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Cíle disertační práce 

Ústav hygieny a preventivního lékařství, kde je autorka práce zaměstnána, se 

dlouhodobě zabývá zdravotními dopady vlivu expozice PAU, a to jak v ţivotním 

a pracovním prostředí (Vyskočil 1997, 2000, Fiala 2001), tak při terapeutickém pouţití 

(Goeckermanova metoda léčby psoriázy). Výsledky získané v minulých letech při 

klinických studiích ve spolupráci s Klinikou nemocí koţních a pohlavních Fakultní 

nemocnice v Hradci Králové (Borská 2006, 2009, 2010a,b, Fiala 2006) vyvolávaly potřebu 

zjistit více o mechanismech transdermální absorpce PAU. Studium literárních zdrojů se 

však ukázalo být nedostatečným, neboť problematika dermální expozice PAU nebyla příliš 

soustavně sledována a lze dohledat pouze částečné informace, většinou týkající se 

profesionální expozice osob (např. Jongeneelen 1990, 2001, Angerer 1997, Hansen 2008, 

Serdar 2012). Bliţší informace o dermální kinetice PAU z in vitro pokusů byly spíše 

vzácností (Ng 1992, Moody 1995, vanRooij 1995, Sartorelli 1998, 1999, 2001, 

Kanikkannan 2001, Payan 2008) a zabývaly se většinou pouze některými zástupci skupiny 

PAU.  

Z tohoto důvodu bylo rozhodnuto zabývat se danou problematikou podrobněji 

formou doktorského postgraduálního studia a pro vypracování disertační práce byly 

stanoveny následující cíle: 

1. Zavedení nové metodiky testování transdermální absorpce látek in vitro s pouţitím 

statické vertikální difúzní komůrky  

2. Pouţití této metodiky k získání základních poznatků o vlivu koncentrace, 

rozpouštědla a formy aplikace (individuální/směsná) na průběh dermální absorpce 

vybraných zástupců PAU 
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TEORETICKÁ ČÁST 

 

1. Stavba kůže 

  

Pro porozumění mechanismům účastnících se procesu transdermální absorpce má 

zásadní význam pochopení stavby kůţe a zde přítomné koţní bariéry. 

Vývoj primitivní bariéry mezi vnitřním a zevním prostředím multicelulárních 

organismů začal před 500–600 miliony let. Jedním z nejstarších organismů s povrchovou 

„kůţí“ je Cnidaria – organismus podobný medúze skládající se ze dvou vrstev 

cylindrických buněk, z nichţ vytvořil povrchový ektoderm (epidermis) a vnitřní endoderm 

(gastrodermis). Tato jednovrstevná epidermis je povaţována za nejstarší formu kůţe 

(Campbell 1999).  

Kůţe je největším orgánem lidského těla. Její hmotnost dosahuje zhruba 

16 % celkové tělesné hmotnosti. Jen epidermis a dermis u dospělého člověka váţí zhruba 

4 kg, hmotnost hypodermis se mění v závislosti na mnoţství podkoţní tukové tkáně 

člověka. Zevní povrch kůţe se pohybuje mezi 1,2 – 2,3 m
2
 (Záruba 1994).  

Kůţe (cutis, integumentum commune) má pro organismus ţivotní důleţitost, bez 

kůţe není ţivot moţný. Má mnoho funkcí – chrání proti vlivům okolního prostředí 

(ochrana mechanická, chemická, mikrobiální, proti záření), pomáhá termoregulaci těla, 

brání ztrátě vody z organismu (normální mnoţství vody denně ztrácené kůţí je 0,5 l, při 

poškození koţní bariéry, např. u generalizované psoriázy, to můţe být aţ 6 l/den); (Marks 

2004), podílí se na metabolismu (tvorba vitamínu D, syntéza a exkrece určitých látek), je 

součástí imunitní obrany organismu (buněčné i humorální). Je téţ významným 

receptorovým a senzorickým orgánem. Díky své elasticitě pokrývá v téměř nezměněné 

podobě tělo i při mimořádných situacích, jako jsou otoky a těhotenství. Na její vlastnosti 

má téţ vliv pohlaví, zejména rozdílné pohlavní hormony, které modulují tloušťku kůţe 

(androgeny ji zvyšují), ovlivňují imunitní funkce (estrogeny stimulují, testosteron 

inhibuje), ovlivňují stárnutí kůţe (estrogeny ho zpomalují) a hojení ran (Zouboulis 2007). 

Rozdíly dané pohlavím jsou u alopecie, akné, koţních nádorů (melanomy častěji u muţů), 

u ţen jsou častější autoimunitní koţní nemoci (systémový lupus erytematodus, 

sklerodermie, revmatoidní artritida), psoriáza a atopická dermatitida (Dao 2007). 

Kůţe (Obr. 1) se skládá z pokoţky (epidermis), škáry (dermis, corium) a podkoţí 

(hypodermis, tela subcutanea, subcutis). Epidermis a její deriváty (mazové a potní ţlázy, 
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vlasové folikuly a nehty) jsou ektodermového původu, dermis a hypodermis pochází 

z mezodermu. 

Spojení epidermis a dermis je nepravidelné. Epidermis vytváří směrem dolů 

výběţky zvané epidermální čepy, dermis vybíhá směrem nahoru výběţky zvanými papily. 

V prostoru mohou tyto do sebe zapadat dvojím způsobem – buď jako čepy do děr 

(u tenkého typu kůţe), nebo jako hřebeny a brázdy (u tlustého typu kůţe). Tenký typ kůţe 

se nachází na většině lidského těla a je ochlupený, tlustý typ kůţe je typický pro dlaně 

rukou a plosky nohou a je lysý. Rozlišení je na základě tloušťky epidermální vrstvy, která 

u tenké kůţe měří 75–150 μm, u tlusté kůţe 400–800 μm. Celková tloušťka epidermis 

a dermis se mění podle lokalizace, např. na zádech je přibliţně 4 mm, na vlasaté části 

hlavy 1,5 mm (Wickett 2006). 

 

Obr. 1. Stavba kůže 

 

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

Epidermis se skládá z pěti (podle některých autorů jen čtyř) vrstev, směrem od 

povrchu do hloubky jsou to vrstva rohová (stratum corneum, SC), vrstva světlá (stratum 

lucidum, SL, některými autory je povaţována za dolní část SC), vrstva zrnitá (stratum 

granulosum, SG), vrstva ostnitá (stratum spinosum, SS), vrstva základní (stratum basale, 

SB); (Záruba 1994). Povrchové stratum corneum má tloušťku přibliţně 10–20 μm, pod 

ním leţící zbývající vrstvy epidermis pak 50–100 μm (Bouwstra 2003a). 

Stratum basale spolu se stratum spinosum jsou označovány jako germinativní nebo 

Malpigiho vrstva (stratum germinativum Malpighi). Tyto dvě vrstvy jsou odpovědné za 

neustálou výměnu epidermálních buněk. Dochází zde k mnoţení buněk, 12 % mitóz 

probíhá ve stratum basale, 88 % ve stratum spinosum (zde mitózy probíhají převáţně 

v noci). Buňky ze základní vrstvy odrůstají směrem k povrchu kůţe a mění svůj charakter. 

K jejich odloučení z povrchu kůţe dochází většinou za 14–28 dní, na obličeji a přední části 

krku jiţ za 7 dní (Záruba 1994), na dlaních rukou za 32–36 dní (WHO 2006).  

  

V epidermis se nachází čtyři základní typy buněk – keratinocyty, melanocyty, 

Langerhansovy a Merkelovy buňky.  

Nejpočetněji (95 % buněčné populace pokoţky) jsou zastoupeny keratinocyty, jeţ 

jsou hlavními buňkami epidermis, tj. epitelu vrstevnatého plochého rohovatějícího, 

skládajícího se z pěti anatomicky odlišných vrstev: 

- vrstva základní (stratum basale, SB) je tvořena jednou vrstvou cylindrických nebo 

kubických buněk sedících na bazální membráně oddělující epidermis od dermis. Část 

těchto buněk tvoří tzv. kmenové buňky – nediferencované buňky slouţící k obnově 

a mnoţení keratinocytů. K bazální membráně jsou keratinocyty připevněny pomocí 

hemidesmozomů, v horních a bočních partiích jsou sousední buňky spojeny pomocí 

desmozomů, tight junction a gap junction.  

Tight junction představují pevné spojení sousedních buněk, kontrolují paracelulární 

cestu průniku exogenních látek (bariérová funkce) a separují horní a basolaterální části 

buněk. V lidské epidermis bylo identifikováno větší mnoţství tight junction proteinů např. 

occludin, caludiny 1, 4, a 7, junctional adhesion molecule-1 (JAM-1), multi-PDZ protein-1 

(MUPP-1). Defekty těchto proteinů vedou k poruše bariérových funkcí kůţe (Proksch 

2008). 
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Spojení typu gap junction je tvořeno transmembránovým proteinem connexinem 

a formuje drobné kanálky, které dovolují pasáţ iontů a malých molekul mezi sousedními 

buňkami (Mese 2007). Tento typ spojení je tudíţ velmi důleţitý v mezibuněčné 

komunikaci (Proksch 2008). Poškození této komunikace je jedním z charakteristických 

znaků karcinogeneze epiteliálních buněk (Upham 2008). 

- vrstva ostnitá (stratum spinosum, SS) se skládá z několika vrstev (čtyř aţ osmi) 

kubických nebo polygonálních buněk, které se směrem nahoru oplošťují. Mezi buňkami 

jsou poměrně široké mezibuněčné prostory, navzájem jsou buňky spojeny četnými 

desmozomy, coţ jim dává ostnitý vzhled. Desmozom (adhering spot, macula adherens) je 

typ buněčného spoje, pro nějţ je charakteristická přítomnost kadherinů a intermediárních 

filament. Tato filamenta, která můţou být různé chemické struktury 

(např. keratinová či desminová), se napojují zvnějšku, zatímco na povrchu obou membrán 

se nachází různé proteiny slouţící jako kotva (plakoglobin, desmoplakin) a v prostoru mezi 

membránami obou spojených buněk jsou přítomny různé kadheriny (např. desmoglein, 

desmocolin), které drţí obě membrány pohromadě. 

- vrstva zrnitá (stratum granulosum, SG) je tvořena třemi aţ pěti vrstvami 

oploštělých polygonálních buněk, v jejichţ cytoplazmě se nachází velké mnoţství 

keratohyalinových granulí. Tato granula nemají obalovou membránu, jsou bazofilní, 

obsahují fosforylovaný protein bohatý na histidin a proteiny bohaté na cystein. 

Keratinocyty zde obsahují téţ malá lamelární granula (Odlandova tělíska), která mají 

obalovou membránu a splývají s cytoplazmou a svůj obsah (lamelární disky tvořené 

lipidovou dvojvrstvou) vylučují do mezibuněčného prostoru, kde je ukládán ve formě 

tenkých listů obsahujících lipidy a tvoří potom mezibuněčný tmel, bránící průniku látek 

přes epidermální bariéru (zejména významné ve stratum corneum). 

- vrstva buněk světlých (stratum lucidum, SL) je patrná v kůţi tlustého typu (na 

dlaních rukou a ploskách nohou), je tvořena 1–2 vrstvami plochých eozinofilních buněk, 

které jiţ postrádají jádro a buněčné organely, stále jsou však spojeny desmozomy. 

V cytoplazmě obsahují velké mnoţství eleidinu. Někteří autoři tuto vrstvu nepovaţují za 

samostatnou a uvádí ji jako součást dolní, neodlučující se části stratum corneum. 

- vrstva rohová (stratum corneum, SC) je nejdůleţitější součástí bariéry bránící 

průniku látek ze zevního prostředí do vnitřního prostředí organismu, proto zde bude 

probrána podrobněji.  

Stratum corneum se dělí na dvě části – SC conjunctum, (compactum; spodní, 

neodlupující se část) a SC disjunctum (horní část, tvořená nepřetrţitě se odlupujícími 
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buňkami). V průměru trvá keratinocytu posun od stratum basale do stratum granulosum 

14 dní, korneocyt se z povrchu epidermis odloučí za dalších 14 dní.  

Stavba SC připomíná zeď. Jsou zde buňky – korneocyty (cihly – bricks) navzájem 

spojené mezibuněčnou hmotou (malta – mortar). Tohoto popisu poprvé pouţil Michaels 

(Michaels 1975) a tato teorie stavby SC jako „bricks and mortar“ byla dalšími autory 

modernizována a doplňována (Nemes 1999, Nishifuji 2013).  

Chemicky je SC (resp. jeho sušina) tvořeno ze 75–80 % proteinů, 5–15 % lipidů, 

zbývajících 5–10 % zatím zbývá objasnit. Voda tvoří v nativním SC 13 % (Förster 2009).  

Anatomicky je SC tvořeno v průměru 15–20 vrstvami plochých bezjaderných 

zrohovatělých buněk (tzv. korneocytů), nejméně vrstev je na skrotu (6±2 vrstev), nejvíce 

na patě (86±36 vrstev); (Ya-Xian 1999). Korneocyty mají průměrnou tloušťku kolem 1 μm 

a povrch v průměru 1 000 μm
2
, mezery mezi nimi jsou přibliţně 0,1 μm široké. Velikost 

jejich povrchu závisí na věku, anatomické lokalizaci a faktorech ovlivňujících epidermální 

proliferaci, jako např. UV záření. Velikost korneocytů se zvyšuje s věkem, coţ odráţí 

prodlouţený čas setrvání ve stratum corneum.  

Kaţdý jednotlivý korneocyt můţe být jednoduše vnímán jako nerozpustný 

proteinový komplex převáţně obsahující vysoce organizovaný makrofibrilární 

skleroprotein keratin, který můţe vázat značné mnoţství vody. Keratin je hlavní 

strukturální protein syntetizovaný v keratinocytech. Je sloţen z nejméně šesti různých 

polypeptidů o molekulové hmotnosti od 40 000 do 70 000 Da. Tři polypeptidové řetězce se 

obtáčejí kolem sebe a vytvářejí podjednotky tonofilament (přibliţně 47 nm dlouhé). 

Alespoň jeden z polypeptidů podjednotky se liší od ostatních, coţ umoţňuje velkou 

rozmanitost v jejich sloţení. Devět trojřetězových podjednotek se v průběhu keratinizace 

korneocytu dále splétá a vytváří filamentum o průměru asi 10 nm. Trojřetězcové 

podjednotky se při tom spojují svými konci a umoţňují tak tonofilamentu dosáhnout větší 

délky (Junqueira 1997). 

Keratinová vlákna vytváří v buňkách prostorovou síť, z perinukleárního prstence 

odstupují filamenta procházející skrz cytoplazmu a končí v desmozomech 

a hemidesmozomech. V průběhu posledních fází normální diferenciace keratinocytů je 

keratin pomocí matrixového proteinu filaggrinu spojen do velmi organizovaných 

a kondenzovaných svazků. Keratin a filaggrin tvoří společně 80–90 % proteinů epidermis 

(Proksch 2008). 

Epidermální buňky vytváří současně kyselý keratin (typ I) a bazický keratin 

(typ II). Kyselý typ keratinu má ve své molekule více negativně nabitých aminokyselin 
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(asparagová a glutamová kyselina) zatímco bazický typ keratinu obsahuje více pozitivně 

nabitých aminokyselin (lysin, arginin, histidin); (Wickett 2006). V savčí epidermis 

keratiny typu I a typu II pomocí disulfidových vazeb vytváří heterodimery, např. keratin 5 

(K5) a keratin 14 (K14) vytváří heterodimery v bazální vrstvě, zatímco keratin 1 (K1) 

a keratin 10 (K10) v suprabazálních vrstvách, keratin 2 (K2) je ve stratum granulosum 

(Nishifuji 2013). 

Dalšími významnými proteiny jsou filaggrin a loricrin, uvolňované 

z keratohyalinových granulí. Filaggrin (zkratka z filament-aggregating protein) ve své 

molekule obsahuje velké mnoţství pozitivně nabitých aminokyselin a účastní se agregace 

keratinových filament, která mají převáţně negativní náboj. Po splnění své funkce je 

uvolňován z keratinových mikrofibril a pomocí proteolytických enzymů přeměněn na 

aminokyseliny, které se stávají součástí přírodního zvlhčujícího faktoru (natural 

moisturising factor, NMF) kůţe (Wickett 2006). 

V dolních vrstvách epidermis jsou keratinocyty obaleny normální buněčnou 

membránou, skládající se převáţně z fosfolipidů. Tato membrána je však velmi propustná 

pro vodu, coţ neumoţňuje přeţití v běţných terestriálních podmínkách. Proto při zrání 

keratinocytu dochází k významné změně povrchové membrány. Ve stratum granulosum je 

transformována na rezistentní proteinovou schránku zvanou cell envelope (CE, buněčná 

obálka), která potom obaluje korneocyty. CE se skládá z 15–20 nm silné vrstvy obsahující 

15 nm silnou vrstvu definovaných strukturálních proteinů (cornified cell envelope, Obr. 2) 

a 5 nm silnou vrstvu speciálních lipidů  (lipid  envelope); (Nishifuji 2013).  Tato lipidová 

 

Obr. 2. Rohovatějící buněčná obálka 

 

Legenda:  Rohovatějící buněčná obálka korneocytu (cornified cell envelope); (modifikováno podle Nishifuji 

2013) 
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jednovrstva, charakterizovaná ceramidy s  dlouhým řetězcem kovalentně vázanými na 

vnější stranu CE, představuje hydrofobní rozhraní mezi hydrofilním povrchem vlastní CE 

a vysoce hydrofobními lipidovými lamelami v extracelulárním prostoru. Tato vrstva ve 

spolupráci s intercelulárními lipidy pomáhá udrţet bariérové funkce pro vodu. Zároveň tato 

ceramidová monovrstva slouţí jako templát pro orientaci dalších vrstev lipidů 

v extracelulárních lamelách (Vávrová 2006). 

Proteinová část CE byla intenzivně studována a nyní je známo, ţe se skládá 

převáţně z proteinů loricrinu (uvolňovaného z keratohyalinových granulí), malých 

proteinů bohatých na prolin, trichohyalinu a involucrinu. Proteiny jsou k sobě vázány 

N
ε
(γ-glutamyl)lysin isopeptidovými vazbami. Ostatní proteinové vazby, jako 

N´,N
8
-bis(γ-glutamyl) spermidin a disulfidové vazby přispívají k celkové integritě této 

struktury. Díky těmto proteinovým vazbám je CE nejméně rozpustnou strukturou 

korneocytu a má významnou mechanickou odolnost. Výzkum dále prokázal, ţe součásti 

vnitřní keratinové matrix jsou vázány k vnitřní části CE téţ prostřednictvím 

transglutamináz. Mezi třemi typy transglutamináz v epidermis je známá jako membránově 

lokalizovaná transglutamináza-1. Ta je syntetizovaná jako prekurzorový protein 

aktivovaný cathepsinem D. Její nedostatek u myší vede ke smrti novorozenců (Nishifuji 

2013). Výzkum povrchu korneocytů dále prokázal heterogenicitu, odráţející postupnou 

modifikaci CE proteinové struktury prostřednictvím transglutamináz. Identifikace dvou 

odlišných, takzvaných „fragile“ (křehkých) a „rigid“ (tuhých) CE populací naznačuje 

jemnou modifikaci v interakci lipidových lamel se strukturou korneocytu (Harding 2004). 

Vysoké integrity SC je dosaţeno pomocí velkého počtu specializovaných 

intercelulárních proteinových struktur zvaných korneodesmozomy, které efektivně 

upevňují (nýtují) sousedící  korneocyty v samotné SC nebo k sousední vrstvě. 

Korneodesmozomy představují hlavní soudrţnou sílu, která ale musí být degradována 

v průběhu správné deskvamace. Na vnitřní (cytoplazmatické) straně korneodesmozomu 

jsou desmozomální proteiny zavzaty do cornified cell envelope a odděleny od tonofilament 

cytoskeletu. Extracelulární části korneodesmozomů se skládají z desmozomálních 

kadherinů – desmoglein (Dsg) 1, desmocolin (Dsc) 1 a corneodesmosinu.  

Exfoliativní proces je komplexní děj a musí být přesně kontrolován, aby byla 

udrţena integrita a tloušťka tkání. Deskvamace je umoţněna činností několika 

hydrolytických enzymů, které rozrušují korneodesmozomální struktury dle specifického 

vzoru. Do tohoto procesu je zapojeno několik serin, cystein a aspartamovových proteáz 

a alespoň jedna z těchto enzymatických tříd se jeví být speciálně upravena na fungování 
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v prostředí s nízkou vodní aktivitou, jeţ je v blízkosti povrchu kůţe. Přesné spektrum 

proteáz a přesná posloupnost jejich účinku je zatím málo prozkoumána. Zdá se, ţe 

konečnou kontrolu aktivity proteáz má obsah vody a pH, vzhledem k tomu, ţe jsou 

uloţeny extracelulárně v lipidové dvojvrstvě a mění se s postupem k povrchu kůţe 

(Harding 2004). Novější informace o procesu degradace desmozomů podává Nishifuji 

(Nishifuji 2013, Obr. 3) – během deskvamace jsou extracelulární součásti (DsG1, Dsc1, 

corneodesmosin) degradovány pomocí kalikreinů (KLKs) a katepsinů. Kalikreiny jsou 

skupina patnácti „trypsin-„ a „chymotrypsin-like“ serinových proteáz (KLK 1-15). 

V lidské kůţi jich je známo nejméně osm, KLK5 a KLK7 jsou exkretovány do 

extracelulárního prostoru mezi stratum granulosum a stratum corneum. KLK5 degraduje 

všechny součásti korneodesmozomů, KLK7 degraduje pouze Dsc1 a corneodesmosin. 

Aktivita KLK5 a KLK7 můţe být inhibována lymfoepiteliálním Kazal-typ 6 serinovým 

proteázovým inhibitorem (LEKTI), který je syntetizován v SG a z lamelárních granul 

uvolňován do extracelulárního prostoru.  Energie potřebná k oddělení buněk je na povrchu 

SC přibliţně 3 J/m
2
, ve spodních vrstvách 15 J/m

2
 (Wu 2006). 

Sloţitost procesu deskvamace ovlivňuje i její modelování. Nepřítomnost 

deskvamace je jedním z hlavních problémů uměle vytvořených koţních modelů (Ponec 

2002a).  

 

Obr. 3. Degradace korneodesmozomu 

 

Legenda: Degradace korneodesmozomu v procesu deskvamace (modifikováno podle Nishifuji 2013) 
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Prostor mezi korneocyty je vyplněn mezibuněčnou hmotou, která je tvořena 

převáţně tukovou matrix. Její součástí jsou ale i proteiny, např. sekretované enzymy 

potřebné k tvorbě ceramidů a ostatních mezibuněčných lipidů, enzymy podílející se na 

deskvamaci a jejich inhibitory, strukturální proteiny generované z lamelárních tělísek 

(cathelicidin antimicrobial peptide LL-37, human β-defensin, corneodesmosin), a malé 

mnoţství vody, která téţ ovlivňuje vlastnosti SC (Elias 2012).  

Hlavní lipidovou sloţkou extracelulární matrix jsou ceramidy (40–50 % objemu), 

mastné kyseliny (10–20 % objemu), cholesterol (25 % objemu), malé mnoţství (2–5 % 

objemu) esterů a sulfátů cholesterolu a glukosylceramidů (Harding 2004). Jiní autoři uvádí 

podíl mezi ceramidy, volnými mastnými kyselinami a cholesterolem přibliţně 1 : 1 : 1 

(např. Iwai 2012). Triglyceridy, nasycené mastné kyseliny s krátkým řetězcem 

a nenasycené mastné kyseliny, které jsou téţ součástí sloţení SC lipidů (zejména v horních 

částech SC), ve skutečnosti prezentují mazovou kontaminaci a předpokládá se, ţe nehrají 

důleţitou roli v bariérové funkci (Bonte 1997). V mezibuněčné hmotě zdravého SC (na 

rozdíl od jiných epitelů a tkání) nejsou fosfolipidy (Harding 2004).  

 

Obr. 4. Lamely v intercelulárním prostoru mezi korneocyty 

 

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

keratinu), ICS – intercelulární prostor, šipky míří na cell envelope dolního korneocytu (převzato z Madison 

2003) 

 

Lipidy v extracelulárním prostoru SC nejsou uloţeny amorfně, naopak vytváří 

pravidelně organizovanou strukturu, skládající se z opakujících se lipidových lamel 

uloţených paralelně s povrchem buněk. Na snímcích z elektronového mikroskopu (Obr. 4) 

jsou patrné střídající se silnější prouţky (tzv. long periodicity phase, LPP, s periodicitou 
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přibliţně 13 nm) a slabší prouţky (tzv. short periodicity phase, SPP, s periodicitou 

přibliţně 6 nm); (Bouwstra 2006, Caussin 2008).  

Modely popisující stavbu a organizaci mezibuněčné hmoty se vyvíjely. Její 

lamelární struktura je známa od 60. let 20. století (Swanbeck 1962). Schwartzendruber 

(Swartzendruber 1989) ji popisoval jako skládanou 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). 

Novější názor na tuto skladbu uvádí Iwai (Iwai 2012, komentář k tomuto článku - Elias 

2012; podrobný popis těchto modelů je nad rámec disertační práce). Do dnešního dne 

nebylo dosaţeno konsensu, který model je pro popis fyzikálního stavu lipidových lamel 

nejvhodnější (Notman 2013). Souhrnně lze říci, ţe intersticiální lipidy se v kůţi nachází 

v balancované rovnováze mezi solidní krystalickou fází (ortorombicky uspořádané) 

a gelovou fází (s hexagonálním uspořádáním molekul) a tekutě krystalickou fází (Obr. 5).  

 

Obr. 5. Struktura epidermis a lipidových lamel  

 

Zdroj: modifikováno podle Janssens 2012 

 

Ortorombické uspořádání umoţňuje těsnější uskupení lipidů a má lepší bariérové 

vlastnosti (Rawlings 2005). U lidské kůţe je víc zastoupeno ortorombické uspořádání, 
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zatímco u prasečí kůţe je víc zastoupeno hexagonální uspořádání a tekutě krystalické 

formy (Jacobi 2005a). 

Většina SC extracelulárních lipidů vzniká z obsahu lamelárních tělísek tvořených 

keratinocyty ve stratum spinosum a granulosum (Obr. 6). Lamelární (nebo Odlandova) 

tělíska jsou ovoidní intracelulární sekretorické organely o velikosti 0,2x0,3 μm obalené 

dvoulamelovou membránou. Vznikají odštěpením váčků z Golgiho aparátu buněk 

a obsahují fosfolipidy, glukosylceramidy, sfingomyelin a cholesterol – prekurzory lipidů 

přítomných v extracelulární prostoru SC. Dále obsahují mnoţství enzymů, zahrnující 

lipidové hydrolázy (β-glukocerebrosidáza, kyselá sfingomyelináza, sekreční 

fosfolipáza A2, neutrální lipáza) a proteázy (chemotryptické enzymy – kalikrein, 

kathepsin). Obsahují téţ i některé antimikrobiální peptidy (lidský β-defenzin 2 

a kathelicidin LL-37). Nejsou přítomny v bazální vrstvě epidermis, objevují se v horní 

části stratum spinosum, nejvíce jich je přítomno v keratinocytech ve stratum granulosum. 

 

Obr. 6. Tvorba extracelulární matrix 

 

Legenda: Tvorba extracelulární matrix na rozhraní stratum granulosum a corneum (modifikováno podle 

Bouwstra 2003a). 

 

Na rozhraní mezi stratum granulosum a stratum corneum dochází k extruzi obsahu 

lamelárních tělísek do extracelulárního prostoru (Obr. 7) a extrudované fosfolipidy, 

sfingolipidy a součásti plazmatické membrány jsou enzymaticky štěpeny pomocí enzymů, 

jeţ  jsou  z lamelárních  tělísek  současně  kosekretovány:  β-glukosylcerebrosidáza  mění  
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Obr. 7. Fúze lipidových lamel 

 

Legenda: Fúze lipidových lamel podél korneocytu (fotografie z elektronového mikroskopu;  C = korneocyt, 

LU = lamely extracelulární matrix, Ld = lipidové disky, D = desmozom; černá tyčka = 100 nm); (převzato 

z Bouwstra 2003a) 

 

glukosylceramidy na ceramidy, kyselá sfingomyelináza mění sfingomyelin na ceramidy, 

fosfolipáza mění fosfolipidy na volné mastné kyseliny a glycerol. Poškození bariéry vede 

ke zvýšení β-glukosylcerebrosidázové aktivity a zvýšení její mRNA v epidermis, podobně 

jako i zvýšení sfingomyelinázové aktivity. Cholesterol sulfát je pomocí steroid sulfatázy 

metabolizován na cholesterol (Feingold 2007). Metabolizované lipidové prekurzory se 

potom spojují a tvoří souvislou lamelární dvojvrstvu charakteristickou pro SC.  Soudí se, 

ţe kůţe musí denně syntetizovat kolem 100–150 mg lipidů k náhradě mnoţství ztraceného 

deskvamací. Tudíţ je kůţe jednou z nejvíce aktivních tkání v syntéze lipidů v těle (Harding 

2004). Glycerol, který vzniká při metabolismu fosfolipidů, má významnou roli při udrţení 

správné hydratace SC (Feingold 2007). 

Největší zastoupení mezi extracelulárními lipidy v SC mají ceramidy, tvoří okolo 

40–50 % SC lipidů. Chemicky ceramidy patří mezi sfingolipidy. Obecně molekula 

ceramidu obsahuje polární hlavu a dva hydrofobní řetězce (Obr. 8). 

 

Obr. 8. Struktura ceramidu. 

 

Zdroj: modifikováno podle Janssens 2012 

 

Podobnou stavbu mají i fosfolipidy, které tvoří běţné buněčné membrány. Na 

rozdíl od nich je však polární hlava ceramidů výrazně menší, coţ umoţňuje těsnější 

uspořádání lipidů v lamele. Ceramidy mají téţ podstatně delší hydrofobní řetězce 

a vytvářejí nikoliv pouze dvojvrstvy, ale několikavrstvé, vzájemně propojené lamelární 
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struktury. Tyto strukturální znaky vysvětlují, proč je propustnost ceramidových lamel 

řádově tisíckrát niţší, neţ je tomu u fosfolipidových dvojvrstev (Vávrová 2006, Obr. 9). 

 

Obr. 9. Srovnání struktury ceramidů a fosfolipidů. 

 

Zdroj: převzato z Vávrová 2006 

 

Základem molekuly ceramidu je bazický alkohol (sfingosin, fytosfingosin, 

6-hydroxysfingosin nebo dihydrosfingosin). Na jeho primární aminoskupinu je v poloze 

dvě amidicky připojena mastná kyselina, která můţe být nehydroxylovaná, 

alfa-hydroxylovaná nebo omega-hydroxylovaná. Tyto MK mohou mít různou délku 

řetězce (většinou 16 aţ 34 uhlíků, nejčastěji 24 uhlíků), jsou však vţdy nevětvené 

a většinou bez dvojných vazeb (Förster 2009). Vzniká tak teoreticky velké mnoţství 

kombinací, do dnešního dne bylo v kůţi objeveno přibliţně 350 různých ceramidů 

(Masukawa 2009, Garidel 2010). Tyto různé ceramidy jsou na základě nejnovějších 

poznatků řazeny do 12 tříd (Janssens 2012, Ishikawa 2013, Tab. 1). U lidí je sedm těchto 

tříd přítomno pouze v SC, jedná se o esterifikované ω-hydroxyceramidy CER-EOS, 

CER-OP, CER-EOH, dále CER-AH, CER-AP, CER-NH a CER-NP.  Esterifikované 

ω-hydroxyceramidy hrají hlavní roli v bariérových funkcích díky extrémně dlouhému 

řetězci mastných kyselin. CER-EOdS nebyl zatím v SC savců nalezen (Nishifuji 2013). 

Značení ceramidů navrhl Motta (Motta 1993). Sfingoidní báze značí písmeny: 

S =  sfingosin, P = fytosfingosin, H = 6-hydroxysfingosin, dS = dihydrosfingosin; mastné 

kyseliny (MK) značí písmena: N = nehydroxylovaná MK, A = alfa-hydroxy MK, 

O = omega-hydroxy MK. Písmeno E znamená esterově vázanou mastnou kyselinu (pokud 

je přítomna, dává se na začátek kódu, př. Cer EOS). 
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Tab. 1. Třídy ceramidů.  

 
Zdroj: modifikováno podle Janssens 2012 

 

V extracelulární prostoru SC vznikají ceramidy hydrolýzou glukosylceramidů 

(pomocí enzymu β-glukocerebrosidázy), nebo hydrolýzou sfingomyelinu (pomocí enzymu 

kyselé sfingomyelinázy) uvolňovaných z lamelárních tělísek. Z ceramidů ve stratum 

corneum převaţuje ceramid CER(EOS) s ω-hydroxy mastnou kyselinou esterově vázanou 

na linolovou kyselinu a amidově vázanou na sfingosin. Tento ceramid je vysoce bohatý na 

linolovou kyselinu, která tvoří minimálně 20–30 % omega-esterifikovaných mastných 

kyselin a je nutná pro udrţení bariérových funkcí (Proksch 2008). Linolová kyselina patří 

mezi esenciální MK, lidský organismus ji nedokáţe syntetizovat a je odkázán na přívod 

výţivou.  Nedostatečná výţiva tak téţ můţe poškozovat bariérové funkce kůţe (Feingold 

2014). 

Podílem druhý hlavní SC lipid – cholesterol – můţe být do keratinocytů bazální 

vrstvy resorbován z krve, avšak většina cholesterolu vzniká in situ z acetátu. Zvýšená 

epidermální tvorba cholesterolu je v průběhu reparace permeability bariéry (Proksch 

2008). Část cholesterolu syntetizovaného v keratinocytech je metabolizována na 

cholesterolsulfát. Ten je během kornifikace v extracelulárním prostoru SC degradován 

pomocí steroid-sulfatázy na cholesterol, který je inkorporován do extracelulárních 

lipidových lamel (Nishifuji 2013). Cholesterol zvyšuje fluiditu membránových domén 

nebo je dělá více rigidní (v závislosti na fyzikálních vlastnostech ostatních lipidů a jeho 

relativní koncentraci ve srovnání s ostatními komponenty); (Förster 2009). 

Třetím zástupcem lipidů v SC jsou mastné kyseliny. Ty se v epidermis vyskytují 

jako volné nebo vázané (triglyceridy, glukosylceramidy a ceramidy). Délka řetězců 

volných mastných kyselin je od 12 do 24 uhlíků. Nasycené a mononenasycené mastné 
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kyseliny jsou syntetizovány přímo v epidermis, ostatní musí být získávány z výţivy 

a transportovány krví (Proksch 2008). Mastné kyseliny hrají významnou roli při formování 

lamelární fáze SC (Förster 2009). 

Hlavními stimulátory syntézy epidermálních lipidů jsou interleukin 1 (IL-1), tumor 

necrosis factor (TNF) a interleukin 6 (IL-6). Po akutním poškození permeability koţní 

bariéry dochází k jejich zvýšení v epidermis a to se jeví být velmi důleţité pro obnovu 

bariérových funkcí (Proksch 2008). 

Koţní lipidy hrají téţ důleţitou roli v boji proti mikrobiální infekci kůţe. Část 

těchto lipidů je syntetizována epidermálními keratinocyty, část pochází ze sekretu 

mazových ţláz. Jednou takovou skupinou jsou volné sfingoidní báze (sfingosin, 

dihydrosfingosin, 6-hydroxysfingosin, fytosfingosin), které jsou generovány enzymatickou 

hydrolýzou epidermálních ceramidů (Fischer 2014). Jinou skupinou jsou specifické mastné 

kyseliny derivované z mazových triglyceridů, zejména sapienová kyselina (sapienic acid 

C16:1Δ6, cis), která je v kombinaci s nízko koncentrovaným etanolem velmi efektivní 

proti meticilin-rezistentnímu Stafylokoku aureu (MRSA). Je dokonce více efektivní neţ 

mupirocin, který je označován jako „zlatý standard“ v boji proti MRSA (Drake 2008). 

Další MK účinnou proti některým Gram-pozitivním (Stafylococcus aureus, Streptococcus 

sanguis, Streptococcus mitis, Corynebacteria bovis, striatum a jeikeium) 

i Gram-negativním (Fusobacterium nucleatum) bakteriím je laurová kyselina (C12:0). 

Antifungální účinky vykazují některé mazové MK s krátkým řetězcem (C7–C11) a téţ 

kyselina undecylenová (C11H20O2), přítomná v potu (Fischer 2014). 

Základním mechanismem udrţujícím obsah vody v SC a zajišťujícím flexibilitu 

a kontinuálnost aktivity hydrolytických enzymů je tzv. přírodní zvláčňující faktor (natural 

moisturising factor, NMF). Byl poprvé popsán Jacobim v roce 1959 (Jacobi 1959) jako 

komplex ve vodě rozpustných látek o nízké molekulární hmotnosti. Později bylo zjištěno, 

ţe NMF je derivován při kompletní hydrolýze proteinu filaggrinu (slouţí v epidermálních 

buňkách k propojování keratinu); (Harding 2004).  

Za normálního stavu obsahuje zdravé stratum corneum 10–20 % vody (na rozdíl od 

stratum basale, kde je obsaţeno 75 % vody). Je však extrémně hygroskopické, při ponoření 

ve vodě dovede zvýšit svoji hmotnost oproti „suchému“ stavu o 500 % během méně neţ 

jedné hodiny, ve vertikálním směru se zvyšuje 4–5krát (Zhai 2002). Voda je v tomto 

případě přítomna zejména ve středních partiích SC, a to intracelulárně (dochází k otoku 

korneocytů), extracelulární lipidy jsou ovlivněny minimálně (Bouwstra 2003b). Transport 

vody do buněk je zprostředkován pomocí transmembránových proteinů – aquaporinů. 
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Některé jsou propustné pouze pro vodu, jiné mohou přenášet i jiné malé molekuly (např. 

glycerin nebo ureu). U savců je známo 13 typů aquaporinů (značeny AQP0 – AQP12). 

V lidské kůţi bylo popsáno několik typů těchto proteinů. In vitro byla na epidermálních 

buňkách nalezena mRNA pro AQP3 a AQP10 na keratinocytech, AQP1 na melanocytech, 

AQP9 a 10 na monocytech, AQP3 a 9 na Langerhansových buňkách. AQP5 byl nalezen na 

buňkách potních ţláz (ten je propustný pouze pro vodu), AQP7 na adipocytech (důleţitý 

pro transport glycerolu). Keratinocytární AQP3 je propustný pro vodu a glycerin, jedná se 

o protein s molekulární hmotností 26 kDa, většinou glykosylovaný. Je bohatě přítomen na 

keratinocytech ve stratum basale a spinosum, mizí ve stratum granulosum a zcela chybí na 

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

 

Další buňky epidermis  

Melanocyty tvoří přibliţně 3 % buněčné populace pokoţky. Jedná se o dendritické 

buňky pocházející z ektodermové neurální lišty a nacházející se mezi keratinocyty ve 

stratum basale v počtu jeden melanocyt na 5–12 keratinocytů (na 1 mm
2
 koţního povrchu 

se nachází 1000 [na stehně] aţ 2000 [na skrotu] melanocytů). S keratinocyty nejsou 

spojeny pomocí desmozomů, k bazální membráně však jsou poutány hemidesmozomy. 

Jejich funkcí je tvorba pigmentu (melaninu), který slouţí jako ochrana před účinky 

UV záření. Melanocyty akumulují tyrosin a pomocí tyrozinázy jej mění na melanin. 

Existují dva typy melaninu – eumelanin (hnědý) a feomelanin (rezavý, obsahuje jako 

stavební sloţku cystein). Melanin je v buňce skladován v tzv. melaninových granulích. 

Tato granula jsou vyráběna v těle buňky, potom se přesunují do výběţků buňky 

zasahujících do prostorů mezi keratinocyty ve stratum basale a stratum spinosum a jsou 

procesem zvaným cytokrinní sekrece injikovány do okolních keratinocytů, kde se 

shromaţďují v supranukleární oblasti cytoplazmy a chrání tak dělící se jádra před účinky 

UV záření. Počet melanocytů na jednotku povrchu není ovlivněn rasou, rozdíl v barvě pleti 

je dán počtem melaninových granulí. Počet melanocytů je stejný i u albínů, u nich ale 

nedochází k přeměně tyrosinu na melanin, neboť mají defekt tyrozinázové aktivity (Záruba 

1994, Kanitakis 2002, Hoath 2003).  

Langerhansovy buňky byly poprvé popsány P. Langerhansem v roce 1868 

(Langerhans 1868). Mají hvězdicový tvar a představují 2–8 % epidermálních buněk, ve 

stratum basale je jich méně, více jich leţí ve stratum spinosum. Patří mezi buňky 

imunitního systému. Jedná se o makrofágy pocházející z kostní dřeně, schopné vázat 

antigeny a prezentovat je T-lymfocytům. Po navázání antigenu na buňce se z epidermis 
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mohou vracet do lymfatického oběhu a dále do uzliny (Záruba 1994, Hoath 2003, Berger 

2006). Tímto způsobem reagují nejen na alergeny, ale i na koţní iritanty, kdy kontakt 

s nimi není povaţován za imunitní reakci (Jacobs 2006). 

Merkelovy buňky se nachází převáţně v tlusté kůţi dlaní a plosek nohou, zejména 

na koncích prstů. Menší mnoţství byla nalezena v okolí rtů, ve sliznici dutiny ústní a jícnu, 

na předkoţce a na klitoris. Na osluněných částech těla jsou častější neţ na krytých částech.  

Podobají se keratinocytům, ale liší se od nich přítomností malých temných granul 

v cytoplazmě. U jejich bází se nachází volná nervová zakončení, vytvářející rozšířené 

terminální disky. Slouţí pravděpodobně jako mechanoreceptory, i kdyţ jiné okolnosti 

nasvědčují tomu, ţe mají souvislost s neuroendokrinním systémem. Ačkoliv byly objeveny 

Friedrichem Sigmundem Merkelem jiţ v roce 1875, jejich funkce a původ nebyly dodnes 

plně objasněny ( Sidhu 2005, Polakovičová 2011). 

V normální zdravé epidermis se dále nachází i malé mnoţství T lymfocytů a NK 

buněk (Chuong 2002). 

