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ANOTACE

VétSina studii se zabyva respiracni expozici polycyklickych aromatickych uhlovodiki na
organismus a ostatni expozice jsou tak trochu zatlaceny do pozadi. Neméné dulezité je
vénovat také pozornost expozici polycyklickych aromatickych uhlovodikt na lidskou kizi.
Pii 1écbé psoriazy se vyuziva v ramci Goeckermanovy metody lékaiského dehtu, ktery je
aplikovan na postizené misto. Proto je tedy dobré veédét, jak polycyklické aromatické
uhlovodiky pronikaji do zivého organismu a jak v ném pilisobi. Pro stanoveni vybranych
polycyklickych aromatickych uhlovodikti ve vzorcich byla pouzita vysokoucinna kapalinova

chromatografie s fluorescen¢ni detekei.
KLICOVA SLOVA

Kiuze, polycyklické aromatické uhlovodiky, pyren, vysokoucinna kapalinova chromatografie

S fluorescen¢ni detekci
TITLE

Use of high-performance liquid chromatography for study the passage of selected

polyaromatics through the human skin.
ANNOTATION

Most studies deal with the respiratory exposure of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS)
to the living organism, and other exposures are a bit suppressed into the background. It is
equally important to pay attention also to the PAHs exposure on human skin. In the treatment
of psoriasis by the Goeckerman method, medical tar is used, which is applied to the affected
area. Therefore, it is good to know how PAHs penetrate into aliving organism and how they
act in it. High-performance liquid chromatography with fluorescence detection was used to

determine selected PAHSs in the samples.
KEYWORDS

Human skin, polycyclic aromatic hydrocarbons, pyrene, high-performance liquid

chromatography with fluorescence detection
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UvVoD

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) maji prokdzané karcinogenni, toxické,
imunosupresivni a genotoxické ucinky. Vznikaji pii spalovani organickych latek a jsou tedy
velkym rizikem zejména pro zaméstnance koksaren a ve vyrobach, kde dochazi k jejich
uvoliiovani. NejpravdépodobnéjSim vstupem do organismu je jejich vdechovani, nicméné
vyznamné jSou také cesty peroralni a dermalni. Celkova plocha kize u dospélého Cloveka je
1,5 az 2,3 m? a z toxikologického hlediska je vyznamnou branou vstupu latek do organismu.
PAU se ale v mediciné pouzivaji i cileng, a to zejména pii 1é¢bé lupénky farmaceutickym
dehtem. Kuze je tvofena 3 zakladnimi vrstvami, epidermis, dermis a hypodermis. Dal$imi 4-5
vrstvami je tvofena epidermalni membrana, stratum basale, stratum spinosum, stratum
granulosum, stratum lucidum a stratum corneum. Stratum corneum epidermalni membrany je
tvofena az z50 % ceramidy a je bohatd na lipidy. Protoze PAU jsou latky lipofilni, Ize
predpokladat, Zze budou snadno prostupovat pravé v epidermalni membrané vrstvou stratum
corneum. V ostatnich vrstvach epidermdlni membrany, které jsou tvofeny vodnym
prostiedim, dochazi k biotransformaci PAU. Vzniklé volné radikaly a reaktivni meziprodukty
mohou dale reagovat s DNA, RNA a proteiny a pusobit jejich nezvratné zmény. VIiv na to,
jak rychle PAU prostoupi koZni bariérou do systémové cirkulace, ma i subpapilarni arterialni
a venozni pleten, ktera se nachazi mezi epidermis a dermis. Molekuly PAU a jejich
metabolitl pronikaji pfes cévni stény do systémové cirkulace, kdyz je tato pleten dilatovana.
V opacném piipadé€, kdy je tato pletent ve vazokonstrikei, prochdzeji PAU a jejich metabolity
az do podkozni cévni pletené a teprve zde vstupuji do systémové cirkulace. V experimentech
in vitro je mira penetrace latek ptes kozni bariéru vyjadfovana veli¢inou Flux a rychlost

penetrace latek ptes kozni bariéru veli¢inou Lag time [1-6].
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1  TEORETICKA CAST

1.1 KUZE
Kuze (cutis, derma) je nejvétsim plosnym organem lidského téla. Zaujima plochu piiblizné

1,2-2,3 m? a jeji hmotnost se pohybuje okolo 16 % celkové télesné hmotnosti jedince [1].

V organismu plni mnoho nepostradatelnych funkci. Zabranuje fyziologickym ztratam tekutin,
ma podil na regulaci télesné teploty, funguje jako ochrana pfed mechanickym a chemickym
poskozenim, obsahuje nervova zakonceni pro vnimani tlaku, teploty a bolesti, plni
imunologickou funkci a spolu smirné kyselym koznim filmem brani invazi fadé
mikroorganismt do téla. | za normalnich okolnosti kizi osidluji miliardy mikroorganismui,
avSak k rozvoji infekce dochédzi az pii proniknuti mikroorganismti pod kozni bariéru.
Naptiklad pti popaleninach kiize dochazi k jejimu vyraznému poskozeni a otvira se vstupni
brana do organismu pro ruzné Skodliviny a mikroorganismy. Mimo jiné se kize podili
na metabolismu sacharidi, tuki a bilkovin a syntéze vitaminu D vlivem UV zafeni. Dulezitou
vlastnosti kiize je bezesporu jeji elasticita. Na jeji vlastnosti maji také vliv pohlavni hormony,
potazmo pohlavi. Androgeny naptiklad zvySuji tloustku kaze, estrogeny stimuluji imunitni
funkce a naopak testosteron imunitni funkce inhibuje. Estrogeny starnuti kiize zpomaluji [1,

2],

Kuze (Obrdzek 1) se sklada ze tfi vrstev, pokozky (epidermis), skary (dermis) a podkozi
(hypodermis, tela subcutanea). K lidské kazi fadime i kozni derivaty jako jsou vlasy, nehty,
mazové a potni Zlazy. Pokozka je bezcévna a je vyZzivovana Skdrou. V dolnich vrstvach
dochazi k neustalému ristu a déleni bunck, které pak vytlacuji smérem na povrch bunky
star§i. Ty cestou pomalu rohovatéji az nakonec odumiou a zacnou se odlupovat. Timto
zpusobem se celd pokozka obméni za 3-4 tydny. Ve spodni vrstvé kiize je obsazeno
pigmentové barvivo melanin, které je zodpovédné za barvu kiize a chrani hlubsi vrstvy pred

ucinky UV zafeni [2].
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1.1.1 Epidermis

