich markera (protilatek tiidy IgE,
IgM, oz-makroglubulinu, transferinu a B,-mikroglobulinu). Po terapii bylo téZ zjisténo
vyznamné zvysSeni poctu chromosomalnich aberaci perifernich lymfocytti (hodnoceny pred
apo terapii). V dalsi publikované praci (Borska 2010a) popisuji zvySeni markeru
svédéiciho o poskozeni DNA bunék — proteinu p53 v plazmé. Nalezli téz zvySeni sFasL
(indikatoru apoptozy) v séru. Ve studii s détskymi pacienty (Borska 2010b) navic vysel

pozitivné Amestlyv test moci.
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Fiala (Fiala 2006) sledoval vliv dehtu pti Goeckermanové terapii psoriazy na
chromozomalni aberace perifernich lymfocytl. Vysetfovano bylo 2 000 bun¢k pted 1é¢bou,
tésn€ po ukonceni lécby a 78 dni po 1é€bé. Pred 1écbou byly aberace ptitomny u 0,80 %
bunck, tésné po ukonceni 1écby u 2,05 % bunck a 78 dni po 1écbé u 1,05 % testovanych
bunck.

Allan (Allan 2006) v pokusech in vitro prokézal inhibi¢ni vliv expozice BaP na
B-lymfocyty.

Monteiro (Monteiro 2007) sledoval vliv PAU na membranové proteiny integriny
(ITG). Integriny se skladaji z 18 a a 8 B podjednotek, které vytvati 24 heterodimeru. Jsou
uloZeny Vv extracelularni matrix aucastni se bunéénych interakci — adheze, migrace,
proliferace, pfezivani bun¢k. U makrofagh exponovanych BaP dochézi ke zvyseni B7 ITG
a jeho partnerského oE ITG. Integrin aEB7 se vaze na epitelidlni E-cadherin a to mize
prispivat K prozanétlivému G¢inku PAU v organismu. Zaroven je tieba zvazit vliv zvysené
exprese c-maf/B7 ITG prokazany u myelomt a T-lymfoma. Vlivem BaP jsou hladiny
jinych ITG (all, aL, B8) v makrofazich snizené, coz se podili na imunosupresnim vlivu
PAU.

Miller a kol. (Miller 2010) sledovali urinarni metabolity PAU u 222 pétiletych
newyorkskych déti. Zaroven sledovali hladinu IgE a alergickou anamnézu déti. Méteni
ukazalo znacnou expozici déti v méstském prostiedi a moznou asociaci s alergickou
senzitivitou.

Plsobeni PAU na imunitu nemusi byt vzdy jen negativni, jak v experimentu na
mySim modelu in vivo prokédzali Yusuf a kol. (Yusuf 2007). V pocatecnich stadiich
karcinogeneze PAU interaguji s imunitnim systémem a ovliviiuji bunéfnou imunitu
prostiednictvim CD8" T-lymfocyti. Mechanismus plisobeni je pfes geny kédujici AhR
a HLA systém. V experimentu mély mysi s defektem téchto gend vyssi vyskyt nadord po
aplikaci PAU, zatimco myS$i s normalnimi geny mély vyskyt nadorii nizsi, i pfesto, Ze

vazbou na AhR za¢ina metabolismus PAU na vice karcinogenni metabolity.

Dychaci systém
Boffetta (Boffetta 1997) shrnul vyskyt nadorovych onemocnéni u osob vystavenych
pracovni expozici PAU. NejcastéjSim nadorem u nich byl karcinom plic nasledovany
nadory mocového méchyte, dalsimi typy nadorti byl laryngalni karcinom a nadory ledvin.
Burstyn (Burstyn 2003) zjistil souvislost mezi expozici PAU u lidi pracujicich

s asfaltem a imrtimi na nenddorova onemocnéni plic (obstrukéni choroba plicni, chronicka
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bronchitida, emfyzém, astma). Provedli analyzu u 58 862 muzt v obdobi 1913-1999.
Jejich zavérem bylo, Ze expozice PAU muze pfispivat k dmrtim na nenadorova
onemocnéni plic, ale je zde mnoho faktort (chybi data o koufeni, dobé expozice), diky
kterym nelze vyloucit jiné vysvétleni této souvislosti.

Weiserbs (Weiserbs 2003) jako pri¢inu vysSiho vyskytu nadorti plic
U AfroameriCanti nez u ostatnich obyvatel USA (bélochli, hispanct) oznacil vliv
polymorfismu glutathion-S-transferazy.

Vroce 2004 publikoval Armstrong (Armstrong 2004) metaanalyzu
epidemiologickych studii o vlivu PAU na karcinom plic. Zjistil, Ze v nejvétsim riziku jsou
pracovnici s asfaltem a kominici.

Mollerup (Mollerup 2006) v prizkumu na kufacich, byvalych kufacich
a nekuracich zjistil, Ze exprese genii pro CYP 1A1 a 1B1 byla vyrazné vyss§i u soucasnych
kutaki oproti zbyvajicim dvéma skupinam. Mezi soucasnymi kuiaky mély zeny v praiméru
3,9x vyssi hladinu CYP 1A1 proti muzim, to vysvétluje empiricky poznatek, ze Zeny jsou
na vznik nadort plic citlivéjsi nez muzi.

BaP téZz vede ke zvySeni sekrece IL-8 v makrofazich aktivaci pfes AhR receptor,
coz u mysi vedlo k projeviim plicnich zanéti (Podechard 2008).

Rosa (Rosa 2011) pti sledovani déti prenatélné exponovanych PAU (cigaretovemu

koufi) zjistil pozitivni asociaci se vznikem astmatu u déti ve véku 5-6 let.

Kardiovaskularni systém

Ramos (Ramos 2005) podal ptehled o vlivu PAU na vznik ateroskler6zy. PAU pies
CYP 1A a 1B vedou ktvorbé DNA addukti uvniti cévni stény, coz vede k vyvoji
aterosklerotickych plaki.

Binkova a kol. (Binkova 2002) nasli statisticky vyznamnou souvislost mezi
mnozstvim DNA adduktd v hladkych svalovych bunkach hrudni aorty v souvislosti
s aterosklerotickym postizenim cév. Existuje dokonce teorie, Ze aterosklerotické plaky jsou
benigni neoplazii arterialni stény na zakladé monoklonalni proliferace jednotlivych
mutovanych bunék hladké svaloviny (Penn 1990).

Burstyn (Burstyn 2005) sledoval vliv expozice PAU na umrti na ischemickou
chorobu srde¢ni u 12 367 osob exponovanych asfaltu. Nalezl asociaci mezi touto expozici

a po¢tem umrti na ICHS.
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Nervovy systém

Ritchie (Ritchie 2001) publikoval ptehledovou praci popisujici rizika neurotoxicity
u vybranych hydrokarbonovych paliv, kterd téz obsahuji polycyklické aromatické
uhlovodiky. U exponovanych osob miize dochazet k riznym projeviim z postizeni CNS,
popisovana je zvySena drazdivost, nervozita, ataxie, ale i kiee, kdbma a nésledna smrt.
Tyto potize jsou vSak spiSe vysvétlovany jako sekundarni disledek hypoxie.

Tang (Tang 2003) testoval toxicitu vybranych PAU (benzo[a]pyren, chrysen,
antracen, pentachlorofenol) in vitro na SYSY lidskych neuroblastomovych buikach.
Porovnavali inkorporaci aminokyselin, obsah proteina, celkovy pocet bunék a jejich
viabilitu. Nejvice toxicky se ukéazal byt benzo[a]pyren, naopak antracen byl zcela
netoxicky ve vSech testovanych koncentracich.

Kommaddi (Kommaddi 2007) vzhledem knélezu CYP1Al v mozkové tkani
predpokladal aktivaci PAU na karcinogenni metabolity. Jak se vSak ukézalo, tento
mozkovy CYP1A1 je odlisny od ostatnich CYP1A1 (nachazejicich se v jatrech, ledvinach,
plicich, srdci stejnych osob) — ma deleci 87 bp exonu 6 a, jak ukdzalo modelovani in silico,
nemize diky tomu vazat BaP v zadné orientaci, ktera vede k tvorbé karcinogennich

metabolitu.

Néadory hlavy a krku

Roos (Roos 2005) zkoumal vliv koufeni a alkoholu na vznik nddort hlavy a krku.
Zjistil, ze k témto onemocnénim jsou zejména citlivi lidé s enzymem CYP1B1*3/*3.
Vychazel pti tom zprace Thiera (Thier 2002), ktery popsal souvislost CYP1B1*3
s vyskytem néadori hlavy a krku (hrtan, hltan, nosohltan, dutina Ustni) u kufdkid, tato
souvislost nebyva u profesionalni expozice PAU.

Souvislost mezi benzo[a]pyren-diolepoxidovymi addukty a sgauméznim
karcinomem hlavy a krku potvrdila také studie provedend u 803 pacientd s timto

onemocnénim oproti 839 kontrolnim osobam (Li 2007).

Nadory prsu
Koufeni jako vyznamny zdroj PAU ve spojeni s nahradni hormonalni terapii
(hormone replacement therapy, HRT) je spojeno s vyssim rizikem vzniku karcinomu prsu.

Muze se zde uplatiiovat vliv poddvanych hormonti na polymorfismus enzymti (Roos 2005).
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Vondracek (Vondracek 2002) zjistil, ze PAU aktivuji estrogenovy receptor v in
vitro kultufe bunck lidského karcinomu prsu MCF-7 a tim pfispivaji ke vzniku

karcinogenniho bujeni.

Zazivaci trakt

Chen (Chen 2002) hledal souvislost mezi PAU-DNA addukty a nadory jater. Nalezl
vy$§i vyskyt DNA adduktd ve tkani jater u lidi s hepatocelularnim karcinomem
(v nadorovych i okolnich bunkach), nez u lidi bez nadoru. Riziko vzniku nadoru bylo jesté
vyssi, pokud byl dany ¢lovék HBsAg pozitivni.

Li (Li 2003) zkoumal vliv koufeni a konzumace ur€itych slozek potravy na
karcinomy slinivky bfisni a tlustého stfeva. V pfislusnych tkdnich exponovanych jedinct
nalezl vyssi vyskyt DNA addukta.

Souvislost mezi expozici PAU a nadory zazivaciho traktu byla prokazéna
i v nésledujicich epidemiologickych studiich. Anderson (Anderson 2005) prokazal
souvislost mezi konzumaci smazeného a grilovaného masa a nadory exokrinni
pankreatick¢ tkané, Sinha (Sinha 2005) v epidemiologické studii, provadéné formou
dotaznikového Setfeni vyzivovych zvyklosti se zaméfenim na piijem PAU, prokazal

souvislost vyzivy a kolorektalnich adenomti.

Vylucovaci systém

Ross (Roos 2005) zjistil, ze epitelové bunky mocového méchyie obsahuji enzymy
CYP 1B1 a 4B1 a ze zde dochazi k aktivaci arylamind, PAU a nitrosamint. Vzniklé
addukty vedou k tvorbé nadori mo¢ového méchyie.

Burstyn a kol. (Burstyn 2007) provedli analyzu zdravotniho stavu u 7 298 muzu,
ktefi byli v letech 1913-1999 exponovani asfaltu. Nasli 48 karcinomi mo¢ového méchyfte,
39 z nich bylo exponovano pted dobou delsi nez 15 let pted diagndzou. Statisticky nebylo
mozno potvrdit ani pfitomnost ani absenci kauzalniho vztahu mezi expozici PAU
a vznikem nadoru moc¢ového méchyte.

Fiala (Fiala 2006) pii hodnoceni vlivu Goeckermanovy terapie lupénky na
pritomnost metaboliti PAU v moci zjistil, Ze u vSech testovanych osob doslo ke zvySeni
metabolitd v moci. Tato zvySeni vyrazné prevySovala priméry neexponované populace,
coz svédc¢i o zvySeném riziku mozné karcinogeneze u téchto osob. Zvyseni trva po dobu

1é¢by, po ukonceni 1€cby se hodnoty postupné vraci na vychozi tirovei.
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Reprodukce

Vlivem PAU na muzskou reprodukci se zabyval Gaspari (Gaspari 2003). Expozice
PAU se na spermiich projevila morfologicky (abnormality hlavicky spermie) a zvySenim
PAU-DNA adduktt (byly zvySeny u muzi s pracovni expozici PAU, u kuidkd ne). Selevan
a kol. (Selevan 2000) sledovali kvalitu spermii u mladych ¢eskych muzi. U populace
exponované environmentalnimu znec¢isténi PAU (okoli Teplic) byla kvalita zejména
V zimnim obdobi horsi nez u muzi zijicich v Cistém prostiedi (okoli Prachatic).

Xia a kol. (Xia 2009) porovnavali vybrané urinarni metabolity PAU u 513 muzi
s idiopatickou infertilitou s hladinami téchto metabolitii u 273 zdravych fertilnich muzu.
Prokézali souvislost mezi zvySenou hladinou metabolith PAU, zvySenou hladinou
1-hydroxypyrenu a 2-hydroxyfluorenem a vyskytem idiopatické muzské infertility.

Rybicki (Rybicki 2006) prokazal tvorbu DNA adduktti u nadort prostaty. Nock
(Nock 2007) sledoval u pacientti s nddory prostaty vliv polymorfismu genit pro CYP1AI,
CYP3A4, mikrosomalni epoxidovou hydrolazu a glutathion-S-transferazu. Hodnotil téz
jejich vliv na tvorbu DNA adduktd. Nalezli odliSnosti zptsobené vlivem koufeni
(kutéci-bélosi meli adduktii vzdy vice nez nekufaci) a téz vlivem rasy (Afroameri¢ané méli

mén¢ adduktti v nddorovych buikach).

Vyvojova toxicita

Hatch (Hatch 1990) hledal DNA addukty ve tkdnich spontanné potracenych plodu.
Nalezl je ve 43 % placent, 27 % jater a 42 % plic. VSechny Zeny udévaly nekouteni v dob¢
téhotenstvi. Vysledky ukazuji, ze fetalni tkan€ jsou ter€em pro poSkozeni diky expozici
PAU.

Manchester (Manchester 1992) nalezl vyssi vyskyt PAU-DNA addukta
Vv placentach Zen kutacek.

Dejmek a kol. (Dejmek 2000) sledovali vztah mezi intrauterinni ristovou retardaci
a inhalacni expozici ¢asticim prachu PMjo (mensi neZ 10 pym) a PMy 5 (mensi nez 2,5 um),
na které jsou PAU véazany. Dosli k zavéru, Ze expozice PAU v obdobi Casné gestace
ovliviiyje fetalni rast.

Expozice PAU v prenatalnim a ¢asné postnatalnim obdobi poskozuje spravny vyvoj
ditéte, jak bylo prokdzano v mnoha epidemiologickych studiich 1 pfi pokusech na
zvitatech. Expozice v této dobé muze kriticky zménit normalni vyvoj metabolickych,

imunitnich a neurologickych funkci pro cely Zivot jedince. Divodem je vyssi proliferace
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bunék, nezraly vyvijejici se imunitni systém, snizena schopnost detoxikovat karcinogeny
a opravovat DNA poskozeni (Pinkerton 2006).

Studie z Polska (Perera 1998) zjistila, Zze novorozenci s v&étSim mnozstvim
lymfocytarnich DNA-addukti maji nizsi porodni hmotnost, porodni délku a obvod hlavy.
Jina studie stejné autorské skupiny (Choi 2008) provedend v USA prokazala vyssi riziko
potratu, predéasného porodu, nizkou porodni hmotnost, restrikci intrauterinniho ristu
u déti, které byly prenatalné vystaveny vyssi expozici PAU.

V testech na krysim modelu byla po expozici samic vybranym zastupcim PAU
(benzo[a]pyrenu a 7,12-dimethyl-benz[a]antracenu) v obdobi organogeneze zjiSténa
u mlad’at zvySend lomivost krevnich cév a s ni spojené rizné hemoragie, horsi placentarni
funkce, snizend porodni hmotnost a délka mlad’at. Zv1asté citlivy je nervovy systém, kde
napt. transplacentarni expozice BaP vedla K signifikantné nizs$i regulaci N-metyl
D-aspartat receptorové subjednotky 1 v hippokampu, coz ma vztah k horsi dlouhodobé

paméti a procesu uceni (Wormley 2004).

Zrak

Gallenga (Gallenga 1994) srovnaval mnozstvi PAU ve zdravych a Sedym zakalem
poskozenych o¢nich ¢o¢kach. Nalezli vyznamné vy$s§i mnozstvi PAU v kataraktickych
cockach (p<0,01), zejména se jednalo o fenantren a 1,2 benzantracen. Autofi vyslovili
nazor, ze metabolismus pfitomnych PAU muze poskozovat ¢ocku a vést ke vzniku Sedého

zékalu.
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4. Zakladni charakteristiky vybranych zastupca PAU

Pyren

Jako prvni  zéastupce skupiny polycyklickych
Obr. 22. Strukturni vzorec pyrenu aromatickych uhlovodiki byl pro zavedeni metodiky
transdermalni absorpce vybran pyren. Pyren je
standardni soucasti smési PAU vyskytujicich se
V zivotnim nebo pracovnim prostiedi Cloveéka. Pii
monitorovani prostiedi se stanovuji koncentrace pouze
n¢kterych PAU (cca 10-20), pyren je vzdy soucasti
Zdroj: ATSDR 1995 tohoto souboru (ATSDR 1995, US EPA 2008). Je 67
doporucovan a pouzivan jako biomarker obecné expozice PAU (Castano-Vinyals 2004).
Jeho vyhodou je i to, Ze neni karcinogenni a proto snim lze pracovat za bé&znych
laboratornich podminek.

Molekula pyrenu je tvofena ¢tyfmi kondenzovanymi benzenovymi jadry (Obr. 22),
kterd jsou uspofadédna tak, ze nedochazi ke vzniku reaktivnich struktur, tzv. zatoky nebo
fjordu (viz Obr. 21). Diky tomu se jedna o pomérné stabilni slou¢eninu s nizkou mirou
nebezpecnosti pro zdravi ¢lovéka. Sumarni vzorec pyrenu je CigHio, Cislo CAS 129-00-0.
Pyren patii mezi ,,malé* slou€eniny, jeho molekularni hmotnost je 202,26. Hustota pyrenu
je 1,27 g/ml. Za pokojové teploty se vyskytuje v podobé bezbarvého nebo Zlutého prasku,
taje pii 156 °C, teplota varu je 360 °C. Rozpustnost ve vod¢ je mala (0,135 mg/1, Lu 2008),
dobfe se rozpousti v acetonu, etanolu, éteru, benzenu, sirouhliku (ATSDR 1995).
Rozdé€lovaci koeficient oktanol/voda log Kow je 4,88 (ATSDR 1995). Je nehotlavy. Ma
schopnost fluorescence, excituje se svétlem o vinové délce 335 nm a emituje svétlo o

vinové délce 371 nm (Ikeda 2008).

Fenantren

Fenantren (Obr. 23) je tvofen tfemi kondenzovanymi jadry, jejichZ uspotfadani
vytvaii tzv. bay region (zatoku), strukturu asociovanou s karcinogennimi ucinky PAU.
Fenantren je nejjednodussi zastupce ze skupiny PAU, ktery tuto strukturu obsahuje. Je to
bezbarva krystalicka latka Spatné rozpustna ve vodé (1,29 mg/l, Lu 2008), dobie se
rozpousti v ledové kyseliné octové a organickych rozpoustédlech, napi. v etanolu,

benzenu, toluenu, diethyl éteru (ATSDR 1995).
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Obr. 23. Strukturni vzorec

fenantrenu

Zdroj: ATSDR 1995

Naftalen

Obr. 24. Strukturni vzorec

naftalenu

Zdroj: ATSDR 1995

Sumarni vzorec je Cy4Hip, Cislo CAS 85-01-8.
Molekularni hmotnost fenantrenu je 178,233 g/mol,
hustota 1,06 g/cm® (t=20 °C), teplota tani 99-101 °C,
teplota varu 340 °C (EuroChem). Ma schopnost
fluorescence, excituje se svétlem o vinové délce 294
nm, emituje svétlo o vinové délce 363 nm (Ikeda 2008).
Rozdélovaci koeficient oktanol/voda Kon je 4,45
(ATSDR 1995).

Naftalen (Obr. 24) je nejmensim zastupcem ze
skupiny PAU. Jeho molekula je tvofena pouze dvéma
kondenzovanymi aromatickymi  kruhy. Jedna se
0 pevnou bilou krystalickou latku, pti pokojové teploté
se vypafujici s charakteristickym zapachem naftalinu. Je
méalo rozpustny ve vodé (31,7 mg/l), je vSak dobie

rozpustny v organickych rozpoustédlech, napi. v benze-

nu, toluenu, éteru (Lu 2008). Je hoflavy, vypary a prach mohou se vzduchem vytvaiet

vybusnou smés. Jeho sumarni vzorec je CioHg ¢islo CAS 91-20-3. Molekularni hmotnost
naftalenu je 128,173 g/mol, teplota tani 80-82 °C, teplota varu 217,9 °C. Hustota naftalenu

je 0,99 glcm3 (EuroChem). Rozd¢lovaci koeficient oktnaol/voda log Koy S€ rovna 3,33

(de Maagd 1998). Ma schopnost fluorescence, excituje se svétlem o vinové délce 275 nm,

emituje svétlo o vinove délce 332 nm (Frasch 2009).

Benzo[a]pyren

Obr. 25. Strukturni vzorec

benzo[a]pyrenu

Zdroj: ATSDR 1995

Benzo[a]pyren (BaP, Obr. 25) je za pokojove
teploty zlutava krystalicka latka vytvaiejici platky nebo
jehlicky. Je prakticky nerozpustny ve vodé
(0,0038 mg/l), dobie se rozpousti v metanolu, etanolu,
benzenu, toluenu, xylenu a éteru (Lu 2008). Jeho
molekula je tvofena péti aromatickymi kruhy, které ve
své struktufe obsahuji tzv. ,zatoku®, strukturu

zodpovédnou za karcinogenni u¢inky PAU. Sumarni
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vzorec je CyoHia, Cislo CAS 50-32-8. Molekularni hmotnost je 252,319 g/mol, hustota
1,351 glcm®. Teplota tani BaP je 176,5 °C, teplota varu 475 °C. Koeficient log Kow je
6,06, coz svéd¢i o jeho malé schopnosti dermalni absorpce (ATSDR 1995).

Fluoren
Fluoren (Obr. 28) je za pokojové teploty bila

Obr. 28. Strukturni vzorec fluorenu yistalicka latka se zapachem pripominajicim naftalen.

Neni Cisté kondenzovanym polycyklickym

m aromatickym uhlovodikem, v jeho stavbé je mezi dva
aromatické kruhy vmezefen jeden atom uhliku. Sumarni

Zdroj: ATSDR 1995 vzorec je CisHig, ¢islo CAS 86-73-7. Molekularni

hmotnost je 166,2 g/mol, hustota 1,2 g/cm®. Teplota tanf fluorenu je 112-115 °C, teplota
varu 295 °C (EuroChem). Fluoren mé schopnost fluorescence (od toho je odvozen jeho
nazev), excituje se pii 264 nm, emituje pii 301 nm (Ikeda 2008). Je malo rozpustny ve
vode (1,98 mg/l), dobfe se rozpousti v acetonu, benzenu, éteru, ledové kyselin€ octové (Lu

2008). Koeficient log Ko je 4,18 (ATSDR 1995).

Fluoranten
Fluoranten (Obr. 29) se sklada z benzenové

Obr. 29. Strukturni vzorec a  naftalenové  jednotky  dohromady  spojené

fluorantenu L , .,
petiuhlikovym  kruhem. Za pokojové teploty se

vyskytuje ve formé& bezbarvych nebo naZloutlych
. krystalkli nebo jehlicek. Jeho sumarni vzorec je Ci6Hip,
Cislo CAS 206-44-0. Teplota tani je 109-110 °C, teplota
varu 384 °C. Molekularni hmotnost je 202,258 g/mol,
hustota 1,252 glcm3. Rozdélovaci  koeficient
oktanol/voda log Ko je 4,9 (ATSDR 1995). Ma schop-

nost fluorescence (EuroChem). Ve vodé je prakticky nerozpustny (0,26 mg/l), je rozpustny

Zdroj: ATSDR 1995

v etanolu, etyléteru, benzenu, chloroformu, sirouhliku a ledové kyseliné octové (Lu 2008).

Antracen
Za pokojove teploty je Cisty antracen (Obr. 30) bezbarva krystalicka latka, ktera na
svétle tmavne. Je tvofen tfemi aromatickymi kruhy, které jsou uspofadany v fad€ za sebou,

takze nevytvaii nebezpecné regiony (fjord nebo zatoku). Sumarni vzorec je Ci14H1o, Cislo
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Obr. 30. Strukturni vzorec antracenu

Zdroj: ATSDR 1995

CAS 1120-12-7. Molekularni hmotnost antracenu je
178,24, hustota 1,25 g/cm®. Taje pii 216-218 °C, bod
varu je 342 °C. Je malo rozpustny ve vodé (0,073 mg/1),
dobfe se rozpousti v etanolu, metanolu, benzenu,

toluenu, sirouhliku, hif v acetonu (Lu 2008). Koeficient

log Kow je 4,45 (ATSDR 1995). Ma schopnost fluorescence, excituje se pii 250 nm.

Benz[a]antracen

Obr. 31. Strukturni vzorec

benz[a]antracenu

Zdroj: ATSDR 1995

Benz[a]antracen (Obr. 31) je tvofen Ctyfmi
kondenzovanymi  kruhy, které vytvaii reaktivni
,bay-region®, strukturu spojenou s vyssi karcinogenitou
slouc¢enin PAU. Za pokojové teploty je benz[a]antracen
zlutozelena krystalickd latka. Sumarni vzorec je CigHio,
¢islo CAS  55-56-3.  Molekularni  hmotnost
benz[a]antracenu je 228,29, hustota 1,19 g/cm3. Taje pii
160,7 °C, bod varu je pii438 °C. Je $patné rozpustny

ve vodé (0,014 mg/l), dobie rozpustny je ve vétsiné organickych rozpoustédel (Lu 2008).
Rozdélovaci koeficient oktanol/voda Log Ko je 5,61 (ATSDR 1995).
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PRAKTICKA CAST

5. Material a metodika

5.1 Chemikalie a spotfebni material

Chemikalie potiebné pro provedeni testd transdermalni absorpce: antracen (kat. ¢.
10580), benz[a]antracen (kat. ¢. B2209), benzo[a]pyren (kat. ¢. B1760), fenantren (kat.
¢.77470), fluoranten (kat. ¢. 423947), fluoren (kat. ¢. 128333), kofein (kat. ¢. 27600),
naftalen (kat. ¢. 84679), pyren (kat. ¢. 82648), aceton (kat. ¢. 34 850), Hanksuv roztok (kat.
¢. H8264), gentamicin (kat. ¢. G1264) a bovinni sérovy albumin (kat. ¢. A9418) byly
dodany firmou Sigma-Aldrich spol. sr.0., Praha. Dale byl pouzit NaCl p. a. (Lachema,
Brno) a slune¢nicovy olej (Oleum helianthi) zakoupeny v lékarné. Fyziologicky roztok
(0,9% NaCl) byl ptipravovan v laboratofi. VSechny pouzité chemikélie byly v Cistoté
vhodné pro fluorescenci, HPLC nebo tkanové kultury.

