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1. Souhrn
Kinetika vybranych latek pii dermalni expozici (polycyklické aromatické uhlovodiky)

Kaze je jednim z nejvétsich organt lidského téla a jeji spravna funkce je pro lidsky organismus
zivotné dulezitd. Dermalni expozice predstavuje jednu z vyznamnych cest vstupu exogennich latek do
organismu. Udaje o kinetice transdermélni absorpce polycyklickych aromatickych uhlovodikti (PAU)
jsou zatim nedostacujici. Stavajici odhady tGrovné zdravotnich rizik, souvisejicich s dermalni expozici
PAU, jsou zatizeny velkou mirou nejistot.

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

Pro testovani transdermdlni absorpce latek in vitro byla zvolena metodika pouzivajici vertikalni
statickou difuzni komurku dle Franze. Jako absorpéni membrana byla vybrana 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 fluorescenéni 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 pocitaovy model, ktery
stanoveni charakteristik transdermalni absorpce vyznamné zpfesiiuje.

Disertacni prace pfinasi nové poznatky v oblasti zékladnich charakteristik transdermalni absorpce
PAU in vitro. Tyto poznatky lze vyuzit pii zptesiovani odhadu urovné zdravotnich rizik dermalni
expozice PAU.

Bylo prokazano, ze i relativné nizké donorové koncentrace PAU mohou napliiovat kapacitu
transportnich cest v kiizi. Z pohledu faktorti ovliviiujicich celkovou miru transdermalniho pfenosu PAU
ma velikost exponované plochy kuze vétsi vliv nez koncentrace PAU v aplikovaném roztoku. PAU
s malou molekulovou hmotnosti byly absorbovany rychleji a ve vétSim mnozZstvi nez PAU s vyssi
molekulovou hmotnosti.

Mira dermalni absorpce PAU vyznamné zavisela na charakteru rozpoustédla. Pouziti olejového
rozpoustédla mélo za nasledek (v porovnani s pouZitim standardniho rozpoustédla acetonu) nizsi hodnotu
miry dermélni absorpce. Redlné expozice PAU v Zivotnim a pracovnim prostfedi byvaji spojovany
s tukovymi (olejovymi) bazemi (prostiedim). Je pravdépodobné, Ze v piipadech, kdy jsou pro ucely
odhadd zdravotnich rizik dermalni expozice PAU pouzivany ,standardni acetonové Udaje*, ma
odhadované riziko nadhodnoceny (konzervativni) charakter.

Forma aplikace latky vyznamné ovliviiovala miru dermélni absorpce PAU (individudlni/smésna
aplikace). Ve vSech experimentech byla nizs$i mira dermalni absorpce nalezena pii aplikaci smési PAU
(v porovnani s aplikaci individualni). S ohledem na skute¢nost, ze PAU se v Zivotnim a pracovnim
prostfedi vyskytuji téméef vyhradné ve smésich, bude mit uroven rizika dermdlni expozice smési PAU,
odhadovana na zéklad¢ dat ziskanych pfti individudlni aplikaci, nadhodnoceny charakter.



2. Summary
Kinetics of selected substances in dermal exposure (polycyclic aromatic hydrocarbons)

Skin is one of the largest human body organs and its proper functioning is vital for human body.
Dermal exposure represents one of the most important pathways of exogenous substances into the body.
Data on kinetics of transdermal absorption of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) have been yet so
far insufficient. Present estimates of health risks level connected to dermal exposure to PAHSs, are loaded
with great deal of uncertainty.

The aim of the dissertation thesis was employment and validation of appropriate testing method of
transdermal absorption of substances in vitro and the use of this method to obtain new findings on the
influence of concentration, dissolvent and form of application, on the measure of dermal absorption of
selected PAH representatives.

For the testing of transdermal absorption of substances in vitro, the method using static Franz
vertical diffusion cell was chosen. As an absorption membrane, full leather of rear surface of the auricle
of a domestic pig was used. Content of analytes in samples of receptor fluid was analyzed by gas
chromatography with mass spectrometry (GC-MS) and by high performance liquid chromatography with
fluorescence detection (HPLC), for which a new methods was developed and validated. From the
collected data, the values of the fundamental characteristics of the transdermal absorption of PAHs were
calculated (flux and lag time). For the calculations, a new computer model was created that determine the
characteristics of transdermal absorption significantly more accurately.

The dissertation thesis brings new findings in the field of basic characteristics of the transdermal
absorption of PAHSs in vitro. These findings can be used in specification of level estimation of health risks
of dermal exposure to PAHSs.

It has been proven that even relatively low donor concentrations of PAHSs can fill the capacity of
transport pathways in skin. From the point of view of the factors affecting the overall measure of
transdermal transport of PAHS, the size of exposed skin has larger influence than the concentration of
PAHSs in the applied solution. PAHs with low molecular weight were absorbed faster and in larger
amount than PAHSs with higher molecular weight.

The measure of dermal absorption of PAHs depended significantly on the character of the
dissolvent. The use of oil dissolvent resulted (compared to the use of standard acetone dissolvent) in
lower value of dermal absorption measure. Real exposures to PAHSs in the life and working environment
are usually connected with fat (oil) bases (environment). It is probable that in cases where the "standard
acetone data" are used for health risks estimate of dermal exposure to PAHSs, the estimate risk has
overestimated (conservative) character.

The form of the substance application was influencing significantly the measure of dermal
absorption of PAHSs (individual/blend application). In all experiments, the lower measure of dermal
absorption was found in the application of PAH blend (compared to individual application). With regard
to the fact that PAHs occur in the life and working environment almost exclusively in blends, the risk
level of dermal exposure to PAH blend, estimated on the basis of the data obtained in individual
application, will have overestimated character.



3. Seznam zkratek

ATSDR

BaA

BaP

BSA

CE

CYP

DNA

EFSA

EU — SCCNFP

FN
GC-MS

GT
HPLC

IARC
Komw
LF UK
MW
MZ CR
OECD

PAU
RT
SB
SC
SG
SL
SS
uv
VSO
TER
TEWL
UKBD
WHO

Agency for Toxic Substances and Disease Registry

benz[a]antracen

benzo[a]pyren

bovinni sérovy albumin

bunécné obalka (cell envelope)

cytochrom

deoxyribonukleova kyselina

European Food Safety Authority

European Union — Scientific Committee on Cosmetic Products and Non-food
products

fakultni nemocnice

plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (gas chromatography mass
spectrometry)

Goeckermanova terapie

vysoce ucinnd kapalinovd chromatografie (high performance liquid
chromatography)

International Agency for Research on Cancer

rozdélovaci koeficient oktanol/voda

Lékarska fakulta Univerzity Karlovy

molekularni hmotnost (molecular weight)

Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky

Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj (Organisation for Economic Co-
operation and Development)

polycyklické aromatické uhlovodiky

receptorova tekutina

vrstva zakladni (stratum basale)

vrstva rohova (stratum corneum)

vrstva zrnita (stratum granulosum)

vrstva bunék svétlych (stratum lucidum)

vrstva ostnita (stratum spinosum)

ultrafialové (zafeni)

vybérova smérodatna odchylka

elektricky odpor kiiZe (transcutaneous electrical resistence)

ztrata vody kiizi (transepidermal water loss)

Ustav klinické biochemie a diagnostiky

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organisation)



4. Uvod do problematiky

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) jsou soucasti bézné kontaminace naSeho zivotniho
i pracovniho prostiedi. Ustav hygieny a preventivniho 1ékatstvi Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy
v Hradci Kralové, kde je autorka disertacni prace zaméstnana, se dlouhodobé zabyva hodnocenim jejich
negativnich G¢inkd na lidské zdravi (napt. Vyskocil 1997, 2000; Fiala 1999, 2000, 2001, 2006; Borska
2006, 2009, 2010a,b).

Pfi studiu blizsich informaci o transdermalni absorpci PAU bylo v publikované literatufe nalezeno
pomérné malo informaci tykajicich se prostupu téchto latek kiizi. Proto bylo rozhodnuto pokusit se tyto
informace rozsitit a v rdmci doktorského studia zavést na Ustavu metodiku vhodnou K testovani piestupu
latek skrz kiizi a zjistit zakladni absorp¢ni charakteristiky vybranych reprezentanti PAU.

4.1 KuZe

Pro pochopeni mechanisma tcastnicich se procesu transdermalni absorpce ma zasadni vyznam
pochopeni stavby kiize a zde pfitomné kozni bariéry.

Kuze (cutis, integumentum commune) je nejvétsim organem lidského téla. Jeji hmotnost dosahuje
cca 16% celkové télesné hmotnosti. Bez kiize neni zivot mozny. Ma mnoho funkci — chrani proti vlivim
okolniho prostfedi (ochrana mechanickd, chemicka, mikrobidlni, proti zafeni), pomaha termoregulaci téla,
brani ztraté vody z organismu, podili se na metabolismu (tvorba vitaminu D, syntéza a exkrece uré¢itych
latek), je soucasti imunitni obrany organismu (bunécné i humoralni). Je t€Z vyznamnym receptorovym
a senzorickym organem (Zaruba 1994).

Kuze se sklada z pokozky (epidermis), skary (dermis, corium) a podkozi (hypodermis, tela
subcutanea, subcutis).

4.1.1 Epidermis

Epidermis ma tloustku cca 50 — 100 um a nachazi se v ni ¢tyfi zakladni typy bunék — keratinocyty
(95 % bungk), melanocyty, Langerhansovy a Merkelovy buiiky. Pievazujici keratinocyty vytvaii pét (dle
jinych autord ¢tyii) odlisné vrstvy (Bouwstra 2003): 1) vrstva zékladni (stratum basale, SB) je tvoiena
jednou vrstvou cylindrickych nebo kubickych bunék sedicich na bazalni membrané odd¢€lujici epidermis
od dermis. Cast téchto bun&k tvoii tzv. kmenové buiiky — nediferencované buiiky slouzici k obnové
a mnozeni keratinocytli; 2) vrstva ostnita (stratum spinosum, SS) se skladad z n€kolika vrstev (Ctyt az
osmi) kubickych nebo polygonalnich bunék, které se smérem nahoru oplost'uji. Buniky jsou navzajem
spojeny desmozomy, coz jim dava ostnity vzhled; 3) vrstva zrnit4 (stratum granulosum, SG) je tvofena
ttemi aZ péti vrstvami oplostélych polygondlnich bunék, v jejichZ cytoplazmé se nachazi velké mnozstvi
granuli; 4) vrstva bunék svétlych (stratum lucidum, SL) je patrna v kazi tlustého typu (na dlanich
a ploskach nohou), je tvofena 1-2 vrstvami plochych eozinofilnich bunck. Néktefi autofi tuto vrstvu
nepovazuji za samostatnou a uvadi ji jako soucast stratum corneum; 5) vrstva rohova (stratum corneum,
organismu. D¢li se na dvé c¢asti — SC conjunctum (compactum; spodni, neodlupujici se ¢ast) a SC
disjunctum (horni ¢ast, tvofena nepretrzit¢ se odlupujicimi buiikami). Stavba SC ptipomina zed’. Jsou zde
bunky — korneocyty (cihly) navzajem spojené mezibunécnou hmotou (malta); (Michaels 1975). SC je
tvoteno v praméru 15-20 vrstvami plochych bezjadernych zrohovatélych bunék. Hlavnim strukturalnim
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proteinem v téchto burnkach je keratin. Keratinova vlakna vytvaii v buitkach prostorovou sit’. DalSimi
vyznamnymi proteiny jsou filaggrin a loricrin (Proksch 2008). Keratinocyty v dolnich vrstvach epidermis
jsou obaleny normalni vodopropustnou bunéénou membranou. Pfi zrani keratinocytu ve stratum
granulosum je tato transformovana na rezistentni proteinovou schranku zvanou cell envelope (CE,
bunééna obalka); (Nishifuji 2013). Vysoké integrity SC je dosazeno pomoci korneodesmozomd, které
upeviuji sousedici korneocyty v samotném SC nebo k sousedni vrstvé. Korneodesmozomy musi byt
degradovany v pribéhu spravné deskvamace. Prostor mezi korneocyty je vyplnén mezibunécnou hmotou,
ktera je tvofena prevazné tukovou matrix, malym mnozstvim proteinli a vody. Hlavni lipidovou slozkou
extracelularni matrix jsou ceramidy (tvoii kolem 40-50 % objemu; jsou tvoifeny molekulou mastné
kyseliny ptipojenou amidovou vazbou ke sfingoidni bazi; na zakladé nejnové&jSich poznatki jsou fazeny
do 12 tiid); (Ishikawa 2013), cholesterol (25 % objemu), mastné kyseliny (10-20 % objemu), malé
mnozstvi (2-5% objemu) esterli a sulfatl cholesterolu a glukosyl ceramidi (Harding 2004). Lipidy
Vv extracelularnim prostoru SC nejsou uloZeny amorfné, vytvaii pravidelné organizovanou strukturu,
skladajici se z opakujicich se lipidovych lamel uloZzenych paralelné s povrchem bunék.