Obrazek 1 Stavba lidské kiize [1A]

Pokozka (epidermis) se sklada z péti vrstev (Obrazek 2), vrstvy zakladni (stratum basale),
ostnité (stratum spinosum), zrnité (stratum granulosum), svétlé (stratum lucidum) a vrstvy
rohové (stratum corneum). Je tvofena mnohovrstevnym dlazdicovym epitelem, jehoz bunky
se nazyvaji keratinocyty a jsou ektodermalniho ptivodu. Ektoderm, zarode¢ny list, je tvofen
jednovrstevnym kubickym epitelem. Keratinocyty smérem k povrchu postupné rohovati a
odlupuji se v podobé Supinek. Dochazi tedy k neustalé obnové bunék. Tloustka pokozky
znaéné kolisa a pohybuje s vV rozmezi od 75-800 um Vv zavislosti na typu. Vétsinou byva kiize
rozliSovdna na kazi tlustého typu (dlan€, chodidla) a kizi tenkého typu (ochlupena kuze).
V zavislosti na topografii se méni i celkova tloustka ktze, napiiklad na hlavé ¢ini ptiblizné

1,5 mm, zatimco na zadech muze dosahovat az 4 mm [1, 3].

Epidermis obsahuje i dalS$i buniky se specidlnimi funkcemi, jako jsou melanocyty,
Langerhansovy buiiky a Merkelovy builky. Melanocyty migruji do epidermis béhem druhého
meésice embryonalniho vyvoje a produkuji barvivo melanin, které dodava pokozce, vlasim,
chluplim a o¢im zbarveni. Melanin je syntetizovan z tyrosinu pies dopachinon za katalyzy
tyrosinasou. Z bun¢k je melanin vylucovan v granularni form¢ jako melanosomy, které jsou
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nasledné fagocytovany keratinocyty. Timto procesem je zajisténo rovnomeérné rozprostieni
pigmentu v epidermis. Langerhansovy buiky maji hvézdicovity tvar, jsou ptivodem z kostni
dfené a maji schopnost na sebe vazat antigeny a nasledn¢ je prezentovat T-lymfocytim. Hraji
tedy dualezitou tlohu vV imunitnich reakcich. Pivod vyznamu Merkelovych bun¢k neni piesné
znam. Bud’ vytvareji komplex s neuritem a tim se podileji na mechanorecepci, nebo stimuluji

diferenciaci a proliferaci keratinocytt a fidi jejich apoptdzu [1, 3].
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Obrazek 2 Vrstvy epidermis [2B]

1.1.2 Dermis

Skara (dermis) se sklada z pojivového vaziva kolagenu a s pokozkou ji pevné spojuje bazalni
membrana. Dermis obsahuje velkd mnoZstvi nervovych zakonceni, které nam umoZiuji
vnimat teplo a hmat a organismus je diky ni schopen se zbavovat odpadnich latek ve formé
potu. Ve Skafe nalézdme potni a mazové Zlazy, vlasové folikuly a cévy. Potni zlazy
rozliSujeme na malé (ekrinni), ptimo ustici na povrch téla, které jsou dulezité pro
termoregulaci, a velké (apokrinni) potni zlazy, které se nachazeji jen na urcitych mistech téla
(podpazi, oblast andlniho otvoru a genitdlu)a jsou charakterizovany jako zldzy aromatickeé.
Mazové zlazy jsou, mimo plosek nohou a dlani rukou, na celém povrchu téla. Mazové zlazy
produkuji maz (sebum), ktery obsahuje cholesterol a jeho derivaty, triacylglyceroly, skvalen

avosky [1, 2, 4].

Tloustka dermis je proménliva. Zalezi jak na misté, kde se nachazi, tak stafi organismu.
V détstvi a obdobi dospivani se zvySuje, naopak po padesatém roce zivota dochazi k jejimu

zeslabovani. Dermis tvofi dvé vrstvy s nepatrnym rozhranim, zevni vrstvv (stratum papillare)
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a vnitini vrstvv (stratum reticulare). Stratum papillare je tvofena fidkym vazivem. Z této
vrstvy vystupuji kolagenni vladkna, kterd se upinaji do bazalni membrany a pevné tak vazou
dermis k epidermis. Témto specialnim kolagennim vlaknim se proto fika kotevni vlakna.
Papilarni vrstva hojné obsahuje fibroblasty, Zirné burky, leukocyty a makrofagy a tvofi
dermalni papily. Stratum reticulare je oproti stratum papillare siln¢;jsi, obsahuje méné bunck
a vice kolagennich vlaken prvniho typu. Tvofi ji neuspofadana sit’ hustého vaziva. Obsahuje
velké mnozstvi krevnich kapilar, které maji za ukol vyzivovat jinak bezcévnou epidermis.
Mezibunéénou hmotu dermis tvoii voda a glykosaminoglykany, znichz hlavnim je
dermatansulfat. Cévni zasobeni dermis je zajiSténo tfemi venoznimi a dvéma arteridlnimi
pletenémi. Absorpci latek do organismu vyrazné ovliviluje vaskularizace dermis.
Vasokonstrikce a vasodilatace cév dermis se vyuziva pii aplikaci transdermalnich
farmaceutickych pfipravk. Pfi pfidani vasokonstrikénich latek se absorpce latek

do organismu snizuje, pfi piidani vasodilata¢nich latek naopak zvysuje [1, 2, 4].

1. 1. 3 Hypodermis

Podkozi (hypodermis) je nejhlubsi ¢ast pokozky obsahujici velké mnozstvi tukovych bungk,
kde se ukladaji ziviny. Mimo to, Ze hypodermis slouzi jako energeticka zasobarna organismu,
plni jesté funkci ochrannou. Zajistuje tlumeni narazl a podili se na termoregulaci. Nejvetsi

sitky hypodermis dosahuje na hyzdich, plosek nohou a na dlanich [5].