Chemikalie pro analytické ucely: acenaften (Sigma-Aldrich);
1-naphtol-2,3,4,5,6,7,7,8-d7 (ISOTEC), etylacetit PESTANAL (Fluka), n-hexan
(iso-hexanes, PESTANAL, Fluka), smés BSTFA+TMCSi (Sigma-Aldrich), acetonitril
HPLC pro UV/Gradient Grade (J. T. Baker) a ledova kyselina octova p. a. (Merck).
K produkei ultracisté vody slouzila stanice SYNERGY UV (Millipore).

Spotiebni material: nastavitelné mechanické pipety Biohit mLINE s origin&lnimi
Spickami Optifit (Sartorius), jednorazové injekéni stiikacky o objemu 10 ml (Chirana),
polyetylenové Pasteurovy pipety (kat. ¢ KO082337, dodavatel P-lab Praha),
polypropylenové zkumavky Eppendorf 3810X o objemu 1,5 ml (kat. ¢. 344700, dodavatel
Eppendorf).

5.2 Pristroje

Zakladem testovaciho zafizeni bylo plosné magnetické michadlo s ohfevem
IKAMAG-RT 15 (vyrobce IKA-Werke GmbH&Co KG, Staufen, Némecko; dodavatel:
Fischer Scientific, Pardubice, katalogové cislo 6111.2015) a silnosténny sklenény box
zakoupeny v maloobchodni siti (Obr. 32).

K michéani receptorové tekutiny v difuznich komurkach slouzila valcova

magnetickd michadla se sttedovym prstynkem (dodavatel Fischer Scientific, Pardubice,
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Obr. 32. Zakladni aparatura

Legenda:  Aparatura Kk provadéni  testd
transdermalni absorpce: magnetické michadlo
sohfevem IKAMAG-RT 15  (Fischer
Scientific, Pardubice) a sklenénd nadoba
s plastovym drzakem na difuzni komurky.
Zdroj: vlastni fotografie

kat. ¢. 6116.0803). Plastovy drzdk na diftzni
komurky
-technického oddéleni Lékatské fakulty UK
v Hradci Kralové. Teplota kozniho povrchu

vyrobili  pracovnici  provozné-

vzorkli byla méfena dotykovym teplomérem
Oberflachen-Thermostick DOT 150 (vyrobce
Voltcraft, Conrad Electronic GmbH, Némecko;
dodavatel | & CS s.r.0., Tiebi¢). Epidermalni
ztrdta vody (TEWL) byla métena ptistrojem
MPA-5 (vyrobce Courage+Khazaka, Kaoln,
Germany; dodavatel Syncare Plus, s.r.o, Brno,
Obr. 33-a). Transdermalni elektricky odpor
(TER) byl ptistroje
TECPEL LCR 612 (vyrobce Tecpel Co.,

Taiwan; dodavatel: 1 & CS s.r.0., Tiebic,

stanovovan pomoci

Obr. 33-b). Chlupy byly z povrchu kize odstraiovany stiihacim strojkem Silver Crest

(Hair & Beard Clippers, zakoupen v fetézci Lidl).

Obr. 33. Piistroje k méi‘eni TEWL a TER

a)

b)

Legenda: a) Pristroj na méfeni transepidermélni ztraty vody (TEWL) — MPA 5 (Courage+Khazaka, Kdoln,
Germany); b) pfistroj k méfeni transdermalniho elektrického odporu (TER) — TECPEL LCR 612 (Tecpel Co,

Taiwan). Zdroj: vlastni fotografie

Pro analytické tucely byly vyuzivany vortex BenchMixer, Model BV1010
(Labicom), vortex REAX Control (Heidolph), a centrifuga ROTINA 380 (Hettich). Pfi
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provadéni testu rozpustnosti PAU v receptorové tekutiné byla pouzita tfepaci vodni lazen
GFL-1083 (GFL).

Pii pilotnich experimentech byl pyren v receptorové tekutiné stanovovan pomoci
kapilarni plynové chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS), pracujici na principu
iontové pasti s vn&j$i ionizaci a moznosti skenu MS" (Focus- ITQ 1100, Thermo Fischer
Scientific). U naslednych experimentd byla vyuzita vysokotlakd kapalinova
chromatografie (HPLC). Pouzity HPLC systém Prominence (vyrobce Shimadzu, Japonsko)
se skladal z vysokotlaké pumpy LC20AD opatiené Ctyfcestnym nizkotlakym ventilem
a degaserem DGU-20As, autosampleru SIL-20AC, termostatu kolon CTO-20AC
a fluorescencniho detektoru RF-10AXL. Pro stanoveni kofeinu byla uzita UV detekce
(PDA detektor SPD-M20A). K ovladani HPLC systému, sbéru a zpracovani primarnich dat
byl uzit software LC Solution (Shimadzu).

K dalsimu hodnoceni vysledka analyz a k tvorbé grafti byl pouzit stolni pocitac

DELL s operacnim programem Windows 2007 a programem Excel 2010, ke statistické

analyze vysledkl potom program NCSS 2007.

5.3 Testovaci zarizeni

Transdermalni absorpce pyrenu byla

Obr. 34. Schema statické difiizni komirky testovana pomoci upravenych vertikalnich

statickych diftznich ,,Franzovych*

Donorovy roztok ‘

== komarek (Franz 1975). Jejich tvar

Donorova gast sy

| g— Plochy okrai avelikost byly  modifikovany  dle
komurky
S e komer¢nich produkta firmy PermeGear
— = ‘ I A
P nc. USA (dostupné na
\—; e http://www.permegear.com/ franz.htm,
o Obr. 34) a dle informaci z odborné
M RcPIOTOV literatury. ~ Priimér sklenéné valcové
oo nadobky byl 1,5 cm; obsah penetra¢ni
Zdroj: modifikovano dle plochy 1,77cm? a objem receptorové Casti

http://www.permegear.com/franz.htm . .
P Permeg komurky 10 ml. Komirky vyrobila firma

Laboratorni sklo Jifi Pokorny, Hradec Krélové (Obr. 35). Velikost komirek odpovidala
pozadavkiim smérnice Evropské komise (EU SCCP 2006) na minimalni velikost absorpéni

plochy (0,64 cm?). Jak je vidét na obrazku, donorova i receptorové ast diftzni komiirky
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ma v mist¢ kontaktu (kam je vkladan vzorek kuze) obly wvnitini okraj (Obr. 35).
K pfesnéjsimu vymezeni penetraéni plochy kiize byly uzity 3 mm silné krouzky ze
silikonové gumy (material Rempo Holoubek a.s., Hradec Kralové; krouzky byly vyrobeny
pracovniky provozné-technického oddéleni Lékarské fakulty UK v Hradci Kralové; Obr.
36). Vngjsi prumér krouzku byl 3 cm, vnitini 1,5 cm. Krouzky se vkladaly se na horni
stranu kize mezi donorovou a receptorovou ¢ast difuzni komurky. Pro lepsi fixaci obou
¢asti komlrky pomoci pryzovych spon byly do okraji krouzki vystfizeny trojuhelnikové

zatezy.

Obr. 35. Donorova (nahoi‘e) a receptorova (dole) Obr. 36. KrouZek ze silikonové gumy

cdst komirky

Legenda: Krouzek Kk vymezeni penetraéni
plochy, vnéjsi primér 3 cm, vnitini primér
1,5 cm, tloustka 3 mm.
Zdroj: vlastni fotografie

objem 10 ml . fs
absorpéni plocha 1,77 m2

Zdroj: vlastni fotografie

5.4 Kiize

Jako penetra¢ni membrana byla pouZita kiiZze z usniho boltce prasete domaciho (Sus
scrofa f. domestica). Na obrazku 37 je zachycena zadni plocha omytého, neostiihaného
usniho boltce (vlevo) a odpreparované kiize z tohoto boltce (vpravo).

Boltce byly zakoupeny na lokalnich jatkach a zpracovany do 24 hodin od usmrceni
zvifete. Vzorky pochazely od obou pohlavi. Prasata prichazejici na jatka byla
v porazkovém véku okolo Sesti mésicti s hmotnosti zhruba 80 kg. Boltce byly odebirany
ihned po usmrceni a vykrveni prasete (pfed spafenim vafici vodou). Na naSem pracovisti
byly omyty vlaznou tekouci vodou a tekutym kosmetickym mydlem a zbaveny viditelnych
chlupti (ostithdnim nizkami nebo elektrickym strojkem). Potom byla pomoci

chirurgického skalpelu a pinzety odpreparovana kiize na zadni strané boltce. Vzorky kuze
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byly zabaleny jednotlivé do aluminiové folie a zamrazeny pii —20 °C. V experimentech

byly pouzivany vzorky ktze skladované po dobu jednoho dne az Sesti mésicu.

Obr. 37. Usni boltec (vlevo) a odpreparované kiiie 7 tohoto boltce (vpravo)

Zdroj: vlastni fotografie

V den zahajeni experimentu byly vzorky ktize pieneseny do chladnic¢ky k Setrnému
rozmrazeni pii cca 4 °C. Poté byla provedena vizualni kontrola stavu a vyhovujici vzorky
kize byly rozdéleny na mensi ¢asti, které byly instalovany do diftznich komurek.

Testovani absorpce bylo provadéno pies plnou (nedermatomovanou) kizi.

5.5 Receptorova tekutina a rozpustnost PAU

Pro vybér receptorové tekutiny je rozhodujici rozpustnost dané testované latky ve
vodé. Kofein je latka ve vodé dobie rozpustna (log Kow = — 0,07), a proto v jeho ptipadé
stacil fyziologicky roztok. S ohledem na dobu trvani experimentd (24 h) nebylo nutné

ptidavat antibiotika.

Tab. 3. Vybrané fyzikdlné chemické vlastnosti PAU

Rozpustnost ve vodé

PAU Log Kow (mg/l)
naftalen 3,33 31,7
fluoren 4,18 1,98
antracen 4,45 0,073
fenantren 4,45 1,29
pyren 4,88 0,135
fluoranten 4,90 0,26
benz[a]antracen 5,61 0,014
benzo[a]pyren 6,06 0,0038

Legenda: vybrané vlastnosti PAU - rozdélovaci koeficient oktanol / voda (log Kouw); (ATSDR 1995),
rozpustnost ve vodé (mg/1); (Lu 2008).
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Polyaromaty patii mezi latky lipofilni (log Kow >3) s velmi malou rozpustnosti ve
vodé (Tab. 3). V jejich piipad¢ se stal z&kladem receptorové tekutiny Hanksiv roztok
(slozeni viz Tab. 4). Dalsiho pozadovaného zvyseni rozpustnosti PAU ve vodném prostiedi
bylo dosazeno piidavkem 4 % bovinniho sérového albuminu (Cross 2003, Sartorelli 1998).
Pokud planovana doba trvani experimentu ptesahla 24 hod, byl jako prevence proti
mikrobialni infekci pfidan gentamicin v koncentraci 50 mg/l (Ng 1992, Sartorelli 1998).

Tab. 4. Slozeni Hanksova roztoku

. Koncentrace
Latka (/N
CaC|2 . 2H20 0,185
MgSQ, (anhyd) 0,09767
KCI 0,4
KH,PO, (anhyd) 0,06
NaHCOs; 0,35
NaCl 8
Na,HPO, (anhyd) 0,04788
D-glukéza 1

Legenda: Slozeni Hanksova roztoku, dodavatel Sigma, kat.¢. H8264, (zdroj: http://www.sigmaaldrich.com/
content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma/Formulation/h9269for.pdf)

Pfed vlastnimi experimenty bylo provedeno testovani rozpustnosti PAU
(individualné¢ nebo ve smésich) v receptorové tekutingé (nutné pro zachovani ,,sink
conditions® v prubéhu experimentt). K substanci (substancim) polyaromati ve 25 ml
Erlenmayerové bance bylo piidano 10 ml receptorové tekutiny a barika byla téepana 66 h
na vodni tfepaci lazni GFL 1083 vytemperované na 37 °C. Odbéry cca 1 ml vzorku byly
provadény v intervalech 18, 42 a 66 hodin. Odebrany podil byl zfiltrovan (filtr Corning
431212; membrana z regenerované celuldzy o porozité 0,2 um). Filtrat byl rozpipetovan
po 0,1 ml do dvou 10 ml odmérnych bangk, tyto doplnény po znacku Cistou receptorovou
tekutinou a ponechany stat pies noc ve tmé. Podily (0,2 ml) odebrané z odmérnych banék
do 1,5 ml zkumavek Eppendorf byly do doby analyzy uchovavany pii —20 °C. Stanoveni
polyaromatii ve vzorcich receptorové tekutiny bylo provadéno nize popsanou HPLC
metodou. K 0,2 ml vzorku bylo ptfidano 0,3 ml deproteinacniho ¢inidla, tj. acetonitrilu
obsahujiciho acenaften v koncentraci 3,0 umol/l (stanoveni naftalenu, fenantrenu, pyrenu,
benzo[a]pyrenu), resp. benzo[a]pyren v koncentraci 200 nmol/l (stanoveni fluorenu,
antracenu, fluorantenu a benz[a]antracenu). Na kolonu bylo nanaseno 10 pl supernatantu.

Kalibra¢ni fady byly piipraveny v receptorové tekutiné v rozsahu koncentraci 1,2 az

84



30 umol/l (naftalen), 0,6 az 15 pmol/l (fenantren, fluoren, fluoranten), 0,2 az 5 pumol/Il
(pyren), 0,04 az 1 umol/I (antracen) a 0,02 az 0,5 pumol/l (benz[a]antracen, benzo[a]pyren).

Rozpustnost v receptorové tekutiné byla testovana pro kazdy vybrany polyaromat
i pro jejich smési (v kombinacich dale aplikovanych na kazi). Odvazovana byla
ekvimolarni mnozstvi polyaromatt tak, aby pfi jejich uplném rozpusténi v 10 ml
receptorové tekutiny bylo dosaZzeno koncentrace 3,75 mmol/l. Z tabulky (Tab. 5) je patrné,
7e navazka substance byla dostate¢na, nebot’ v zadném piipad¢é nedoslo k jejimu uplnému
rozpu$téni. V jednom experimentu byla testovana vzdy ¢tvefice polyaromati a jejich smés
(po jedné Erlenmayerové bance), dany experiment byl dvakrat opakovan.

Vysledky testu rozpustnosti jednotlivych PAU (u kazdého vzorku n = 6) shrnuje
tabulka 5, vysledky testu rozpustnosti smési PAU (n = 6) shrnuje tabulka 6. Koncentraéni

Tab. 5. Vysledky rozpustnosti jednotlivych PAU v receptorové tekutiné

Primérna koncentrace PAU v RT (umol/l)
PAU po 18 h po 42 h po 66 h
JSRRURERY aritmeticky | o fiojony | ANHMEHORY | | ogiciony | ANIMEHEkY | yooioiony
prumér (%) prumeér (%) prumér (%)

Naftalen 1557,73 5,52 1471,09 9,20 1665,25 3,06
Fenantren 478,72 8,03 483,51 7,20 464,45 1,59
Pyren 131,98 13,81 151,59 11,73 160,29 13,91
BaP 4,40 11,34 5,94 6,72 7,32 11,93
Fluoren 437,57 13,50 433,47 3,42 439,14 8,42
Fluoranten 307,86 4,33 317,69 2,71 329,13 10,37
Antracen 21,58 12,07 24,36 10,50 25,12 12,41
BaA 18,21 7,96 18,05 7,28 18,32 6,78

Legenda: BaP = benzo[a]pyren, BaA = benz[a]antracen

Tab. 6. Vysledky testu rozpustnosti smési PAU v receptorové tekutiné

Primérna koncentrace PAU v RT (umol/l)
PAU po 18 h po 42 h po 66 h
smés | arimetcy | T | artmetoy | (Y | artmetky | (A
prumer (%) prumer (%) prumer (%)

Naftalen 1280,90 7,77 1359,83 7,88 1556,43 4,12
Fenantren 252,48 8,23 256,40 12,06 254,62 12,06
Pyren 69,81 7,18 76,99 9,03 80,50 7,89
BaP 9,59 8,38 10,72 4,89 10,85 6,26
Fluoren 361,12 10,90 386,29 11,89 401,42 22,96
Fluoranten 223,30 6,14 270,23 2,35 274,28 5,58
Antracen 16,81 12,47 18,22 12,47 18,22 18,09
BaA 16,07 19,72 15,95 6,66 15,60 11,63

Legenda: BaP = benzo[a]pyren, BaA = benz[a]antracen
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hodnoty se tykaji rozpustnosti zjisténych po 18, 42 a 66 hodinach rozpousténi (tfepani).
Porovnani experimentalné¢ zjiSténych hodnot maximdlni rozpustnosti PAU
S hodnotami naméfenymi pii analyze receptorové tekutiny v pribéhu testll transdermdlni

absorpce udava tabulka 7.

Tab. 7. Porovnani rozpustnosti PAU v RT a rozpéti koncentraci PAU naméiené v RT pii testech
transdermalni absorpce

Samostatna aplikace Aplikace smési
Maximalni Rozpéti  koncentraci | Maximalni Rozpéti  koncentraci
PAU koncentrace  (umol/l) | (umol/l) v RT p¥i testu | koncentrace (umol/l) | (umol/l) v RT pfi testu

VRT zméfena vtestu | transdermalni VRT zméfena vtestu | transdermalni

rozpustnosti po 66 h absorpce (po 72 h) rozpustnosti po 66 h absorpce (po 72 h)
Naftalen 1713,38 0,68 - 2,25 1682,48 0,48 — 2,29
Fenantren 474,96 0,29 - 3,73 296,20 0,13-2,19
Pyren 190,26 0,25- 1,94 92,43 0,02-0,43
BaP 8,605 0,004 — 0,010 11,992 0-0,002
Fluoren 498,04 0,08-0,41 519,27 0,11-0,69
Fluoranten 373,65 0,01 -2,67 292,43 0,12 - 0,65
Antracen 29,21 0,13-0,52 22,28 0,03-0,17
BaA 19,97 0,001 — 0,060 17,77 0,001 — 0,003

5.6 Metodika testovani transdermalni absorpce in vitro

RozmrazZené, vizualné zkontrolované vzorky plné kiize zadni plochy usniho boltce
prasete byly zamontovany mezi donorovou a receptorovou cast difuzni komirky
(epidermalni stranou kGze nahoru). Mezi donorovou c¢ast komuirky a kuzi byl vlozen
vymezovaci krouzek ze silikonové gumy, ktery slouzil k pfesnému ohrani¢eni penetra¢ni

plochy. Spojeni donorové a receptorové casti bylo

Obr. 38. Difuzni komiirka

zajisténo pomoci pryzovych spon, které zabezpecily
tésné prilnuti vSech Casti penetracniho zafizeni. Do
receptorové Casti komirky (objem 10 ml) bylo
vlozeno magnetické michadlo a nasledné byla
akceptorova ¢ast pomoci jednordzové injekéni
sttikacky naplnéna receptorovou tekutinou tak, aby
pod membranou nezlstaly zadné bublinky vzduchu.

Timto zplsobem byl pfipraven potiebny

pocet komirek (Obr. 38), ktery se v jednotlivych

Legenda:  Difuzni  komtrka  se experimentech liSil. V odborné literatufe neexistuje

zamontovanou kozni membranou | , . , . " ,
pripravena k testu transdermélni absorpce. 24dné zavazné stanovisko, ktere by udavalo potiebny

Do receptorové ¢asti  je  vlozeno

magnetické michadlo pocet komurek v jednom experimentu. Smérnice
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OECD ¢islo 428 (OECD 2004c) pozaduje minimalné Ctyfi vzorky testované latky,
smérnice Evropské komise (EU-SCCP 2006) uvadi minimalni pocet Sest vzorkl kiize od
nejméné tii darcti. Nejnovejsi doporuceni (EFSA 2012) pozaduje osm komirek od Ctyr
darcii; toto doporuceni vSak bylo pfijato v dob¢, kdy naSe experimenty jiz probihaly.
S ohledem na vysSe uvedené byla nase experimentalni sada pro jednu testovanou latku
tvofena minimalné Sesti komlrkami s kiizemi od minimalné tfi riznych dérct (na které byl
aplikovan roztok testované latky) a tfemi komurkami s kuZzemi stejnych tii darct jako
negativni kontroly (na né testovana latka aplikovana nebyla).

Po instalaci vzorka kaze byly komirky ponechany v temperované vodni lazni po
dobu jedné hodiny, aby doslo k opétné hydrataci kozni membrany (pti skladovani dochazi
k mirné lyofylizaci kiize). Po této dobé byla u jednotlivych vzorkd zmeéfena
transepidermalni ztrata vody (TEWL) piistrojem MPA 5 (Obr. 33a). Cidlo piistroje bylo
prilozeno na povrch kuze, kde bylo ponechano jednu minutu z divodu vytvofeni
rovnovazného stavu. Nasledn¢ byla automaticky v intervalech jedné sekundy meéfena
hodnota TEWL a data byla pfenaSena do pocitace. Jako vysledna hodnota TEWL byl u
kazdého vzorku bran primér padesati po sob& jdoucich méfeni. Zluté sloupecky na

monitoru (Obr. 39) piedstavuji jednotliva méteni v intervalu jedné sekundy, zeleny

Obr. 39. Piiklad méieni TEWL
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sloupe¢ek na konci primérnou hodnotu TEWL. K testovani byly pouzity vzorky
s hodnotou TEWL niz§i nez 15 g/m%h (déivody pro pouziti tohoto kritéria viz diskuse, kap.
7.1). Nevyhovujici vzorky byly vyménény.

V nasledném kroku bylo na celou plochu vzorku kiize aplikovdno 0,5 ml
fyziologického roztoku a byl zméten elektricky kozni odpor (TER) pomoci piistroje
TECPEL LCR 612 (Obr. 33b). Prvni elektroda byla umisténa do fyziologického roztoku
tésn¢ nad povrch epidermis, druha byla vedena odbérovym raménkem do prostoru
receptorové tekutiny. Po nékolikasekundové stabilizaci bylo provedeno méfeni. Jako
vysledny TER byl bran pramér tii po sobé jdoucich méteni (mezi jednotlivymi méfenimi
byla prvni elektroda vyjimana z fyziologického roztoku na povrchu epidermis).
V experimentu byly pouzity vzorky s hodnotou TER vyssi nez 2,8 kQ (diivody pro pouZiti
tohoto kritéria viz diskuse, kap. 7.1). Nevyhovujici vzorky byly nahrazovany zaloznimi.

Po odsati fyziologického roztoku a osuseni povrchu kize Ctvereckem z bunicité
vaty byl na epidermélni plochu penetra¢ni membrany (kize) aplikovan roztok testované
latky a v definovanych intervalech byly odebirany vzorky receptorové tekutiny. Difazni
komurky v testech absorpce PAU byly po dobu experimentu ponechany bez okluze, pouze
Vv ptipadé absorpce kofeinu byla pouzita okluze Parafilmem. Okolni teplota vzduchu byla
v rozmezi 22+2 °C a vlhkost vzduchu 50-60 %.

Takto pfipravené komurky byly

Obr. 40. Temperace komiirek

umistény do aparatury skladajici se ze
sklenéného boxu (naplnéného destilovanou
vodou) a temperované magnetické michaci
desky (Obr. 40). Teplota povrchu vzorku
ktze byla métfena kontaktnim teplomérem
v diftizni komirce bez aplikace testované
latky a vpribéhu experimentd se
pohybovala vrozmezi 32+1°C (WHO
2006, OECD 2004c). Aby nedochézelo
K artificialni hydrataci kize instalované

v difuznich komurkach, musela byt hladina

vody ve sklenéném boxu udrzovana pod

Zdroj: vlastni fotografie urovni ktize.
Pro validaci metodiky byl jako testovaci latka zvolen kofein (OECD 2004a).

Experimentalni podminky testu dermalni absorpce kofeinu jsme vzhledem ke stejné
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absorpéni membrané (kuze zadni plochy usniho boltce prasete) volili v souladu s praci
Duracher a kol. (Duracher 2009). Pro HPLC-UV stanoveni kofeinu (po pfimém nastiiku
receptorové tekutiny na kolonu) byly modifikovany chromatografické podminky popsané
v praci Rubio a kol. (Rubio 2011).

Pii testovani transdermalni absorpce PAU vychazely experimentélni koncentrace
polyaromat z hodnot vyskytujicich se realné pii 1é€bé psoriazy Goeckermanovu terapii.
Zakladem této terapie je kazdodenni aplikace dehtové pasty (ve FN Hradec Krélové je
bézné¢ pouzivana pasta se 3-5 % farmaceutického dehtu, ve svété jsou pouzivany téz
koncentrace n€kolikanasobné vyssi [napt. Petrozzi 1978]) s ndslednou expozici UV zaieni.
Abychom se vyhnuli problémtm s mezi stanovitelnosti, zvolili jsme pro nase experimenty
vys§i koncentrace PAU obsazené v 5% dehtové masti: antracen 0,7 mg/g rozpoustédla,
benz(a)antracen 0,45 mg/g, benzo[a]pyren 0,45 mg/g, fenantren 2,8 mg/g, fluoranten
1,4 mg/g, fluoren 0,95 mg/g, naftalen 5,4 mg/g a pyren 0,95 mg/g.

Pii hodnoceni vlivu koncentrace testované latky na absorpci byly v piipadé pyrenu
pouzity jesté i koncentrace desetinasobné a stonasobné (9,5 a 95 mg/g). Rozpoustédlem byl
aceton (v souladu s literaturou) nebo slune¢nicovy olej. Donorové roztoky byly
piipravovany pokazdé tésné pred jejich aplikaci.