4.1.2 Dermis

Dermis je tvofena rtzné silnou vrstvou Fidkého kolagenniho vaziva, od epidermis je oddé¢lena
bazalni membranou. Tato hranice je zvInéna, vytvaii Cetné dermalni papily, proti nimz vybihaji
epidermalni Cepy. Na dolni stran€ plynule ptechazi vazivo skary ve vazivo podkozi. Dermis se déli na dvé
¢asti — horni pars papilaris a dolni pars reticularis. V dermis se jiz nachazi cévy (dvé arterialni a tii
vendzni pleteng).

Nedilnou soucasti dermis jsou i tzv. kozni adnexa - zlazy mazové a potni (malé a velké) a vlasové

folikuly.

4.1.3 Hypodermis

Hypodermis je tvotena fidkym kolagennim vazivem, obsahujicim velké mnozstvi tukovych bungk.
Hranice mezi Skdrou a podkoZim neni vyrazna, potni Zlazy a vlasové folikuly zasahuji aZ mezi lalicky
tukové tkané€ podkozi.

Podkozni tuk obsahuje pfedev§im neutrdlni tuky (triacylgyceroly). Je dilezitou energetickou
zasobarnou organismu, chrani proti mechanickym vlivam, G¢astni se termoregulace organismu (tepelny
izolator) a slouzi téZ jako zasobarna vody v organismu (Zaruba 1994).

4.2 Transdermalni absorpce

Pii dermalni expozici mohou chemické latky pronikat do vnitiniho prostfedi organismu péti
riznymi cestami: 1) transcelularni cestou — tj. skrz té€la bunck, 2)intercelularni cestou -
tj. mezibunéénymi prostory (tento zpusob je povazovan za pievazujici), 3) vlasovymi folikuly,
4) mazovymi zlazami a 5) vyvody potnich zlaz. Prinik latek kizi je povazovan za proces pasivni difuze
na zaklad¢ rozdilného koncentra¢niho gradientu latky na obou stranach penetraéni membrany (WHO
2006).

Obecné Ize k testovani prenosu chemickych latek kizi pouzit nasledujici metody: 1) pokus in vivo
na ¢lovéku nebo zvifeti, 2) pokus in vitro na kuzi lidské, zvifeci nebo uméle vytvotrené, 3) pokus in vitro
na membrané (jiné nez ktize), 4) modelovani absorpce in silico.
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4.2.1 Testovani transdermalni absorpce in vitro

Zakladnim laboratornim zafizenim pro testovani transdermalni absorpce chemickych latek in vitro
jsou difuzni komurky. Pouzivaji se dva sméry penetrace — horizontalni a vertikalni (pouzivana Castéji).
Horni ¢ast vertikdIni komurky je oznaCovana jako ¢ast ,,donorova“, spodni jako ¢ast ,,receptorova“.
Absorp¢éni membréna (ktize) se upeviiuje mezi tyto dvé ¢asti, epidermis smérem nahoru. Na tuto stranu
ktize se potom aplikuje zndmé mnozstvi testované latky. Vertikalni komirky se déli na dva zakladni
typy. Prvnim je staticka vertikalni difdzni komarka (Franz 1975), druhym typem je pritokova vertikalni
difdzni komurka (Bronaugh 1985).

,Zlatym standardem® pro testovani transdermalni absorpce chemickych latek pies absorpéni
membranu in vitro je lidska kize. Alternativou k lidské kazi je pouziti klize zvifeci, nejcastéji mysi,
potkani nebo praseci (ta je lidské kuzi nejpodobnéjsi); (Barbero 2009). Dalsi alternativou je pouziti kiize
uméle vytvorené, ale ta zatim stale jesté nedosahuje vlastnosti a funkce ktize ptirozené (Ponec 2002).

Lidskou nebo zvifeci kizi je mozno pouzit v plné tloustce 500-1000 um. Lze téZz pouzit tzv.
dermatomovanou kiizi, kterd je dermatomem sefiznuta na tlouStku 200-500 pm a obsahuje rohovou
vrstvu, zbyvajici vrstvy epidermis a pouze horni ¢ast skary. Dal$i variantou je pouziti pouze epidermis
nebo jen samotné rohové vrstvy. Pro testovani je mozné pouziti kiize Cerstvé nebo zmrazené, ta je
vzhledem k dlouhodobé pouzitelnosti (az 1 rok skladovani) v pokusech vyuzivana ¢astéji (WHO 2006).

Dulezitou podminkou uspésného provedeni testu transdermalni absorpce latek je neporusenost
penetraéni membrany, nebot i malé poSkozeni integrity membrany vyznamné zvySuje perkutinni
absorpci (Nielsen 2007). Testovani integrity kiize mtze byt provedeno tfemi zptsoby: a) pied zahdjenim
testu; b) v pribéhu testu; ¢) po ukonceni testu transdermalni absorpce (OECD 2004b).

Testovana latka se aplikuje na horni (epidermalni) stranu kuze (instalované v difizni komurce)
Vv mnozstvi, které je ddno podminkami experimentu. Dolni (receptorovd) €ast komirky je naplnéna
receptorovou tekutinou. Tato tekutina nesmi poskozovat kizi a musi odpovidat chemickému charakteru
testované latky (WHO 2006). Vzorky receptorové tekutiny jsou pro analyzu absorbovaného mnozstvi
testované latky odebirdny manualn€ ve stanovenych casovych intervalech (statickd komurka), nebo
kontinualné pomoci peristaltické pumpy (pratokova komiirka). Odebrané mnoZzstvi je nahrazeno novou
receptorovou tekutinou. Doba trvani pokusu je dana podminkami experimentu, nejéastéji to byva 24 h
(WHO 2006).

Pfi provadéni testd transdermalni penetrace bylo zjisténo, ze vysledky vykazuji pomérné znacnou
variabilitu (Williams 2003, Frum 2007). Vzhledem k tomu je vhodné pouzit v experimentu kizi od vice
darct, doporuc¢ovano je minimalné Sest vzorkd kuze od tfi riznych darci (EU-SCCNFP 2003), nebo
nove¢ji osm komurek s ktizemi nejméné od ¢tyi darcti (EFSA 2012).

Po ukonceni pokusu se testovana latka miize nachazet na povrchu klize, v rohové vrstve, ve
zbyvajicich vrstvach pokozky, ve Skafe a v receptorové tekutiné. Rozsah analyz uvedenych
kompartmentd je dan pozadavky experimentu. Nejjednodussi varianta zahrnuje analyzu pouze samotné
receptorové tekutiny. Déle je mozno analyzovat jednotlivé vrstvy kiize na obsah absorbované latky.
Instrumentalni analyza jednotlivych vzorku je provadéna vétSinou pomoci chromatografie, radiografie
nebo scintigrafie (pfi pouziti znacenych testovanych latek). O typu analyzy rozhoduje charakter sledované
latky a moznosti daného pracovisté (OECD 2004b).



Ze ziskanych hodnot absorpce testované latky jsou potom pocitany charakteristiky absorpce —
flux, lag time, permeacéni konstanta, piipadné jiné (zalezi na charakteru experimentu) aty jsou dale
statisticky zpracovany.

4.3 Polycyklické aromatické uhlovodiky

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) jsou organické latky tvoifené pouze uhlikem
a vodikem. Spole¢nym rysem je pfitomnost dvou a vice aromatickych kruhi. Do soucasnosti bylo
identifikovano vice nez 100 zakladnich PAU a téméf 500 jejich izomerti (Holoubek 1996). V ¢istém stavu
se jedna o bezbarvé, bilé nebo svétle Zlutozelené pevné latky, sttedné az malo t€kavé, ve vode prakticky
nerozpustné. Dobife se rozpousti v polarnich i1 nepolarnich organickych rozpoustédlech. Vysokou
rozpustnost maji i v tucich a vykazuji tendenci ke kumulaci v tukové tkani rostlin a zivocichti. V Zivotnim
prostiedi se vyskytuji jako komplexni smési, zfidkakdy jako jednotlivé uhlovodiky (ATSDR 1995, IARC
2010).

Malé PAU s méné nez 4 kruhy (MW 128-178) byvaji v plynném stavu, PAU se 4 kruhy (MW
202) mohou byt plynné i pevné. VEtSi PAU (MW vétsi nez 228) jsou obvykle pevné, vazané na prachové
castice. PAU vyskytujici se v prostfedi vétSinou nejsou t€kavé (Jongeneelen 2001).

PAU vznikaji pii nedokonalém spalovani organického materialu. Nachazi se v ovzdusi, vodg,
pid¢, potravinach a dalSich materidlech denniho kontaktu. Zdroje PAU lze rozdélit na piirodni a
antropogenni. Pfirodnimi zdroji jsou vulkanické ¢innost a pfirodni pozary; pfirozené se také vyskytuji
Vv ropé€, kamenouhelném dehtu, kreosotovém oleji, asfaltu (Fiala 1999). Podstatn¢ vétsi mnozstvi PAU je
produkovano ¢lovékem (spalovani fosilnich paliv, doprava, spalovani odpadl, primysl - vyroba zeleza,
oceli, hliniku, koksu, dehtu, sazi a svitiplynu); (Guo 2011). Nezanedbatelnym zdrojem je tabakovy kouf
a nékteré zpusoby upravy jidla (grilovani, uzeni, smazeni a peceni); (Fiala 2000).