1. 2 Transport latek pres kiizi

PokoZka se sklada z péti vrstev riiznych typt bunck, které maji vliv na to, jakym zplisobem a
jestli viibec se latka transportuje do organismu. Prvnim typem jsou bezjaderné buiky zevni
rohové vrstvy, které jsou vyplnény keratinem. Tato vrstva je bezcévna a obsahuje
mezibunéénou hmotu slozenou z volnych mastnych kyselin, ceramidl, cholesterolu a
cholesterolsulfatu. Za rohovou vrstvou nasleduje vrstva bezjadernych svétlych bunck. Zrnita
vrstva je tvofena bunkami s plochymi jadry a zrny obsahujicimi prekurzor Keratinu,
keratohyalin. Ostnitou vrstvu tvofi polygonalni buiiky pospojované buné¢nymi mustky. Tyto
buniky maji jadra a v§echny nalezité bunétné organely a mezi nimi cirkuluje tkanovy mok. Na
bazalni membran¢ nalézame cylindrické jaderné bunky (Obrdzek 3). Dulezitym poznatkem je,
ze rohova vrstva je hydrofobni, kdezto ostatni vrstvy pokozky jsou hydrofilni. Pravé tyto
vlastnosti raznych vrstev kize maji vliv na vstup chemickych latek do organismu. Pravé
rohova vrstva je jakousi prvotni bariérou branici vstupu latek a spodni hydrofilni vrstvy se

stavaji limitujici pro prunik latek lipofilnich [6].

19



rohova vrstva
vrstva svétlych bunék

zmita vrstva

ostnita vrstva

zakladni vrstva

bazalni membrana

Obrazek 3 Stavba pokozky [3C]

Do vnitiniho prostfedi organismu mohou latky pronikat riznymi zplsoby, pies téla bunék
jednotlivych vrstev, mezibunéénym prostorem, mazovymi a potnimi zldzami a vlasovymi
folikuly, a to zejména pasivni difuzi. Vedle pasivni difuze ma na priniku latky vliv i podtlak
vznikly pfi odvadéni krve a tkanové tekutiny ze Skary, ktery ma za nasledek jakési nasavani
latky. Chemicka latka se bud’ miZe véazat pouze v rohové vrstvé a spolené se s jejimi
odlupujicimi buiikami z organismu vyloucit (adsorpce) nebo prostupuje az do hlubsich
struktur, kde se mezibunéény tkanovy mok setkava s cévami a prostupuje tak do systémové

cirkulace, pak hovofime o absorpci [5, 6].

Transdermdlni absorpci chemickych latek ptes lidskou kizi ovliviiuji faktory jako pohlavi,
vék a hydratace kiize. Je tfeba si uvédomit, Ze na riznych mistech téla nabyva kiize riznych
tlousték, a tim padem dochazi i na riznych mistech téla k rozdilnym absorpcim latek
do organismu. Pfi laboratornim testovani transdermalni absorpce se vyuzivaji lidské ktze
odebrané z koZnich §tépli ze zad, hrudniku ¢i bficha nebo kiiZze praseci ¢i opici. Je nutno brat
V potaz to, ze in vitro absorpce latek pies lidskou kizi byva vyssi nez pfi in vivo absorpci.
Zohlediuje se vek, pohlavi darce, misto odbéru a podminky pokusu. Kiaze se pouzivaji pokud
mozno Cerstvé s aktivnim enzymatickym systémem (do dvou dnli po odbéru), a bud’ v plné
tloust’ce, nebo sefiznuté asi na polovinu, pak neobsahuji celou vrstvu skary, ale pouze jeji
horni ¢ast. Lze pouzit i klize mrazené pii -18 az -20 °C. Takové vzorky jiz aktivni
enzymaticky systém nemaji a jsou mirn¢€ poskozeny krystalizaci vody. Nicméné jejich vyhoda
spoc¢iva v tom, ze se daji pouzit i rok po uskladnéni. Vyjimecné se po rehydrataci pouzivaji
ktze susené nebo kize umélé. Vhodnym vzorkem je pouze kiize bez viditelného poskozeni,

bez tetovani ¢i znamek malignit, bez pfedchoziho oSetfeni dezinfekénimi prostiedky. Po
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odbéru je kiize zbavena chloupkt, osSetiena pouze mydlem a vodou a je sefiznuto podkozi.

Poté se vzorky bali do aluminiové folie a zamrazi se [6].

1. 3 Polycyklické aromatické uhlovodiky

PAU jsou organické slouceniny, které obsahuji pouze uhlik a vodik a jsou tvofeny nejméné
dvéma benzenovymi jadry. Na téchto kruhovych strukturdch nejsou zadné substituenty a
nejsou pritomny zadné heteroatomy. Jsou to molekuly nenabité, nepolarni, v ¢istém Stavu
vétsinou bilé nebo zluté krystalické latky, jejichz fyzikalni a chemické vlastnosti se meéni
s molekulovou hmotnosti konkrétniho PAU. PAU s méné nez Ctyfmi kruhy, o relativni
molekulové hmotnosti 128-178, byvaji v plynném stavu, PAU se ¢tyimi kruhy o relativni
molekulové hmotnosti 202 mohou byt jak plynné, tak pevné a PAU s relativni molekulovou
hmotnosti vétsi nez 228 jsou obvykle pevného skupenstvi. Spolu srostouci relativni
molekulovou hmotnosti napiiklad klesa jejich tékavost ¢i polarita a naopak roste lipofilita a
bod varu. PAU, které se vyskytuji v prostiedi, vétSinou tékavé nejsou. Jsou to latky velmi
malo rozpustné ve vodé¢ a naopak dobie se rozpousti v tucich, olejich a organickych
rozpoustédlech, jako jsou acetonitril, toluen, aceton, benzen, xylen apod. PAU jsou jedny
z nejbéznéjsich polutanti vznikajicich pfedev§im pti nedokonalém spalovani fosilnich paliv
jako je ropa, uhli a dievo. V zimé¢ jsou koncentrace PAU v ovzdusi nékolikanasobné vyssi nez
v Iéte. PAU v plynné fazi zacinaji od asi 150 °C kondenzovat a véazat se na prachové
Castice. Ve vodném prostiedi se PAH vazi na ¢astice kalu a ukladaji se v sedimentech. PAU
maji charakteristicky zapach, jejich pary drazdi oc¢i a kazi, pisobi fotosenzibilizaci a maji
negativni vliv na ledviny a jatra. NejdulezitéjSim poznatkem je, Zze jsou to latky karcinogenni.
Asi nejznaméjSim karcinogennim PAU je benzo(a)pyren. Karcinogenita PAU stoupa spolu
s poétem jejich kondenzovanych jader az do péti, pak opét klesa. Dle IARC (mezinarodni
agentura pro vyzkum rakoviny) jsou PAU podle stupné karcinogenity ¢lenény do skupin
(Tabulka 1) [7-9].
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Tabulka 1 Klasifikace karcinogenity PAU dle IARC [10]

