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Kinetika vybranych latek p¥i dermalni expozici
(Polycyklické aromatické uhlovodiky)

Oponovana diserta¢ni prace byla vypracovana v rdmci kombinovaného studia v doktorském
studijnim programu Hygiena, preventivni lékaistvi na Ustavu hygieny a preventivniho
1ékarstvi Lékarské fakulty UK v Hradci Kralové MUDr. Lenkou Kotingovou pod vedenim
Skolitele prof. Ing. Zden&k Fiala, CSc. Dizerta¢ni prace vznikla za podpory vyzkumného
zaméru MZO 00179906, grantl specifického vyzkum SVV-2011-262901, SVV2012-264901
aSVV-2013-266901 a Projektu Univerzity Karlovy v Praze, Lékaiské fakulty v Hradci
Kralové PRVOUK P37/009.

Habilita¢ni spis obvyklého ¢lenéni ma veetné ptiloh 168 stranek, dosazené vysledky jsou
prezentovany v 29 tabulkéch a ilustrovany 41 obréazcich a grafech. Citovana abundantni
literatura zabird 14 a 'z stranek dizertace. Podobné zbyte¢né abundantni je 1 prvni kapitola
teoretické Casti Stavba kiize.

Dermalni expozice predstavuje jednu z vyznamnych cest vstupu exogennich latek do
organismu. Udaje o kinetice transdermalni absorpce polycyklickych aromatickych
uhlovodikd (PAU) jsou zatim nedostacujici. Stavajici odhady Grovné zdravotnich rizik,
souvisejicich s dermalni expozici PAU jsou proto zatizeny velkou mirou nejistot.

Cilem disertacni prace bylo zavedeni a validace vhodné metodiky testovani transdermalni
absorpce latek in vitro a pouziti této metodiky k ziskani novych poznatkt o vlivu
koncentrace, rozpoustédla a formy aplikace na miru dermalni absorpce vybranych zastupcii
PAU.



Pro testovani transdermalni absorpce latek in vitro byla zvolena metodika pouzivajici
vertikalni statickou difuzni komurku dle Franze. Jako absorpéni membrana byla vybrana
plnéd kize zadni plochy usniho boltce prasete doméciho. Obsah stanovovanych latek ve
vzorcich receptorové tekutiny byl analyzovan pomoci plynové chromatografie s hmotnostni
detekci (GC-MS) a pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescencni
detekci (HPLC). Pro GC-MS a HPLC analyzy byly vyvinuty a validovany nové metodiky.
Ze ziskanych dat byly pocitany hodnoty zakladnich charakteristik transdermalni absorpce
PAU (flux a lag time). Pro vypocty byl vytvofen novy pocitacovy model, ktery stanoveni
charakteristik transdermalni absorpce zptesiuje.

Autorka prokézala, Ze i relativné nizké donorové koncentrace PAU mohou napliovat
kapacitu transportnich cest v kuizi. Z pohledu faktorti ovliviujicich celkovou miru
transdermalniho pfenosu PAU ma velikost exponované plochy kize vétsi vliv nez
koncentrace PAU v aplikovaném roztoku. PAU s malou molekulovou hmotnosti byly
absorbovany rychleji a ve vétsim mnozstvi nez PAU s vyssi molekulovou hmotnosti.
Mira dermélni absorpce PAU vyznamné zavisela na charakteru rozpoustédla. Pouziti
olejového rozpoustédla mélo za nasledek (v porovnani s pouzitim standardniho
rozpoustédla - acetonu) nizsi hodnotumiry dermalni absorpce. Realné expozice PAU v
zivotnim a pracovnim prostiedi byvaji spojovany s tukovymi (olejovymi) bazemi
(prostfedim). Je pravdépodobné, ze v ptipadech, kdy jsou pro ucely odhadii zdravotnich rizik
dermalni expozice PAU pouzivany, jak uvadi autorka disertace ,,standardni acetonové
udaje®, dochazi k nadhodnoceni miry odhadovaného rizika.