PAU vstupuji do organismu cestou inhala¢ni, oralni a dermélni. Po vstupu do organismu mohou
byt PAU distribuovany do vSech organt, ovSem s preferenci distribuce a retence ve tk&nich obsahujicich
vétsi mnozstvi tukovych latek (IARC 2010).

Dermalni cesta je vyznamna zejména u osob s pracovni expozici PAU, jak ukazuji i prace
porovnavajici inhala¢ni a dermalni expozice PAU s odpovédi organismu. Dermalni cestou muize
vstupovat az 70 % absorbovanych PAU (Walter 2007, Marczynski 2009).

Hlavnim orgdnem metabolismu PAU jsou jatra, ale metabolismus PAU zaéina jiz v epitelové
vrstvé vstupnich organta (v plicni tké&ni, v zaZivaci trubici a v kizi). Metabolismus PAU probiha ve dvou
fazich. V prvé fazi jsou PAU pieménovany na reaktivnéj$i metabolity pomoci rtznych enzymu
(cytochrom P450, peroxidazy), ve druhé fazi jsou tyto konjugovany pomoci enzymu s glutationem,
glukuronovou kyselinou a sulfaty a vzniklé konjugaty jsou pak vylu¢ovany z organismu (IARC 2010).

wevr

a imunotoxicita (IARC 2010).



5. Cile disertacni prace

a) Zavedeni a validace vhodné metodiky testovani transdermalni absorpce latek in vitro s pouzitim
statické vertikdlni difuzni komirky.

b) Pouziti této metodiky k ziskani novych poznatkti o vlivu koncentrace, rozpoustédla a formy aplikace
(individualni/smésnd) na miru dermélni absorpce vybranych zastupci PAU.

6. Metodika testovani transdermalni absorpce in vitro

K testovani transdermalni absorpce latek byla zvolena metoda pouzivajici jednoduché statické
difazni komurky dle Franze (Franz 1975).

Rozmrazené, vizualné zkontrolované a vyhovujici vzorky plné kiize zadni plochy usniho boltce
prasete byly vlozeny mezi donorovou a receptorovou c¢ast difizni komirky epidermalni stranou kuze
nahoru. Do receptorové casti komirky (objem 10 ml, absorpéni plocha 1,77 sz) bylo vloZeno
magnetické michadlo (zajistuje pohyb akceptorové faze v prubéhu experimentu, rychlost 300 rpm)
anasledné byla receptorova ¢ast naplnéna receptorovou tekutinou. Ta se v experimentech testujicich
absorpci PAU skladala z Hanksova roztoku se 4 % bovinniho sérového albuminu (BSA) a gentamycinu
(koncentrace 50 mg/l). V piipadé validace testovaci metody s pouzitim kofeinu v donorové fazi byl
receptorovou tekutinou fyziologicky roztok.

Komirky byly umistény do testovaci aparatury (Obr. 1) tvofené sklenénym boxem (naplnénym
destilovanou vodou) a temperovaci magnetickou deskou (IKA-Werke GmbH&Co KG, Staufen), ktera
zajistuje teplotu horniho povrchu kiize po celou dobu trvani experimentu v rozmezi 32+1°C (na povrchu
kize méfeno kontaktnim teplomérem Oberflachen-Thermostick DOT 150 (Voltcraft, Conrad Electronic
GmbH), (WHO 2006, OECD 2004b). Integrita kize byla
hodnocena vizualné a pomoci TEWL (MPA-5;
Courage+Khazaka, Kdln) a TER ( TECPEL-LCR-612; Tecpel
Co). Po ovéfeni integrity kize bylo na epidermalni stranu
aplikovano poZzadované mnozstvi testované latky (vodny roztok
kofeinu o koncentraci 20 g/l pti validaci metodiky a vybrani
zastupci PAU v testech jejich dermalni absorpce). Koncentrace
PAU odpovidala jejich koncentracim v 5% dehtové pasté
pouzivané pii Goeckermanové metodé 1€€by lupénky: antracen
0,7 mg/g rozpoustédla, BaA 0,45 mg/g, BaP 0,45 mg/g,
fenantren 2,8 mg/g, fluoranten 1,4 mg/g, fluoren 0,95 mg/g,
naftalen 5,4 mg/g, pyren 0,95 mg/g. Pii hodnoceni vlivu
. koncentrace testované latky na absorpci byly jesté v piipadé
Obr. 1. Statické difiizni komiirky umisténé pyrenu pouzity koncentracelOx a 100x vyssi (9,5 a 95 mg/g;
v temperované vodni lazni. e . , . e .
V nejvzdalendjsi  komirce je  umistén rozpoustédlem byl aceton nebo slune¢nicovy olej). Difuzni
dotykovy  teplomér, jehoz ¢idlo je komurky v testech absorpce PAU byly po dobu experimentu
v kontaktu's hornim povrchem kiize. ponechany bez okluze, pouze v piipadé absorpce kofeinu byla
pouzita okluze Parafilmem. Experimenty probihaly za béZnych laboratornich podminek.




V pribéhu testu byl v predem urcenych casovych intervalech tenkou plastovou Pasteurovou
pipetou odebiran 1 ml receptorové tekutiny, ktera byla umisténa do polypropylenovych mikrozkumavek
a hned zamrazena pii -20°C. Odebrané mnozstvi receptorové tekutiny bylo vzdy hned nahrazeno novou
receptorovou tekutinou.

K méfeni koncentrace pyrenu v receptorové tekutin€ byla v prvé fazi experimentii pouzita metoda
plynové kapilarni chromatografie ve spojeni s hmotovym spektrometrem GC-MS na principu iontové
pasti s vné&jsi ionizaci a moZnosti skenu MS" (Focus- ITQ 1100, Thermo Fischer Scientific). Pro zbyvajici
analyzy byla pouzita metoda HPLC (HPLC systém Prominence fy Shimadzu). Systém se skladal
z vysokotlaké pumpy LC20AD opatiené étyfcestnym nizkotlakym ventilem a ,,degaserem* DGU-20As,
autosampleru SIL-20AC, termostatu kolon CTO-20AC a fluorescen¢niho detektoru RF-10AXL.
K ovladani LC systému, sbéru a zpracovani dat byl uzit software LC Solution (Shimadzu). Vzhledem
K tomu, ze v publikované literatuie nebyly nalezeny odpovidajici informace o hodnoceni PAU v RT
pomoci HPLC, bylo tieba tuto metodiku nové vyvinout.

Analyzou ziskané koncentrace testované latky (kofeinu nebo PAU) vV receptorové tekuting
(nmol/ml) byly pfepocteny na absorbované mnozstvi testované latky (kofeinu nebo PAU) v daném case
a adjustovany na jednotku plochy (nmol/cm?/cas); (Nielsen 2010). Ze ziskanych hodnot byly sestaveny
tabulky a grafy absorpce v jednotlivych difiznich komirkach. Z takto ziskanych dat transdermalni
absorpce byly potom spocitany parametry absorpce (flux a lag time). K vypoctu byl pouzit ndmi nové
vytvoteny pocitacovy model nazvany ,Iteration tool*“ vyuZzivajici aproximaci pomoci exponencidlnich
funkci (podobny model nebyl dosud publikovan; Obr. 2).

Obr. 2. Uzivatelsky panel modelu k hodnoceni absorpce latky (Iteration tool)

Iteration tool for estimation of Flux and Lag time.
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Legenda: Cervené hvézdicky oznacuji naméfené hodnoty absorpce, modra kfivka znazoriiuje modelem vypocteny pribech
absorpce s ji odpovidajicimi vypoétenymi zelenymi body. Cerna piimka prochazi inflexnim bodem a znazoriuje flux, jeji

prinik s osou x udava lag time.
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K matematickému prepocitavani ziskanych dat a tvorbé grafli byl pouzit stolni pocitac DELL
s operacnim programem Windows 2007 a program Excel 2010. Ke statistické analyze vysledki byl
pouzit program NCSS 2007.

7. Vysledky testovani transdermalni absorpce

7.1 Transdermalni absorpce kofeinu (validace metodiky)

V ramci valida¢niho experimentu byl proveden test transdermalni absorpce kofeinu dle metodiky
popsané Vv praci Duracher a kol. (Duracher 2009). Na donorovou ¢ast epidermis (n=8) bylo aplikovano
44 ul Cerstve pripraveného vodného roztoku kofeinu (koncentrace 20 g/l), receptorova ¢ast komtirek byla
naplnéna fyziologickym roztokem. Na vSechny komurky byla pouzita okluze (Parafilm). Odbéry 1 ml
receptorové tekutiny byly provedeny v intervalech 1, 2, 4, 6, 8, 10, 20, 22 a 24h. Jejich analyzou (HPLC)
byly ziskany ¢asové zavislosti koncentrace kofeinu v testovacich komiirkach.

Aritmeticky primér (+VSO) veli¢iny flux mé&l hodnotu 6,85+2,99 pg/cm%h, aritmeticky pramér
veli¢iny lag time (=VSO) hodnotu 2,03+1,27 h (Tab. 1).

Tab. 1. Kinetika a parametry transdermalni absorpce kofeinu

Kumulativni absorpce (pug/cm2) v jednotlivych éasovych intervalech (h) Flux Lag time
Vzorek &. 1 2 4 6 8 10 20 22 24 |(ug/cm?®/h) (h)
1 2,54 13,56 | 42,00 | 65,10 | 77,46 | 91,41 | 170,33 | 165,66 | 172,33 11,03 0,58
2 0,71 4,86 27,56 | 46,65 | 64,34 | 82,26 | 123,02 | 131,81 | 137,65 10,08 1,44
3 0,45 2,21 8,67 16,67 | 24,84 | 33,71 | 71,40 | 81,22 | 83729 4,44 2,39
4 0,40 2,38 11,70 | 22,16 | 33,20 | 41,74 | 72,32 | 7436 | 78,76 5,35 1,39
5 4,66 8,21 22,00 | 3461 | 4874 | 596 98,92 | 104,61 | 107,40 6,80 0,79
6 0,68 4,23 2356 | 39,41 | 57,73 | 70,51 | 103,52 | 108,39 | 110,82 09,13 1,61
7 0,08 0,27 2,12 5,22 8,76 13,48 | 36,00 | 29,00 | 42,65 2,30 4,39
8 0,21 1,22 6,82 16,02 | 27,38 | 37,71 | 78,83 | 81,23 | 86,97 5,59 3,19
AP 1,22 4,62 18,05 | 30,73 | 42,81 | 53,80 | 94,29 | 98,29 | 102,48 6,85 2,03
VSO0 1,59 4,38 13,19 | 19,51 | 23,10 | 26,65 | 40,28 | 3868 | 39,57 2,99 1,27
MED 0,57 3,31 16,85 | 28,39 | 40,97 | 50,67 | 88,88 [ 92,92 [ 97,19 6,20 1,75
MIN 0,08 0,27 2,12 5,22 8,76 13,48 | 36,00 | 39,00 | 42,65 2,39 0,58
MAX 2,54 1356 | 42,00 | 6510 | 77,46 | 91,41 | 170,33 | 165,66 | 172,33 11,03 4,39

nejvyssi hodnota

7.2 Transdermalni absorpce PAU

Testovani transdermdalni absorpce PAU bylo rozdéleno do tii ¢asti. V prvé (Gvodni) fazi byl
pilotn¢ 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 tfeti fazi bylo
u osmi vybranych PAU (antracen, benz[a]antracen, benzo[a]pyren, fenantren, fluoren, fluoranten,
naftalen, pyren) hodnoceno ovlivnéni absorpénich parametrii zptisobem aplikace latky (samostatné nebo
ve smesi).
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7.2.1 Féaze I. Transdermalni absorpce pyrenu (viiv rozpoustédla a koncentrace)
V této fazi probehl pilotni experiment zaméfeny na hodnoceni vlivu rozpoustédla a koncentrace
pyrenu na parametry jeho absorpce.