SKUPINA KARCINOGENITA PRIKLAD
1 karcinogenni pro ¢lovéka benzo(a)pyren
A pravdépodobné karcinogenni pro ¢lovéka benz(a)antracen,
dibenz(a,h)antracen
. Mozna karcinogenni pro ¢loveka benzo(b)fluoranthen,
benzo(j)fluoranthen,
neklasifikovano jako karcinogenni pro fluoren
3 o
¢loveka
q pravdépodobné neni karcinogenni pro

Cloveéka

IARC mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (z angl. International Agency for Research on Cancer)

1. 3. 1 Zdroje a vyuZziti polycyklickych aromatickych uhlovodikii

PAU se nachézeji vSude kolem nas. Setkdvame se s nimi kazdy den. Jak uz bylo zminéno,
jednd se o produkty nedokonalého spalovani nebo se uvoliiuji z materialii, které PAU
obsahuji, naptiklad asfalt. Do prostiedi se dostavaji pii vyrobé energie, hliniku a koksu,
krakovani ropy, z metalurgickych procesii, spalovani odpadu, silni¢ni dopravy, z rafinérii a
krematorii ¢i pii koufeni a grilovani. D4 se fici, ze ve vSech pfipadech, kdy muizeme
pozorovat tmavy kouf a vznik sazi, vznika velké mnozstvi PAU. PAU ale vznikaji v pfirodé 1
pfirozené. Takovymi pfirozenymi zdroji PAU je naptiklad vulkanicka Cinnost a poZary.
Nicméné piirodni zdroje PAU tvofi minoritni slozku veSkerych vyprodukovanych PAU.
Podle nékterych studii vyznamny podil veskerého uhliku ve vesmiru ptedstavuji pravé PAU

[7, 11].

PAU mohou do organismu vstupovat n¢kolika zpasoby, inhala¢né, oraln€, nebo pies kuzi.
Malé PAU vstupuji rychleji, velké PAU s 5-6 kruhy pomaleji. Diky svoji lipofilité maji
tendenci se hromadit v tukové tkani. Nemala rizika pro organismus piedstavuje naptiklad i
kondenzat cigaretového koufe na kiizi, kdy dochazi k dermalni absorpci PAU, nebo domaci
prach, ktery obsahuje PAU v rtizné koncentraci a predstavuje rizika zejména pro malé déti.
Cerstvé potraviny PAU vétsinou neobsahuji, ale to se méni s jejich tepelnou upravou,
grilovanim, pe¢enim, smaZenim ¢&i opékanim nad otevienym ohném. Cerny inkoust pouzivany
pro tetovani kiize nejenom Ze obsahuje PAU, které jsou pak trvale deponovany v kizi, ale

také fenol, ktery je karcinogenni a ma negativni vliv na CNS a ledviny [12-14].
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1. 3. 2 Goeckermanova metoda 1é¢by lupénky

Goeckermanova metoda vyuziva pii 1é¢bé lupénky kamenouhelny dehet a ultrafialové zateni.
Lupénka je chronické autoimunitni onemocnéni kiize a u10-20 % pacienti je mozné
pozorovat i onemocnéni kloubli. Lupénkou mutze byt postizené jakékoli misto na téle,
zejména se ale vyskytuje v oblasti velkych kloubt. Faktord vedoucich k propuknuti
onemocnéni je vice. Jedna se piedev§im o dédi¢nost, nedédi se vSak choroba, ale pouze
nachylnost k ni, a autoimunitnimu onemocnéni, kdy dochazi k uvoliiovani velkého mnozstvi
cytokini v bazalnich vrstvach kaze, coz vede K propuknuti chronického zanétu kize,
nadmérné tvorbé novych koznich bunék a jejich naslednému odlupovani. Nastup onemocnéni
mize spolu v kombinaci s dédicnymi faktory urychlit nebo zhorsit vliv vnéjsiho prostiedi,
jako je stres, zivotosprava, infekce, obezita, cukrovka, hormondlni zmény a pulsobeni
nékterych 1éka. Prevalence lupénky v Evropé je 1-2 %, ve svété pak 2-3 %. U méné
zavaznych forem lupénky se k 1é¢bé uzivaji kortikosteroidy, ¢ernouhelny dehet a kalcitriol,
které jsou ucinnymi latkami masti a gelt urCenych pro lokalni pouziti. Hlavni indikaci pro
lécbu dehtem Gockermanovou metodou je chronicka stacionarni lupénka. Dehty jsou smési
aromatickych uhlovodiki a dal$ich latek, které vznikaji suchou destilaci uhli, dfeva a btidlice.
Jiz Hippokrates pied vice nez 2000 lety popsal 1é¢ebné vyuziti dievéného dehtu z jehli¢nand.
Koncem 19. stoleti byly dehty zavedeny do bézné dermatologické praxe. Nicméné pies

nesporné vyhody je tfeba mit na zfeteli, ze PAU jsou v uritych koncentracich genotoxické a

wvr

Kamenouhelny dehet (pix lithanthracis) obsahuje ptedevsim pyren, fenol, antracen a naftalen.
Ma hnédocernou barvu, je tekuty, malo rozpustny ve vodé s typickym zapachem po naftalenu.
Utinky dehtu jsou pfedev§im antiproliferativni, adstringentni, antiflogistické, antimykotické a
antimikrobidlni. SloZité mechanismy plsobeni nejsou zcela objasnény, ale k nejdilezitéjSim
bezesporu patii potlacovani syntézy DNA, coz vede Ke snizeni epidermalni hyperproliferace a
k normalizaci porusené diferenciace keratinocytd v kuzi postizené lupénkou. Ozafenim
v oblasti vlnovych délek 330-550 nm, ma dehet vyrazné fotosenzibilizujici uéinky, a to
predevsim diky pfitomnosti antracenu a pyrenu. Gockermanova metoda zahrnuje v riznych
modifikacich aplikaci kamenouhelného dehtu s naslednym ozafenim v UV oblasti.
Kombinace UVA zafeni (315-400 nm) a dehtu vede ke klinicky zavaznym fototoxickym
reakcim, proto se pouziva UVB zafeni (280-315 nm), které je sice méné ucinné, ale bez
viditelnych nezadoucich G¢inkl. Pro vyslednou ucinnost 1écby jsou dulezité rizné parametry

metody, jako je koncentrace dehtu a celkova doba jeho aplikace. Nejlepsi vysledky a nejdelsi
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remise byly popsany po kontinualni 3-4 tydenni ustavni 1é€b&. Dnes se pouzivaji pasty
obsahujici 3-5 % farmaceutického dehtu, pficemz farmaceuticky dehet obsahuje 30 % PAU, a
nasledné ozaieni UVB svétlem. NeZzadouci ucinky jsou folikulitida nebo kontaktni alergicka
reakce. Pokud je dehet aplikovan na velké plochy kuze, pak nelze opomenout mozna

systémova rizika. Jedna se pfedevsim o neurotoxické a hepatotoxické téinky [12-14].