 

1.2 Dermis 

Je tvořena různě silnou vrstvou řídkého kolagenního vaziva, nejsilnější (4 mm) je 

na zádech. Od epidermis je oddělena bazální membránou, skládající se z bazální laminy 

a pod ní se nacházející laminy reticularis (síť jemných retikulárních vláken). Tato hranice 

je zvlněná, vytváří četné dermální papily, proti nimţ vybíhají epidermální čepy. Na dolní 

straně plynule přechází vazivo škáry ve vazivo podkoţí. 

Dermis se dělí na dvě části – horní pars papilaris a dolní pars reticularis. 

Pars papilaris (100–200 μm silná) je tenká vrstva řídkého kolagenního vaziva 

obsahující více buněk (fibroblasty, ţírné buňky, makrofágy, leukocyty) a mezibuněčné 

hmoty a méně vláken (obsahuje téţ speciální kolagenní vlákna, které upínají škáru do 

bazální membrány – tzv. kotevní vlákna). Toto vazivo je přítomno zejména v oblasti papil 

škáry.  

Pars reticularis je silnější vrstva neuspořádaného kolagenního vaziva obsahující 

víc vláken (zejména kolagenní vlákna typu I, méně elastická a retikulární vlákna) a méně 

buněk. 

Mezibuněčná hmota škáry je tvořena vodou a glykosaminoglykany – hlavním je 

dermatan sulfát.  
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Cévní zásobení vytváří v dermis dvě arteriální pleteně a tři venózní pleteně. První 

arteriální pleteň je na rozhraní mezi stratum papilaris a reticularis, druhá na rozhraní 

dermis a hypodermis. Do kaţdé papily přichází jedna arteriální větévka a odchází jedna 

venózní větévka. Dvě venózní pleteně jsou umístěny podél arteriálních pleteně, zbývající 

třetí probíhá uprostřed dermis. Vaskularizace dermis můţe významně ovlivnit absorpci 

látek, coţ se projevuje zejména při vasokonstrikci cév (která sniţuje míru absorpce látek 

do organismu) a vasodilataci (zvyšuje prostup látek do těla). Toho se vyuţívá při tvorbě 

transdermálních farmaceutických přípravků, kdy přidání vasokonstrikčních nebo 

vasodilatačních látek do těchto systémů ovlivňuje transdermální absorpci účinné látky 

(Cross 2008). 

Ve škáře se nachází všechny typy nervů (aferentní i eferentní), jsou zde četná 

nervová zakončení a receptorová tělíska. V papilách se nachází malá Meissnerova tělíska 

tvořená několika plochými buňkami opředenými volnými nervovými zakončeními 

a slouţící jako mechanoreceptory pro jemné dotykové čití. Na rozhraní dermis 

a hypodermis jsou četná Vater-Pacciniho tělíska. Jedná se o větší útvary, jejich ploché 

buňky jsou uspořádány cibulovitě a slouţí jako mechanoreceptory. Pro vnímání teploty 

slouţí menší tělíska Krauseho (chladová) a Ruffiniho (detekce tepla); (Junqueira 1997). 

  

Nedílnou součástí dermis jsou i tzv. kožní adnexa - ţlázy mazové a potní a vlasové 

folikuly. Jsou deriváty epidermis, tudíţ jsou téţ ektodermového původu. 

Mazové žlázy jsou rozvětvené alveolární polyptychní holokrinní ţlázy nacházející 

se v blízkosti vlasového folikulu v úhlu, který s ním svírá hladký sval zvaný vzpřimovač 

vlasu (musculus arector pili). Jsou na celém povrchu těla s výjimkou dlaní rukou a plosek 

nohou. Jejich počet závisí na lokalizaci, průměrně je jich 100/cm
2
, ale na obličeji a ve 

kštici je jejich počet vyšší (400–900/cm
2
). Ústí většinou do vlasového folikulu (pod ústím 

velké potní ţlázy), nebo výjimečně přímo na povrch kůţe (na glans penis, glans clitoridis, 

rty, nos). Jsou bohatě cévně zásobeny (Junqueira 1997). 

Produktem mazových ţláz je maz (sebum), který obsahuje triacylgyceroly, vosky, 

skvalen, cholesterol a jeho estery a vzniká tukovou degenerací sekrečních buněk. Maz 

spolu s produkty potních ţláz a odloupanými epiteliemi tvoří na povrchu kůţe tzv. kyselý 

koţní film (pH 4,8–6,5) s antimikrobiálním účinkem (Riviere 2009).  

Potní žlázy jsou dvojího typu – tzv. malé potní ţlázy (ekrinní) a velké potní ţlázy 

(apokrinní).  
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Malé potní žlázy se nachází na celém povrchu těla. Jedná se o jednoduché stočené 

monoptychní tubulární ţlázky ústící přímo na povrch těla. Nachází se v dolní části dermis 

nebo v horní části hypodermis, jejich vývod (o průměru 100 μm) prochází skrz dermis 

přímo a v epidermis se spiralizuje. Způsob sekrece je ekrinní, produktem je tekutina zvaná 

pot. Jedná se o ultrafiltrát krevní plazmy obsahující zejména vodu, malé mnoţství bílkovin, 

chlorid sodný, močovinu, amoniak a kyselinu močovou. Na povrchu kůţe se pot odpařuje 

a chladí pokoţku. Pokud to vyţaduje homeostáza organismu, mohou být stěnou vývodů 

reabsorbovány voda, soli a elektrolyty. Inervace malých potních ţláz je prostřednictvím 

cholinergních nervových vláken (Junqueira 1997). 

Velké potní žlázy se nachází pouze na některých částech těla (podpaţí, oblast 

genitálu, okolí análního otvoru, prsní dvorec), modifikovanými aromatickými ţlázami jsou 

i mléčná ţláza, ceruminózní ţlázky v zevním zvukovodu a Mollovy ţlázy na očních 

víčkách. Velké potní ţlázy jsou rozvětvené tubulární monoptychní ţlázy s apokrinní 

sekrecí. Ústí do vlasového folikulu nad ústím mazové ţlázy. Jejich produktem je pot, který 

se vlivem bakteriální flóry koţního povrchu rozkládá a získává svůj charakteristický pach. 

Inervace aromatických ţláz je adrenergními nervovými vláky a tyto ţlázky se aktivují aţ 

po pubertě (Junqueira 1997). 

Vlasové folikuly se nachází na celém povrchu těla s výjimkou dlaní rukou, plosek 

nohou, rtů, glans penis, labia minora a clitoris. Jejich rozmístění, barva a velikost závisí na 

rase, pohlaví, věku a lokalizaci na těle.  

V průběhu ţivota se typ vlasu mění. Ve fetálním období se objevuje lanugo – černé 

jemné chmýří, které zpočátku bývá na celém povrchu těla. V období kolem porodu (před 

nebo po něm) je ve kštici vystřídáno vlasem velusovým. Velusový vlas je jemný, krátký, 

neobsahuje dřeň. V průběhu několika let je vystřídán vlasem terminálním, ale můţe se 

znovu objevit jako ojedinělé vlasy při plešatosti. Terminální vlasy jsou dvojího typu – pili 

longi (vlasy kštice, vousy, ochlupení axily a na mons pubis) a pili breves (řasy, obočí, 

vibrissae [chlupy v nosní dutině], tragi [chlupy v zevním zvukovodu], chlupy po těle). 

Vlasový folikul je v dolní části rozšířen ve vlasovou cibulku (bulbus pili), která 

nasedá na dermální papilu, obsahující vyţivující kapilární pleteň a inervaci. Na příčném 

průřezu se vlasový folikul skládá z vlasu, vnitřní a zevní epitelové pochvy a vnitřní a zevní 

vazivové pochvy. 

Vlas má tři vrstvy. Uprostřed se nachází dřeň (z centrálně uloţených buněk vzniklé 

vakuolizované a částečně keratinizované elementy, tzv. měkký typ rohovatění), okolo je 

kůra (vzniká z buněk, které se diferencují v silně keratinizované elementy vřetenovitě 
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uspořádané, tzv. tvrdý typ rohovatění). Na povrchu vlasu se nachází kutikula – buňky 

v dolní části vlasového folikulu původně kubické, jeţ se postupně mění na cylindrické a ty 

potom mění svoji orientaci z polohy horizontální do polohy vertikální, takţe na povrchu 

volného vlasu vytváří vrstvu šindelovitě uspořádaných oploštělých buněk. 

Vnitřní epitelová pochva se skládá téţ ze tří částí. Uvnitř je kutikula vnitřní pochvy, 

potom následují vrstva Huxleyova a Henleova. Buňky vnitřní pochvy rohovatí a zanikají 

nad ústím mazové ţlázy. 

Zevní epitelová pochva je tvořena zanořením stratum germinativum epidermis 

směrem do dermis. Tvoří ji tedy dvě vrstvy buněk (stratum basale a spinosum) a jejich 

bazální membrána (zde zvaná sklovitá blanka). Zevní epitelová pochva je nejsilnější 

u krčku vlasu (u cibulky je slabá) na rozdíl od vnitřní epitelové pochvy, která je nejsilnější 

v oblasti cibulky folikulu. 

Posledními vrstvami vlasového folikulu jsou vnitřní a zevní vazivová pochva, 

tvořená okolním vazivem. Rozlišení je dáno orientací vazivových vláken, jeţ jsou ve 

vnitřní vazivové pochvě umístěna cirkulárně a v zevní vazivové pochvě podélně (Junqueira 

1997).   

 

1.3 Hypodermis 

Podkoţí je tvořeno řídkým kolagenním vazivem, obsahujícím velké mnoţství 

tukových buněk. Hranice mezi škárou a podkoţím není výrazná, potní ţlázy a vlasové 

folikuly zasahují aţ mezi lalůčky tukové tkáně podkoţí. 

Podkoţní tuk obsahuje především neutrální tuky (triacylgyceroly) a představuje asi 

polovinu fyziologického tukového depa u člověka. Podléhá endokrinním vlivům, které jsou 

potencovány nervovými a výţivovými faktory. Podkoţní tuk je důleţitou energetickou 

zásobárnou organismu, chrání proti mechanickým vlivům a účastní se termoregulace 

organismu (tepelný izolátor). Podkoţí slouţí téţ jako zásobárna vody v organismu, je zde 

uloţeno asi 10–30 % tělesné vody, coţ je důleţité zejména u malých dětí (Záruba 1994). 
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2. Transdermální absorpce  
 

Dermální absorpce byla známou a pouţívanou cestou k průniku látek do organismu 

jiţ ve starověkých civilizacích, jak o tom svědčí nálezy různých mastí, krémů, mazání 

a pomád v archeologických nalezištích po celém světě. Nejstarší dochované receptury na 

výrobu těchto extern pochází ze spisů babylónských a egyptských lékařů (např. Ebersův 

papyrus, 1 500 př. n. l.). Léčiva byla pouţívána zejména pro své lokální účinky, ale byly 

známy i účinky celkové. Bez znalosti mechanismu působení byly některé postupy 

pouţívány po staletí, aţ do začátku minulého století.  

 

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

 

Zdroj: http://www.surgical-tutor.org.uk/ 

default-home.htm?surgeons/pott.htm~right 

Nebezpečnosti dermální expozice si 

jako první všiml významný londýnský lékař  

Percivall Pott (1714–1788, Obr. 10). Ve své 

práci (historicky první 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 jiţ v roce 1775 

v Londýně (Pott 1775) poukazuje na 

souvislost mezi expozicí sazím a nádory kůţe 

na šourku u kominíků a na ruce zahradníka, 

pouţívajícího k hnojení zahrady saze. 

Makroskopické preparáty zhotovené Pottem 

jsou dodnes vystaveny v Patologickém muzeu  

Nemocnice sv. Bartoloměje v Londýně (Obr. 11). 

Příčinu těchto nádorů, tj. dermální expozici polycyklickým aromatickým 

uhlovodíkům, objasnil aţ o 140 let později roku 1915 japonský lékař a vědec Katsusaburo 

Yamagiwa (1863–1930), kterému se jako prvnímu podařilo experimentálně vyvolat vznik 

rakoviny kůţe po 250 dnech aplikace uhelného dehtu na ucho králíka (Yamagiwa 1918). 

Rozvoj moderní vědy počátkem 20. století se týkal i zkoumání kůţe a jejích 

vlastností. První hypotézu o bariéře transportu látek v epidermis a vlivu SC prezentoval 

Rein (Rein 1924). Významný souhrn poznání mechanismů koţní absorpce publikoval 

Rothman  (Rothman 1943).   V  padesátých  a  následujících  letech  se  rozvíjelo  poznání 

struktury  a  vlastností  kůţe,  lokalizace  koţní  bariéry  a mechanismů  prostupu látek skrz 
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Obr. 11. Makroskopické preparáty karcinomů kůže skrota a ruky 

      

Legenda: Makroskopické preparáty karcinomů kůţe skrota a ruky zhotovené sirem Percivallem Pottem, 

vystavené v Patologickém muzeu Nemocnice sv. Bartoloměje v Londýně, (zdroj: 

http://www.iaphomepage.org/int302/no302pg2.html) 

 

kůţi, byly publikovány zásadní články zabývající se dermální penetrací, jmenovat lze jen 

některé – Davies 1950; Vallette 1953; Hadgraft 1954, 1956; Blank 1965, 1969. V 60. 

letech byly téţ poloţeny základy matematickému modelování procesů perkutánní 

penetrace (Higuchi 1960). Koncem 60. let a začátkem 70. let se do popředí zájmu dostala 

topická aplikace kortikosteroidů a poloţila tak základ transdermálním lékovým systémům 

(Katz 1972). Z hlediska dermální expozice na ovlivnění zdraví člověka byla významnou 

American Conference od Governmental Industrial Hygienists (ACGIH), která se konala 

v roce 1961. Zde bylo poprvé řečeno, ţe „tekuté látky mohou penetrovat nepoškozenou 

kůţí a způsobit systémový efekt“. Do té doby se soudilo, ţe látky působící na kůţi 

vyvolávají spíše lokální účinek. 

V 70. letech byla publikována dodnes nejvíce pouţívaná statická difúzní komůrka 

pro in vitro testování transdermální penetrace tzv. Franzova cela (Franz 1975), 

následovaná v 80. letech komůrkou průtokovou (Bronaugh 1985). Byla objevena struktura 

rohové vrstvy, která byla přirovnána ke zdi skládající se z cihel a malty (Michaels 1975, 

Nemes 1999), byl popsán koţní metabolismus (Ando 1977), funkce lamelárních, po svém 

objeviteli Odlandových, tělísek (Odland 1981), rozpoznána důleţitost intercelulární cesty 

při penetraci látek (Elias 1983). V roce 1979 se také začal pouţívat první transdermální 

terapeutický systém - třídenní náplast se skopolaminem (Prausnitz 2008). 

Další zintenzivnění zájmu o kůţi a dermální penetraci začalo v 90. letech 

a pokračuje dodnes. Rychlý rozvoj kosmetického a farmaceutického průmyslu si ţádal 

přesnější odpovědi na otázky mechanismu prostupu a bezpečnosti pouţitých látek, na 

moţnosti ovlivnění jejich penetrace (enhancery a retardéry penetrace). Změny 
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v pracovních postupech a procesech v průmyslu vedly ke sníţení rizika zdravotní 

nebezpečnosti inhalačních expozic a tím se otevřela cesta k rozpoznání a uvědomění si 

rizik dermálních pracovních expozic, podobně jako i expozic environmentálních. 

Zdokonalování experimentálních metod, postupů, přístrojů a informací trvá stále. 

Zájem o metody dermální penetrace nebyl v Československu v minulosti velký, 

díky tomu nebylo vytvořeno oficiální české názvosloví. Zájem o tuto problematiku, který 

přišel v 90. letech minulého století, tj. v době vědeckých publikací psaných převáţně 

v angličtině a jazykové gramotnosti většiny experimentátorů, jiţ nevedl k obrozenecké 

potřebě překládat anglické celosvětově pouţívané termíny do češtiny. Z toho důvodu jsou 

v této práci pouţívány většinou anglické názvy, případně doplněné českým překladem 

nebo vysvětlením pojmu. 

         

2.1 Mechanismus transdermální absorpce 

Při dermální expozici mohou chemické látky pronikat do vnitřního prostředí 

organismu pěti různými cestami (WHO 2006): 1) transcelulární cestou – tj. skrz těla 

buněk; 2) intercelulární cestou – tj. mezibuněčnými prostory; 3) vlasovými folikuly; 

4) mazovými ţlázami; 5) vývody potních ţláz. 

Většina látek prochází intercelulární cestou přenosu, tato cesta je typická zejména 

pro lipofilní látky. Látky prochází skrz extracelulární prostor SC, kde se nachází 

extracelulární matrix tvořená zejména lipidy (viz kapitola 1.1). Dráha látek penetrujících 

touto cestou je odhadována na 150 μm (Williams 2003) aţ 500 μm (Hadgraft 2004), 

normální tloušťka SC je 15–20 μm. 

Menší mnoţství látek prochází cestou transcelulární, která je pro penetraci značně 

nevýhodná, neboť látky při ní prochází nejen přes hydrofobní intercelulární prostor, ale 

i skrz hydrofilní vnitřní prostředí buněk. Tato cesta je předpokládaná zejména pro 

hydrofilní látky (Barbero 2006). 

O zbývajících penetračních cestách (vyuţívajících přítomnost koţních adnex) se 

tradičně soudilo, ţe mají pro celkovou dermální absorpci okrajový význam, coţ je dáno 

jejich malou plochou (ústí vlasových folikulů a vývody mazových potních ţlázek zaujímají 

pouze 0,1 % povrchu lidského těla). Výjimku představovaly expozice vlasaté části hlavy 

a stavy spojené s hypertrichózou (Williams 2003). Nové práce (Otberg 2004, Lademann 

2006, 2008) však ukazují na významný podíl této cesty při penetraci látek, zejména pro 

hydrofilní molekuly. Vyvinutí speciální in vitro techniky, jeţ umoţňuje selektivní uzavření 



31 

 

ústí vlasových folikulů (Teichmann 2005, Trauer 2010) vedlo k potvrzení tohoto 

předpokladu. Např. při penetraci kofeinu autoři udávají, ţe 51 % kofeinu, který penetroval 

do epidermis, a 63,9 % kofeinu, který penetrovat do dermis, pouţilo folikulární cestu 

(Trauer 2010). 

Význam folikulární cesty ukazuje i studie Ogiso a kol. (Ogiso 2002). Autoři 

testovali průchod lipofilních (melatonin a ketoprofen) a hydrofilních (fluorouracil 

a acyclovir) léků přes kůţi lidského skalpu a břicha. Penetrace obou typů látek byla přes 

kůţi skalpu vyšší (u melatoninu 27x, u fluorouracilu dokonce 48x), penetrace hydrofilních 

léků ale vykazovala velké interindividuální rozdíly. Při histologickém vyšetření za pouţití 

fluorescence bylo vidět, ţe látky prochází vlasovým folikulem v oblasti spojení mezi 

vnitřní a zevní epitelovou pochvou. 

Folikuly mají téţ významnou rezervoárovou kapacitu. Lademann a kol. (Lademann 

2006) testovali penetraci nanočástic (Resomer
®
 RG 50.50 H o velikosti 320 nm) a jejich 

skladování v SC a vlasových folikulech. Zjistili, ţe ve folikulech dochází k dlouhodobému 

skladování aţ desetinásobného mnoţství látky oproti SC (Graf 1). 

 

Graf 1. Kinetika skladování nanočástic ve vlasových folikulech a ve stratum corneum 

 

Legenda: Kinetika skladování nanočástic ve vlasových folikulech (a) a ve stratum corneum (b);(převzato 

z Lademann 2006) 

 

Nově je v poslední době k těmto základním pěti cestám přidávána cesta šestá – přes 

póry v lipidové dvojvrstvě extracelulárního prostoru SC. Předpokládá se, ţe póry vznikají 

díky nedostatkům ve stavbě lipidové dvojvrstvy (chybějící lipid nebo jeho jiná terciární 

konfigurace). Průměr lipidových molekul je asi 1 nm, póry mají velikost 1–10 nm. 

Prochází jimi látky o velikosti 180–70 000 Da. Předpokládá se, ţe slouţí jako hlavní cesta 

pro penetraci hydrofilních látek (Mitragotri 2003). Přímé objektivní důkazy pro tuto cestu 

zatím nejsou, i kdyţ změny ve struktuře lipidové dvojvrstvy jiţ nalezeny byly (Costigan 



32 

 

2000). Existence pórů však vychází při modelování transdermální penetrace (Kushner 

2007, Notman 2008). Vznik pórů je téţ předpokládán při pouţití fyzikálních metod ke 

zvýšení penetrace (iontoforéza, sonoforéza). 

Průnik látek kůţí je povaţován za proces pasivní difúze na základě rozdílného 

koncentračního gradientu látky na obou stranách penetrační membrány. Tento prostup je 

v souladu s tzv. prvním Fickovým zákonem (viz níţe, kap. 2.2.9). Transport látek přes SC 

je třeba počítat jako součet difúze skrz lipidy a proteiny, difúze přes lipidy je 500x 

pomalejší, neţ difúze přes proteiny (Michaels 1975). 

 Někteří autoři se však domnívají, ţe při průniku látek do organismu se vedle 

pasivní difúze uplatňuje do určité míry i vliv „nasávání“ látky, vyvolaný podtlakem 

vznikajícím při odvádění tkáňové tekutiny a krve ze škáry. Z tohoto důvodu byla vyvinuta 

varianta experimentálního testování absorpce látek na perfundovaném kousku kůţe 

(Bowman 1991) a s uvedeným jevem souvisí téţ zavádění mikrodialyzačních metod 

testování transdermální absorpce látek (Schnetz 2001, Leveque 2004). 

Při absorpci některých látek v kůţi se ale můţe podílet i aktivní transport. Li a kol. 

(Li 2006) testovali absorpci flurbiprofenu a indometacinu a při RT-PCR analýze objevili 

v epidermis přítomnost mRNA proteinových transportérů (multidrug resistence associated 

protein [MRP], organic anion trasporting polypeptide [OATP], monocarboxylase 

transporter [MCT] a organic cation/carnitine transporter [OCTN]). Aktivní transportéry 

byly objeveny i v dermis, např. organic anion transporter 2 (OAT 2) byl zapojen do 

transportu flurbiprofenu (Ito 2007), P-glycoprotein můţe transportovat itraconazol (Ito 

2008). 

Průnik chemických látek skrz kůţi probíhá v několika stupních. Pouţívané 

názvosloví se v označení jednotlivých stupňů liší. Diembeck a kol. (Diembeck 1999) dělí 

průnik chemických látek na adsorpci (tzn. mnoţství látky, jeţ se váţe v rohové vrstvě a je 

s jejími odlupujícími se buňkami odstraněno, nedostává se tedy do hlubších struktur kůţe 

a tudíţ ani do systémové cirkulace) a absorpci (tzn. mnoţství látky, které se dostává do 

hlubších struktur pokoţky a do škáry; díky kontaktu mezibuněčného tkáňového moku 

a cév se dostává dál do organismu). 

Novější popis průniku látky do organismu uvádí OECD (OECD 2004a) a následně 

i WHO (WHO 2006). Podle těchto institucí je dermální absorpce globální termín, 

popisující celou cestu přenosu látky z vnějšího povrchu kůţe do krevních nebo 

lymfatických cév organismu (Obr. 12). Absorpci proto dále rozdělují na penetraci (tj. 
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vstup látky do rohové vrstvy), permeaci (tj. přestup látky do další, strukturně odlišné 

vrstvy kůţe) a na resorpci (tj. vstup látky do koţních lymfatických nebo krevních cév). 

 

Obr. 12. Názvosloví popisující proces transdermálního přestupu látky dle WHO 

 

 Zdroj: WHO 2006 

 

Podobné názvosloví je pouţíváno i pro vstup léků z aplikační formy (masti, krému, 

gelu atd.) do kůţe (Daniels 2007) – pouze termín absorpce zahrnuje to, co WHO nazývá 

resorpcí a je přidán termín liberace (Obr. 13). 

 

Obr. 13. Transportní cesty léků při transdermálním podání 

 

Zdroj: modifikováno podle Daniels 2007 

 

Nejnovější rozdělení přenosu testované látky uvádí Selzer a kol. (Selzer 2013). 

Termínem permeace označuje mnoţství, které prošlo přes testovací bariéru, pojem 

penetrace udává mnoţství testované látky přítomné v kůţi. Součet obojího potom nazývá 

uptake (vychytání). 

Vzhledem k nejednotnosti terminologie bude v této práci pouţito názvosloví 

doporučované OECD a WHO. 



34 

 

 

Obecně lze k testování přenosu chemických látek kůţí pouţít následující metody: 

1) pokus „in vivo“ na člověku nebo zvířeti; 2) pokus „ex vivo“ na perfundované kůţi; 

3) pokus „in vitro“ na kůţi lidské, zvířecí nebo uměle vytvořené; 4) pokus „in vitro“ na 

membráně (jiné neţ kůţe); 5) modelování absorpce „in silico“ 

V testech na zvířatech bylo prokázáno, ţe absorpce látek přes koţní membránu in 

vitro bývá obvykle vyšší neţ absorpce in vivo (van Ravenzwaay 2004). Nověji provedli 

analýzu studií zabývajících se hodnocením in vitro a in vivo absorpce různých látek přes 

lidskou kůţi Lehman a kol. (Lehman 2011). Hodnotili 30 publikovaných studií a po 

přepočtu a harmonizaci výsledků jim průměrný in vitro-in vivo poměr vyšel 0,96. 

Masivní pouţívání zvířecích modelů a odpor aktivistů za práva zvířat vedly 

v Evropě v roce 2003 k přijetí směrnice Evropské unie Directive 2003/15/EC (EU 2003) 

zakazující od března 2009 pouţívání zvířat pro testování akutních účinků kosmetických 

přípravků a od března 2013 téţ pro testování chronické toxicity, reprodukční toxicity 

a toxikokinetiky kosmetických přípravků. Přesnější pravidla pro testování toxicity látek 

přinesla Council Regulation (EC) No 440/2008 část B, v níţ jsou i základní podmínky pro 

provádění in vitro testů koţní absorpce (EU 2008). I díky těmto legislativním změnám se 

zvyšuje zájem o metody in vitro testování transdermální absorpce látek. 

 

2.2. Testování transdermální absorpce in vitro 

2.2.1 Testovaná látka 

 Různé chemické látky mají různou schopnost procházet skrz zdravou kůţi 

s neporušenou koţní bariérou. Experimenty bylo zjištěno několik charakteristik, které tuto 

schopnost ovlivňují.  

Prvou vlastností je rozpustnost látek ve vodě. Je rozdíl v penetraci hydrofobních 

(lipofilních) a hydrofilních látek (Mitragotri 2003). Lipofilní látky (s rozdělovacím 

koeficientem oktanol/voda Ko/w > 1) přes SC prochází a mohou se v něm kumulovat, téţ 

amfililní látky prochází dobře (Förster 2009). Maximální absorpci mají látky s Ko/w mezi 

1–2, u látek s Ko/w > 3,5 se absorpce rychle sniţuje (Kezic 2009). Ve vodném prostředí 

zbývajících vrstev epidermis, v dermis a v krevním řečišti jsou potom lipofilní látky 

transportovány převáţně ve vazbě na hydrofilní nosič (lipoproteiny). Oproti tomu látky 

hydrofilní (Ko/w < 1) se skrz korneální bariéru dostávají špatně, prochází hlavně skrz póry 
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a shunty (vlasové folikuly, potní ţlázky). V hlubších partiích kůţe a v krevním řečišti jsou 

ale transportovány velmi snadno (Mitragotri 2003).  

Další vlastností důleţitou pro transdermální průnik látek je velikost molekuly, daná 

její molekulární hmotností (Magnusson 2004). Dobře penetrují látky o molekulární 

hmotnosti do 500 Daltonů (Da); (Bos 2000), tato vlastnost je v odborné literatuře dokonce 

označována jako „pravidlo 500 Daltonů“ („500 Dalton rule“, Todo 2010). Při poškození 

kůţe se však mění její penetrační vlastnosti, např. přes kůţi atopiků mohou pronikat velmi 

dobře molekuly aţ do velikosti 800 Da. Sníţené bariérové vlastnosti mají téţ sliznice (zde 

chybí stratum corneum) a díky tomu mohou přes sliznice dobře penetrovat látky aţ do 

1200 Da (Bos 2000). 

Testovaná látka můţe být na kůţi aplikována dvojím typem dávky. První typ 

dávky, tzv. „konečná dávka“ (finite dose) se pouţívá pro studie imitující reálné pouţití 

testované látky. Dávka látky je aplikována v mnoţství postačujícím k pokrytí kůţe 

(obvykle 1–5 mg/cm
2
 nebo 10 μl/cm

2
) a kůţe je ponechána bez okluze – můţe tedy dojít 

k odpaření určitého mnoţství aplikované látky, jako je tomu v reálném ţivotě. Pojem finite 

dose se také pouţívá v případech, kdy se na křivce v grafu absorpce objeví deplece donoru 

(Selzer 2013). Při druhém typu dávky, tzv. „nekonečné dávce“ (infinite dose), je testovaná 

látka aplikována v nadbytku (obvykle >10 mg/cm
2 

nebo >100 μl/cm
2
) a můţe nebo nemusí 

být pouţita okluze pro eliminaci odparu (WHO 2006). Vzhledem k vysokému nadbytku 

látky v donorové části lze její evaporaci a difúzi do a skrz bariéru povaţovat za 

zanedbatelně malé při hodnocení celkové absorpce. Velké mnoţství látky v donorové části 

můţe mít dokonce účinek okluze a tím zvyšovat penetraci, i kdyţ tento efekt můţe být 

i u menší vrstvy látky (Selzer 2013). 

 

2.2.2 Rozpouštědlo  

Jako rozpouštědlo můţe být v experimentech teoreticky pouţita jakákoliv chemická 

látka, důleţité je, aby nepoškozovala kůţi a koţní bariéru a testovaná látka v ní byla dobře 

rozpustná. Je téţ třeba mít na paměti, ţe některé látky mohou ovlivňovat průběh 

transdermální penetrace. Tyto látky buď penetraci zvyšují a urychlují (enhancery) nebo 

sniţují a zpomalují (retardéry). Obě skupiny jsou nyní intenzivně studovány, enhancery 

zejména v souvislosti s masivním rozvojem transdermálních lékových forem (např. 

Vávrová 2005, Trommer 2006, Singh 2010). Retardéry se uplatňují v prevenci 

neţádoucích účinků látek zejména v oblasti expozic pracovních, případně 

i environmentálních. Tento způsob ovlivnění permeace je však studován méně neţ 
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enhancery (Benson 2005, Trommer 2006). Obě skupiny nabývají na významu v posledních 

několika letech v souvislosti se zvyšujícím se pouţíváním nanomateriálů.  

Test s pouţitím různých rozpouštědel a sledováním jejich vlivu na absorpci 

retinoidů provedli Lehman a kol. (Lehman 1988), kteří zkoumali in vitro absorpci retinoidů 

(isotretinoin, etretinat, tretinoin, acitretin) přes opičí kůţi. Největší (a shodná) absorpce 

byla při pouţití propylen glykolu a isopropylalkoholu. Absorpce se sniţovala s pouţitím 

minerálního oleje, diisopropyl adipátu, polyetylen glykolu 400. 

 

2.2.3 Absorpční membrána 

„Zlatým standardem“ pro testování transdermální absorpce chemických látek in 

vitro je lidská kůţe. Jak doporučuje jeden z leaderů výzkumu transdermální absorpce 

prof. Barry (Barry 1999), je-li to moţné, „přednostně pouţít lidskou kůţi a nekomplikovat 

si výzkum pouţitím zvířecí kůţe k získání lidských dat“. Vzorky lidské kůţe jsou 

získávány obvykle z tkáňové banky (můţe pocházet od dárců zemřelých nebo ţivých) nebo 

přímo od dárců ţivých, většinou pacientů při chirurgických operacích (zde je nezbytný 

informovaný souhlas dárce k pouţití kůţe v experimentech). Nejčastěji je pouţívána kůţe 

ze zad, břicha, hrudníku nebo boku. Vzhledem k snadnějším moţnostem získání kůţe při 

kosmetických operacích to bývá nejčastěji kůţe břicha nebo hrudníku. Jejich penetrační 

vlastnosti jsou stejné (Larsen 2003).  

Transdermální absorpce chemických látek je ovlivňována věkem dárce (Waller 

2005, 2006), jeho pohlavím (Jacobi 2005b), etnickou příslušností (Rawlings 2006), 

hydratací kůţe (Warner 2003, Rawlings 2005) a místem odběru kůţe (Scott 1991). 

Studován byl téţ vliv prostředí, při kterém je experiment prováděn – vliv teploty 

(Akomeah 2004) a pH (Waller 2005). Vliv interindividuální variability kůţe provedli 

Akomeah a kol. (Akomeah 2007). Autoři srovnávali rozdíly v průchodu látek s různou 

lipofilitou (kofein, metylparaben a butylparaben) přes vzorky lidské kůţe odebrané 

z břicha jedenácti dárců různého věku a pohlaví. Rozdíly v absorpci jednotlivých látek na 

témţe vzorku kůţe byly niţší neţ rozdíly v absorpci téţe látky na vzorcích kůţe od 

různých dárců.  

Vzhledem k etickým problémům se získáváním lidské kůţe a faktu, ţe pro in vitro 

testování transdermální absorpce látek je třeba, aby tato kůţe nebyla před pouţitím 

chemicky ošetřena (např. dezinfekcí při operaci), není její pouţívání při laboratorním 

testování tak časté, jak by si experimentátoři přáli. Pozornost je třeba věnovat i omývání 
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kůţe před experimentem, např. Moody (Moody 2006) referuje aţ o 32násobném zvýšení 

absorpce insekticidu u lidské excidované kůţe po omytí mýdlem (tzv. wash-in effect). 

Alternativou k lidské kůţi je pouţití kůţe zvířecí. Jako nejvhodnější jsou 

doporučovány kůţe prasečí nebo opičí, které jsou lidské kůţi velmi blízké svojí anatomií, 

fyziologií a chemickým sloţením. Vzhledem k horší dostupnosti a etickým problémům 

spojeným s vyuţíváním primátů pro vědecké účely, se více pouţívá kůţe prasečí. 

Metaanalýzu článků, zabývajících se hodnocením lidské a prasečí kůţe (a kůţe morčete) 

jako vhodné náhrady za lidskou kůţi, provedli Barbero a Frasch (Barbero 2009). 

Výsledkem bylo konstatování, ţe zvířecí kůţe jsou vhodnou alternativou k lidské kůţi, 

jejich propustnost je o něco vyšší, ale vykazují menší intradruhovou rozdílnost neţ lidská 

kůţe.  

Prasečí kůţe se nejčastěji odebírá ze zad, boků, nebo břicha, velmi vhodné je 

i pouţití kůţe ušního boltce (Sekkat 2002, Herkenne 2006), který je svojí anatomickou 

stavbou lidské kůţi nejvíce podobný (Jacobi 2007). Lze pouţít i kůţi novorozených selat, 

která je tenčí, má však více vlasových folikulů (Cilurzo 2007).  

 

Obr. 14. Lidské a prasečí ceramidy 

  

Legenda: Lidské (A) a prasečí (B) ceramidy. U lidských ceramidů mají CER1 a CER4  ω-hydroxy-acylový 

řetězec, ke kterému je chemicky vázána linolová kyselina; u prasečích ceramidů má tuto vazbu pouze CER1 

(převzato z Bouwstra 2003a). 

 

Prasečí kůţe má navíc s lidskou kůţí společný jeden velmi významný fakt – oba 

ţivočišné druhy (člověk a prase domácí) se v průběhu evoluce staly bezsrstými tvory. 

Hustý koţich zvířecí srsti působí jako významná ochrana nejen proti ztrátám tepla, ale 

zároveň nedovoluje kontakt většiny látek (nacházejících se v prostředí) s přímým 

povrchem kůţe. Nepřítomnost tohoto ochranného faktoru vedla v průběhu fylogeneze 

k vytvoření nového ochranného systému – k tvorbě koţní bariéry tvořené buňkami stratum 
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corneum a specifickým sloţením mezibuněčné hmoty (Forslind 1998). Lipidy obsaţené 

v této hmotě se v případě člověka a prasete velmi shodují (Obr. 14) a jsou odlišné od 

jiných ţivočišných druhů (Stahl 2009).  Pro laboratorní účely byly vyvinuty různé druhy 

bezchlupých zvířat (např. myš, potkan, morče), ale v tomto případě bylo lysosti dosaţeno 

genetickou manipulací, kdy stavba SC a sloţení korneálních extracelulárních lipidů zůstalo 

stejné s původním druhem a tudíţ nemá zvláštnosti evolučně vytvořených lysých jedinců 

(Forslind 1998). Navíc např. kůţe bezchlupé myši má velmi tenké a křehké stratum 

corneum, které je rychle destruováno hydratací (Barry 1999). 

Kůţe ostatních zvířat, pouţívaných k laboratorním účelům (např. myš, potkan, 

morče, králík), jsou pro testování dermální absorpce méně vhodné, neboť mají anatomicky 

i chemicky odlišnou stavbu od kůţe lidské.  K hlavním rozdílům v charakteru kůţe patří 

velké mnoţství vlasových folikulů, vedoucích k vyšší koţní propustnosti v porovnání 

s kůţí lidskou, např. u potkaní kůţe ve srovnání s kůţí lidskou van Ravenzwaay (van 

Ravenzwaay 2004) uvádí více neţ desetkrát vyšší propustnost, Takeuchi (Takeuchi 2011) 

uvádí propustnost potkaní kůţe dvakrát vyšší neţ u lidské kůţe. Úroveň dermální 

propustnosti klesá v pořadí králík, potkan, prase a člověk (Bartek 1972).  

Rozdíly mezi myší a lidskou kůţí popisují Brohem a kol. (Brohem 2010). Myši 

jsou často pouţívány jako model lidské kůţe, mají však ve stavbě kůţe hodně odlišností 

(Obr. 15).  

 

Obr. 15. Histologický preparát myší a lidské kůže 

 

Zdroj: modifikováno z Brohem 2010 

 

Hlavní rozdíly mezi lidskou a myší kůţí jsou následující:  

1) Myši mají hustou srst, u lidí jsou regiony mezi jednotlivými folikuly mnohem 

větší.  
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2) Lidská stejně jako myší epidermis je tvořena stejnými vrstvami (stratum 

corneum, granulosum, spinosum, basale), avšak počet buněk v jednotlivých vrstvách se 

zásadně liší. Myší epidermis má obvykle tři vrstvy buněk a jejich obrat je rychlejší. Lidská 

epidermis má obvykle 6–10 vrstev, obrat trvá 7–28 dnů. 

3) Melanocyty v lidské kůţi jsou umístěny rovnoměrně v bazální vrstvě, u myší 

jsou v dermis ve vlasových folikulech.  

4) Myši mají koţní svalovou vrstvu (panniculus carnosus), která u lidí není. 

5) Hojení koţních defektů u myší vede k regeneraci tkáně, u lidí se hojí jizvou 

(někdy keloidní, coţ u myší není). 

6) Myší kůţe má menší bariéru pro vodu a vykazuje vyšší dermální absorpci. 

Králičí kůţe má podobnou tloušťku jako prasečí kůţe (Obr. 16), i kdyţ epidermis 

pod SC má odlišnou strukturu, zejména počet vrstev epidermálních buněk je niţší.  

Lipidové sloţení králičí kůţe je podobné prasečí kůţi, ale má menší obsah ceramidů 

a vyšší  obsah  esterů  cholesterolu  a triglyceridů.  Králičí ucho  je  4–7x  méně propustné 

pro hydrofilní látky, moţná díky vyšší lipofilicitě jejího SC. Permeabilita progesteronu 

byla mezi izolovanou prasečí epidermis a králičí kůţí srovnatelná (Nicoli 2008). 

 

Obr. 16. Kůže králičího a prasečího ucha 

 

Legenda: Fotografie histologického řezu kůţe vnitřní strany králičího ucha (a) a zevní strany prasečího ucha 

(b). Zvětšeno 40x (převzato z Nicoli 2008). 

 

K testování absorpce látek byla pouţita i rybí kůţe (Konradsdottir 2009), autoři ji 

doporučují jako vhodný model sliznice nebo skléry. 

Další alternativou ke kůţi přirozené je pouţití kůţe uměle vytvořené. Můţe jít 

o modely samotného stratum corneum (de Jager 2006), 2D modely (keratinocyty 

kultivovány v jedné vrstvě, je zde moţná diferenciace jednotlivých vrstev) nebo 



40 

 

3D modely (keratinocyty jsou pěstovány na dermálním podkladu, coţ umoţňuje lepší 

diferenciaci epidermálních buněk a vede k vyšší ţivotnosti těchto modelů). Jedná se 

například o komerčně vyráběné modely Episkin, SkinEthic, EpiDerm (Obr. 17), Human 

Skin Equivalent (HSE), Apligraf (Schmook 2001, Lotte 2002, Ponec 2002b, Batheja 

2009). V literatuře jsou popisovány i další modely, zatím jen experimentálně vyrobené, ale 

s lepší strukturou (Stark 2006).  

 

Obr. 17. Histologický řez rekonstituovanou kůží – model EpiDerm 606X 

 

Zdroj: Trauer 2010 

 

Bohuţel umělá kůţe zatím stále ještě nedosahuje vlastností a funkce kůţe 

přirozené. Největším nedostatkem je nepřítomnost koţních adnex a nepřítomnost 

deskvamace povrchových vrstev SC, coţ vede k jejímu ztluštění a zkreslení výsledků při 

případném pouţití v testech transdermální absorpce látek (Ponec 2002a). Problémem je téţ 

začlenění dalších buněk, které se v normální epidermis nalézají, jako jsou melanocyty 

a Langerhansovy buňky. Existují modely, kdy se tyto buňky podařilo do struktury dostat, 

jejich funkce je však zatím přítomna jen částečně (Facy 2004, Brohem 2010). Z tohoto 

důvodu není rekonstruovaná kůţe doporučována pro závěrečné testování látek pro 

humánní nebo veterinární pouţití (Netzlaff 2007). Je ji však moţno pouţít k dílčímu 

testování, zejména k testům dermální iritace, korozivnosti, fototoxicity a genotoxicity 

(Welss 2004, Netzlaff 2005, 2007, Kanďárová 2006, OECD 2010, 2013b). Je moţné ji 

pouţít i na testy metabolismu kůţe (Brinkmann 2013). 