7.2.1.3 Vliv rozpoustédla na transdermalni absorpci pyrenu

Byly pouzity koncentrace donorového roztoku 0,95 mg/g rozpoustédla (odpovida koncentraci
pyrenu v 5% dehtové pasté pouzivané pii GT lupénky) a 10x vySsi (tj. 9,5 mg/g ). Rozpoustédlem byl
aceton (vzhledem k moznosti srovnani s publikovanou literaturou) nebo slune¢nicovy olej (soucast
Unguentum leniens v dehtové pasté pro GT).

Receptorova tekutina (Hankstv roztok se 4 % BSA a gentamycinem v koncentraci 50 mg/l) byla
odebirana v intervalech 12, 24, 48 a 72 hodin. Odebrané mnozstvi bylo vzdy nahrazeno c¢istou
receptorovou tekutinou. Odebrana receptorova tekutina byla ihned zamrazena pii -20°C a vSechny vzorky
byly nasledné analyzovany pomoci GC-MS. Ziskané koncentrace pyrenu v RT byly pifepocteny na
hodnoty absorpce v danych ¢asovych intervalech a byly vypocéteny hodnoty fluxu a lag time. V ptipadé
pouziti acetonového roztoku pyrenu byla u nizsi koncentrace (0,95 mg/g) primérnd hodnota flux
0,0192+0,0181 nmol/cm®h a primémy lag time 15,38+10,04 h. U vyssi koncentrace (9,5 mg/g) byla
prumérna flux 0,0150+0,0139 nmol/cm?/h a prumérna hodnota lag time 13,16+6,37 h.

V piipad€ pouziti pyrenu rozpusStén¢ho ve slunecnicovém oleji byla u nizs§i koncentrace
(0,95 mg/g) praméma hodnota flux 0,0088+0,0089 nmol/cm%h a primémé hodnota lag time
17,36+13,43 h. U vyssi koncentrace (9,5 mg/g) byla primérna hodnota flux 0,0119+0,0,0063 nmol/cm?/h
a pramérna hodnota lag time 18,09+£10,54 h.

Tab. 2. Absorpce pyrenu v zavislosti na délce expozice, flux a lag time

Koncentrace pyrenu Absorpce pyrenu (nmol/cm?/Eas) Flux Lag time
v acetonu 12 h 24 h 48 h 72 h (nmol/cmzlh) (h)
0,95 malg primér | 0010 | 0,028 | 0,062 | 0223 | 0,034 14,42
(vzorek €. 1) VSO 0,013 | 0,015 | 0,033 | 0,103 0,0016 3,66
(n=6) median | 0,005 | 0,035 | 0,055 | 0,220 0,0034 14,03
9,5 mg/g priumér 0,022 | 0,075 | 0,138 | 0,452 0,0068 11,89
(vzorek &. 2) VSO 0,016 | 0,055 | 0,084 | 0,408 0,0060 6,36
(n=6) median 0,015 | 0,070 | 0,140 | 0,345 0,0053 14,10
95 mg/g primér 0,017 | 0,043 | 0,078 | 0,160 0,0023 5,33
(vzorek €. 3) VSO 0,010 | 0,018 | 0,038 | 0,087 0,0013 5,35
(n=6) median | 0,020 | 0,045 | 0,085 | 0,150 0,0021 2,92
hladina vyznamnosti p 0,359 | 0,252 | 0,163 | 0,072 0,070 0,047*

Legenda: v tabulce jsou uvedeny aritmetické primérné hodnoty, vybérové smérodatné odchylky (VSO) a mediany danych
skupin vysledkl. Do statistického hodnoceni byly zavzaty vSechny vysledky méfeni a hladiny vyznamnosti udavaji miru
odlisnosti mezi jednotlivymi skupinami. Urovné statistické vyznamnosti dosahl pouze lag time (p=0,047; 0=0,05).

7.2.1.4 Vliv koncentrace na transdermalni absorpci pyrenu
Pfi hodnoceni vlivu koncentrace na transdermalni absorpci pyrenu byly pouzity donorové roztoky

v v

koncentraci pyrenu pii GT, zbyvajici byly 10x a 100x vyssi (tj. 9,5 a 95 mg/g).
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Receptorova tekutina (Hanksuv roztok s 4 % BSA a gentamycin v koncentraci 50 mg/l) byla
odebirana v intervalech 12, 24, 48 a 72 h. Odebrané mnozstvi bylo vzdy nahrazeno Cistou receptorovou
tekutinou. Odebrand receptorova tekutina byla ihned zamrazena pii -20°C a vSechny vzorky byly
nasledné analyzovany pomoci GC-MS. Ziskané koncentrace pyrenu v RT byly pfepocteny na hodnoty
absorpce v danych ¢asovych intervalech a byly vypoéteny hodnoty fluxu a lag time. Vysledky jsou
prezentovany v tabulce 2.

7.2.2 Féaze 11. Transdermalni absorpce naftalenu (vliv rozpoustédla)
Na donorovou ¢ast epidermis bylo aplikovano 50 pl roztoku naftalenu v acetonu (5,4 mg/g, n=6)
a 50 pl roztoku naftalenu ve slunecnicovém oleji (5,4 mg/g, n=8). Komurky byly ponechdny bez okluze.

Tab. 3. Kinetika a parametry transdermalni absorpce naftalenu v acetonu

Kumulativni absorpce (nmol/cm2) v jednotlivych £asovych intervalech (h) Flux Lag time
Komarka & 1 2 4 6 8 10 20 22 24 |(nmol/em?®/h) {h)
1 0,226 | 0,606 | 1,794 | 2,816 | 3,423 | 3,969 | 5506 | 5482 | 5,253 0,534 0,73
2 0,096 | 0,224 | 0,794 | 1,277 | 1,812 | 2,112 | 3,166 | 3,450 | 3,493 0,257 0,99
3 0,508 | 1,215 | 2,664 | 3,315 | 4,080 | 4,615 | 5582 | 5,661 5,768 0,683 0,15
4 0,209 0,529 1,507 | 2,272 3,010 | 3,505 | 4,985 5,182 5,272 0,435 0,66
5 0,208 | 0,588 | 1,718 | 2,627 | 3,540 | 4,032 | 5,202 | 5,279 5,325 0,545 0,91
6 0,122 | 0,329 | 1,071 | 1,682 | 2,340 | 2,751 | 3,971 | 3,856 4,051 0,354 1,07
AP 0,228 0,582 1,591 2,332 3,034 | 3,497 | 4,735 4,818 4,860 0,468 0,75
Vs0 0,147 | 0,345 | 0,651 | 0,752 | 0,834 | 0,920 | 0,963 | 0,927 0,882 0,152 0,33
MED 0,209 | 0,559 | 1,613 | 2,450 | 3,217 | 3,737 | 5,094 | 5,231 | 5,263 0,484 0,82
MIN 0,096 | 0,224 | 0,794 | 1,277 | 1,812 | 2,112 | 3,166 | 3,450 3,496 0,257 0,15
MAX 0,508 | 1,215 | 2,664 | 3,315 | 4,080 | 4,615 | 5582 | 5,661 5,768 0,683 1,07

Legenda: Legenda: AP - aritmeticky pramér; VSO - vybérova smérodatna odchylka; MED - median; MIN - nejniz$i hodnota;
MAX — nejvyssi hodnota

Tab. 4. Kinetika a parametry transdermalni absorpce naftalenu ve slunecnicovém oleji

Kumulativni absorpce {nmol[cmz) v éasovém intervalu (h) Flux Lag time

Komiirka &. 1 2 a 6 8 10 20 22 24 (nmol/cm’/h) (h)

1 0,108 | 0,231 | 0,692 1,172 1,646 2,058 | 2,767 | 3,082 | 3,207 0,245 1,10

2 0,061 0,124 | 0,482 0,824 1,279 1,561 2,802 2,969 2,784 0,207 1,91

3 0,041 0,035 0,059 0,075 0,097 0,151 0,419 0,460 0,477 0,032 5,13

4 0,046 | 0041 | 0065 | 0072 | 0103 | 0,122 | 0,331 | 0,273 | 0,39 0,020 3,38

5 0,117 | 0,272 1,013 1,665 | 2,218 2,814 | 4,007 | 4165 | 4,159 0,350 1,23

6 0,051 0,072 0,282 0,546 0,856 1,098 2,003 2,169 2,255 0,138 1,98

7 0,386 0,582 1,893 2,534 | 3,468 | 4,021 6,202 6,506 6,355 0,484 0,46

8 0,076 | 0,176 | 0602 | 0,996 1,493 1,740 | 2,980 | 2,805 | 3,051 0,221 1,37

AP 0,111 0,192 0,636 0,986 1,395 1,696 2,690 2,827 2,836 0,212 2,07
VSO 0,115 0,180 0,602 0,826 1,115 1,311 1,904 1,981 1,934 0,155 1,50
MED 0,069 | 0,150 | 0542 | 0,910 1,386 1,651 | 2,785 | 2,932 | 2,918 0,214 1,64
MIN 0,041 | 0,035 | 0,059 | 0,072 | 0,097 0,122 | 0331 | 0,373 | 0,396 0,020 0,46
MAX 0,386 0,582 1,893 2,534 | 3,468 | 4,021 6,202 6,506 6,355 0,484 5,13

Legenda: Legenda: AP - aritmeticky primér; VSO - vybérova smérodatna odchylka; MED - medién; MIN - nejniz$i hodnota;
MAX — nejvyssi hodnota

Receptorova tekutina (Hankstv roztok s 4 % BSA a gentamycinem v koncentraci 50 mg/l) byla

odebirana v intervalech 1, 2, 4, 6, 8, 10, 20, 22 a 24 h. Odebrana RT byla ihned zamrazena pii -20°C
a vSechny vzorky byly nasledné¢ analyzovany pomoci HPLC s fluorescen¢ni detekci. Hodnoty flux a lag
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time byly stanoveny pomoci matematického modelu. Parametry transdermalni absorpce naftalenu shrnuji
tabulky 3 a 4, prubéh kinetiky absorpce je zobrazen grafy 1 a 2.

Primérnd hodnota veliCiny flux pifi absorpci naftalenu z acetonového roztoku byla
0,468+0,152 nmol/cm?/h (aritmeticky primér+VSO), pfi absorpci naftalenu z olejového roztoku
0,212+0,155 nmol/cm?/h. Primémé hodnota veli¢iny lag time pfi absorpci naftalenu z acetonového
roztoku byla 0,75+0,33 h (aritmeticky pramér+VSO), pii absorpci naftalenu z olejového roztoku
2,07£1,50 h. Statisticky vyznamny rozdil byl nalezen pouze u veli¢iny flux (p = 0,010). V ptipadé
veli¢iny lag time byla hladina statistické vyznamnosti p = 0,059.