Ve studii, ktera probéhla v letech 2004-2016 na Lékaiské fakulté¢ v Hradci Kralové, bylo
vySetfeno celkem 320 pacientli (228 dospélych a 92 déti) 1é€enych Gockermanovou metodou
s farmaceutickym dehtem o slozeni uvedeném v Tabulce 2. Byla sledovana dermalni absorpce
PAU, imunotoxicka a genotoxickd odpovéd organismu na dermalni expozici PAU a UV
zateni. Rozsah expozice byl maximalné na 83 % povrchu téla. Pred a po terapii se pacientim
odebirala krev a mo¢. Jako ukazatel dermalni absorpce PAU slouzily hladiny 1-
hydroxypyrenu, 1-hydroxyfenanthrenu, 2-hydroxyfenanthrenu, 3-hydroxyfenanthrenu a 4-
hydroxyfenanthrenu v mo¢i. Ukazatelé imunotoxického rizika byly Treg (specializovana
populace T lymfocyti s CD163 monocyto-makrofagovym receptorem), Toll-like receptor
(TLR 2), imunoglobuliny, CRP, IL-6, TNF-alfa a jako ukazatelé¢ genotoxicity pak hladiny
nukleosomu, proteinu p53, benzo[a]pyren-7,8-diol-9,10-epoxid-DNA komplexii, cirkulujicich
protilatek proti benzo[a]pyren7,8-diol-9,10-epoxid-DNA komplextim v séru, dale pak DNA
zlomy (Comet Assay) a chromosomalni aberace v perifernich lymfocytech. Vysledkem studie
byl zavér potvrzujici vysokou uc¢innost 1é¢by dehtem v kombinaci s UV, ale i nezadouci
vysokou dermalni absorpci PAU a jejich mutagenni a genotoxické ucinky. Doporué¢enim bylo

modifikovat terapii tak, aby méla dostate¢nou u¢innost, ale mensi rizika [15-18].

Tabulka 2 Vybrané PAU ve vzorcich farmaceutického dehtu [16]

VYBRANE PAU VE VZORCICH FARMACEUTICKEHO DEHTU

PAU IARC % hmotnosti mg/g
benzo(a)pyren 1 0,3-1,0 0,008
dibenz(a,h)antracen 2A 0,3-0,6 < 0,001
naftalen 2B 10,2-11,8 3,286
Benz(a)antracen 2B 0,7-1,2 < 0,001
chrysen 2B 0,3-0,9 0,028
benzo(b)fluoranthen +
benzo(k)fluoranthen 2B 0307 <0.001
indeno(1,2,3-c,d)pyren 2B 0,2-0,5 < 0,001
acenaften 3 0,2-0,4 0,104
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fluoren 3 1,8-2,1 0,299
fenanthren 3 48-7,1 2,520
antracen 3 1,3-1,5 2,494
fluoranthen 3 2,2-29 0,413
pyren 3 3,3-4,2 0,241
benzo(g,h,i)perylen 3 0,2-0,4 < 0,001
acenaftylen - 0,5-1,2 0,153

PAU, polycyklické aromatické uhlovodiky; IARC, mezindrodni agentura pro vyzkum rakoviny

1. 4 Metabolismus polycyklickych aromatickych uhlovodiki

Metabolismus PAU zacina jiz v epitelové vrstvé plicni tkang, travici trubici a kazi. Hlavnim
mistem, kde jsou PAU metabolizovany, jsou jatra, mohou byt metabolizovany i v fad¢ jinych
organt, napiiklad v ledvinach a plicich. PAU se vyluéuji do zluce, moc¢i nebo matetského
mléka a hromadi se v omezeném mnozstvi V tukové tkani. Sami o sob€ jsou PAU inertni,
v organismu, at uz zivocisném nebo rostlinném, podléhaji procesim biotransformace.
Biotransforma¢nimi pochody, za katalyzy odpovidajicimi enzymy, dochazi k jejich
detoxikaci, ale v nékterych ptipadech mohou byt pfreménény na mnohem reaktivnéjsi
slouceniny, napiiklad epoxidy. Tyto daleko reaktivné&jsi latky reaguji S DNA a poskozuji ji.
Existuji tfi hlavni cesty aktivace PAU, tvorba PAU radikéalového kationtu, vzniklého oxidaci
katalyzovanou peroxidasou cytochromu P450, tvorba PAU-o0-chinont, vzniklych oxidaci
katalyzovanou dihydrodioldehydrogenasou a nakonec tvorba dihydrodiolovych epoxidd za
katalyzy cytochromy P450. Biotransformaéni pochody probihaji ve dvou fazich. V prvni fazi
biotransformace dochazi k oxida¢nim reakcim. Tyto oxidacni reakce jsou katalyzovany
mikrosomalnim systémem monooxygenasy endoplazmatickém retikulu, jako jsou cytochromy
P450 (CYP) a peroxidasy, nebo NAD(P)H:chinon-oxidoreduktasa. Pfi biotransformaci PAU
se uplatiuji zejména cytochromy CYP1A1 (mimojaterni tkan), CYP1A2 (jatra), CYP1B1
(nadorova tkan) a CYP3AA4. Pii téchto reakcich, kdy je polarni skupina (-OH, -SH, -NH>)
zavedena do molekuly lipofilniho PAU, vznikaji hydroxylované a epoxidované derivaty
PAU, které jsou hydrofilni a reaguji s DNA. Tvorba dihydrodiolovych epoxidi je
nejbéznéjsim mechanismem metabolické aktivace PAU, naptiklad z benzo(a)pyrenu pies
benzo(a)pyren-7,8-epoxid a benzo(a)pyren-7,8-diol vznika benzo(a)pyren-7,8-dio-9,10-
epoxid (Obrazek 4) [21, 22].
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Obriazek 4 Mechanismus aktivace benzo(a)pyren [4D]
CYP, cytochrom P450; EH, epoxidhydrolasa