 

Lidskou nebo zvířecí kůţi je moţno pouţít v plné tloušťce 500–1000 μm. Takovéto 

vzorky kůţe obsahují rohovou vrstvu a zbývající vrstvy epidermis a dermis. Lze téţ pouţít 

tzv. dermatomovanou kůţi, která je dermatomem seříznuta na tloušťku 200–500 μm 
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a obsahuje rohovou vrstvu, zbývající vrstvy pokoţky a pouze horní část škáry. Další 

variantou je pouţití pouze epidermis, která je oddělena tepelně, chemicky nebo 

enzymaticky a má (nebo nemá) zachovalou bazální membránu (Akomeah 2007, Cross 

2008). Poslední variantou je pouţití samotné rohové vrstvy, která se připravuje z pokoţky 

po natrávení trypsinem (WHO 2006, Henning 2008). Pro testování lipofilních látek je 

doporučováno pouţití dermatomované kůţe nebo samotné pokoţky, neboť hydrofilní škára 

v případě lipofilních látek představuje další bariéru průniku. Je téţ třeba vţdy myslet na to, 

ţe při pouţití tenčí koţní membrány bude absorpce látky vyšší a při pouţití silnější 

membrány bude tato slouţit jako významnější rezervoár absorbované látky (Wilkinson 

2006). 

Pro testování je optimální pouţití kůţe čerstvé (doporučeno do dvou dnů po 

odběru). Tato kůţe má aktivní enzymatický systém (pomineme-li skutečnost, ţe k částečné 

autolýze dochází jiţ od okamţiku odběru), a proto je moţné ji pouţít nejen pro testování 

průniku látek kůţí, ale i pro testování jejich dermálního metabolismu (OECD 2004a). 

Ţivotnost koţního vzorku měřená jeho metabolickou aktivitou (úroveň přeměny glukózy 

na laktát), klesá s dobou skladování. Při skladování v chladu klesne během prvního dne 

přeměna zhruba na polovinu a do osmého dne zůstává přibliţně stejná. Po osmém dni 

pokles aktivity pokračuje (Wester 1998). Čerstvou kůţi lze při teplotě 4 °C skladovat po 

dobu 2–4 týdnů (DeBono 1998). 

Další moţností je pouţití zmrazené kůţe (Diembeck 1999). Vzorky odebrané kůţe 

se po ošetření zmrazí při –18 aţ –20 °C, lze pouţít i teplotu niţší (EU-SCCP 2006). 

Zmrazená kůţe nemá zachovaný aktivní enzymatický systém a je mírně anatomicky 

poškozena krystalizací vody (téměř bezvodá rohová vrstva je ale poškozena minimálně). 

Při srovnání s čerstvou kůţí vykazuje vyšší úroveň ustáleného průtoku testované látky 

(steady state flux) a je zde i kratší doba do začátku pronikání testované látky do 

receptorové tekutiny (lag time); (Ahlstrom 2007). Nicméně pro testování průniku látek je 

tato kůţe oficiálně doporučována a vzhledem k dlouhodobé pouţitelnosti (dle různých 

autorů je ji moţno pouţít v době do jednoho roku skladování) je v pokusech vyuţívána 

nejčastěji (WHO 2006). Při interpretaci výsledků je však nutno brát v úvahu skutečnost, ţe 

se zvyšující se dobou skladování zmrazené kůţe se zvyšuje její propustnost (Ahlstrom 

2007), proto někteří autoři doporučují pouţívat kůţi zmrazenou kratší dobu, např. Davies 

(Davies 2004) doporučuje pouţívat prasečí kůţi do dvou měsíců a lidskou do jednoho roku 

od zmrazení. Někteří autoři naopak pouţívají i kůţi skladovanou delší dobu, např. lidskou 

po dobu do dvou let (Meidan 2008). 
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Srovnání vlastností čerstvé lidské kůţe a kůţe skladované při –20 °C a při –80 °C 

po dobu tří týdnů provedli Nielsen a kol. (Nielsen 2011). Autoři sledovali penetraci 

kofeinu přes tyto membrány a hledali změny kůţe pomocí konfokálního fluorescenčního 

mikroskopu. Výsledky penetrace u čerstvé kůţe a kůţe skladované při –20 °C byly 

obdobné (u zmrazené kůţe byla penetrace o něco málo vyšší). Kůţe skladovaná při –80 °C 

vykazovala několikrát vyšší penetraci. Tyto výsledky byly v souladu s mikroskopickým 

vyšetřením, které prokázalo mnohem vyšší poškození kůţe skladované při –80 °C 

(korneocyty i keratinocyty byly větší, byl nápadný otok buněk a odchylky v normální 

distribuci keratinocytů. Zatímco tloušťka SC u čerstvé kůţe činila 6 μm, u kůţe skladované 

při –20 °C to bylo 12 μm a u kůţe skladované při –80 °C dokonce 35 μm).  

Jinou moţností, popisovanou v literatuře, je pouţití kůţe skladované po usušení. 

Takto ošetřená kůţe je méně anatomicky poškozena neţ při zmrazení. Před pouţitím je ji 

však třeba opětovně hydratovat. Sušená kůţe bývá k testování pouţívána výjimečně 

(Swarbrick 1982).  

Kůţe určená k odběru nesmí být viditelně poškozena a nesmí být tetována. 

Povrchové čištění se provádí pouze omytím teplou vodou a mýdlem bez pouţití 

dezinfekčních prostředků, coţ představuje určitý problém při operativním získávání lidské 

kůţe. V případě pouţití prasečí kůţe nesmí být tato při poráţce na jatkách spařena. Na 

odebrané kůţi je nutno ostříhat všechny viditelné chlupy a odstranit podkoţí. Zůstává 

zhruba jeden milimetr silná vrstva pokoţky a škáry. Z ní je potom moţno připravit jiné 

typy koţní penetrační membrány (dermatomovanou kůţi, samotnou pokoţku nebo rohovou 

vrstvu). Vzorky se jednotlivě zabalí do hliníkové folie a uchovávají se v chladničce nebo 

se zamrazí (Diembeck 1999).  

 

2.2.4 Testování integrity kůže 

Neporušenost penetrační membrány je důleţitou podmínkou úspěšného provedení 

testu transdermální absorpce látek a proto by jí měla být věnována velká pozornost. I malé 

poškození integrity membrány významně zvyšuje perkutánní absorpci (Nielsen 2007). 

Testování integrity kůţe můţe být provedeno třemi způsoby (OECD 2004c): 

 a) před zahájením testování transdermální penetrace 

Nejdůleţitější metodou kontroly před začátkem provádění testů transdermální 

penetrace je důkladná vizuální kontrola, někteří autoři k ní doporučují pouţit lupu 

(Henning 2008), jiní pouţívají mikroskop (Frasch 2009). Je třeba vyřadit veškeré vzorky, 

na nichţ se nachází i sebemenší poškození (zánětlivé projevy, oděrky, škrábance, stroupky, 
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jizvy, tetování, začervenání nejasného původu). Někteří autoři pouţívají i pohled skrz kůţi 

proti světlu (Nangia 1998). Vhodnou metodou je téţ sledování vlhkosti kůţe po počáteční 

aklimatizaci v difúzní komůrce. Ackermann a kol. (Ackermann 2010) doporučují vyřadit 

vzorky, u nichţ je po 30minutové ekvilibraci přítomna vlhkost na povrchu kůţe. Normální 

neporušená kůţe je po této době na povrchu mírně oschlá. 

Druhou moţností je provedení testu elektrické rezistence kůţe (transcutaneous 

electrical resistence, TER). Koţní odpor souvisí se stavem koţní bariéry, při poškození 

bariéry se odpor sniţuje. Je téţ závislý na ploše (se zvyšující se plochou se elektrický 

odpor sniţuje); (Fasano 2002), proto je vhodnější udávat jeho hodnoty v přepočtu na 

jednotku absorpční plochy (kΩcm
2
). K měření se pouţívají přístroje pracující s frekvencí 

50–1000 Hz, pouţívající napětí 1–3 V a měřící v rozmezí 0,1–30 kΩ (OECD 2004d). 

Doporučení limitních hodnot pro in vitro měření TER se v literatuře hodně liší. Např. 

Davies a kol. (Davies 2004) po změření TER kůţe člověka, potkana, prasete, myši, králíka 

a morčete (při frekvenci 100 Hz) doporučují v případě pouţití plné prasečí kůţe pouţívat 

k testování vzorky s rezistencí rovnou nebo vyšší 1,57 kΩcm
2
. Stejná hodnota byla pouţita 

jako hraniční pro vyřazení nevhodných vzorků v námi prováděných experimentech. Baert 

(Baert 2010) při pouţití lidské kůţe vyřazoval vzorky s impedancí niţší neţ 20 kΩ. Další 

odlišná kritéria jsou doporučována v publikaci White a kol. (White 2011), kde autoři uvádí 

přehled doporučovaných testových kritérií pro plnou lidskou kůţi v rozmezí 7–45 kΩcm
2
.  

Třetí doporučovanou moţností je hodnocení ztráty vody kůţí (transepidermal water 

loss, TEWL). Voda odpařující se z povrchu kůţe je dvojího původu. První část tvoří voda 

odpařující se z potu – produktu malých potních (ekrinních) ţláz. Druhou část tvoří voda 

procházející skrz kůţi mezibuněčnými prostory. Spodní partie epidermis (stratum basale, 

spinosum, granulosum) jsou velmi hydratované (obsah vody 75 %), bariéru průchodu 

tekutin tvoří málo hydratované SC (obsah vody je pouze 10–20 %); (Zhai 2002). U ţivých 

organismů je jako „perspiratio insensibilis“ označováno nepozorovatelné odpařování 

tekutin z kůţe, pojem „perspiratio sensibilis“ označuje vnímatelné odpařování vody, 

pocení (Kábrt 1988). Striktně vzato by TEWL měl referovat pouze o části „perspiratio 

insensibilis“ – odpařování tekutiny skrz mezibuněčné prostory, informující o stavu 

korneální bariéry, v praxi však nelze odlišit jeho druhou část, danou činností potních 

ţlázek za podmínek pod teplotním potním prahem. Proto hodnoty TEWL v praxi zahrnují 

obě tyto sloţky. Denně se z povrchu kůţe za normálních podmínek odpaří asi 0,3 l vody, 

v teplém prostředí nebo při vysoké fyzické námaze se však pocení zvyšuje a ztráty tekutiny 

mohou dosáhnout aţ čtyři litry. Ztráty tekutin kůţí se téţ zvyšují při poškození koţní 
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bariéry, jak je dobře známo z léčby popálenin. Měření TEWL in vivo je v dermatologii 

a kosmetologii dlouhodobě pouţíváno k neinvazivnímu monitorování změn bariérové 

funkce SC při výskytu různých onemocnění (např. u atopického ekzému, lupénky). 

Nepoškozená kůţe s plně funkční bariérou SC má niţší hodnoty TEWL, neţ kůţe 

s poškozenou korneální bariérou (Simonsen 2007). Velikost TEWL závisí téţ na velikosti 

(ploše) korneocytů – tam, kde jsou „malé“ korneocyty (např. na čele) je TEWL vysoký 

a naopak tam, kde jsou korneocyty „velké“ (např. na břichu) je TEWL malý (Machado 

2010). 

Ztráty tekutiny kůţí lze měřit pomocí dvou typů přístrojů. První typ pouţívá 

uzavřený systém měřící komůrky (tvoří ji válec otevřený pouze na jedné straně, dno/strop 

je pevné, vodní pára se v prostoru komůrky kondenzuje). Přístroje s uzavřenou komůrkou 

jsou např. VapoMeter (Delfin Techologies, Finsko), AquaFlux (BioxSystems, Velká 

Británie). Druhý typ pouţívá otevřený systém (komůrku tvoří pouze stěny válce, je 

otevřená z obou stran). Přístroji s otevřenou komůrkou jsou např. Tewameter a novější 

MPA (Courage-Khazaka, Německo), Evaporimeter (EPI Servomed, Švédsko), DermaLab 

(Cortex Technology, Nadsune, Dánsko). Normální TEWL zdravé lidské kůţe se při 

měřeních in vivo a in vitro příliš neliší a pohybuje se zhruba mezi 2–10 g/m
2
/h (Sekkat 

2004, Raney 2006, Simonsen 2007). U prasečí kůţe in vitro se normální TEWL pohybuje 

v rozmezí 2–30 g/m
2
/h (Vallet 2008, Elkeeb 2010), u prasečího ucha Simonsen (Simonsen 

2007) uvádí 3,5±1,2 g/m
2
/h, Elmahjoubi (Elmahjoubi 2009) 30,21±1,27 g/m

2
/h . Vliv na 

rozdílnost naměřených hodnot má typ přístroje, v případě pouţití uzavřené měřící komůrky 

bývá díky kondenzaci výsledná hodnota ztráty tekutin vyšší (Elkeeb 2010). 

Je zde však nutno poznamenat, ţe i kdyţ většina publikovaných prací a metodik 

tento způsob ověření integrity kůţe doporučuje a povaţuje za vhodný, najdou se téţ práce, 

které vhodnost této metody zpochybňují, neboť v případě plochou nevelkého poškození 

kůţe (propíchnutí) nenalezli rozdíl v hodnotě TEWL, i kdyţ absorpce přes takto 

poškozenou kůţi je výrazně vyšší (Chilcott 2002, Netzlaff 2006, Henning 2008).  

Čtvrtou moţností je zkouška průchodu jiné (neţ testované) látky před zahájením 

testu transdermální absorpce. Jako referenční látka se k tomuto účelu pouţívá např. 

tritiovaná voda nebo metylenová modř. Nejprve se provede test transdermální absorpce 

referenční látky a následný test s testovanou látkou se provádí jiţ jen na vzorcích, u nichţ 

byla absorpce referenční látky v přijatelných hodnotách. Tato metoda je však zdlouhavá 

a můţe při ní docházet k poškození koţní bariéry při průchodu referenční látky. Pouţití 

tritiované vody k potvrzení koţní integrity téţ není vhodné, pokud je testovaná látka také 
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radiačně značena. Další nevýhodou je nutnost speciálního přístrojového vybavení při 

pouţití radioaktivně značené referenční látky (OECD 2004a). 

b) v průběhu testu transdermální penetrace 

K testované látce lze přidat další látku se známou a od testované látky dobře 

odlišitelnou absorpcí, např. radioaktivně značené látky (
3
H sukrózu, látky se 

14
C). Pro 

praktické pouţití je však tato metoda nevýhodná, neboť je pracná a vzhledem k pouţití 

další látky neţ pouze testované, můţe dojít ke zkreslení absorpce testované látky (OECD 

2004a). 

c) po ukončení testu transdermální penetrace 

Lze pouţít kterýkoliv ze způsobů popsaných v odstavci a). Jejich pouţití po testu se 

však příliš nedoporučuje, neboť během testování transdermální penetrace vţdy dochází 

k poškození koţní bariéry (vliv testované látky, vliv času) a takto získaný výsledek jiţ 

nehovoří pouze o stavu membrány před zahájením testu.  

Velmi důleţitou metodou hodnocení ex post je vyřazení všech vzorků, jeţ se 

výrazně odlišují od průměru ostatních vzorků, neboť přes poškozenou kůţi prochází 

testovaná látka vţdy rychleji a v mnohem větším mnoţství, neţ přes kůţi nepoškozenou 

(OECD 2004a).  

Různí autoři mají na výše popsané metody hodnocení integrity kůţe různé názory, 

avšak všichni se shodují na důkladné vizuální kontrole a ex post vyřazení výrazně 

odlišných vzorků.  

 

2.2.5 Difúzní komůrky 

Základním laboratorním zařízením pro testování transdermální absorpce 

chemických látek in vitro jsou difúzní komůrky. Při konstrukci testovacích komůrek se 

pouţívají oba směry penetrace – horizontální (komůrky jsou označovány side-by-side) 

a vertikální. V praxi jednoznačně převaţuje vyuţití směru vertikálního. 

Komůrky jsou zhotovovány z inertních materiálů (borosilikátové laboratorní sklo, 

teflon) a skládají se ze dvou částí. Horní část je označována jako část „donorová“, spodní 

jako část „receptorová“ nebo „akceptorová“. Absorpční membrána (kůţe) se upevňuje 

mezi tyto dvě části, pokoţkou směrem nahoru.  Na tuto stranu kůţe se potom aplikuje 

známé mnoţství testované látky. Velikost penetrační plochy bývá u komůrek pouţívaných 

v publikovaných pracích různá (obvykle 0,3–5 cm
2
, OECD 2004a). Směrnice Evropské 

komise (EU-SCCP 2006) poţaduje minimální velikost absorpční plochy 0,64 cm
2
. Téţ 

objem akceptorové části bývá různý, OECD udává 2–20 ml (OECD 2004a). Tento objem 
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je důleţitý z důvodu zachování „sink conditions“ – pro správnou absorpci látky je třeba 

zajistit, aby průnik látky skrz membránu nebyl ovlivněn parametry solubility. Toho je 

dosaţeno tím, ţe koncentrace testované látky v receptorové části nepřekročí 10 % její 

moţné maximální rozpustnosti (Selzer 2013), i kdyţ některé dokumenty udávají 10–20 % 

(Siewert 1997) nebo dokonce 30 % (USP 1995). Kromě objemu akceptorové části 

komůrky jsou „sink conditions“ ovlivněny téţ frekvencí odběru RT (v případě statické 

komůrky), nebo rychlostí průtoku RT v případě průtokové komůrky. 

 

Obr. 18. Statická a průtoková vertikální difúzní komůrka 

 

Zdroj: vlastní nákres 

 

Vertikální komůrky se dělí na dva základní typy (Obr. 18), ze kterých byla 

odvozena řada modifikací. Prvním typem je široce vyuţívaná, relativně jednoduchá 

statická vertikální difúzní komůrka, po svém autorovi zvaná Franzova komůrka/cela (Franz 

1975). Tekutina v receptorové části (obvykle o objemu 2–20 ml) musí být u tohoto typu 

komůrky neustále míchána a je periodicky manuálně odstraňována a analyzována. 

Druhým typem je průtoková vertikální difúzní komůrka publikovaná Bronaughem 

(Bronaugh 1985). Tekutina je z receptorové části komůrky (obvykle o objemu 0,1–5 ml) 

odstraňována kontinuálně pomocí peristaltické pumpy (typický průtok činí 9 ml/h 

u komůrky o objemu 3 ml, tj. tři výměny za hodinu, nebo 1,5 ml/h u komůrky o objemu 

150-300 μl, tj. 5–10 výměn za hodinu); (OECD 2004a). Tento typ je doporučován jako 

vhodnější pro studium metabolismu látek v kůţi. Nevýhodou je jeho vyšší přístrojová 

náročnost. 
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I přes rozdílnost v konstrukci komůrek nenalezly srovnávací studie, které 

porovnávaly testování na obou typech, významné rozdíly ve výsledcích (Clowes 1994, 

Chilcott 2005). 

 

2.2.6 Receptorová tekutina 

Spodní část nádobky (receptorová/akceptorová část komůrky) je naplněna 

receptorovou/akceptorovou tekutinou. Tato tekutina nesmí poškozovat kůţi a musí 

odpovídat chemickému charakteru testované látky (WHO 2006). Při testování absorpce 

hydrofilních látek skrz kůţi skladovanou zmraţením se jako receptorová tekutina pouţívají 

roztoky solí nebo pufrované roztoky solí s pH okolo 7,4 (např. fyziologický roztok, PBS 

pufr). Při testování absorpce lipofilních látek bývá vhodné přidat k uvedeným roztokům 

ještě sérový albumin (Cross 2003) nebo pouţít organická rozpouštědla nepoškozující 

membránu (etanol : voda 1 : 1, 6% polyethylenglycol, 20% oleyl ether ve vodě). Při 

paralelním testování dermální absorpce a dermálního metabolismu (na čerstvé kůţi) se 

jako receptorová tekutina pouţívají média pro pěstování tkáňových kultur např. 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 provádění testu transdermální absorpce 

Absorpční membrána (kůţe) leţí celou svojí spodní plochou na hladině receptorové 

tekutiny (nesmí zde být bublinky vzduchu; ty, které mohou vznikat v průběhu delší doby 

penetrace, je třeba průběţně odstraňovat). Někteří autoři (Wagner 2000) upozorňují v této 

souvislosti na jistá rizika, spojená s pouţitím kapaliny v receptorové části komůrky. Ta 

spočívají ve zvýšené hydrataci kůţe, jeţ má za následek její zvýšenou propustnost. 

Uvedení autoři proto doporučují kůţi poloţit na vrstvu savého papíru, napuštěného 

vhodnou receptorovou tekutinou. Tento tzv. „saarbrückenský“ model je však vyuţíván jen 

omezeně (Wagner 2003).  

 V průběhu absorpce látky přes kůţi upevněnou v difúzní komůrce musí být 

tekutina v receptorové části komůrky po celou dobu pokusu míchána (statická komůrka) 

nebo průběţně vyměňována (průtoková komůrka). Mnoţství testované látky, prošlé do 

receptorové tekutiny před její výměnou, by mělo být z důvodu potlačení zpětné resorpce 

menší neţ 10 % koncentrace maximální rozpustnosti testované látky v receptorové tekutině 

(tzv. „sink conditions“). Tomu se přizpůsobují časy odběru receptorové tekutiny pro 
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analýzu (u statické komůrky), nebo rychlost průtoku receptorové tekutiny (u průtokové 

komůrky).  

Na povrchu kůţe v difúzní komůrce je nutno udrţovat teplotu 32±1 °C (průměrná 

normální teplota povrchu kůţe člověka). Vlhkost okolního prostředí by se měla pohybovat 

v rozmezí 30–70 % (OECD 2004a).  

Doba trvání pokusu bývá různá. Pro základní experimentální testování absorpce 

chemických látek je doporučována doba 24 hodin. Akceptovatelná můţe být i doba delší, 

nicméně v tomto případě jiţ mohou nastat obtíţe se zachováním integrity kůţe. Pro 

testování látek určených k reálnému pouţití by doba testování měla imitovat dobu 

předpokládaného pouţití (OECD 2004c). Vzhledem k tomu, ţe tzv. pseudo-steady state 

flux (dalo by se přeloţit jako nepravý ustálený průtok) nastává průměrně po době 

odpovídající 2,7násobku doby lag time, je doporučováno, aby doba trvání pokusu byla 

delší, neţ je tato doba (Williams 2003).  

Při provádění testů transdermální penetrace bylo zjištěno, ţe výsledky vykazují 

poměrně značnou variabilitu, interindividuální rozdíly (mezi jedinci téhoţ ţivočišného 

druhu) dosahovaly 40 % a intraindividuální rozdíly (získané na různých částech těla téhoţ 

jedince) pak 30 % (Williams 2003). Vzhledem k tomu je vhodné pouţít v experimentu 

kůţi od více dárců. Striktní poţadavek na počet komůrek pouţitých v experimentu není. 

Nejniţší doporučení dává OECD (OECD 2004c) – jako minimum jsou poţadovány 

alespoň čtyři vzorky (blíţe nespecifikované). EU-SCCNFP (EU-SCCNFP 2003) 

doporučuje minimálně šest vzorků kůţe odebrané ze stejného místa od tří různých dárců. 

Novější doporučení, týkající se testování kosmetických přípravků a pesticidů, zvyšují 

minimální počet pouţitých difúzních komůrek na osm, pouţita má být kůţe nejméně od 

čtyř dárců (EU-SCCS 2010, EFSA 2012). 

 

2.2.8 Laboratorní zpracování výsledků 

Mnoţství látky, která se zúčastnila absorpce, lze hodnotit neinvazivně nebo 

invazivně.  

Neinvazivní metody začínají být pouţívány v poslední době, jejich nevýhodou je 

drahé přístrojové vybavení. Ke stanovení látek v kůţi se nejčastěji pouţívají konfokální 

laserová skenovací mikroskopie (CLSM) nebo konfokální Ramanova spektroskopie – obě 

se ale nedostanou do hlubších vrstev kůţe. To se dá řešit zmraţením kůţe a jejím 

rozřezáním na paralelní plátky, které se pak vyšetřují postupně (Selzer 2013).  
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Při invazivním měření se hodnotí oblasti, do kterých se absorbovaná látka mohla 

dostat. Po ukončení pokusu se testovaná látka můţe nacházet v několika absorpčně 

odlišných oddílech: na povrchu kůţe, v rohové vrstvě, ve zbývajících vrstvách pokoţky, ve 

škáře a v receptorové tekutině. Rozsah analýz uvedených kompartmentů je dán poţadavky 

experimentu. Nejjednodušší varianta zahrnuje analýzu pouze samotné receptorové 

tekutiny. Dále je moţno analyzovat jednotlivé vrstvy kůţe na obsah absorbované látky 

(tzv. „total recovery“). Mnoţství látky adsorbované v rohové vrstvě se zjišťuje pomocí tzv. 

„stripování“ – jednotlivé vrstvy korneocytů se odtrhávají z povrchu pokoţky pomocí 

nalepené adhezívní pásky (většinou se provádí 20 strţení). Páska s přilepenými korneocyty 

je následně analyzována. Analyzována je téţ zbývající pokoţka a škára. Pokoţka se od 

škáry odděluje tepelně, chemicky nebo enzymaticky (WHO 2006). 

Instrumentální analýza jednotlivých vzorků je prováděna většinou pomocí 

chromatografie, radiografie nebo scintigrafie (při pouţití značených testovaných látek). 

O typu analýzy rozhoduje charakter sledované látky a moţnosti daného pracoviště (OECD 

2004a). 

Při stanovení celkového profilu absorpce testované látky („total recovery“) je nutno 

z analyzovaných vzorků (povrch kůţe, jednotlivé části kůţe, receptorová tekutina) získat 

dle OECD 100 ± 10 % (OECD 2004c), dle SCCNFP 100 ± 15 % aplikované dávky (EU-

SCCNFP 2003). 

 

2.2.9 Matematické hodnocení absorpce 

K hodnocení a matematickému popisu (a modelování) procesu dermální absorpce je 

pouţíváno několik veličin (Förster 2009): 

 

Rozdělovací koeficient (Partition coefficient) 

Rozdělení (partition) je termín pouţívaný k popisu distribuce látky mezi dvě fáze za 

rovnováţného stavu. Při aplikaci látky na kůţi dochází k jejímu rozdělení mezi 

rozpouštědlo donorové fáze a kůţi. Toto rozdělení je popisováno pomocí rozdělovacího 

koeficientu Km : 

                      Cpenetrant v SC 

Km = ----------------------------------             (2.1) 

                      Cpentrant v donorové fázi 

 

Kde Cpentrant představuje rovnováţné koncentrace penetrující látky v donorové fázi a ve 

stratum corneum. Z této rovnice vyplývá, ţe hodnota Km je vyšší, kdyţ penetrující látka má 
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vyšší afinitu k SC neţ ke svému rozpouštědlu. Lipofilní látky mají velkou afinitu k SC, 

a tudíţ mají tendenci se kumulovat v SC.  

K posouzení lipofility je ve farmacii pouţíván rozdělovací koeficient oktanol/voda 

(resp. jeho logaritmus log Ko/w) popisující rozdělení látky mezi 1-oktanol a vodu. Hodnota 

parametru Ko/w je experimentálně snadno dostupná je zvykem jí aproximovat hodnotu 

parametru Km. 

 

Koeficient permeability (Permeability coefficient) 

Permeace látky membránou není ovlivňována jen její rozpustností v membráně, ale 

i její schopností touto membránou difundovat. Parametry charakterizující oba uvaţované 

děje, tj. rozdělovací koeficient Km, a difuzní koeficient D, jsou kombinovány v koeficientu 

permeability P: 

                       Ko/w D 

             P = -------------                (2.2) 

                          L 

kde L je délka difuzní dráhy. Hodnotu tohoto parametru obvykle nelze zjistit 

experimentálně, za délku difúzní dráhy se potom dosazuje tloušťka kůţe, coţ můţe být 

zavádějící, zejména při intercelulární cestě penetrující látky. 

Byl nalezen vztah mezi dvěma měřitelnými parametry: Ko/w a relativní molekulární 

hmotností MW. Mezi prvními autory byli Potts a Guy (Potts 1992), jejich rovnice je 

pouţívána nejčastěji: 

 

log P = – 2,72  x 71 x log Kow – 0,0061 MW           (2.3) 

 

Tento odhad je znám jako quantitative structure-permeability relationship (QSPR) a bývá 

pouţíván při modelovém výpočtu absorpce testované látky. 

 

Fickův zákon difúze 

Jednoduchým způsobem modelování koţního transportu je povaţovat kůţi za 

jednoduchou membránu, přes kterou látka prochází. Tuto difúzi popisuje první Fickův 

zákon: 

                         δ C 

J = – D ------------              (2.4) 

                         δ x 

Tento zákon říká, ţe flux J (mnoţství/m
2
/s), který je dán transferem látky přes 

jednotku plochy za jednotku času dané pozici x, je proporcionální s diferenciální změnou 
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koncentrace δC přes diferenciální vzdálenost δx. Negativní znaménko ukazuje, ţe 

molekuly penetrantu se pohybují ve směru klesající koncentrace. Konstantou úměrnosti je 

zde difúzní koeficient D. 

K popisu koncentrace uvnitř membrány je Fickův první zákon kombinován 

s diferenciální látkovou bilancí v membráně za určitých předpokladů – látka není 

metabolizována, neváţe se v membráně a její difúzní koeficient se nemění. Výsledek je 

nazýván druhý Fickův zákon: 

              δC            δ
2
C 

------- = D -----------                (2.5) 

              δt              δx
2
 

Jednotlivé vrstvy kůţe mohou být povaţovány za pseudohomogenní membrány 

a proto první Fickův zákon můţe být pouţit k popisu difúze těmito vrstvami. 

Flux v ustáleném stavu je dán rovnicí: 

                     D (C1 – C2) 

Jss = --------------------                (2.6) 

                            L 

kde L je délka difúzní dráhy (tloušťka vrstvy), C1 a C2 jsou koncentrace látky 

v membráně na jejích dvou stranách (v x=0 a x=L) a D je difúzní koeficient (Obr. 19). 

 

Obr. 19.  Schéma variability proměnných ve vztahu k vrstvám kůže 

 

Zdroj: Förster 2009 

 

„Sink conditions“ znamená, ţe koncentrace v x=L je nula nebo velmi malá (C2=0). 

Dále koncentrace penetrantu v x=0 je v lokální rovnováze s koncentrací penetrantu 

v donorové fázi (C1 = Km Cf), kde Km je rozdělovací koeficient definovaný rovnicí 2.1 

a Cf je koncentrace v donorové fázi. Za těchto podmínek platí, ţe flux za ustáleného stavu 

a „sink conditions“ se rovná: 

                     D Km Cf 

Jss = ----------------               (2.7) 

                          L 
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Porovnání rovnice 2.7 s rovnicí 2.2 dává rovnici 2.8 (tj. alternativní vyjádření 

dermálního koeficientu permeability P (m/s): 

                  Jss 

P = -------                (2.8) 

                  Cf 

Grafické znázornění těchto pojmů ukazuje Graf 2. 

 

Graf 2. Permeační profil při aplikaci infinite dose na kožní membránu 

 

 Zdroj: modifikováno z Williams 2003 

 

Křivka grafu znázorňuje průběh absorpce v čase. Prodlouţení lineární části této 

křivky k ose x a její protětí dává lag time a sklon udává pseudo-steady state flux Jss. 

Koeficient dermální permeability můţe být počítán podle rovnice 2.8, kde Cf je 

koncentrace látky v donorovém kompartmentu. 

Lag time (tlag) vyjadřuje čas potřebný k uvolnění látky z donorové fáze, pro 

průchod jednotlivými vrstvami koţní bariéry a difúzi látky do akceptorové fáze. Čas 

potřebný k penetraci látky přes membránu, aby bylo dosaţeno 95 % její hodnoty 

v ustáleném stavu, je přibliţně roven 2,3násobku lag time. K dosaţení 99 % hodnoty 

steady state je přibliţně potřeba 3,2násobek doby lag time (Förster 2009). Z těchto důvodů 

je doporučována doba trvání in vitro experimentu delší neţ 2,7násobek doby lag time 

(Williams 2003) 

 

2.2.10 Statistické hodnocení výsledků 

Výsledky získané laboratorním a matematickým hodnocením jsou obvykle dále 

statisticky zpracovávány podle charakteru dané práce. Výsledky testů in vitro absorpce při 
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pouţití kůţe jako membrány obvykle nemívají normální Gaussovské rozloţení (Williams 

2003, Fasano 2002, Frum 2007a) na rozdíl od pouţití umělé membrány (Frum 2007b).  

 

2.3 Matematické modelování dermální absorpce 

Nejnovějším způsobem testování dermální absorpce látek je matematické 

modelování tohoto procesu. Koţní permeace molekul je multifaktoriální jev závisející na 

různých typech fyzikálních, chemických a biologických interakcí. Mnoţství těchto 

interakcí je nelineárních, coţ dělá matematické modelování velmi sloţitým. Vzhledem 

k tomu, ţe tato práce je zaměřena na in vitro testování dermální absorpce, jsou zde 

uvedeny pouze základní principy matematického modelování: 

- quantitative structure-permeability relationship (QSPR) nebo quantitative structure-

activity relationship (QSAR) – porovnává experimentálně získaná data o transdermální 

permeaci s fyzikálně-chemickými vlastnostmi látek. Největší mnoţství těchto poznatků je 

obsaţeno v tzv. Flynnově databázi (Flynn's dataset); (Flynn 1990). Obsahuje 97 

koeficientů permeability pro 94 sloučenin získaných in vitro na lidské kůţi. Vzhledem k 

tomu, ţe přináší informace z 15 literárních zdrojů, je zatíţena velkým mnoţstvím 

experimentálních chyb plynoucích z interlaboratorní variability při experimentech. Druhou 

velkou databází je Kirchnerova databáze (Kirchner 1997), která vychází se starší Flynnovy 

databáze a obsahuje informace o 114 látkách. 

První rovnici slouţící k odhadu transdermální penetrace publikovali Potts and Guy 

(rovnice 2.3); (Potts 1992). Tato rovnice byla v průběhu následujících let modifikována 

a vylepšována dalšími autory (např. Cronin 1999, Moss 2002). Někteří autoři (Magnusson 

2004) povaţují za nejdůleţitější charakteristiku absorpce molekulární hmotnost penetrující 

látky a ve své rovnici pouţívají pouze tuto vlastnost: 

 

 log Jmax = – 3,90 – (0,0190 MW) 

 

Jmax udává maximální flux, MW molekulární hmotnost. 

 

- odhad in vitro-in vivo korelace (IVIVC)  

- arteficial neural network (ANN) – zaloţena na molekulární struktuře penetrujících látek. 

Pouţil ji např. Degim (Degim 2003) pro hodnocení permeability 40 sloučenin, získaná data 

velmi dobře korelovala s experimentálními výsledky (r
2
 = 0,997). 
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2.4 Standardizace 

S rozvojem a masivním nárůstem pouţívání in vitro testů zkoumajících různé 

aspekty transdermální penetrace vyvstala koncem 90. let minulého století potřeba sjednotit 

metodiky pouţívané na různých pracovištích zabývajících se průnikem látek skrz kůţi. 

Rozdílnost výsledků získaných při provádění pokusů s absorpcí látek nejlépe dokumentuje 

publikace Chilcott a kol. (Chilcott 2005). Za pouţití stejného protokolu měřili autoři 

v kontrolované klinické studii v 18 laboratořích (devět ve Velké Británii, po dvou v USA 

a Austrálii, po jedné v Japonsku, Portugalsku, Německu, Dánsku a Jihoafrické Republice) 

inter- a intralaboratorní rozdíly v průchodu methylparabenu  přes syntetickou membránu. 

Syntetická membrána byla pouţita z důvodu vyloučení vlivu různých vzorků kůţe na 

úroveň absorpce. Interlaboratorní rozdíly dosáhly hodnoty 35 % (rozdíl mezi nejniţším 

a nejvyšším průměrným průtokem byl čtyřnásobný), intralaboratorní rozdíly hodnoty 

10 %. Dle autorů byly rozdíly způsobeny lidskými chybami, odlišnostmi v objemu 

receptorové části difúzní komůrky, ve velikosti aplikační plochy, v objemu vzorku 

a v pouţitém typu difúzní komůrky. 

Prvním významným krokem ke sjednocení metodiky provádění transdermálních 

absorpcí byla práce Diembecka a kol. (Diembeck 1999), kde byl publikován dodnes 

pouţívaný standardní protokol pro provádění transdermálních absorpcí s pouţitím lidské, 

prasečí a potkaní kůţe. Dalším významným krokem bylo přijetí několika směrnic OECD. 

Směrnice č. 28
 
(OECD 2004a) stanovuje podmínky pro vedení absorpčních pokusů na 

kůţi, Směrnice č. 427 (OECD 2004b) stanovuje podmínky pro „in vivo“ metody testování 

koţní absorpce a Směrnice č. 428 (OECD 2004c) upravuje testování koţní absorpce „in 

vitro“. Dalšími směrnicemi týkajícími se problematiky působení chemických látek na kůţi 

jsou Směrnice č. 117 - Partition Coefficient /n-octanol/water/, High Performance Liquid 

Chromatography /HPLC/ Method (OECD 2004e), Směrnice č. 430 - In Vitro Skin 

Corrosion: Transcutaneous Electrical Resistance Test /TER/ (OECD 2004d), Směrnice 

č. 431 - In Vitro Skin Corrosion: Human Skin Model Test (OECD 2002), novelizovaná 

v roce 2013 (OECD 2013b). Poměrně novou směrnicí je Směrnice č. 439 - OECD 

Guideline for the Testing of  Chemicals - In Vitro Skin Irritation: Reconstructed Human 

Epidermis Test Method stanovující základní podmínky pro pouţívání tří komerčně 

dostupných uměle vytvořených membrán lidské epidermis – EpiSkin
TM

, EpiDerm
 TM

, 

SkinEthic
 TM

 (OECD 2010). Dalším doporučením OECD týkajícím se dermálních 
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penetrací je Směrnice č. 156 – Guidance Notes on Dermal Absorption z roku 2011 (OECD 

2011). 

V Evropě reguluje provádění testů dermálních expozic chemických látek Evropská 

Unie.  Její Guidance Document on Dermal Absorption (EU 2004) pojednává o testování 

dermální absorpce pesticidních látek pouţívaných v zemědělství. Problematikou 

dermálních absorpcí kosmetických prostředků se zabývá dokument Opinion on Basic 

Criteria for the In Vitro Assessment of Dermal Absorption of Cosmetic Ingredients (EU-

SCCP 2006) a novější Basic criteria for the in vitro assessment of dermal absorption of 

cosmetic ingredients (EU-SCCS 2010). Další evropskou organizací (zabývající se 

bezpečností kosmetických prostředků) je COLIPA (The European Cosmetic Toiletry and 

Perfumery Association), jejíţ Guidelines for percutaneous absorption/penetration vyšel jiţ 

v roce 1997 (COLIPA 1997). 

V USA se problematikou testování průniku látek kůţí zabývá United States 

Environmental Protection Agency (US EPA). V roce 2004 přijala dokument In Vitro 

Dermal Absorption Rate Testing of Certain Chemicals of Interest to the Occupational 

Safety and Health Administration (US EPA 2004a)  pojednávající o testování vybraných 

látek in vitro. Hodnocením rizik dermální penetrace se zabývá dokument Risk assessment 

guidance for Superfund, Vol. I: Human health evaluation manual (US EPA 2004b).  

Shrnutí a doporučení s celosvětovou působností v oblasti dermální absorpce přináší 

Environmnental Health Criteria 235 - Dermal Absorption přijatý Světovou zdravotnickou 

organizací (WHO) v roce 2006 (WHO 2006).  

 

Zájem a studium mechanismů dermální penetrace trvá jiţ v podstatě mnoho století. 

Jak ale říká v úvodu ke specializovanému vydání časopisu Advanced Drug Delivery 

Reviews (z února 2013), zaměřenému na problematiku dermálních absorpcí, dr. Steffi 

Hansen „mechanismy zapojené do procesu dermální absorpce stále ještě dobře neznáme“ 

(Hansen 2013). 
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3. Polycyklické aromatické uhlovodíky 

 

Polycyklické aromatické uhlovodíky (PAU) jsou organické látky tvořené pouze 

uhlíkem a vodíkem. Společným rysem je přítomnost dvou a více aromatických kruhů. 

Vznikají při nedokonalém spalování organického materiálu, jako je uhlí, dřevo, ropné 

produkty, odpady, tabák a mnoho dalších. Do současnosti bylo identifikováno více neţ 

100 základních PAU a téměř 500 jejich izomerů (Holoubek 1996). V čistém stavu se jedná 

o bezbarvé, bílé nebo světle ţlutozelené pevné látky, středně aţ málo těkavé, ve vodě 

prakticky nerozpustné. Dobře se rozpouští v polárních i nepolárních organických 

rozpouštědlech, jako jsou benzen, toluen, xylen, aceton, metanol, etanol. Vysokou 

rozpustnost mají i v tucích a vykazují tendenci ke kumulaci v tukové tkáni rostlin 

a ţivočichů. V ţivotním prostředí se vyskytují jako komplexní směsi, zřídkakdy jako 

jednotlivé uhlovodíky (ATSDR 1995, IARC 2010).  

Malé PAU s méně neţ čtyřmi kruhy (MW 128–178) bývají v plynném stavu, PAU 

se čtyřmi kruhy (MW 202) mohou být plynné i pevné. Větší PAU (MW větší neţ 228) jsou 

obvykle pevné, vázané na prachové částice. PAU vyskytující se v prostředí většinou nejsou 

těkavé (Jongeneelen 2001). 

 

3.1 Zdroje PAU 

PAU se nachází v ovzduší, vodě, půdě, potravinách a dalších materiálech, s nimiţ 

přicházíme denně do kontaktu. Zdroje PAU lze rozdělit na přírodní a antropogenní. 

Přírodními zdroji jsou vulkanická činnost a přírodní poţáry. Přirozeně se PAU také 

vyskytují v ropě, kamenouhelném dehtu, kreosotovém oleji, asfaltu (Fiala 1999).  