V prubéhu testu byly v definovanych casovych intervalech odebirany vzorky
receptorové tekutiny k analyze. Odbér 1 ml vzorku z receptorové casti komurky byl
provadén plnicim raménkem pomoci polyethylenové Pasteurovy pipety. Kazdy
z odebranych podila byl pfenesen do 1,5 ml polypropylenové zkumavky Eppendorf
a uskladnén do doby analyzy pii teploté —20 °C. Odebrané mnozstvi receptorové tekutiny
bylo okamzité nahrazeno novou (Cistou) receptorovou tekutinou. Pred poslednim odb&érem
receptorové tekutiny (po 72 h) byl k ovéfeni funk¢nosti kiize znovu zméfen TEWL a TER
apo odbéru poslednich vzorkd receptorové tekutiny byl pokus ukoncen. Zbytky
receptorové tekutiny byly nafedény a vypustény do bézné kanalizaéni sité, pouzité kozni
vzorky byly likvidovany jako biologicky odpad. Sklo a silikonové krouzky byly omyty
béznym zpisobem (saponatovy roztok, oplach vodou z vodovodu a nasledné destilovanou
vodou) a poté ponofeny alespon na 24 h do metanolu k odstranéni sorbovanych

polyaromatt.
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5.7 Laboratorni analyzy

Ke stanoveni koncentraci sledovanych latek byla pouzita plynova chromatografie
s hmotnostni detekci (GC-MS) a vysokouéinna kapalinova chromatografie (HPLC).
Pouziti dvou metod bylo vynuceno ¢asové omezenou dostupnosti prvé instrumentalni
techniky. Obé metody spliovaly podminky GLP (Good Laboratory Practice) a jejich

vysledky lze povazovat za kompatibilni.

Analyza vzorku farmaceutického dehtu

K analyze zastoupeni jednotlivych PAU ve vzorku farmaceutického dehtu byla
pouzita metoda GC-MS (Hewlett Packard 5890/5971A, selective ion monitoring, SIM,
technique) s nasledujicimi parametry: kapilarni kolona 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum
(cross-linked 5% fenylmethylsilikon, HP-5); pritok nosného plynu (helium) 1,0 ml/min;
teplotni program kolony: 2,5 minuty 40 °C, potom nartst na teplotu 300 °C rychlosti 10 °C
za minutu a udrzeni teploty 300 °C po dobu 10 minut. Pfi analyze byl injekéné aplikovan
objem 1,0 pl (mode splitless); teplota nastiikové komurky 260 °C, teplota detektoru
280 °C.

Rozbor vzorku farmaceutického dehtu pouzivaného k piipravé dehtoveé masti (dehet
zakoupen v Lékarné FN HK) byl proveden v laboratoii Useku forenzni a klinické
toxikologie Ustavu klinické biochemie a diagnostiky (UKBD), Fakultni nemocnice

v Hradci Krélové. Vysledky rozboru vzorku shrnuje tabulka 8.

Tab. 8. Obsah jednotlivych PAU ve vzorku farmaceutického dehtu

PAU obsah (Y%onm)
Naftalen 10,8
Fenantren 5,6
Fluoranten 2,8
Pyren 1,9
Fluoren 1,9
Antracen 1,4
Acenaftylen 0,9
Benz[a]antracen 0,9
Benzo[a]pyren 0,9
Chrysen 0,6
Benzol[b]fluoranten + benzo[k]fluoranten 0,5
Dibenz[a,h]antracen <05
Indenol[1,2,3-cd]pyren 0,4
Acenaften 0,3
Benzo[g,h,i]perylen 0,3
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Stanoveni koncentrace pyrenu pomoci GC-MS

Koncentrace pyrenu Vv receptorové tekutiné (faze | experimentil) byly stanovovany
v akreditované laboratoti Useku forenzni a klinické toxikologie UKBD, FN Hradec
Kralové metodou GC-MS. Pied nastfikem byl pyren ze vzorku extrahovan dvoustupiiové
(2 x 5 ml) ethylacetdtem (PESTANAL, Fluka) a odstied’ovan pii 4 000 ot/min po dobu
5min. Extrakty byly spojeny a odpafeny ksuchu ve vakuové odparce a odparek
rekonstituovan v n-hexanu (iso-hexanes, PESTANAL, FLUKA) v poméru 190 ul hexanu +
100 pl derivaéni smési BSTFA+TMCSi (Sigma-Aldrich). Nésledovala inkubace pti 70 °C
po dobu 30 min a nastfik 1 pl derivatizované smési na kolonu. Pro kvantifikaci byla
pouzita metoda isotopového zfedéni znaCenym  (I.S.-d7) vnitinim standardem
(1-naphthol-2,3,4,5,6,7,7,8-d7, ISOTEC) o vysledné koncentraci 20 ng/ml (1 350 ul vzorku
+ 150 ul 1.S.-d7).

Stanoveni koncentraci polyaromati pomoci HPLC s fluorescené¢ni detekci

Koncentrace kofeinu (validace metodiky), naftalenu (faze Il experiment),
individualnich PAU a smési PAU (faze Il experimentt) v receptorové tekutiné byly
stanovovany pomoci HPLC metody s fluorescenéni detekci. Tato metoda byla na Ustavu
hygieny a preventivniho lékafstvi nové zavedena (a validovana) pro tucely testovani
dermélnich penetraci. Vzhledem ktomu, Ze se jedna o metodu zcela novou, byla
V nasledujici ¢asti prace popsana podrobné.

Separace analytd byly provadény na 125 x 3 mm Nucleoduru C18ec, 3 pm
(Macherey-Nagel). Zminéna analyticka kolona byla opatiena 3,2 x 4,0 mm ptedkolonou
(Phenomenex) atemperovana na 25 °C. Gradientova eluce byla provadéna pii pritoku
0,6 ml/min s vyuzitim smési 25 % acetonitrilu + 75 % vody jako mobilni faze A (MFA)
a acetonitrilu s pridavkem ledové kyseliny octove (100 : 0,2; v/v) jako mobilni faze B
(MFB).

Slozeni eluentu a nastaveni excitacni aemisni vlnové délky fluorescencniho
detektoru shrnuji casové tabulky 9 a 10. Pro stanoveni samotného naftalenu (vnitini
standard acenaften, ACP) v receptorové tekutiné byla uzita izokraticka eluce smési 61 %
acetonitrilu + 39 % vody. Excitac¢ni a emisni vlnova délka pro naftalen a acenaften byly

voleny tak, jak je uvedeno v casové tabulce.
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Tab. 9. Casovid tabulka pro stanoveni NAP, PHE, PYR, BaP (vnitini standard ACP)

T (min) MFA (%) MFB (%) | Excitace (nm) | Emise (nm) | Pro analyt
0,0 52 48 275 330 NAP
5,0 52 48 - - -
7,0 - - 290 340 ACP
9,7 - - 248 370 PHE
12,5 - - 270 390 PYR
19,5 - - 284 410 BaP
25,0 8 92 - - -
28,0 8 92 - - -
28,5 52 48 - - -
38,0 STOP

Tab. 10. Casovi tabulka pro stanoveni FLR, ANT, FLT, BaA (vnitini standard BaP)

T (min) MFA (%) MFB (%) | Excitace (nm) | Emise (nm) | Pro analyt
0,0 52 48 260 310 FLR
5,0 52 48 - - -
9,5 - - 248 400 ANT
12,0 - - 284 445 FLT
14,0 - - 284 390 BaA
19,5 - - 284 410 BaP
25,0 8 92 - - -
28,0 8 92 - - -
28,5 52 48 - - -
38,0 STOP

Legenda: mobilni faze A (MFA), mobilni faze B (MFB), naftalen (NAP), fenantren (PHE), pyren (PYR),
benzo[a]pyren (BaP), acenaften (ACP), fluoren (FLR),antracen (ANT), fluoranten (FLT), benz[a]antracen
(BaA).

K ptipravé kalibracnich standardi v receptorové tekutiné byly uzity zasobni
roztoky jednotlivych analyti v acetonitrilu v koncentraci 3,0 mmol/l (naftalen, fenantren),
resp. 1,5 mmol/l (pyren, benzo[a]pyren, fluoren, antracen, fluoranten, benz[a]antracen), pii
8 °C byly stalé minimalné po dobu tii mesict. Ze zéasobnich roztokd byly piipraveny
pracovni roztoky analytt v 50% acetonitrilu, tedy kalibra¢ni tada obsahujici naftalen,
fenantren, pyren a benzo[a]pyren a kalibra¢ni fada obsahujici fluoren, antracen, fluoranten
a benz[a]antracen. Koncentrace analytu v jednotlivych kalibratorech piipravenych v 50%
acetonitrilu byly vzdy 100x vys$S§i nez pozadované koncentratni urovné zvolené pro
receptorovou tekutinu.

Kalibra¢ni fady v receptorové tekutiné byly pfipraveny stondsobnym nafedénim
jednotlivych kalibratori ptipravenych v 50% acetonitrilu ¢istou receptorovou tekutinou.
Tak byly pftipraveny kalibracni fady 6,0-15-60-150-600-1500-3000 nmol/l (naftalen,
fenantren); 2,4-6,0-24-60-240-600-1200 nmol/l (pyren, benzo[a]pyren) a 4,8-12-30-

92



120-300-750-1500 nmol/l (fluoren, antracen, fluoranten, benz[a]antracen.). Ptipravené
kalibratory byly pied rozpipetovanim na aliquotni ¢asti a uloZzenim pii —20 °C uchovéavany
pies noc za nepiistupu svétla. Toto opatieni zlepSilo reprodukovatelnost dat.

Vzorky kontroly kvality byly pfipravovany z nezavisle pfipravenych zasobnich
roztokll analyti analogickym postupem jako kalibra¢ni standardy pro koncentra¢ni urovné
6-30-500-2500 nmol/l (naftalen, fenantren), 2,4-12-200-1000 nmol/l (pyren,
benzo[a]pyren), resp. 4,8-12-48-480-1200 nmol/l (fluoren, antracen, fluoranten,
benz[a]antracen). Pfi analyzach vzorka ze studii permeability byly do kazdé série vzorki
zafazeny i vzorky kontroly kvality (v duplikatu) spolu se vzorky ¢isté receptoroveé tekutiny.

Pied HPLC analyzou byly vzorky receptorové tekutiny zpracovavany dale
uvedenym postupem, ktery byl stejny pro vSechny typy analyzovanych vzorka
(kalibratory, kontroly, vzorky ze studie). Do 1,5 ml zkumavky Eppendorf s0,3 ml
deproteina¢niho ¢inidla obsahujiciho vnitini standard (IS) bylo ptidano 0,2 ml vzorku.
Obsah zkumavky byl protfepan na vortexu a po 30 min stani byl odstfedén (20 min,
12 000 ot/min). K analyze bylo odebirano 300 ul supernatantu, na HPLC kolonu nanasen
jeho 50ul podil.

Pro stanoveni naftalenu byl jako pracovni roztok vnitiniho standardu uzivan
acenaften v acetonitrilu (koncentrace 150 nmol/l), pro stanoveni naftalenu, fenantrenu,
pyrenu a benzo[a]pyrenu acenaften v acetonitrilu (koncentrace 300 nmol/l), pro stanoveni
fluorenu, antracenu, fluorantenu, benz[a]antracenu potom benzo[a]pyren v acetonitrilu
(koncentrace 90 nmol/l).

Ziskana data byla kvantifikovana metodou interni standardizace, z chromatogramu
byly odecitany plochy pikt analytd a interniho standardu. K prolozeni kalibra¢ni pfimky

experimentalnimi daty byla uzita vaZena regresni analyza.

5.8 Vyhodnocovani dat a statisticka analyza

Pomoci programu MS Excel 2010 byly koncentrace testovanych latek
V receptorové tekutiné (nmol/ml) pfepocteny na absorbovand mnozstvi adjustovand na
jednotku penetra¢ni plochy a vztazeny k jednotce ¢asu (Nielsen 2010).

Ze ziskanych dat byly vypocitany a graficky zobrazeny zé&kladni Kkinetické
charakteristiky dermalni absorpce sledovanych PAU - flux a lag time. Veli¢ina flux udava
miru absorpce a je definovana jako mnozstvi latky absorbované jednotkou plochy kize za

jednotku Casu v ustaleném stavu (viz Graf 2). Lag time byva definovan jako ¢as nutny
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k vytvofeni ustaleného stavu. K vypoctu vyse uvedenych charakteristik byl pouzit novy
pocitacovy model ,,Iteration tool*. Pro tyto ucely byl naprogramovan v prostiedi MS Excel
VBA apouzivda zjednoduseny absorpéni model vyuzivajici aproximaci pomoci
exponencialnich funkci (jeho publikace se zpracovavd). Pomoci tohoto programu byl
z hodnot absorpce v ¢ase (Priloha 1 — ¢ervené hvézdicky) pro kazdou jednotlivou diftizni
komurku vytvofen matematicky model kiivky odpovidajici této absorpci (Piiloha 1 —
modréa kiivka, zelené body odpovidaji jednotlivym modelovym bodim v daném case).
Program téz na kiivce vybral inflexni bod (tj. bod, kdy se konvexni cast kiivky zacina
meénit na konkavni) a ptfimka odpovidajici linearni ¢asti absorp¢ni kiivky (Ptiloha 1 — ¢erna
pfimka) je tecnou prochazejici timto bodem. Flux je potom dan smérnici této piimky a lag
time odpovida ¢asu, v némz piimka protnula osu x.

V dalsim kroku byly vypocitany zakladni statistické charakteristiky a bylo
provedeno statistické hodnoceni souborti dat. Pro zpracovani byl pouzit program NCSS
2007. V prvé casti experimentt srovnavajicich vliv riznych koncentraci pyrenu
a odlisného rozpoustédla (aceton, slunecnicovy olej) na absorpci jsme pouzili statisticky
test ANOVA (mnohocetné srovnavani skupin vzorkt). Ve druhé ¢asti experimentti jsme
zjistovali vliv typu aplikace PAU (samostatné nebo ve smési) na jejich absorpci. Pro
zjiSténi normality rozlozeni souborii dat byl pouzit D"Agostino Kurtosis Normality test,
k hodnoceni shody rozptylti F-test (Modified-Levene Equal-Variance test). Podle vysledki
byly nasledné pouzity parové Equal Variance t-test nebo Aspin-Welch Unequal-Variance
test. Pro veskera hodnoceni vsech statistickych testi byla zvolena hladina vyznamnosti
o =0,05.
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6. Metodika jednotlivych experimenti, vysledky

6.1 Transdermalni absorpce kofeinu (validace metodiky)

V ramci valida¢niho experimentu byl proveden test transdermalni absorpce kofeinu
dle metodiky popsané v praci Duracher a kol. (Duracher 2009). K hodnoceni bylo pouzito
dvanact difaznich komurek s kuzi od ¢tyf riznych darct. Receptorova ¢ast komirek byla
naplnéna 10 ml fyziologického roztoku a komurky byly umistény do vodni 1azn¢ udrzujici
na povrchu kiize teplotu 32+1 °C. Receptorova tekutina byla kontinualné michana
magnetickym michadlem (rychlost cca 300 rpm). Po 1 h ekvilibraci a ovéfeni TEWL
aTER bylo do osmi komirek (po dvou kusech od jednoho darce) aplikovano na
donorovou c¢ast epidermis 44 pul Cerstvé pripraveného vodného roztoku kofeinu
(koncentrace 20 g/l), zbyvajici ¢tyii komurky (po jednom kusu od darce) byly ponechéany
bez aplikace testované latky (kontrolni komurky). Na vSechny komurky byla pouzita
okluze (Parafilm). Pokus probihal za béznych laboratornich podminek (teplota, vihkost).

Odbéry 1 ml receptorové tekutiny byly provedeny v intervalech 1, 2, 4, 6, 8, 10, 20,
22 a 24 h, odebrana tekutina byla vzdy nahrazovana novou. Podily receptorové tekutiny
ur¢ené k analyze byly uchovavany pti —20 °C. Jejich analyzou (HPLC) byly ziskany
Casové zavislosti koncentrace kofeinu v testovacich komirkach. V receptorové tekutiné

kontrolnich komirek nebyl kofein nalezen.

Tab. 11. Kinetika a parametry transdermalni absorpce kofeinu

Kumulativni absorpce (ug/cm2) v jednotlivych éasovych intervalech (h) Flux Lag time
Vzorek&| 1 2 a 6 8 10 20 22 24 |(ug/em’/h)|  (h)
1 254 | 1356 | 42,00 | 6510 | 77,46 | 91,41 | 170,33 | 165,66 | 172,33 11,03 0,58
2 0,71 486 | 2756 | 46,65 | 6434 | 82,26 | 123,02 | 131,81 | 137,65 10,08 1,44
3 0,45 2,21 867 | 16,67 | 2484 | 3371 | 71,40 | 81,22 | 83,20 4,44 2,39
a 0,40 2,38 | 11,70 | 22,16 | 33,20 | 41,74 | 72,32 | 7436 | 78,76 5,35 1,89
5 4,66 821 | 22,00 | 3461 | 4874 | s96 | 9892 | 104,61 | 107,40 6,30 0,79
6 0,68 423 | 2356 | 3941 | 57,73 | 70551 | 103,52 | 108,30 | 110,82 0,13 1,61
7 0,08 0,27 2,12 5,22 876 | 13,48 | 36,00 | 39,00 | 4265 2,39 4,39
8 0,21 1,22 6,82 | 16,02 | 27,38 | 37,71 | 7883 | 81,23 | 86,97 5,59 3,19
AP 1,22 462 | 1805 | 30,73 | 42,81 | 53,80 | 9429 | 9829 | 102,48 6,35 2,03
VSO 1,59 438 [ 13,19 [ 1951 [ 23,10 [ 26,65 [ 2028 [ 3868 [ 39,57 2,00 1,27
MED 0,57 331 | 16,85 | 2839 | 4097 | 50,67 | 88,88 [ 92,02 [ 97,19 6,20 1,75
MIN 0,08 0,27 2,12 5,22 8,76 | 13,48 | 36,00 | 39,00 | 42,65 2,39 0,58
MAX 254 | 1356 | 42,00 | 6510 | 77,46 | 91,41 | 170,33 | 165,66 | 172,33 11,03 4,39

v

hodnota; MAX — nejvyssi hodnota
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Koncentrace naméiené V testovacich komutrkach (mg/l) byly pfepocteny na hodnoty
absorpce (ug/cm’ z divodu porovnani se vzorovou praci nebyly v tomto piipads
pfepodteny na hodnoty v mol/cm?) v danych &asovych intervalech, hodnoty fluxu a lag
time byly stanoveny pomoci matematického modelu (viz. kap. 5.8). Aritmeticky pramér
(+VSO) veli¢iny flux mé&l hodnotu 6,85+2,99 pg/cm?/h, aritmeticky pramér veli¢iny lag
time (£VSO) hodnotu 2,03+1,27 h (Tab. 11). Kinetiku absorpce zachycuje Graf 3.

Graf 3. Kinetika transdermalni absorpce kofeinu
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Legenda: Jednotlivé kiivky zndzormuji pribéh transdermalni absorpce na jednotlivych vzorcich kize.

6.2 Transdermalni absorpce PAU

Testovani transdermalni absorpce PAU bylo rozdéleno do tii ¢asti.

V prvé (avodni) fazi byl testovan pyren, jako standardni reprezentant skupiny PAU.
Byly stanoveny zékladni parametry jeho absorpce (flux a lag time) a bylo studovano jejich
ovlivnéni charakterem rozpoustédla a koncentraci pyrenu. Ve druhé fazi byl sledovéan vliv
rozpoustédla na parametry absorpce naftalenu a ve tteti fazi bylo u osmi vybranych PAU

hodnoceno ovlivnéni absorpénich parametrii zptisobem aplikace latky (samostatné nebo ve

smesi).

6.2.1 Faze |. Transdermalni absorpce pyrenu: vliv typu rozpoustédla a koncentrace
na parametry absorpce

Vysledky experimenti hodnoticich vliv typu rozpoustédla byly publikovany
Vv Casopise Hygiena (Kotingova L: Vliv rozpoustédla na dermalni absorpci pyrenu in vitro,

Hygiena 2012, 57 (2) 50-55). Clanek je pfilozen k disertaéni praci jako P¥iloha 2.
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Vysledky testovani vlivu pouzité koncentrace byly publikovany v ¢asopise
Pracovni 1ékarstvi (Kotingova L: Vliv koncentrace na transdermalni absorpci pyrenu in
vitro. Pracov Lék 2012, 64 (1) 18-22). Clanek je ptilozen k disertaéni praci jako Ptiloha 3.

Komentaf k danym ¢lankam je uveden v diskusi.

6.2.2 Faze Il. Transdermalni absorpce naftalenu: vliv rozpoustédla na parametry
absorpce

Pti testovani vlivu rozpoustédla na parametry absorpce naftalenu bylo pouzito
20 diftznich komurek s kiizemi od ¢tyt riiznych darcd. Z tohoto poctu bylo 16 komurek
testovacich a Ctyfi komirky kontrolni.

Receptorova ¢ast difiznich komurek byla naplnéna 10 ml receptorové tekutiny
tvofené Hanksovym roztokem se 4 % bovinniho sérového albuminu a gentamicinem
0 koncentraci 50 mg/l. Komirky byly umistény ve vodni lazni udrzujici na povrchu kize
teplotu 3211 °C, receptorova tekutina byla kontinualné michana magnetickym michadlem
(rychlost cca 300 rpm).

Po hodinové temperaci a ovéfeni TEWL a TER bylo na donorovou ¢ést epidermis
v osmi komiirkdch (po dvou vzorcich kiize od kazdého darce) aplikovano 50 pl Cerstve
pfipraveného roztoku naftalenu v acetonu (koncentrace 5,4 mg/g). V dalSich osmi
komirkach bylo aplikovano 50 pl roztoku naftalenu ve slunecnicovém oleji (koncentrace
5,4 mg/g). Povrch epidermis v kontrolnich komurkach ztstal bez aplikace donorového
roztoku. Komirky byly ponechany bez okluze. Experimenty probihaly za béznych
laboratornich podminek.

Receptorova tekutina byla odebirana v intervalech 1, 2, 4, 6, 8, 10, 20, 22 a 24 h
a odebrané mnozstvi bylo vzdy nahrazeno Ccistou receptorovou tekutinou. Odebrana
tekutina byla ihned zamraZena pii —20 °C a vSechny vzorky byly nasledné analyzovany
pomoci HPLC. Ve dvou ptipadech absorpce naftalenu z acetonového roztoku se projevil
skryty defekt kiize, tyto vysledky byly vyznamné vyssi, a proto byly z dal§iho hodnoceni
vyfazeny. Koncentrace naméfené v testovacich komirkach (nmol/l) byly pfepocteny na
hodnoty absorpce (nmol/cm?) v danych ¢asovych intervalech. Hodnoty flux a lag time byly
stanoveny pomoci matematického modelu. Kinetiku absorpce zachycuji grafy 4 a 5.

Kinetiku a parametry transdermalni absorpci naftalenu ukazuji tabulky 12 a 13.
Primérna hodnota veli€iny flux pifi absorpci naftalenu z acetonového roztoku

0,46820,152 nmol/cm?/h (aritmeticky primér+VSO) byla zhruba dvojnasobné vyssi nez
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Graf 4. Kinetika transdermalni absorpce naftalenu

v acetonu

Graf 5. Kinetika transdermalni absorpce naftalenu

ve slunecnicovém oleji
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Legenda: Jednotlivé kiivky znazoriuji priubéh transdermalni absorpce na jednotlivych vzorcich kuze.

primérnd hodnota veli¢iny flux pfi

absorpci

naftalenu z olejového roztoku

(0,212+0,155 nmol/cm?/h; aritmeticky pram&r+VSO). Naopak primérna hodnota veli¢iny

lag time pifi absorpci naftalenu z acetonového roztoku 0,75+0,33 h (aritmeticky

primér+VSO) byla témér tiikrat nizsi nez primérnd hodnota veliciny lag time pii absorpci

naftalenu z olejového roztoku (2,07+£1,50 h). Statisticky vyznamny rozdil byl nalezen

pouze u veli¢iny flux (p = 0,010). V ptipad¢ veliciny lag time byla hodnota statistické

vyznamnosti p = 0,059.

Tab. 12. Kinetika a parametry transdermalni absorpce naftalenu v acetonu

Kumulativni absorpce (nmol/cm2) v jednotlivych €asovych intervalech (h) Flux Lag time
Komirka & 1 2 4 6 8 10 20 22 24 |(nmolfem’/h)|  (h)
1 0,226 | 0,606 | 1,794 | 2,816 | 3,423 | 3,969 | 5,506 | 5,482 5,253 0,534 0,73
2 0,096 | 0,224 | 0,794 | 1,277 | 1,812 | 2,112 | 3,166 | 3,450 3,493 0,257 0,99
3 0,508 | 1,215 | 2,664 | 3,315 | 4,080 | 4,615 | 5,582 | 5,661 5,768 0,683 0,15
4 0,209 | 0,529 | 1,507 | 2,272 | 3,010 | 3,505 | 4,985 | 5,182 5,272 0,435 0,66
5 0,208 | 0,588 | 1,718 | 2,627 | 3,540 | 4,032 | 5,202 | 5,279 5,325 0,545 0,91
6 0,122 | 0,329 | 1,071 | 1,682 | 2,340 | 2,751 | 3,971 | 3,856 4,051 0,354 1,07
AP 0,228 | 0,582 | 1,591 | 2,332 | 3,034 | 3,497 | 4,735 | 4,818 4,860 0,468 0,75
VSO 0,147 | 0,345 | 0,651 | 0,752 | 0,834 | 0,920 | 0,963 | 0,927 0,882 0,152 0,33
MED 0,209 | 0,559 | 1,613 | 2,450 | 3,217 | 3,737 | 5,094 | 5,231 | 5,263 0,484 0,82
MIN 0,096 | 0,224 | 0,794 | 1,277 | 1,812 | 2,112 | 3,166 | 3450 3,496 0,257 0,15
MAX 0,508 | 1,215 | 2,664 | 3,315 | 4,080 | 4,615 | 5,582 | 5,661 5,768 0,683 1,07

v v

Legenda: AP - aritmeticky pramér; VSO - vybérova smérodatna odchylka; MED - median; MIN - nejniz$i
hodnota; MAX — nejvyssi hodnota
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Tab. 13. Kinetika a parametry transdermalni absorpce naftalenu ve sluneénicovém oleji

Kumulativni absorpce (nmol/cm?) v Easovém intervalu (h) Flux Lag time

Komirka &. 1 2 4 6 8 10 20 22 24 | (nmolfem’/h) (h)

1 0,108 | 0231 | 0,692 | 1,172 | 1,646 | 2,058 | 2,767 | 3,082 | 3,207 0,245 1,10

2 0061 | 0124 | 0,48 | 0,824 | 1,279 | 1561 | 2,802 | 2,969 | 2,784 0,207 1,91

3 0041 | 0,035 | 0,059 | 0075 | 0,097 | 0151 | 0419 | 0460 | 0,477 0,032 5,13

4 0,046 | 0,041 | 0,065 | 0072 | 0,103 | 0122 | 0331 | 0373 | 0,396 0,020 3,38

5 0,117 | 0272 | 1,013 | 1,665 | 2218 | 2,814 | 4007 | 4165 | 4,159 0,350 1,23

6 0051 | 0072 | 0,282 | 0546 | 0,856 | 1,098 | 2,003 | 2,169 | 2,255 0,138 1,98

7 0386 | 0,582 | 1,893 | 2,534 | 3,468 | 4,021 | 6202 | 6,506 | 6,355 0,484 0,46

8 0,076 | 0,176 | 0,602 | 0996 | 1,493 | 1,740 | 2,989 | 2,895 | 3,051 0,221 1,37

AP 0111 | 0192 | 0,636 | 0,986 | 1,395 | 1,696 | 2,690 | 2,827 | 2,836 0,212 2,07
VS0 0,115 | 0,180 | 0,602 | 0,826 | 1,115 | 1,311 | 1,904 | 1,981 | 1,934 0,155 1,50
MED 0069 | 0,150 | 0542 | 0910 | 1,386 | 1,651 | 2,785 | 2,932 | 2,018 0,214 1,64
MIN 0041 | 0,035 | 0,05 | 0072 | 0,097 | 0122 | 0331 | 0373 | 0,396 0,020 0,46
MAX 0386 | 0582 | 1,803 | 25534 | 3468 | 4021 | 6202 | 6506 | 6,355 0,484 5,12

Legenda: AP - aritmeticky primér; VSO - vybérova smérodatna odchylka; MED - medidn; MIN - nejnizsi
hodnota; MAX — nejvyssi hodnota

6.2.3 Faze Ill. Transdermalni absorpce vybranych PAU: vliv zpisobu podani
testované latky (samostatné nebo ve smési) na parametry absorpce

S ohledem na kapacitu zafizeni mohly byt v jednom experimentu testovany
maximalné¢ Ctyti latky (PAU). Ty byly aplikovany ve stejnych koncentracich individuélné
a ve smesich. Testovani probéhlo ve dvou sadach. V prvni sad¢ byl naftalen, fenantren,
pyren a benzo[a]pyren. Ve druhé sad¢ pak fluoren, fluoranten, antracen a benz[a]antracen.
Latky byly vybirany podle jejich toxikologické vyznamnosti a podle miry zastoupeni

v realnych smésich PAU. Souhrn vSech vysledkd je v tabulce v ptiloze 4.