Forma aplikace latky vyznamné ovliviiovala miru dermalni absorpce PAU
(individualni/smésna aplikace). Ve vSech experimentech byla niz§i mira dermalni absorpce
nalezena pii aplikaci smési PAU (v porovnani s aplikaci individualni). S ohledem na
skutecnost, ze PAU se v zivotnim a pracovnim prostiedi vyskytuji az na vyjimeéné situace
téméf vyhradné ve smésich, bude vypoctena uroven rizika dermalni expozice smési PAU,
odhadovana na zaklad¢ dat ziskanych pfi individuélni aplikaci, nadhodnocena.

Problematika expozice ¢lovéka PAU patii dlouhodobé k zavaznym problémim hygienické
toxikologie v pracovnim i zivotnim prostiedi. Nachdzi se v ovzdusi, vod¢, ptde i
potravinach. Zdroje PAU lze rozdélit na pfirodni a antropogenni. Pfirodnimi zdroji jsou
vulkanicka ¢innost a pfirodni poZary; pfirozené se také vyskytuji v rop€, kamenouhelném
dehtu, kreosotovém oleji a asfaltu. Podstatné vétsi podil PAU je produkovan ¢lovékem
(spalovani fosilnich paliv, doprava, spalovani odpadi, pramysl - vyroba Zeleza, oceli,
hliniku, koksu, dehtu, sazi a svitiplynu. Nezanedbatelnym zdrojem je tabakovy kout a
nekteré zptisoby Upravy jidla (grilovani, uzeni, smazeni a peceni) diky pyrolyze organickych
latek pfti teplotach nad 170°C.

PAU vstupuji do organismu cestou inhala¢ni, oralni a dermalni. Po vstupu do organismu
mohou byt PAU distribuovany do vSech organti, ovSem s preferenci distribuce a retence ve
tkanich obsahujicich vét§si mnozstvi tuku, jako vSechny lipofilni xenobiotika. Dermalni cesta
je vyznamna zejména u osob s pracovni expozici PAU, jako napft. asfaltéti a d€lnici
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Cloveka je u Casti jejich spektra prokazana karcinogenita, mutagenita, teratogenita a
imunotoxicita.

Po podrobném seznameni s disertacni praci 1ze konstatovat, Ze zadané cile-zavedeni a
validace vhodné metodiky testovani transdermalni absorpce latek in vitro s pouzitim statické
vertikalni difizni komurky, stejné jako pouziti této metodiky k ziskani novych poznatkti o
vlivu koncentrace, rozpoustédla a formy aplikace (individualni/smésna) na miru dermalni
absorpce vybranych zastupcti PAU byly splnény. K testovani transderméalni absorpce latek
byla zvolena metoda pouzivajici jednoduché statické difuzni komtrky dle Franze. Testovani
transdermalni absorpce PAU bylo rozdé€leno do tii ¢asti. V prvé (avodni) fazi byl pilotné
testovan pyren, jako standardni reprezentant skupiny PAU. Byly stanoveny orienta¢ni
parametry jeho absorpce (flux a lag time) a bylo studovano jejich ovlivnéni charakterem
rozpoustédla a koncentraci pyrenu. Ve druhé fazi byl sledovan vliv rozpoustédla na
parametry absorpce naftalenu a ve tteti fazi bylo u osmi vybranych PAU (antracen,
benz[a]antracen, benzo[a]pyren, fenantren, fluoren, fluoranten, naftalen, pyren) hodnoceno
ovlivnéni absorp¢nich parametrl zptisobem aplikace latky (samostatné nebo ve smési).
Podnétem k hodnoceni vlivu rozpoustédla na dermalni absorpci pyrenu byla skute¢nost,
ze ve vétsiné dosud publikovanych ¢lankt zabyvajicich se dermalni absorpci PAU, byl
jako rozpoustédlo (nosné medium) bézné pouzivan aceton nebo etanol. Ani jedno z
téchto rozpoustédel vSak neni typické pro realné podminky, pti kterych dochazi k
dermalni expozici osob PAU (oleje a maziva, benzin, dehet, saze ¢i terapeutickd aplikace
dehtové pasty). Pti Goeckermanové terapii lupénky, ktera je v uvedeném kontextu uvadéna
jako ptiklad expozice PAU z terapeutickych divodi je defektni povrch klize oSetfovan
dehtovou pastou. Bézné je pouzivana3-5% dehtova pasta (5% dehtova pasta, ktera obsahuje
0,95mg pyrenu/g pasty).