Podstatně větší mnoţství PAU je ale produkováno člověkem, zejména při spalování 

fosilních paliv v průmyslu, při výrobě elektřiny a v lokálních topeništích. Další vznikají 

v dopravě nebo při spalování odpadů. Významným zdrojem polyaromátů je průmysl, 

především výroba ţeleza, oceli, hliníku, koksu, dehtu, sazí a svítiplynu (Guo 2011). 

Nezanedbatelným zdrojem pro jednotlivce je tabákový kouř a některé způsoby úpravy 

jídla, zejména grilování, opékání na otevřeném ohni, uzení, smaţení a pečení, kdy nejvíce 

PAU vzniká při teplotách 400–800°C (Fiala 2000).  

Rozsáhlý přehled o monitorování environmentální expozice PAU publikoval Srogi 

(Srogi 2007), environmentální expozici dětí hodnotil Fiala (Fiala 2001), expozici PAU 

v USA (výsledky měření urinárních metabolitů u 2 400 osob) uvádí Grainger (Grainger 
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2006). Li (Li 2008) uvádí, ţe nejvyšší expozice PAU jsou v rámci pracovních expozic, kde 

hlavní cestou je transdermální přenos, u pracovně neexponovaných kuřáků je nejvyšší 

expozice inhalační cestou a u nekuřáků orální a inhalační cestou. 

Jongeneelen a kol. (Jongeneelen 2001) se zabývali pracovními expozicemi PAU 

a rozdělili je do tří základních typů: 1) dehet a jeho deriváty (pouţívané při konzervaci 

dřeva, jako součást barev, expozice pracovníků při stavbě a opravách silnic, manipulace s 

dehtovými střešními krytinami a izolačními materiály atd. Tyto expozice obsahují do 10 % 

PAU); 2) ropné deriváty (výroba a manipulace s nimi); 3) hoření nebo pyrolýza 

organického materiálu (dým ohně, výfukové plyny, pálení gumy, pálení odpadů).  

Navrhují téţ třístupňové hodnocení expozice PAU: 1) neprofesionální expozice 

PAU – koncentrace 1-hydroxypyrenu (1-OHP) v moči do 0,24 μmol/mol kreatininu 

u nekuřáků, 0,76 μmol/mol kreatininu u kuřáků; 2) profesionální expozice bez 

biologického efektu – 1-OHP v moči do 1,4 μmol/mol kreatininu; 3) profesionální 

expozice s expozičním limitem (occupational exposure limit - OEL) u pracovníků 

koksáren a v hliníkárenském průmyslu – 1-OHP v moči do 2,3 μmol/mol kreatininu (pro 

koksárny), do 4,9 μmol/mol kreatininu (pro hliníkárny). 

 

3.2 Cesty vstupu do organismu 

PAU vstupují do organismu cestou inhalační, orální a dermální. PAU se dvěma aţ 

třemi kruhy jsou absorbovány rychle a ve větším objemu neţ PAU s pěti aţ šesti kruhy. Po 

vstupu do organismu mohou být PAU distribuovány do všech orgánů, ovšem s preferencí 

distribuce a retence ve tkáních obsahujících větší mnoţství tukových látek (IARC 2010). 

Pro běţného obyvatele České republiky představuje inhalační expozice poměrně 

vysoké riziko. Dle Statistické ročenky ţivotního prostředí České republiky byly např. 

v roce 2009 v ČR překročeny cílové imisní limity pro benzo[a]pyren (BaP) na 65 % 

měřících stanic. Jako území s překročeným imisním limitem pro BaP bylo vyhodnoceno 

2,3 % plochy České republiky, kde ţije asi 35,5 % obyvatel ČR (MŢP ČR 2011). 

Ucelenější přehled vývoje koncentrací BaP na vybraných měřících stanicích ukazuje 

Obr. 20 (MŢP ČR 2014). Bílá pole ukazují hodnotu povoleného ročního průměru, tmavě 

fialově je vyjádřeno překročení tohoto limitu. Nejhorší situace je tradičně na Ostravsku. 
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Obr. 20. Roční průměrné koncentrace benzo[a]pyrenu na vybraných měřících stanicích  

v letech 2003–2013 

   

Zdroj: Ministerstvo ţivotního prostředí ČR - Statistická ročenka ţivotního prostředí ČR 2014 (MŢP ČR 

2014) 

 

Díky své lipofilitě prostupují PAU velmi dobře skrz sliznici průdušek do krevního 

oběhu člověka (ATSDR 1995). PAU přítomné v ovzduší mohou vstupovat do organismu 

zároveň i dermální cestou, zejména v letních měsících, kdy je tělo oděvem kryto mnohem 

méně neţ v zimním období. Zde je zároveň jejich působení potencováno přítomností 

slunečního záření, které je IARC uznáno jako kompletní karcinogen (IARC 2010). 

Hypotézu o negativním působení jiţ environmentálních koncentrací BaP na kůţi vyslovil 

Costa (Costa 2010). 

Významným zdrojem PAU je kouření. Působení cigaretového kouře, resp. jeho 

kondenzátu, na kůţi testovali Roemer a kol. (Roemer 2010), kteří ho jednorázově 

aplikovali na záda myší. Po 15 týdnech nalezli na kůţi při histologickém hodnocení 

přítomnost benigních papilomů, po 25 týdnech došlo ke vzniku maligních karcinomů. 

V čerstvých potravinách se PAU vyskytují ve velmi malém mnoţství. To se však 

velmi zvyšuje při některých kuchyňských úpravách potravy, jako je pečení, smaţení 

a zejména grilování a opékání na otevřeném ohni. Na orální absorpci PAU mají vliv další 

látky obsaţené ve stravě a pohybuje se mezi 20–50  % podané dávky. Orální cesta je 

hlavním zdrojem PAU pro člověka, který nekouří a není vystaven pracovní expozici PAU 

(IARC 2010). 
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Zajímavým a často podceňovaným nebezpečím je i přítomnost PAU v domácím 

prachu. Maertens a kol. (Maertens 2008) provedli analýzu prachu, vyluxovaného 

v 51 domácnostech, na přítomnost 13 reprezentantů PAU. Našli je ve všech vzorcích, 

koncentrace byly různé (1,5–325 mg/g). Této expozici jsou vystaveny zejména děti 

předškolního věku, hrající si doma na zemi, a proto stanovovali míru rizika karcinogenity 

pro tuto věkovou skupinu. Při koncentracích do 40 mg/g (coţ bylo v 90 % domácností) 

bylo riziko přijatelné, při vyšší koncentraci však dosáhlo hodnoty vyšší neţ 1x10
-4

, coţ uţ 

představuje zvýšené riziko vzniku nádoru v této věkové skupině.  

Netradičním způsobem dermální expozice PAU je i tetování, jehoţ obliba 

v posledních letech vzrůstá. Dle odhadů je v USA tetovaných 24 % populace, v Německu 

9 %, ve Velké Británii 12 % (Stirn 2006). Nejčastěji pouţívaný černý inkoust je vyráběn 

na bázi sazí. Jeho instilace do dermis vede k jeho trvalé deponaci v oblasti, ale 

i k částečnému transportu do organismu, zejména do regionálních lymfatických uzlin. 

Analýzu 19 komerčně dostupných inkoustů provedli Regensburger a kol. (Regensburger 

2010). Kromě zástupců PAU v inkoustu nalezli i poměrně velké mnoţství fenolu (ten můţe 

poškozovat ledviny a CNS, je karcinogenní a teratogenní).  

Některé PAU po ozáření UV světlem (zejména UVA oblastí, která má dostatečnou 

pronikavost do dermis) produkují atomární kyslík, který můţe poškozovat integritu kůţe 

a působit fotosenzibilizačně (Regensburger 2010). O nebezpečí synergistického efektu UV 

záření a expozici BaP píší i další autoři (Wang 2007, Burke 2009, Nair 2009). Upozorňují 

i na nebezpečí tohoto efektu při subkarcinogenní dávce BaP, která v kombinaci s UVA 

vedla ke vzniku nádorů u myší, zatímco při samostatné aplikaci karcinogeneze nenastala 

(Wang 2005). Při environmentální dermální expozici hrozí nebezpečí zejména v letních 

měsících.  

Expozici PAU ze sedimentů při koupání v přírodním vodním zdroji (jezeru 

Trekanten ve Švédsku) hodnotili Filipsson a kol. (Filipsson 2009).  

Nebezpečnost PAU jako skupiny dokládá i Priority List of Hazardous Substances 

(ATSDR 2013). Bylo hodnoceno 848 látek, které byly seřazeny podle své zdravotní 

nebezpečnosti. Jako prioritních je označeno prvních 275, přičemţ PAU jako celek se 

nachází na devátém místě. Pořadí jednotlivých zástupců PAU ukazuje Tab. 2. 

Vzhledem k tématu disertační práce bude největší pozornost věnována dermální 

cestě expozice. Její vysoká nebezpečnost se projevuje zejména u osob s pracovní expozicí 

PAU. PAU se hojně vyskytují v provozech zabývajících se výrobou dehtu, koksu, ţivic, 

asfaltu, hliníku, ţeleza a oceli, při zplyňování uhlí, ve spalovnách komunálního odpadu, při 
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Tab. 2. Pořadí jednotlivých zástupců a zdrojů PAU podle Priority List of Hazardous Substances 

Zástupci a zdroje PAU 

Pořadí Název Pořadí Název 

8 Benzo[a/pyren 299 Fluoren 

9 Polycyklické aromatické uhlovodíky 306 Antracen 

10 Benzo[b]fluoranten 320 Benzo[g,h,i]perylen 

15 Dibenzo[a,h]antracen 342 Acenaftylen 

23 Kamenouhelný 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 Kamenouhelný 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 Černouhelná struska (coal tar pitch) 701 Benzo[g,h,i]fluoranten 

226 Benzopyren 785 Dieslové palivo 

246 Fenantren  Kerosin 

254 Pyren  Minerální olej 
Legenda: Pořadí jednotlivých zástupců a zdrojů PAU podle Priority List of Hazadous Substances, barevně 

označené patří mezi 275 prioritních (ATSDR 2013). 

 

impregnaci dřeva, při zpracování ropy a pouţívání jejích derivátů (IARC 2010). Význam 

nebezpečnosti této cesty vstupu látek do organismu také stoupá díky ochranným 

pracovním prostředkům, jeţ jsou pouţívány pro ochranu dýchacích orgánů. Jejich 

současné častější pouţívání (oproti minulým desetiletím) a větší účinnost vede ke zvýšení 

podílu expozice dermální cestou. O významu této cesty svědčí i práce porovnávající 

inhalační expozice PAU u různých profesí s odpovědí organismu (přítomnost metabolitů 

v moči) provedená v Německu. Nalezené hodnoty nekorelují a jasně ukazují na nutnou 

přítomnost jiné expoziční cesty, autoři nabízí cestu dermální (Marczynski 2009). 

Význam a nebezpečnost dermální expozice u pracovníků výroby koksu zhodnotil 

vanRooij (vanRooij 1993). U dvanácti osob sledoval inhalační a dermální expozici pyrenu 

v průběhu pěti po sobě jdoucích dnů po osmihodinové směně. K měření dermálních 

expozic pouţil absorpční podloţky na šesti místech těla (krk, hrudník, horní část paţe, 

zápěstí, tříslo, kotník). Z naměřených hodnot vyplynulo, ţe průměrná celková kontaminace 

kůţe pyrenem se pohybovala mezi 21 a 166 μg denně. Dermální absorpce pyrenu se 

pohybovala mezi 4 a 34 μg/den, coţ bylo 20 % pyrenu kontaminujícího kůţi. Průměrná 

koncentrace celkového pyrenu v ovzduší v dýchací zóně se pohybovala v rozmezí 0,1 aţ 

5,4 μg/m3. Průměrný příjem pyrenu inhalační cestou se pohyboval mezi 0,5 a 32,2 μg/den. 
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Z naměřených hodnot vyplynulo, ţe v průměru 75% celkového přijatého mnoţství pyrenu 

se do organismu dostane dermální cestou. Celkové mnoţství 1-hydroxypyrenu (odpadního 

metabolitu pyrenu, 1-OHP) vylučovaného močí jako důsledek expozice PAU se 

pohybovalo mezi 36 a 239 nmol/den, kdy dle analýz většina pocházela z expozice dermální 

cestou. Při kombinaci obou expozičních cest bylo v podobě 1-OHP 13–49 % vylučovaného 

pyrenu. Variabilita ve vylučování je ovlivněna kouřením a konzumací alkoholu.  

Nepřímo hodnotili dermální expozici Bentsen a kol. (Bentsen 1998). Sledovali vliv 

pouţití inhalačně preventivních opatření na sníţení urinární exkrece 1-hydroxypyrenu. 

S pouţitím ochranných prostředků došlo ke sníţení exkrece 1-OHP o 41 %, u zbývající 

části exkretovaného  1-OHP předpokládají dermální expozici. 

K podobným výsledkům došel i McClean (McClean 2004) při sledování expozice 

silničních dělníků. U silničářů je dermální kontakt s PAU hlavní cestou expozice. Dle 

jejich výsledků byl vliv dermální expozice na hladinu 1-OHP v moči 9krát vyšší neţ vliv 

inhalační expozice. 

Zajímavý experiment provedli Walter a Knecht (Walter 2007). Sledovali 

transdermální absorpci par asfaltu na dobrovolnících. Po osm hodin bylo deset muţů 

parám asfaltu exponováno pouze dermálně (dýchali s čistícím respirátorem) a dva muţi 

byli bez respirátoru, tzn. exponováni inhalačně i dermálně. U všech byly sledovány 

metabolity PAU v moči v různých časových intervalech. Vyhodnocením výsledků zjistili, 

ţe 50–60 % vstřebaných PAU pochází z dermální expozice. 

Nepřímo byl význam dermální expozice potvrzen zjištěním změny urinární exkrece 

1-hydroxypyrenu u pracovníků koksáren. Pracovníci jeden týden pracovali za standardních 

hygienických podmínek, kdy si pracovní oděv měnili dle potřeby, spodní prádlo 

zaměstnavatel neposkytoval, rukavice pouţívali obvyklou dobu (2–10 týdnů), 

o přestávkách si myli ruce. Druhý týden pracovali za zvýšených hygienických podmínek – 

denně dostávali nové rukavice a vypraný oděv (overal i spodní prádlo a ponoţky), mytí 

rukou bylo doplněno o mytí obličeje před kaţdou přestávkou. Srovnání exkrece 1-OHP 

v moči ukázalo, ţe v hygienickém týdnu došlo ke sníţení exkrece o 37 % (vanRooij 1994). 

 

3.3 Metabolismus PAU 

I kdyţ hlavním orgánem metabolismu PAU jsou játra, začíná metabolismus PAU 

jiţ v epitelové vrstvě vstupních orgánů všech tří výše popsaných expozičních cest, tzn. 

v plicní tkáni, v zaţívací trubici a v kůţi. Díky své lipofilitě bývají PAU vstřebávány 



62 

 

epitelem zaţívacího traktu a kůţí relativně pomalu, jejich distribuce v těle je však jiţ 

rychlá a jejich negativní, zejména karcinogenní účinky se potom mohou projevit na 

kterémkoliv orgánu těla (IARC 2010).  

Metabolismus PAU probíhá ve dvou fázích. V prvé fázi jsou PAU pomocí různých 

enzymů přeměňovány na reaktivnější metabolity. Hlavní význam zde má skupina enzymů 

označovaných jako cytochrom P450 (CYP). Jedná se o poměrně širokou skupinu 

monooxygenáz, metabolismu polycyklických aromatických uhlovodíků se účastní zejména 

CYP1A1 (přítomný zejména v mimojaterní tkáni), CYP1A2 (přítomný zejména v játrech) 

a CYP1B1 (přítomný hojně v různých nádorových tkáních, ale ne v normální tkáni); 

(Murray1997). Méně se účastní CYP2C9, CYP3A4 (Shimada 2006a). Dalšími enzymy 

účastnícími se této prvé fáze metabolismu jsou peroxidázy. Při přeměně vznikají 

DNA-reaktivní metabolity – epoxidy a fenoly, které se dále oxidují na aktivnější PAU 

chinony. Ve druhé fázi jsou tyto konjugovány pomocí enzymů (glutathion S-transferáza 

GSTM1, GSTP1, GSTT1; uridin 5´-difosfát glukuronosyltransferáza, sulfotransferáza) 

s glutathionem, glukuronovou kyselinou a sulfáty a vzniklé konjugáty jsou pak vylučovány 

z organismu (IARC 2010). Metabolity PAU s 2–3 kruhy jsou z těla exkretovány převáţně 

močí (ve formě glukuronátů), metabolity větších PAU jsou vylučovány stolicí (Li 2008). 

Hodnocení metabolismu pyrenu provedl např. Payan (Payan 2008). V pokusech 

s potkany in vivo bylo po intravenózním podání pyrenu 40 % dávky vyloučeno močí 

a 59 % dávky vyloučeno stolicí do 24 h. Po 72 hodinách zbývalo v těle 1 % dávky. Při 

dermálním podání in vitro bylo po 24 h v receptorové tekutině 97 % pyrenu 

v nemetabolizované podobě. Téţ při dermálním podání in vivo bylo pouze 0,6 % 

absorbované dávky vyloučeno v podobě 1-hydroxypyrenu. 

Rozdíl v urinární exkreci 1-hydroxypyrenu v závislosti na cestě expozice studoval 

Lafontaine (Lafontaine 2002). U pracujících s převaţující inhalační expozicí je nejvyšší 

koncentrace 1-OHP v moči těsně po směně, u pracujících s převáţně dermální expozicí je 

po směně několik hodin trvající plateau a zvýšení koncentrace 1-OHP v moči nastává se 

zpoţděním. 

V posledních letech bylo zjištěno, ţe některé látky (např. naftoflavon, resveratrol, 

rhapontigenin, ale paradoxně i některé PAU – 1-1-propynylpyren, 1-etynylpyren, dokonce 

i benzo[a]pyren) dovedou činnost cytochromu P450 sniţovat aţ blokovat a tím působí proti 

vzniku nádorového bujení buněk (Shimada 2006b, 2007). Uvedené zjištění spolu 

s genovým polymorfismem jednotlivých cytochromů a proměnlivým sloţením směsí PAU, 

kdy jsou jednotlivé polyaromatické uhlovodíky zastoupeny v různých vzájemných 
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poměrech, ztěţuje hodnocení rizika expozice daným látkám. Potvrzuje to např. práce 

Pesche (Pesch 2007) – sledovali 284 pracovníků exponovaných fenantrenu. Zjistili 

korelaci mezi dávkou a mnoţstvím hydroxyfenantrenu v moči, ale ţádnou matematickou 

závislost mezi dávkou a poškozením DNA krevních buněk. 

 

3.3.1 Metabolismus PAU v kůži 

V lidské kůţi se nachází enzymy účastnící se obou fází metabolismu cizorodých 

látek, i kdyţ samozřejmě v mnohem menších koncentracích (do 10 %), neţ je jejich výskyt 

v dominantních metabolických orgánech (játra, ledviny). Většina je lokalizována 

v keratinocytech, v ostatních koţních buňkách (melanocytech, Langerhansových buňkách, 

fibroblastech, monocytech, lymfocytech) je jich méně (Oesch 2007). 

Nejvýznamnější skupinou enzymů účastnících se první fáze metabolismu PAU jsou 

cytochromy P450 (CYP). V lidské kůţi bylo detekováno 19 zástupců různých podskupin 

cytochromů (CYP1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2A7, 2B6, 2C9, 2C18, 2C19, 2D6, 2E1, 2J2, 2R1, 

2S1, 2U1, 2W1, 3A4, 3A5, 3A7). Metabolismu PAU se účastní zejména CYP 1A1 

(v bazální vrstvě keratinocytů), 1A2 (v celé epidermis), 1B1 (v keratinocytech mimo 

bazální vrstvu). Z enzymů účastnících se první fáze metabolismu exogenních látek jsou 

v kůţi dále přítomny flavindependentní monooxygenázy, alkoholdehydrogenázy, 

aldehyddehydrogenázy, esterázy, amidázy a epoxidhydrolázy. Z enzymů druhé fáze 

metabolismu cizorodých látek se v kůţi nachází glutathion-S-transferáza, 

glukuronosyltransferáza, sulfotransferáza, acetyltransferáza a metyltransferáza (Oesch 

2007). 

Metabolismus PAU můţe v kůţi probíhat i v melanocytech, jak v in vitro testu 

s radioaktivně značeným BaP prokázal Agarwal (Agarwal 1991). Ke kultivovaným 

lidským melanocytům přidali značený BaP a pomocí HPLC analýzy potom prokázali 

přítomnost jeho metabolitů. Hlavními metabolity byly (intra i extracelulárně) 
3
H-BaP-9,10 

a 7,8 diol. Dalšími metabolity byly 3,6-chinon, 9-OH a 3-OH metabolity, často jako 

glukuronové a sulfátové konjugáty. Celkem bylo metabolizováno 37,3 % přidaného 

3
H-BaP (21,1 % bylo nalezeno intracelulárně a 16,2 % extracelulárně). 

 

3.4 Účinky PAU 

Z výsledků testování účinku PAU in vivo vyplývá, ţe hlavní vliv na karcinogenní 

působení PAU mají diol epoxidy a radikál kationty (IARC 2010).  
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Mechanismus účinku diol epoxidů spočívá v postupném metabolismu PAU, které 

jsou konvertovány na oxidy a dihydrodioly, které jsou dále oxidovány na diol epoxidy. 

Obojí, oxidy a diol epoxidy, se díky elektrofilnímu uhlíkovému iontu váţí na DNA 

(nejčastěji na guanin a adenin) a vedou k tvorbě DNA adduktů, které potom vedou 

k mutacím (např. v ras proto-onkogenech), jeţ jsou asociovány s tumorigenním procesem 

(IARC 2010). 

Radikál kationty vznikají jednoelektronovou oxidací PAU. Mechanismus jejich 

účinku spočívá ve tvorbě DNA adduktů s guaninem a adeninem. Ty způsobují mutace 

v ras proto-onkogenech a vedou ke karcinogenezi (IARC 2010). Vliv BaP na indukci 

oxidačního stresu u myší popisují Kumar a kol. (Kumar 2012) – dochází ke zvýšení 

hladiny lipidové peroxidace a ke sníţení endogenních antioxidantů, jako je superoxid 

dismutáza (SOD), glutathion reduktáza (GR), kataláza (CAT), glutathion (GSH). 

Z experimentů na myších byly získány důkazy, ţe diol epoxidový mechanismus 

převaţuje při tvorbě nádorů plicní tkáně, zatímco při vzniku koţních nádorů se uplatňují 

oba mechanismy (Straif 2005).  

Conney a kol. téţ popisují na dávce závislé mutační změny c-Ha-ras onkogenu 

v nádorových buňkách u myší, které byly ošetřeny nízkými nebo vysokými dávkami BaP 

(Conney 2001). 

Další mechanismy karcinogenního působení PAU jsou prostudovány hůře. Některé 

PAU dioly jsou pomocí aldo-keto-reduktázy přeměňovány na ortho-chinony. Ty vedou 

k tvorbě DNA adduktů, které in vitro způsobují mutaci genu pro protein p53, který má 

tumor suprimující účinky. Jiným mechanismem je tvorba metyl-PAU a následně 

hydroxymetyl-PAU, které jsou konvertovány na reaktivní sulfát estery, jeţ jsou opět 

schopny vyvolat tvorbu DNA adduktů. Dalším způsobem vedoucím 

k imunosuprimujícímu, teratogennímu a karcinogennímu účinku je aktivace 

arylhydrokarbonového receptoru (AhR). Tento receptor je přítomen v cytoplazmě většiny 

buněk. Aktivuje se navázáním příslušné látky (např. PAU) a vzniklý komplex potom 

vstupuje do buněčného jádra, kde ovlivňuje expresi různých genů - vznikají mRNA 

a enzymy potřebné k metabolismu (např. CYP 1A1, 1A2, 1B1) a aktivaci PAU na 

reaktivnější intermetabolity a ty se potom váţí na DNA a vedou ke vzniku adduktů (Baird 

2005). 

Mají-li PAU vést k tvorbě nádorů, musí být metabolicky aktivovány. Existují 

interindividuální rozdíly v metabolismu exogenních látek. V největším ohroţení jsou lidé, 

vlastnící velké mnoţství enzymů, jeţ aktivují přijaté exogenní látky do reaktivnější formy 
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a zároveň mající menší mnoţství enzymů zodpovědných za detoxikaci a odstraňování 

vzniklých metabolitů. Enzymatické vybavení kaţdého jednotlivce je ovlivňováno mnoha 

faktory – rasou, věkem, pohlavím, genetickou dispozicí, kouřením, mírou příjmu 

alkoholických nápojů. Je známo, ţe novorozené myši vystavené působení BaP nebo 

dimethylbenz[a]antracenu mají vyšší incidenci nádorů jater a plic neţ dospělí jedinci. 

Vyšší incidence těchto nádorů se téţ vyskytuje v pubertálním období (IARC 2010). 

Expozice směsím PAU zvyšuje incidenci nádorů v lidské populaci. Z etických 

důvodů nelze provádět experimenty s PAU na lidech, proto existuje konsensus, ţe ty 

jednotlivé PAU, jejichţ karcinogenita byla prokázána v experimentech na zvířatech, jsou 

karcinogenní i pro člověka. Je téţ málo informací o humánní expozici jednotlivým čistým 

PAU (jsou pouze starší částečné informace z krátkodobých studií prováděných na 

dobrovolnících). V případě environmentální nebo pracovní expozice se vţdy jedná o směsi 

PAU (IARC 2010). 

 PAU ovlivňují vznik nádorů jednak v místě vstupu, jednak na vzdálených místech, 

př. nádorů močového měchýře (Romundstad 2000). Jsou schopny působit i jako promotory 

karcinogeneze, např. Ding (Ding 2006) zjistil, ţe diol epoxidy zvyšují expresi vaskulárního 

endoteliálního růstového faktoru (vascular endothelial growth factor, VEGF), jenţ je 

klíčovým růstovým faktorem v karcinogenezi. 

 

Obr. 21. Struktury typu zátoka a fjord v molekule PAU 

 

 

PAU téţ dovedou zasahovat do komunikace buněk - mají inhibiční efekt na 

intercelulární komunikaci pomocí gap junction. PAU, které mají ve své molekule zátokové 

nebo fjordové regiony (Obr. 21), jsou více inhibiční (IARC 2010). 

Bylo téţ zjištěno, ţe karcinogenní potenciál „čistých“ PAU se odehrává na 

genetické úrovni, zatímco halogenované PAU (dioxiny ap.) účinkují negenotoxickým 

(epigenetickým) mechanismem (IARC 2010). 
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3.4.1 Účinky PAU na kůži 

Při dermální cestě expozice je kůţe první tkání, do které se PAU dostávají, a tudíţ 

je jejich působení vystavena nejvíce. V tomto případě lze hovořit o přímém účinku PAU 

v dané tkáni. 

Účinky PAU v kůţi dobře popisuje Loreto (Loreto 2007). Sledoval změny kůţe 

odebrané biopsií z předloktí u 16 silničních pracovníků (exponovaným asfaltu a ţivicím 

v průměru 13,3 ± 5,7 roku) a u 10 neexponovaných kontrol. Při histologickém vyšetření 

kůţe byly u silničářů zjištěny následující změny: slabší epidermis, ploché dermální papily, 

ztráta intercelulárních spojení v bazální a ostnité vrstvě, cytoplazmatická hyperchromie 

pravděpodobně vlivem smrštění cytosolu díky změnám plazmatické membrány. Při 

imunohistochemickém vyšetření pak nadměrná exprese bax-proteinu (proapoptotický) 

v celé epidermis (mimo rohové vrstvy) u silničářů, u kontrol pouze v bazální vrstvě; 

u silničářů sníţená exprese bcl-2 proteinu (antiapoptotický) v bazální vrstvě, u kontrol je 

jeho výskyt v bazální vrstvě vyšší. Svědčí to o zvýšené apoptotické aktivitě buněk 

epidermis jako obranném mechanismu proti chemickému poškození; díky tomu ale 

dochází ke ztenčení epidermis – chyběly zejména buňky základní a ostnité vrstvy.  

Přehled o výskytu bazocelulárního a skvamózního karcinomu u lidí v souvislosti 

s expozicí PAU v Polsku uvádí Kubasiewicz (Kubasiewicz 1991), v Kanadě Gallagher 

(Gallagher 1996). 

Vliv PAU na keratinocyty in vitro sledovali Wang a kol. (Wang 2007). Kultivovali 

lidské keratinocyty (linie lidských keratinocytů HaCaT) vystavené působení 16 PAU 

a pětiminutovému ozáření lampou se spektrem normálního slunečního záření. Hned po 

ozáření byla zjištěna sníţená viabilita u buněk kultivovaných se čtyř- aţ pětikruhovými 

PAU a s antracenem. Tříkruhové PAU viabilitu buněk nesniţovaly. Po 24 hodinové 

kultivaci všechny PAU (kromě naftalenu) sniţovaly ţivotaschopnost keratinocytů (sníţena 

aţ o 80 %). 

Vliv jiného zdroje PAU, leteckého paliva (jet fuel JP-8), na kůţi sledovali Singh 

a Singh (Singh 2003). Zkoumal vliv expozice tohoto paliva na prasečí kůţi in vitro. 

Zjistil extrakci lipidů a proteinů z rohové vrstvy a zvýšenou transepidermální ztrátu vody 

(TEWL) oproti kontrole. 

Costa a kol. (Costa 2010) zkoumali vliv BaP (aplikovaného na lidskou kůţi) na 

CYP1A1 a AhR. Obojí se po expozici zvýšilo více neţ dvojnásobně. Oxidativní stres 

hodnotili pomocí redukce MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium 

bromid), proteinové peroxidace a tvorby reaktivních kyslíkových radikálů (reactive oxygen 
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species, ROS). Vlivem aplikace BaP došlo k signifikantnímu zvýšení ROS 

a karbonylových částic spolu se sníţením viability kůţe. BaP se v buňce váţe na 

cytoplazmatický aryl hydrokarbonový receptor (AhR), který se přesunuje do jádra a tam 

vytváří DNA addukty, které modifikují expresi genů, včetně CYP1A1. CYP1A1 

metabolizuje BaP na reaktivnější metabolity, které vedou k tvorbě DNA adduktů a iniciují 

karcinogenezi v kůţi. AhR aktivace také indukuje expresi genu pro cyklooxygenázu-2 

(COX-2), která katalyzuje první reakci konverze arachidonové kyseliny na prostaglandiny. 

AhR aktivace je téţ povaţována za první krok zánětlivé kaskády generující ROS. ROS 

a volné radikály hrají významnou roli ve stárnutí kůţe, karcinogenezi, fotosenzitivitě 

a autoimunitě. Oxidativní stres vede k peroxidaci lipidů a poškození DNA. Vzhledem 

k tomu, ţe detekovatelná mnoţství AhR a CYP1A1 byla nalezena i v kontrolních vzorcích, 

vyslovili hypotézu, ţe kůţe můţe být poškozena jiţ environmentální koncentrací BaP.  

O potenciálním vlivu environmentální dermální a inhalační koncentrace BaP píší 

i Chen a Liao (Chen 2006), kdy ji z hlediska kumulativního celoţivotního rizika rakoviny 

označují jako vysoce potenciálně nádorově rizikovou. 

Courter a kol. (Courter 2008) sledovali vliv jednorázového podání vybraných PAU 

(dieselových zplodin, BaP a dibenzo[a,l]pyrenu [DBP] v různé kombinaci) na koţní 

karcinogenitu u myší in vivo. Po 25 týdnech se jako nejrizikovější ukázala aplikace 

samotného DBP, která vedla ke vzniku nádorů u 100 % experimentálních jedinců, u všech 

byly přítomny karcinomy a to v počtu 2,6 karcinomu na zvíře. Oproti tomu aplikace DBP 

v kombinaci s dieselovými zplodinami vedla ke vzniku nádorů pouze u 66 % zvířat 

(u 19 jedinců z 29; karcinomy byly pouze u tří jedinců). Aplikace samotného BaP vedla ke 

vzniku nádorů u 71 % zvířat, kombinace BaP a dieselových zplodin u 85 % jedinců. 

Následkem působení BaP na kůţi jsou různé stupně poškození epidermálních 

buněk (Siddens 2012) od hyperplazie přes dysplazii aţ po vznik nádorů (papilomů, 

bazocelulárního a spinocelulárního karcinomu). Není od věci upozornit, ţe incidence 

nemelanomových nádorů kůţe u bělochů celosvětově stoupá (Lomas 2012), nejvíce 

postiţených je v Austrálii. V Evropě došlo ke zvýšení incidence bazocelulárního 

karcinomu z  38,8 případů/100 000 osob/rok v roce 1978 na 115,6 případů/100 000 

osob/rok v roce 1994. Nejvyšší incidence spinaliomu v Evropě je udávána ve Švýcarsku – 

zvýšení incidence z 14,2 případů/100 000 osob/rok v roce 1978 na 28,9 případů/100 000 

osob/rok v roce 1997. Příčiny tohoto zvýšení autoři označují jako neznámé, zvýšení je 

dáváno do souvislosti se změnou ţivotního stylu, vyšší míry slunění, lepší evidence 

nádorů. Lze spekulovat, ţe i expozice PAU můţe tomu zvýšení přispívat. A nemusí jít 
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vţdy jen o dermální expozici, výskyt koţních nádorů byl třetím nejčastějším nádorem (po 

nádorech jater a ţaludku) v dvouletém experimentu sledujícím vliv perorálního podání BaP 

u potkanů (Wester 2012). 

 

3.4.2 Systémové účinky PAU 

Po průniku PAU do organismu je majoritní cesta vstupu jiţ nedůleţitá, díky 

distribuci krevní cestou se PAU dostávají do všech tkání celého organismu (IARC 2010). 

Další odstavce uvádí výběr z dosud zjištěných poškození tkání díky přítomnosti PAU 

a jejich metabolitů ve tkáních člověka. 

 

Imunitní systém 

Mastrangelo (Mastrangelo 2003a, 2003b) zjistil, ţe jak inhalace, tak dermální 

expozice PAU zvyšuje hladiny IgE, zejména u mladších jedinců. 

Van Grevenynghe (van Grevenynghe 2003) sledoval vliv vybraných PAU in vitro 

na monocyty. Zjistil, ţe dochází ke sníţení diferenciace na makrofágy, je sníţená 

endocytóza, fagocytóza, produkce cytokinů. Viabilita buněk poškozena nebyla, fenotypové 

povrchové markery (CD11b, CD36, CD40, CD14, HLA II) byly přítomny v podobném 

mnoţství jako u kontrolního vzorku. Pro zajímavost lze uvést, ţe testovaná dávka 

benzo[a]pyrenu byla srovnatelná s dávkou nacházející se v mase pečeném na dřevěném 

uhlí nebo v cigaretovém dýmu. 

Karakaya (Karakaya 2004) u lidí profesionálně exponovaných různým 

koncentracím PAU zjistil sníţenou proliferaci T-lymfocytů a paradoxně zvýšenou aktivitu 

NK-buněk u lidí s nízkou hladinou expozice PAU. 

Negativní vliv PAU byl prokázán při studiu rizik Goeckermanovy terapie (aplikace 

dehtové masti s následným ozařováním UV lampou) u pacientů s lupénkou (Borská 2006). 

Byly prokázány změny týkající se imunitního systému a genetické informace buněk. Po 

terapii došlo ke sníţení koncentrace sledovaných imunitních markerů (protilátek třídy IgE, 

IgM, α2-makroglubulinu, transferinu a  β2-mikroglobulinu). Po terapii bylo téţ zjištěno 

významné zvýšení počtu chromosomálních aberací periferních lymfocytů (hodnoceny před 

a po terapii). V další publikované práci (Borská 2010a) popisují zvýšení markeru 

svědčícího o poškození DNA buněk – proteinu p53 v plazmě. Nalezli téţ zvýšení sFasL 

(indikátoru apoptózy) v séru. Ve studii s dětskými pacienty (Borská 2010b) navíc vyšel 

pozitivně Amesův test moči. 
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Fiala (Fiala 2006) sledoval vliv dehtu při Goeckermanově terapii psoriázy na 

chromozomální aberace periferních lymfocytů. Vyšetřováno bylo 2 000 buněk před léčbou, 

těsně po ukončení léčby a 78 dní po léčbě. Před léčbou byly aberace přítomny u 0,80 % 

buněk, těsně po ukončení léčby u 2,05 % buněk a 78 dní po léčbě u 1,05 % testovaných 

buněk.  

Allan (Allan 2006) v pokusech in vitro prokázal inhibiční vliv expozice BaP na 

B-lymfocyty. 

Monteiro (Monteiro 2007) sledoval vliv PAU na membránové proteiny integriny 

(ITG). Integriny se skládají z 18 α a 8 β podjednotek, které vytváří 24 heterodimerů. Jsou 

uloţeny v extracelulární matrix a účastní se buněčných interakcí – adheze, migrace, 

proliferace, přeţívání buněk. U makrofágů exponovaných BaP dochází ke zvýšení β7 ITG 

a jeho partnerského αE ITG. Integrin αEβ7 se váţe na epiteliální E-cadherin a to můţe 

přispívat k prozánětlivému účinku PAU v organismu. Zároveň je třeba zváţit vliv zvýšené 

exprese c-maf/β7 ITG prokázaný u myelomů a T-lymfomů. Vlivem BaP jsou hladiny 

jiných ITG (α11, αL, β8) v makrofázích sníţené, coţ se podílí na imunosupresním vlivu 

PAU. 

Miller a kol. (Miller 2010) sledovali urinární metabolity PAU u 222 pětiletých 

newyorkských dětí. Zároveň sledovali hladinu IgE a alergickou anamnézu dětí. Měření 

ukázalo značnou expozici dětí v městském prostředí a moţnou asociaci s alergickou 

senzitivitou. 

Působení PAU na imunitu nemusí být vţdy jen negativní, jak v experimentu na 

myším modelu in vivo prokázali Yusuf a kol. (Yusuf 2007). V počátečních stádiích 

karcinogeneze PAU interagují s imunitním systémem a ovlivňují buněčnou imunitu 

prostřednictvím CD8
+
 T-lymfocytů. Mechanismus působení je přes geny kódující AhR 

a HLA systém. V experimentu měly myši s defektem těchto genů vyšší výskyt nádorů po 

aplikaci PAU, zatímco myši s normálními geny měly výskyt nádorů niţší, i přesto, ţe 

vazbou na AhR začíná metabolismus PAU na více karcinogenní metabolity. 

 

Dýchací systém 

Boffetta (Boffetta 1997) shrnul výskyt nádorových onemocnění u osob vystavených 

pracovní expozici PAU. Nejčastějším nádorem u nich byl karcinom plic následovaný 

nádory močového měchýře, dalšími typy nádorů byl laryngální karcinom a nádory ledvin. 

Burstyn (Burstyn 2003) zjistil souvislost mezi expozicí PAU u lidí pracujících 

s asfaltem a úmrtími na nenádorová onemocnění plic (obstrukční choroba plicní, chronická 
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bronchitida, emfyzém, astma). Provedli analýzu u 58 862 muţů v období 1913–1999. 

Jejich závěrem bylo, ţe expozice PAU můţe přispívat k úmrtím na nenádorová 

onemocnění plic, ale je zde mnoho faktorů (chybí data o kouření, době expozice), díky 

kterým nelze vyloučit jiné vysvětlení této souvislosti.  

Weiserbs (Weiserbs 2003) jako příčinu vyššího výskytu nádorů plic 

u Afroameričanů neţ u ostatních obyvatel USA (bělochů, hispánců) označil vliv 

polymorfismu glutathion-S-transferázy.  

V roce 2004 publikoval Armstrong (Armstrong 2004) metaanalýzu 

epidemiologických studií o vlivu PAU na karcinom plic. Zjistil, ţe v největším riziku jsou 

pracovníci s asfaltem a kominíci. 

Mollerup (Mollerup 2006) v průzkumu na kuřácích, bývalých kuřácích 

a nekuřácích zjistil, ţe exprese genů pro CYP 1A1 a 1B1 byla výrazně vyšší u současných 

kuřáků oproti zbývajícím dvěma skupinám. Mezi současnými kuřáky měly ţeny v průměru 

3,9x  vyšší hladinu CYP 1A1 proti muţům, to vysvětluje empirický poznatek, ţe ţeny jsou 

na vznik nádorů plic citlivější neţ muţi. 

BaP téţ vede ke zvýšení sekrece IL-8 v makrofázích aktivací přes AhR receptor, 

coţ u myší vedlo k projevům plicních zánětů (Podechard 2008). 

Rosa (Rosa 2011) při sledování dětí prenatálně exponovaných PAU (cigaretovému 

kouři) zjistil pozitivní asociaci se vznikem astmatu u dětí ve věku 5–6 let.  

 

Kardiovaskulární systém 

Ramos (Ramos 2005) podal přehled o vlivu PAU na vznik aterosklerózy. PAU přes 

CYP 1A a 1B vedou k tvorbě DNA adduktů uvnitř cévní stěny, coţ vede k vývoji 

aterosklerotických plaků. 

Binková a kol. (Binková 2002) našli statisticky významnou souvislost mezi 

mnoţstvím DNA adduktů v hladkých svalových buňkách hrudní aorty v souvislosti 

s aterosklerotickým postiţením cév. Existuje dokonce teorie, ţe aterosklerotické plaky jsou 

benigní neoplázií arteriální stěny na základě monoklonální proliferace jednotlivých 

mutovaných buněk hladké svaloviny (Penn 1990). 

Burstyn (Burstyn 2005) sledoval vliv expozice PAU na úmrtí na ischemickou 

chorobu srdeční u 12 367 osob exponovaných asfaltu. Nalezl asociaci mezi touto expozicí 

a počtem úmrtí na ICHS. 
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Nervový systém 

Ritchie (Ritchie 2001) publikoval přehledovou práci popisující rizika neurotoxicity 

u vybraných hydrokarbonových paliv, která téţ obsahují polycyklické aromatické 

uhlovodíky. U exponovaných osob můţe docházet k různým projevům z postiţení CNS, 

popisována je zvýšená dráţdivost, nervozita, ataxie, ale i křeče, kóma a následná smrt. 

Tyto potíţe jsou však spíše vysvětlovány jako sekundární důsledek hypoxie. 

Tang (Tang 2003) testoval toxicitu vybraných PAU (benzo[a]pyren, chrysen, 

antracen, pentachlorofenol) in vitro na SY5Y lidských neuroblastomových buňkách. 