6.2.3.1 Transdermalni absorpce naftalenu, fenantrenu, pyrenu a benzo[a]pyrenu

V experimentu bylo pouzito 33 difuznich komurek s ktizemi od tii riznych darct.
Receptorova ¢ast difuznich komirek byla naplnéna 10 ml receptorové tekutiny tvofené
Hanksovym roztokem se 4 % bovinniho sérového albuminu a gentamicinem o koncentraci
50 mg/l. Komirky byly umistény ve vodni lazni udrZzujici na povrchu kiiZze teplotu
32+1 °C, receptorova tekutina byla kontinudlné¢ michana magnetickym michadlem
(rychlost cca 300 rpm).

Po hodinové temperaci a ovéieni TEWL a TER bylo na donorovou ¢ast epidermis
Vv Sesti komurkach (vzdy po dvou vzorcich kliize od tfi riznych dérct) aplikovano 100 pl
cerstvé piipraven¢ho acetonového roztoku fenantrenu (koncentrace 2,8 mg/g). Do dalSich
,baterii po Sesti komtirkach bylo aplikovano 100 pl acetonového roztoku naftalenu

(koncentrace 5,4 mg/g), 100 pl acetonového roztoku pyrenu (koncentrace 0,95 mg/g)

a 100 ul acetonového roztoku benzo[a]pyrenu (koncentrace 0,45 mg/g). Do posledni
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Sestice testovacich komurek bylo aplikovano 100 pl acetonového roztoku smési PAU,
ktera obsahovala fenantren, naftalen, pyren a benzo[a]pyren ve stejnych koncentracich jako
pifi samostatném podani. Do poslednich tfi komirek (po jednom kusu od darce), které
slouzily jako kontrolni, byl aplikovan pouze samotny aceton. Vsechny komiurky byly
ponechany bez okluze. Experimenty probihaly za béznych laboratornich podminek.

Vlastnimu experimentu pfedchazel pilotni pokus, v némz byla receptorova tekutina
odebirana v intervalech 12, 24, 48 a 72 h. Na zakladé¢ téchto vysledku byly stanoveny nové
doby odbéra, které umoznily 1épe zachytit absorpci jednotlivych polyaromatd  (tyto
vysledky nejsou prezentovany).

V ramci hlavniho experimentu byla potom receptorova tekutina u naftalenu
odebirana v intervalech %, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 20, 24, 48, 72 h; u fenantrenu v intervalech 8,
12, 20, 24, 28, 44, 52, 68, 72 a 76 h a u pyrenu a benzo[a]pyrenu Vv intervalech 12, 20, 24,
28, 44, 52, 68, 72, 76 h. V piipadé¢ smési PAU byly odbéry v intervalech %%, 1, 2, 4, 6, 8,
12, 20, 24, 28, 44, 52, 68, 72, 76 h.

Odebrané mnozstvi bylo vzdy nahrazeno ¢istou receptorovou tekutinou. Odebrané
vzorky byly ihned zamraZzeny pii —20 °C anasledné¢ analyzovany pomoci HPLC.
Koncentrace namétfené v testovacich komurkach byly pfepoc¢teny na hodnoty absorpce
v danych ¢asovych intervalech podle vySe popsané metodiky. Hodnoty flux a lag time byly
stanoveny pomoci matematického modelu.

Kinetiku transdermalni absorpce naftalenu pii samostatné aplikaci a pfi aplikaci
smési PAU zachycuji grafy 6 a 7. Parametry transdermalni absorpce pii samostatné

aplikaci a pii aplikaci smési PAU shrnuji tabulky 14 a 15.

Graf 6. Kinetika transdermalni absorpce naftalenu Graf 7. Kinetika transdermalni absorpce naftalenu

ve s . . ve . . v .
D¥i samostatné aplikaci pii aplikaci smési PAU
Absorpce naftalenu pfi samostatném podani Absorpce naftalenu ze smési
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Legenda: Jednotlivé kiivky znazorfuji prubéh transdermalni absorpce na jednotlivych vzorcich kuze.

100



Tab. 14. Kinetika a parametry transdermdlni absorpce naftalenu piti samostatné aplikaci

Kumulativni absorpce l:nmol;"l:mz] v jednotlivych éasovych intervalech (h) Flux Lag time
Vzorek &. 0,5 1 2 4 6 8 12 20 24 48 72 |inmol/em?/h) (h)
1 0,045 0,061 0,247 1,068 2,233 3,115 5,347 8,650 10,213 | 14,744 | 16,594 0,506 1,75
2 0,034 0,077 0,090 0,245 0,454 0,981 1,138 1,896 2,302 3,952 4,799 0,106 0,95
3 0,073 0,115 0,611 1,998 3,456 4,509 6,353 8,806 9,681 | 12,583 | 13,689 0,572 0,26
4 0,051 0,734 3,010 6,947 9,362 11,207 | 13,638 | 15,350 | 15,960 | 17,189 | 17,047 1,769 0,25
5 0 0,023 0,177 0,703 1,438 2,031 3,184 5,377 6,247 9,994 | 11,460 0,302 1,53
6 0 0,079 0,567 1,990 3,420 4,432 6,140 8,047 8,654 10,097 | 10,958 0,582 0,43
AP 0,034 0,181 0,784 2,159 3,394 4,379 5,967 8,021 8,843 | 11,426 | 12,425 0,639 0,86
VsO 0,029 0,272 1,111 2,448 3,145 3,614 4,254 4,455 4,534 4,588 4,507 0,583 0,65
MED 0,040 0,078 1,529 1,529 2,827 3,773 5,743 8,349 9,168 11,340 | 12,575 0,540 0,69
MIN 0 0,023 0,090 0,245 0,454 0,981 1,138 1,189 2,302 3,952 4,799 0,106 0,25
MAX 0,073 0,734 3,010 6,947 9,362 11,207 | 13,638 | 15,350 | 15,960 | 17,189 | 17,047 1,769 1,75

Legenda: AP - aritmeticky pramér; VSO - vybérova smérodatna odchylka; MED - medidn; MIN - nejnizsi
hodnota; MAX — nejvyssi hodnota

Tab. 15. Kinetika a parametry transdermdlni absorpce naftalenu p¥i aplikaci smési PAU

Kumulativni absorpce (nmol cmz] v jednotlivych éasovych intervalech (h) Flux Lag time
Vzorek &. 0,5 1 2 4 6 8 12 20 24 28 44 52 68 72 76 [nmulfl:mz/h] (h)
1 0,127 | 0,156 | 0,599 | 1,807 | 2,999 | 3,804 | 4,889 | 5,861 | 5,998 | 6,211 | 6,515 | 6,621 | 6,682 | 6,683 | 6,671 0,537 0,54
2 0,046 | 0,086 | 0,202 | 0,798 | 1,676 | 2,413 | 3,854 | 6,130 | 6,905 | 7,538 | 9,542 [10,085|10,965|11,154|11,234 0,342 1,05
3 0,239 | 0,245 (0,646 | 2,319 | 4,526 | 6,209 | 9,421 |14,967|16,262|17,289|21,922|23,568|24,698|24,849|24,640| 0,842 0,79
4 0,041 0,193 | 1,154 | 3,395 | 5,738 | 7,234 | 9,605 [12,677/13,349|14,272|15,831|16,250| 16,614 (16,629 |16,744] 0,939 0,20
5 0,081 | 0,212 (0,596 | 1,518 | 2,434 | 2,992 | 4,077 | 5,223 | 5,427 | 5,629 | 6,097 | 6,210 | 6,245 | 6,293 | 6,436 0,416 0,24
6 0,046 | 0,056 | 0,087 | 0,197 | 0,349 | 0,455 (0,929 | 1,777 | 2,135 | 2,503 | 3,836 | 4,230 | 5,002 | 5,160 | 5,394 0,103 3,05
AP 0,097 | 0,158 | 0,547 [ 1,672 | 2,954 | 3,851 | 5,463 | 7,773 | 8,346 | 8,907 |10,624(11,161|11,701(11,795(|11,853 0,530 0,98
VS0 0,077 | 0,074 (0,378 (1,129 |1,945 | 2,504 | 3,412 | 4,992 | 5,336 | 5,656 | 6,919 | 7,405 | 7,661 | 7,676 | 7,559 0,315 1,06
MED 0,064 | 0,175 (0,598 [ 1,518 | 2,716 | 3,398 | 4,483 | 5,995 | 6,451 | 6,875 | 8,029 | 8,353 | 8,824 | 8,918 | 8,952 0,476 0,66
MIN 0,041 | 0,056 | 0,087 | 0,197 | 0,349 | 0,455 (0,929 | 1,777 | 2,135 | 2,503 | 3,836 | 4,230 | 5,002 | 5,160 | 5,394 0,103 0,24
MAX 0,239 | 0,245 | 1,154 | 3,395 | 5,738 | 7,234 | 9,605 | 14,97 | 16,26 | 17,29 | 21,92 [23,570|24,700|24,850| 24,640 0,939 3,05

Legenda: AP - aritmeticky priimér; VSO - vybérova smérodatnd odchylka; MED - median; MIN - nejnizsi
hodnota; MAX — nejvyssi hodnota

Jak vyplyva z tabulek, v ptipadé samostatné aplikace naftalenu byla primérna
hodnota veliginy flux 0,639+0,583 nmol/cm®h (aritmeticky pramér+VSO). Pii aplikaci
smési PAU byla hodnota flux naftalenu 0,530+0,315 nmol/cm?/h. Rozdil v hodnotéach flux
nebyl statisticky vyznamny (p = 0,694). V piipadé samostatné aplikace naftalenu byla
primérnd hodnota veli¢iny lag time 0,86+0,65 h (aritmeticky prumér+VSO). Pfi aplikaci
smési PAU byla hodnota lag time naftalenu 0,98+1,06 h. Rozdil v hodnotach lag time
nebyl statisticky vyznamny (p = 0,824).

Kinetiku transdermalni absorpce fenantrenu pii samostatné aplikaci a pii aplikaci
smési PAU zachycuji grafy 8 a 9. Parametry transdermélni absorpce pii samostatné
aplikaci a pii aplikaci smési PAU shrnuji tabulky 16 a 17.

Jak vyplyva z tabulek, v pfipadé samostatné aplikace fenantrenu byla primérna
hodnota veli¢iny flux 0,298+0,209 nmol/cm¥h (aritmeticky primé&r+VSO). Pfi aplikaci
smési PAU byla hodnota flux fenantrenu 0,149+0,104 nmol/cm?/h. Rozdil v hodnotach
flux nebyl statisticky vyznamny (p =0,147). V ptipadé¢ samostatné aplikace fenantrenu
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Legenda: Jednotlivé kiivky znazoruji prubéh transdermalni absorpce na jednotlivych vzorcich kize.

absorpce

byla primérnd hodnota veli¢iny lag time 14,87+5,49 h (aritmeticky primér+VSO). Pfi

aplikaci smési PAU byla hodnota lag time fenantrenu 16,88+6,06 h. Rozdil v hodnotach

lag time nebyl statisticky vyznamny (p = 0,560).

Tab. 16. Kinetika a parametry transdermadlni absorpce fenantrenu pii samostatné aplikaci

Kumulativni absorpce [nmul;"cmz] v jednotlivych éasovych intervalech (h) Flux Lag time
Vzorek é. 8 12 20 24 28 44 52 68 72 76 |(nmolfem?/h)| (k)
1 0,090 0,382 1,747 2,844 3,801 8,794 | 10,118 | 14,229 | 14,406 | 15,194 0,295 15,14
2 0,723 1,920 5,517 7,647 9,921 18,213 | 23,164 | 28,249 | 29,835 | 31,322 0,570 10,75
3 o ] 0,096 0,145 0,238 0,677 0,893 0,972 1,768 2,048 0,029 20,43
4 0,514 | 1,464 | 4,340 | 5,867 | 7,501 | 12,476 | 14,643 | 17,665 | 17,120 | 18,536 0,385 8,89
5 0 0,040 0,258 0,419 0,628 1,797 2,444 3,688 3,977 4,253 0,083 22,37
6 0,333 1,067 3,741 5,356 7,169 13,229 | 16,120 | 20,032 | 20,857 | 20,938 0,428 11,67
AP 0,277 0,812 2,617 3,713 4,876 9,198 11,230 | 14,139 | 14,661 | 15,382 0,298 14,87
VSO 0,209 [ 0,795 [ 2,250 [ 3,071 [ 3,958 [ 6,867 [ 8,524 [ 10,284 [ 10,537 [ 10,923 0,209 5,49
MED 0,212 0,725 2,744 4,100 5,485 10,635 | 12,381 | 15,947 | 15,763 | 16,865 0,340 13,38
MIN 0 0 0,096 0,145 0,238 0,677 0,893 0,972 1,768 2,048 0,029 8,89
MAX 0,723 1,920 5,517 7,647 9,921 18,213 | 23,164 | 28,249 | 29,835 | 31,322 0,570 22,37
Legenda: AP - aritmeticky pramér; VSO - vybérova smérodatna odchylka; MED - medidn; MIN - nejnizsi

hodnota; MAX — nejvyssi hodnota

Tab. 17. Kinetika a parametry transdermalni absorpce fenantrenu p#i aplikaci smési PAU

Kumulativni absorpce (nmal/:mz) v jednotlivych Zasovych intervalech (h) Flux Lag time
Vzorek &. 4 6 8 12 20 24 28 a4 68 72 76 (nmol/em’/h) (h)
1 0 0061 | 0175 | 0636 | 2,269 | 3,060 | 4034 | 7,732 | 9206 | 11,507 | 11,903 | 12,182 0,245 11,50
2 0 0,010 0,016 0,079 0,337 0,505 0,663 1,844 2,463 3,786 4,142 4,386 0,083 22,19
3 0 0 0,020 0,099 0,532 0,808 1,129 2,910 3,972 5,613 6,016 5,989 0,122 19,23
4 0 0,076 0,176 0,632 2,337 3,196 4,220 9,059 11,149 15,064 15,742 16,733 0,297 13,79
5 0 0,046 | 0,117 | 0414 | 1,384 | 1,861 | 2,319 | 4,308 | 5004 | 6220 | 6545 | 6,09 0,128 9,83
6 0 0 0 0 0,061 | 0,083 | 0,132 | 0359 | 0467 | 0740 | 0810 | 0,895 0,017 24,75
AP 0 0,032 | 0,084 | 0310 | 1,153 | 1,586 | 2,083 | 4,369 | 5377 | 7,155 | 7,527 | 7,849 0,149 16,88
VSO 0 0,033 | 0,082 | 0,288 | 0,995 | 1,332 | 1,741 | 3,403 | 4067 | 5239 | 5412 | 5699 0,104 6,06
MED 0 0,028 | 0,069 | 0,256 | 0,958 | 1,334 | 1,724 | 3,609 | 4,488 | 5916 | 6281 | 6,449 0,125 16,51
MIN 0 0 0 0 0,061 | 0083 | 0132 | 0359 | 0467 | 0740 | 0810 | 0895 0,017 9,83
MAX 0 0,076 | 0,176 | 0636 | 2,337 | 3,196 | 4,220 | 9,050 | 11,149 | 15064 | 15742 | 16,733 0,297 24,75

Legenda: AP - aritmeticky primér; VSO - vybérova smérodatna odchylka; MED - median; MIN - nejnizsi

hodnota; MAX — nejvyssi hodnota
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Kinetiku transdermdlni absorpce pyrenu pii samostatné aplikaci a pfi aplikaci
smési PAU zachycuji grafy 10 a 11. Parametry transdermalni absorpce pii samostatné

aplikaci a pii aplikaci smési PAU shrnuji tabulky 18 a 19.

Graf 10. Kinetika transdermalni absorpce pyrenu Graf 11. Kinetika transdermalni absorpce pyrenu

PFi samostatné aplikaci PFi aplikaci smési PAU
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Legenda: Jednotlivé kiivky znazorfuji prubéh transdermalni absorpce na jednotlivych vzorcich kize.

Jak vyplyva ztabulek, v piipad¢ samostatné aplikace pyrenu byla primérna
hodnota veli¢iny flux 0,137+0,091 nmol/cm?h (aritmeticky pramér+VSO). P¥i aplikaci
sm&si PAU byla hodnota flux pyrenu 0,034+0,027 nmol/cm?h. Rozdil v hodnotach flux
byl statisticky vyznamny (p = 0,038). V ptipadé samostatné aplikace pyrenu byla primérna
hodnota veli¢iny lag time pyrenu 30,78+7,15 h (aritmeticky primér+VSO). Pii aplikaci
smé&si PAU byla hodnota lag time pyrenu 33,11+4,05 h. Rozdil nebyl statisticky vyznamny
(p = 0,506).

Tab. 18. Kinetika a parametry transdermalni absorpce pyrenu p¥i samostatné aplikaci

Kumulativni absorpce (nmol/em?) v jednotlivych &asovych intervalech (h) Flux Lag time
Vzorek &. 12 20 24 28 44 52 68 72 76  |(nmol/em’/h)| (k)
1 0 0,051 | 0,090 | 0,144 | 0,541 | 0,812 | 1,473 | 1,673 1,852 0,046 36,11
2 0,124 | 0,538 | 0,822 | 1,112 | 3,040 | 4,089 | 6,711 | 7,515 7,980 0,168 27,89
3 0,130 | 0,668 | 1,028 | 1,552 | 4,232 | 5,602 | 8,815 | 9,532 | 10,402 0,199 23,52
4 0,277 | 1,169 | 1,825 | 2,474 | 6,244 | 8,110 | 12,573 | 13,272 | 14,888 0,273 22,10
5 0 0,045 | 0,101 | 0,272 | 0,798 | 1,276 | 2,433 | 2,710 3,089 0,080 37,48
6 0 0,040 | 0,083 | 0,142 | 0,624 | 0,915 | 1,789 | 1,985 2,241 0,058 37,57
AP 0,089 | 0,418 | 0,658 | 0,933 | 2,580 | 3,467 | 5,632 | 6,115 6,742 0,137 30,78
VS0 0,111 | 0460 | 0,706 | 0,961 | 2,346 | 2,995 | 4,512 | 4,759 5,269 0,091 7,15
MED 0,062 | 0,294 | 0,461 | 0,642 | 1,919 | 2,682 | 4,572 | 5,113 5,534 0,124 32,00
MIN 0 0,040 | 0,083 | 0,142 | 0,541 | 0,812 | 1,473 | 1,673 1,852 0,046 22,10
MAX 0,277 | 1,169 | 1,825 | 2,474 | 6,244 | 8,110 | 12,573 | 13,272 | 14,888 0,273 37,57

v v

hodnota; MAX — nejvyssi hodnota

103



Tab. 19. Kinetika a parametry transdermdlni absorpce pyrenu p¥i aplikaci smési PAU

Kumulativni absorpce [nmnl;"cmz] v jednotlivych ¢asovych intervalech (h) Flux Lag time
Vzorek &. 8 12 20 24 28 a4 52 68 72 76 [nmulfcmz;’h] {(h)
1 0 0,010 | 0,103 0,175 0,290 | 0,990 | 1,424 2,388 2,629 2,857 0,061 28,48
2 0o 0 0,010 0,016 0,023 0,107 0,179 0,350 0,400 0,447 0,013 40,22
3 0 0 0,015 0,027 0,040 | 0,197 | 0,314 0,590 | 0,679 0,726 0,018 34,74
4 0o 0,010 0,108 0,181 0,276 0,974 1,396 2,398 2,656 2,959 0,066 31,40
5 0 0,005 0,072 0,120 0,194 | 0,696 1,003 1,671 1,874 2,102 0,046 32,80
6 0o 0 0 0 0,0102 0,032 0,045 0,085 0,099 0,118 0,002 33,11
AP o 0,004 0,051 0,087 0,139 0,499 0,727 1,247 1,390 1,535 0,034 32,10
VSO 0 0,005 | 0,049 | 0,082 | 0,130 | 0,440 | 0,624 [ 1,038 | 1,143 | 1,260 0,027 4,05
MED o 0,003 0,044 0,074 0,117 0,446 0,658 1,131 1,277 1,414 0,032 32,10
MIN 0 0 0 0 0,010 | 0,032 0,045 0,085 0,099 0,118 0,002 28,48
MAX 0o 0,010 0,108 0,018 0,290 0,980 1,424 2,398 2,656 2,959 0,066 40,22

hodnota; MAX — nejvyssi hodnota

v

Absorpce benzo[a]pyrenu probihala nejpomaleji a dosahovala nejnizSich hodnot.

V piipad¢ aplikace benzo[a]pyrenu ve smési byla jeho absorpce zanedbatelna

a stanovitelné hodnoty byly nalezeny pouze u dvou vzorkd v poslednim ¢asovém intervalu

odbéru (po 76 h). Kinetiku transdermélni absorpce benzo[a]pyrenu pti samostatné aplikaci

zachycuje graf 12. Parametry transdermalni absorpce pii samostatné aplikaci a pfi aplikaci

smési PAU shrnuji tabulky 20 a 21.

Jak vyplyva ztabulky 20, v ptipadé samostatné aplikace benzo[a]pyrenu byla

primérna hodnota veliiny flux 0,0017+0,0012 nmol/cm?h (aritmeticky pramér+VSO;

vzhledem k velmi nizkym hodnotdm je v tomto pfipad¢ flux uveden s pfesnosti na Ctyfi

desetinnd mista) a primérna hodnota veli¢iny lag time 50,98+13,28 h.

Graf 12. Kinetika transdermalni absorpce benzo[a]pyrenu p#i samostatné aplikaci

Absorpce (mmolfcm?)
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Legenda: Jednotlivé kiivky znazorfuji prubéh transdermalni absorpce na jednotlivych vzorcich kuze.
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Tab. 20. Kinetika a parametry transdermdlni absorpce benzo[alpyrenu pii samostatné aplikaci

Kumulativni absorpece [nmnl;"emzl v jednotlivych éasovych intervalech (h) Flux Lag time
Vzorek €. 12 20 24 28 44 52 63 72 76 | (nmol/cm’/h) (h)
1 0] 0] 0 0 0,004 | 0,011 | 0,029 | 0,034 | 0,038 0,0012 44,08
2 0 0 0 0 0,006 | 0,010 | 0,023 | 0,029 | 0,036 0,0008 30,98
3 0] 0] 0 0 0,007 | 0,014 | 0,033 | 0,040 | 0,045 0.0014 44 25
4 0 0 0 0 | 0014 0022 0,051 | 0,061 | 0,072 0,0041 64,98
5 0] 0] 0 0 0,008 | 0,011 | 0,024 | 0,028 | 0,033 0,0016 60,21
6 0] 0] 0 0 0 0 0,007 | 0,010 | 0,011 0,0011 61,37
AP o o 0 0 0,006 | 0,011 | 0,028 | 0,034 | 0,039 0,0017 50,98
VsO 0] 0] 0 0 0,005 | 0,007 | 0,014 | 0,017 | 0,020 0,0012 13,28
MED 0] 0] 0 0 0,006 | 0,011 | 0,026 | 0,031 | 0,037 0,0013 52,23
MIN 0] 0] 0 0 0 0 0,007 | 0,010 | 0,011 0,0008 30,98
MAX 0 0 0 0 0,014 | 0,022 | 0,051 | 0,061 | 0,072 0,0041 64,98

Legenda: AP - aritmeticky primér; VSO - vybérova smérodatna odchylka; MED - median; MIN - nejnizsi
hodnota; MAX — nejvyssi hodnota.

V piipadé transdermdlni absorpce benzo[a]pyrenu po aplikaci smési PAU nebylo

mozno stanovit (z diivodu nedostatku dat) veli¢inu flux ani veli¢inu lag time (Tab. 21).

Tab. 21. Kinetika transdermdlni absorpce BaP pii aplikaci smési PAU

Kumulativni absorpce I.'nmul;"r.'mzl v jednotlivych éasovych intervalech (h)

Vzorek é. 12 20 24 28 44 52 68 72 76

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0,006

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0

4 0 0 0 0 0 0 0 0 0,009

5 0 0 0 0 0 0 0 0 0

6 o 0 a o 0 o 0 ) o

6.2.3.2 Transdermalni absorpce fluorenu, fluorantenu, antracenu a benz[a]antracenu

V experimentu bylo pouzito 33 difuznich komirek s klizemi od tii riznych darct.

Receptorova ¢ast difuznich komirek byla naplnéna 10 ml receptorové tekutiny tvofené

Hanksovym roztokem se 4 % bovinniho sérového albuminu a gentamicinem o koncentraci

50 mg/l. Komirky byly umistény ve vodni ldzni udrzujici na povrchu kize teplotu

32+1 °C, receptorova tekutina byla kontinudlné michana magnetickym michadlem

(rychlost cca 300 rpm).