Graf 1. Kinetika transdermalni absorpce naftalenu Graf 2. Kinetika transdermdlni absorpce naftalenu
v acetonu ve sluneénicovém oleji
Naftalen + aceton Naftalen + sluneénicovy olej
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Legenda: jednotlivé kiivky zachycuji priabéh transdermalni penetrace na individualnich vzorcich kize

7.2.3 Faze I11. Transdermalni absorpce smési PAU (vliv formy aplikace)

S ohledem na kapacitu zatizeni mohly byt v jednom experimentu testovany maximalné Ctyfi
zastupci PAU. Polyaromaty byly aplikovany ve stejnych koncentracich individudlngé i ve smési.
Testovany byly smési ve slozeni (1) naftalen, fenantren, pyren, benzo[a]pyren a (2) fluoren, fluoranten,
antracen a benz[a]antracen. Latky byly vybirany podle jejich toxikologické vyznamnosti a podle miry
jejich zastoupeni v realnych smésich PAU.

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

Na donorovou cast epidermis bylo separatné aplikovano 100 pl acetonového roztoku fenantrenu
(2,8 mg/g; n=6), naftalenu (5,4 mg/g; n=6), pyrenu (0,95 mg/g; n=6) a benzo[a]pyrenu (0,45 mg/g; n=6).
Obdobné byla aplikovana i smés PAU (n=6), ktera obsahovala vySe uvedené PAU ve stejnych
koncentracich, jako pfi jejich individuélnim (separatnim) podani. VSechny komurky byly ponechany bez
okluze. Receptorova tekutina byla u naftalenu odebirana v intervalech 2, 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 piipadé smési PAU byly odbéry v intervalech %, 1, 2,
4,6, 8, 12, 20, 24, 28, 44, 52, 68, 72, 76 h. Odebrané vzorky byly ihned zamrazeny pti -20°C a nasledné
analyzovany pomoci HPLC s fluorescen¢ni detekci. Hodnoty flux a lag time byly stanoveny pomoci
matematického modelu Iteration Tool. Vysledky shrnuje tabulka 5.
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Kinetika transdermalni absorpce naftalenu. V piipadé separatni aplikace naftalenu byla praimérna
hodnota veli¢iny flux 0,639+0,583 nmol/cm®h (aritmeticky pramér+VSO), pfi aplikaci naftalenu ve
smési PAU byla hodnota 0,530+0,315 nmol/cm?h. Rozdil v hodnotach veli¢iny flux nebyl statisticky
vyznamny (p = 0,694). V piipadé samostatné aplikace naftalenu byla primérna hodnota veli¢iny lag time
0,86%0,65 h (aritmeticky prumér+VSO), pii aplikaci naftalenu ve smési PAU byla primérna hodnota
veli¢iny lag time 0,98+1,06 h. Rozdil v hodnotach lag time nebyl statisticky vyznamny (p = 0,824).
Ovlivnéni miry absorpce naftalenu formou aplikace zachycuje Graf 3.

Kinetika transdermalni absorpce fenantrenu. V ptipad¢ separatni aplikace fenantrenu byla
pramérna hodnota veli¢iny flux 0,298+0,209 nmol/cm?/h (aritmeticky pramér£VSO), pii aplikaci
fenantrenu ve smési PAU byla primémé hodnota veli¢iny flux 0,149+0,104 nmol/cm?®h. Rozdil
vV hodnotach veli¢iny flux nebyl statisticky vyznamny (p =0,147). V ptipad¢ samostatné aplikace
fenantrenu byla primérna hodnota veli€iny lag time 14,87+5,49 h (aritmeticky primer+VSO), pfi aplikaci
fenantrenu ve smési PAU byla praimérnd hodnota lag time 16,88+6,06 h. Rozdil v hodnotach lag time

nebyl statisticky vyznamny (p = 0,560). Ovlivnéni miry absorpce fenantrenu formou aplikace zachycuje
Graf 4.

Graf 3. Absorpce naftalenu v zdvislosti na zpiisobu poddni  Graf 4. Absorpce fenantrenu v zdvislosti na zpiisobu
podani
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Legenda: jednotlivé kiivky zachycuji prubéh transdermalni penetrace na individualnich vzorcich kiize

Kinetika transdermalni absorpce pyrenu. V pfipad¢ separatni aplikace pyrenu byla primérna
hodnota veli¢iny flux 0,137+0,091 nmol/cm?/h (aritmeticky pramér+VSO), pfi aplikaci pyrenu ve smési
PAU byla primé&rna hodnota veli¢iny flux 0,034+0,027 nmol/cm?h. Rozdil v hodnotach veli¢iny flux byl
statisticky vyznamny (p = 0,038). V pfipad€ samostatné aplikace pyrenu byla primérna hodnota veli¢iny
lag time 30,78+7,15 h (aritmeticky primér£VSO), pfi aplikaci pyrenu ve smési PAU byla primérna
hodnota lag time 33,11+4,05 h. Rozdil v hodnotach lag time nebyl statisticky vyznamny (p = 0,506).
Ovlivnéni miry absorpce pyrenu formou aplikace zachycuje Graf 5.

Kinetika transdermdlni absorpce benzo[a]pyrenu. Absorpce benzo[a]pyrenu probihala
absorpce zanedbatelna a stanovitelné hodnoty koncentraci byly nalezeny (pouze u dvou vzorkl) az po
76 hodinach. Z tohoto divodu nebylo mozné stanovit primérné hodnoty veli¢in flux a lag time. V ptipadé
samostatné aplikace benzo[a]pyrenu byla primérnd hodnota veli¢iny flux 0,0017+0,0012 nmol/cm?/h

16



(aritmeticky primér+VSO) a primérna hodnota veli¢iny lag time 50,98+13,28 h. Kinetiku absorpce BaP
zachycuje graf 6.

Graf 5. Absorpce pyrenu Vv zdvislosti na zpiisobu poddni Graf 6. Absorpce BaP v zdvislosti na zpiisobu poddni
Absorpce pyrenu - samostatné/smés Absorpce benzo[a]lpyrenu - samostatné/smés
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Legenda: jednotlivé kiivky zachycuji priabéh transdermalni penetrace na individualnich vzorcich kize

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

Na donorovou ¢ast epidermis bylo separatné aplikovano 100 pl acetonového roztoku fluorenu
(0,95 mg/g; n=6), fluorantenu (1,4 mg/g; n=6), antracenu (0,7 mg/g; n=6) a benz[a]antracenu (0,45 mg/g;
n=6). Obdobn¢ byla aplikovana i smés PAU (n=6), kterd obsahovala vySe uvedené PAU ve stejnych
koncentracich, jako pfi jejich individualnim (separatnim) podani. VSechny komurky byly ponechany bez
okluze. Receptorova tekutina (Hanksav roztok se 4 % BSA a gentamycinem v koncentraci 50 mg/l) byla
odebirana v intervalech 2, 4, 8, 10, 12, 20, 24, 48 a 72 h. Odebrané vzorky receptorové tekutiny byly
ihned zamrazeny pfi -20°C a nasledné analyzovany pomoci HPLC s fluorescen¢ni detekci. Hodnoty flux
a lag time byly stanoveny pomoci matematického modelu Iteration Tool. Vysledky shrnuje tabulka 5.

Kinetika transdermalni absorpce fluorenu. V piipadé samostatné aplikace fluorenu byla primérna
hodnota veli¢iny flux 0,042+0,032 nmol/cm%h (aritmeticky pramér+VSO), pii aplikaci fluorenu ve smési
PAU byla primémé hodnota veli¢iny flux 0,041+0,026 nmol/cm?h. Rozdil v hodnotach flux nebyl
statisticky vyznamny (p =0,935). V piipadé samostatné aplikace fluorenu byla primérna hodnota
veli¢iny lag time 8,14+8,10 h (aritmeticky primér£VSO), pii aplikaci fluorenu ve smési PAU byla
prumérna hodnota veli¢iny lag time 7,00+1,77 h. Rozdil v hodnotach lag time nebyl statisticky vyznamny
(p = 0,768). Ovlivnéni miry absorpce fluorenu formou aplikace zachycuje Graf 7.

Kinetika transdermalni absorpce fluorantenu. V piipadé samostatné aplikace fluorantenu byla
priméma hodnota velig¢iny flux 0,117+0,123 nmol/cm?h (aritmeticky pramér+VSO), pfi aplikaci
fluorantenu ve smési PAU byla priméma hodnota veli¢iny flux 0,054+0,031 nmol/cm?h. Rozdil
v hodnotach flux nebyl statisticky vyznamny (p = 0,274). V piipadé samostatné aplikace fluorantenu byla
prumérna hodnota veliiny lag time 28,77+9,97 h (aritmeticky primeér£VSO), pii aplikaci fluorantenu ve
smési PAU byla primérna hodnota veli¢iny lag time 37,93+4,22 h. Rozdil v hodnotach lag time nebyl
statisticky vyznamny (p =0,089). Ovlivnéni miry absorpce fluorantenu formou aplikace zachycuje
Graf 8.
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Graf 7. Absorpce fluorenu v zdvislosti na zpiisobu podani  Graf 8. Absorpce fluorantenu v zdvislosti na zpiisobu
podani
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Legenda: jednotlivé kiivky zachycuji priubéh transdermalni penetrace na individualnich vzorcich kiize

Kinetika transdermalni absorpce antracenu. V pifipadé samostatné aplikace antracenu byla
primérnd hodnota veli¢iny flux 0,035+0,017 nmol/cm?/h (aritmeticky prumér+VSO), pfi aplikaci
antracenu ve smési PAU byla primérna hodnota veli¢iny flux 0,014+0,007 nmol/cm?/h. Rozdil
v hodnotach flux byl statisticky vyznamny (p = 0,031). V ptipadé samostatné aplikace antracenu byla
primérnd hodnota veli¢iny lag time 16,97+2,55 h (aritmeticky pramér+VSO), pii aplikaci antracenu ve
smesi PAU byla primérnd hodnota veli¢iny lag time 34,12+6,59 h. Rozdil v hodnotach lag time byl
statisticky vyznamny (p = 0,0002). Ovlivnéni miry absorpce antracenu formou aplikace zachycuje Graf 9.

Kinetika transdermdlni absorpce benz[a]antracenu. V piipadé samostatné aplikace
benz[a]antracenu byla priméma hodnota veliginy flux 0,0058+0,0082 nmol/cm?h (aritmeticky
prumér=VSO), pii aplikaci benz[a]antracenu ve smési PAU byla primérna hodnota veli¢iny flux
0,0005+0,0003 nmol/cm?h. Rozdil v hodnotach flux nebyl statisticky vyznamny (p = 0,132). V piipadé
samostatné aplikace benz[a]antracenu byla primérma hodnota veli¢iny lag time 37,95+25,02 h
(aritmeticky pramér£VSO), pii aplikaci benz[a]antracenu ve smési PAU byla primérna hodnota veli¢iny
lag time 38,73+4,42 h. Rozdil v hodnotach lag time nebyl statisticky vyznamny (p = 0,947). Ovlivnéni
miry absorpce benz[a]antracenu formou aplikace zachycuje Graf 10.