V druhé fazi biotransformace PAU dochazi ke konjugaci produktt prvni faze biotransformace
s endogennimi slouc¢eninami, jako jsou glutathion, kyselinou glukuronova nebo sulfat.
Konjugacni reakce katalyzuji glutation-S-transferas a (GSTM1, GSTP1, GSTT1), UDP-
glukuronosyltransferasa (UGT) a sulfotransferasa (SULT). Vznikl¢ konjugaty jsou polarni a
tedy 1épe rozpustné ve vod¢. Timto zplsobem je zajiSténo jejich vylouceni z organismu.
Aktivita GST souvisi s genotoxickym poskozenim, pfinejmensim Vv placenté, proto lze GST
pouzit jako biomarker expozice PAU. Oxidované benzo(a)pyrenové derivaty jsou béznymi
substraty  UDP-glukuronyltransferasy, metabolity  1-hydroxypyrenglukuronid a |-
hydroxypyren se pouzivaji taktéz jako biomarkery expozice PAU. At uz PAU vstoupi do
organismu jakoukoli cestou, tj. inhala¢ni, oralni ¢i dermalni, jsou vzdy vylu€ovany moci nebo
stolici. PAU s niZsi relativni molekulovou hmotnosti se vylucuji moci, stolici se vylucuji PAU

s ¢tyfmi a vice aromatickymi jadry [21, 23].

Nékteré PAU jsou reaktivnéjsi nez jiné. Je to dano nejenom jejich molekulovou hmotnosti,
ale také jejich strukturou. Nékteré PAU tvoii takzvany bay region (oblast zatoky) a nékteré
fjord region (oblast fjordu), (Obrazek 5). Pravé diky témto oblastem se PAU kovalentné vazi
na nukleofilni ¢asti DNA. Na adenin se pfednostné vazi PAU majici fjord region a na guanin
pak PAU majici bay region. Vznikaji kovalentni adukty, které jsou karcinogenni a mutagenni.
Pokud kontrolni mechanismy V organismu nepracuji spravné, mutace se hromadi a mohou

vyvolat karcinogenezi [24].
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struktura bay struktura fjord

Obrazek 5 Struktury Bay (oblast zatoky) a Fjord (oblast fjordu) polycyklickych aromatickych uhlovodiki [5E]

1. 4. 1 Metabolismus benzo(a)pyrenu

Benzo(a)pyren (BaP), je dle IARC ftazen do skupin 1, tedy je prokdzanym karcinogenem.
Jeho metabolity se kovalentné vazi na DNA a zpusobuji tak mutace. Stejné tak jako vSechny
PAU i BaP, ke svému biologickému pusobeni vyzaduje metabolickou aktivaci. V organismu
absolvuje ob¢ faze biotransformace. Prvné je oxidovan systémem CYP (CYP1A1l a CYP1BI1)
a peroxidas za vzniku epoxidl. Vzniklé epoxidy se spontanné pteskupi za vzniku fenola (3-
hydroxy-, 6-hydroxy-, 7-hydroxy- a 9-hydroxy-BaP) a naslednou hydrataci vznikaji
dihydrodioly (4,5-, 7,8- nebo 9,10-dihydrodioly). Hydratace je katalyzovana epoxid
hydrolasou. Vzniklé dihydrodioly mohou byt za ucasti CYP dale oxidovany az
na dihydrodiolepoxidy (BaP-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid), (Obrdzek 6 a 7), které vytvaieji
s DNA kovalentni adukty. Pfitomnosti chiralnich uhlikd v oblasti bay region existuje vzdy
nékolik stechiometrickych forem pfislusné slouceniny. Mohou vznikat celkem ¢tyii opticky
aktivni iSomery kazdého diolepoxidu (+)/(-)-anti- a (+)/(-)-syn-BaP-7,8-diol-9,10-epoxid
(Obrazek 7). Z diolepoxida vznikaji otevienim epoxidového kruhu elektrofilni ¢astice, které
reaguji zejména s purinovymi bazemi, deoxyguanosinem a deoxyadenosinem, pricemz kazdy
produkt mize byt v konformaci cis nebo trans. Nejcastéji se vyskytujicim DNA aduktem je
10-(deoxyguanosin-N-2-yl)-7,8,9-trihydroxy-7,8,9,10-tertrahydro-BaP [24, 26].

27



T OH =
T I ]
] OH
CT T e E e LI
epoxid fenol 0 ¢ thinon triol
= m oH
CLI " 5
" L]
aH HO™ X

dihvdrodiol diolepoxid tetrol

Obrazek 6 Struktura metaboliti benzo(a)pyrenu [6F]

_ - o
= epoxide hydrolase H
. J'w- y [+]-anti-BaP-7 &-diol-3, 10-epoxide
OH

» 0 [ul;] F-450 0
F-450
el f+]-BiaP-7.3-cride [-]-BraP-7.-ditbwdrodiol H\“\x bf
" e
oH

aH

Oge [-1-sun-EaP-7.8-dial-3, 10-epozide
- u]

- =%,

o J X
P-450 o
a f.«* . -
= OH =
epotide hydrolase - . OH .
b e - [+)-sun-Baf-7 g-diol-3, 10-epoxide
o oH 2
oH \Ejf )
[--BaF-7,2-ouide [+]-BaP-7.8-dihydrodicl -

OH

i

o
[-]-anti-BaP-7 8-diol-3, 10-epoxide

Obrazek 7 Metabolicka aktivace benzo[a]pyrenu za vzniku iSomernich forem benzo(a)pyren-7,8-diol-9,10-
epoxida [7G]

6-Hydroxybenzo(a)pyren se dale oxiduje bud’ spontanné, nebo metabolicky na 1,6-, 3,6-,
nebo 6,12-chinon. 3-hydroxybenzo(a)pyren je metabolizovan na 3,6-chinon a9-
hydroxybenzo(a)pyren je metabolizovan na 9-hydroxy-4,5-dihydrodiol. Tyto derivaty maji
schopnost opakované vstupovat do redoxnich cykll, béhem kterych vznikaji reaktivni formy
kysliku (ROS). Jsou to napf. superoxidové anionty, hydroxylové a peroxylové radikaly.
Pokud neni mezi tvorbou ROS a jeho odstrafiovanim rovnovaha, nastava tzv. oxidacni stres a
diky ptebytku volnych radikali kysliku dochazi k poskozeni DNA. Volné radikaly se pak
podileji na tvorbé fetézcovych zlomid a vzniku vysoce mutagenniho 7-hydro-8-oxo-20-
deoxyguanosinu, ktery byl nalezen v lidskych nadorovych bunkach karcinomu plic. Fenoly,
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chinony a dihydrodioly mohou byt konjugovany s glutathionem, sulfatem a kyselinou
glukuronovou (Obrdzek 8) za ucasti GST, SULT a UGT, ve vétsiné piipadi tak dochazi k
jejich detoxikaci. Napiiklad GST katalyzuje konjugaci epoxida s glutathionem za vzniku
konjugatu, ktery je pak v jatrech a ledvinach preménén na konecny produkt, ktery je vyloucen

moci [23-26].