Po hodinoveé temperaci a ovéifeni TEWL a TER bylo na donorovou ¢ast epidermis

Vv Sesti komurkach (vzdy po dvou vzorcich kiize od tii raznych darct) aplikovano 100 pl

cerstvé pripraveného acetonoveého roztoku fluorenu (koncentrace 0,95 mg/g). Do dalSich

,baterii® po Sesti komtrkach bylo aplikovano 100 pl acetonového roztoku fluorantenu

(koncentrace 1,4 mg/g), 100 pl acetonového roztoku antracenu (koncentrace 0,7 mg/g)
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a 100 pl acetonového roztoku benz[a]antracenu (koncentrace 0,45 mg/g). Do posledni
Sestice testovacich komurek bylo aplikovano 100 pl acetonového roztoku smési PAU,
ktera obsahovala fluoren, fluoranten, antracen a benz[a]antracen ve stejnych koncentracich
jako pfi samostatném podani. Do poslednich tii komirek byl aplikovan samotny aceton
a slouzily jako kontrolni. VSechny komiirky byly ponechany bez okluze. Experimenty
probihaly za béznych laboratornich podminek.

Receptorova tekutina byla odebirana v intervalech 2, 4, 8, 10, 12, 20, 24, 48 a 72 h.
Odebrané mnozstvi bylo vzdy nahrazeno Cistou receptorovou tekutinou. Odebrané vzorky
byly ihned zamrazeny pfi —20 °C a nasledné analyzovany pomoci HPLC. Koncentrace
naméfené v testovacich komirkach byly piepoéteny na hodnoty absorpce v danych
casovych intervalech podle vySe popsané metodiky. Hodnoty flux a lag time byly
stanoveny pomoci matematického modelu.

Kinetiku transdermdlni absorpce fluorenu pii samostatné aplikaci a pti aplikaci
smési PAU zachycuji grafy 13 a 14. Parametry transdermélni absorpce pfi samostatné

aplikaci a pfti aplikaci smési PAU shrnuji tabulky 22 a 23.

Graf 13. Kinetika transdermalni absorpce fluorenu  Graf 14. Kinetika transdermalni absorpce fluorenu

DFi samostatné aplikaci Dpii aplikaci smési PAU
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Legenda: Jednotlivé kiivky znazornuji prubéh transdermalni absorpce na jednotlivych vzorcich kize.

Jak vyplyva z tabulek, v piipadé samostatné aplikace fluorenu byla primérna
hodnota veliginy flux 0,042+0,032 nmol/cm?/h (aritmeticky pramér+VSO). Pii aplikaci
smé&si PAU byla hodnota flux fluorenu 0,041+0,026 nmol/cm?h. Rozdil v hodnotach flux
nebyl statisticky vyznamny (p =0,935). V piipadé¢ samostatné aplikace fluorenu byla
primérnd hodnota veli¢iny lag time 8,14+8,10 h (aritmeticky prumér+VSO). Pfi aplikaci
smési PAU byla hodnota lag time fluorenu 7,00+1,77 h. Rozdil v hodnotach lag time nebyl
statisticky vyznamny (p = 0,768).
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Tab. 22. Kinetika a parametry transdermdlni absorpce fluorenu p¥i samostatné aplikaci

Kumulativni absorpce l:nmnl,-"cmz] v jednotlivych éasovych intervalech (h) Flux Lag time
Vzorek é. 2 4 g 10 12 20 24 ag 72 |(nmolfem®/h)| (h)
1 0,096 | 0,162 | 0,607 | 0,801 | 1,031 | 1,564 | 1,866 | 2,608 | 3,049 0,090 1,21
2 o0 0,011 | 0,097 | 0,163 | 0,229 | 0,481 | 0,615 | 1,097 | 1,464 0,030 4,46
3 o0 o0 0,006 | 0,012 | 0,019 | 0,054 | 0,082 | 0,275 0,46 0,009 15,70
4 0,006 | 0,057 | 0,283 | 0,418 0,53 1,005 | 1,167 | 1,998 | 2,388 0,058 3,06
5 0 0 0,006 | 0,018 | 0,031 | 0,084 | 0,115 | 0,311 | 0572 0,011 20,88
6 0,006 | 0,046 | 0,248 | 0,374 | 0,476 | 0,868 | 1,069 | 1,837 | 2,129 0,054 3,49
AP 0,018 | 0,046 | 0,208 | 0,298 | 0,386 | 0,676 | 0,819 | 1,354 | 1,677 0,042 8,14
VSO 0,038 | 0,062 | 0,228 | 0,301 | 0,382 | 0,585 | 0,687 | 0,953 | 1,033 0,032 8,10
MED 0,003 | 0,029 | 0,173 | 0,269 | 0,353 | 0,675 | 0,842 | 1,467 | 1,797 0,042 3,98
MIN o0 o0 0,006 | 0,012 | 0,019 | 0,054 | 0,082 | 0,257 0,46 0,009 1,21
MAX 0,096 | 0,162 | 0,607 | 0,801 | 0,031 | 1,564 | 1,866 | 2,608 | 3,049 0,090 20,88

v

Legenda: AP - aritmeticky pramér; VSO - vybérova smérodatnd odchylka; MED - median; MIN - nejnizsi
hodnota; MAX — nejvyssi hodnota

Tab. 23. Kinetika a parametry transdermalni absorpce fluorenu pii aplikaci smési PAU

Kumulativni absorpce [nmul;’cmzl v jednotlivych éasovych intervalech (h) Flux Lag time
Vzorek &. 2 4 8 10 12 20 24 43 72 |(nmol/em’/h)| (k)
1 0o | 0005|0077 | 0116 | 0,199 | 0,503 | 0,662 | 1,310 | 1,951 0,034 6,38
2 0 0,000 | 0,020 | 0,028 | 0,051 | 0,122 | 0,155 | 0,388 | 0,615 0,010 9,52
3 0 0,010 | 0,072 | 0,206 | 0,157 | 0,381 | 0,490 | 1,157 | 1,674 0,030 7,80
4 0 0,031 | 0,161 | 0,230 | 0,364 | 0,812 | 0,995 | 1,866 | 2,548 0,050 4,78
5 0 0,025 | 0,196 | 0,294 | 0,417 | 1,168 | 1,424 | 2,972 | 4,153 0,079 6,52
AP 0 0,014 | 0,105 | 0,155 | 0,238 | 0,597 | 0,745 | 1,539 | 2,188 0,041 7,00
Vso 0 0,013 | 0,072 | 0,206 | 0,151 | 0,404 | 0,486 | 0,960 | 1,302 0,026 1,77
MED 0 0,010 | 0,077 | 0,116 | 0,199 | 0,503 | 0,662 | 1,310 | 1,951 0,034 6,52
MIN 0 0 0,020 | 0,028 | 0,051 | 0,122 | 0,155 | 0,388 | 0,615 0,010 4,78
MAX 0 0,031 | 0,196 | 0,294 | 0,417 | 1,168 | 1,424 | 2,972 | 4,153 0,079 9,52

Tvwr

Legenda: AP - aritmeticky primér; VSO - vybérova smérodatnd odchylka; MED - median; MIN - nejnizsi
hodnota; MAX — nejvyssi hodnota

Kinetiku transdermalni absorpce fluorantenu pii samostatné aplikaci a pii aplikaci
smési PAU zachycuji grafy 15 a 16. Parametry transdermalni absorpce pii samostatné
aplikaci a pfi aplikaci smési PAU shrnuji tabulky 24 a 25.

Jak vyplyva z tabulek, v pfipadé samostatné aplikace fluorantenu byla prumérna
hodnota veli¢iny flux 0,117+0,123 nmol/cm?h (aritmeticky prim&r£VSO). Pfi aplikaci
smési PAU byla hodnota flux fluorantenu 0,054+0,031 nmol/cm?/h. Rozdil v hodnotach
flux nebyl statisticky vyznamny (p = 0,274). V piipad¢ samostatné aplikace fluorantenu
byla primérnd hodnota veli¢iny lag time 28,77+£9,97 h (aritmeticky primér+VSO). Pfi
aplikaci smési PAU byla hodnota lag time fluorantenu 37,93+4,22 h. Rozdil v hodnotach
lag time nebyl statisticky vyznamny (p = 0,089).
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Legenda: Jednotlivé kiivky znazoriuji prubéh transdermalni absorpce na jednotlivych vzorcich kuze.

Tab. 24. Kinetika a parametry transdermdlni absorpce fluorantenu p¥i samostatné aplikaci

Kumulativni absorpce [nmulfcmzl v jednotlivych éasovych intervalech (h) Flux Lag time
Vzorek &. | 2 4 8 10 12 20 24 438 72 |(nmol/em’/h)| (k)
1 0 0 | 0023|0059 0110 0544 | 0,941 | 4,491 | 8,184 0,168 21,32
2 0 ] 1] ] 1] 0,056 | 0,124 | 0,780 | 1,744 0,041 28,92
3 0 0 0 0 0 0 0 0,068 | 0,176 0,009 40,18
4 0 0 0,011 | 0,046 | 0,090 | 0,472 | 0,811 | 4,107 | 7,800 0,163 22,73
5 0 0 0 ] 1] a 1] 0,023 | 0,076 0,004 41,42
6 0 1] 0,119 | 0,255 | 0,415 | 1,662 | 2,436 | 9,521 | 16,456 0,318 18,04
AP 0 0 0,026 | 0,060 | 0,103 | 0,456 | 0,719 | 3,166 | 5,739 0,117 28,77
VS0 0 a 0,047 | 0,099 | 0,161 | 0,638 | 0,937 | 3,692 | 6,388 0,123 9,97
MED 0 0 0,006 | 0,023 | 0,045 | 0,264 | 0,468 | 2,447 | 4,772 0,102 25,83
MIN 0 0 0 0 0 0 0 0,023 | 0,076 0,004 18,04
MAX 0 0 0,119 | 0,255 | 0,415 | 1,662 | 2,436 | 9,521 | 16,456 0,318 41,42

Tvwr

Legenda: AP - aritmeticky primér; VSO - vybérova smérodatnd odchylka; MED - median; MIN - nejnizsi
hodnota; MAX — nejvyssi hodnota

Tab. 25. Kinetika a parametry transdermalni absorpce fluorantenu pii aplikaci smési PAU

Kumulativni absorpce [nmnl,-"l:mz] v jednotlivych casowvych intervalech (h) Flux Lag time
Vzorek &. 2 4 8 10 12 20 24 43 72 |(nmol/em’/h)| (h)
1 0 0 0 0 o0 0,025 | 0,064 | 0,482 | 1,349 0,048 44 88
2 0 0 0 0 0 0 0,020 | 0,216 | 0,616 0,018 37,41
3 0 0 0 o0 o0 0,020 | 0,053 | 0,435 | 1,138 0,032 36,37
4 0 0 0 0] 0,015 | 0,124 | 0,224 | 1,477 | 3,519 0,091 33,44
5 0 0 0 0 0 0,061 | 0,119 | 1,051 | 2,793 0,081 37,55
AP 0 0 0 0] 0,003 | 0,046 | 0,096 | 0,732 | 1,883 0,054 37,93
VsO 0 0 0 0 0,007 | 0,049 | 0,080 | 0,518 | 1,220 0,031 4,22
MED 0 0 0 o0 0 0,025 | 0,064 | 0,482 ( 1,349 0,048 37,41
MIN 0 0 0 0 0 0 0,020 | 0,216 | 0,616 0,018 33,44
MAX 0 0 0 0] 0,015 | 0,124 | 0,224 | 1,477 | 3,519 0,091 44 83

v

Legenda: AP - aritmeticky primeér; VSO - vybérova smérodatna odchylka; MED - medidn; MIN - nejnizsi
hodnota; MAX — nejvyssi hodnota
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Kinetiku transdermalni absorpce antracenu pfi samostatné aplikaci a pii aplikaci
smési PAU zachycuji grafy 17 a 18. Parametry transdermalni absorpce pifi samostatné

aplikaci a pii aplikaci smési PAU shrnuji tabulky 26 a 27.

Graf 17. Kinetika transdermalni absorpce Graf 18. Kinetika transdermalni absorpce

antracenu pii samostatné aplikaci antracenu pi¥i aplikaci smési PAU

Absorpce antracenu pii samostatném podani Absorpce antracenu ze smési

(nmol/em?)

Absorpce {nmol fem?)
\,

Absorpee

Eas (h)

Legenda: Jednotlivé kiivky znazorfuji prubéh transdermalni absorpce na jednotlivych vzorcich kize.

Jak vyplyva z tabulek, v piipadé samostatné aplikace antracenu byla priamérna
hodnota veli¢iny flux 0,035+0,017 nmol/cm?h (aritmeticky prim&r+VSO). Pfi aplikaci
smési PAU byla hodnota flux antracenu 0,014+0,007 nmol/cm?/h. Rozdil v hodnotéach flux
byl statisticky vyznamny (p = 0,031). V piipad¢ samostatné aplikace antracenu byla
primérnéd hodnota veli€iny lag time 16,97+2,55 h (aritmeticky primer+VSO). Pii aplikaci
smési PAU byla hodnota lag time antracenu 34,12+6,59 h. Rozdil v hodnotach lag time byl
statisticky vyznamny (p = 0,0002).

Tab. 26. Kinetika a parametry transdermalni absorpce antracenu p¥i samostatné aplikaci

Kumulativni absorpce [nmnlfcmz] v jednotlivych €asovych intervalech (h) Flux Lag time
Vzorek &. 2 4 8 10 12 20 24 as 72 |(nmol/em’/h)|  (h)
1 0 0 | 0028 | 0059 0093] 0300/ 0441 | 1,356 | 2,042 0,040 13,30
2 0 0 0 0 0,011 | 0,075 | 0,105 | 0,447 | 0,767 0,015 18,79
3 0 0 0,023 | 0,042 | 0,074 | 0,250 | 0,364 | 1,262 | 2,138 0,040 16,34
4 0 0 0 0,017 | 0,019 | 0,077 | 0,118 | 0,519 | 0,947 0,019 20,49
5 0 0 0,040 | 0,072 | 0,118 | 0,383 | 0,600 | 2,005 | 3,245 0,062 15,36
6 0 0 0,017 | 0,030 | 0,044 | 0,272 | 0,256 | 1,008 | 1,692 0,033 17,53
AP 0 0 0,018 | 0,037 | 0,060 | 0,210 | 0,314 | 1,100 | 1,805 0,035 16,97
VSO 0 0 0,016 | 0,027 | 0,042 | 0,124 | 0,193 | 0,580 | 0,902 0,017 2,55
MED 0 0 0,020 | 0,036 | 0,059 | 0,211 ( 0,310 | 1,135 | 1,867 0,037 16,97
MIN 0 0 0 0 0,011 | 0,075 | 0,105 | 0,447 | 0,767 0,015 13,30
MAX 0 0 0,040 | 0,072 | 0,118 | 0,383 | 0,600 | 2,005 | 3,245 0,062 20,49

v

hodnota; MAX — nejvyssi hodnota
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Tab. 27. Kinetika a parametry transdermadlni absorpce antracenu p¥i aplikaci smési PAU

Kumulativni absorpce [nmnlfcmzl v jednotlivych éasovych intervalech (h) Flux Lag time
Vzorek é. 2 4 8 10 12 20 24 43 72 |(nmol/em’/h)| (k)
1 0 0 0 0 0 0,025 | 0,038 | 0,175 | 0,402 0,013 11,67
2 0 0 o ] 0 0 o 0,066 0,155 0,008 39,69
3 o 0 o ] o 0,025 0,038 0,175 0,361 0,008 26,18
4 0 0 0 0 0,020 0,068 0,101 0,386 0,782 0,018 29,37
5 0 0 0 ] 0 0,051 0,082 0,406 0,917 0,024 33,68
AP 0 0 0 0 0,004 0,034 | 0,0518 0,242 0,523 0,014 34,12
VSO 0 0 0 0 0,009 0,026 0,040 0,148 0,316 0,007 6,59
MED 0 0 0 0 0 0,025 0,038 0,175 0,402 0,013 33,68
MIN 0 0 o0 ] 0 0 o0 0,066 0,155 0,008 26,18
MAX 0 0 o 0 0,020 0,068 0,101 0,406 0,917 0,024 41,67

v

hodnota; MAX — nejvyssi hodnota

Kinetiku transdermalni absorpce benz[a]antracenu pii samostatné aplikaci a pfi
aplikaci smési PAU zachycuji grafy 19 a 20. Parametry transdermalni absorpce pfi

samostatné aplikaci a pii aplikaci smési PAU shrnuji tabulky 28 a 29.

Graf 19. Kinetika transdermalni absorpce Graf 20. Kinetika transdermalni absorpce
benz[a]antracenu p#i samostatné aplikaci benz[ajantracenu pii aplikaci smési PAU
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Legenda: Jednotlivé kiivky znazorfiuji prubéh transdermalni absorpce na jednotlivych vzorcich kuze.

Jak vyplyvd ztabulek, v piipadé¢ samostatné aplikace benz[a]antracenu byla
primérma hodnota veli¢iny flux 0,0058+0,0082 nmol/cm?/h (aritmeticky primér+VSO,;
vzhledem k velmi nizkym hodnotam je flux uveden s piesnosti na ¢tyfi desetinna mista).
Pii aplikaci sm&si PAU byla hodnota flux benz[a]antracenu 0,0005+0,0003 nmol/cm?/h.
Rozdil v hodnotach flux nebyl statisticky vyznamny (p = 0,132). V pfipad¢ samostatné
aplikace benz[a]antracenu byla primérna hodnota veli¢iny lag time 37,95+25,02 h
Pti PAU byla hodnota
benz[a]antracenu 38,73+4,42 h. Rozdil v hodnotach lag time nebyl statisticky vyznamny
(p =0,947).

(aritmeticky primér+VSO). aplikaci  smési lag time
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Tab. 28. Kinetika a parametry transdermalni absorpce benz[a]antracenu p#i samostatné aplikaci

Kumulativni absorpce [nmnl,-"l:mzl v jednotlivych Easovych intervalech (h) Flux Lag time

Vzorek &. 2 4 8 10 12 20 24 48 72 |(nmolfem’/h)|  (h)
1 0 0 0 0 o0 0 0 0,017 | 0,058 0,0027 41,75
2 0 0 0 0 0 0 0 0,006 | 0,012 0,0003 19,04
3 0 0 0 0 0 0 0,006 | 0,057 | 0,221 0,0206 76,85
4 0 0 0 0 0 0,006 | 0,006 | 0,007 | 0,007 0,0009 13,05

5 0 0 0 0 0 0 0 0 0,006 0 n
6 0 0 0 0 0 0,006 | 0,006 | 0,114 | 0,340 0,0103 39,04
AP 0 0 0 0 0 0,002 | 0,003 | 0,033 | 0,107 0,0058 37,95
VSO 0 0 0 0 0 0,003 | 0,003 | 0,045 | 0,141 0,0082 25,02
MED 0 0 0 0 0 0 0,003 | 0,012 | 0,035 0,0018 39,04
MIN 0 0 0 0 ) 0 0,000 0 0,006 0 13,08
MAX 0 0 0 0 0 0,006 | 0,006 | 0,114 | 0,340 0,0206 76,85

Legenda: AP - aritmeticky primér; VSO - vybérova smérodatna odchylka; MED - median; MIN - nejnizsi
hodnota; MAX — nejvyssi hodnota. VVzhledem k malému poc¢tu dat nebylo mozno u vzorku €. 5 vyhodnotit

lag time (n).

Tab. 29. Kinetika a parametry transdermalni absorpce benz[a]antracenu pii aplikaci smési PAU

Kumulativni absorpce l:nmnl,-"cmzl v jednotlivych éasovych intervalech (h) Flux Lag time
Vzorek E. 2 4 8 10 12 20 24 48 72 |(nmol/em’/h)| (h)
1 0 0 0 0 0 0 | 0001 ]| 0,001 | 0,008 0,0003 44,36
2 0] 0 0 0] 0 0] 0 0,002 | 0,004 0,0002 39,54
3 0 0 0 0 0 0 0 0,005 | 0,011 0,0005 38,18
4 0 0 0 0 0 0 0,002 | 0,016 | 0,038 0,0009 32,04
5 0 0 0 0 0 0 0,002 | 0,005 | 0,016 0,0006 39,51
AP 0 0 0 0 0 0 0,001 | 0,006 | 0,015 0,0005 38,73
VSO 0 0 0 0 0 0 0,001 | 0,006 | 0,013 0,0003 4,42
MED 0] 0 0 0] 0 0] 0,001 | 0,005 | 0,011 0,0005 35,51
MIN 0] 0 0 0] 0 0] 0 0,001 | 0,004 0,0002 32,04
MAX 0 0 0 0 0 0 0,002 | 0,016 | 0,038 0,0009 44,36

Legenda: AP - aritmeticky primér; VSO - vybérova smérodatna odchylka; MED - median; MIN - nejnizsi
hodnota; MAX — nejvyssi hodnota

Nézorné€ ukazuje rozdily mezi vlivem zplsobu aplikace na transdermalni absorpci

vybranych zastupci PAU obrazek 41. Jsou na ném prezentovany grafy znazornujici rozdily

kinetiky transdermalni absorpce mezi samostatnym a smésnym podanim jednotlivych

zastupci PAU. Tyto grafy byly sestaveny z aritmetickych primérd absorpce v danych

casovych intervalech.
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Obr. 41. Porovndni absorpce vybranych zdstupcit PAU v zavislosti na zpiisobu poddni (individudlné nebo

ve Smési).
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7. Diskuse

7.1 Zavadéni metodiky

Penetra¢ni membrana

Pii vybéru vhodné penetracni membrany byly zohlednény vSechny argumenty
uvedené vyse (kap. 2.2.3). Alternativami bylo pouziti kize laboratornich hlodavct, praseci
nebo lidské kaize. Kuze laboratornich hlodavct je sice dobfe dostupna, avsak ma odlisnou
anatomickou stavbu (je mnohem ten¢i, jednotlivé vrstvy epidermis obsahuji mnohem méné
buné¢k, nez u lidské kiize). Tato kiize téz obsahuje velké mnozstvi vlasovych folikult, které
jsou vyznamnym mistem usnaditujicim penetraci latek ze zevniho prostfedi. Bylo by sice
mozno pouzit kizi bezchlupych kmeni mysi, potkanli a morcat, ale zde bylo lysosti
dosazeno genetickou manipulaci a nikoliv evolu¢nim vyvojem. Zviteci srst je vyznamnym
obrannym mechanismem, znesnadiiuje latkdm z okolniho prostiedi pfistup piimo
k povrchu kuze. Geneticka manipulace nevedla k vytvofeni nahradniho obranného
mechanismu (k tvorbé odlisné korneélni bariéry), jako je tomu u ptirozené lysych jedinct —
¢lovéka a prasete (Forslind 1998).

Vzhledem k divodu experimentl (zjistit transdermalni absorpci vybranych latek
u ¢lovéka) by bylo idedlni ,,nekomplikovat si vyzkum pouZzitim zvifeci kize k ziskani
lidskych dat* (Barry 1999). Ziskani lidské kize vSak narazi jak na etické (informovany
souhlas darce, schvalovani experimentt etickou komisi) tak i technické problémy (ktze
jedinct  rdzného veéku azdravotniho stavu, dezinfekce povrchu kize pred
odbérem/operaci). Z téchto divodlt je pouziti nahradniho zvifeciho modelu vyhodnou
alternativou. Jako nejvhodnéjsi se zde jevi pouziti kize praseéi (Sato 1991, Dick 1992,
Sekkat 2002). Nekteré literarni zdroje uvadéji, ze praseci kiize je pro dany ucel vhodngjsi
nez uméle vytvorena lidska kize (Schmook 2001). Schmook a kol. porovnavali absorpci
¢tyt riznych nizkomolekuldrnich latek (terbinafinu, hydrokortizonu, klotrimazolu
a kyseliny salicylové) skrz lidskou kizi, dva typy uméle vytvofené kize (Graftskin™
a Skinethic™) a dv& kuze zvifeci (potkani a prase&i). Permeace lipofilnich latek
(klotrimazolu a terbinafinu) ptes uméle vytvorené kozni modely byla az 800x vyssi nez
u lidské klize a autofi tyto typy membran oznacuji jako nevhodné pro in vitro penetracni
studie. Nejvice podobnd absorpénimi charakteristikami byla prase¢i kize, kterou autofi

doporucuji jako nejvhodnéjsi model lidské ktize.
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Vzhledem k témto argumentim byla jako absorpéni membrana vybrana kize ze
zadni plochy usniho boltce prasete domaciho. Jednd se o material relativné snadno
dostupny, jeho ziskavani nepodléha tak ptisnym etickym pravidlim, jako je tomu v ptipadé
pouziti lidské ktze. Jedinym problémem pfii ziskavani usi byla neochota nékterych jatek
prodavat nespafeny biologicky material (epidemiologické davody).

Pro vybér kuze usSniho boltce (oproti kGzi zad a bficha) rozhodla jeji vétsi
podobnost s lidskou kuizi ve smyslu tloustky kuize a mnozstvi vlasovych folikult. Tloustka
rohové vrstvy lidské ktize se pohybuje mezi 6-19 um. Na zadni ploSe usniho boltce prasete
je tloustka SC 17-28 um, zatimco na jinych ¢astech prase¢iho téla (zada, bficho) dosahuje
tloustky 26-80 um. Tloustka zbyvajicich vrstev lidské epidermis je na téle 34-56 um,
70 um na rameni, 82 um na hyzdich, coz je velmi blizké tlouStce epidermis praseciho
boltce (v priméru 72 pm). Na lidské kizi se nachazi zhruba 14-32 chlupt na 1 cm?, na
prase¢im boltci to bylo 20 chlupt s pficnym pramérem chlupu 82 pum. Na jinych castech
praseciho téla byl primér chlupi 186-260 um u majoritnich silnych chlupti, minoritnich
slabych chlupt to bylo 38—71 pum. Lidské velusové chlupy maji pticny primér 1618 pm
a terminalni vlasy 57-68 um. Mazové zlazy usti u ¢lovéka i prasete ve stejné trovni, cca
0,5 mm pod povrchem epidermis (Jacobi 2007, Godin 2007).

Kozni membrana mize byt v experimentech pouzivana v podobé plné kiize (ta je
zhruba 1-2 mm silna, obsahuje epidermis i dermis), nebo mize byt dermatomem sefiznuta
(vétSinou miva tloustku 200-500 pm, stale obsahuje ¢ast dermis). Dale mize byt pouzita
samotna epidermis (oddélend tepelné, chemicky nebo enzymaticky) nebo jen samotné
stratum corneum (odd¢lené enzymaticky). Posledni jmenovana membrana je vSak jiz velmi
tenkd a manipulace sni je velmi obtizna. Vzhledem k zavadéni metodiky jsme zvolili
nejsnadngji dostupny typ membrany (plnou kuzi). Skolici pracovisté neni vybaveno
dermatomem a piiprava dermatomované kiize vyzaduje znacnou praktickou zkusSenost.