Graf 9. Absorpce antracenu v zavislosti na zpiisobu poddani  Graf 10. Absorpce benz[a]antracenu v zavislosti na

zpusobu podani
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Legenda: jednotlivé kiivky zachycuji pribéh transdermélni penetrace na individualnich vzorcich kize
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8. Diskuse

8.1 Vybér materialu a metodiky

Vzhledem k diivodu experimentd by bylo idealni pouziti lidské klize. To vSak narazi na etické
(informovany souhlas dérce, schvalovani experimentll etickou komisi) i technické problémy (kize
jedinct razného véku a zdravotniho stavu, dezinfekce povrchu kize pied odbérem/operaci). Z téchto
duvodu je vyhodné pouzit zvifeci model. Jako nejvhodnéjsi se jevi pouziti kuize praseéi (Sekkat 2002),

4

konkrétn¢ kiize zadni plochy usniho boltce prasete doméciho, kterd je nejpodobnéjsi lidské kiizi (Jacobi
2007).

Pro testovani transdermdlni penetrace latek jsou na vybér v podstaté¢ dva sméry penetrace
(vertikalni a horizontalni) a dva zakladni typy difaznich komurek (staticka a prutokova). V publikované
literatufe prevlada vertikalni smér penetrace a statické komurky. Vnitini praimér nasi nadobky (1,5 cm)
byl vybran tak, aby spliioval doporu¢eni Smérnice Evropské komise, kterd pozaduje minimalni velikost
absorpéni plochy 0,64 cm? (EU SCCP 2006). Absorpéni plocha nasi komurky tak méa 1,77 cm?. Objem
akceptorové ¢asti byl vybran 10 ml. Doporué¢eni OECD udava objem receptorové ¢asti v rozmezi 2 — 20
ml (OECD 2004a).

Vybér testované latky byl ovlivnén dlouhodobou zainteresovanosti Ustavu hygieny
apreventivniho 1ékaistvi LF UK v Hradci Kralové na problematiku expozice polycyklickym
aromatickym uhlovodikiim. Skupina PAU zahrnuje stovky latek, proto byly vybrany (podle zastoupeni
dané latky v dehtu a jeji potencialni zdravotni nebezpeénosti) jen nékteré (dle rozboru dehtu provedeném
v laboratoii Useku forenzni a klinické toxikologie UKBD, FN v Hradci Kralové). Nami testovanych osm
zastupci PAU (antracen, benz[a]antracen, benzo[a]pyren, fenantren, fluoranten, fluoren, naftalen, pyren)
patfilo mezi nejvice zastoupené PAU v analyzovaném vzorku. Vsechny tyto latky se téz nachéazi mezi
latkami hodnocenymi pti monitorovani prostiedi (ATSDR 1995).

Rozpoustédlem pouzivanym v publikovanych literarnich zdrojich zabyvajicich se transdermalni
absorpci PAU in vitro byva obvykle aceton (Yang 1986, Ng 1992, Moody 1995, Sartorelli 1998, 1999,
2001) nebo etanol (Payan 2008). Tato rozpoustédla vSak vzhledem k lipofilicit¢ PAU nejsou jejich
obvyklym médiem v realném zivoté (napi. PAU v rop€, mineralnich olejich a vazeliné v pramyslu;
mastovy zadklad Unguentum leniens pii Goeckermanové terapii lupénky). Vzhledem k mozZnosti srovnani
nami ziskanych vysledki s publikovanou literaturou, rozhodli jsme se v naSich experimentech téz
pouzivat jako rozpoustédlo aceton. Ke zjisténi piedpokladané odliSnosti absorpce pii jeho pouziti ve
srovnani s realnou situaci pii 1é¢bé lupénky dehtovou pastou (vzniklou rozmichanim terapeutického
kamenouhelného dehtu v Unguentum leniens) jsme se rozhodli provést soubézné testy absorpce
vybranych PAU pfi pouZiti acetonu nebo slune¢nicového oleje jako rozpoustédla (slunecnicovy olej tvori
50 % Unguentum leniens); (MZ CR 2009).

Vybér receptorové tekutiny byl ovlivnén typem testované latky. Pro test validace metodiky
s pouzitim kofeinu byl v souladu s literaturou jako receptorova tekutina pouzit fyziologicky roztok
(Duracher 2009). SloZeni vhodné receptorové tekutiny pro testy absorpce PAU bylo vybrano podle prace
Ng a kol. (Ng 1992). zZ&kladem této tekutiny je Hankstv roztok. Vzhledem k tomu, Zze PAU jsou latky
lipofilni (s log Kow > 3), bylo tieba ptidat dalsi nefyziologicky roztok umoziiujici jejich rozpustnost v RT.
Podle vzoru dostupné literatury jsme se rozhodli pouzit 4 % BSA. Protoze doba experimentti pifesahovala
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24 h, bylo téz tieba pridat do RT antimikrobialni slozku. Stejn¢ jako v praci Ng a kol. (Ng 1992), rozhodli
jsme se pro pouziti gentamycinu v koncentraci 50 mg/I.

Vybér nepoSkozeného kozniho vzorku k provedeni testu dermalni absorpce je zakladnim
pfedpokladem pro spravné provedeni testu. Z moznosti hodnoceni integrity kize jsme Vv souladu
s literaturou jako nejdilezitéjsi pouzivali vizualni hodnoceni vzorkli a vyfazeni neodpovidajicich
vysledkt, dopInéné piistrojovym méfenim TEWL (transepidermalni ztraty vody) a TER (elektrické
rezistence) koznich vzorkl. V literatufe jsou popisovany rtizné hodnoty TEWL kritéria pro pouziti
kozniho vzorku v experimentu, vét§inou se pohybuji v rozmezi 2 — 30 g/m%h. V nasich experimentech
jsme se rozhodli jako kritérium pro vyfazeni koZnich vzorkt uzivat hodnotu TEWL nad 15 g/mz/h, nebot’
tuto hodnotu (nebo ji podobnou) u stejného typu kiize pouzili i jini autofi (napi. Duracher 2009, Vallet
2008). Dalsi metodou bylo méfeni elektrické rezistence kuze (TER). Ani zde neexistuje jedna jasna
standardni hodnota udavajici pouzitelnost kozniho vzorku (piehled napi. Fasano 2002, White 2011).
Proto jsme se rozhodli jako vyludujici kritérium brat hodnotu 1,57 kQ/cm?, kterou na stejném typu
membrany pouzili Davies a kol. (Davies 2004).

Doba trvani testu transdermdlni absorpce muze byt rizna, v idealnim piipadé imituje
podminky reélné situace. Dolni hranice neni v podstaté ni¢im omezena, horni hranice této doby je ale
limitovdna enzymatickou a chemickou degradaci kozni bariéry, kterou po 72 h jiz nelze povazovat za
intaktni, 1 kdyZ existuji i delsi studie (Ge 2010). Dalsim doporucenim je trvani experimentu alespoii po
dobu dosazeni 2,7 nasobku lag time, nebot’ pied touto dobou nedojde k ustaveni vyrovnanych (steady
state) podminek (Williams 2003, Selzer 2013). Pii testovani absorpce polyaromatt byl po vzoru jinych
autort testujicich transdermalni absorpci PAU (Sartorelli 1998, 1999, Payan 2008) jako doba trvani
experimentu zvolen interval 72 hod.

K hodnoceni absorpce jsme se rozhodli ktzi povazovat za jednolitou membranu (Selzer 2013),
kdy k vypoctim zakladnich parametr absorpce (flux a lag time) se pouZziva pouze analyza receptorové
tekutiny. Pro snadngjsi a presnéjsi vypocty fluxu a lag time jsme sestrojili automaticky pocitacovy model
Iteration tool, ktery eliminuje mozné chyby vznikajici pfi hodnoceni fluxu a lag time pouze odectem
z grafu absorp¢ni kiivky (Niedorf 2008).

8.2 Vysledky experimenti

Validace metodiky — test transdermalni absorpce kofeinu

Ov¢éteni spravné funkce naSeho modelu pro testovani transdermalni absorpce latek bylo provedeno
pomoci dermalni absorpce kofeinu in vitro. Kofein spolu testosteronem a benzoovou kyselinou jsou
doporu¢ovany OECD jako referen¢ni latky pro provadéni in vivo a in vitro testil dermdlni absorpce
(OECD 2004b).

Zakladem pro validaci naseho modelu byla prace Duracher a kol. (Duracher 2009), v niz jsou
uvedeny hodnoty fluxu (4,90+2,10 pg/cm?h) a lag time (1.1+0.5 h) kofeinu pro nami uZivanou plnou
kGzi praseciho uSniho boltce. Hodnoty sledovanych parametri odhadnuté znaSeho valida¢niho
experimentu ¢ini 6,85+2,99 ug/cmz/h (flux), resp. 2,03+1,27 h (lag time) a lze je tedy povazovat za
srovnatelné s daty vyse uvedenymi a nami zavedend metodika tedy je schopna generovat spolehliva data.

Nami ziskana data jsou i v souladu s rozsahlou studii provedenou van de Sandtem a kol. (van de
Sandt 2004). V diskutované praci se prumérné hodnoty fluxu kofeinu (aplikovana koncentrace 4 mg/ml,
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objem 25 pl/cm®) pro plnou lidskou kioZi pohybuji v rozmezi 0,46-2,83 pg/cm®h. Nami vypodtena
hodnota nalezena pro 5x vyssi aplikovanou koncentraci kofeinu v donorové tekuting (tyz objem donorové
tekutiny na cm? kize) &ini 6,85ug/cm?/h, nas odhad fluxu je tedy cca 5x vyssi. Odhady lag time se
v diskutované praci pro plnou lidskou kuzi pohybuji v rozmezi hodnot 1,7-5,2 h. Nami nalezena hodnota
(2,03 h) potom lezi v uvedeném rozmezi. Ani srovnani spraci van de Sandta tedy nezpochybnilo
spolehlivost nami dosazenych vysledki v ramci validace metodiky.

Transdermalni absorpce PAU

V prvni fazi experimentalnich praci jsme sledovali vliv rozpoustédla a koncentrace latky na
transdermalni absorpci pyrenu. Analyzy receptorové tekutiny byly provadény v laboratofich Useku
forenzni a klinické toxikologie UKBD FN Hradec Kralové metodou GC-MS. Vzhledem k nakladtim
spojenym s vyuzivanim tohoto analytického systému a s ohledem na jeho vytizeni v podminkach fakultni
nemocnice, jsme odbéry receptorové tekutiny omezili na intervaly 12, 24, 48 a 72 hod. Odhad parametri
absorpce (flux a lag time) byl provddén standardnim postupem (proloZenim experimentédlnich dat
piimkou).