Z vyse uvedenych dtvodi byl pro testovani vlivu rozpoustédla na parametry dermalni
absorpce vybran aceton (pro moznost porovnani dosazenych vysledku s odbornou
literaturou) a slunecnicovy olej (pro pfibliZzeni experimenti redlnym expozi¢nim podminkam
pii Goeckermanove¢ terapii).

Pro testovani transdermalni absorpce latek in vitro byla zvolena metodika pouzivajici
vertikalni statickou diftizni komurku dle Franze. Jako absorp¢ni membrana V testovaci
soupravé byla uzita plna kize zadni plochy usniho boltce prasete domaciho. Obsah
stanovovanych latek ve vzorcich receptorové tekutiny byl analyzovan pomoci plynové
chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS) a pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie s fluorescencni detekci (HPLC), pro které byla vyvinuta a validovana nova
metodika. Ze ziskanych dat byly pocitany hodnoty zdkladnich charakteristik transdermalni
absorpce PAU (flux a lag time). Pro vypocty byl vytvoien novy pocitacovy model, ktery
stanoveni charakteristik transdermalni absorpce vyznamné zptesnuje (publikace je
pfipravovana).

Autorka prokézala, Ze i relativné nizké donorové koncentrace PAU mohou napliiovat
kapacitu transportnich cest v kiizi. Z pohledu faktori ovliviiujicich celkovou miru
transdermalniho transportu PAU ma velikost exponované plochy kize vétsi vliv nez



koncentrace PAU v aplikovaném roztoku. PAU s malou molekularni hmotnosti byly
absorbovany rychleji a ve vétsim mnozstvi nez PAU s vys$s§i molekularni hmotnosti.
Mira dermélni absorpce PAU vyznamné¢ zévisela na charakteru rozpoustédla. Pouziti
olejového rozpoustédla mélo za nasledek (v porovnani S pouzitim standardniho
rozpoustédla - acetonu) nizsi hodnotumiry dermalni absorpce. Realné expozice PAU v
zivotnim a pracovnim prostiedi byvaji spojovany s tukovymi (olejovymi) bazemi
(prosttedim). Je pravdépodobné, ze v ptipadech, kdy jsou pro ucely odhadii zdravotnich rizik
dermalni expozice PAU pouzivany ,,acetonové® tidaje, ma odhadované riziko nadhodnoceny
(konzervativni) charakter.

Forma aplikace latky vyznamné ovliviiovala miru dermalni absorpce PAU
(individualni/smésna aplikace). Ve vSech experimentech byla nizsi mira dermalni absorpce
nalezena pii aplikaci smési PAU (v porovnani s aplikaci individualni). S ohledem na
skutecnost, ze PAU se v zivotnim a pracovnim prostfedi vyskytuji témét vyhradné ve
smésich, bude mit uroven rizika dermalni expozice smési PAU, odhadovana na zakladé
dat ziskanych pfi individualni aplikaci, nadhodnoceny (konzervativni) charakter.