V piipad¢ pouziti hydrofilni donorové latky (kofein pti validaci metodiky) nebyla
siln¢j8i vrstva dermis u plné klUZe piekazkou a absorpce probihala pomérné rychle
(pramérny lag time 2,03+1,27 h). Podobné pii pouziti lipofilnich PAU s malou molekulou
(naftalen, fenantren, fluoren) postacila doba trvani experimentu (72 h) k dosazeni
doporuc¢ovaného 2,7nasobku doby lag time. Tento pozadavek vSak nebyl splnén pii
testovani PAU s vétsi molekulou (zejména benz[a]antracenu a benzo[a]pyrenu). Protoze se
jedné o latky siln€é hydrofobni, 1ze ptedpokladat, Ze pfitomnost vodného prostiedi dermis
absorpci vyznamné zpomaluje. Tomu jevu bychom se v budoucnu chtéli vyhnout pouzitim

epidermalni membrany, coZ je 1 v souladu s doporucenim jeji preference u lipofilnich latek
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(Henning 2008). Odstranéni dermis téz lépe imituje redlnou situaci, kdy se svrchni
kapilarni pletené nachézi t€sn€ pod bazalni membranou pokozky.

Optimalni variantou pouziti kiize je jeji aplikace do 24 h od odbéru. Tato varianta je
vhodna i pro soubé&zné testovani absorpce a metabolismu prochazejici latky, nebot’ v kuzi
zustava ¢asteCné zachovana jeji enzymatické (biotransformaéni) kapacita. Druhou
moznosti je pouziti kize zmrazené, uchovdvané pii —18 az —20°C. Tato varianta
vyznamné pievazuje v pracich popisovanych v odborné literatuie a byla zvolena i pro nase
experimenty. U zmrazené kiize byva doporucovano jeji pouziti do jednoho roku od odbéru
(WHO 2006), nicméné ani po 466 dnech skladovani nebyly nalezeny zmény koeficientu
permeability tritiované vody (Harrison 1984).

Jen na okraj, 1 vySetieni kize 5 200 let star¢ zmrzlé mumie muZze nalezené¢ho v roce
1991 v Otztalskych Alpach (zndmého jako Otzi) pomoci Ramanovské spektroskopie
a elektronového mikroskopu neodhalilo vyznamné zmény ve stavbé a slozeni klize. Byla
nalezena mirnd degradace proteinovych komponent a oxidace nékterych olefinickych

vazeb, avSak integrita klize zlistala zachovéna (Williams 1995).

Difuzni komirky

Pro testovani transdermdlni absorpce latek lze vyuzit dva penetraéni sméry
(vertikdlni a horizontélni) a dva z&kladni typy difaznich komurek (statickou a prutokovou).
V odborné literatufe prevlada pouzivani vertikalniho sméru penetrace a nebyly popsany
vyznamne rozdily v hodnotach penetraénich charakteristik pfi pouziti statické a pratokové
komurky (Clowes 1994). K testovani ex vivo penetrace by bylo mozné pouzit také
mikrodialyza¢ni metodu, kdy je ¢ast kiize pomoci svého cévniho feciSt¢ napojena na
pfistroj simulujici krevni obéh v kuzi a tekutina z vendzni Casti ob&hu je odebirana
(a analyzovéna) v pravidelnych intervalech (Schnetz 2001). Metoda je vSak piistrojové
a financné naroc¢na. S ohledem na vSechny vysSe uvedené divody byla pro zavedeni
metodiky transdermalni absorpce vybrana staticka vertikalni difizni komurka (komurky
byly vyrobeny na zakazku z borosilikatového skla).

Z&kladnimi parametry komirky je velikost penetracni plochy a objem receptorové
Gasti. Velikost penetraéni plochy se pohybuje obvykle mezi 0,3-5 cm? (OECD 2004a).
Vnitini primér nasi nadobky (1,5 cm) byl vybran tak, aby splinoval doporuc¢eni Smérnice
Evropské komise EU-SCCP/0970/06 (EU-SCCP 2006), ktera poZaduje minimalni velikost
absorpéni plochy 0,64 cm?. Absorp¢ni plocha nasi komutrky tak ma 1,77 cm?.
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Z ktize jednoho ucha bylo mozno ziskat okolo 10 vzorkli penetracni membrany. Pti
men$im vnitinim priméru by sice bylo mozné z klize jednoho ucha ziskat vice vzorkd,
nicmén¢ mensi vnitini pramér by komplikoval zavadéni sondy pti méfeni TEWL.

Objem akceptorové c¢asti byl 10 ml. Doporuc¢eni OECD (OECD 2004a) udava
objem receptorové ¢asti v rozmezi 2—20 ml. Mensi objem by byl sice vyhodné&jsi vzhledem
K niz$i spotfebé materialu (receptorové tekutiny), mohl by vSak nastat problém se
zachovanim ,,sink conditions* (viz kap. 2.2.5) a frekvence odbéri a/nebo objemy

odebirané RT by musely byt proto u mensi komutrky vyssi.

Testované latky

Vybér testované latky byl ovlivnén dlouhodobym zaméfenim Ustavu hygieny
a preventivniho Iékaistvi LF UK v Hradci Kralové na problematiku expozice
polycyklickym aromatickym uhlovodikim (Borska 2006, 2009, 2010a,b, Fiala 2006).
Problematika dermalni expozice PAU zatim nebyla sledovana soustavné a v odborné
literatuf'e je mozné najit pouze omezeny pocet praci na toto téma. Prace se vétSinou tykaly
hodnoceni profesionalni expozice PAU (napt. Jongeneelen 1990, 2001, Angerer 1997,
Hansen 2008, Serdar 2012) nebo dermalni kinetiky vybranych PAU v in vitro pokusech
(Ng 1992, Moody 1995, vanRooij 1995, Sartorelli 1998, 1999, 2001, Kanikkannan 2001,
Payan 2008).

Skupina PAU zahrnuje nékolik stovek sloucenin. Zakladnimi kritérii vybéru
vhodnych reprezentantli pro dermalni testovani bylo jejich dostate¢né zastoupeni v bézné
smési PAU (kamenouhelném dehtu) a jejich potencialni zdravotni nebezpecénost.
Procentualni zastoupeni jednotlivych PAU v dehtu bylo posuzovano na zakladé rozboru
jeho vzorku (kap. 5.7). Z uvedeného je ziejmé, ze vSech osm nami vybranych zastupci
(antracen, benz[a]antracen, benzo[a]pyren, fenantren, fluoranten, fluoren, naftalen, pyren)
se v analyzovaném vzorku vyskytovalo. S vyjimkou naftalenu se vSechny uvedenée PAU
nachazeji mezi latkami vybranymi do seznamu 17 nejdilezitéjsich PAU podle ATSDR
(ATSDR 1995). Benzo[a]pyren, benz[a]antracen, naftalen, fluoranten, fenantren a pyren
jsou i na seznamu Priority List of Hazadous Substances (ATSDR 2013). Vsechny se téz
nachazi na seznamu 24 monitorovanych PAU podle doporu¢eni EU, EU SCF a US EPA
(Lerda 2011, EU SCF 2002). Sest z nasich zastupcti (benz[a]antracen, benzo[a]pyren,
antracen, fluoren, fenantren, pyren) jsou téz na seznamu National Waste Minimalization
Program US EPA (US EPA 2008).
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V pracich zabyvajicich se transdermalni absorpci PAU in vitro byva jako
rozpoustédlo nejcastéji pouzivan aceton (Yang 1986, Ng 1992, Moody 1995, Sartorelli
1998, 1999, 2001) nebo etanol (Payan 2008). Nutno vSak poznamenat, Ze tato rozpoustédla
nejsou obvyklym nosnym médiem v realném zivoté (napi. PAU v mineralnich olejich
a vazelin¢ v primyslu; unguentum leniens pii Goeckermanové terapii lupénky). Porovnani
vlivu acetonu a mineréalniho oleje (jako rozpoustédel) na absorpci 13 vybranych PAU
provedli Sartorelli a kol. (Sartorelli 1999). V piipadé pouziti acetonového rozpoustédla
byly fluxy piiblizné 4-25krat vyssi a lag time srovnatelné az 5krat kratSi nez pii pouZiti
olejového rozpoustédla.

Nicméné abychom mohli nase vysledky porovnat s literdrnimi daty, pouzili jsme
imy pro nase experimenty jako rozpoustédlo aceton. Rada praci Ustavu hygieny
a preventivniho lékaistvi LF U v Hradci Kralové byla v minulosti zaméfena na studium
ucinkl dermalni expozice farmaceutickému dehtu pii 1é¢bé psoridzy (Borska 2006, 2009,
2010a,b, Fiala 2006). Abychom naSe experimenty pfiblizili realné situaci pfti této aplikaci,
provedli jsme soub&zné testy transdermalni absorpce vybranych PAU pfi pouZiti acetonu
a slunecnicového oleje jako rozpoustédla. Slunecnicovy olej tvoii 50 % unguentum
leniens, které je mastovym zékladem pfi ptipravé dehtové pasty (MZ CR 2009).

Nutno doplnit, Ze pouziti acetonu jako donorového rozpoustédla je problémovou
volbou rovnéz i z divodu mozného poskozeni kozni membrany, jak prokazali napt. Tsai
a kol. (Tsai 2001). Autofi testovali vliv acetonu na prichod latek (kofeinu, hydokortizonu,
estradiolu, progesteronu, sukrozy) ptes mysi kuzi, kterou otirali tamponem namocenym
v acetonu aZ do dosazeni TEWL 10, 20, 30 a 40 g/m®/h (jako normalni TEWL mysi kize
uvédi 2,8-6,8 g/m%h). Pes poskozenou kiZi snadné&ji prochazely hydrofilni latky, prachod
lipofilnich (estradiol, progesteron) ovlivnén nebyl. Pii mikroskopickém vySetfeni kize
zjistili, ze pocet jednotlivych vrstev SC zistava stejny, ale korneocyty jsou expandované.
Déale popsali ztenceni extracelularnich lipidovych lamel, které na nékterych mistech
vymizely zcela a zbyly zde pouze ,,cell envelope®. V lamelach téz nalezli lakuny vypInéné
amorfni hmotou. Podobné vysledky nalezli pti experimentech s mysi kiize také Rissmann
akol. (Rissmann 2009). Kuzi otirali tamponem smocenym v acetonu az do dosazeni
hodnoty TEWL 60 g/m%h (jako normalni udavaji hodnotu TEWL 9,7+1,5 g/m%h). Pk
histologickém vySetfeni pomoci svételného mikroskopu autoti nalezli vyrazné snizeny
pocet vrstev korneocytd. Pii analyze lipidového spektra zjistili, Ze bylo odstranéno cca
30 % mnozstvi lipidli, nicméné jejich sloZeni zlstalo stejné, jako u neoSetfené kize. Pti

vySetieni v elektronovém mikroskopu bylo slozeni intercelularnich lamel stejné jako
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U normalni ktize. Autofi predpokladaji, Ze behem myti acetonem se nekteré lipidy castecné
rozpustily v acetonu, ale po odpafeni acetonu se opét rekrystalizovaly a zformovaly do
lipidovych lamel. Sva pozorovani uzaviraji konstatovanim, Ze pfi oSetfeni acetonem bylo
poskozeni bariéry spiSe vyvolano mechanickym odstranénim korneocyti, nez vlivem
poskozeni lipidd.

Acetonové rozpoustédlo ptfi testovani absorpce PAU opakované pouzivali téz
Sartorelli a kol. (Sartorelli 1998, 1999, 2001). Autoii uvadéji, ze pouziti malého mnozstvi
tohoto tékavého rozpoustédla nevede (po jeho brzkém odpafeni) k poskozeni kozni bariéry
(Sartorelli 1999).

Receptorova tekutina

Pti validace metodiky pomoci kofeinu byl jako receptorova tekutina pouzit
fyziologicky roztok (Duracher 2009). Vzhledem k tomu, ze kofein je latkou hydrofilni
(log Ko =—0,07), nebylo tieba jeho rozpustnost ve vodném prostiedi modifikovat.

Slozeni vhodné receptorové tekutiny pro testy absorpce PAU bylo vybrano podle
prace Ng a kol. (Ng 1992), kteii sledovali absorpci pyrenu, BaP a di(2-etylhexyl)ftalatu.
Zakladem této tekutiny je Hanksiv roztok (vodny roztok obsahujici glukézu a rizné soli,
slozeni viz tab. 4, kap. 5.5). I kdyZ je tento roztok pouzivan pomérné Casto jako zaklad
receptorové tekutiny, je nutno zminit nékolik jeho nevyhod. Nejvétsi nami pozorovanou
nevyhodou je uvoliiovani plynu, pravdépodobné CO; (Hankslv roztok obsahuje pomérné
vysoké mnozstvi NaHCO3), které vede k tvorbé bublinek, jeZ se usazuji na spodni strané
kozni membrany a snizuji tim moznost absorpce latky do RT. Zaroven lze predpokladat
zménu pH receptorové tekutiny v pribéhu trvani pokusu (nebylo kontrolovano, nebot
ndmi studované latky nejsou ionizovatelné), coz mulze negativné ovlivnit absorpci
nékterych, pfedev§im ionizovatelnych, latek. Z téchto divodu pro dal§i experimenty
planujeme pouziti jiného zékladu receptorové tekutiny, nejspisSe fosfatového pufru
0 pH 7,4 (Selzer 2013).

Vzhledem k tomu, ze PAU jsou latky lipofilni (s log Kow > 3; tab. 3, kap. 5.5), bylo
nutno do vodné receptorové tekutiny piidat dalsi nefyziologickou latku, ktera umozni
zvySeni jejich rozpustnosti. V literatufe jsou nejCastéji pouzivany 50% etanol,
6% polyetylenglykol 20 oleyl éter (PEG) nebo bovinni sérovy albumin (BSA) pouzivany
v koncentraci 3-5 % (OECD 2004a). Pro nase experimenty byl vybran 4% BSA (Cross

2003). Jeho vyhodou je, Ze na rozdil od etanolu a PEG neovliviiuje kozni membranu a ma
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dostate¢n¢ velkou molekulu, kterd nepenetruje zpétné do kiize (Sarpotdar 1986). BSA by
vSak nebyl vhodny pfi pouziti uméle vytvorené kiize, kterou poskozuje (Haberland 2006).

S ohledem na skute¢nost, Ze doba experimentti piesahovala 24 h, bylo nutné
pridavat do RT téZ antimikrobialni slozku. Doporuc¢ovanymi latkami jsou formaldehyd,
azid sodny, nebo antibiotika (gentamicin, streptomycin, penicilin). Podle prace Ng a kol.
(Ng 1992) jsme zvolili pouziti gentamicinu v koncentraci 50 mg/l. Za béznych podminek
byla tato koncentrace dostacujici, avSak pii nékterych experimentech, které probihaly za
extrémné teplého letniho pocasi, dochazelo v pritbé¢hu druhého a tietiho dne experimentu
k z&kalu RT. Pii dalsich experimentech budeme za téchto podminek koncentraci
antibiotika zvySovat nebo pouzijeme kombinaci antibiotik (kombinace streptomycinu
a penicilinu).

V prub¢hu experimentu je téz dulezité zachovani ,,sink conditions®. Aby nebyla
ovlivnéna absorpce latky do receptorové tekutiny (a zpétnad sorpce latky z RT do ktize)
nesmi jeji koncentrace v RT piesahnout 10 % jeji mozné maximalni rozpustnosti v RT.
V dostupné literatute jsme pozadované informace nenalezli a z toho diivodu byla testovana
rozpustnost jednotlivych PAU v RT (viz tab. 5 a 6, kap. 5.5). Jak ukazuji vysledky,
hodnoty maximalni rozpustnosti jednotlivych zastupci PAU ve vodném prostiedi
receptorové tekutiny se lisily. Nejlépe rozpustnou slouceninou byl naftalen, jehoZz
primérna koncentrace v roztoku RT po 66 hodinidch dosahovala 1 665,25 pmol/l pii
samostatné aplikaci a 1 556,43 pmol/l v piipad¢é testovani rozpustnosti smési PAU.
Nejnizsi rozpustnost v receptorové tekutiné mél benzo[a]pyren, ktery pii samostatné
aplikaci dosahl maximalni primérné koncentrace 7,32 pumol/l a pfi aplikaci smési PAU
koncentrace 10,85 umol/l. Benzo[a]pyren byl také jedinym polyaromatem, ktery se lépe
rozpoustél v pfitomnosti jinych latek. U ostatnich testovanych PAU byla vzdy vyssi
koncentrace ptitomna v ptipad¢ individualni aplikace. Po 66 h rozpousténi byl nejnizsi
rozdil pramérné koncentrace latky mezi samostatnou aplikaci a aplikaci smési PAU
u naftalenu, kde c¢inil 7 %; nejvyssi byl upyrenu, kde dosahoval 99 %. V piipadé
benzo[a]pyrenu byla zjisténa vyssi rozpustnost pii aplikaci smési PAU a rozdil mezi
individudlni a smésnou aplikaci ¢inil 33 %. Opakovani testu rozpustnosti benzo[a]pyrenu
tento vysledek potvrdilo. Pro tento jev zatim nemame vysvétleni.

Porovnani maximalni rozpustnosti PAU v receptorové tekutiné a rozpéti nami
méfenych koncentraci jednotlivych PAU v RT v pribéhu testd transdermalni absorpce

udava Tab. 7 (kap. 5.5). Vzhledem k tomu, Ze maximalni rozpustnosti PAU v RT dosahuji
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zhruba sto- az tisicinasobnych nasobnych hodnot oproti méfenym hodnotam, lze
konstatovat, ze podminky ,,sink conditions“ byly zachovany.

Receptorova tekutina byla po celou dobu experimentu michana pomoci
magnetického michadla vloZzené¢ho do dolni ¢asti komuarky. Pohyb RT usnadiiuje ptestup
latky z membrany do roztoku a imituje ,,odsavani* latky do krevnich a lymfatickych cév ve
Skare za in vivo stavu. Rychlost michani ma byt takova, aby nedochazelo ke vzniku viru

Vv RT, v nasich experimentech to odpovidalo rychlosti 300 otacek za minutu (rpm).

Hodnoceni integrity kiiZe

Vybér neposkozeného kozniho vzorku je zakladnim piedpokladem pro spravné
provedeni testu. Z moznosti hodnoceni integrity kize (popsany v kapitole 2.2.4) jsme
v souladu s odbornou literaturou vyuzivali vizualni hodnoceni vzorku a vyfazeni
neodpovidajicich (pfili§ vysokych, fadové deseti az stonasobn¢ vyssich) vysledkd,
doplnéné pristrojovym méfenim TEWL (transepidermalni ztraty vody) a TER (elektrické
rezistence) koznich vzorka.

Vizualni kontrola byla provadéna bez piidatného vybaveni, které piedstavuje lupa,
prosvétleni kize nebo kontrola mikroskopem (Nangia 1998, Henning 2008, Frasch 2009).
Soucasti byla nejen kontrola kuze pted instalaci do difizni komirky, ale téz po
jednohodinové ekvilibraci ktize v komurce. Zjistili jsme, ze po uplynuti této doby ma
neposkozena kize mirn€ oschly matovy povrch. Pokud byl povrch kuze ,,vlacny®, byly jeji
hodnoty TEWL obvykle vyssi nez doporucené. Stejné poznatky popisuji i Ackermann
a kol. (Ackermann 2010).

K hodnoceni TEWL byl pouzivan piistroj MPA 5 (vyrobce Courage-Khazaka,
Némecko), ktery je nastupcem pfistroje Tewameter TM300 (stejny vyrobce). Tento piistroj
byl v testu srovnavajicim pfistroje pracujici na rizném principu (otevieny nebo uzavieny
systém) vyhodnocen jako nejlepsi (Fluhr 2006). I kdyZ je tato kontrolni metoda oficialné
I riznymi autory doporuc¢ovana (OECD 2004a, WHO 2006, Raney 2006, Simonsen 2007,
Elmahjoubi 2009), je nutno doplnit, Ze né€kterymi autory je Kritizovana (Chilcott 2002,
Netzlaff 2006, Henning 2008). Divodem je mala citlivost na bodové defekty kiize
(propichnuti), které vSak vyznamné ovlivituji propustnost. Stejny jev jsme pozorovali
I v nasich experimentech, kdy vyznamny vliv na zvySeni hodnot TEWL mélo vliv az
nékolikanasobné propichnuti kize tenkou injekéni jehlou, zatimco pfi poskrabani povrchu
kize (touto jehlou) stadil jiz cca 1 mm dlouhy defekt k vyznamnému zvyseni hodnoty
TEWL (nepublikované data).
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Dalsim potencidlnim problémem pouzivani metody TEWL je chybgjici
standardizace. Obecné jsou pouzivany dva typy méfeni (oteviena nebo uzaviena komurka
sondy) ve zna¢ném poctu typu piistroju od riznych vyrobct. Kazdy pfistroj ma sva
specifika a jim ziskané hodnoty se lisi. V literatuie jsou popisovany razné¢ hodnoty TEWL
kritéria pro pouziti nebo vyfazeni kozniho vzorku v experimentu. VétSinou se pohybuji
v rozmezi 2-30 g/m?h. Elmahjoubi a kol. pouZivali uzavieny typ komiirky (pfistroj
AquaFlux, vyrobce Biox Systems Ltd, Londyn, Velka Britanie) a na kuzi prase¢iho ucha
naméfili primémy TEWL 30,21+1,27 g/m?/h (Elmahjoubi 2009). Vallet a kol. (Vallet
2008) pouzili pro méfeni otevieny systém (pfistroj Tewameter TM210, vyrobce Courage-
Khazaka, Némecko) a uvadgji jako normalni hodnoty TEWL pro prasedi kéizi 2-30 g/m?/h,
v experimentech naslednd pouzivali vzorky shodnotami 3-11 g/m%h. Stejny pistroj
avzorky kize praseciho ucha pouzili 1 Duracher a kol. (Duracher 2009), ktefi
v experimentech pouzili vzorky s TEWL do 15 g/m?h. Elkeeb a kol. (Elkeeb 2010)
provedli porovnani méfeni TEWL pomoci tii pfistroji a srovnavali tyto vysledky s testem
pouziti tritiové vody. K testovani pouzivali dermatomovanou lidskou kazi. Pfi pouziti
ptistrojit Tewameter TM 210 (otevieny systém) a ptistroje VapoMeter (uzavieny systém,
vyrobce Delfin Technologies Ltd., Finsko) naméfili hodnotu TEWL u neposkozené kize
priblizn& stejnou, okolo 10 g/m?/h. Pistrojem Aqua Flux AF200 (uzavieny systém) viak
naméfili hladiny az okolo 30 g/m%h. Rubio a kol. (Rubio 2011) uvadi prim&rnou hodnotu
TEWL dermatomované kuze praseCich zad (méfenou pfistrojem Tewameter TM210)
8,1+2 g/m?/h. Zavérem nutno doplnit, ze na hodnoty TEWL ma téZ vliv typ pouZité
penetracni membrany, jiny je u plné kize a jiny u dermatomované kize (Atrux-Tallau
2007).

Vzhledem k tomu, Zze nas piistroj k méfeni TEWL (MPA 5) je nastupcem fady
Tewameter, rozhodli jsme se jako kritérium pro vyfazovani koznich vzorkt uzivat hodnotu
TEWL nad 15 g/m%h. Tuto hodnotu (nebo ji blizkou) pouzivali u stejného typu kize i jini
autofi (Duracher 2009, Vallet 2008).

Dalsi pouzitou metodou k ovéfeni integrity kiize bylo méteni elektrické rezistence
ktze (TER). Podobné jako pii méteni TEWL, ani zde neexistuje jedna jasna standardni
hodnota udavajici pouzitelnost kozniho vzorku. Vyjimku tvofi jen potkani kiize, kde je
OECD pozadovano 5 kQ (OECD 2013a). Hodnota TER byla v publikovanych studiich
méfena rtznymi piistroji pracujicimi naraznych frekvencich (od 1 do 1000 Hz), na
riznych penetra¢nich membranach (kiize mysi, potkani, praseéi, lidska; kazda z nich mize

byt plnd, dermatomovana nebo jen epidermalni membrana; piehled napt. Fasano 2002,
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White 2011). Nutno zminit i dalsi vlivy, které ovliviiuji elektricky odpor ktze, jako jsou
hydratace kuze (vys8i hydratace vede ke sniZeni elektrické rezistence) a ionizace média
(Fasano 2002).

S ohledem na nami pouzivanou kozni membrané (plnou prase¢i kuzi) jsme se
rozhodli piijmout jako vyludujici kritérium hodnotu TER 1,57+0,13 kQcm?, kterou na
stejném typu membrany publikovali Davies a kol. (Davies 2004). Vzorky kuze, kde byl
namétfen nizs$i odpor (pfi poSkozeni klize se jeji elektricky odpor snizuje, na rozdil od

TEWL, ktery se u poskozené kiize zvysuje), byly z experimentt vyfazeny.

Doba trvani experimentu

Doba trvani testu transdermdlni absorpce muze byt rGznd, v idedlnim ptipadé
imituje podminky realné¢ situace. OECD doporucuje jako nejvhodnéjsi dobu trvani
experimentu in vitro 24 h (OECD 2004c) a déle (OECD 2004a). Dolni hranice neni
V podstat¢ ni¢im omezena, horni hranice této doby je limitovdna enzymatickou
a chemickou degradaci kozni bariéry, kterou po 72 h jiz nelze povazovat za intaktni.
Nicméné v odborné literatuie byly popsany i delsi studie (Ge 2010).

Doba testovani by se méla rovnat zhruba 2,7 nasobku lag time. Pied touto dobou
nedojde k vytvoreni ustaleného stavu (Williams 2003, Selzer 2013). Hodnota lag time je
pfitom vyrazné ovliviiovan tloustkou kozni membrany, nejdelsi je pii pouziti plné kize
(Henning 2008).

V ptipadé testovani validity naSeho kozniho modelu (za pouziti kofeinu jako
testované latky) byla doba trvani experimentu dana podminkami pavodni studie (Duracher
2009) a ¢inila 24 hodin.

Pti testovani absorpce polyaromatli byla, v ndvaznosti na vysledky jinych autort,
zvolena doba trvani experimentu 72 h (Sartorelli 1998, 1999 Payan 2008). Pro zastupce
PAU s mensi molekulou byl tento interval vice nez dostacujici. Naptiklad u naftalenu ¢inil
jeho pramérny lag time v piipadé pouziti acetonového rozpoustédla 0,75+0,33 h, za pouziti
slune¢nicového oleje 2,07+1,50 h. Pfi samostatném podani naftalenu byla primérna
hodnota lag time 0,86+0,65 h, pti aplikaci ze smési PAU byla 0,98+1,06 h. Uvedena doba
byla vyhovujici i pro absorpci fluorenu (primérny lag time 8,14+8,10 h pfi samostatné
aplikaci a 7,00 +1,77 h pfti aplikaci smési) a fenantrenu (primérny lag time 14,87+5,49 h
pti individuélni aplikaci, 16,77+6,06 h pfi aplikaci smési).