Porovnávali inkorporaci aminokyselin, obsah proteinů, celkový počet buněk a jejich 

viabilitu. Nejvíce toxický se ukázal být benzo[a]pyren, naopak antracen byl zcela 

netoxický ve všech testovaných koncentracích. 

Kommaddi (Kommaddi 2007) vzhledem k nálezu CYP1A1 v mozkové tkáni 

předpokládal aktivaci PAU na karcinogenní metabolity. Jak se však ukázalo, tento 

mozkový CYP1A1 je odlišný od ostatních CYP1A1 (nacházejících se v játrech, ledvinách, 

plicích, srdci stejných osob) – má deleci 87 bp exonu 6 a, jak ukázalo modelování in silico, 

nemůţe díky tomu vázat BaP v ţádné orientaci, která vede k tvorbě karcinogenních 

metabolitů. 

 

Nádory hlavy a krku 

Roos (Roos 2005) zkoumal vliv kouření a alkoholu na vznik nádorů hlavy a krku. 

Zjistil, ţe k těmto onemocněním jsou zejména citliví lidé s enzymem CYP1B1*3/*3. 

Vycházel při tom z práce Thiera (Thier 2002), který popsal souvislost CYP1B1*3 

s výskytem nádorů hlavy a krku (hrtan, hltan, nosohltan, dutina ústní) u kuřáků, tato 

souvislost nebývá u profesionální expozice PAU. 

Souvislost mezi benzo[a]pyren-diolepoxidovými addukty a sqaumózním 

karcinomem hlavy a krku potvrdila také studie provedená u 803 pacientů s tímto 

onemocněním oproti 839 kontrolním osobám (Li 2007). 

 

Nádory prsu 

Kouření jako významný zdroj PAU ve spojení s náhradní hormonální terapií 

(hormone replacement therapy, HRT) je spojeno s vyšším rizikem vzniku karcinomu prsu. 

Můţe se zde uplatňovat vliv podávaných hormonů na polymorfismus enzymů (Roos 2005). 
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Vondráček (Vondráček 2002) zjistil, ţe PAU aktivují estrogenový receptor v in 

vitro kultuře buněk lidského karcinomu prsu MCF-7 a tím přispívají ke vzniku 

karcinogenního bujení. 

 

Zažívací trakt 

Chen (Chen 2002) hledal souvislost mezi PAU-DNA addukty a nádory jater. Nalezl 

vyšší výskyt DNA adduktů ve tkáni jater u lidí s hepatocelulárním karcinomem 

(v nádorových i okolních buňkách), neţ u lidí bez nádoru. Riziko vzniku nádoru bylo ještě 

vyšší, pokud byl daný člověk HBsAg pozitivní. 

Li (Li 2003) zkoumal vliv kouření a konzumace určitých sloţek potravy na 

karcinomy slinivky břišní a tlustého střeva. V příslušných tkáních exponovaných jedinců 

nalezl vyšší výskyt DNA adduktů.  

Souvislost mezi expozicí PAU a nádory zaţívacího traktu byla prokázána 

i v následujících epidemiologických studiích. Anderson (Anderson 2005) prokázal 

souvislost mezi konzumací smaţeného a grilovaného masa a nádory exokrinní 

pankreatické tkáně, Sinha (Sinha 2005) v epidemiologické studii, prováděné formou 

dotazníkového šetření výţivových zvyklostí se zaměřením na příjem PAU, prokázal 

souvislost výţivy a kolorektálních adenomů. 

 

Vylučovací systém 

Ross (Roos 2005) zjistil, ţe epitelové buňky močového měchýře obsahují enzymy 

CYP 1B1 a 4B1 a ţe zde dochází k aktivaci arylaminů, PAU a nitrosaminů. Vzniklé 

addukty vedou k tvorbě nádorů močového měchýře. 

Burstyn a kol. (Burstyn 2007) provedli analýzu zdravotního stavu u 7 298 muţů, 

kteří byli v letech 1913–1999 exponováni asfaltu. Našli 48 karcinomů močového měchýře, 

39 z nich bylo exponováno před dobou delší neţ 15 let před diagnózou. Statisticky nebylo 

moţno potvrdit ani přítomnost ani absenci kauzálního vztahu mezi expozicí PAU 

a vznikem nádoru močového měchýře. 

Fiala (Fiala 2006) při hodnocení vlivu Goeckermanovy terapie lupénky na 

přítomnost metabolitů PAU v moči zjistil, ţe u všech testovaných osob došlo ke zvýšení 

metabolitů v moči. Tato zvýšení výrazně převyšovala průměry neexponované populace, 

coţ svědčí o zvýšeném riziku moţné karcinogeneze u těchto osob. Zvýšení trvá po dobu 

léčby, po ukončení léčby se hodnoty postupně vrací na výchozí úroveň. 
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Reprodukce 

Vlivem PAU na muţskou reprodukci se zabýval Gaspari (Gaspari 2003). Expozice 

PAU se na spermiích projevila morfologicky (abnormality hlavičky spermie) a zvýšením 

PAU-DNA adduktů (byly zvýšeny u muţů s pracovní expozicí PAU, u kuřáků ne). Selevan 

a kol. (Selevan 2000) sledovali kvalitu spermií u mladých českých muţů. U populace 

exponované environmentálnímu znečištění PAU (okolí Teplic) byla kvalita zejména 

v zimním období horší neţ u muţů ţijících v čistém prostředí (okolí Prachatic). 

Xia a kol. (Xia 2009) porovnávali vybrané urinární metabolity PAU u 513 muţů 

s idiopatickou infertilitou s hladinami těchto metabolitů u 273 zdravých fertilních muţů. 

Prokázali souvislost  mezi zvýšenou hladinou metabolitů PAU, zvýšenou hladinou 

1-hydroxypyrenu a 2-hydroxyfluorenem a výskytem idiopatické muţské infertility. 

Rybicki (Rybicki 2006) prokázal tvorbu DNA adduktů u nádorů prostaty. Nock 

(Nock 2007) sledoval u pacientů s nádory prostaty vliv polymorfismu genů pro CYP1A1, 

CYP3A4, mikrosomální epoxidovou hydrolázu a glutathion-S-transferázu. Hodnotil téţ 

jejich vliv na tvorbu DNA adduktů. Nalezli odlišnosti způsobené vlivem kouření 

(kuřáci-běloši měli adduktů vţdy více neţ nekuřáci) a téţ vlivem rasy (Afroameričané měli 

méně adduktů v nádorových buňkách). 

 

Vývojová toxicita 

Hatch (Hatch 1990) hledal DNA addukty ve tkáních spontánně potracených plodů. 

Nalezl je ve 43 % placent, 27 % jater a 42 % plic. Všechny ţeny udávaly nekouření v době 

těhotenství. Výsledky ukazují, ţe fetální tkáně jsou terčem pro poškození díky expozici 

PAU. 

Manchester (Manchester 1992) nalezl vyšší výskyt PAU-DNA adduktů 

v placentách ţen kuřaček.  

Dejmek a kol. (Dejmek 2000) sledovali vztah mezi intrauterinní růstovou retardací 

a inhalační expozicí částicím prachu PM10 (menší neţ 10 μm) a PM2,5 (menší neţ 2,5 μm), 

na které jsou PAU vázány. Došli k závěru, ţe expozice PAU v období časné gestace 

ovlivňuje fetální růst. 

Expozice PAU v prenatálním a časně postnatálním období poškozuje správný vývoj 

dítěte, jak bylo prokázáno v mnoha epidemiologických studiích i při pokusech na 

zvířatech. Expozice v této době můţe kriticky změnit normální vývoj metabolických, 

imunitních a neurologických funkcí pro celý ţivot jedince. Důvodem je vyšší proliferace 
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buněk, nezralý vyvíjející se imunitní systém, sníţená schopnost detoxikovat karcinogeny 

a opravovat DNA poškození (Pinkerton 2006). 

Studie z Polska (Perera 1998) zjistila, ţe novorozenci s větším mnoţstvím 

lymfocytárních DNA-adduktů mají niţší porodní hmotnost, porodní délku a obvod hlavy. 

Jiná studie stejné autorské skupiny (Choi 2008) provedená v USA prokázala vyšší riziko 

potratu, předčasného porodu, nízkou porodní hmotnost, restrikci intrauterinního růstu 

u dětí, které byly prenatálně vystaveny vyšší expozici PAU. 

V testech na krysím modelu byla po expozici samic vybraným zástupcům PAU 

(benzo[a]pyrenu a 7,12-dimethyl-benz[a]antracenu) v období organogeneze zjištěna 

u mláďat zvýšená lomivost krevních cév a s ní spojené různé hemoragie, horší placentární 

funkce, sníţená porodní hmotnost a délka mláďat. Zvláště citlivý je nervový systém, kde 

např. transplacentární expozice BaP vedla k signifikantně niţší regulaci N-metyl 

D-aspartát receptorové subjednotky 1 v hippokampu, coţ má vztah k horší dlouhodobé 

paměti a procesu učení (Wormley 2004). 

 

Zrak 

Gallenga (Gallenga 1994) srovnával mnoţství PAU ve zdravých a šedým zákalem 

poškozených očních čočkách. Nalezli významně vyšší mnoţství PAU v kataraktických 

čočkách (p<0,01), zejména se jednalo o fenantren a 1,2 benzantracen. Autoři vyslovili 

názor, ţe metabolismus přítomných PAU můţe poškozovat čočku a vést ke vzniku šedého 

zákalu. 
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4. Základní charakteristiky vybraných zástupců PAU 

 

Pyren 

 

Obr. 22. Strukturní vzorec pyrenu 

        

Zdroj: ATSDR 1995 

     Jako první zástupce skupiny polycyklických 

aromatických uhlovodíků byl pro zavedení metodiky 

transdermální absorpce vybrán pyren. Pyren je 

standardní součástí směsí PAU vyskytujících se 

v ţivotním nebo pracovním prostředí člověka. Při 

monitorování prostředí se stanovují koncentrace pouze 

některých PAU (cca 10–20), pyren je vţdy součástí 

tohoto souboru  (ATSDR 1995,  US EPA 2008).  Je  téţ  

doporučován a pouţíván jako biomarker obecné expozice PAU (Castano-Vinyals  2004). 

Jeho výhodou je i to, ţe není karcinogenní a proto s ním lze pracovat za běţných 

laboratorních podmínek. 

Molekula pyrenu je tvořena čtyřmi kondenzovanými benzenovými jádry (Obr. 22), 

která jsou uspořádána tak, ţe nedochází ke vzniku reaktivních struktur, tzv. zátoky nebo 

fjordu (viz Obr. 21). Díky tomu se jedná o poměrně stabilní sloučeninu s nízkou mírou 

nebezpečnosti pro zdraví člověka. Sumární vzorec pyrenu je C16H10, číslo CAS 129-00-0. 

Pyren patří mezi „malé“ sloučeniny, jeho molekulární hmotnost je 202,26. Hustota pyrenu 

je 1,27 g/ml. Za pokojové teploty se vyskytuje v podobě bezbarvého nebo ţlutého prášku, 

taje při 156 °C, teplota varu je 360 °C. Rozpustnost ve vodě je malá (0,135 mg/l, Lu 2008), 

dobře se rozpouští v acetonu, etanolu, éteru, benzenu, sirouhlíku (ATSDR 1995). 

Rozdělovací koeficient oktanol/voda log Ko/w je 4,88 (ATSDR 1995). Je nehořlavý. Má 

schopnost fluorescence, excituje se světlem o vlnové délce 335 nm a emituje světlo o 

vlnové délce 371 nm (Ikeda 2008).                                   

 

Fenantren 

Fenantren (Obr. 23) je tvořen třemi kondenzovanými jádry, jejichţ uspořádání 

vytváří tzv. bay region (zátoku), strukturu asociovanou s karcinogenními účinky PAU. 

Fenantren je nejjednodušší zástupce ze skupiny PAU, který tuto strukturu obsahuje. Je to 

bezbarvá krystalická látka špatně rozpustná ve vodě (1,29 mg/l, Lu 2008), dobře se 

rozpouští v ledové kyselině octové a organických rozpouštědlech, např. v etanolu, 

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

fenantrenu 

 

Zdroj: ATSDR 1995 

         Sumární vzorec je C14H10, číslo CAS 85-01-8. 

Molekulární hmotnost fenantrenu je 178,233 g/mol, 

hustota 1,06 g/cm
3
 (t=20 °C), teplota tání 99–101 °C, 

teplota varu 340 °C (EuroChem). Má schopnost 

fluorescence, excituje se světlem o vlnové délce 294 

nm, emituje světlo o vlnové délce 363 nm (Ikeda 2008).  

Rozdělovací koeficient oktanol/voda Ko/w je 4,45 

(ATSDR 1995). 

 

Naftalen 

 

Obr. 24. Strukturní vzorec  

naftalenu 

 

Zdroj: ATSDR 1995 

       Naftalen (Obr. 24) je nejmenším zástupcem ze 

skupiny PAU. Jeho molekula je tvořena pouze dvěma 

kondenzovanými aromatickými kruhy. Jedná se 

o pevnou bílou krystalickou látku, při pokojové teplotě 

se vypařující s charakteristickým zápachem naftalínu. Je 

málo rozpustný ve vodě (31,7 mg/l), je však dobře 

rozpustný v organických rozpouštědlech, např. v benze- 

nu, toluenu, éteru (Lu 2008). Je hořlavý, výpary a prach mohou se vzduchem vytvářet 

výbušnou směs. Jeho sumární vzorec je C10H8, číslo CAS 91-20-3. Molekulární hmotnost 

naftalenu je 128,173 g/mol, teplota tání 80–82 °C, teplota varu 217,9 °C. Hustota naftalenu 

je 0,99 g/cm
3
 (EuroChem). Rozdělovací koeficient oktnaol/voda log Ko/w se rovná 3,33 

(de Maagd 1998). Má schopnost fluorescence, excituje se světlem o vlnové délce 275 nm, 

emituje světlo o vlnové délce 332 nm (Frasch 2009).  

 

Benzo[a]pyren 

 

Obr. 25. Strukturní vzorec 

benzo[a]pyrenu 

 

Zdroj: ATSDR 1995 

        Benzo[a]pyren (BaP, Obr. 25) je za pokojové 

teploty ţlutavá krystalická látka vytvářející plátky nebo 

jehličky. Je prakticky nerozpustný ve vodě 

(0,0038 mg/l), dobře se rozpouští v metanolu, etanolu, 

benzenu, toluenu, xylenu a éteru (Lu 2008). Jeho 

molekula je tvořena pěti aromatickými kruhy, které ve 

své struktuře obsahují tzv. „zátoku“, strukturu 

zodpovědnou  za  karcinogenní  účinky  PAU.  Sumární  
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vzorec je C20H12, číslo CAS 50-32-8. Molekulární hmotnost je 252,319 g/mol, hustota 

1,351 g/cm
3
. Teplota tání BaP je 176,5 °C, teplota varu 475 °C. Koeficient log Ko/w  je 

6,06, coţ svědčí o jeho malé schopnosti dermální absorpce (ATSDR 1995).   

 

Fluoren 
 

Obr. 28. Strukturní vzorec fluorenu 

 
Zdroj: ATSDR 1995 

       Fluoren (Obr. 28) je za pokojové teploty bílá 

krystalická látka se zápachem připomínajícím naftalen. 

Není čistě kondenzovaným polycyklickým 

aromatickým uhlovodíkem, v jeho stavbě je mezi dva 

aromatické kruhy vmezeřen jeden atom uhlíku. Sumární 

vzorec   je   C13H10,  číslo  CAS  86-73-7.   Molekulární 

hmotnost je 166,2 g/mol, hustota 1,2 g/cm
3
. Teplota tání fluorenu je 112–115 °C, teplota 

varu 295 °C (EuroChem). Fluoren má schopnost fluorescence (od toho je odvozen jeho 

název), excituje se při 264 nm, emituje při 301 nm (Ikeda 2008). Je málo rozpustný ve 

vodě (1,98 mg/l), dobře se rozpouští v acetonu, benzenu, éteru, ledové kyselině octové (Lu 

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

 

Fluoranten 

 

Obr. 29. Strukturní vzorec 

fluorantenu 

   

Zdroj: ATSDR 1995 

       Fluoranten (Obr. 29) se skládá z benzenové 

a  naftalenové jednotky dohromady spojené 

pětiuhlíkovým kruhem. Za pokojové teploty se 

vyskytuje ve formě bezbarvých nebo naţloutlých 

krystalků nebo jehliček. Jeho sumární vzorec je C16H10, 

číslo CAS 206-44-0. Teplota tání je 109–110 °C, teplota 

varu 384 °C. Molekulární hmotnost je 202,258 g/mol, 

hustota 1,252 g/cm
3
. Rozdělovací koeficient 

oktanol/voda log Ko/w je 4,9 (ATSDR 1995). Má schop- 

nost fluorescence (EuroChem). Ve vodě je prakticky nerozpustný (0,26 mg/l), je rozpustný 

v etanolu, etyléteru, benzenu, chloroformu, sirouhlíku a ledové kyselině octové (Lu 2008). 

 

Antracen 

Za pokojové teploty je čistý antracen (Obr. 30) bezbarvá krystalická látka, která na 

světle tmavne. Je tvořen třemi aromatickými kruhy, které jsou uspořádány v řadě za sebou, 

takţe nevytváří  nebezpečné  regiony (fjord nebo zátoku).  Sumární vzorec je C14H10, číslo  
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Obr. 30. Strukturní vzorec antracenu 

 

Zdroj: ATSDR 1995 

 CAS 1120-12-7.  Molekulární hmotnost antracenu  je 

178,24, hustota 1,25 g/cm
3
. Taje při 216–218 °C, bod 

varu je 342 °C. Je málo rozpustný ve vodě (0,073 mg/l), 

dobře se rozpouští v etanolu, metanolu, benzenu, 

toluenu, sirouhlíku, hůř v acetonu (Lu 2008). Koeficient  

log Ko/w je 4,45 (ATSDR 1995). Má schopnost fluorescence, excituje se při 250 nm. 

 

Benz[a]antracen 
 

Obr. 31. Strukturní vzorec 

benz[a]antracenu 

 

Zdroj: ATSDR 1995 

       Benz[a]antracen (Obr. 31) je tvořen čtyřmi 

kondenzovanými kruhy, které vytváří reaktivní 

„bay-region“, strukturu spojenou s vyšší karcinogenitou 

sloučenin PAU. Za pokojové teploty je benz[a]antracen 

ţlutozelená krystalická látka. Sumární vzorec je  C18H12,  

číslo CAS 55-56-3. Molekulární hmotnost 

benz[a]antracenu je 228,29, hustota 1,19 g/cm3. Taje při 

160,7 °C,  bod  varu  je  při 438 °C. Je špatně  rozpustný 

ve vodě (0,014 mg/l), dobře rozpustný je ve většině organických rozpouštědel (Lu 2008). 

Rozdělovací koeficient oktanol/voda Log Ko/w je 5,61 (ATSDR 1995). 
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PRAKTICKÁ ČÁST 

 

5. Materiál a metodika 

 

5.1 Chemikálie a spotřební materiál 

Chemikálie potřebné pro provedení testů transdermální absorpce: antracen (kat. č. 

10580), benz[a]antracen (kat. č. B2209), benzo[a]pyren (kat. č. B1760), fenantren (kat. 

č.77470), fluoranten (kat. č. 423947), fluoren (kat. č. 128333), kofein (kat. č. 27600), 

naftalen (kat. č. 84679), pyren (kat. č. 82648), aceton (kat. č. 34 850), Hanksův roztok (kat. 

č. H8264), gentamicin  (kat. č. G1264) a bovinní sérový albumin (kat. č. A9418) byly 

dodány firmou Sigma-Aldrich spol. s r.o., Praha. Dále byl pouţit NaCl p. a. (Lachema, 

Brno) a slunečnicový olej (Oleum helianthi) zakoupený v lékárně. Fyziologický roztok 

(0,9% NaCl) byl připravován v laboratoři. Všechny pouţité chemikálie byly v čistotě 

vhodné pro fluorescenci, HPLC nebo tkáňové kultury. 

Chemikálie pro analytické účely: acenaften (Sigma-Aldrich); 

1-naphtol-2,3,4,5,6,7,7,8-d7 (ISOTEC), etylacetát PESTANAL (Fluka), n-hexan 

(iso-hexanes, PESTANAL, Fluka), směs BSTFA+TMCSi (Sigma-Aldrich), acetonitril 

HPLC pro UV/Gradient Grade (J. T. Baker) a ledová kyselina octová p. a. (Merck). 

K produkci  ultračisté vody slouţila stanice SYNERGY UV (Millipore).  

Spotřební materiál:  nastavitelné mechanické pipety Biohit mLINE s originálními 

špičkami Optifit (Sartorius), jednorázové injekční stříkačky o objemu 10 ml (Chirana), 

polyetylenové Pasteurovy pipety (kat. č. K082337, dodavatel P-lab Praha), 

polypropylenové zkumavky Eppendorf 3810X o objemu 1,5 ml (kat. č. 344700, dodavatel 

Eppendorf).  

 

5.2 Přístroje 

Základem testovacího zařízení bylo plošné magnetické míchadlo s ohřevem 

IKAMAG-RT 15 (výrobce IKA-Werke GmbH&Co KG, Staufen, Německo; dodavatel: 

Fischer Scientific, Pardubice, katalogové číslo 6111.2015) a silnostěnný skleněný box 

zakoupený v maloobchodní síti (Obr. 32).  

K míchání receptorové tekutiny v difúzních komůrkách slouţila válcová 

magnetická  míchadla  se středovým  prstýnkem  (dodavatel Fischer Scientific, Pardubice,  
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Obr. 32. Základní aparatura 

 

Legenda: Aparatura k provádění testů 

transdermální absorpce: magnetické míchadlo 

s ohřevem IKAMAG-RT 15 (Fischer 

Scientific, Pardubice) a skleněná nádoba 

s plastovým drţákem na difúzní komůrky. 

Zdroj: vlastní fotografie 

kat. č. 6116.0803). Plastový drţák na difúzní 

komůrky vyrobili pracovníci provozně-

-technického oddělení Lékařské fakulty UK 

v Hradci Králové. Teplota koţního povrchu 

vzorků byla měřena dotykovým teploměrem 

Oberflächen-Thermostick DOT 150 (výrobce 

Voltcraft, Conrad Electronic GmbH, Německo; 

dodavatel I & CS s.r.o., Třebíč). Epidermální 

ztráta vody (TEWL) byla měřena přístrojem 

MPA-5 (výrobce Courage+Khazaka, Köln, 

Germany;  dodavatel Syncare Plus, s.r.o, Brno, 

Obr. 33-a). Transdermální elektrický odpor 

(TER) byl stanovován pomocí přístroje 

TECPEL LCR 612 (výrobce Tecpel Co.,  

Taiwan;   dodavatel:  I & CS  s.r.o.,  Třebíč,   

Obr. 33-b). Chlupy byly z povrchu kůţe odstraňovány stříhacím strojkem Silver Crest 

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

 

Obr. 33.  Přístroje k měření TEWL a TER 

a)        b)   

Legenda: a) Přístroj na měření transepidermální ztráty vody (TEWL) – MPA 5 (Courage+Khazaka, Köln, 

Germany); b) přístroj k měření transdermálního elektrického odporu (TER) – TECPEL LCR 612 (Tecpel Co, 

Taiwan). Zdroj: vlastní fotografie 

 

Pro analytické účely byly vyuţívány vortex BenchMixer, Model BV1010 

(Labicom), vortex REAX Control (Heidolph), a centrifuga ROTINA 380 (Hettich). Při 
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provádění testu rozpustnosti PAU v receptorové tekutině byla pouţita třepací vodní lázeň 

GFL-1083 (GFL). 

Při pilotních experimentech byl pyren v receptorové tekutině stanovován pomocí 

kapilární plynové chromatografie s hmotnostní detekcí (GC-MS), pracující na principu 

iontové pasti s vnější ionizací a moţností skenu MS
n
 (Focus- ITQ 1100, Thermo Fischer 

Scientific). U následných experimentů byla vyuţita vysokotlaká kapalinová 

chromatografie (HPLC). Pouţitý HPLC systém Prominence (výrobce Shimadzu, Japonsko) 

se skládal z vysokotlaké pumpy LC20AD opatřené čtyřcestným nízkotlakým ventilem 

a degaserem DGU-20A5, autosampleru SIL-20AC, termostatu kolon CTO-20AC 

a fluorescenčního detektoru RF-10AXL. Pro stanovení kofeinu byla uţita UV detekce 

(PDA detektor SPD-M20A). K ovládání HPLC systému, sběru a zpracování primárních dat 

byl uţit software LC Solution (Shimadzu).  

K dalšímu hodnocení výsledků analýz a k tvorbě grafů byl pouţit stolní počítač 

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

analýze výsledků potom program NCSS 2007.  

 

5.3 Testovací zařízení 

 

Obr. 34. Schéma statické difúzní komůrky 

     

Zdroj: modifikováno dle 

 http://www.permegear.com/franz.htm 

        Transdermální absorpce pyrenu byla 

testována pomocí upravených vertikálních 

statických difúzních „Franzových“ 

komůrek (Franz 1975). Jejich tvar 

a velikost byly modifikovány dle 

komerčních produktů firmy PermeGear 

Inc. USA (dostupné na 

http://www.permegear.com/ franz.htm, 

Obr. 34) a dle informací z odborné 

literatury.  Průměr skleněné válcové 

nádobky byl 1,5  cm; obsah penetrační 

plochy 1,77cm
2
 a objem receptorové části 

komůrky 10 ml.  Komůrky  vyrobila firma  

Laboratorní sklo Jiří Pokorný, Hradec Králové (Obr. 35). Velikost komůrek odpovídala 

poţadavkům směrnice Evropské komise (EU SCCP 2006) na minimální velikost absorpční 

plochy (0,64 cm
2
). Jak je vidět na obrázku, donorová i receptorová část difúzní komůrky 
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má v místě kontaktu (kam je vkládán vzorek kůţe) oblý vnitřní okraj (Obr. 35). 

K přesnějšímu vymezení penetrační plochy kůţe byly uţity 3 mm silné krouţky ze 

silikonové gumy (materiál Řempo Holoubek a.s., Hradec Králové; krouţky byly vyrobeny 

pracovníky provozně-technického oddělení Lékařské fakulty UK v Hradci Králové; Obr. 

36). Vnější průměr krouţků byl 3 cm, vnitřní 1,5 cm. Krouţky se vkládaly se na horní 

stranu kůţe mezi donorovou a receptorovou část difúzní komůrky. Pro lepší fixaci obou 

částí komůrky pomocí pryţových spon byly do okrajů krouţků vystřiţeny trojúhelníkové 

zářezy. 

 

Obr. 35. Donorová (nahoře) a receptorová (dole)  

část komůrky 

 

Zdroj: vlastní fotografie 

 Obr. 36. Kroužek ze silikonové gumy 

  

Legenda: Krouţek k vymezení penetrační 

plochy, vnější průměr 3 cm, vnitřní průměr 

1,5 cm, tloušťka 3 mm.  

Zdroj: vlastní fotografie 

 

 

5.4 Kůže 

Jako penetrační membrána byla pouţita kůţe z ušního boltce prasete domácího (Sus 

scrofa f. domestica). Na obrázku 37 je zachycena zadní plocha omytého, neostříhaného 

ušního boltce (vlevo) a odpreparované kůţe z tohoto boltce (vpravo).   

Boltce byly zakoupeny na lokálních jatkách a zpracovány do 24 hodin od usmrcení 

zvířete. Vzorky pocházely od obou pohlaví. Prasata přicházející na jatka byla 

v poráţkovém věku okolo šesti měsíců s hmotností zhruba 80 kg. Boltce byly odebírány 

ihned po usmrcení a vykrvení prasete (před spařením vařící vodou). Na našem pracovišti 

byly omyty vlaţnou tekoucí vodou a tekutým kosmetickým mýdlem a zbaveny viditelných 

chlupů (ostříháním nůţkami nebo elektrickým strojkem). Potom byla pomocí 

chirurgického skalpelu a pinzety odpreparována kůţe na zadní straně boltce. Vzorky kůţe 
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byly zabaleny jednotlivě do aluminiové folie a zamraţeny při –20 °C. V experimentech 

byly pouţívány vzorky kůţe skladované po dobu jednoho dne aţ šesti měsíců. 

 

Obr. 37. Ušní boltec (vlevo) a odpreparované kůže z tohoto boltce (vpravo)   

     

Zdroj: vlastní fotografie 

 

V den zahájení experimentu byly vzorky kůţe přeneseny do chladničky k šetrnému 

rozmraţení při cca 4 °C. Poté byla provedena vizuální kontrola stavu a vyhovující vzorky 

kůţe byly rozděleny na menší části, které byly instalovány do difúzních komůrek. 

Testování absorpce bylo prováděno přes plnou (nedermatomovanou) kůţi. 

 

5.5 Receptorová tekutina a rozpustnost PAU 

Pro výběr receptorové tekutiny je rozhodující rozpustnost dané testované látky ve 

vodě. Kofein je látka ve vodě dobře rozpustná (log Ko/w = – 0,07), a proto v jeho případě 

stačil fyziologický roztok. S ohledem na dobu trvání experimentů (24 h) nebylo nutné 

přidávat antibiotika.  

 
Tab. 3. Vybrané fyzikálně chemické vlastnosti PAU 

PAU Log Ko/w 
Rozpustnost ve vodě 

(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 - rozdělovací koeficient oktanol / voda (log Ko/w); (ATSDR 1995), 

rozpustnost ve vodě (mg/l); (Lu 2008). 
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Polyaromáty patří mezi látky lipofilní (log Ko/w >3) s velmi malou rozpustností ve 

vodě (Tab. 3). V jejich případě se stal základem receptorové tekutiny Hanksův roztok 

(sloţení viz Tab. 4). Dalšího poţadovaného zvýšení rozpustnosti PAU ve vodném prostředí 

bylo dosaţeno přídavkem 4 % bovinního sérového albuminu (Cross 2003, Sartorelli 1998). 

Pokud plánovaná doba trvání experimentu přesáhla 24 hod, byl jako prevence proti 

mikrobiální infekci přidán gentamicin v koncentraci 50 mg/l (Ng 1992, Sartorelli 1998).  

 

Tab. 4. Složení Hanksova roztoku 

Látka 
Koncentrace 

(g/l) 

CaCl2 . 2H2O 0,185 

MgSO4 (anhyd) 0,09767 

KCl 0,4 

KH2PO4 (anhyd) 0,06 

NaHCO3 0,35 

NaCl 8 

Na2HPO4 (anhyd) 0,04788 

D-glukóza 1 
Legenda: Sloţení Hanksova roztoku, dodavatel Sigma, kat.č. H8264, (zdroj: http://www.sigmaaldrich.com/ 

content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma/Formulation/h9269for.pdf) 

 

Před vlastními experimenty bylo provedeno testování rozpustnosti PAU 

(individuálně nebo ve směsích) v receptorové tekutině (nutné pro zachování „sink 

conditions“ v průběhu experimentů).  K substanci (substancím) polyaromátů ve 25 ml 

Erlenmayerově baňce bylo přidáno 10 ml receptorové tekutiny a baňka byla třepána 66 h 

na vodní třepací lázni GFL 1083 vytemperované na 37 °C. Odběry cca 1 ml vzorku byly 

prováděny v intervalech 18, 42 a 66 hodin. Odebraný podíl byl zfiltrován (filtr Corning 

431212; membrána z regenerované celulózy o porozitě 0,2 µm).  Filtrát byl rozpipetován 

po 0,1 ml do dvou 10 ml odměrných baněk, tyto doplněny po značku čistou receptorovou 

tekutinou a ponechány stát přes noc ve tmě. Podíly (0,2 ml) odebrané z odměrných baněk 

do 1,5 ml zkumavek Eppendorf byly do doby analýzy uchovávány při –20 °C. Stanovení 

polyaromátů ve vzorcích receptorové tekutiny bylo prováděno níţe popsanou HPLC 

metodou. K 0,2 ml vzorku bylo přidáno 0,3 ml deproteinačního činidla, tj. acetonitrilu 

obsahujícího acenaften v koncentraci 3,0 µmol/l (stanovení naftalenu, fenantrenu, pyrenu, 

benzo[a]pyrenu), resp. benzo[a]pyren v koncentraci 200 nmol/l (stanovení  fluorenu, 

antracenu, fluorantenu a benz[a]antracenu).   Na kolonu bylo nanášeno 10 µl supernatantu. 

Kalibrační řady byly připraveny v receptorové tekutině v rozsahu koncentrací 1,2 aţ 
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30 µmol/l (naftalen), 0,6 aţ 15 µmol/l (fenantren, fluoren, fluoranten), 0,2 aţ 5 µmol/l 

(pyren), 0,04 aţ 1 µmol/l (antracen) a 0,02 aţ 0,5 µmol/l (benz[a]antracen, benzo[a]pyren).  

Rozpustnost v receptorové tekutině byla testována pro kaţdý vybraný polyaromát 

i pro jejich směsi (v kombinacích dále aplikovaných na kůţi). Odvaţována byla 

ekvimolární mnoţství polyaromátů tak, aby při jejich úplném rozpuštění v 10 ml 

receptorové tekutiny bylo dosaţeno koncentrace 3,75 mmol/l. Z tabulky (Tab. 5) je patrné, 

ţe naváţka substance byla dostatečná, neboť v ţádném případě nedošlo k jejímu úplnému 

rozpuštění.  V jednom experimentu byla testována vţdy čtveřice polyaromátů a jejich směs 

(po jedné Erlenmayerově baňce), daný experiment byl dvakrát opakován. 

Výsledky testu rozpustnosti jednotlivých PAU (u kaţdého vzorku n = 6) shrnuje 

tabulka 5, výsledky testu rozpustnosti směsí PAU (n = 6) shrnuje tabulka 6. Koncentrační  

 

Tab. 5. Výsledky rozpustnosti jednotlivých PAU v receptorové tekutině  

PAU 
jednotlivě 

Průměrná koncentrace PAU v RT (µmol/l) 

po 18 h po 42 h po 66 h 

aritmetický 

průměr 

variační 

koeficient 

(%) 

aritmetický 

průměr 

variační 

koeficient 

(%) 

aritmetický 

průměr 

variační 

koeficient 

(%) 

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. Výsledky testu rozpustnosti směsí PAU v receptorové tekutině  

PAU 

směsi 

Průměrná koncentrace PAU v RT (µmol/l) 

po 18 h po 42 h po 66 h 

aritmetický 

průměr 

variační 

koeficient 

(%) 

aritmetický 

průměr 

variační 

koeficient 

(%) 

aritmetický 

průměr 

variační 

koeficient 

(%) 

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 týkají rozpustností zjištěných po 18, 42 a 66 hodinách rozpouštění (třepání). 

Porovnání experimentálně zjištěných hodnot maximální rozpustnosti PAU 

s hodnotami naměřenými při analýze receptorové tekutiny v průběhu testů transdermální 

absorpce udává tabulka 7. 

 

Tab. 7. Porovnání rozpustností PAU v RT a rozpětí koncentrací PAU naměřené v RT při testech 

transdermální absorpce 

PAU 

Samostatná aplikace Aplikace směsi 
Maximální 

koncentrace (µmol/l) 

v RT změřená v testu 

rozpustnosti po 66 h  

Rozpětí koncentrací 

(µmol/l) v RT při testu 

transdermální 

absorpce (po 72 h) 

Maximální 

koncentrace (µmol/l) 

v RT změřená v testu 

rozpustnosti po 66 h 

Rozpětí koncentrací 

(µmol/l) v RT při testu 

transdermální 

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 testování transdermální absorpce in vitro 

Rozmraţené, vizuálně zkontrolované vzorky plné kůţe zadní plochy ušního boltce 

prasete byly zamontovány mezi donorovou a receptorovou část difúzní komůrky 

(epidermální stranou kůţe nahoru). Mezi donorovou část komůrky a kůţi byl vloţen 

vymezovací krouţek  ze silikonové  gumy,  který slouţil k přesnému ohraničení penetrační  

 

Obr. 38. Difúzní komůrka 

 

Legenda: Difúzní komůrka se 

zamontovanou koţní membránou 

připravená k testu transdermální absorpce. 

Do receptorové části je vloţeno 

magnetické míchadlo. 

plochy. Spojení donorové a receptorové části bylo 

zajištěno pomocí pryţových spon, které zabezpečily 

těsné přilnutí všech částí penetračního zařízení. Do 

receptorové části komůrky (objem 10 ml) bylo 

vloţeno magnetické míchadlo a následně byla 

akceptorová část pomocí jednorázové injekční 

stříkačky naplněna receptorovou tekutinou tak, aby 

pod membránou nezůstaly ţádné bublinky vzduchu.  

Tímto způsobem byl připraven potřebný 

počet komůrek (Obr. 38), který se v jednotlivých 

experimentech lišil. V odborné literatuře neexistuje 

ţádné závazné stanovisko, které by udávalo potřebný 

počet  komůrek  v  jednom  experimentu.   Směrnice  
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OECD číslo 428 (OECD 2004c) poţaduje minimálně čtyři vzorky testované látky, 

směrnice Evropské komise (EU-SCCP 2006) uvádí minimální počet šest vzorků kůţe od 

nejméně tří dárců. Nejnovější doporučení (EFSA 2012) poţaduje osm komůrek od čtyř 

dárců; toto doporučení však bylo přijato v době, kdy naše experimenty jiţ probíhaly. 

S ohledem na výše uvedené byla naše experimentální sada pro jednu testovanou látku 

tvořena minimálně šesti komůrkami s kůţemi od minimálně tří různých dárců (na které byl 

aplikován roztok testované látky) a třemi komůrkami s kůţemi stejných tří dárců jako 

negativní kontroly (na ně testovaná látka aplikována nebyla).  

 Po instalaci vzorků kůţe byly komůrky ponechány v temperované vodní lázni po 

dobu jedné hodiny, aby došlo k opětné hydrataci koţní membrány (při skladování dochází 

k mírné lyofylizaci kůţe). Po této době byla u jednotlivých vzorků změřena 

transepidermální ztráta vody (TEWL) přístrojem MPA 5 (Obr. 33a). Čidlo přístroje bylo 

přiloţeno na povrch kůţe, kde bylo ponecháno jednu minutu z důvodu vytvoření 

rovnováţného stavu. Následně byla automaticky v intervalech jedné sekundy měřena 

hodnota TEWL a data byla přenášena do počítače. Jako výsledná hodnota TEWL byl u 

kaţdého vzorku brán průměr padesáti po sobě jdoucích měření. Ţluté sloupečky na 

monitoru   (Obr. 39)   představují   jednotlivá   měření   v intervalu   jedné sekundy,  zelený  

 

Obr. 39. Příklad měření TEWL 

 

Zdroj: vlastní snímek 
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sloupeček na konci průměrnou hodnotu TEWL. K testování byly pouţity vzorky 

s hodnotou TEWL niţší neţ 15 g/m
2
/h (důvody pro pouţití tohoto kritéria viz diskuse, kap. 

7.1). Nevyhovující vzorky byly vyměněny. 

V následném kroku bylo na celou plochu vzorku kůţe aplikováno 0,5 ml 

fyziologického roztoku a byl změřen elektrický koţní odpor (TER) pomocí přístroje 

TECPEL LCR 612 (Obr. 33b). První elektroda byla umístěna do fyziologického roztoku 

těsně nad povrch epidermis, druhá byla vedena odběrovým raménkem do prostoru 

receptorové tekutiny. Po několikasekundové stabilizaci bylo provedeno měření. Jako 

výsledný TER byl brán průměr tří po sobě jdoucích měření (mezi jednotlivými měřeními 

byla první elektroda vyjímána z fyziologického roztoku na povrchu epidermis). 

V experimentu byly pouţity vzorky s hodnotou TER vyšší neţ 2,8 kΩ (důvody pro pouţití 

tohoto kritéria viz diskuse, kap. 7.1). Nevyhovující vzorky byly nahrazovány záloţními. 

Po odsátí fyziologického roztoku a osušení povrchu kůţe čtverečkem z buničité 

vaty byl na epidermální plochu penetrační membrány (kůţe) aplikován roztok testované 

látky a v definovaných intervalech byly odebírány vzorky receptorové tekutiny. Difúzní 

komůrky v testech absorpce PAU byly po dobu experimentu ponechány bez okluze, pouze 

v případě absorpce kofeinu byla pouţita okluze Parafilmem. Okolní teplota vzduchu byla 

v rozmezí 22±2 °C a vlhkost vzduchu 50–60 %.  

 

Obr. 40. Temperace komůrek 

 

Zdroj: vlastní fotografie 

       Takto připravené komůrky byly 

umístěny do aparatury skládající se ze 

skleněného boxu (naplněného destilovanou 

vodou) a temperované magnetické míchací 

desky (Obr. 40). Teplota povrchu vzorku 

kůţe byla měřena kontaktním teploměrem 

v difúzní komůrce bez aplikace testované 

látky a v průběhu experimentů se 

pohybovala v rozmezí 32±1 °C (WHO 

2006, OECD 2004c). Aby nedocházelo 

k artificiální hydrataci kůţe instalované 

v difúzních komůrkách, musela být hladina 

vody ve skleněném boxu udrţována pod 

úrovní kůţe. 

Pro validaci metodiky byl jako testovací látka zvolen kofein (OECD 2004a). 

Experimentální podmínky testu dermální absorpce kofeinu jsme vzhledem ke stejné 
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absorpční membráně (kůţe zadní plochy ušního boltce prasete) volili v souladu s prací 

Duracher a kol. (Duracher 2009). Pro HPLC-UV stanovení kofeinu (po přímém nástřiku 

receptorové tekutiny na kolonu) byly modifikovány chromatografické podmínky popsané 

v práci Rubio a kol. (Rubio 2011). 

           Při testování transdermální absorpce PAU vycházely experimentální koncentrace 

polyaromátů z hodnot vyskytujících se reálně při léčbě psoriázy Goeckermanovu terapií. 

Základem této terapie je kaţdodenní aplikace dehtové pasty (ve FN Hradec Králové je 

běţně pouţívána pasta se 3–5 % farmaceutického dehtu, ve světě jsou pouţívány téţ 

koncentrace několikanásobně vyšší [např. Petrozzi 1978]) s následnou expozicí UV záření. 