Hodnota lag time pyrenu (pfi pouZiti acetonu jako rozpoustédla) se pohybovala na hladin¢ 15,4 h
(v testech vlivu rozpoustédla), resp. 14,4 h (v testech vlivu koncentrace aplikované davky). Ve tieti fazi
experimentli bylo vySe uvedené davkové schéma zopakovano. Vzorky receptorové tekutiny byly
odebirany v intervalechl2, 20, 24, 28, 44, 52, 68, 72, 76 h, analyzovany kapalinovou chromatografii
(HPLC) a ziskané hodnoty absorpce v danych casovych intervalech hodnoceny programem lIteration
Tool. V tomto piipadé byl lag time pyrenu odhadnut na 30,8 h (Tab. 5). V Uvodnich studiich byly
k odhadiim hodnot parametrt fluxu a lag time k dispozici pouze &tyfi experimentalni body z odbéra
v rozmezi 12-72 hod. Je doporucovano (Williams 2003), aby doba experimentu ¢inila alespon 2,7nasobek
doby lag time. Tomu v ptipadé pyrenu (pti hodnoceni pomoci modelu Iteration Tool) odpovida ¢asova
dotace 83 hodin. Zpétny rozbor vysledkd tedy ptipousti pifitomnost systémové chyby v odhadu
zminénych parametrii provedenych v rdmci prvotnich experimentl. V piipadé fluxu pyrenu je rozdil mezi
odhady provedenymi v avodnich experimentech a ve tfeti fazi experimenti dokonce fadovy.

Ptes vySe uvedené vyhrady je v§ak mozné konstatovat, ze ivodni experimenty byly provadény dle
standardnich metodickych postupl. Skutec¢nost, Ze vysledky byly zatizeny (tymiZz) systematickymi
chybami, nebranila jejich vzdjemnému porovnani pti hodnoceni vlivu rozpoustédla a koncentrace latky na
transdermalni absorpci pyrenu. Kriticky rozbor vysledki Gvodnich experimenti byl podnétem ke
zdokonaleni jak analytického koncovky, tak matematického hodnoceni dat. Validovanad analyticka
metoda a pocitacovy model Iteration Tool byly uZity ve druhé a tfeti fazi experimentli. Odborné ¢lanky
0 metodé€ a poc¢itacovém modelu jsou piipravovany do tisku.

Podnétem k hodnoceni vlivu rozpoustédla na dermélni absorpci pyrenu byla skutecnost, ze ve
veétsingé publikovanych ¢lankd zabyvajicich se absorpci PAU, byl jako rozpoustédlo (nosné medium)
bézné pouzivan aceton (Ng 1992, Sartorelli 1998, 1999, 2001) nebo etanol (Payan 2008). Ani jedno
z téchto rozpoustédel vsak neni typické pro readlné podminky, pti kterych dochazi k dermalni expozici
osob PAU (oleje a maziva, benzin, dehet, saze ¢i terapeuticka aplikace dehtové pasty). Pii
Goeckermanové terapii lupénky je defektni povrch kiize oSetfovan dehtovou pastou. Bézné je pouzivana
3-5% dehtové pasta (5% dehtové pasta obsahuje 0,95mg pyrenu/g pasty); (Borska 2006). Mastovy zaklad
Unguentum leniens, ktery je pouzivan pro vyrobu dehtové pasty, obsahuje 50 % slunecnicového oleje
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(MZ CR 2009). Z vyse uvedenych diivodl byl pro testovani vlivu rozpoustédla na parametry dermalni
absorpce vybran aceton (pro moznost porovnani nasich vysledku s odbornou literaturou) a slune¢nicovy
olej (pro piiblizeni experimentl redlnym expozi¢nim podminkam pii Goeckermanové terapii).

V odborné literatufe jsme o slunecnicovém oleji (ve smyslu miry ovliviiovani dermalnich
expozic) nenalezli zaddné informace. Jak bylo vysSe uvedeno, jako rozpoustédlo se obvykle uziva aceton.
Ten ale muze pii dlouhodobém puisobeni poskozovat bariérove funkce SC (Fartasch 1997). Provadi-li se
experiment bez okluze (jak tomu bylo i pfi naSich experimentech), potom se aceton z donorového roztoku
aplikovaného na kizi rychle odpafi. Sartorelli a kol. (Sartorelli 1999) pii tomto pfistupu kontrolovali
integritu lidské kiize po odpaieni acetonu pomoci %H,0. Permeabilita kize nebyla pilisobenim acetonu
ovlivnéna (aplikovéano bylo 30 ul acetonu/1,77 cm?’ ktze).

Dalsim cilem tvodnich experimentil bylo zhodnoceni vlivu donorové koncentrace pyrenu na
transdermalni absorpci. Na povrch kize byly nanaSeny aplikaéni roztoky obsahujici pyren
v koncentracich 0,95 - 9,5 - 95 mg/g (rozpoustédlo aceton). Vzorky receptorové tekutiny byly odebirany
v intervalech 12, 24, 48, a 72 h a analyzovany pomoci GC-MS. Byly ziskany hodnoty fluxu a lag time pro
tfi koncentraéni tUrovné pyrenu. Bylo ponékud ptekvapivé, Ze rozdily v hodnotach fluxu nebyly
vyznamné. Rozdil mezi nejvyssi (pro stfedni koncentraci) a nejnizsi (pro nejvyssi koncentraci) hodnotu
parametru flux byl pouze trojndsobny a statisticky nevyznamny. Nariist koncentrace pyrenu v aplikaénim
roztoku byl pfitom stonasobny. Nutno ovSem doplnit, Ze po aplikaci roztoku obsahujiciho nejvyssi
koncentraci pyrenu jsme po odpateni acetonu pozorovali tvorbu krystalki na povrchu kiuze. Je
pravdépodobné, Ze k tomuto jevu dochdzi i1 pfi nizsich koncentracich (coz je okem htife zachytitelny jev).
Velikost davky potom urcuje tloustka této vrstvy a patrné i velikost ¢astic penetrantu ,,vypadlého®
zroztoku. Pokud je povrch kize (po odpafeni rozpoustédla) pokryt rovnomérnou vrstvou tuhého
penetrantu, méla by byt termodynamicka aktivita tuhého pyrenu ve vSech komiirkéch prakticky totozna.
Blizké by mély byt 1 hodnoty veli¢iny flux. Na velikosti davky tedy zfejmé zavisi pouze doba, po kterou
soustava zlistava v ustaleném stavu. Situace v§ak miize byt slozitjsi, jak naznacuje pozorovana (bodova)
krystalizace pyrenu z nejkoncentrovanéj$iho roztoku. V tomto piipadé nejde o rovnomérné pokryti
povrchu klize vrstvou tuhého penetrantu. Vztah mezi velikosti ¢astic penetrantu (relativné vuci tloust'ce
membrany) a jeho schopnosti do této membrany difundovat bliZze popisuje Romonchuk a kol.
(Romonchuk 2006).

V prvé studii byly ziskany hodnoty fluxu a lag time pro dvé koncentrace pyrenu rozpusténé v
acetonu a slune¢nicovem oleji. Hodnoty fluxu v pfipadé acetonového rozpoustédla se pohybovaly na
Grovnich 0,0192 nmol/cm?/h (pro koncentraci pyrenu 0,95 mg/g) a 0,0150 nmol/cm?h (pro koncentraci
9,5 mg/g). V piipadé slune¢nicového oleje se pohybovaly na drovnich 0,0088 nmol/cm?h (pro
koncentraci 0,95 mg/g) a 0,0119 nmol/cm?h (pro koncentraci 9,5 mg/g). Z uvedeného je ziejmé, Ze
zménou rozpoustédla (aceton/olej) dochazi k vyznamné zméné hodnoty flux (v acetonu je hodnota flux
zhruba dvojndsobnd). Naproti tomu desetindsobné zvyseni koncentrace se na zméné hodnoty flux
projevilo jen nevyznamné. Lze se domnivat, ze absorpce pyrenu prase¢i kuzi by mohla mit (na urovni
testovanych koncentraci) limitovanou kapacitu.

Experiment srovnavajici absorpci PAU v zavislosti na rozpoustédle (aceton vs. mineralni olej)
publikovali Sartorelli a kol. (Sartorelli 1999). V jejich experimentu pouziti acetonu vedlo k vyznamné
vyS$8i absorpci pyrenu, oproti olejovému rozpoustédlu byla zhruba desetkrat vyssi. V souladu s vysledky
studie Sartorelli a kol. byly i v nasich experimentech ve vSech ptipadech nalezeny vyssi hladiny absorpce
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pyrenu u acetonového media (pohybovala se na urovni dvou az pétinasobkt u nizsi koncentrace pyrenu,
resp. na drovni srovnatelné s olejovym rozpoustédlem u vyssi koncentrace pyrenu). Domnivame se, Ze
jednou z pficin rozdilnych urovni absorpci pyrenu muize byt slozeni pouZitych oleji. Zatimco Sartorelli
akol. ve svém experimentu pouzili synteticky olej (,,commercial synthetic lubricator for engines®),
v naSem experimentu byl pouZit olej sluneénicovy, ktery obsahuje 14-40 % kyseliny olejové (MZ CR
2009), jez je zndma jako akcelerator transdermalni penetrace (napi. Singh 2010).

V druhé studii byly ziskany odhady parametru lag time pro tiéi koncentra¢ni Grovné pyrenu
(rozpoustédlo aceton). Nalezené hodnoty lag time Kklesaly s rostouci donorovou koncentraci pyrenu
a dosahovaly urovni 14,4 h (koncentrace pyrenu 0,95 mg/g), 11,9 h (koncentrace pyrenu 9,5 mg/qg), resp.
5,33 h (koncentrace pyrenu 95 mg/g). Z teoretickych uvah vyplyva, Ze hodnota lag time zavisi pouze na
difuznim koeficientu penetrantu v daném prostiedi a délce difuzni drahy, ktera je obvykle aproximovana
tloustkou membrany. Hodnota lag time by tudiZ neméla vyznamné zaviset na koncentraci penetrantu
v donorovém roztoku. Pro uplnost dodejme, Ze experimenty byly provadény s mrtvou kazi, uplatiiovat se
proto mohla pouze pasivni difuze. Uplatiiovat se vSak mize rezervoarovy efekt kize. Hlavnim proteinem
epidermis je keratin. V rohové vrstvé predstavuji keratinova vlakna pies 90% vahy proteint a tvoii zaklad
jeji bunécné hmoty. Polyaromaéty se na keratin mohou reverzibiln€ vézat, jejich afinita ke keratinu vzriista
s rostouci lipofilitou molekuly (Hansen 2011). Rezervodrovy efekt kize pro pyren (jeho reverzibilni
interakce s kuzi) dolozili ve svych experimentech provadénych na potkanech in vivo i in vitro Payan
akol. (Payan 2008). Lze ptedpokladat, ze vys$si koncentrace aplikované latky vede k rychlejsimu
nasyceni rezervoarové kapacity kiize.

Ve druhé fazi experimentalnich praci jsme sledovali vliv rozpoustédla na transdermalni absorpci
naftalenu. Volba testovaci latky byla determinovana praktickymi dtvody. Naftalen je Siroce pouzivana
latka, ma ze studované skupiny PAU nejmensi molekulovou hmotnost a kiizi pronika nejsnaze.