V piipad¢ antracenu aplikovaného samostatné (primérny lag time 16,97+2,55 h)

byla doba 72 hodin jest¢ dostacujici, avSak pii aplikaci smési obsahujici antracen
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(praimérny lag time 34,12+6,59 h) jiz by byla vhodngjsi doba delsi. Podobné tomu bylo
u zbyvajicich zastupcti PAU s vétsi molekulou. U benz[a]antracenu byla pramérné hodnota
lag time pfi samostatné aplikaci 37,954+25,02 h a 38,73+4,42 h pfi aplikaci smési; u pyrenu
30,78+7,15 h pii samostatné aplikaci a 33,11+4,05 h pii aplikaci smési. U benzo[a]pyrenu
byla hodnota lag time dokonce 50,98+13,28 h pii individualni aplikaci a v piipadé

smésného podani k absorpci viibec nedoslo.

Hodnoceni transdermalni absorpce

Zatim nejlepsi metoda k hodnoceni transdermdlni absorpce (,.total recovery*)
stanovuje testovanou latku ve vSech kompartmentech modelu (OECD 2004a). Je
provadéna analyza testované latky z povrchu kuze, vrohové vrstvé, ve zbyvajici
epidermis, v dermis a V receptorové tekutin€. Rozdéleni kize na jednotlivé soucasti
Sruznymi penetraénimi vlastnostmi umoZiiuje popsat chovani testované latky uvnitf
membrany. Lze odhadnout, kterymi ¢astmi testovana latka prochazi dobie a kterymi hife,
a kde se mlze deponovat. Z takto ziskanych hodnot je potom mozno vypocitat celkovou
absorpci v procentech podané davky nebo v hmotnostnich jednotkach (gramy, moly)
Vv zévislosti na Case a resorpcni plose. Déle je mozno spocitat flux (v pfipadé podéni
infinite [,,nekone¢né*] davky se jedna o steady state flux; v ptfipadé podani finite
[,,kone¢né“] davky o pseudo-steady state flux), lag time a permeacni koeficient testované
latky.

Piistup ,,total recovery* je slozity a vyzaduje uréitou zkuSenost s provadénim testt
transdermalni absorpce. Tyto zkusenosti nam (vzhledem k zavadéni metodiky) chybély,
a proto jsme k hodnoceni absorpce zvolili ptistup jednodussi, kdy je kize brana jako jeden
celek (Selzer 2013) a k vypo¢tim zakladnich parametrti absorpce (flux a lag time) se
pouziva pouze analyza receptorové tekutiny. Procentualni hodnoceni vstiebané davky,
které byvalo pouzivano ve starSich publikovanych pracich (napt. Ng 1992), se nam jevilo
jako méné vhodny hodnotici parametr, nebot” je velmi zavislé na mnozstvi a koncentraci
donorové latky a nepopisuje proces absorpce tak dobfe, jako flux (mnozstvi latky, které
prochazi skrz membranu v dob¢ ustalené¢ho prutoku) a lag time (doba potiebna k ustaveni
tohoto ustaleného pratoku). Obdobné stanovisko bylo nedavno publikovano v praci Frasch
a kol. (Frasch 2014).

Hodnoty absorpce latek v jednotlivych diftznich komirkach (v danych casovych
intervalech) byly vypocteny z hodnot koncentraci latek ve vzorcich receptorové tekutiny,

k nimz byla pfi¢itana mnozstvi odebrana v pfedchozich Casovych intervalech (Nielsen
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transdermdlni absorpce popisuje pomémé podrobné fada oficidlnich dokumentt
(aodbornych ¢lankt). Metodiky obsahuji doporuc¢ené protokoly provadéni testi
a specifikuji pozadavky experimentt (typy komdurek, koznich vzorku, testovanych latek,
receptorové tekutiny, zpisob analyzy). Chyb¢&ji vSak piesnéjsi definice zptsobt, jak maji
byt ziskané hodnoty absorpce zpracovany a dale hodnoceny (Colipa 1997, Diembeck 1999,
OECD 2004a, 2004c, EU 2004, US EPA 2004a, WHO 2006, OECD 2011, EFSA 2012).
K vypoctu hodnoty flux zde byva uvadén prvni Fickav zakon (viz kap. 2.2.9), ktery je v8ak
tézko pouzitelny k vypoctu fluxu ze ziskanych hodnot absorpce. Flux proto byva pocitan
Z linearni cCasti kiivky absorpce/Cas (Frasch 2007, Duracher 2009, Baert 2010). Toto
stanoveni ,linedrni C¢asti kiivky* je vSak provadéno individudlné hodnotitelem
(konzultovano s renomovanymi pracovisti zabyvajicimi se problematikou transdermalni
absorpce) a zalezi na rozhodnuti experimentatora, které body ktivky budou zahrnuty do
vypoctu. Hodnota fluxu je potom vypoctena pomoci linearni regrese ptimé ¢asti grafu
absorpce (Graf 2) podle rovnice piimky (y = kx + ). Hodnota flux odpovida smérnici
ptimky (k) a hodnota lag time je dana hodnotou x proy = 0.

Vzhledem Kk tomu, Ze neexistuje oficialni doporuéeni, které body by mély byt
zahrnuty do hodnoceni pomoci linearni regrese, mize byt posuzovani hodnot absorpce
riznymi hodnotiteli zatizeno pomérné velkou interindividualni chybou. Na tento
problémem pouké&zali i Niedorf a kol. (Niedorf 2008), kteti v navaznosti vytvofili
doporuceni, které body do hodnoceni zahrnout a které eliminovat. Avsak i tento algoritmus
je do urcité miry zavisly na posouzeni hodnotitele.

Pro odstranéni vySe jmenovanych nedostatkii jsme ve spolupraci s Ustavem
Lékatské biofyziky (Lékaiska fakulta UK v Hradci Kralové) sestavili poc¢itacovy model,
ktery k odhadu parametri fluxu a lag time vyuziva vSechna experimentalné ziskana data

a eliminuje tak subjektivitu odhadu zanasenou hodnotitelem (viz kap. 5.8).

7.2 Experimentalni ¢ast

Validace metodiky — test transdermalni absorpce kofeinu
Ovéteni metodiky testovani transdermalni absorpce latek bylo provedeno pomoci
dermalni permeace kofeinu in vitro. Kofein spolu testosteronem a benzoovou kyselinou

jsou doporucovany OECD jako referen¢ni latky pro provadéni in vivo a in vitro testl
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dermélni absorpce (OECD 2004a). Vzhledem k tomu, ze dermalni kinetika kofeinu je
dobie znama, je Casto pouzivan k porovnavani rtiznych testovanych parametri. Jednd se
napiiklad o vliv acetonu na poskozeni bariéry ve stratum corneum (Tsai 2001), vliv teploty
na absorpci (Akomeah 2004), vliv typu koZzni membrany na absorpci (Atrux-Tallau 2007),
porovnani absorpce na kizi normalni a uméle vytvoiené (Netzlaff 2007), vliv rizného typu
urychlovact (enhanceril) absorpce (Duracher 2009), vliv koncentrace donorove latky na
absorpci (Mustapha 2011) avliv podminek skladovani kize na naslednou absorpci
(Nielsen 2011).

Zakladem pro validaci naSeho modelu byla prace Duracher a kol. (Duracher 2009),
Vv niz jsou pro absorpci kofeinu na nedermatované kuzi prasete (ziskané v plné tloustce
z usniho boltce) uvadény hodnoty fluxu 4,90+2,10 ug/cm?h a lag time 1.1+0.5 h. Autofi
na povrch ktze aplikovali 10 pl 2% vodného roztoku kofeinu, diftizni plocha ¢inila
0,95 cm® Pro zajisténi homogenni distribuce donorové tekutiny na povrchu kozni
membrany byvé doporutovan minimalni aplikaéni objem 25 ul/em? (van de Sandt 2004).
V souladu s timto doporu¢enim jsme v ramci validaéniho experimentu zvolili aplikaéni
objem 44 ul/1,77 cm® Oproti praci Duracher a kol. tak bylo mnozstvi kofeinu aplikované
na cm? povrchu kize pfiblizné 2,5x v&tsi. Pii srovnatelné rychlosti difiize bylo u nasich
experimentli mozno ocekavat pomalejsi pokles koncentrace kofeinu v donorové tekutiné
s vy$simi hodnotami odhadu fluxu. Stejnym efektem by se méla projevit i rovnomérnéjsi
distribuce donorové tekutiny na diftizni plose.

Duracher a kol. pouzili jako receptorovou tekutinu fyziologické sérum (Versol
NaCl 0,9%). V naSem pftipadé byl preferovan, v souladu s vySe citovanou praci van de
Sandta, bézn¢ uzivany fyziologicky roztok (van de Sand 2004). Rozpustnost kofeinu ve
vodé je vysoka, Duracher a kol. (Duracher 2009) udavaji hodnotu 31,4 g/l. Nami nalezené
koncentrace kofeinu ve vzorcich receptorové tekutiny z testovacich komurek se
pohybovaly na hladinach < 25,6 mg/l. Za této situace nebyla rychlost difuze ovliviiovana
omezenou rozpustnosti kofeinu a ptitomnost proteinti v receptorové tekutiné tak nebyla
nutnd. Absence proteinti ve vzorku umoznila pfimy nastiik receptorové tekutiny na kolonu
kapalinového chromatografu (vlastni HPLC analyze nemusela piedchazet deproteinace
vzorku).

Hodnota dat dermalni absorpce, prezentovanych rtznymi pracovisti, mize byt
vyznamng¢ ovlivnéna technikou vypoctu sledovanych parametrti. VVariace se mohou projevit
zejména pii aplikaci kone¢né davky (finite dose), kdy je z kiivky popisujici zavislost

koncentrace testované latky v receptorové tekutiné na ¢ase odhadovana hodnota smérnice
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v inflexnim bod¢ (maximalni hodnota smérnice pro danou kiivku). Z téchto divodu byl
nami pouzity software vyvinut se zfetelem na objektivizaci maximalniho odhadu
sledovanych parametrt.

Hodnoty parametrii absorpce zjisténé ve validacnim experimentu ¢inily
6,85+2,99 pg/cm?h (flux) a 2,03+1,27 h (lag time) a lze je povazovat za srovnatelné s daty
prezentovanymi Vv praci Duracher a kol (Duracher 2009). Lze konstatovat, ze test
transdermalni absorpce kofeinu (provedeny v ramci valida¢niho experimentu) potvrdil
spolehlivost zavedené metodiky.

Nami ziskana data jsou v souladu s rozsahlou studii provedenou van de Sandtem
akol. (van de Sandt 2004). Autofi studie se snazili ziskat informace o validit¢ metodik
perkutanni absorpce porovnanim intra- a interlaboratornich rozdilti mezi 10 evropskymi
laboratofemi. Byly testovany absorpce tii latek (kofeinu, testosteronu a benzoové kyseliny)
pfi standardizovanych experimentdlnich podminkach (aplikovand mnozstvi, doba
provadéni testu, rozpoustédla, receptorova tekutina, priprava penetra¢nich membran,
analyza). V deviti laboratofich byla pouzivana lidska kiize z riznych mist téla (hrudnik,
bficho, stehno), v jedné laboratofi pouzili kiizi potkani. VSechny vzorky kize byly pted
pouzitim zamrazeny (vétSinou pii —20 °C, ve dvou laboratotich pti —70 °C) a byly pouzity
v prubéhu jednoho roku od odbéru. V piipad¢ pouziti lidské klize byla tato pouzita
vétSinou jako plné (tloustka od 0,7 do 1,8 mm), ve tiech laboratotich byla pouzita kiize
dermatomovana (tloustka 0,3-0,7 mm). Kofein byl aplikovan v koncentraci 4 mg/ml smési
etanol/voda (1 : 1, v/v), aplikadéni objem &inil 25 pllcm? Ziskané vzorky (donorové
aplikanty a receptorova tekutina) byly analyzovany centrdln¢ ve vybranych laboratofich.
Vysledky testli dermalni absorpce kofeinu ukazuje nize uvedena tabulka.

V diskutované préaci se prumérné hodnoty fluxu pro plnou lidskou kuzi, udané
jednotlivymi laboratofemi, pohybuji v rozmezi 0,46-2,83 pg/cm?h. Nami ziskana hodnota
fluxu pro 5x vyssi aplikovanou koncentraci kofeinu v donorové tekutiné (tyZ objem
donorové tekutiny/cm? kiize) &ini 6,85 pug/cm?h. Pies rozdily ve sloZeni donorové
tekutiny (voda oproti 50% etanolu) a zdroji testované plné kiize (prase/Clovek) je tedy nas
odhad fluxu cca 5x vyssi.

Hodnota lag time by neméla zaviset na koncentraci testované latky v donorové
tekuting. V diskutované préci (van de Sandt 2004) se odhady lag time pro plnou lidskou
kazi pohybuji v rozmezi hodnot 1,7-5,2 h. Nami nalezena hodnota (2,03 h) potom leZi

v uvedeném rozmezi.
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Vysledky testii transdermdlni absorpce kofeinu provedeného v riiznych evropskych laboratofich (van de

Sandt 2004)
Laborator Typ kize Experiment | Pocet Flux Lag time
dislo vzorki | (pg/cm?h) (h)
University of Newcastle, lidsk& (hrudnik) 1 6 10,40 1,9
Velka Britanie dermatomované 2 7 3,92 1,0
3 5 1,20 0,8
priamér 5,17+4,73 1,2+0,8
Instituto di Medicina del lidska (stehno) 1 3 0,82 3,1
Lavoro, pIné 2 3 0,54 53
Siena, 3 6 0,59 5,7
Italie 4 3 1,11 6,4
5 3 0,83 5,3
pramér 0,78+0,23 5,2+1,2
Universita di Trieste, lidska (bticho) 1 5 0,56 2,7
Italie pIné 2 7 0,31 3,1
3 6 0,51 2,7
pramér 0,46+0,13 2,840,2
TNO Nutrition and Food lidska (bticho) 1 7 2,58 3,5
Research, pIné 2 7 2,77 3,5
Zeist, 3 7 1,66 4,2
Holandsko prumér 2,34+0,59 3,7£0,4
Institut National de potkani 1 8 7,74 1,3
Recherche et de Sécurité, 2 7 6,17 1,0
Vandoeuvre Cedex, 3 7 6,56 1,3
Francie pramér 6,82+0,82 1,2+0,2
Imperial College London, lidska (bficho) 1 7 1,65 3,0
Velka Britanie plna 2 7 2,36 2,1
3 7 1,39 4,5
prumér 1,80+0,50 3,2+1,2
Health and Safety lidska (bticho) 1 5 3,09 1,3
Laboratory Sheffield, dermatomovana 2 4 1,97 1,0
Velka Britanie 3 3 2,69 1,2
prumér 2,58+0,57 1,240,7
University of Southern lidska 1 7 1,44 2,0
Denmark, (hrudnik, bticho) 2 7 1,37 2,0
Odense, plna 3 7 0,68 2,0
Dansko prumér 1,16+0,42 2,0+0,0
University of Erlangen- lidska 1 7 2,56 11
Nuremberg, (hrudnik, stehno) 2 7 2,46 1,7
Erlangen, plna 3 7 3,50 2,4
Némecko priamér 2,83+0,58 1,7+0,7
Huntingdon Life Science, lidska 1 5 2,46 1,3
Eye, (bticho, stehno) 2 5 2,43 2,4
Velka Britanie dermatomované 3 6 4,18 2.4
primér 3,02+1,00 2,0+0,6

Legenda: vysledky testl transdermalni absorpce kofeinu provedeného v 10 evropskych laboratotich, tucné
pramér+smérodatnd odchylka (podle van de Sandt 2004)
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Transdermalni absorpce PAU

V prvni fazi experimentalnich praci jsme sledovali vliv rozpoustédla a koncentrace
latky na transdermalni absorpci pyrenu. Analyzy receptorové tekutiny byly provadény
v akreditovanych laboratotich Useku forenzni a klinické toxikologie UKBD FN Hradec
Kralové metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS). S ohledem na
ndklady spojené s vyuzivanim tohoto analytického systému a v neposledni fadé
i s ohledem na jeho vytizeni v podminkéch fakultni nemocnice, jsme odbéry receptorové
tekutiny omezili na intervaly 12, 24, 48 a 72 hod. V ramci uvodnich (pilotnich) studii byl
na kazi prasete aplikovan pyren v davce 0,95 mg/g, aplikac¢ni roztok byl pfipravovan
V acetonu a na kazi bylo nanaseno 100 pl roztoku. V této Casti experimentu jesté nebyla
znama mira sorpce PAU na stény plastovych laboratornich nadob a to i ptes pfitomnost
albuminu v receptorové tekutin€. Ztraty analytd béhem stani vzorku v plastovych
zkumavkach za pokojové teploty byly identifikovany a minimalizovany az béhem vyvoje
HPLC metody stanoveni PAU. Stejné pozorovani nedavno publikovali Fries a Zarfl (Fries
2012).

Odhad parametri absorpce (flux a lag time) byl provadén standardnim postupem
(prolozenim experimentalnich dat pfimkou). Hodnota lag time pyrenu se pohybovala na
hladin€¢ 15,4 h (Ptiloha 2), resp. 14,4 h (Ptiloha 3). Ve tfeti fazi experimentti bylo vyse
uvedené davkové schéma zopakovano. Vzorky receptorové tekutiny byly odebirany
v intervalech 12, 20, 24, 28, 44, 52, 68, 72, 76 h, analyzovany kapalinovou chromatografii
(HPLC) a ziskané hodnoty absorpce v danych ¢asovych intervalech hodnoceny programem
Iteration Tool. V tomto piipadé byl lag time pyrenu odhadnut na 30,8 h (Tab. 18).

V Gvodnich studiich byly k odhadiim hodnot parametrt fluxu a lag time k dispozici
pouze ¢tyti experimentalni body z odbérta v rozmezi 12—72 h. Je doporucovano (Williams
2003), aby doba experimentu cinila alespon 2,7nasobek doby lag time. Tomu v piipadé
pyrenu (pii hodnoceni pomoci modelu Iteration Tool) odpovida ¢asova dotace 83 hodiny.
Zpétny rozbor vysledku tedy ptipousti pfitomnost systémové chyby v odhadu zminénych
parametrt provedenych v ramci prvotnich experimentl. V pfipadé fluxu pyrenu je rozdil
mezi odhady provedenymi v Givodnich experimentech a ve tieti fazi experimentii dokonce
fadovy.

Pies vySe uvedené vyhrady je mozné konstatovat, ze Uvodni experimenty byly
provadény dle standardnich metodickych postupi. Skutec¢nost, ze vysledky byly zatizeny
(tymiz) systematickymi chybami, nebranila jejich vzajemnému porovnani pii hodnoceni

vlivu rozpoustédla a koncentrace latky na transdermalni absorpci pyrenu. Kriticky rozbor
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vysledku Givodnich experimentii byl podnétem ke zdokonaleni jak analytického koncovky,
tak matematického hodnoceni dat. Validovana analytickd metoda a pocitacovy model
Iteration Tool byly uzity ve druhé a tieti fazi experimentii. Odborné ¢lanky o metodé
a pocitacovém modelu jsou pfipravovany do tisku.

Podnétem k hodnoceni vlivu rozpoustédla na dermdlni absorpci pyrenu byla
skutecnost, ze ve vétsiné publikovanych ¢lankt zabyvajicich se absorpci PAU, byl jako
rozpoustédlo (nosné medium) bézné¢ pouzivan aceton (Ng 1992, Sartorelli 1998, 1999,
2001) nebo etanol (Payan 2008). Ani jedno z téchto rozpoustédel vSak neni typickeé
pro realné podminky, pii kterych dochazi k dermalni expozici osob PAU (oleje a maziva,
benzin, dehet, saze ¢i terapeuticka aplikace dehtové pasty).

Pii Goeckermanové terapii lupénky, na kterou byla soustfedéna fada studii nasi
pracovni skupiny, je defektni povrch kiize oSettovan dehtovou pastou. Bézné je pti 1é¢bé
uzivana 3-5% dehtova pasta (5% dehtovéa pasta obsahuje 0,95mg pyrenu/g pasty); (Borska
2006). Mastovy zaklad ,,Unguentum leniens®, ktery je pouzivan pro vyrobu dehtové pasty,
obsahuje 50 % sluneénicového oleje (MZ CR 2009).

Z vyse uvedenych divodil byl pro testovani vlivu rozpoustédla na parametry
dermalni absorpce vybran aceton (pro moznost porovnani naSich vysledkd s odbornou
literaturou) a slune€nicovy olej (pro pfibliZzeni experimentll redlnym expozic¢nim
podminkam pii Goeckermanové terapii).

V odborné literatufe jsme o slune¢nicovém oleji (ve smyslu miry ovliviiovani
dermélnich expozic) nenalezli Zadné informace. Jak bylo vySe uvedeno, jako rozpoustédlo
se obvykle uziva aceton. Ve srovnani se slune¢nicovym olejem piedstavuje aceton vysoce
t€kavé polarni rozpoustédlo (neomezené misitelné s vodou), které ovliviiuje (rozpousti)
lipidy rohové vrstvy. Nicméné odborna literatura uvadi, Ze k morfologickym zménam
lidské ktuze dochazi zhruba az po pétihodinovem pisobeni acetonu. V tomto ptipadé byl
pozorovan narust transepidermalni ztraty vody, viditelné naruseni intercelularnich vrstev
a ztrata soudrznosti mezi vrstvami (Fartasch 1997). Provadi-li se experiment bez okluze
(jak tomu bylo i pfi naSich experimentech), potom se aceton z donorového roztoku
aplikovaného na kuzi rychle odpafi. Sartorelli a kol. (Sartorelli 1999) pfi tomto pfistupu
kontrolovali integritu lidské kiize po odpaieni acetonu pomoci ®H,0. Permeabilita kiize
nebyla pisobenim acetonu ovlivnéna (aplikovano bylo 30 ul acetonu na 1,77 cm? ktze).

Dalsim cilem uvodnich experimentl bylo zhodnoceni vlivu donorové koncentrace
pyrenu na transdermalni absorpci. Na povrch kize byly nanaSeny aplikaéni roztoky

obsahujici pyren v koncentracich 0,95-9,5-95 mg/g. Jako rozpoustédlo byl vtomto
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pfipad¢ pouzit pouze aceton, nebot’ pyren v mnozstvi odpovidajicim nejvyssi koncentracni
arovni 95 mg/g se jiz ve slune¢nicovém oleji pIlné nerozpustil. Srovnani acetonu
a slune¢nicového oleje pro koncentra¢ni trovné 0,95 a 9,5 mg/g bylo provedeno
v paralelni studii. Veskeré experimenty byly provadény bez okluze. Objem nanaSeného
aplika¢niho roztoku ¢inil vzdy 100 pl. Vzorky receptorové tekutiny byly odebirany
v intervalech 12, 24, 48, a 72 h a analyzovany pomoci GC-MS.

V prvni studii (Pfiloha 3) byly ziskdny hodnoty fluxu a lag time pro tii
koncentracni trovné pyrenu (rozpoustédlo aceton). Bylo pon¢kud piekvapivé, ze rozdily
v hodnotéch fluxu nebyly vyznamné. Rozdil mezi nejvyssi (pro stiedni koncentraci)
a statisticky nevyznamny. Nartst koncentrace pyrenu v aplikacnim roztoku byl pfitom
stonasobny.

Nutno ovSem doplnit, ze po aplikaci roztoku obsahujiciho nejvyssi koncentraci
pyrenu jsme po odpateni acetonu pozorovali tvorbu krystalki na povrchu kuze. Je
pravdépodobné, Ze k tomuto jevu dochazi i pfi nizsich koncentracich (kdy jde o0 okem huie
zachytitelny jev). Velikost davky potom urcuje tloustku této vrstvy a patrné i velikost
Castic penetrantu ,,vypadlého z roztoku. Pokud je povrch kiize (po odpateni rozpoustédla)
pokryt rovnomérnou vrstvou tuhého penetrantu, méla by byt termodynamicka aktivita
tuhého pyrenu ve vSech komirkéach prakticky totozna. Blizké by mély byt i hodnoty
veli¢iny flux.

Na velikosti davky tedy ziejmé zavisi pouze doba, po kterou soustava zlstava
v ustaleném stavu. Situace vsak muze byt slozitéjsi, jak naznacuje pozorovana (bodova)
krystalizace pyrenu z nejkoncentrovanégjsiho roztoku. V tomto piipadé nejde o rovnomérné
pokryti povrchu kiiZze vrstvou tuhého penetrantu. Vztah mezi velikosti ¢astic penetrantu
(relativné vici tlouSt'ce membrany) a jeho schopnosti do této membrany difundovat blize
popisuje Romonchuk a kol. (Romonchuk 2006).

Problematikou vlivu koncentrace latky na transdermalni absorpci se zabyval Zorin
a kol. (Zorin 1999). Autofti testovali pruchod nikotinu z vodnych nebo etanolovych roztok
o rizné koncentraci ptes lidskou dermatomovanou kuzi. | oni nasli nelinearni zavislost
hodnoty flux na pouZité koncentraci. Nejvyssi hodnota flux (1 341,5 pg/cm?/h) byla
nalezena pii aplikaci 50% vodného roztoku (w/w), zatimco pii pouziti 100% nikotinu
a 1% vodného roztoku nikotinu (w/w) byly hodnoty flux podobné (82,0 a 88,2 pg/cm?/h).

koncentrace latky v donorovém roztoku.
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Ve druhé studii (Piiloha 2) byly ziskany hodnoty fluxu a lag time pro dvé
koncentrace pyrenu rozpusténé v acetonu a slune¢nicovém oleji. Hodnoty fluxu v ptipadé
acetonového rozpoustédla se pohybovaly na drovnich 0,0192 nmol/cm?h pro koncentraci
pyrenu 0,95 mg/g a 0,0150 nmol/lcm?h pro koncentraci 9,5 mg/g. V piipadé
slune¢nicového oleje se pohybovaly na Grovnich 0,0088 nmol/cm?h pro koncentraci
0,95 mg/g a 0,0119 nmol/cm?h pro koncentraci 9,5 mg/g. Z uvedeného je ziejmé, Ze
zménou rozpoustédla (aceton/olej) dochazi k vyznamné zmeéné hodnoty flux (v acetonu je
hodnota flux zhruba dvojnasobnd). Naproti tomu desetinasobné zvyseni koncentrace se na
zméné hodnoty flux projevilo jen nevyznamné. Lze se domnivat, Ze absorpce pyrenu
praseci kiizi by mohla mit (na urovni testovanych koncentraci) limitovanou kapacitu.