Abychom se vyhnuli problémům s mezí stanovitelnosti, zvolili jsme pro naše experimenty 

vyšší koncentrace PAU obsaţené v 5% dehtové masti: antracen 0,7 mg/g rozpouštědla, 

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.  

Při hodnocení vlivu koncentrace testované látky na absorpci byly v případě pyrenu 

pouţity ještě i koncentrace desetinásobné a stonásobné (9,5 a 95 mg/g). Rozpouštědlem byl 

aceton (v souladu s literaturou) nebo slunečnicový olej. Donorové roztoky byly 

připravovány pokaţdé těsně před jejich aplikací.  

V průběhu testu byly v definovaných časových intervalech odebírány vzorky 

receptorové tekutiny k analýze. Odběr 1 ml vzorku z receptorové části komůrky byl 

prováděn plnícím raménkem pomocí polyethylenové Pasteurovy pipety. Kaţdý 

z odebraných podílů byl přenesen do 1,5 ml polypropylenové zkumavky Eppendorf 

a uskladněn do doby analýzy při teplotě –20 °C. Odebrané mnoţství receptorové tekutiny 

bylo okamţitě nahrazeno novou (čistou) receptorovou tekutinou. Před posledním odběrem 

receptorové tekutiny (po 72 h) byl k ověření funkčnosti kůţe znovu změřen TEWL a TER 

a po odběru posledních vzorků receptorové tekutiny byl pokus ukončen. Zbytky 

receptorové tekutiny byly naředěny a vypuštěny do běţné kanalizační sítě, pouţité koţní 

vzorky byly likvidovány jako biologický odpad. Sklo a silikonové krouţky byly omyty 

běţným způsobem (saponátový roztok, oplach vodou z vodovodu a následně destilovanou 

vodou) a poté ponořeny alespoň na 24 h do metanolu k odstranění sorbovaných 

polyaromátů. 
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5.7 Laboratorní analýzy 

Ke stanovení koncentrací sledovaných látek byla pouţita plynová chromatografie 

s hmotnostní detekcí (GC-MS) a vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC). 

Pouţití dvou metod bylo vynuceno časově omezenou dostupností prvé instrumentální 

techniky. Obě metody splňovaly podmínky GLP (Good Laboratory Practice) a jejich 

výsledky lze povaţovat za kompatibilní.  

 

Analýza vzorku farmaceutického dehtu 

 K analýze zastoupení jednotlivých PAU ve vzorku farmaceutického dehtu byla 

pouţita metoda GC-MS (Hewlett Packard 5890/5971A, selective ion monitoring, SIM, 

technique) s následujícími parametry: kapilární kolona 30 m x 0,25 mm x 0,25 μm 

(cross-linked 5% fenylmethylsilikon, HP-5); průtok nosného plynu (helium) 1,0 ml/min; 

teplotní program kolony: 2,5 minuty 40 °C, potom nárůst na teplotu 300 °C rychlostí 10 °C 

za minutu a udrţení teploty 300 °C po dobu 10 minut. Při analýze byl injekčně aplikován 

objem 1,0 μl (mode splitless);  teplota nástřikové komůrky 260 °C, teplota detektoru 

280 °C.  

Rozbor vzorku farmaceutického dehtu pouţívaného k přípravě dehtové masti (dehet 

zakoupen v Lékárně FN HK) byl proveden v laboratoři Úseku forenzní a klinické 

toxikologie Ústavu klinické biochemie a diagnostiky (ÚKBD), Fakultní nemocnice 

v Hradci Králové. Výsledky rozboru vzorku shrnuje tabulka 8.  

 

Tab. 8. Obsah jednotlivých PAU ve vzorku farmaceutického dehtu 

PAU obsah (%hm) 

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 

Benzo[b]fluoranten + benzo[k]fluoranten 0,5 

Dibenz[a,h]antracen < 0,5 

Indeno[1,2,3-cd]pyren 0,4 

Acenaften  0,3 

Benzo[g,h,i]perylen 0,3 
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Stanovení koncentrace pyrenu pomocí GC-MS 

Koncentrace pyrenu v receptorové tekutině (fáze I experimentů) byly stanovovány 

v akreditované laboratoři Úseku forenzní a klinické toxikologie ÚKBD, FN Hradec 

Králové metodou GC-MS. Před nástřikem byl pyren ze vzorku extrahován dvoustupňově 

(2 x 5 ml) ethylacetátem (PESTANAL, Fluka) a odstřeďován při 4 000 ot/min po dobu 

5 min. Extrakty byly spojeny a odpařeny k suchu ve vakuové odparce a odparek 

rekonstituován v n-hexanu (iso-hexanes, PESTANAL, FLUKA) v poměru 190 μl hexanu + 

100 μl derivační směsi BSTFA+TMCSi (Sigma-Aldrich). Následovala inkubace při 70 °C 

po dobu 30 min a nástřik 1 μl derivatizované směsi na kolonu. Pro kvantifikaci byla 

pouţita metoda isotopového zředění značeným (I.S.-d7) vnitřním standardem 

(1-naphthol-2,3,4,5,6,7,7,8-d7, ISOTEC) o výsledné koncentraci 20 ng/ml (1 350 ul vzorku 

+ 150 ul I.S.-d7). 

 

Stanovení koncentrací polyaromátů pomocí HPLC s fluorescenční detekcí 

Koncentrace kofeinu (validace metodiky), naftalenu (fáze II experimentů), 

individuálních PAU a směsí PAU (fáze III experimentů) v receptorové tekutině byly 

stanovovány pomocí HPLC metody s fluorescenční detekcí. Tato metoda byla na Ústavu 

hygieny a preventivního lékařství nově zavedena (a validována) pro účely testování 

dermálních penetrací. Vzhledem k tomu, ţe se jedná o metodu zcela novou, byla 

v následující části práce popsána podrobně. 

Separace analytů byly prováděny na 125 x 3 mm Nucleoduru C18ec, 3 µm 

(Macherey-Nagel). Zmíněná analytická kolona byla opatřena 3,2 x 4,0 mm předkolonou 

(Phenomenex) a temperována na 25 °C. Gradientová eluce byla prováděna při průtoku 

0,6 ml/min s vyuţitím směsi 25 % acetonitrilu + 75 % vody jako mobilní fáze A (MFA) 

a acetonitrilu s přídavkem ledové kyseliny octové (100 : 0,2; v/v) jako mobilní fáze B 

(MFB).   

Sloţení eluentu a nastavení excitační a emisní vlnové délky fluorescenčního 

detektoru shrnují časové tabulky 9 a 10. Pro stanovení samotného naftalenu (vnitřní 

standard acenaften, ACP) v receptorové tekutině byla uţita izokratická eluce směsí 61 % 

acetonitrilu + 39 % vody. Excitační a emisní vlnová délka pro naftalen a acenaften byly 

voleny tak, jak je uvedeno v časové tabulce.    
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Tab. 9.  Časová tabulka pro stanovení NAP, PHE, PYR, BaP (vnitřní 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.  Časová tabulka pro stanovení FLR, ANT, FLT, BaA (vnitřní 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: mobilní fáze A (MFA), mobilní fáze 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 přípravě kalibračních standardů v receptorové tekutině byly uţity zásobní 

roztoky jednotlivých analytů 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), při 

8 °C byly stálé minimálně po dobu tří měsíců.  Ze zásobních roztoků byly připraveny 

pracovní roztoky analytů v 50% acetonitrilu, tedy kalibrační řada obsahující naftalen, 

fenantren, pyren a benzo[a]pyren a kalibrační řada obsahující fluoren, antracen, fluoranten 

a benz[a]antracen. Koncentrace analytů v jednotlivých kalibrátorech připravených v 50% 

acetonitrilu byly vţdy 100x vyšší neţ poţadované koncentrační úrovně zvolené pro 

receptorovou tekutinu. 

 Kalibrační řady v receptorové tekutině byly připraveny stonásobným naředěním 

jednotlivých kalibrátorů připravených v 50% acetonitrilu čistou receptorovou tekutinou. 

Tak byly připraveny kalibrační řady 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–
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120–300–750–1500 nmol/l (fluoren, antracen, fluoranten, benz[a]antracen.). Připravené 

kalibrátory byly před rozpipetováním na aliquotní části a uloţením při –20 °C uchovávány 

přes noc za nepřístupu světla. Toto opatření zlepšilo reprodukovatelnost dat.       

Vzorky kontroly kvality byly připravovány z nezávisle připravených zásobních 

roztoků analytů analogickým postupem jako kalibrační standardy pro koncentrační úrovně 

6–30–500–2500 nmol/l (naftalen, fenantren), 2,4–12–200–1000 nmol/l (pyren, 

benzo[a]pyren), resp. 4,8–12–48–480–1 200 nmol/l (fluoren, antracen, fluoranten, 

benz[a]antracen). Při analýzách vzorků ze studií permeability byly do kaţdé série vzorků 

zařazeny i vzorky kontroly kvality (v duplikátu) spolu se vzorky čisté receptorové tekutiny.    

Před HPLC analýzou byly vzorky receptorové tekutiny zpracovávány dále 

uvedeným postupem, který byl stejný pro všechny typy analyzovaných vzorků 

(kalibrátory, kontroly, vzorky ze studie). Do 1,5 ml zkumavky Eppendorf s 0,3 ml 

deproteinačního činidla obsahujícího vnitřní standard (IS) bylo přidáno 0,2 ml vzorku. 

Obsah zkumavky byl protřepán na vortexu a po 30 min stání byl odstředěn (20 min, 

12 000 ot/min). K analýze bylo odebíráno 300 µl supernatantu, na HPLC kolonu nanášen 

jeho 50µl podíl. 

Pro stanovení naftalenu byl jako pracovní roztok vnitřního standardu uţíván 

acenaften v acetonitrilu (koncentrace 150 nmol/l), pro stanovení naftalenu, fenantrenu, 

pyrenu a benzo[a]pyrenu acenaften v acetonitrilu (koncentrace 300 nmol/l), pro stanovení 

fluorenu, antracenu, fluorantenu, benz[a]antracenu potom benzo[a]pyren v acetonitrilu 

(koncentrace 90 nmol/l).  

Získaná data byla kvantifikována metodou interní standardizace, z chromatogramů 

byly odečítány plochy píků analytů a interního standardu. K proloţení kalibrační přímky 

experimentálními daty byla uţita váţená regresní analýza.  

 

5.8 Vyhodnocování dat a statistická analýza 

Pomocí programu MS Excel 2010 byly koncentrace testovaných látek 

v receptorové tekutině (nmol/ml) přepočteny na absorbovaná mnoţství adjustovaná na 

jednotku penetrační plochy a vztaţeny k jednotce času (Nielsen 2010).  

Ze získaných dat byly vypočítány a graficky zobrazeny základní kinetické 

charakteristiky dermální absorpce sledovaných PAU - flux a lag time. Veličina flux udává 

míru absorpce a je definována jako mnoţství látky absorbované jednotkou plochy kůţe za 

jednotku času v ustáleném stavu (viz Graf 2). Lag time bývá definován jako čas nutný 
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k vytvoření ustáleného stavu. K výpočtu výše uvedených charakteristik byl pouţit nový 

počítačový model „Iteration tool“. Pro tyto účely byl naprogramován v prostředí MS Excel 

VBA a pouţívá zjednodušený absorpční model vyuţívající aproximaci pomocí 

exponenciálních funkcí (jeho publikace se zpracovává). Pomocí tohoto programu byl 

z hodnot absorpce v čase (Příloha 1 – červené hvězdičky) pro kaţdou jednotlivou difúzní 

komůrku vytvořen matematický model křivky odpovídající této absorpci (Příloha 1 – 

modrá křivka, zelené body odpovídají jednotlivým modelovým bodům v daném čase). 

Program téţ na křivce vybral inflexní bod (tj. bod, kdy se konvexní část křivky začíná 

měnit na konkávní) a přímka odpovídající lineární části absorpční křivky (Příloha 1 – černá 

přímka) je tečnou procházející tímto bodem. Flux je potom dán směrnicí této přímky a lag 

time odpovídá času, v němţ přímka protnula osu x.  

V dalším kroku byly vypočítány základní statistické charakteristiky a bylo 

provedeno statistické hodnocení souborů dat. Pro zpracování byl pouţit program NCSS 

2007. V prvé části experimentů srovnávajících vliv různých koncentrací pyrenu 

a odlišného rozpouštědla (aceton, slunečnicový olej) na absorpci jsme pouţili statistický 

test ANOVA (mnohočetné srovnávání skupin vzorků). Ve druhé části experimentů jsme 

zjišťovali vliv typu aplikace PAU (samostatně nebo ve směsi) na jejich absorpci. Pro 

zjištění normality rozloţení souborů dat byl pouţit D´Agostino Kurtosis Normality test, 

k hodnocení shody rozptylů F-test (Modified-Levene Equal-Variance test). Podle výsledků 

byly následně pouţity párové Equal Variance t-test nebo Aspin-Welch Unequal-Variance 

test. Pro veškerá hodnocení všech statistických testů byla zvolena hladina významnosti 

α = 0,05. 
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6. Metodika jednotlivých experimentů, výsledky 

 

6.1 Transdermální absorpce kofeinu (validace metodiky) 

V rámci validačního experimentu byl proveden test transdermální absorpce kofeinu 

dle metodiky popsané v práci Duracher a kol. (Duracher 2009). K hodnocení bylo pouţito 

dvanáct difúzních komůrek s kůţí od čtyř různých dárců. Receptorová část komůrek byla 

naplněna 10 ml fyziologického roztoku a komůrky byly umístěny do vodní lázně udrţující 

na povrchu kůţe teplotu 32±1 °C. Receptorová tekutina byla kontinuálně míchána 

magnetickým míchadlem (rychlost cca 300 rpm). Po 1 h ekvilibraci a ověření TEWL 

a TER bylo do osmi komůrek (po dvou kusech od jednoho dárce) aplikováno na 

donorovou část epidermis 44 μl čerstvě připraveného vodného roztoku kofeinu 

(koncentrace 20 g/l), zbývající čtyři komůrky (po jednom kusu od dárce) byly ponechány 

bez aplikace testované látky (kontrolní komůrky). Na všechny komůrky byla pouţita 

okluze (Parafilm). Pokus probíhal za běţných laboratorních podmínek (teplota, vlhkost). 

Odběry 1 ml receptorové tekutiny byly provedeny v intervalech 1, 2, 4, 6, 8, 10, 20, 

22 a 24 h, odebraná tekutina byla vţdy nahrazována novou. Podíly receptorové tekutiny 

určené k analýze byly uchovávány při –20 °C.  Jejich analýzou (HPLC) byly získány 

časové závislosti koncentrace kofeinu v testovacích komůrkách. V receptorové tekutině 

kontrolních komůrek nebyl kofein nalezen.  

 

Tab. 11. Kinetika a parametry transdermální absorpce kofeinu   

Legenda: AP - aritmetický průměr; VSO - výběrová směrodatná odchylka; MED - medián; MIN - nejniţší 

hodnota; MAX – nejvyšší hodnota 
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Koncentrace naměřené v testovacích komůrkách (mg/l) byly přepočteny na hodnoty 

absorpce (μg/cm
2
; z důvodu porovnání se vzorovou prací nebyly v tomto případě 

přepočteny na hodnoty v mol/cm
2
) v daných časových intervalech, hodnoty fluxu a lag 

time byly stanoveny pomocí matematického modelu (viz. kap. 5.8). Aritmetický průměr 

(±VSO) veličiny flux měl hodnotu 6,85±2,99 µg/cm
2
/h, aritmetický průměr veličiny lag 

time (±VSO) hodnotu 2,03±1,27 h (Tab. 11). Kinetiku absorpce zachycuje Graf 3. 

 

Graf 3. Kinetika transdermální absorpce kofeinu 

 

Legenda: Jednotlivé křivky znázorňují průběh transdermální absorpce na jednotlivých vzorcích kůţe. 

 

6.2 Transdermální absorpce PAU 

Testování transdermální absorpce PAU bylo rozděleno do tří částí.  

V prvé (úvodní) fázi byl testován pyren, jako standardní reprezentant skupiny PAU. 

Byly stanoveny základní parametry jeho absorpce (flux a lag time) a bylo studováno jejich 

ovlivnění charakterem rozpouštědla a koncentrací pyrenu. Ve druhé fázi byl sledován vliv 

rozpouštědla na parametry absorpce naftalenu a ve třetí fázi bylo u osmi vybraných PAU 

hodnoceno ovlivnění absorpčních parametrů způsobem aplikace látky (samostatně nebo ve 

směsi). 

  

6.2.1 Fáze I. Transdermální absorpce pyrenu: vliv  typu rozpouštědla a koncentrace 

na parametry absorpce 

 Výsledky experimentů hodnotících vliv typu rozpouštědla byly publikovány 

v časopise Hygiena (Kotingová L: Vliv rozpouštědla na dermální absorpci pyrenu in vitro, 

Hygiena 2012, 57 (2) 50-55). Článek je přiloţen k disertační práci jako Příloha 2.  



97 

 

Výsledky testování vlivu pouţité koncentrace byly publikovány v časopise 

Pracovní lékařství (Kotingová L: Vliv koncentrace na transdermální absorpci pyrenu in 

vitro. Pracov Lék 2012, 64 (1) 18-22). Článek je přiloţen k disertační práci jako Příloha 3. 

Komentář k daným článkům je uveden v diskusi. 

 

6.2.2 Fáze II. Transdermální absorpce naftalenu: vliv rozpouštědla na parametry 

absorpce 

Při testování vlivu rozpouštědla na parametry absorpce naftalenu bylo pouţito 

20 difúzních komůrek s kůţemi od čtyř různých dárců. Z tohoto počtu bylo 16 komůrek 

testovacích a čtyři komůrky kontrolní.  

Receptorová část difúzních komůrek byla naplněna 10 ml receptorové tekutiny 

tvořené Hanksovým roztokem se 4 % bovinního sérového albuminu a gentamicinem 

o koncentraci 50 mg/l. Komůrky byly umístěny ve vodní lázni udrţující na povrchu kůţe 

teplotu 32±1 °C, receptorová tekutina byla kontinuálně míchána magnetickým míchadlem 

(rychlost cca 300 rpm).  

Po hodinové temperaci a ověření TEWL a TER bylo na donorovou část epidermis 

v osmi komůrkách (po dvou vzorcích kůţe od kaţdého dárce) aplikováno 50 μl čerstvě 

připraveného roztoku naftalenu v acetonu (koncentrace 5,4 mg/g). V dalších osmi 

komůrkách bylo aplikováno 50 μl roztoku naftalenu ve slunečnicovém oleji (koncentrace 

5,4 mg/g). Povrch epidermis v kontrolních komůrkách zůstal bez aplikace donorového 

roztoku. Komůrky byly ponechány bez okluze. Experimenty probíhaly za běţných 

laboratorních podmínek.  

Receptorová tekutina byla odebírána v intervalech 1, 2, 4, 6, 8, 10, 20, 22 a 24 h 

a odebrané mnoţství bylo vţdy nahrazeno čistou receptorovou tekutinou. Odebraná 

tekutina byla ihned zamraţena při –20 °C a všechny vzorky byly následně analyzovány 

pomocí HPLC. Ve dvou případech absorpce naftalenu z acetonového roztoku se projevil 

skrytý defekt kůţe, tyto výsledky byly významně vyšší, a proto byly z dalšího hodnocení 

vyřazeny. Koncentrace naměřené v testovacích komůrkách (nmol/l) byly přepočteny na 

hodnoty absorpce (nmol/cm
2
) v daných časových intervalech. Hodnoty flux a lag time byly 

stanoveny pomocí matematického modelu. Kinetiku absorpce zachycují grafy 4 a 5. 

Kinetiku a parametry transdermální absorpci naftalenu ukazují tabulky 12 a 13. 

Průměrná hodnota veličiny flux při absorpci naftalenu z acetonového roztoku 

0,468±0,152 nmol/cm
2
/h  (aritmetický průměr±VSO)  byla  zhruba  dvojnásobně vyšší neţ 
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Graf 4. Kinetika transdermální absorpce naftalenu 

v acetonu 

 

Graf 5. Kinetika transdermální absorpce naftalenu 

ve slunečnicovém oleji 

 

Legenda: Jednotlivé křivky znázorňují průběh transdermální absorpce na jednotlivých vzorcích kůţe. 

 

průměrná hodnota veličiny flux při absorpci naftalenu z olejového roztoku 

(0,212±0,155 nmol/cm
2
/h; aritmetický průměr±VSO). Naopak průměrná hodnota veličiny 

lag time při absorpci naftalenu z acetonového roztoku 0,75±0,33 h (aritmetický 

průměr±VSO) byla téměř třikrát niţší neţ průměrná hodnota veličiny lag time při absorpci 

naftalenu z olejového roztoku (2,07±1,50 h). Statisticky významný rozdíl byl nalezen 

pouze u veličiny flux (p = 0,010). V případě veličiny lag time byla hodnota statistické 

významnosti p = 0,059.  

 

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

 
Legenda:  AP - aritmetický průměr; VSO - výběrová směrodatná odchylka; MED - medián; MIN - nejniţší 

hodnota; MAX – nejvyšší hodnota 
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Tab. 13. Kinetika a parametry transdermální absorpce naftalenu ve slunečnicovém oleji  

Legenda: AP - aritmetický průměr; VSO - výběrová směrodatná odchylka; MED - medián; MIN - nejniţší 

hodnota; MAX – nejvyšší hodnota 

 

6.2.3 Fáze III. Transdermální absorpce vybraných PAU: vliv způsobu podání 

testované látky (samostatně nebo ve směsi) na parametry absorpce 

 S ohledem na kapacitu zařízení mohly být v jednom experimentu testovány 

maximálně čtyři látky (PAU). Ty byly aplikovány ve stejných koncentracích individuálně 

a ve směsích. Testování proběhlo ve dvou sadách. V první sadě byl naftalen, fenantren, 

pyren a benzo[a]pyren. Ve druhé sadě pak fluoren, fluoranten, antracen a benz[a]antracen. 

Látky byly vybírány podle jejich toxikologické významnosti a podle míry zastoupení 

v reálných směsích PAU. Souhrn všech výsledků je v tabulce v příloze 4.  

 

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

V experimentu bylo pouţito 33 difúzních komůrek s kůţemi od tří různých dárců. 

Receptorová část difúzních komůrek byla naplněna 10 ml receptorové tekutiny tvořené 

Hanksovým roztokem se 4 % bovinního sérového albuminu a gentamicinem o koncentraci 

50 mg/l. Komůrky byly umístěny ve vodní lázni udrţující na povrchu kůţe teplotu 

32±1 °C, receptorová tekutina byla kontinuálně míchána magnetickým míchadlem 

(rychlost cca 300 rpm).  

Po hodinové temperaci a ověření TEWL a TER bylo na donorovou část epidermis 

v šesti komůrkách (vţdy po dvou vzorcích kůţe od tří různých dárců) aplikováno 100 μl 

čerstvě připraveného acetonového roztoku fenantrenu (koncentrace 2,8 mg/g). Do dalších 

„baterií“ po šesti komůrkách bylo aplikováno 100 μl acetonového roztoku naftalenu 

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

a 100 μl acetonového roztoku benzo[a]pyrenu (koncentrace 0,45 mg/g). Do poslední 
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šestice testovacích komůrek bylo aplikováno 100 μl acetonového roztoku směsi PAU, 

která obsahovala fenantren, naftalen, pyren a benzo[a]pyren ve stejných koncentracích jako 

při samostatném podání. Do posledních tří komůrek (po jednom kusu od dárce), které 

slouţily jako kontrolní, byl aplikován pouze samotný aceton. Všechny komůrky byly 

ponechány bez okluze.  Experimenty probíhaly za běţných laboratorních podmínek. 

 Vlastnímu experimentu předcházel pilotní pokus, v němţ byla receptorová tekutina 

odebírána v intervalech 12, 24, 48 a 72 h. Na základě těchto výsledků byly stanoveny nové 

doby odběrů, které umoţnily lépe zachytit absorpci jednotlivých polyaromátů  (tyto 

výsledky nejsou prezentovány).  

V rámci hlavního experimentu byla potom receptorová tekutina u naftalenu 

odebírána v intervalech ½, 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 v intervalech 12, 20, 24, 

28, 44, 52, 68, 72, 76 h. V případě směsi PAU byly odběry v intervalech ½, 1, 2, 4, 6, 8, 

12, 20, 24, 28, 44, 52, 68, 72, 76 h.  

Odebrané mnoţství bylo vţdy nahrazeno čistou receptorovou tekutinou. Odebrané 

vzorky byly ihned zamraţeny při –20 °C a následně analyzovány pomocí HPLC. 

Koncentrace naměřené v testovacích komůrkách byly přepočteny na hodnoty absorpce 

v daných časových intervalech podle výše popsané metodiky. Hodnoty flux a lag time byly 

stanoveny pomocí matematického modelu.  

Kinetiku transdermální absorpce naftalenu při samostatné aplikaci a při aplikaci 

směsi PAU zachycují grafy 6 a 7. Parametry transdermální absorpce při samostatné 

aplikaci a při aplikaci směsi PAU shrnují tabulky 14 a 15. 

 

Graf 6. Kinetika transdermální absorpce naftalenu 

při samostatné aplikaci  

 

Graf 7. Kinetika transdermální absorpce naftalenu 

při aplikaci směsi PAU 

 

Legenda: Jednotlivé křivky znázorňují průběh transdermální absorpce na jednotlivých vzorcích kůţe. 
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Tab. 14. Kinetika a parametry transdermální absorpce naftalenu při samostatné aplikaci 

 
Legenda:   AP - aritmetický průměr; VSO - výběrová směrodatná odchylka; MED - medián; MIN - nejniţší 

hodnota; MAX – nejvyšší hodnota 

 

 

Tab. 15. Kinetika a parametry transdermální absorpce naftalenu při aplikaci směsi PAU 

 
Legenda:   AP - aritmetický průměr; VSO - výběrová směrodatná odchylka; MED - medián; MIN - nejniţší 

hodnota; MAX – nejvyšší hodnota 

 

Jak vyplývá z tabulek, v případě samostatné aplikace naftalenu byla průměrná 

hodnota veličiny flux 0,639±0,583 nmol/cm
2
/h (aritmetický průměr±VSO). Při aplikaci 

směsi PAU byla hodnota flux naftalenu 0,530±0,315 nmol/cm
2
/h. Rozdíl v hodnotách flux 

nebyl statisticky významný (p = 0,694). V případě samostatné aplikace naftalenu byla 

průměrná hodnota veličiny lag time 0,86±0,65 h (aritmetický průměr±VSO). Při aplikaci 

směsi PAU byla hodnota lag time naftalenu 0,98±1,06 h. Rozdíl v hodnotách lag time 

nebyl statisticky významný (p = 0,824). 

Kinetiku transdermální absorpce fenantrenu při samostatné aplikaci a při aplikaci 

směsi PAU zachycují grafy 8 a 9. Parametry transdermální absorpce při samostatné 

aplikaci a při aplikaci směsi PAU shrnují tabulky 16 a 17. 

Jak vyplývá z tabulek, v případě samostatné aplikace fenantrenu byla průměrná 

hodnota veličiny flux 0,298±0,209 nmol/cm
2
/h (aritmetický průměr±VSO). Při aplikaci 

směsi PAU byla hodnota flux fenantrenu 0,149±0,104 nmol/cm
2
/h. Rozdíl v hodnotách 

flux  nebyl  statisticky  významný  (p = 0,147). V  případě  samostatné  aplikace fenantrenu  
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Graf 8. Kinetika transdermální absorpce 

fenantrenu při samostatné aplikaci 

 

Graf 9. Kinetika transdermální absorpce 

fenantrenu při aplikaci směsi PAU  

 

Legenda: Jednotlivé křivky znázorňují průběh transdermální absorpce na jednotlivých vzorcích kůţe. 

 

byla průměrná hodnota veličiny lag time 14,87±5,49 h (aritmetický průměr±VSO). Při 

aplikaci směsi PAU byla hodnota lag time fenantrenu 16,88±6,06 h. Rozdíl v hodnotách 

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

 

Tab. 16. Kinetika a parametry transdermální absorpce fenantrenu při samostatné aplikaci 

Legenda:   AP - aritmetický průměr; VSO - výběrová směrodatná odchylka; MED - medián; MIN - nejniţší 

hodnota; MAX – nejvyšší hodnota 

 

 

Tab. 17. Kinetika a parametry transdermální absorpce fenantrenu při aplikaci směsi PAU 

Legenda:  AP - aritmetický průměr; VSO - výběrová směrodatná odchylka; MED - medián; MIN - nejniţší 

hodnota; MAX – nejvyšší hodnota 
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Kinetiku transdermální absorpce pyrenu při samostatné aplikaci a při aplikaci 

směsi PAU zachycují grafy 10 a 11. Parametry transdermální absorpce při samostatné 

aplikaci a při aplikaci směsi PAU shrnují tabulky 18 a 19. 

 

Graf 10. Kinetika transdermální absorpce pyrenu 

při samostatné aplikaci 

 

Graf 11. Kinetika transdermální absorpce pyrenu 

při aplikaci směsi PAU 

 

Legenda: Jednotlivé křivky znázorňují průběh transdermální absorpce na jednotlivých vzorcích kůţe. 

 

Jak vyplývá z tabulek, v případě samostatné aplikace pyrenu byla průměrná 

hodnota veličiny flux 0,137±0,091 nmol/cm
2
/h (aritmetický průměr±VSO). Při aplikaci 

směsi PAU byla hodnota flux pyrenu 0,034±0,027 nmol/cm
2
/h. Rozdíl v hodnotách flux 

byl statisticky významný (p = 0,038). V případě samostatné aplikace pyrenu byla průměrná 

hodnota veličiny lag time pyrenu 30,78±7,15 h (aritmetický průměr±VSO). Při aplikaci 

směsi PAU byla hodnota lag time pyrenu 33,11±4,05 h. Rozdíl nebyl statisticky významný 

(p = 0,506). 

 

Tab. 18. Kinetika a parametry transdermální absorpce pyrenu při samostatné aplikaci 

 
Legenda:  AP - aritmetický průměr; VSO - výběrová směrodatná odchylka; MED - medián; MIN - nejniţší 

hodnota; MAX – nejvyšší hodnota 
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Tab. 19. Kinetika a parametry transdermální absorpce pyrenu při aplikaci směsi PAU 

Legenda:  AP - aritmetický průměr; VSO - výběrová směrodatná odchylka; MED - medián; MIN - nejniţší 

hodnota; MAX – nejvyšší hodnota 

 

 

Absorpce benzo[a]pyrenu probíhala nejpomaleji a dosahovala nejniţších hodnot. 

V případě aplikace benzo[a]pyrenu ve směsi byla jeho absorpce zanedbatelná 

a stanovitelné hodnoty byly nalezeny pouze u dvou vzorků v posledním časovém intervalu 

odběru (po 76 h). Kinetiku transdermální absorpce benzo[a]pyrenu při samostatné aplikaci 

zachycuje graf 12. Parametry transdermální absorpce při samostatné aplikaci a při aplikaci 

směsi PAU shrnují tabulky 20 a 21. 

Jak vyplývá z tabulky 20, v případě samostatné aplikace benzo[a]pyrenu byla 

průměrná hodnota veličiny flux 0,0017±0,0012 nmol/cm
2
/h (aritmetický průměr±VSO; 

vzhledem k velmi nízkým hodnotám je v tomto případě flux uveden s přesností na čtyři 

desetinná místa) a průměrná hodnota veličiny lag time 50,98±13,28 h.  

 

Graf 12. Kinetika transdermální absorpce benzo[a]pyrenu při samostatné aplikaci 

 
Legenda: Jednotlivé křivky znázorňují průběh transdermální absorpce na jednotlivých vzorcích kůţe. 
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Tab. 20. Kinetika a parametry transdermální absorpce benzo[a]pyrenu při samostatné aplikaci 

Legenda: AP - aritmetický průměr; VSO - výběrová směrodatná odchylka; MED - medián; MIN - nejniţší 

hodnota; MAX – nejvyšší hodnota.  

 

V případě transdermální absorpce benzo[a]pyrenu po aplikaci směsi PAU nebylo 

moţno stanovit (z důvodu nedostatku dat) veličinu flux ani veličinu lag time (Tab. 21).  

 
Tab. 21.  Kinetika transdermální absorpce BaP při aplikaci směsi PAU 

 

 

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

V experimentu bylo pouţito 33 difúzních komůrek s kůţemi od tří různých dárců. 

Receptorová část difúzních komůrek byla naplněna 10 ml receptorové tekutiny tvořené 

Hanksovým roztokem se 4 % bovinního sérového albuminu a gentamicinem o koncentraci 

50 mg/l. Komůrky byly umístěny ve vodní lázni udrţující na povrchu kůţe teplotu 

32±1 °C, receptorová tekutina byla kontinuálně míchána magnetickým míchadlem 

(rychlost cca 300 rpm).  

Po hodinové temperaci a ověření TEWL a TER bylo na donorovou část epidermis 

v šesti komůrkách (vţdy po dvou vzorcích kůţe od tří různých dárců) aplikováno 100 μl 

čerstvě připraveného acetonového roztoku fluorenu (koncentrace 0,95 mg/g). Do dalších 

„baterií“ po šesti komůrkách bylo aplikováno 100 μl acetonového roztoku fluorantenu 

(koncentrace 1,4 mg/g), 100 μl acetonového roztoku antracenu (koncentrace 0,7 mg/g) 
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a 100 μl acetonového roztoku benz[a]antracenu (koncentrace 0,45 mg/g). Do poslední 

šestice testovacích komůrek bylo aplikováno 100 μl acetonového roztoku směsi PAU, 

která obsahovala fluoren, fluoranten, antracen a benz[a]antracen ve stejných koncentracích 

jako při samostatném podání. Do posledních tří komůrek byl aplikován samotný aceton 

a slouţily jako kontrolní. Všechny komůrky byly ponechány bez okluze.  Experimenty 

probíhaly za běţných laboratorních podmínek. 

Receptorová tekutina byla odebírána v intervalech 2, 4, 8, 10, 12, 20, 24, 48 a 72 h. 

Odebrané mnoţství bylo vţdy nahrazeno čistou receptorovou tekutinou. Odebrané vzorky 

byly ihned zamraţeny při –20 °C a následně analyzovány pomocí HPLC. Koncentrace 

naměřené v testovacích komůrkách byly přepočteny na hodnoty absorpce v daných 

časových intervalech podle výše popsané metodiky. Hodnoty flux a lag time byly 

stanoveny pomocí matematického modelu.  

Kinetiku transdermální absorpce fluorenu při samostatné aplikaci a při aplikaci 

směsi PAU zachycují grafy 13 a 14. Parametry transdermální absorpce při samostatné 

aplikaci a při aplikaci směsi PAU shrnují tabulky 22 a 23. 

 

Graf 13. Kinetika transdermální absorpce fluorenu 

při samostatné aplikaci 

 

Graf 14. Kinetika transdermální absorpce fluorenu 

při aplikaci směsi PAU 

 

Legenda: Jednotlivé křivky znázorňují průběh transdermální absorpce na jednotlivých vzorcích kůţe. 

 

Jak vyplývá z tabulek, v případě samostatné aplikace fluorenu byla průměrná 

hodnota veličiny flux 0,042±0,032 nmol/cm
2
/h (aritmetický průměr±VSO). Při aplikaci 

směsi PAU byla hodnota flux fluorenu 0,041±0,026 nmol/cm
2
/h. Rozdíl v hodnotách flux 

nebyl statisticky významný (p = 0,935). V případě samostatné aplikace fluorenu byla 

průměrná hodnota veličiny lag time 8,14±8,10 h (aritmetický průměr±VSO). Při aplikaci 

směsi PAU byla hodnota lag time fluorenu 7,00±1,77 h. Rozdíl v hodnotách lag time nebyl 

statisticky významný (p = 0,768). 
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Tab. 22. Kinetika a parametry transdermální absorpce fluorenu při samostatné aplikaci 

Legenda:  AP - aritmetický průměr; VSO - výběrová směrodatná odchylka; MED - medián; MIN - nejniţší 

hodnota; MAX – nejvyšší hodnota 
 
Tab. 23. Kinetika a parametry transdermální absorpce fluorenu při aplikaci směsi PAU 

Legenda: AP - aritmetický průměr; VSO - výběrová směrodatná odchylka; MED - medián; MIN - nejniţší 

hodnota; MAX – nejvyšší hodnota 

 

Kinetiku transdermální absorpce fluorantenu při samostatné aplikaci a při aplikaci 

směsi PAU zachycují grafy 15 a 16. Parametry transdermální absorpce při samostatné 

aplikaci a při aplikaci směsi PAU shrnují tabulky 24 a 25. 

Jak vyplývá z tabulek, v případě samostatné aplikace fluorantenu byla průměrná 

hodnota veličiny flux 0,117±0,123 nmol/cm
2
/h (aritmetický průměr±VSO). Při aplikaci 

směsi PAU byla hodnota flux fluorantenu 0,054±0,031 nmol/cm
2
/h. Rozdíl v hodnotách 

flux nebyl statisticky významný (p = 0,274). V případě samostatné aplikace fluorantenu 

byla průměrná hodnota veličiny lag time 28,77±9,97 h (aritmetický průměr±VSO). Při 

aplikaci směsi PAU byla hodnota lag time fluorantenu 37,93±4,22 h. Rozdíl v hodnotách 

lag time nebyl statisticky významný (p = 0,089). 
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Graf 15. Kinetika transdermální absorpce 

fluorantenu při samostatné aplikaci 

 

Graf 16. Kinetika transdermální absorpce 

fluorantenu při aplikaci směsi PAU 

 

Legenda: Jednotlivé křivky znázorňují průběh transdermální absorpce na jednotlivých vzorcích kůţe. 

 

Tab. 24. Kinetika a parametry transdermální absorpce fluorantenu při samostatné aplikaci 

Legenda: AP - aritmetický průměr; VSO - výběrová směrodatná odchylka; MED - medián; MIN - nejniţší 

hodnota; MAX – nejvyšší hodnota 

 

Tab. 25. Kinetika a parametry transdermální absorpce fluorantenu při aplikaci směsi PAU 

Legenda: AP - aritmetický průměr; VSO - výběrová směrodatná odchylka; MED - medián; MIN - nejniţší 

hodnota; MAX – nejvyšší hodnota 
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Kinetiku transdermální absorpce antracenu při samostatné aplikaci a při aplikaci 

směsi PAU zachycují grafy 17 a 18. Parametry transdermální absorpce při samostatné 

aplikaci a při aplikaci směsi PAU shrnují tabulky 26 a 27. 

 

Graf 17. Kinetika transdermální absorpce 

antracenu při samostatné aplikaci 

 

Graf 18. Kinetika transdermální absorpce 

antracenu při aplikaci směsi PAU 

 

Legenda: Jednotlivé křivky znázorňují průběh transdermální absorpce na jednotlivých vzorcích kůţe. 

 

Jak vyplývá z tabulek, v případě samostatné aplikace antracenu byla průměrná 

hodnota veličiny flux 0,035±0,017 nmol/cm
2
/h (aritmetický průměr±VSO). Při aplikaci 

směsi PAU byla hodnota flux antracenu 0,014±0,007 nmol/cm
2
/h. Rozdíl v hodnotách flux 

byl statisticky významný (p = 0,031). V případě samostatné aplikace antracenu byla 

průměrná hodnota veličiny lag time 16,97±2,55 h (aritmetický průměr±VSO). Při aplikaci 

směsi PAU byla hodnota lag time antracenu 34,12±6,59 h. Rozdíl v hodnotách lag time byl 

statisticky významný (p = 0,0002). 

 
Tab. 26. Kinetika a parametry transdermální absorpce antracenu při samostatné aplikaci 

Legenda: AP - aritmetický průměr; VSO - výběrová směrodatná odchylka; MED - medián; MIN - nejniţší 

hodnota; MAX – nejvyšší hodnota 
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Tab. 27. Kinetika a parametry transdermální absorpce antracenu při aplikaci směsi PAU 

Legenda: AP - aritmetický průměr; VSO - výběrová směrodatná odchylka; MED - medián; MIN - nejniţší 

hodnota; MAX – nejvyšší hodnota 

 

Kinetiku transdermální absorpce benz[a]antracenu při samostatné aplikaci a při 

aplikaci směsi PAU zachycují grafy 19 a 20. Parametry transdermální absorpce při 

samostatné aplikaci a při aplikaci směsi PAU shrnují tabulky 28 a 29. 

 

Graf 19. Kinetika transdermální absorpce 

benz[a]antracenu při samostatné aplikaci 

 

Graf 20. Kinetika transdermální absorpce 

benz[a]antracenu při aplikaci směsi PAU 

 

Legenda: Jednotlivé křivky znázorňují průběh transdermální absorpce na jednotlivých vzorcích kůţe. 

 

Jak vyplývá z tabulek, v případě samostatné aplikace benz[a]antracenu byla 

průměrná hodnota veličiny flux 0,0058±0,0082 nmol/cm
2
/h (aritmetický průměr±VSO; 

vzhledem k velmi nízkým hodnotám je flux uveden s přesností na čtyři desetinná místa). 

Při aplikaci směsi PAU byla hodnota flux benz[a]antracenu 0,0005±0,0003 nmol/cm
2
/h. 

Rozdíl v hodnotách flux nebyl statisticky významný (p = 0,132). V případě samostatné 

aplikace benz[a]antracenu byla průměrná hodnota veličiny lag time 37,95±25,02 h 

(aritmetický průměr±VSO). Při aplikaci směsi PAU byla hodnota lag time  

benz[a]antracenu 38,73±4,42 h. Rozdíl v hodnotách lag time nebyl statisticky významný 

(p = 0,947). 
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Tab. 28. Kinetika a parametry transdermální absorpce benz[a]antracenu při samostatné aplikaci 

Legenda: AP - aritmetický průměr; VSO - výběrová směrodatná odchylka; MED - medián; MIN - nejniţší 

hodnota; MAX – nejvyšší hodnota. Vzhledem k malému počtu dat nebylo moţno u vzorku č. 5 vyhodnotit 

lag time (n). 