Dotazy a pripominky k oponované diserta¢ni praci

V metodické casti prace autorka konstatuje, ze ,,zlatym standardem* pro testovani
transdermalni absorpce chemickych latek pies absorpéni membranu in vitro je lidska

kaze. Alternativou k lidské kiazi je pouziti kize zvifeci, nejCastéji mysi, potkani nebo
prasec¢i, ktera je lidské kazi nejpodobnéjsi. Dalsi alternativou je pouziti kizeuméle
vytvorené, kterd zatim nedosahuje vlastnosti a funkce ktize ptirozené (pouzitelné napt. pii
1é¢be popalenin). Pti provadéni testl transdermalni penetrace citovanych autorkou disertace
jiz dtive bylo opakovang zjisténo, ze vysledky vykazuji pomérné¢ znac¢nou variabilitu.
Vzhledem k tomu se doporucuje pouzit v tomto druhu testd kiazi od vice darct.
Doporucuje se pouzit minimalné Sest vzorku kuze od tii riznych darci (EU — SCCNFP
2003), nebo noveji osm komurek s kiizemi nejméné od ¢ty darci (EFSA 2012). Ze
ziskanych hodnot absorpce testované latky jsou pak pocitany charakteristiky absorpce —
flux, lag time, permeacni konstanta a pfipadné 1 jiné parametry, které jsou dale statisticky
zpracovany. Byly autorkou uvadéné potencialni etické problémy spojené s pouzitim lidské
ktze jedinym divodem volby kiiZze praseci?

Jako oponent v principu ocenuji, Ze rozbor vysledki ivodnich experimentt byl
podnétem ke zdokonaleni jak analytického koncovky, tak matematického hodnoceni dat.
Validovana analyticka metoda a pocitacovy model Iteration Tool byly uzity ve druhé a
tieti fazi experiment. Odborné ¢lanky o metod¢ a pocitacovém modelu jsou, jak autorka
uvadi, pfipravovany do tisku. V tom vidim naopak potiz, protoze oponent je v situaci
ucastnika procesu “black box” a nezbyva mu nez véfit néCemu, co neproslo oponenturou.
Nicméné, oponent neni expertem v biostatice a diky dobré poveésti pracoviste fesitele veérim,
ze pouzity postup je lege artis. Proto mij druhy dotaz sméfuje na zakladni principy
konstrukce pouzitého pocitacového modelu.



Dizertaéni prace pfedstavuje velky objem technicky narocné, vysoce kvalifikovani
laboratorni prace i zpracovani ziskanych vysledki. Je deklarovana podpora vyzkumnym
zavérem MZO, tfemi granty specifického vyzkumu a PRVOUKem P37/09. Je technicky
mozné odhadnout podil jednotlivych grant na objemu vykonané prace? Na které casti
laboratorni ¢i vypocetni prace se autorka podilela osobné? Technicky dotaz. V seznamu
pouzitych zkratek jsem nenaSel vysvétleni zkratky MZO.

ZAVER:

Experimenty s dermalnimi expozicemi PAU byly jiz fadu let provadény na Ustavu hygieny
a preventivniho 1ékaistvi Lékaiské fakulty UK v Hradci Kralové. Lze ocekavat, Ze jejich
zadouci pokra¢ovani hodnocenim celkového profilu testovanych latek s néaslednymi
odhady maximalnich absorpci vybranych zastupci PAU ptispéji k dals$imu zpiesiovani
zakladnich charakteristik absorpce PAU pro ucely odhadu miry zdravotnich rizik v oblasti
pracovniho lékaftstvi a pti edukaci v oblasti zdravotni gramotnosti napf. v ramci tepelné
upravy potravin, nebo pfi prevenci tabakismu.

Diserta¢ni prace piindsi nové poznatky v oblasti zakladnich charakteristik transdermalni
absorpce PAU in vitro. Tyto poznatky jsou v praxi vyuZitelné pii odhadu urovné zdravotnich
rizik dermalni expozice PAU.

Oponovana disertacni prace splnila sledovany cil, a proto doporucuji, aby po jeji uspésné
obhajob¢ byl MUDr. Lence Kotingové udélen titul Ph.D. v oboru Hygiena, preventivni
1¢kartstvi.

V Praze dne 11. kvétna 2015

prof. MUDr. Vladimir Bencko, DrSc.