Ng a kol. (Ng 1992) naproti tomu rozdily v hodnotach flux nalezli (v zavislosti na
koncentraci donorového roztoku). Tito autofi studovali dermalni absorpci znaceného
pyrenu in vitro. V experimentech uzili dermatomovanou zivou prase¢i kizi, na niz
aplikovali 10 ul donorového roztoku pyrenu v acetonu. Odpovidajici davky Ccinily
33,6 nmol/cm? a 185 nmol/cm? (v naSem piipadé 212 nmol/cm? 2 120 mol/cm?
a 21 200 nmol/cm?). V intervalech 24 h prostoupilo do receptorové tekutiny 57,4 %
(tj. 1 928,6 nmol; nizsi davka) a 26,9 % (tj. 4976,5 nmol; vyssi davka) aplikované
radioaktivity. V discich (vzorcich) kize, na néz byl aplikovan pyren, bylo po experimentu
nalezeno 12,5% (tj. 420 nmol; niz8i davka) a 13,9 % (tj. 2571,5 nmol; vyssi davka)
aplikované radioaktivity. Zuvedeného vyplyva, Zze piiblizné 5,5nasobné zvyseni
koncentrace donorového roztoku vedlo zhruba ke 2,5nasobnému naristu mnozstvi pyrenu
proslého kizi. Je ovSem nutno zdlraznit, Ze v naSich experimentech jsme aplikovali
koncentrace 212 nmol/cm?, 2 120 mol/cm? a 21 200 nmol/cm?, tedy koncentrace vyznamné
vy$§i nez Ng a kol. Lze se domnivat, Zze pifi tak vysokych koncentracich jsme se
pohybovali jiz nad transportni kapacitou kiize.

V prvni studii byly ziskany odhady parametru lag time pro tfi koncentra¢ni urovné
pyrenu (rozpoustédlo aceton). Nalezené hodnoty lag time klesaly s rostouci donorovou
koncentraci pyrenu a dosahovaly Urovni 14,4 h (koncentrace pyrenu 0,95 mg/g), 11,9 h
(koncentrace pyrenu 9,5 mg/g), resp. 5,33 h (koncentrace pyrenu 95 mg/g). Statisticky
vyznamny byl rozdil hodnot lag time mezi prvni a tfeti koncentra¢ni Grovni.

V nésledné studii, v niz byl jako vehikulum srovnavan aceton a slunecnicovy olej
na dvou koncentra¢nich trovnich, byl opét patrny trend poklesu lag time s rostouci
donorovou koncentraci pyrenu, byl-li jako rozpoustédlo uzit aceton. Nalezené hodnoty lag

time v tomto piipadé &inily 154 h (koncentrace pyrenu 0,95 mg/g), resp. 13,2 h
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(koncentrace pyrenu 9,5 mg/g). V piipadé pouziti slune¢nicového oleje jako rozpoustédla
byly hodnoty lag time 17,4 h (koncentrace pyrenu 0,95 mg/g) a 18,1 h (koncentrace pyrenu
9,5 mg/g).

Z teoretickych tvah vyplyva, ze hodnota lag time zavisi pouze na difuznim
koeficientu penetrantu v daném prostiedi a délce difuzni drahy, ktera je obvykle
aproximovana tloustkou membrany. Hodnota lag time by tudiz neméla vyznamn¢ zaviset
na koncentraci penetrantu v donorovém roztoku. Pro uplnost dodejme, Ze experimenty
byly provadény s mrtvou kizi, uplatiiovat se proto mohla pouze pasivni difuze.

Pokud epidermis hodnotime z pohledu obsahu vody, lze ji rozdélit na dvé vrstvy
— vrchni rohovou vrstvu (stratum corneum, SC) a ,,zivou* epidermis (viable epidermis,
VE). Rohova vrstva obsahuje ,,mrtvé silné odvodnéné epidermalni buniky (korneocyty),
které spocivaji v kontinudlni lipidové matrici. Rohova vrstva je s ohledem na nizky obsah
vody chapana jako lipofilni faze. Vrstva VE obsahuje mnohem vice vody nez SC a je tudiz
povazovéana za fazi primarné hydrofilni. Hlavnim proteinem epidermis je potom keratin.
V rohové vrstvé piedstavuji keratinova vlakna ptes 90 % vahy proteinu a tvoti zaklad jeji
buné&cné hmoty. Polyaromaty se na keratin mohou reverzibiln¢ vazat, jejich afinita ke
keratinu vzrusta s rostouci lipofilitou molekuly (Hansen 2011). Ve $kéafe je navic ptitomen
albumin, ktery téz vaze PAU (Bert 1986, Dancik 2013). Rezervoarovy efekt kize pro
pyren (jeho reverzibilni interakce s kizi) dolozili ve svych experimentech provadénych na
potkanech in vivo i in vitro Payan a kol. (Payan 2008).

Experiment srovnavajici absorpci PAU v zavislosti na rozpoustédle publikovali
Sartorelli a kol. (Sartorelli 1999). Autofi popsali vyznamné rozdily v dermalni absorpci
pyrenu mezi acetonovym a olejovym nosnym mediem. V jejich experimentu byla, stejné
jako vnasi praci, pouzita statickd difizni komurka s absorpéni plochou 1,77 cm?.
Penetra¢ni membranu tvofila plna kize z biicha kockodana zeleného (Cercopithecus
aetiops). Expozi¢ni davka (koncentrace pyrenu v donorovém vzorku) byla 9,3 nmol/cm?.
Pouziti acetonu vedlo pii vSech odbérech k vyznamné vyssi absorpci pyrenu v hodnotach
0,25 nmol/cm?/24h; 0,45 nmol/cm?/48h a 2 nmol/cm?/72h. U oleje byly nalezeny hodnoty
zhruba desetkrat nizsi: 0,025 nmol/cm?/24h; 0,05 nmol/cm?®/48h a 0,1 nmol/cm?/72h.

V souladu s vysledky studie Sartorelli a kol. byly i v naSich experimentech ve
vSech pripadech nalezeny vyssi hladiny absorpce pyrenu u acetonového media (expozi¢ni
davky: aceton: 209 nmol/cm? a 2 095 nmol/cm?; olej: 235 nmol/cm? a 2 347 nmol/cm?).
Statisticky vyznamny rozdil mezi acetonem a olejem byl vsak nalezen, na rozdil od

Sartorelliho prace, pouze u hodnot zjisténych po 12 a 24 hodinach u nizsi expozi¢ni davky
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(p<0,05) a po 12 hodinach u expozi¢ni davky vyssi (p<0,01; viz P¥iloha 2). A¢koliv v praci
Sartorelliho byla pouzita nizsi koncentrace donorové faze, jsou vysledky absorpce v jeho
i v naSem experimentu fadové srovnatelné. Domnivame se, ze je to zpusobeno odliSnou
penetracni membranou. Sartorelli pouzival kiizi z bficha opice koCkodana zelené¢ho. Tato
ktze obsahuje velké mnozstvi vlasovych folikull, které mohou penetraci latky vyrazné
zvySovat.

Zatimco ve studii Sartorelliho byla nalezena zhruba desetinasobné vyssi troven
absorpce pyrenu pii pouziti acetonu jako rozpoustédla (v porovnani s olejem), v nasi studii
se vyssi absorpce pyrenu z acetonu pohybovala na Grovni dvou az pétinasobkil (u nizsi
koncentrace pyrenu) resp. na urovni srovnatelné s olejovym rozpoustédlem (u vyssi
koncentrace pyrenu). Domnivame se, ze jednou z pti¢in rozdilnych arovni absorpci pyrenu
muze byt slozeni pouzitych oleji. Zatimco Sartorelli a kol. ve svém experimentu pouZili
synteticky olej (,,commercial synthetic lubricator for engines), v naS§em experimentu byl
pouzit olej slune¢nicovy (kompatibilita s Goeckermanovou terapii). Dulezitou soucasti
slune¢nicového oleje je kyselina olejova, ktera tvoii 14—40 % tohoto oleje (MZ CR 2009).
Tato mononenasycena vysS$i mastnd kyselina je zndma jako akcelerdtor transdermalni
penetrace (napt. Singh 2010). Literatura uvadi, Ze ve vy$Sich koncentracich olejova
kyselina poskozuje vnitini strukturu lipidovych dvojvrstev. To mize vést k defektim
permeability a urychlit permeaci latek pies SC (Trommer 2006).

Jiné vysvétleni muze spocivat v ovliviiovani penetranich vlastnosti kiize pouzitym
rozpoustédlem, jak vyplyva z recentni prace Gajjara a kol. (Gajjar 2014). Autoti studovali
dermalni absorpci tékavych rozpoustédel s cilem verifikovat matematicky model. Znaéeny
aceton v mnozstvi 12,5-25-37,5-50 pl/cm? aplikovali na dermatomovanou lidskou kazi.
Své experimenty provadéli bez okluze v digestofi (pfi prutoku vzduchu kolem statickych
komurek 0,92 m/s) a v receptorové tekuting stanovovali znaceny aceton. Maximalni flux
acetonu registrovali v intervalu 15 min od aplikace, po 2 hod od aplikace jiz byl flux
acetonu zanedbatelny.

Zuvedenych vysledkll vyplyva, ze po aplikaci pyrenu rozpusténého v acetonu
rozpoustédlo penetruje do kiuze, kde po dobu jeho prichodu zvysuje s velkou
pravdépodobnosti rozpustnost pyrenu ve vodné fazi zivé epidermis (i ve Skare). Aceton
s sebou potom undsi relativné vysokou koncentraci penetrantu, ktery je vychytavan
vazebnymi centry proteinu. Lze pfedpokladat, ze usek transportni drahy, na némz se

vazebna centra proteind takto nasyti, Se prodluzuje s rostouci vychozi koncentraci pyrenu
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interakcemi s vazebnymi centry proteini. Dusledkem potom je jeho rychlejsi pranik kuzi
aplikovana
Slune¢nicovy olej, ktery je rozpoustédlem viskOznim, relativné nepolarnim

a s vodou nemisitelnym, analogicky efekt nevyvolal.

Ve druhé fazi experimentalnich praci jsme sledovali vliv rozpoustédla na
transdermalni absorpci naftalenu. Volba testovaci latky byla determinovana praktickymi
duvody. Naftalen je Siroce pouZivana latka, ma ze studované skupiny PAU nejmensi
molekulovou hmotnost a kazi pronika nejsnaze. K potfizeni pozadované ¢asové zavislosti
jeho absorpce kiizi postacoval experiment trvajici 24 h.

Pti hodnoceni vlivu rozpoustédla na dermélni absorpci naftalenu byl jako donorovy
roztok pouzit roztok naftalenu v acetonu v koncentraci 5,4 mg/g roztoku a roztok
naftalenu ve slune¢nicovém oleji v téze koncentraci. Na kazi bylo aplikovano vzdy 50 pl
donorového roztoku, coz predstavuje davku naftalenu 0,95 pmol/cm? (roztok v acetonu),
resp. 1,07 umol/cm? (roztok ve slunecnicovém oleji). Vysledky ukazuji Tab. 12 a 13 (kap.
6.2.2). V ptipadé acetonového rozpoustédla byla pramérmd hodnota  flux
0,468+0,152 nmol/cm?h, pii pouziti olejového roztoku byl zhruba polovicni
(0,212+0,155 nmol/cm®/h), rozdil dosahl statisticky vyznamné Grovng (p = 0,010).
Primérnd hodnota lag time byla po aplikaci roztoku naftalenu v acetonu 0,75+0,33 h, po
pouziti olejového roztoku byla skoro t¥ikrat delsi (2,07+1,50 h). Nicméné tento rozdil
nebyl statisticky vyznamny (p = 0,059).

| v piipad¢ naftalenu, podobné jako u pyrenu, je troven absorpce testovane latky
vyrazné¢ mensi apomalejSi pii pouziti slunecnicového olejového jako donorového
rozpoustédla. Tento zavér posiluje predpoklad, Ze za rozdilné hodnoty fluxu a lag time
pyrenu 1 naftalenu pozorované po zaméné donorového rozpoustédla je zodpovédny efekt
vehikula. Nase vysledky 1ze podpofit 1 literarnimi udaji.

Sartorelli a kol. porovnavali aceton a synteticky mineralni olej jako donorova
rozpoustédla pro smés tfinacti polyaromatickych uhlovodika (Sartorelli 1999). In vitro
experimenty provadéli s plnou kiizi ko¢kodana zeleného instalovanou ve statické difuzni
komurce s difazni plochou 1,77 cm? na niz aplikovali 30 ul donorového roztoku
(vacetonu a v oleji). Experimenty provadéli bez okluze, receptorovou tekutinou byl
fyziologicky roztok s piidavkem 4 % BSA a gentamicinem. Autofi pozorovali obdobny

trend, jaky jsme pozorovali i my v nasich experimentech - statisticky vyznamny pokles
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hodnoty fluxu a narast hodnoty lag time po nahradé acetonu jako donorového rozpoustédla
syntetickym olejem. Trend pozorovali pro naftalen, fluoren, acenaften, antracen, fenantren
a pyren.

V piipadé naftalenu byla Sartorellim a kol. aplikovana dévka 160 nmol/cm?
vacetonu nebo v minerdlnim oleji. Pro aceton byla nalezena hodnota flux
1,011 nmol/cm?h a lag time 1,18 h a pro synteticky olej hodnota flux 0,274 nmol/cm?h
alag time 4,86 h. V ptipad¢ nasi studie byla davka naftalenu (v acetonu) aplikovana na
kazi v koncentraci Sestkrat vyssi, nicméné hodnota flux byla dvakrat nizsi, nez hodnota
nalezend ve studii Sartorelli a kol. (Sartorelli 1999).

Komplikovanost prezentované problematiky doklada i nasledujici studie. Frasch
akol. (Frasch 2007) studovali dermalni absorpci naftalenu ztuhé substance.
K experimenttim uzili dermatomovanou prase¢i dorsalni kizi nainstalovanou ve statické
Franzové komurce, receptorovou tekutinou byl Hankstv roztok. Experimenty byly
provadény ve dvou nezavislych laboratofich a byly zjistény nasledujici hodnoty flux a lag
time: flux 238 a 58,8 nmol/cm?h; lag time 0,82 a 2,02 h. Oproti nasim vysledkim jsou
uvedené hodnoty zhruba o dva fady vyssi.

Je ziejmé, ze srovnani experimentdlnich dat s literArnimi Gdaji je velmi
komplikované a zatizené mnoha nejistotami. Hlavni nejistoty se tykaji pouziti rtiznych
zivoCisnych druhti (vzorky kuze), riznych modeli studia dermalni absorpce, riznych

podminek aplikace penetrantu a variaci ve zpusobu hodnoceni dat.

Ve tieti fazi experimentdlnich praci jsme porovnavali vliv formy aplikace
(individualni/smésna) na parametry transdermalni absorpce. Hodnoceno bylo celkem osm
zastupct PAU (antracen, benz[a]antracen, benzo[a]pyren, fenantren, fluoranten, fluoren,
naftalen, pyren), které byly na donorovou c¢éast kize prase¢iho ucha, zamontované ve
statické difizni komiirce, aplikovany v acetonovém roztoku bud’ samostatn¢, nebo ve
smési obsahujici Ctyfi zastupce PAU najednou. Pouzité koncentrace byly v obou pfipadech
aplikace stejné.

Z vysledku je patrné, ze rychlost, jakou jednotlivé polyaromaty penetrovaly kuzi, se
zna¢né lisila. Zatimco polyaromat s nejmensi molekulovou hmotnosti (naftalen) vykazal
lag time 0,86 h, u polyaromatu s nejvétsi molekulovou hmotnosti (benzo[a]pyrenu) jiz
hodnota tohoto parametru ¢inila 51 h. Obecné lze fici, v souladu s literarnimi udaji, ze
hodnota lag time PAU narustala s jeho rostouci molekulovou hmotnosti (Sartorelli 1999).

Pfi posuzovani vysledkii je nutno brat v Uvahu, Zze hodnota lag time neni ovliviiovana jen
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tloustkou membrany a difuznim koeficientem polyarométu v daném prostiedi, ale i jeho
vazbou na proteiny kiuze (difundovat miZe pouze volna frakce polyaromaty). Difuzivita
makromolekul albuminu pfitomnych v dermis je mnohem mensi, nez difuzivita malych
molekul polyaromatu (Dancik 2013).

Koncentrace polyaromatt v donorovych roztocich byly voleny tak, aby odpovidaly
jejich ptibliznému obsahu ve farmaceutické pasté (pouzivané pii Goeckermanové terapii):
5,4 mg/g (naftalen), 2,8 mg/g (fenantren), 1,4 mg/g (fluoranten), 0,95 mg/g (fluoren,
pyren), 0,7 mg/g (antracen), 0,45 mg/g (benz[a]antracen a benzo[a]pyren). Koncentra¢ni
urovné, na nichz byly jednotlivé polyaromaty testovany, se tedy liSily o vice nez jeden tad.
Lze proto predpokladat, ze hodnoty flux, registrované pii individualni aplikaci PAU,
vyznamné reflektovaly i rozdily ve zvolenych koncentra¢nich trovnich. Hodnoty flux,
nalezené pii individualnich aplikacich polyaromatd, klesaly (podle o¢ekavani) s Klesajicim
zastoupenim PAU v donorové tekuting.

Pokud byly polyarométy na kiazi aplikovany ve smési, byla hodnota flux vzdy nizsi
nez pii individudlnim poddni, pficemz rozdily mezi obéma zplsoby podani nartistaly
s rostouci molekulovou hmotnosti testovaného polyaroméatu (viz Obr. 41 a Piiloha 4).
U polyaromat s nejmensi molekulovou hmotnosti (naftalen, fluoren) byl rozdil mezi
hodnotami fluxu vypoétenymi zobou zpusobti podani < 17 %. Ptitomnost dalSich
polyaromatii v donorové tekutiné tedy meéla na jejich prostup kizi vliv minimalni.
Obdobné zékonitosti platily i pro hodnotu lag time. V ptipadé antracenu, fenantrenu
a fluorantenu piedstavovala hodnota flux u smési polyaromatd 40-50 % hodnoty
registrované pii samostatném podani. V piipadé pyrenu to bylo 25 % hodnoty a v pfipadé
benz[a]antracenu jiz jen 8,6 % hodnoty registrované pii samostatném podani. Byl-li ve
smési podan benzo[a]pyren, pak jeho hladiny v receptorové tekutin€ ziistaly pod mezi
stanovitelnosti metody (2,4 nmol/l) po celou dobu trvani pokusu (72 hodin.). Hodnoty flux
a lag time pro smésné podani benzo[a]pyrenu tedy nebylo mozno stanovit.

Hodnota lag time byla smésnou aplikaci ovlivnéna méné nez hodnota flux.
U vétSiny polyaromati se hodnoty parametru lag time, vypoctené z individudlni a smésné
aplikace, nelisily o vice nez + 14 %. Vyrazngjsi nartst hodnoty lag time pfi smésné
aplikaci byl zjistén pouze v ptipadé¢ fluorantenu (o 32 %) a pfedevsim antracenu (0 101 %).

Dosazené vysledky naznacuji, Ze aplikace PAU ve smési muze mit piedev§im
negativni dopad na hodnotu flux (tj. na mnozstvi PAU, které ktizi projde za jednotku ¢asu).

vvvvvv

Zdé se pravdépodobné, Ze ke kompetici mezi polyaroméaty dochazi v misté aplikace. Dalsi
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moznosti je omezena kapacita albuminu v receptorové tekuting. Vysledky provedené
studie rozpustnosti PAU tuto alternativu vsak nepodporuji (Tab. 5, 6, 7).

Aby se jednoznac¢né vylou¢il mozny vliv kumulace penetrantti v receptorove
tekutin€ na jejich prostup kizi, bylo by zadouci ménit pii kazdém odbéru vzorku cely
objem receptorové tekutiny. Dale by bylo vhodné provadét experimenty na samotné
epidermis (aby se vyloucil vliv vazby na dermalni proteiny), nebo po ukonéeni
experimentu na plné kazi provadét hodnoceni ,total recovery” (Stanovit mnozstvi
penetrantu zbylé na povrchu kiize, ve stratum corneum, v ,,zivé“ epidermis a ve zbyvajici
dermis).

Nami zjisténé poznatky ukazuji na komplikovanost a nejistotu odhadu zdravotniho
rizika v pfipad¢ expozice smésim PAU. Jsou-li znadmy relevantni informace
o transdermalni kinetice PAU (zatim jen velmi limitovana data), byly tyto vétSinou ziskany
v experimentech hodnoticich podani jednotlivych PAU, coz je pro naprostou vétSinu
expozic PAU ze zivotniho a pracovniho prostiedi netypické (Ng 1992, Moody 1995,
Frasch 2007, Payan 2008).

Vliv zptsobu podani (samostatné nebo ve smési) zasadné ovliviiuje miru absorpce
PAU a vyznamné zvysuje nejistoty pii odhadu souvisejicich zdravotnich rizik. Nicméné
pokud by byly zndmy validni informace o maximalni dermalni absorpci jednotlivych PAU
(individualni aplikace maximalné koncentrovaného donorového roztoku v ,,infinite dose®),
bylo by mozné piedpokladat, ze absorpce v ptipadé smési nebude vyssi. To by pro danou
smés PAU umoznilo stanoveni maximalnich rizik (u¢inktl) dermalni expozice (dle
konzervativniho scénare).

Pozadované informace o dermalnich charakteristikach PAU v soucasné dobé
k dispozici nejsou. Flynnova databaze (viz kap. 2.3) obsahuje informace
0 94 slouceninach. Zahrnuje celkem 97 koeficientli permeability ziskanych v in vitro
experimentech na lidské kuzi (meta-analyza 15 literarnich zdroji); (Flynn 1990). Novéjsi
Kirchnerova databaze (vychazi z Flynnovy databdze) obsahuje informace o 114 latkach
(Kirchner 1997). Polyaromaty se vSak bohuzel mezi témito latkami nenachazeji. Z vyse
uvedenych divodl se vyzkumné ¢innost naseho pracovisté bude i nadale orientovat na
stanoveni zakladnich charakteristik vybranych PAU v zavislosti na proménlivych

podminkach expozice.
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8. Zavér

Predkladana disertatni prdce mé nazev ,Kinetika vybranych latek pfi dermalni
expozici (polycyklické aromatické uhlovodiky)* a k jejim stéZejnim cilim patiilo
(1) zavedeni a validace vhodné metodiky testovani transdermalni absorpce latek in vitro
a(2) pouziti této metodiky k =ziskani novych poznatki o vlivu koncentrace, typu
rozpoustédla a formy aplikace na miru transdermalni absorpce vybranych zastupcti PAU.

Pro naplnéni vySe uvedenych cili byla vybrana metodika pouzivajici vertikalni
statickou difuzni komtirku dle Franze. Jako absorpéni membrana v testovaci souprave
slouzila plnd kize zadni plochy usniho boltce prasete domaciho. Obsah stanovovanych
latek ve wvzorcich receptorové tekutiny (tvofené Hanksovym roztokem s BSA
a gentamicinem) byl analyzovan pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci
(GC-MS) a pomoci vysokoucéinné kapalinové chromatografie s fluorescenéni detekci
(HPLC), pro niz byla vyvinuta a validovana novad metodika. Ze ziskanych dat byly
pocitany hodnoty zakladnich charakteristik transdermalni absorpce PAU (flux a lag time).
Pro vypocty byl vytvofen novy pocitacovy model, ktery stanoveni charakteristik
transdermalni absorpce vyznamné zpiesnuje (publikace je pfipravovana).

Disertacni prace pfinasi nové poznatky v oblasti zakladnich charakteristik
transdermalni absorpce PAU in vitro. Tyto poznatky lze vyuzit pfi odhadu trovné
zdravotnich rizik dermalni expozice PAU.

Bylo prokéazano, Ze 1 relativné nizké donorové koncentrace PAU mohou napliovat
kapacitu transportnich cest v k0zZi. Z pohledu faktori ovliviujicich celkovou miru
transdermalniho pfenosu PAU ma velikost exponované plochy kize vétsi vliv nez
koncentrace PAU v aplikovaném roztoku. PAU s malou molekulovou hmotnosti byly
absorbovany rychleji a ve vét§im mnozstvi nez PAU s vys§i molekulovou hmotnosti.

Mira dermdlni absorpce PAU vyznamné zavisela na charakteru rozpoustédla.
Pouziti olejového rozpoustédla mélo za nasledek (v porovnani s pouzitim standardniho
rozpoustédla acetonu) niz§i hodnotu miry dermalni absorpce. Realné expozice PAU
V Zivotnim a pracovnim prostiedi byvaji spojovany s tukovymi (olejovymi) bazemi
(prostfedim). Je pravdépodobné, ze v ptipadech, kdy jsou pro uéely odhadi zdravotnich
rizik dermalni expozice PAU pouZivany ,acetonové“ udaje, ma odhadované riziko
nadhodnoceny (konzervativni) charakter.

Rovnéz forma aplikace latky vyznamné ovliviiovala miru dermalni absorpce PAU

(individualni/smésna aplikace). Ve vSech experimentech byla nizs$i mira dermalni absorpce
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nalezena pii aplikaci smési PAU (v porovnani s aplikaci individualni). S ohledem na
skuteCnost, ze PAU se v zivotnim a pracovnim prostfedi vyskytuji témét vyhradné ve
smésich, bude mit roven rizika dermalni expozice smési PAU, odhadovana na zaklad¢ dat
ziskanych pfi individudlni aplikaci, nadhodnoceny (konzervativni) charakter.

Vysledky dil¢ich experimentii byly publikovany v odbornych €asopisech a na
tuzemskych a mezinarodnich védeckych konferencich. Souborny ¢lanek, shrnujici vSechny
vysledky této studie, je v soucasné dob¢ piipravovan.

Experimenty s dermalni expozici PAU budou na Ustavu hygieny a preventivniho
l1ékaistvi Lékarské fakulty UK v Hradci Kralové pokracovat. Chceme se zaméfit na
hodnoceni celkového profilu testovanych latek (,total recovery“) a na vyuziti téchto
vysledkii k vypoétu maximalnich absorpci vybranych zastupci PAU. Udaje by mohly
ptispét k dalSimu zpiesnovani zdkladnich charakteristik transdermalni absorpce pro ucely
hodnoceni (odhadi) zdravotnich rizik. Na tomto misté povazuji za nutné upozornit, zZe
stavajici databaze informaci o dermalnich absorpcich latek (Flynn 1990, Kirchner 1997)
neobsahuje informace o dermalni kinetice (absorpci) PAU.

Soubézné planujeme testovani absorpce PAU pies samotnou epidermalni
membranu. Tento postup by mél vyznamné redukovat nejistoty spojené s pruichodem PAU

pies hydrofilni dermis.
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