 

Tab. 29. Kinetika a parametry transdermální absorpce  benz[a]antracenu při aplikaci směsi PAU 

Legenda: AP - aritmetický průměr; VSO - výběrová směrodatná odchylka; MED - medián; MIN - nejniţší 

hodnota; MAX – nejvyšší hodnota 

 

 Názorně ukazuje rozdíly mezi vlivem způsobu aplikace na transdermální absorpci 

vybraných zástupců PAU obrázek 41. Jsou na něm prezentovány grafy znázorňující rozdíly 

kinetiky transdermální absorpce mezi samostatným a směsným podáním jednotlivých 

zástupců PAU. Tyto grafy byly sestaveny z aritmetických průměrů absorpce v daných 

časových intervalech.  
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Obr. 41. Porovnání absorpce vybraných zástupců PAU v závislosti na způsobu podání (individuálně nebo 

ve směsi).   
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7. Diskuse 

 

7.1 Zavádění metodiky 

 

Penetrační membrána 

Při výběru vhodné penetrační membrány byly zohledněny všechny argumenty 

uvedené výše (kap. 2.2.3). Alternativami bylo pouţití kůţe laboratorních hlodavců, prasečí 

nebo lidské kůţe. Kůţe laboratorních hlodavců je sice dobře dostupná, avšak má odlišnou 

anatomickou stavbu (je mnohem tenčí, jednotlivé vrstvy epidermis obsahují mnohem méně 

buněk, neţ u lidské kůţe). Tato kůţe téţ obsahuje velké mnoţství vlasových folikulů, které 

jsou významným místem usnadňujícím penetraci látek ze zevního prostředí. Bylo by sice 

moţno pouţít kůţi bezchlupých kmenů myší, potkanů a morčat, ale zde bylo lysosti 

dosaţeno genetickou manipulací a nikoliv evolučním vývojem. Zvířecí srst je významným 

obranným mechanismem, znesnadňuje látkám z okolního prostředí přístup přímo 

k povrchu kůţe. Genetická manipulace nevedla k vytvoření náhradního obranného 

mechanismu (k tvorbě odlišné korneální bariéry), jako je tomu u přirozeně lysých jedinců – 

člověka a prasete (Forslind 1998). 

Vzhledem k důvodu experimentů (zjistit transdermální absorpci vybraných látek 

u člověka) by bylo ideální „nekomplikovat si výzkum pouţitím zvířecí kůţe k získání 

lidských dat“ (Barry 1999). Získání lidské kůţe však naráţí jak na etické (informovaný 

souhlas dárce, schvalování experimentů etickou komisí) tak i technické problémy (kůţe 

jedinců různého věku a zdravotního stavu, dezinfekce povrchu kůţe před 

odběrem/operací). Z těchto důvodů je pouţití náhradního zvířecího modelu výhodnou 

alternativou. Jako nejvhodnější se zde jeví pouţití kůţe prasečí (Sato 1991, Dick 1992, 

Sekkat 2002).  Některé literární zdroje uvádějí, ţe prasečí kůţe je pro daný účel vhodnější 

neţ uměle vytvořená lidská kůţe (Schmook 2001). Schmook a kol. porovnávali absorpci 

čtyř různých nízkomolekulárních látek (terbinafinu, hydrokortizonu, klotrimazolu 

a kyseliny salicylové) skrz lidskou kůţi, dva typy uměle vytvořené kůţe (Graftskin
TM

 

a Skinethic
TM

) a dvě kůţe zvířecí (potkaní a prasečí). Permeace lipofilních látek 

(klotrimazolu a terbinafinu) přes uměle vytvořené koţní modely byla aţ 800x vyšší neţ 

u lidské kůţe a autoři tyto typy membrán označují jako nevhodné pro in vitro penetrační 

studie. Nejvíce podobná absorpčními charakteristikami byla prasečí kůţe, kterou autoři 

doporučují jako nejvhodnější model lidské kůţe. 
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Vzhledem k těmto argumentům byla jako absorpční membrána vybrána kůţe ze 

zadní plochy ušního boltce prasete domácího. Jedná se o materiál relativně snadno 

dostupný, jeho získávání nepodléhá tak přísným etickým pravidlům, jako je tomu v případě 

pouţití lidské kůţe. Jediným problémem při získávání uší byla neochota některých jatek 

prodávat nespařený biologický materiál (epidemiologické důvody). 

Pro výběr kůţe ušního boltce (oproti kůţi zad a břicha) rozhodla její větší 

podobnost s lidskou kůţí ve smyslu tloušťky kůţe a mnoţství vlasových folikulů. Tloušťka 

rohové vrstvy lidské kůţe se pohybuje mezi 6–19 μm. Na zadní ploše ušního boltce prasete 

je tloušťka SC 17–28 μm, zatímco na jiných částech prasečího těla (záda, břicho) dosahuje 

tloušťky 26–80 μm. Tloušťka zbývajících vrstev lidské epidermis je na těle 34–56 μm, 

70 μm na rameni, 82 μm na hýţdích, coţ je velmi blízké tloušťce epidermis prasečího 

boltce (v průměru 72 μm). Na lidské kůţi se nachází zhruba 14–32 chlupů na 1 cm
2
, na 

prasečím boltci to bylo 20 chlupů s příčným průměrem chlupu 82 μm. Na jiných částech 

prasečího těla byl průměr chlupů 186–260 μm u majoritních silných chlupů, minoritních 

slabých chlupů to bylo 38–71 μm. Lidské velusové chlupy mají příčný průměr 16–18 μm 

a terminální vlasy 57–68 μm. Mazové ţlázy ústí u člověka i prasete ve stejné úrovni, cca 

0,5 mm pod povrchem epidermis (Jacobi 2007, Godin 2007). 

Koţní membrána můţe být v experimentech pouţívána v podobě plné kůţe (ta je 

zhruba 1–2 mm silná, obsahuje epidermis i dermis), nebo můţe být dermatomem seříznuta 

(většinou mívá tloušťku 200–500 µm, stále obsahuje část dermis). Dále můţe být pouţita 

samotná epidermis (oddělená tepelně, chemicky nebo enzymaticky) nebo jen samotné 

stratum corneum (oddělené enzymaticky). Poslední jmenovaná membrána je však jiţ velmi 

tenká a manipulace s ní je velmi obtíţná. Vzhledem k zavádění metodiky jsme zvolili 

nejsnadněji dostupný typ membrány (plnou kůţi). Školící pracoviště není vybaveno 

dermatomem a příprava dermatomované kůţe vyţaduje značnou praktickou zkušenost. 

V případě pouţití hydrofilní donorové látky (kofein při validaci metodiky) nebyla 

silnější vrstva dermis u plné kůţe překáţkou a absorpce probíhala poměrně rychle 

(průměrný lag time 2,03±1,27 h). Podobně při pouţití lipofilních PAU s malou molekulou 

(naftalen, fenantren, fluoren) postačila doba trvání experimentu (72 h) k dosaţení 

doporučovaného 2,7násobku doby lag time. Tento poţadavek však nebyl splněn při 

testování PAU s větší molekulou (zejména benz[a]antracenu a benzo[a]pyrenu). Protoţe se 

jedná o látky silně hydrofobní, lze předpokládat, ţe přítomnost vodného prostředí dermis 

absorpci významně zpomaluje. Tomu jevu bychom se v budoucnu chtěli vyhnout pouţitím 

epidermální membrány, coţ je i v souladu s doporučením její preference u lipofilních látek 
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(Henning 2008). Odstranění dermis téţ lépe imituje reálnou situaci, kdy se svrchní 

kapilární pleteně nachází těsně pod bazální membránou pokoţky.  

Optimální variantou pouţití kůţe je její aplikace do 24 h od odběru. Tato varianta je 

vhodná i pro souběţné testování absorpce a metabolismu procházející látky, neboť v kůţi 

zůstává částečně zachována její enzymatické (biotransformační) kapacita. Druhou 

moţností je pouţití kůţe zmraţené, uchovávané při –18 aţ –20 °C. Tato varianta 

významně převaţuje v pracích popisovaných v odborné literatuře a byla zvolena i pro naše 

experimenty. U zmraţené kůţe bývá doporučováno její pouţití do jednoho roku od odběru 

(WHO 2006), nicméně ani po 466 dnech skladování nebyly nalezeny změny koeficientu 

permeability tritiované vody (Harrison 1984).  

Jen na okraj, i vyšetření kůţe 5 200 let staré zmrzlé mumie muţe nalezeného v roce 

1991 v Ötztalských Alpách (známého jako Ötzi) pomocí Ramanovské spektroskopie 

a elektronového mikroskopu neodhalilo významné změny ve stavbě a sloţení kůţe. Byla 

nalezena mírná degradace proteinových komponent a oxidace některých olefinických 

vazeb, avšak integrita kůţe zůstala zachována (Williams 1995). 

 

Difúzní komůrky 

Pro testování transdermální absorpce látek lze vyuţít dva penetrační směry 

(vertikální a horizontální) a dva základní typy difúzních komůrek (statickou a průtokovou). 

V odborné literatuře převládá pouţívání vertikálního směru penetrace a nebyly popsány 

významné rozdíly v hodnotách penetračních charakteristik při pouţití statické a průtokové 

komůrky (Clowes 1994). K testování ex vivo penetrace by bylo moţné pouţít také 

mikrodialyzační metodu, kdy je část kůţe pomocí svého cévního řečiště napojena na 

přístroj simulující krevní oběh v kůţi a tekutina z venózní části oběhu je odebírána 

(a analyzována) v pravidelných intervalech (Schnetz 2001). Metoda je však přístrojově 

a finančně náročná. S ohledem na všechny výše uvedené důvody byla pro zavedení 

metodiky transdermální absorpce vybrána statická vertikální difúzní komůrka (komůrky 

byly vyrobeny na zakázku z borosilikátového skla).   

Základními parametry komůrky je velikost penetrační plochy a objem receptorové 

části. Velikost penetrační plochy se pohybuje obvykle mezi 0,3–5 cm
2
 (OECD 2004a). 

Vnitřní průměr naší nádobky (1,5 cm) byl vybrán tak, aby splňoval doporučení Směrnice 

Evropské komise EU-SCCP/0970/06 (EU-SCCP 2006), která poţaduje minimální velikost 

absorpční plochy 0,64 cm
2
. Absorpční plocha naší komůrky tak má 1,77 cm

2
.  
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Z kůţe jednoho ucha bylo moţno získat okolo 10 vzorků penetrační membrány. Při 

menším vnitřním průměru by sice bylo moţné z kůţe jednoho ucha získat více vzorků, 

nicméně menší vnitřní průměr by komplikoval zavádění sondy při měření TEWL.  

Objem akceptorové části byl 10 ml. Doporučení OECD (OECD 2004a) udává 

objem receptorové částí v rozmezí 2–20 ml. Menší objem by byl sice výhodnější vzhledem 

k niţší spotřebě materiálu (receptorové tekutiny), mohl by však nastat problém se 

zachováním „sink conditions“ (viz kap. 2.2.5) a frekvence odběrů a/nebo objemy 

odebírané RT by musely být proto u menší komůrky vyšší. 

 

Testované látky 

Výběr testované látky byl ovlivněn dlouhodobým zaměřením Ústavu hygieny 

a preventivního lékařství LF UK v Hradci Králové na problematiku expozice 

polycyklickým aromatickým uhlovodíkům (Borská 2006, 2009, 2010a,b, Fiala 2006). 

Problematika dermální expozice PAU zatím nebyla sledována soustavně a v odborné 

literatuře je moţné najít pouze omezený počet prací na toto téma. Práce se většinou týkaly 

hodnocení profesionální expozice PAU (např. Jongeneelen 1990, 2001, Angerer 1997, 

Hansen 2008, Serdar 2012) nebo dermální kinetiky vybraných PAU v in vitro pokusech 

(Ng 1992, Moody 1995, vanRooij 1995, Sartorelli 1998, 1999, 2001, Kanikkannan 2001, 

Payan 2008).  

Skupina PAU zahrnuje několik stovek sloučenin. Základními kritérii výběru 

vhodných reprezentantů pro dermální testování bylo jejich dostatečné zastoupení v běţné 

směsi PAU (kamenouhelném dehtu) a jejich potenciální zdravotní nebezpečnost. 

Procentuální zastoupení jednotlivých PAU v dehtu bylo posuzováno na základě rozboru 

jeho vzorku (kap. 5.7). Z uvedeného je zřejmé, ţe všech osm námi vybraných zástupců 

(antracen, benz[a]antracen, benzo[a]pyren, fenantren, fluoranten, fluoren, naftalen, pyren) 

se v analyzovaném vzorku vyskytovalo. S výjimkou naftalenu se všechny uvedené PAU 

nacházejí mezi látkami vybranými do seznamu 17 nejdůleţitějších 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). Všechny se téţ 

nachází na seznamu 24 monitorovaných PAU podle doporučení EU, EU SCF a US EPA 

(Lerda 2011, EU SCF 2002). Šest z našich zástupců (benz[a]antracen, benzo[a]pyren, 

antracen, fluoren, fenantren, pyren) jsou téţ na seznamu National Waste Minimalization 

Program US EPA (US EPA 2008). 
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V pracích zabývajících se transdermální absorpcí PAU in vitro bývá jako 

rozpouštědlo nejčastěji pouţíván aceton (Yang 1986, Ng 1992, Moody 1995, Sartorelli 

1998, 1999, 2001) nebo etanol (Payan 2008). Nutno však poznamenat, ţe tato rozpouštědla 

nejsou obvyklým nosným médiem v reálném ţivotě (např. PAU v minerálních olejích 

a vazelíně v průmyslu; unguentum leniens při Goeckermanově terapii lupénky). Porovnání 

vlivu acetonu a minerálního oleje (jako rozpouštědel) na absorpci 13 vybraných PAU 

provedli Sartorelli a kol. (Sartorelli 1999). V případě pouţití acetonového rozpouštědla 

byly fluxy přibliţně 4–25krát vyšší a lag time srovnatelné aţ 5krát kratší neţ při pouţití 

olejového rozpouštědla.  

Nicméně abychom mohli naše výsledky porovnat s literárními daty, pouţili jsme 

i my pro naše experimenty jako rozpouštědlo aceton. Řada prací Ústavu hygieny 

a preventivního lékařství LF U v Hradci Králové byla v minulosti zaměřena na studium 

účinků dermální expozice farmaceutickému dehtu při léčbě psoriázy (Borská 2006, 2009, 

2010a,b, Fiala 2006). Abychom naše experimenty přiblíţili reálné situaci při této aplikaci, 

provedli jsme souběţné testy transdermální absorpce vybraných PAU při pouţití acetonu 

a slunečnicového oleje jako rozpouštědla. Slunečnicový olej tvoří 50 % unguentum 

leniens, které je masťovým základem při přípravě dehtové pasty (MZ ČR 2009). 

Nutno doplnit, ţe pouţití acetonu jako donorového rozpouštědla je problémovou 

volbou rovněţ i z důvodu moţného poškození koţní membrány, jak prokázali např. Tsai 

a kol. (Tsai 2001). Autoři testovali vliv acetonu na průchod látek (kofeinu, hydokortizonu, 

estradiolu, progesteronu, sukrózy) přes myší kůţi, kterou otírali tamponem namočeným 

v acetonu aţ do dosaţení TEWL 10, 20, 30 a 40 g/m
2
/h (jako normální TEWL myší kůţe 

uvádí 2,8–6,8 g/m
2
/h). Přes poškozenou kůţi snadněji procházely hydrofilní látky, průchod 

lipofilních (estradiol, progesteron) ovlivněn nebyl. Při mikroskopickém vyšetření kůţe 

zjistili, ţe počet jednotlivých vrstev SC zůstává stejný, ale korneocyty jsou expandované. 

Dále popsali ztenčení extracelulárních lipidových lamel, které na některých místech 

vymizely zcela a zbyly zde pouze „cell envelope“. V lamelách téţ nalezli lakuny vyplněné 

amorfní hmotou. Podobné výsledky nalezli při experimentech s myší kůţe také Rissmann 

a kol. (Rissmann 2009). Kůţi otírali tamponem smočeným v acetonu aţ do dosaţení 

hodnoty TEWL 60 g/m
2
/h (jako normální udávají hodnotu TEWL 9,7±1,5 g/m

2
/h). Při 

histologickém vyšetření pomocí světelného mikroskopu autoři nalezli výrazně sníţený 

počet vrstev korneocytů. Při analýze lipidového spektra zjistili, ţe bylo odstraněno cca 

30 % mnoţství lipidů, nicméně jejich sloţení zůstalo stejné, jako u neošetřené kůţe. Při 

vyšetření v elektronovém mikroskopu bylo sloţení intercelulárních lamel stejné jako 
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u normální kůţe. Autoři předpokládají, ţe během mytí acetonem se některé lipidy částečně 

rozpustily v acetonu, ale po odpaření acetonu se opět rekrystalizovaly a zformovaly do 

lipidových lamel. Svá pozorování uzavírají konstatováním, ţe při ošetření acetonem bylo 

poškození bariéry spíše vyvoláno mechanickým odstraněním korneocytů, neţ vlivem 

poškození lipidů. 

Acetonové rozpouštědlo při testování absorpce PAU opakovaně pouţívali téţ 

Sartorelli a kol. (Sartorelli 1998, 1999, 2001). Autoři uvádějí, ţe pouţití malého mnoţství 

tohoto těkavého rozpouštědla nevede (po jeho brzkém odpaření) k poškození koţní bariéry 

(Sartorelli 1999). 

 

Receptorová tekutina 

Při validace metodiky pomocí kofeinu byl jako receptorová tekutina pouţit 

fyziologický roztok (Duracher 2009). Vzhledem k tomu, ţe kofein je látkou hydrofilní 

(log Ko/w = – 0,07), nebylo třeba jeho rozpustnost ve vodném prostředí modifikovat. 

Sloţení vhodné receptorové tekutiny pro testy absorpce PAU bylo vybráno podle 

práce Ng a kol. (Ng 1992), kteří sledovali absorpci pyrenu, BaP a di(2-etylhexyl)ftalátu. 

Základem této tekutiny je Hanksův roztok (vodný roztok obsahující glukózu a různé soli, 

sloţení viz tab. 4, kap. 5.5). I kdyţ je tento roztok pouţíván poměrně často jako základ 

receptorové tekutiny, je nutno zmínit několik jeho nevýhod. Největší námi pozorovanou 

nevýhodou je uvolňování plynu, pravděpodobně CO2 (Hanksův roztok obsahuje poměrně 

vysoké mnoţství NaHCO3), které vede k tvorbě bublinek, jeţ se usazují na spodní straně 

koţní membrány a sniţují tím moţnost absorpce látky do RT. Zároveň lze předpokládat 

změnu pH receptorové tekutiny v průběhu trvání pokusu (nebylo kontrolováno, neboť 

námi studované látky nejsou ionizovatelné), coţ můţe negativně ovlivnit absorpci 

některých, především ionizovatelných, látek. Z těchto důvodu pro další experimenty 

plánujeme pouţití jiného základu receptorové tekutiny, nejspíše fosfátového pufru 

o pH 7,4 (Selzer 2013).  

Vzhledem k tomu, ţe PAU jsou látky lipofilní (s log Ko/w ˃ 3; tab. 3, kap. 5.5), bylo 

nutno do vodné receptorové tekutiny přidat další nefyziologickou látku, která umoţní 

zvýšení jejich rozpustnosti. V literatuře jsou nejčastěji pouţívány 50% etanol, 

6% polyetylenglykol 20 oleyl éter (PEG) nebo bovinní sérový albumin (BSA) pouţívaný 

v koncentraci 3–5 % (OECD 2004a). Pro naše experimenty byl vybrán 4% BSA (Cross 

2003). Jeho výhodou je, ţe na rozdíl od etanolu a PEG neovlivňuje koţní membránu a má 
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dostatečně velkou molekulu, která nepenetruje zpětně do kůţe (Sarpotdar 1986). BSA by 

však nebyl vhodný při pouţití uměle vytvořené kůţe, kterou poškozuje (Haberland 2006).  

S ohledem na skutečnost, ţe doba experimentů přesahovala 24 h, bylo nutné 

přidávat do RT téţ antimikrobiální sloţku. Doporučovanými látkami jsou formaldehyd, 

azid sodný, nebo antibiotika (gentamicin, streptomycin, penicilin). Podle práce Ng a kol. 

(Ng 1992) jsme zvolili pouţití gentamicinu v koncentraci 50 mg/l. Za běţných podmínek 

byla tato koncentrace dostačující, avšak při některých experimentech, které probíhaly za 

extrémně teplého letního počasí, docházelo v průběhu druhého a třetího dne experimentu 

k zákalu RT. Při dalších experimentech budeme za těchto podmínek koncentraci 

antibiotika zvyšovat nebo pouţijeme kombinaci antibiotik (kombinace streptomycinu 

a penicilinu). 

V průběhu experimentu je téţ důleţité zachování „sink conditions“. Aby nebyla 

ovlivněna absorpce látky do receptorové tekutiny (a zpětná sorpce látky z RT do kůţe) 

nesmí její koncentrace v RT přesáhnout 10 % její moţné maximální rozpustnosti v RT. 

V dostupné literatuře jsme poţadované informace nenalezli a z toho důvodu byla testována 

rozpustnost jednotlivých PAU v RT (viz tab. 5 a 6, kap. 5.5). Jak ukazují výsledky, 

hodnoty maximální rozpustnosti jednotlivých zástupců PAU ve vodném prostředí 

receptorové tekutiny se lišily. Nejlépe rozpustnou sloučeninou byl naftalen, jehoţ 

průměrná koncentrace v roztoku RT po 66 hodinách dosahovala 1 665,25 µmol/l při 

samostatné aplikaci a 1 556,43 µmol/l v případě testování rozpustnosti směsi PAU. 

Nejniţší rozpustnost v receptorové tekutině měl benzo[a]pyren, který při samostatné 

aplikaci dosáhl maximální průměrné koncentrace 7,32 µmol/l a při aplikaci směsi PAU 

koncentrace 10,85 µmol/l. Benzo[a]pyren byl také jediným polyaromátem, který se lépe 

rozpouštěl v přítomnosti jiných látek. U ostatních testovaných PAU byla vţdy vyšší 

koncentrace přítomna v případě individuální aplikace. Po 66 h rozpouštění byl nejniţší 

rozdíl průměrné koncentrace látky mezi samostatnou aplikací a aplikací směsi PAU 

u naftalenu, kde činil 7 %; nejvyšší byl u pyrenu, kde dosahoval 99 %. V případě 

benzo[a]pyrenu byla zjištěna vyšší rozpustnost při aplikaci směsi PAU a rozdíl mezi 

individuální a směsnou aplikací činil 33 %. Opakování testu rozpustností benzo[a]pyrenu 

tento výsledek potvrdilo. Pro tento jev zatím nemáme vysvětlení. 

Porovnání maximální rozpustnosti PAU v receptorové tekutině a rozpětí námi 

měřených koncentrací jednotlivých PAU v RT v průběhu testů transdermální absorpce 

udává Tab. 7 (kap. 5.5). Vzhledem k tomu, ţe maximální rozpustnosti PAU v RT dosahují 
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zhruba sto- aţ tisícinásobných násobných hodnot oproti měřeným hodnotám, lze 

konstatovat, ţe podmínky „sink conditions“ byly zachovány. 

Receptorová tekutina byla po celou dobu experimentu míchána pomocí 

magnetického míchadla vloţeného do dolní části komůrky. Pohyb RT usnadňuje přestup 

látky z membrány do roztoku a imituje „odsávání“ látky do krevních a lymfatických cév ve 

škáře za in vivo stavu. Rychlost míchání má být taková, aby nedocházelo ke vzniku víru 

v RT, v našich experimentech to odpovídalo rychlosti 300 otáček za minutu (rpm). 

 

Hodnocení integrity kůže 

Výběr nepoškozeného koţního vzorku je základním předpokladem pro správné 

provedení testu. Z moţností hodnocení integrity kůţe (popsány v kapitole 2.2.4) jsme 

v souladu s odbornou literaturou vyuţívali vizuální hodnocení vzorků a vyřazení 

neodpovídajících (příliš vysokých, řádově deseti aţ stonásobně vyšších) výsledků, 

doplněné přístrojovým měřením TEWL (transepidermální ztráty vody) a TER (elektrické 

rezistence) koţních vzorků. 

Vizuální kontrola byla prováděna bez přídatného vybavení, které představuje lupa, 

prosvětlení kůţe nebo kontrola mikroskopem (Nangia 1998, Henning 2008, Frasch 2009). 

Součástí byla nejen kontrola kůţe před instalací do difúzní komůrky, ale téţ po 

jednohodinové ekvilibraci kůţe v komůrce. Zjistili jsme, ţe po uplynutí této doby má 

nepoškozená kůţe mírně oschlý matový povrch. Pokud byl povrch kůţe „vláčný“, byly její 

hodnoty TEWL obvykle vyšší neţ doporučené. Stejné poznatky popisují i Ackermann 

a kol. (Ackermann 2010). 

K hodnocení TEWL byl pouţíván přístroj MPA 5 (výrobce Courage-Khazaka, 

Německo), který je nástupcem přístroje Tewameter TM300 (stejný výrobce). Tento přístroj 

byl v testu srovnávajícím přístroje pracující na různém principu (otevřený nebo uzavřený 

systém) vyhodnocen jako nejlepší (Fluhr 2006). I kdyţ je tato kontrolní metoda oficiálně 

i různými autory doporučována (OECD 2004a, WHO 2006, Raney 2006, Simonsen 2007, 

Elmahjoubi 2009), je nutno doplnit, ţe některými autory je kritizována (Chilcott 2002, 

Netzlaff 2006, Henning 2008). Důvodem je malá citlivost na bodové defekty kůţe 

(propíchnutí), které však významně ovlivňují propustnost. Stejný jev jsme pozorovali 

i v našich experimentech, kdy významný vliv na zvýšení hodnot TEWL mělo vliv aţ 

několikanásobné propíchnutí kůţe tenkou injekční jehlou, zatímco při poškrábání povrchu 

kůţe (touto jehlou) stačil jiţ cca 1 mm dlouhý defekt k významnému zvýšení hodnoty 

TEWL (nepublikovaná data).  
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Dalším potenciálním problémem pouţívání metody TEWL je chybějící 

standardizace. Obecně jsou pouţívány dva typy měření (otevřená nebo uzavřená komůrka 

sondy) ve značném počtu typů přístrojů od různých výrobců. Kaţdý přístroj má svá 

specifika a jím získané hodnoty se liší. V literatuře jsou popisovány různé hodnoty TEWL 

kritéria pro pouţití nebo vyřazení koţního vzorku v experimentu. Většinou se pohybují 

v rozmezí 2–30 g/m
2
/h.  Elmahjoubi a kol. pouţívali uzavřený typ komůrky (přístroj 

AquaFlux, výrobce Biox Systems Ltd, Londýn, Velká Británie) a na kůţi prasečího ucha 

naměřili průměrný TEWL 30,21±1,27 g/m
2
/h (Elmahjoubi 2009). Vallet a kol. (Vallet 

2008) pouţili pro měření otevřený systém (přístroj Tewameter TM210, výrobce Courage-

Khazaka, Německo) a uvádějí jako normální hodnoty TEWL pro prasečí kůţi 2–30 g/m
2
/h, 

v experimentech následně pouţívali vzorky s hodnotami 3–11 g/m
2
/h. Stejný přístroj 

a vzorky kůţe prasečího ucha pouţili i Duracher a kol. (Duracher 2009), kteří 

v experimentech pouţili vzorky s TEWL do 15 g/m
2
/h. Elkeeb a kol. (Elkeeb 2010) 

provedli porovnání měření TEWL pomocí tří přístrojů a srovnávali tyto výsledky s testem 

pouţití tritiové vody. K testování pouţívali dermatomovanou lidskou kůţi. Při pouţití 

přístrojů Tewameter TM 210 (otevřený systém) a přístroje VapoMeter (uzavřený systém, 

výrobce Delfin Technologies Ltd., Finsko) naměřili hodnotu TEWL u nepoškozené kůţe 

přibliţně stejnou, okolo 10 g/m
2
/h. Přístrojem Aqua Flux AF200 (uzavřený systém) však 

naměřili hladiny aţ okolo 30 g/m
2
/h. Rubio a kol. (Rubio 2011) uvádí průměrnou hodnotu 

TEWL dermatomované kůţe prasečích zad (měřenou přístrojem Tewameter TM210) 

8,1±2 g/m
2
/h. Závěrem nutno doplnit, ţe na hodnoty TEWL má téţ vliv typ pouţité 

penetrační membrány, jiný je u plné kůţe a jiný u dermatomované kůţe (Atrux-Tallau 

2007). 

Vzhledem k tomu, ţe náš přístroj k měření TEWL (MPA 5) je nástupcem řady 

Tewameter, rozhodli jsme se jako kritérium pro vyřazování koţních vzorků uţívat hodnotu 

TEWL nad 15 g/m
2
/h. Tuto hodnotu (nebo jí blízkou) pouţívali u stejného typu kůţe i jiní 

autoři (Duracher 2009, Vallet 2008). 

Další pouţitou metodou k ověření integrity kůţe bylo měření elektrické rezistence 

kůţe (TER). Podobně jako při měření TEWL, ani zde neexistuje jedna jasná standardní 

hodnota udávající pouţitelnost koţního vzorku. Výjimku tvoří jen potkaní kůţe, kde je 

OECD poţadováno 5 kΩ (OECD 2013a). Hodnota TER byla v publikovaných studiích 

měřena různými přístroji pracujícími na různých frekvencích (od 1 do 1000 Hz), na 

různých penetračních membránách (kůţe myší, potkaní, prasečí, lidská; kaţdá z nich můţe 

být plná, dermatomovaná nebo jen epidermální membrána; přehled např. Fasano 2002, 
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White 2011). Nutno zmínit i další vlivy, které ovlivňují elektrický odpor kůţe, jako jsou 

hydratace kůţe (vyšší hydratace vede ke sníţení elektrické rezistence) a ionizace média 

(Fasano 2002). 

S ohledem na námi pouţívanou koţní membráně (plnou prasečí kůţi) jsme se 

rozhodli přijmout jako vylučující kritérium hodnotu TER 1,57±0,13 kΩcm
2
, kterou na 

stejném typu membrány publikovali Davies a kol. (Davies 2004). Vzorky kůţe, kde byl 

naměřen niţší odpor (při poškození kůţe se její elektrický odpor sniţuje, na rozdíl od 

TEWL, který se u poškozené kůţe zvyšuje), byly z experimentů vyřazeny. 

 

Doba trvání experimentu 

Doba trvání testu transdermální absorpce můţe být různá, v ideálním případě 

imituje podmínky reálné situace. OECD doporučuje jako nejvhodnější dobu trvání 

experimentu in vitro 24 h (OECD 2004c) a déle (OECD 2004a). Dolní hranice není 

v podstatě ničím omezena, horní hranice této doby je limitována enzymatickou 

a chemickou degradací koţní bariéry, kterou po 72 h jiţ nelze povaţovat za intaktní. 

Nicméně v odborné literatuře byly popsány i delší studie (Ge 2010).  

Doba testování by se měla rovnat zhruba 2,7 násobku lag time. Před touto dobou 

nedojde k vytvoření ustáleného stavu (Williams 2003, Selzer 2013). Hodnota lag time je 

přitom výrazně ovlivňován tloušťkou koţní membrány, nejdelší je při pouţití plné kůţe 

(Henning 2008).  

V případě testování validity našeho koţního modelu (za pouţití kofeinu jako 

testované látky) byla doba trvání experimentu dána podmínkami původní studie (Duracher 

2009) a činila 24 hodin. 

Při testování absorpce polyaromátů byla, v návaznosti na výsledky jiných autorů, 

zvolena doba trvání experimentu 72 h (Sartorelli 1998, 1999 Payan 2008). Pro zástupce 

PAU s menší molekulou byl tento interval více neţ dostačující. Například u naftalenu činil 

jeho průměrný lag time v případě pouţití acetonového rozpouštědla 0,75±0,33 h, za pouţití 

slunečnicového oleje 2,07±1,50 h. Při samostatném podání naftalenu byla průměrná 

hodnota lag time 0,86±0,65 h, při aplikaci ze směsi PAU byla 0,98±1,06 h. Uvedená doba 

byla vyhovující i pro absorpci fluorenu (průměrný lag time 8,14±8,10 h při samostatné 

aplikaci a 7,00 ±1,77 h při aplikaci směsi) a fenantrenu (průměrný lag time 14,87±5,49 h 

při individuální aplikaci, 16,77±6,06 h při aplikaci směsi). 

V případě antracenu aplikovaného samostatně (průměrný lag time 16,97±2,55 h) 

byla doba 72 hodin ještě dostačující, avšak při aplikaci směsi obsahující antracen 
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(průměrný lag time 34,12±6,59 h) jiţ by byla vhodnější doba delší. Podobně tomu bylo 

u zbývajících zástupců PAU s větší molekulou. U benz[a]antracenu byla průměrná hodnota 

lag time při samostatné aplikaci 37,95±25,02 h a 38,73±4,42 h při aplikaci směsi; u pyrenu 

30,78±7,15 h při samostatné aplikaci a 33,11±4,05 h při aplikaci směsi. U benzo[a]pyrenu 

byla hodnota lag time dokonce 50,98±13,28 h při individuální aplikaci a v případě 

směsného podání k absorpci vůbec nedošlo.  

 

Hodnocení transdermální absorpce 

Zatím nejlepší metoda k hodnocení transdermální absorpce („total recovery“) 

stanovuje testovanou látku ve všech kompartmentech modelu (OECD 2004a). Je 

prováděna analýza testované látky z povrchu kůţe, v rohové vrstvě, ve zbývající 

epidermis, v dermis a v receptorové tekutině. Rozdělení kůţe na jednotlivé součásti 

s různými penetračními vlastnostmi umoţňuje popsat chování testované látky uvnitř 

membrány. Lze odhadnout, kterými částmi testovaná látka prochází dobře a kterými hůře, 

a kde se můţe deponovat. Z takto získaných hodnot je potom moţno vypočítat celkovou 

absorpci v procentech podané dávky nebo v hmotnostních jednotkách (gramy, moly) 

v závislosti na čase a resorpční ploše. Dále je moţno spočítat flux (v případě podání 

infinite [„nekonečné“] dávky se jedná o steady state flux; v případě podání finite 

[„konečné“] dávky o pseudo-steady state flux), lag time a permeační koeficient testované 

látky.  

Přístup „total recovery“ je sloţitý a vyţaduje určitou zkušenost s prováděním testů 

transdermální absorpce. Tyto zkušenosti nám (vzhledem k zavádění metodiky) chyběly, 

a proto jsme k hodnocení absorpce zvolili přístup jednodušší, kdy je kůţe brána jako jeden 

celek (Selzer 2013) a k výpočtům základních parametrů absorpce (flux a lag time) se 

pouţívá pouze analýza receptorové tekutiny. Procentuální hodnocení vstřebané dávky, 

které bývalo pouţíváno ve starších publikovaných pracích (např. Ng 1992), se nám jevilo 

jako méně vhodný hodnotící parametr, neboť je velmi závislé na mnoţství a koncentraci 

donorové látky a nepopisuje proces absorpce tak dobře, jako flux (mnoţství látky, které 

prochází skrz membránu v době ustáleného průtoku) a lag time (doba potřebná k ustavení 

tohoto ustáleného průtoku). Obdobné stanovisko bylo nedávno publikováno v práci Frasch 

a kol. (Frasch 2014).  

Hodnoty absorpce látek v jednotlivých difúzních komůrkách (v daných časových 

intervalech) byly vypočteny z hodnot koncentrací látek ve vzorcích receptorové tekutiny, 

k nimţ byla přičítána mnoţství odebraná v předchozích časových intervalech (Nielsen 
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2010). Mnohem obtíţnějším je ale stanovení fluxu a lag time. Metodiky provádění testů 

transdermální absorpce popisuje poměrně podrobně řada oficiálních dokumentů 

(a odborných článků). Metodiky obsahují doporučené protokoly provádění testů 

a specifikují poţadavky experimentů (typy komůrek, koţních vzorků, testovaných látek, 

receptorové tekutiny, způsob analýzy). Chybějí však přesnější definice způsobů, jak mají 

být získané hodnoty absorpce zpracovány a dále hodnoceny (Colipa 1997, Diembeck 1999, 

OECD 2004a, 2004c, EU 2004, US EPA 2004a, WHO 2006, OECD 2011, EFSA 2012). 

K výpočtu hodnoty flux zde bývá uváděn první Fickův zákon (viz kap. 2.2.9), který je však 

těţko pouţitelný k výpočtu fluxu ze získaných hodnot absorpce. Flux proto bývá počítán 

z lineární části křivky absorpce/čas (Frasch 2007, Duracher 2009, Baert 2010). Toto 

stanovení „lineární části křivky“ je však prováděno individuálně hodnotitelem 

(konzultováno s renomovanými pracovišti zabývajícími se problematikou transdermální 

absorpce) a záleţí na rozhodnutí experimentátora, které body křivky budou zahrnuty do 

výpočtu. Hodnota fluxu je potom vypočtena pomocí lineární regrese přímé části grafu 

absorpce (Graf 2) podle rovnice přímky (y = kx + q). Hodnota flux odpovídá směrnici 

přímky (k) a hodnota lag time je dána hodnotou x pro y = 0. 

Vzhledem k tomu, ţe neexistuje oficiální doporučení, které body by měly být 

zahrnuty do hodnocení pomocí lineární regrese, můţe být posuzování hodnot absorpce 

různými hodnotiteli zatíţeno poměrně velkou interindividuální chybou. Na tento 

problémem poukázali i Niedorf a kol. (Niedorf 2008), kteří v návaznosti vytvořili 

doporučení, které body do hodnocení zahrnout a které eliminovat. Avšak i tento algoritmus 

je do určité míry závislý na posouzení hodnotitele.  

Pro odstranění výše jmenovaných nedostatků jsme ve spolupráci s Ústavem 

Lékařské biofyziky (Lékařská fakulta UK v Hradci Králové) sestavili počítačový model, 

který k odhadu parametrů fluxu a lag time vyuţívá všechna experimentálně získaná data 

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

 

7.2 Experimentální část 

 

Validace metodiky – test transdermální absorpce kofeinu 

 Ověření metodiky testování transdermální absorpce látek bylo provedeno pomocí 

dermální permeace kofeinu in vitro. Kofein spolu testosteronem a benzoovou kyselinou 

jsou doporučovány OECD jako referenční látky pro provádění in vivo a in vitro testů 
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dermální absorpce (OECD 2004a). Vzhledem k tomu, ţe dermální kinetika kofeinu je 

dobře známa, je často pouţíván k porovnávání různých testovaných parametrů. Jedná se 

například o vliv acetonu na poškození bariéry ve stratum corneum (Tsai 2001), vliv teploty 

na absorpci (Akomeah 2004), vliv typu koţní membrány na absorpci (Atrux-Tallau 2007), 

porovnání absorpce na kůţi normální a uměle vytvořené (Netzlaff 2007), vliv různého typu 

urychlovačů (enhancerů) absorpce (Duracher 2009), vliv koncentrace donorové látky na 

absorpci (Mustapha 2011) a vliv podmínek skladování kůţe na následnou absorpci 

(Nielsen 2011).  

Základem pro validaci našeho modelu byla práce Duracher a kol. (Duracher 2009), 

v níţ jsou pro absorpci kofeinu na nedermatované kůţi prasete (získané v plné tloušťce 

z ušního boltce) uváděny hodnoty fluxu 4,90±2,10 μg/cm
2
/h a lag time 1.1±0.5 h. Autoři 

na povrch kůţe aplikovali 10 μl 2% vodného roztoku kofeinu, difúzní plocha činila 

0,95 cm
2
. Pro zajištění homogenní distribuce donorové tekutiny na povrchu koţní 

membrány bývá doporučován minimální aplikační objem 25 μl/cm
2
 (van de Sandt 2004).  

V souladu s tímto doporučením jsme v rámci validačního experimentu zvolili aplikační 

objem 44 μl/1,77 cm
2
. Oproti práci Duracher a kol. tak bylo mnoţství kofeinu aplikované 

na cm
2 

povrchu kůţe přibliţně 2,5x větší. Při srovnatelné rychlosti difúze bylo u našich 

experimentů moţno očekávat pomalejší pokles koncentrace kofeinu v donorové tekutině 

s vyššími hodnotami odhadu fluxu. Stejným efektem by se měla projevit i rovnoměrnější 

distribuce donorové tekutiny na difúzní ploše.  

Duracher a kol. pouţili jako receptorovou tekutinu fyziologické sérum (Versol 

NaCl 0,9%). V našem případě byl preferován, v souladu s výše citovanou prací van de 

Sandta, běţně uţívaný fyziologický roztok (van de Sand 2004). Rozpustnost kofeinu ve 

vodě je vysoká, Duracher a kol. (Duracher 2009) udávají hodnotu 31,4 g/l. Námi nalezené 

koncentrace kofeinu ve vzorcích receptorové tekutiny z testovacích komůrek se 

pohybovaly na hladinách  ≤ 25,6 mg/l.  Za této situace nebyla rychlost difúze ovlivňována 

omezenou rozpustností kofeinu a přítomnost proteinů v receptorové tekutině tak nebyla 

nutná. Absence proteinů ve vzorku umoţnila přímý nástřik receptorové tekutiny na kolonu 

kapalinového chromatografu (vlastní HPLC analýze nemusela předcházet deproteinace 

vzorku).  

Hodnota dat dermální absorpce, prezentovaných různými pracovišti, můţe být 

významně ovlivněna technikou výpočtu sledovaných parametrů. Variace se mohou projevit 

zejména při aplikaci konečné dávky (finite dose), kdy je z křivky popisující závislost 

koncentrace testované látky v receptorové tekutině na čase odhadována hodnota směrnice 
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v inflexním bodě (maximální hodnota směrnice pro danou křivku). Z těchto důvodů byl 

námi pouţitý software vyvinut se zřetelem na objektivizaci maximálního odhadu 

sledovaných parametrů. 

Hodnoty parametrů absorpce zjištěné ve validačním experimentu činily 

6,85±2,99 µg/cm
2
/h (flux) a 2,03±1,27 h (lag time) a lze je povaţovat za srovnatelné s daty 

prezentovanými v práci Duracher a kol (Duracher 2009). Lze konstatovat, ţe test 

transdermální absorpce kofeinu (provedený v rámci validačního experimentu) potvrdil 

spolehlivost zavedené metodiky.  