Souhrnna biotransformace BaP je uvedena na Obrdzku 9.
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1. 4. 2 Metabolismus polycyklickych aromatickych uhlovodiku v Kizi

Enzymy, které se UiCastni prvni 1 druhé faze metabolismu cizorodych latek, se nachazi v kizi
v mnohem mensich koncentracich, nez v jatrech a ledvinach. VétSinu téchto enzymt miizeme
nalézt v Keratinocytech, proto také pravé zde je metabolizovano nejvétsi mnozstvi PAU.
Podle in vitro testu s radioaktivné znacenym BaP [27], metabolismus PAU muze probihat
i v melanocytech. HPLC analyzou byla prokazana pfitomnost metaboliti BaP. Prvni faze
metabolismu PAU se Gcastni pfedevs§im CYP, v lidské kuzi se jich nachazi devatenact. Jde
o0 podskupiny CYP1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2A7, 2B6, 2C9, 2C18, 2C19, 2D6, 2E1, 2J2, 2R1,
2S1, 2U1, 2W1, 3A4, 3A5, 3A7. Pro biotransformaci PAU je dulezity zejména CYP 1A1,
ktery se nachazi v bazalni vrstvé keratinocytll, v celé epidermis je pfitomenCYP1A2 a CYP
1B1. Mimo CYP se biotransformace exogennich latek vprvni fazi ucastni
i alkoholdehydrogenasy, aldehyddehydrogenasy, epoxidhydrolasy, amidasy, esterasy
a flavindependentni monooxygenasy. Do druhé faze biotransformace se zapojuje
acetyltransferasa a methyltransferasa, glukuronosyltransferasa, sulfotransferasa a glutathion-

S-transferasa. VSechny tyto enzymy jsou v kuzi pfitomny [27].

1. 5 U&inky polycyklickych aromatickych uhlovodikii

PAU zptisobuji zavazné mutagenni a karcinogenni zmény v organismu. I ptesto, ze dosud
nebyla prokazana akutni toxicita pro ¢lovéka, nebezpeci karcinogenity je znacné. Toxicita a
karcinogenita nezavisi pouze na koncentraci PAU, ale obzvlasté na dobé kontaktu a druhu
PAU. Nejvyssi miru mutagenity maji PAU s péti kruhy PAU snadno piechazeji skrz placentu.
Karcinogenni jsou piedevsim nékteré metabolity PAU, naptiklad diolepoxidy a radikaly PAU.
Rizné teorie mechanismu karcinogenity PAU berou v uvahu jejich chemickou strukturu
(oblast zatoky) a jejich ioniza¢ni potencial. PAU jsou postupné metabolizovany na oxidy
a dihydrodioly a jejich naslednou oxidaci vznikaji diolepoxidy, které jsou nejreaktivnéjsi,
reaguji S guaninem a adeninem DNA. To vede ke vzniku DNA aduktd, které jsou mutagenni.
Diolepoxidy mimo jiné zvySuji expresi vaskularniho endotelialniho rustového faktoru [26,

28].

Dalsim moznym mechanismem je tvorba hydroxymethyl-PAU, které jsou preménény na
reaktivni sulfatestery, které reaguji s DNA za vzniku odpovidajicich adukti. Tyto dukty
vedou svym tu¢inkem k mutaci tumor supresorového genu (TP53), jehoz produktem je
transkripéni faktor protein p53. V cytoplazmé vétSiny bunék je pfitomen receptor pro

aromatické uhlovodiky (AhR), po jeho aktivaci navazanim PAU vznika komplex, ktery
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vstupuje do bunééného jadra. Zde mize ovlivnit expresi riznych geni (CYPL1Al), jejichz
produkty jsou enzymy, které se podileji na biotransformaci PAU na reaktivnéjsi metabolity.
Tyto reaktivni metabolity PAU reaguji s DNA. Aktivace AhR indukuje také expresi genu pro
cyklooxygenasu 2 (COX-2), ktera Kkatalyzuje pieménu arachidonové kyseliny
na prostaglandiny a zahajuje tak zanétlivou kaskadu generujici ROS. ROS a volné radikaly
hraji vyznamnou ulohu ve starnuti kiize, autoimunité, karcinogenezi a fotosenzitivité [26, 28,
29].

Tvorba addukti s DNA a ROS neni jedinym mechanismem, kterym PAU vyvolavaji
karcinogenezi. Dalsim nebezpecim je jejich podobnost se steroidnimi hormony, PAU tak

mohou aktivovat estrogenni receptory (ER) [30].

Nejvyznamnéj§im mechanismem karcinogeneze je nedostate¢na oprava poskozené DNA
u klicovych gend, které se podileji na regulaci bunétného cyklu. Vzhledem Kk tomu, ze
expozice PAU je dlouhodoba, je poskozeni DNA kumulativni. Nékolik studii spojilo
chronickou expozici PAU s riznymi typy rakoviny, jako jsou rakovina mocového méchyie,

plic, ledvin, jater a prsu [31, 32].

Po vstupu do organismu, PAU inhibuji diferenciaci monocyti na makrofagy, endocytozu,
fagocytozu, produkci cytokint, snizuji proliferaci T-lymfocytl, zvySuji aktivitu NK-bunék
a zvysuji pocet chromosomalnich aberaci perifernich lymfocyti. Je také znam inhibi¢ni vliv
expozice BaP na B-lymfocyty. Nekteré studie potvrdily moznou asociaci expozice PAU
s alergickou reakci. Dermalni expozice i inhalace zvysuje hladiny imunoglobulini ttidy E
(IgE). PAU tvoti s DNA adukty, které se usazuji vV cévnich sténach a tim se mohou zapojit
do procesu vzniku aterosklerozy. V jatrech, ledvinach, plicich a srdci se nachazi CYP1AI,
ktery aktivuje PAU na reaktivni metabolity, které ve svém dlsledku mohou zplsobovat
karcinogenezi. Napiiklad epitelové buiikky mocového méchyie obsahuji enzymy CYP 1B1 a
4B1, jejichz ucinkem jsou PAU aktivovany. Vzniklé adukty S DNA vedou k tvorbé nadora
mocového méchyie. PAU ptisobi také neurotoxicky. CYP1A1 se nachazi v mozkové tkani a
dalo by se ocekavat, Zze mechanismus biotransformace PAU bude stejny, jako v ostatnich
tkanich, obsahujicich tento enzym. Nicméné CYP1A1 v mozku mé deleci na exonu 6 a diky
tomu nemuze vazat BaP. PAU maji vliv i na reprodukci. U muzi zptisobuji zménu morfologie
spermii a snizuji tim jejich plodnost. Exponovani jedinci jsou také nachylnéjsi k rakoviné
prostaty. Expozice PAU V prenatalnim a ¢asném postnatalnim obdobi ma vliv na spravny