Na kuzi bylo aplikovano vzdy 50 pl donorového roztoku (koncentrace 5,4 mg/g rozpoustédla; jako
rozpoustédlo pouzit aceton a slunecnicovy olej), coz predstavuje davku naftalenu 0,95 umol/cm2 (roztok
v acetonu), resp. 1,07 pmol/cm? (roztok ve slune¢nicovém oleji). V piipadé acetonového rozpoustédla
byla primérna hodnota flux 0,468+0,152 nmol/cm?/h, pfi pouZiti olejového roztoku byla zhruba polovicni
(0,212+0,155 nmol/cm?/h), rozdil dosahl statisticky vyznamné arovné (p = 0,010). Primé&rn4 hodnota lag
time byla po aplikaci roztoku naftalenu v acetonu 0,75+0,33 h, po pouziti olejového roztoku byla skoro
tiikrat delsi (2,07+1,50 h). Nicméné tento rozdil nebyl statisticky vyznamny (p = 0,059).

| v ptipadé€ naftalenu, podobné jako u pyrenu, byla aroven absorpce testované latky vyrazné mensi
apomalej§i pfi pouziti sluneCnicového oleje jako donorového rozpoustédla. Tento zavér posiluje
predpoklad, Ze za rozdilné hodnoty fluxu a lag time pyrenu i naftalenu pozorované po zaméné
donorového rozpoustédla je zodpoveédny efekt vehikula. Nase vysledky lze podpofit 1 literarnimi tdaji
(Sartorelli 1999). V piipadé naftalenu byla Sartorellim a kol. na kazi (z opi¢iho biicha) aplikovana davka
160 nmol/cm?® v acetonu nebo v mineralnim oleji. Pro aceton byla nalezena hodnota flux 1,011
nmol/cm?/h a lag time 1,18 h a pro synteticky olej hodnota flux 0,274 nmol/cm?h a lag time 4,86 h.
V piipadé nasi studie byla davka naftalenu (v acetonu) aplikovana na kizi v koncentraci Sestkrat vyssi,
nicméné hodnota flux byla dvakrat nizsi, neZ hodnota nalezena ve studii Sartorelli a kol. (Sartorelli 1999).
Komplikovanost prezentované problematiky doklada i nasledujici studie Frasche a kol. (Frasch 2007).
Autofi studovali dermalni absorpci naftalenu z tuhé substance. K experimentim uzili dermatomovanou
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kazi (ze zad prasete) nainstalovanou ve statické Franzové komiirce, receptorovou tekutinou byl Hankstv
roztok. Experimenty byly provadény ve dvou nezavislych laboratofich a byly zjiStény nasledujici hodnoty
flux a lag time: flux 238 a 58,8 nmol/cm?/h; lag time 0,82 a 2,02 h. Oproti na§im vysledkim jsou
uvedené hodnoty zhruba o dva fady vyssi.

Je zfejmé, Ze srovnani experimentalnich dat s literarnimi udaji je velmi komplikované a zatizené
mnoha nejistotami. Hlavni nejistoty se tykaji pouziti riznych zivoc¢isnych druhi (ktize), riznych modela
studia dermalni absorpce, riiznych podminek aplikace penetrantu a variaci ve zptisobu hodnoceni dat.

Ve treti fazi experimentdlnich praci jsme porovnavali vliv formy aplikace (individualni/smésna)
na parametry transdermalni absorpce. Hodnoceno bylo celkem osm zastupci PAU (antracen,
benz[a]antracen, benzo[a]pyren, fenantren, fluoranten, fluoren, naftalen, pyren), které byly na donorovou
Cast kuze prase¢iho ucha, zamontované ve statické diftizni komurce, aplikovany v acetonovém roztoku
bud’ samostatné, nebo ve smési obsahujici ¢tyfi zastupce PAU najednou. Pouzité koncentrace byly v obou
ptipadech aplikace stejné.

Z vysledku je patrné, ze rychlost, jakou jednotlivé polyaromaty penetrovaly kuzi, se zna¢né lisila.
Zatimco polyaromat s nejmensi molekulovou hmotnosti (naftalen) vykazal lag time 0,86 h, u polyaromatu
s nejvétsi molekulovou hmotnosti (benzo[a]pyrenu) jiz hodnota tohoto parametru Cinila 51 h. Obecné lze
fici, v souladu s literarnimi udaji, Zze hodnota lag time PAU naristala sjeho rostouci molekulovou
hmotnosti (Sartorelli 1999). Pii posuzovani vysledkli je nutno brat v tvahu, ze hodnota lag time neni
ovliviiovana jen tloustkou membrany a difuznim koeficientem polyaromatu v daném prostredi, ale 1 jeho
vazbou na proteiny kuze (difundovat mize pouze volna frakce polyaromatu).

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

Pokud byly polyaromaty na kiazi aplikovany ve smési, byla hodnota flux vzdy niz$i nez pfi
individualnim podani, pti¢emz rozdily mezi obéma zpusoby podani nartstaly s rostouci molekularni
hmotnosti testovaného polyaromatu. U polyaromati S nejmensi molekularni hmotnosti (naftalen, fluoren)
byl rozdil mezi hodnotami fluxu vypoctenymi z obou zptsobl podani < 17%. Pfitomnost dal§ich
polyaromatti v donorové tekutiné tedy méla na jejich prostup kiazi vliv minimalni; obdobné zakonitosti
platily i pro hodnotu lag time. V ptipadé antracenu, fenantrenu a fluorantenu piedstavovala hodnota flux
ze smesi polyaromatti 40-50% hodnoty registrované pii samostatném podéani. V piipad¢ pyrenu to bylo
25% hodnoty a v piipadé benz[a]antracenu jiZ jen 8,6% hodnoty registrované pii samostatném podani.
Byl-li ve smési podan benzo[a]pyren, pak jeho hladiny v receptorové tekutiné zustaly pod mezi
stanovitelnosti metody (2,4 nmol/l) po celou dobu trvani pokusu (72 hodin.). Hodnoty flux a lag time pro
smésné podani benzo[a]pyrenu tedy nebylo mozno stanovit.

Hodnota lag time byla smésnou aplikaci ovlivnéna méné nez hodnota flux. U vétSiny polyaromat
se hodnoty parametru lag time, vypoctené z individualni a smésné aplikace, neliSily o vice nez + 14%.
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Vyrazné&jsi narist hodnoty lag time pfi smésné aplikaci byl zjiStén pouze v ptipadé€ fluorantenu (o 31%)
a predevsim antracenu (o 101%).

Dosazené vysledky naznacuji, ze aplikace PAU ve smési mize mit piedev§im negativni dopad na
hodnotu flux (tj. na mnozstvi PAU, které kiizi projde za jednotku Casu). Tento efekt byl obecné tim
vyraznéjsi, ¢im vétsi byla molekularni hmotnost polyaromatu. Nami zjisténé poznatky ukazuji na
komplikovanost a nejistotu odhadu zdravotniho rizika v pfipadé expozice smésim PAU. Jsou-li znamy
relevantni informace o transdermalni kinetice PAU (zatim jen velmi limitovana data), byly tyto vétSinou
ziskany v experimentech hodnoticich podani jednotlivych PAU, coz je pro naprostou vétSinu expozic
PAU ze Zivotniho a pracovniho prostiedi netypické (Ng 1992, Moody 1995, Frasch 2007, Payan 2008).

Vliv zplisobu podani (samostatné nebo ve smési) zasadné ovliviiuje miru absorpce PAU
a vyznamné zvySuje nejistoty pii odhadu souvisejicich zdravotnich rizik. Nicméné pokud by byly znamy
validni informace o maximalni dermalni absorpci jednotlivych PAU (individualni aplikace maximalné
koncentrovaného donorového roztoku v neomezené davce), bylo by mozné piedpokladat, ze absorpce
Vv piipadé¢ smési nebude vyssi. To by pro danou smés PAU umoznilo stanoveni maximadlnich rizik
(d¢inkt) dermalni expozice (dle konzervativniho scénafe). Pozadované informace o dermalnich
charakteristikdch PAU v soucasné dobé k dispozici nejsou, stavajici databdze informaci (Flynn 1990,
Kirchner 1997) PAU neobsahuji. Z vyse uvedenych divoda se vyzkumna ¢innost naseho pracovisté bude
i nadale orientovat na stanoveni zakladnich charakteristik vybranych PAU v zavislosti na proménlivych
podminkach expozice.
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9. Zavér

Pro testovani transdermdlni absorpce latek in vitro byla zvolena metodika pouZzivajici vertikalni
statickou difzni komurku dle Franze. Jako absorpéni membrana v testovaci soupravé byla uzita plna
ktze 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
vysokou¢inné kapalinové chromatografie s fluorescen¢ni detekci (HPLC), pro které byla vyvinuta
avalidovana nova metodika. Ze ziskanych dat byly poéitany hodnoty zakladnich charakteristik
transdermalni absorpce PAU (flux a lag time). Pro vypocty byl vytvofen novy pocitatovy model, ktery
stanoveni charakteristik transdermalni absorpce vyznamné zptesiiuje (publikace je pripravovana).

Diserta¢ni prace ptinasi nové poznatky v oblasti zakladnich charakteristik transdermalni absorpce
PAU in vitro. Tyto poznatky lze vyuzit pti odhadu tirovné zdravotnich rizik dermalni expozice PAU.

Bylo prokazano, ze i relativné nizké donorové koncentrace PAU mohou napliiovat kapacitu
transportnich cest v kizi. Z pohledu faktorti ovlivilujicich celkovou miru transdermalniho pienosu PAU
ma velikost exponované plochy kuZze vétsi vliv nez koncentrace PAU v aplikovaném roztoku. PAU
s malou molekularni hmotnosti byly absorbovany rychleji a ve vét§im mnozstvi nez PAU s vyssi
molekularni hmotnosti.

Mira dermalni absorpce PAU vyznamné zavisela na charakteru rozpoustédla. Pouziti olejového
rozpoustédla mélo za nasledek (v porovnani s pouzitim standardniho rozpoustédla acetonu) nizsi hodnotu
miry dermalni absorpce. Redlné expozice PAU v zivotnim a pracovnim prostiedi byvaji spojovany
s tukovymi (olejovymi) bazemi (prosttedim). Je pravdépodobné, Zze v ptipadech, kdy jsou pro ucely
odhadt zdravotnich rizik dermalni expozice PAU pouzivany ,,acetonové® tidaje, ma odhadované riziko
nadhodnoceny (konzervativni) charakter.

Forma aplikace latky vyznamné ovliviiovala miru dermélni absorpce PAU (individualni/smésna
aplikace). Ve vSech experimentech byla niz§i mira dermalni absorpce nalezena pfi aplikaci smési PAU
(v porovnani s aplikaci individualni). S ohledem na skute¢nost, ze PAU se v Zivotnim a pracovnim
prostiedi vyskytuji témét vyhradné ve smeésich, bude mit uroven rizika dermalni expozice smési PAU,
odhadovana na zakladé¢ dat ziskanych pfi individualni aplikaci, nadhodnoceny (konzervativni) charakter.

Experimenty s dermalnimi expozicemi PAU budou na Ustavu hygieny a preventivniho 1ékatstvi
Lékaiské fakulty UK v Hradci Kralové pokra¢ovat hodnocenim celkového profilu testovanych latek (tzv.
total recovery) a naslednymi odhady maximalnich absorpci vybranych zastupcti PAU. Udaje piispéji
Kk dalsimu zpfesnovani zakladnich charakteristik transdermalni absorpce PAU pro ucely hodnoceni
(odhadii) zdravotnich rizik. Stavajici databaze informaci o dermalnich absorpcich latek informace
o dermalni kinetice (absorpci) PAU neobsahuji (Flynn 1990, Kirchner 1997).
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