Námi získaná data jsou v souladu s rozsáhlou studií provedenou van de Sandtem 

a kol. (van de Sandt 2004). Autoři studie se snaţili získat informace o validitě metodik 

perkutánní absorpce porovnáním intra- a interlaboratorních rozdílů mezi 10 evropskými 

laboratořemi. Byly testovány absorpce tří látek (kofeinu, testosteronu a benzoové kyseliny) 

při standardizovaných experimentálních podmínkách (aplikovaná mnoţství, doba 

provádění testu, rozpouštědla, receptorová tekutina, příprava penetračních membrán, 

analýza). V devíti laboratořích byla pouţívána lidská kůţe z různých míst těla (hrudník, 

břicho, stehno), v jedné laboratoři pouţili kůţi potkaní. Všechny vzorky kůţe byly před 

pouţitím zamraţeny (většinou při –20 °C, ve dvou laboratořích při –70 °C) a byly pouţity 

v průběhu jednoho roku od odběru. V případě pouţití lidské kůţe byla tato pouţita 

většinou jako plná (tloušťka od 0,7 do 1,8 mm), ve třech laboratořích byla pouţita kůţe 

dermatomovaná (tloušťka 0,3–0,7 mm). Kofein byl aplikován v koncentraci 4 mg/ml směsi 

etanol/voda (1 : 1, v/v), aplikační objem činil 25 µl/cm
2
. Získané vzorky (donorové 

aplikanty a receptorová tekutina) byly analyzovány centrálně ve vybraných laboratořích. 

Výsledky testů dermální absorpce kofeinu ukazuje níţe uvedená tabulka.  

V diskutované práci se průměrné hodnoty fluxu pro plnou lidskou kůţi, udané 

jednotlivými laboratořemi, pohybují v rozmezí 0,46–2,83 µg/cm
2
/h. Námi získaná hodnota 

fluxu pro 5x vyšší aplikovanou koncentraci kofeinu v donorové tekutině (týţ objem 

donorové tekutiny/cm
2
 kůţe) činí 6,85 µg/cm

2
/h.  Přes rozdíly ve sloţení donorové 

tekutiny (voda oproti 50% etanolu) a zdroji testované plné kůţe (prase/člověk) je tedy náš 

odhad fluxu cca 5x vyšší. 

Hodnota lag time by neměla záviset na koncentraci testované látky v donorové 

tekutině. V diskutované práci (van de Sandt 2004) se odhady lag time pro plnou lidskou 

kůţi pohybují v rozmezí hodnot 1,7-5,2 h. Námi nalezená hodnota (2,03 h) potom leţí 

v uvedeném rozmezí.  
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Výsledky testů transdermální absorpce kofeinu provedeného v různých evropských laboratořích (van de 

Sandt 2004) 

Laboratoř  Typ kůže  Experiment 

číslo  

Počet 

vzorků 

Flux 

(µg/cm
2
/h) 

Lag time 

(h) 

University of Newcastle, 

Velká Británie 

lidská (hrudník) 

dermatomovaná 

1 6 10,40 1,9 

2 7 3,92 1,0 

3 5 1,20 0,8 

průměr  5,17±4,73 1,2±0,8 

Instituto di Medicina del 

Lavoro,  

Siena, 

Itálie 

 

lidská (stehno) 

plná 

1 3 0,82 3,1 

2 3 0,54 5,3 

3 6 0,59 5,7 

4 3 1,11 6,4 

5 3 0,83 5,3 

průměr  0,78±0,23 5,2±1,2 

Universita di Trieste, 

Itálie 

lidská (břicho) 

plná 

1 5 0,56 2,7 

2 7 0,31 3,1 

3 6 0,51 2,7 

průměr  0,46±0,13 2,8±0,2 

TNO Nutrition and Food 

Research,  

Zeist, 

Holandsko 

lidská (břicho) 

plná 

 

 

 

1 7 2,58 3,5 

2 7 2,77 3,5 

3 7 1,66 4,2 

průměr  2,34±0,59 3,7±0,4 

Institut National de 

Recherche et de Sécurité,  

Vandoeuvre Cedex, 

Francie 

potkaní 1 8 7,74 1,3 

2 7 6,17 1,0 

3 7 6,56 1,3 

průměr  6,82±0,82 1,2±0,2 

Imperial College London, 

Velká Británie 

lidská (břicho) 

plná 

1 7 1,65 3,0 

2 7 2,36 2,1 

3 7 1,39 4,5 

průměr  1,80±0,50 3,2±1,2 

Health and Safety 

Laboratory Sheffield, 

Velká Británie 

lidská (břicho) 

dermatomovaná 

1 5 3,09 1,3 

2 4 1,97 1,0 

3 3 2,69 1,2 

průměr  2,58±0,57 1,2±0,7 

University of Southern 

Denmark,  

Odense, 

Dánsko 

lidská  

(hrudník, břicho) 

plná 

1 7 1,44 2,0 

2 7 1,37 2,0 

3 7 0,68 2,0 

průměr  1,16±0,42 2,0±0,0 

University of Erlangen-

Nuremberg,  

Erlangen, 

Německo 

lidská 

(hrudník, stehno) 

plná 

1 7 2,56 1,1 

2 7 2,46 1,7 

3 7 3,50 2,4 

průměr  2,83±0,58 1,7±0,7 

Huntingdon Life Science, 

Eye, 

Velká Británie 

lidská 

(břicho, stehno) 

dermatomovaná 

1 5 2,46 1,3 

2 5 2,43 2,4 

3 6 4,18 2,4 

průměr  3,02±1,00 2,0±0,6 
Legenda: výsledky testů transdermální absorpce kofeinu provedeného v 10 evropských laboratořích, tučně 

průměr±směrodatná odchylka (podle van de Sandt 2004) 

 

 



128 

 

Transdermální absorpce PAU 

V první fázi experimentálních prací jsme sledovali vliv rozpouštědla a koncentrace 

látky na transdermální absorpci pyrenu. Analýzy receptorové tekutiny byly prováděny 

v akreditovaných laboratořích Úseku forenzní a klinické toxikologie ÚKBD FN Hradec 

Králové metodou plynové chromatografie s hmotnostní detekcí (GC-MS). S ohledem na 

náklady spojené s vyuţíváním tohoto analytického systému a v neposlední řadě 

i s ohledem na jeho vytíţení v podmínkách fakultní nemocnice, jsme odběry receptorové 

tekutiny omezili na intervaly 12, 24, 48 a 72 hod. V rámci úvodních (pilotních) studií byl 

na kůţi prasete aplikován pyren v dávce 0,95 mg/g, aplikační roztok byl připravován 

v acetonu a na kůţi bylo nanášeno 100 μl roztoku. V této části experimentů ještě nebyla 

známa míra sorpce PAU na stěny plastových laboratorních nádob a to i přes přítomnost 

albuminu v receptorové tekutině. Ztráty analytů během stání vzorků v plastových 

zkumavkách za pokojové teploty byly identifikovány a minimalizovány aţ během vývoje 

HPLC metody stanovení PAU. Stejné pozorování nedávno publikovali Fries a Zarfl (Fries 

2012). 

Odhad parametrů absorpce (flux a lag time) byl prováděn standardním postupem 

(proloţením experimentálních dat přímkou). Hodnota lag time pyrenu se pohybovala na 

hladině 15,4 h (Příloha 2), resp. 14,4 h (Příloha 3). Ve třetí fázi experimentů bylo výše 

uvedené dávkové schéma zopakováno. Vzorky receptorové tekutiny byly odebírány 

v intervalech 12, 20, 24, 28, 44, 52, 68, 72, 76 h, analyzovány kapalinovou chromatografií 

(HPLC) a získané hodnoty absorpce v daných časových intervalech hodnoceny programem 

Iteration Tool. V tomto případě byl lag time pyrenu odhadnut na 30,8 h (Tab. 18).  

V úvodních studiích byly k odhadům hodnot parametrů fluxu a lag time k dispozici 

pouze čtyři experimentální body z odběrů v rozmezí 12–72 h. Je doporučováno (Williams 

2003), aby doba experimentu činila alespoň 2,7násobek doby lag time. Tomu v případě 

pyrenu (při hodnocení pomocí modelu Iteration Tool) odpovídá časová dotace 83 hodiny. 

Zpětný rozbor výsledků tedy připouští přítomnost systémové chyby v odhadu zmíněných 

parametrů provedených v rámci prvotních experimentů. V případě fluxu pyrenu je rozdíl 

mezi odhady provedenými v úvodních experimentech a ve třetí fázi experimentů dokonce 

řádový. 

Přes výše uvedené výhrady je moţné konstatovat, ţe úvodní experimenty byly 

prováděny dle standardních metodických postupů. Skutečnost, ţe výsledky byly zatíţeny 

(týmiţ) systematickými chybami, nebránila jejich vzájemnému porovnání při hodnocení 

vlivu rozpouštědla a koncentrace látky na transdermální absorpci pyrenu. Kritický rozbor 
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výsledků úvodních experimentů byl podnětem ke zdokonalení jak analytického koncovky, 

tak matematického hodnocení dat.  Validovaná analytická metoda a počítačový model 

Iteration Tool byly uţity ve druhé a třetí fázi experimentů. Odborné články o metodě 

a počítačovém modelu jsou připravovány do tisku.  

Podnětem k hodnocení vlivu rozpouštědla na dermální absorpci pyrenu byla 

skutečnost, ţe ve většině publikovaných článků zabývajících se absorpcí PAU, byl jako 

rozpouštědlo (nosné medium) běţně pouţíván aceton (Ng 1992, Sartorelli 1998, 1999, 

2001) nebo etanol (Payan 2008). Ani jedno z těchto rozpouštědel však není typické 

pro reálné podmínky, při kterých dochází k dermální expozici osob PAU (oleje a maziva, 

benzín, dehet, saze či terapeutická aplikace dehtové pasty). 

Při Goeckermanově terapii lupénky, na kterou byla soustředěna řada studií naší 

pracovní skupiny, je defektní povrch kůţe ošetřován dehtovou pastou. Běţně je při léčbě 

uţívána 3–5% dehtová pasta (5% dehtová pasta obsahuje 0,95mg pyrenu/g pasty); (Borská 

2006). Masťový základ „Unguentum leniens“, který je pouţíván pro výrobu dehtové pasty, 

obsahuje 50 % slunečnicového oleje (MZ ČR 2009).  

Z výše uvedených důvodů byl pro testování vlivu rozpouštědla na parametry 

dermální absorpce vybrán aceton (pro moţnost porovnání našich výsledků s odbornou 

literaturou) a slunečnicový olej (pro přiblíţení experimentů reálným expozičním 

podmínkám při Goeckermanově terapii). 

V odborné literatuře jsme o slunečnicovém oleji (ve smyslu míry ovlivňování 

dermálních expozic) nenalezli ţádné informace. Jak bylo výše uvedeno, jako rozpouštědlo 

se obvykle uţívá aceton. Ve srovnání se slunečnicovým olejem představuje aceton vysoce 

těkavé polární rozpouštědlo (neomezeně mísitelné s vodou), které ovlivňuje (rozpouští) 

lipidy rohové vrstvy.  Nicméně odborná literatura uvádí, ţe k  morfologickým změnám 

lidské kůţe dochází zhruba aţ po pětihodinovém působení acetonu. V tomto případě byl 

pozorován nárůst transepidermální ztráty vody, viditelné narušení intercelulárních vrstev 

a ztráta soudrţnosti mezi vrstvami (Fartasch 1997). Provádí-li se experiment bez okluze 

(jak tomu bylo i při našich experimentech), potom se aceton z donorového roztoku 

aplikovaného na kůţi rychle odpaří. Sartorelli a kol. (Sartorelli 1999) při tomto přístupu 

kontrolovali integritu lidské kůţe po odpaření acetonu pomocí 
3
H2O. Permeabilita kůţe 

nebyla působením acetonu ovlivněna (aplikováno bylo 30 μl acetonu na 1,77 cm
2
 kůţe). 

Dalším cílem úvodních experimentů bylo zhodnocení vlivu donorové koncentrace 

pyrenu na transdermální absorpci. Na povrch kůţe byly nanášeny aplikační roztoky 

obsahující pyren v koncentracích  0,95–9,5–95 mg/g. Jako rozpouštědlo byl v tomto 
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případě pouţit pouze aceton, neboť pyren v mnoţství odpovídajícím nejvyšší koncentrační 

úrovni 95 mg/g se jiţ ve slunečnicovém oleji plně nerozpustil. Srovnání acetonu 

a slunečnicového oleje pro koncentrační úrovně 0,95 a 9,5 mg/g bylo provedeno 

v paralelní studii.  Veškeré experimenty byly prováděny bez okluze. Objem nanášeného 

aplikačního roztoku činil vţdy 100 μl.  Vzorky receptorové tekutiny byly odebírány 

v intervalech 12, 24, 48, a 72 h a analyzovány pomocí GC-MS. 

V první studii (Příloha 3) byly získány hodnoty fluxu a lag time pro tři 

koncentrační úrovně pyrenu (rozpouštědlo aceton). Bylo poněkud překvapivé, ţe rozdíly 

v hodnotách fluxu nebyly významné. Rozdíl mezi nejvyšší (pro střední koncentraci) 

a nejniţší (pro nejvyšší koncentraci) hodnotu parametru flux byl pouze trojnásobný 

a statisticky nevýznamný. Nárůst koncentrace pyrenu v aplikačním roztoku byl přitom 

stonásobný.  

Nutno ovšem doplnit, ţe po aplikaci roztoku obsahujícího nejvyšší koncentraci 

pyrenu jsme po odpaření acetonu pozorovali tvorbu krystalků na povrchu kůţe.  Je 

pravděpodobné, ţe k tomuto jevu dochází i při niţších koncentracích (kdy jde o okem hůře 

zachytitelný jev). Velikost dávky potom určuje tloušťku této vrstvy a patrně i velikost 

částic penetrantu „vypadlého“ z roztoku. Pokud je povrch kůţe (po odpaření rozpouštědla) 

pokryt rovnoměrnou vrstvou tuhého penetrantu, měla by být termodynamická aktivita 

tuhého pyrenu ve všech komůrkách prakticky totoţná.  Blízké by měly být i hodnoty 

veličiny flux. 

Na velikosti dávky tedy zřejmě závisí pouze doba, po kterou soustava zůstává 

v ustáleném stavu. Situace však můţe být sloţitější, jak naznačuje pozorovaná (bodová) 

krystalizace pyrenu z nejkoncentrovanějšího roztoku. V tomto případě nejde o rovnoměrné 

pokrytí povrchu kůţe vrstvou tuhého penetrantu. Vztah mezi velikostí částic penetrantu 

(relativně vůči tloušťce membrány) a jeho schopností do této membrány difundovat blíţe 

popisuje  Romonchuk a kol. (Romonchuk 2006). 

Problematikou vlivu koncentrace látky na transdermální absorpci se zabýval Zorin 

a kol. (Zorin 1999). Autoři testovali průchod nikotinu z vodných nebo etanolových roztoků 

o různé koncentraci přes lidskou dermatomovanou kůţi. I oni našli nelineární závislost 

hodnoty flux na pouţité koncentraci. Nejvyšší hodnota flux (1 341,5 µg/cm
2
/h) byla 

nalezena při aplikaci 50% vodného roztoku (w/w), zatímco při pouţití 100% nikotinu 

a 1% vodného roztoku nikotinu (w/w) byly hodnoty flux podobné (82,0 a 88,2 µg/cm
2
/h). 

Autoři vyslovili názor, ţe plocha exponované kůţe je pro míru absorpce důleţitější neţ 

koncentrace látky v donorovém roztoku. 
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Ve druhé studii (Příloha 2) byly získány hodnoty fluxu a lag time pro dvě 

koncentrace pyrenu rozpuštěné v acetonu a slunečnicovém oleji. Hodnoty fluxu v případě 

acetonového rozpouštědla se pohybovaly na úrovních 0,0192 nmol/cm
2
/h pro koncentraci 

pyrenu 0,95 mg/g a 0,0150 nmol/cm
2
/h pro koncentraci 9,5 mg/g. V případě 

slunečnicového oleje se pohybovaly na úrovních 0,0088 nmol/cm
2
/h pro koncentraci 

0,95 mg/g a 0,0119 nmol/cm
2
/h pro koncentraci 9,5 mg/g. Z uvedeného je zřejmé, ţe 

změnou rozpouštědla (aceton/olej) dochází k významné změně hodnoty flux (v acetonu je 

hodnota flux zhruba dvojnásobná). Naproti tomu desetinásobné zvýšení koncentrace se na 

změně hodnoty flux projevilo jen nevýznamně. Lze se domnívat, ţe absorpce pyrenu 

prasečí kůţí by mohla mít (na úrovni testovaných koncentrací) limitovanou kapacitu.  

Ng a kol. (Ng 1992) naproti tomu rozdíly v hodnotách flux nalezli (v závislosti na 

koncentraci donorového roztoku). Tito autoři studovali dermální absorpci značeného 

pyrenu in vitro. V experimentech uţili dermatomovanou ţivou prasečí kůţi, na niţ 

aplikovali 10 μl donorového roztoku pyrenu v acetonu. Odpovídající dávky činily 

33,6 nmol/cm
2
 a 185 nmol/cm

2
 (v našem případě 212 nmol/cm

2
, 2 120 mol/cm

2
 

a 21 200 nmol/cm
2
). V intervalech 24 h prostoupilo do receptorové tekutiny 57,4 % 

(tj. 1 928,6 nmol; niţší dávka) a 26,9 % (tj. 4 976,5 nmol; vyšší dávka) aplikované 

radioaktivity. V discích (vzorcích) kůţe, na něţ byl aplikován pyren, bylo po experimentu 

nalezeno 12,5 % (tj. 420 nmol; niţší dávka) a 13,9 % (tj. 2 571,5 nmol; vyšší dávka) 

aplikované radioaktivity. Z uvedeného vyplývá, ţe přibliţně 5,5násobné zvýšení 

koncentrace donorového roztoku vedlo zhruba ke 2,5násobnému nárůstu mnoţství pyrenu 

prošlého kůţí. Je ovšem nutno zdůraznit, ţe v našich experimentech jsme aplikovali 

koncentrace 212 nmol/cm
2
, 2 120 mol/cm

2
 a 21 200 nmol/cm

2
, tedy koncentrace významně 

vyšší neţ Ng a kol. Lze se domnívat, ţe při tak vysokých koncentracích jsme se 

pohybovali jiţ nad transportní kapacitou kůţe. 

 V  první studii byly získány odhady parametru lag time pro tři koncentrační úrovně 

pyrenu (rozpouštědlo aceton). Nalezené hodnoty lag time klesaly s rostoucí donorovou 

koncentrací pyrenu a dosahovaly úrovní 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 

významný byl rozdíl hodnot lag time mezi první a třetí koncentrační úrovní. 

V následné studii, v níţ byl jako vehikulum srovnáván aceton a slunečnicový olej 

na dvou koncentračních úrovních, byl opět patrný trend poklesu lag time s rostoucí 

donorovou koncentrací pyrenu, byl-li jako rozpouštědlo uţit aceton. Nalezené hodnoty lag 

time v tomto případě činily 15,4 h (koncentrace pyrenu 0,95 mg/g), resp. 13,2 h 
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(koncentrace pyrenu 9,5 mg/g). V případě pouţití slunečnicového oleje jako rozpouštědla 

byly hodnoty lag time 17,4 h (koncentrace pyrenu 0,95 mg/g) a 18,1 h (koncentrace pyrenu 

9,5 mg/g). 

Z teoretických úvah vyplývá, ţe hodnota lag time závisí pouze na difuzním 

koeficientu penetrantu v daném prostředí a délce difuzní dráhy, která je obvykle 

aproximována tloušťkou membrány. Hodnota lag time by tudíţ neměla významně záviset 

na koncentraci penetrantu v donorovém roztoku. Pro úplnost dodejme, ţe experimenty 

byly prováděny s mrtvou kůţí, uplatňovat se proto mohla pouze pasivní difúze. 

 Pokud epidermis hodnotíme z pohledu obsahu vody, lze ji rozdělit na dvě vrstvy 

– vrchní rohovou vrstvu (stratum corneum, SC) a „ţivou“ epidermis (viable epidermis, 

VE). Rohová vrstva obsahuje „mrtvé“ silně odvodněné epidermální buňky (korneocyty), 

které spočívají v kontinuální lipidové matrici. Rohová vrstva je s ohledem na nízký obsah 

vody chápána jako lipofilní fáze. Vrstva VE obsahuje mnohem více vody neţ SC a je tudíţ 

povaţována za fázi primárně hydrofilní. Hlavním proteinem epidermis je potom keratin. 

V rohové vrstvě představují keratinová vlákna přes 90 % váhy proteinů a tvoří základ její 

buněčné hmoty. Polyaromáty se na keratin mohou reverzibilně vázat, jejich afinita ke 

keratinu vzrůstá s rostoucí lipofilitou molekuly (Hansen 2011). Ve škáře je navíc přítomen 

albumin, který téţ váţe PAU (Bert 1986, Dancik 2013). Rezervoárový efekt kůţe pro 

pyren (jeho reverzibilní interakce s kůţí) doloţili ve svých experimentech prováděných na 

potkanech in vivo i in vitro Payan a kol. (Payan 2008). 

Experiment srovnávající absorpci PAU v závislosti na rozpouštědle publikovali 

Sartorelli a kol. (Sartorelli 1999). Autoři popsali významné rozdíly v dermální absorpci 

pyrenu mezi acetonovým a olejovým nosným mediem. V jejich experimentu byla, stejně 

jako v naší práci, pouţita statická difúzní komůrka s absorpční plochou 1,77 cm
2
. 

Penetrační membránu tvořila plná kůţe z břicha kočkodana zeleného (Cercopithecus 

aetiops). Expoziční dávka (koncentrace pyrenu v donorovém vzorku) byla 9,3 nmol/cm
2
. 

Pouţití acetonu vedlo při všech odběrech k významně vyšší absorpci pyrenu v hodnotách 

0,25 nmol/cm
2
/24h; 0,45 nmol/cm

2
/48h a 2 nmol/cm

2
/72h. U oleje byly nalezeny hodnoty 

zhruba desetkrát niţší: 0,025 nmol/cm
2
/24h; 0,05 nmol/cm

2
/48h a 0,1 nmol/cm

2
/72h.  

 V souladu s výsledky studie Sartorelli a kol. byly i v našich experimentech ve 

všech případech nalezeny vyšší hladiny absorpce pyrenu u acetonového media (expoziční 

dávky: aceton: 209 nmol/cm
2
 a 2 095 nmol/cm

2
; olej: 235 nmol/cm

2
 a 2 347 nmol/cm

2
). 

Statisticky významný rozdíl mezi acetonem a olejem byl však nalezen, na rozdíl od 

Sartorelliho práce, pouze u hodnot zjištěných po 12 a 24 hodinách u niţší expoziční dávky 
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(p<0,05) a po 12 hodinách u expoziční dávky vyšší (p<0,01; viz Příloha 2). Ačkoliv v práci 

Sartorelliho byla pouţita niţší koncentrace donorové fáze, jsou výsledky absorpce v jeho 

i v našem experimentu řádově srovnatelné. Domníváme se, ţe je to způsobeno odlišnou 

penetrační membránou. Sartorelli pouţíval kůţi z břicha opice kočkodana zeleného. Tato 

kůţe obsahuje velké mnoţství vlasových folikulů, které mohou penetraci látky výrazně 

zvyšovat.  

Zatímco ve studii Sartorelliho byla nalezena zhruba desetinásobně vyšší úroveň 

absorpce pyrenu při pouţití acetonu jako rozpouštědla (v porovnání s olejem), v naší studii 

se vyšší absorpce pyrenu z acetonu pohybovala na úrovni dvou aţ pětinásobků (u niţší 

koncentrace pyrenu) resp. na úrovni srovnatelné s olejovým rozpouštědlem (u vyšší 

koncentrace pyrenu). Domníváme se, ţe jednou z příčin rozdílných úrovní absorpcí pyrenu 

můţe být sloţení pouţitých olejů. Zatímco Sartorelli a kol. ve svém experimentu pouţili 

syntetický olej („commercial synthetic lubricator for engines“), v našem experimentu byl 

pouţit olej slunečnicový (kompatibilita s Goeckermanovou terapií). Důleţitou součástí 

slunečnicového oleje je kyselina olejová, která tvoří 14–40 % tohoto oleje (MZ ČR 2009). 

Tato mononenasycená vyšší mastná kyselina je známa jako akcelerátor transdermální 

penetrace (např. Singh 2010). Literatura uvádí, ţe ve vyšších koncentracích olejová 

kyselina poškozuje vnitřní strukturu lipidových dvojvrstev. To můţe vést k defektům 

permeability a urychlit permeaci látek přes SC (Trommer 2006).  

Jiné vysvětlení můţe spočívat v ovlivňování penetračních vlastností kůţe pouţitým 

rozpouštědlem, jak vyplývá z recentní práce Gajjara a kol. (Gajjar 2014). Autoři studovali 

dermální absorpci těkavých rozpouštědel s cílem verifikovat matematický model. Značený 

aceton v mnoţství 12,5–25–37,5–50 µl/cm
2
 aplikovali na dermatomovanou lidskou kůţi. 

Své experimenty prováděli bez okluze v digestoři (při průtoku vzduchu kolem statických 

komůrek 0,92 m/s) a v receptorové tekutině stanovovali značený aceton. Maximální flux 

acetonu registrovali v intervalu 15 min od aplikace, po 2 hod od aplikace jiţ byl flux 

acetonu zanedbatelný.   

Z uvedených výsledků vyplývá, ţe po aplikaci pyrenu rozpuštěného v acetonu 

rozpouštědlo penetruje do kůţe, kde po dobu jeho průchodu zvyšuje s velkou 

pravděpodobností rozpustnost pyrenu ve vodné fázi ţivé epidermis (i ve škáře). Aceton 

s sebou potom unáší relativně vysokou koncentraci penetrantu, který je vychytáván 

vazebnými centry proteinů. Lze předpokládat, ţe úsek transportní dráhy, na němţ se 

vazebná centra proteinů takto nasytí, se prodluţuje s rostoucí výchozí koncentrací pyrenu 

ve vehikulu. Molekuly pyrenu, které tímto úsekem následně procházejí, jiţ nejsou brzděny 
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interakcemi s vazebnými centry proteinů. Důsledkem potom je jeho rychlejší průnik kůţí 

a zkrácení jeho lag time, které je tím výraznější, čím vyšší koncentrace pyrenu byla na kůţi 

aplikována 

Slunečnicový olej, který je rozpouštědlem viskózním, relativně nepolárním 

a s vodou nemísitelným, analogický efekt nevyvolal.   

 

Ve druhé fázi experimentálních prací jsme sledovali vliv rozpouštědla na 

transdermální absorpci naftalenu. Volba testovací látky byla determinována praktickými 

důvody. Naftalen je široce pouţívaná látka, má ze studované skupiny PAU nejmenší 

molekulovou hmotnost a kůţí proniká nejsnáze. K pořízení poţadované časové závislosti 

jeho absorpce kůţí postačoval experiment trvající 24 h.  

Při hodnocení vlivu rozpouštědla na dermální absorpci naftalenu byl jako donorový 

roztok pouţit roztok naftalenu v acetonu v koncentraci 5,4 mg/g  roztoku a roztok 

naftalenu ve slunečnicovém oleji v téţe koncentraci. Na kůţi bylo aplikováno vţdy 50 μl 

donorového roztoku, coţ představuje dávku naftalenu 0,95 μmol/cm
2
 (roztok v acetonu), 

resp. 1,07 µmol/cm
2
 (roztok ve slunečnicovém oleji). Výsledky ukazují Tab. 12 a 13 (kap. 

6.2.2). V případě acetonového rozpouštědla byla průměrná hodnota flux 

0,468±0,152 nmol/cm
2
/h, při pouţití olejového roztoku byl zhruba poloviční 

(0,212±0,155 nmol/cm
2
/h), rozdíl dosáhl statisticky významné úrovně (p = 0,010). 

Průměrná hodnota lag time byla po aplikaci roztoku naftalenu v acetonu 0,75±0,33 h, po 

pouţití olejového roztoku byla skoro třikrát delší (2,07±1,50 h). Nicméně tento rozdíl 

nebyl statisticky významný (p = 0,059). 

I v případě naftalenu, podobně jako u pyrenu, je úroveň absorpce testované látky 

výrazně menší a pomalejší při pouţití slunečnicového olejového jako donorového 

rozpouštědla. Tento závěr posiluje předpoklad, ţe za rozdílné hodnoty fluxu a lag time 

pyrenu i naftalenu pozorované po záměně donorového rozpouštědla je zodpovědný efekt 

vehikula. Naše výsledky lze podpořit i literárními údaji.  

Sartorelli a kol. porovnávali aceton a syntetický minerální olej jako donorová 

rozpouštědla pro směs třinácti polyaromatických uhlovodíků (Sartorelli 1999). In vitro 

experimenty prováděli s plnou kůţí kočkodana zeleného instalovanou ve statické difúzní 

komůrce s difúzní plochou 1,77 cm
2
, na niţ aplikovali 30 μl donorového roztoku 

(v acetonu a v oleji). Experimenty prováděli bez okluze, receptorovou tekutinou byl 

fyziologický roztok s přídavkem 4 % BSA a gentamicinem. Autoři pozorovali obdobný 

trend, jaký jsme pozorovali i my v našich experimentech - statisticky významný pokles 
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hodnoty fluxu a nárůst hodnoty lag time po náhradě acetonu jako donorového rozpouštědla 

syntetickým olejem. Trend pozorovali pro naftalen, fluoren, acenaften, antracen, fenantren 

a pyren.  

V případě naftalenu byla Sartorellim a kol. aplikována dávka 160 nmol/cm
2
 

v acetonu nebo v minerálním oleji. Pro aceton byla nalezena hodnota flux 

1,011 nmol/cm
2
/h a lag time 1,18 h a pro syntetický olej hodnota flux 0,274 nmol/cm

2
/h 

a lag time 4,86 h. V případě naší studie byla dávka naftalenu (v acetonu) aplikovaná na 

kůţi v koncentraci šestkrát vyšší, nicméně hodnota flux byla dvakrát niţší, neţ hodnota 

nalezená ve studii Sartorelli a kol. (Sartorelli 1999).  

Komplikovanost prezentované problematiky dokládá i následující studie. Frasch 

a kol. (Frasch 2007) studovali dermální absorpci naftalenu z tuhé substance. 

K experimentům uţili dermatomovanou prasečí dorsální kůţi nainstalovanou ve statické 

Franzově komůrce, receptorovou tekutinou byl Hanksův roztok. Experimenty byly 

prováděny ve dvou nezávislých laboratořích a byly zjištěny následující hodnoty flux a lag 

time: flux 238 a 58,8  nmol/cm
2
/h; lag time 0,82 a 2,02 h. Oproti našim výsledkům jsou 

uvedené hodnoty zhruba o dva řády vyšší.   

Je zřejmé, ţe srovnání experimentálních dat s literárními údaji je velmi 

komplikované a zatíţené mnoha nejistotami. Hlavní nejistoty se týkají pouţití různých 

ţivočišných druhů (vzorky kůţe), různých modelů studia dermální absorpce, různých 

podmínek aplikace penetrantu a variací ve způsobu hodnocení dat. 

 

Ve třetí fázi experimentálních prací jsme porovnávali vliv formy aplikace 

(individuální/směsná) na parametry transdermální absorpce. Hodnoceno bylo celkem osm 

zástupců PAU (antracen, benz[a]antracen, benzo[a]pyren, fenantren, fluoranten, fluoren, 

naftalen, pyren), které byly na donorovou část kůţe prasečího ucha, zamontované ve 

statické difúzní komůrce, aplikovány v acetonovém roztoku buď samostatně, nebo ve 

směsi obsahující čtyři zástupce PAU najednou. Pouţité koncentrace byly v obou případech 

aplikace stejné.  

Z výsledků je patrné, ţe rychlost, jakou jednotlivé polyaromáty penetrovaly kůţí, se 

značně lišila. Zatímco polyaromát s nejmenší molekulovou hmotností (naftalen) vykázal 

lag time 0,86 h, u polyaromátu s největší molekulovou hmotností (benzo[a]pyrenu) jiţ 

hodnota tohoto parametru činila 51 h. Obecně lze říci, v souladu s literárními údaji, ţe 

hodnota lag time PAU narůstala s jeho rostoucí molekulovou hmotností (Sartorelli 1999). 

Při posuzování výsledků je nutno brát v úvahu, ţe hodnota lag time není ovlivňována jen 
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tloušťkou membrány a difuzním koeficientem polyaromátu v daném prostředí, ale i jeho 

vazbou na proteiny kůţe (difundovat můţe pouze volná frakce polyaromáty). Difuzivita 

makromolekul albuminu přítomných v dermis je mnohem menší, neţ difuzivita malých 

molekul polyaromátů (Dancik 2013). 

Koncentrace polyaromátů v donorových roztocích byly voleny tak, aby odpovídaly 

jejich přibliţnému obsahu ve farmaceutické pastě (pouţívané při Goeckermanově 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). Koncentrační 

úrovně, na nichţ byly jednotlivé polyaromáty testovány, se tedy lišily o více neţ jeden řád. 

Lze proto předpokládat, ţe hodnoty flux, registrované při individuální aplikaci PAU, 

významně reflektovaly i rozdíly ve zvolených koncentračních úrovních. Hodnoty flux, 

nalezené při individuálních aplikacích polyaromátů, klesaly (podle očekávání) s klesajícím 

zastoupením PAU v donorové tekutině. 

Pokud byly polyaromáty na kůţi aplikovány ve směsi, byla hodnota flux vţdy niţší 

neţ při individuálním podání, přičemţ rozdíly mezi oběma způsoby podání narůstaly 

s rostoucí molekulovou hmotností testovaného polyaromátu (viz Obr. 41 a Příloha 4). 

U polyaromátů s nejmenší molekulovou hmotností (naftalen, fluoren) byl rozdíl mezi 

hodnotami fluxu vypočtenými z obou způsobů podání ≤ 17 %. Přítomnost dalších 

polyaromátů v donorové tekutině tedy měla na jejich prostup kůţí vliv minimální. 

Obdobné zákonitosti platily i pro hodnotu lag time.  V případě antracenu, fenantrenu 

a fluorantenu představovala hodnota flux u směsi polyaromátů 40–50 % hodnoty 

registrované při samostatném podání. V případě pyrenu to bylo 25 % hodnoty a v případě 

benz[a]antracenu jiţ jen 8,6 % hodnoty registrované při samostatném podání. Byl-li ve 

směsi podán benzo[a]pyren, pak jeho hladiny v receptorové tekutině zůstaly pod mezí 

stanovitelnosti metody (2,4 nmol/l) po celou dobu trvání pokusu (72 hodin.). Hodnoty flux 

a lag time pro směsné podání benzo[a]pyrenu tedy nebylo moţno stanovit.  

Hodnota lag time byla směsnou aplikací ovlivněna méně neţ hodnota flux. 

U většiny polyaromátů se hodnoty parametru lag time, vypočtené z individuální a směsné 

aplikace, nelišily o více neţ ± 14 %. Výraznější nárůst hodnoty lag time při směsné 

aplikaci byl zjištěn pouze v případě fluorantenu (o 32 %) a především antracenu (o 101 %).  

Dosaţené výsledky naznačují, ţe aplikace PAU ve směsi můţe mít především 

negativní dopad na hodnotu flux (tj. na mnoţství PAU, které kůţí projde za jednotku času). 

Tento efekt byl obecně tím výraznější, čím větší byla molekulární hmotnost polyaromátu. 

Zdá se pravděpodobné, ţe ke kompetici mezi polyaromáty dochází v místě aplikace. Další 
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moţností je omezená kapacita albuminu v receptorové tekutině. Výsledky provedené 

studie rozpustnosti PAU tuto alternativu však nepodporují (Tab. 5, 6, 7).  

Aby se jednoznačně vyloučil moţný vliv kumulace penetrantů v receptorové 

tekutině na jejich prostup kůţí, bylo by ţádoucí měnit při kaţdém odběru vzorku celý 

objem receptorové tekutiny. Dále by bylo vhodné provádět experimenty na samotné 

epidermis (aby se vyloučil vliv vazby na dermální proteiny), nebo po ukončení 

experimentu na plné kůţi provádět hodnocení „total recovery“ (stanovit mnoţství 

penetrantu zbylé na povrchu kůţe, ve stratum corneum, v „ţivé“ epidermis a ve zbývající 

dermis). 

Námi zjištěné poznatky ukazují na komplikovanost a nejistotu odhadů zdravotního 

rizika v případě expozice směsím PAU. Jsou-li známy relevantní informace 

o transdermální kinetice PAU (zatím jen velmi limitovaná data), byly tyto většinou získány 

v experimentech hodnotících podání jednotlivých PAU, coţ je pro naprostou většinu 

expozic PAU ze ţivotního a pracovního prostředí netypické (Ng 1992, Moody 1995, 

Frasch 2007, Payan 2008).   

Vliv způsobu podání (samostatně nebo ve směsi) zásadně ovlivňuje míru absorpce 

PAU a významně zvyšuje nejistoty při odhadu souvisejících zdravotních rizik. Nicméně 

pokud by byly známy validní informace o maximální dermální absorpci jednotlivých PAU 

(individuální aplikace maximálně koncentrovaného donorového roztoku v „infinite dose“), 

bylo by moţné předpokládat, ţe absorpce v případě směsi nebude vyšší. To by pro danou 

směs PAU umoţnilo stanovení maximálních rizik (účinků) dermální expozice (dle 

konzervativního scénáře).  

Poţadované informace o dermálních charakteristikách PAU v současné době 

k dispozici nejsou. Flynnova databáze (viz kap. 2.3) obsahuje informace 

o 94 sloučeninách. Zahrnuje celkem 97 koeficientů permeability získaných v in vitro 

experimentech na lidské kůţi (meta-analýza 15 literárních zdrojů); (Flynn 1990). Novější 

Kirchnerova databáze (vychází z Flynnovy databáze) obsahuje informace o 114 látkách 

(Kirchner 1997). Polyaromáty se však bohuţel mezi těmito látkami nenacházejí. Z výše 

uvedených důvodů se výzkumná činnost našeho pracoviště bude i nadále orientovat na 

stanovení základních charakteristik vybraných PAU v závislosti na proměnlivých 

podmínkách expozice. 
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8. Závěr 

Předkládaná disertační práce má název „Kinetika vybraných látek při dermální 

expozici (polycyklické aromatické uhlovodíky)“ a k jejím stěţejním cílům patřilo 

(1) zavedení a validace vhodné metodiky testování transdermální absorpce látek in vitro 

a (2) pouţití této metodiky k získání nových poznatků o vlivu koncentrace, typu 

rozpouštědla a formy aplikace na míru transdermální absorpce vybraných zástupců PAU.  

Pro naplnění výše uvedených cílů byla vybrána metodika pouţívající vertikální 

statickou difúzní komůrku dle Franze. Jako absorpční membrána v testovací soupravě 

slouţila plná kůţe zadní plochy ušního boltce prasete domácího. Obsah stanovovaných 

látek ve vzorcích receptorové tekutiny (tvořené Hanksovým roztokem s BSA 

a gentamicinem) byl analyzován pomocí plynové chromatografie s hmotnostní detekcí 

(GC-MS) a pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie s fluorescenční detekcí 

(HPLC), pro niţ byla vyvinuta a validována nová metodika. Ze získaných dat byly 

počítány hodnoty základních charakteristik transdermální absorpce PAU (flux a lag time). 

Pro výpočty byl vytvořen nový počítačový model, který stanovení charakteristik 

transdermální absorpce významně zpřesňuje (publikace je připravována).  

Disertační práce přináší nové poznatky v oblasti základních charakteristik 

transdermální absorpce PAU in vitro. Tyto poznatky lze vyuţít při odhadu úrovně 

zdravotních rizik dermální expozice PAU.  

Bylo prokázáno, ţe i relativně nízké donorové koncentrace PAU mohou naplňovat 

kapacitu transportních cest v kůţi. Z pohledu faktorů ovlivňujících celkovou míru 

transdermálního přenosu PAU má velikost exponované plochy kůţe větší vliv neţ 

koncentrace PAU v aplikovaném roztoku. PAU s malou molekulovou hmotností byly 

absorbovány rychleji a ve větším mnoţství neţ PAU s vyšší molekulovou hmotností. 

Míra dermální absorpce PAU významně závisela na charakteru rozpouštědla. 

Pouţití olejového rozpouštědla mělo za následek (v porovnání s pouţitím standardního 

rozpouštědla acetonu) niţší hodnotu míry dermální absorpce. Reálné expozice PAU 

v ţivotním a pracovním prostředí bývají spojovány s tukovými (olejovými) bázemi 

(prostředím). Je pravděpodobné, ţe v případech, kdy jsou pro účely odhadů zdravotních 

rizik dermální expozice PAU pouţívány „acetonové“ údaje, má odhadované riziko 

nadhodnocený (konzervativní) charakter.  

Rovněţ forma aplikace látky významně ovlivňovala míru dermální absorpce PAU 

(individuální/směsná aplikace). Ve všech experimentech byla niţší míra dermální absorpce 
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nalezena při aplikaci směsi PAU (v porovnání s aplikací individuální). S ohledem na 

skutečnost, ţe PAU se v ţivotním a pracovním prostředí vyskytují téměř výhradně ve 

směsích, bude mít úroveň rizika dermální expozice směsi PAU, odhadovaná na základě dat 

získaných při individuální aplikaci, nadhodnocený (konzervativní) charakter. 

Výsledky dílčích experimentů byly publikovány v odborných časopisech a na 

tuzemských a mezinárodních vědeckých konferencích. Souborný článek, shrnující všechny 

výsledky této studie, je v současné době připravován. 

Experimenty s dermální expozicí PAU budou na Ústavu hygieny a preventivního 

lékařství Lékařské fakulty UK v Hradci Králové pokračovat. Chceme se zaměřit na 

hodnocení celkového profilu testovaných látek („total recovery“) a na vyuţití těchto 

výsledků k výpočtu maximálních absorpcí vybraných zástupců PAU. Údaje by mohly 

přispět k dalšímu zpřesňování základních charakteristik transdermální absorpce pro účely 

hodnocení (odhadů) zdravotních rizik. Na tomto místě povaţuji za nutné upozornit, ţe 

stávající databáze informací o dermálních absorpcích látek (Flynn 1990, Kirchner 1997) 

neobsahuje informace o dermální kinetice (absorpci) PAU.  

Souběţně plánujeme testování absorpce PAU přes samotnou epidermální 

membránu. Tento postup by měl významně redukovat nejistoty spojené s průchodem PAU 

přes hydrofilní dermis. 
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