vyvoj ditéte, mize zménit normdlni vyvoj metabolickych, imunitnich a neurologickych
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funkci. DGvodem je vyssi proliferace bunck, nezraly imunitni systém, snizend schopnost
detoxikace a oprav poskozené DNA. Metabolity PAU mohou také poskozovat o¢ni ¢ocku a
vést ke vzniku Sedého zékalu. Lidé s enzymem CYP1B1*3/*3 jsou po expozici PAU nachylni

K riznym karcinomiim hlavy, hltanu, hrtanu a dutiny ustni [33, 34].
1. 6 Prehled vyznamnych polycyklickych aromatickych uhlovodiki

1. 6. 1 Fenanthren

Fenanthren je bezbarva krystalicka latka se slabym aromatickym zapachem, jejiz roztoky
vykazuji modrou fluorescenci. Jeho molekula je tvofena tfemi benzenovymi jadry utvétejici
oblast zatoky (bay region). Diky této struktufe ma fenanthren karcinogenni ucinky.
Fenanthren je isomerem antracenu. Dobfe se rozpousti v organickych rozpoustédlech
(acetonitril, benzen, ethanol, toluen). Jeden gram fenanthrenuje mozno rozpustit v 60 ml
studeného 95% alkoholu, v 10 ml vrouciho 95% alkoholu nebo v 25 ml absolutniho alkoholu.
Jeden gram fenanthrenu lze rozpustit v 2,4 mltoluenu nebo tetrachlormethanu,
ve 2 ml benzenu a v 1 ml sirouhliku. Dobfe rozpustny je také Vv ledové kyseliné octové.
UVzareni absorbuje pii vinovych délkach > 290 nm [35-37].

1. 6. 2 Naftalen

Naftalen je bila krystalicka tékava latka s charakteristickou vini uhelného dehtu. Ziskava se
bud’ z uhelného dehtu, nebo destilaci ropy. Pouziva se hlavné k vyrobé anhydridu kyseliny
ftalové, riznych mazadel a také provyrobu odpuzujicich latek proti molim. Je velmi $patné
rozpustny ve vodé, ale dobfe rozpustny v organickych rozpoustédlech. Jeden gram naftalenu
Ize rozpustit v 13 ml ethanolu nebo methanolu, 3,5 ml benzenu nebo toluenu, 8 ml olivového
oleje, 2 ml chloroformu a tetrachlormethanu, nebo 1,2 ml sirouhliku. Inhalace naftalenu,
poziti astyk skuzi je spojeno s hemolytickou anémii, poSkozenim jater, neurologickym
posSkozenim a poSkozenim sitnice. Kozni a gastrointestindlni absorpce je usnadnéna,
kdyz je naftalen podavan s olejem nebo tukem. Predpoklada se, ze naftalen je pro clovéka
karcinogenni a muze byt spojen se zvySenym rizikem vzniku karcinomu hrtanu a
konec¢niku.Naftalense nachdzi v cerném ofechu a mnoha esencidlnich olejich. Ma schopnost

fluorescence a absorbuje UV zateni o vinové délce 275 nm [37, 38].

1. 6. 3 Pyren
Pyren je bezbarva pevna latka, jejiz roztoky vykazuji slabou modrou fluorescenci. Jeji

molekula se skladd ze Cctyf kondenzovanych benzenovych kruhli. Jedna se o latku

32



s pomérné nizkou toxicitou a neni karcinogenni. Pyren je rozpustny v ethanolu, ethyletheru,
sirouhliku, benzenu, toluenu, lehce rozpustny v tetrachlormetanu. Absorbuje UV zaieni
0 vlnové délce 335 nm. Pyren je standardni souéasti smési PAU vyskytujicich se v Zivotnim
a pracovnim prostfedi. Po vstupu do organismu se rychle biotransformuje za vzniku raznych
metabolita [39-44].

1. 6. 4 Benzo(a)pyren

Je zluty krystalicky PAU tvofici drobné jehlicky. Skladd se z péti kondenzovanych
benzenovych jader s oblasti zatoky (bay region). Jeho diolové metabolity reaguji s DNA, coz
vede k mutacim, ptipadné vzniku nadorového onemocnéni. Dobie se rozpousti v methanolu,
ethanolu, benzenu, toluenu, xylenu, etheru a chloroformu, ve vod¢ je prakticky nerozpustny.
BaP se nachazi hlavné ve vyfukovych plynech a nafté, cigaretovém kouti a uhelném dehtu.

Snadno se vstiebava ze stiev a hromadi se v tukové tkani [45-50].

1. 6. 5 Anthracen

Antracen je bezbarva krystalicka latka, na svétle tmavne. Je tvofen ze tii za sebou umisténych
aromatickych jader bez oblasti zatoky a fjordu. Dobie se rozpousti v ethanolu, methanolu,
benzenu, toluenu, sirouhliku a hife v acetonu. Jeden gram se rozpusti v 67 ml absolutniho
alkoholu, 70 ml methanolu, 62 ml benzenu, 85 mlchloroformu, 200 ml etheru,
31 ml sirouhliku, 86ml tetrachlormethanua 125 ml toluenu. Pouziva se predevsim jako

meziprodukt pfi vyrobé barviv, scintilaénich krystald a organickych polovodicu [51, 52].

1. 6. 6 Benz(a)anthracen

Benz(a)anthracen je bezbarva krystalicka latka, roztok vykazuje zeleno-zlutou fluorescenci.
Je dobfe rozpustny ve vétSiné organickych rozpoustédlech. Ve vodé se rozpousti velmi
Spatné. Jeho struktura obsahuje Ctyfi kondenzovanékruhy. Primarné je obsaZzen v benzinu a
vyfukovych plynech, uhli, sazich, tabdku, cigaretovém koufi, asfaltu a mineralnich olejich.

Jedna se o genotoxickou a karcinogenni latku [53, 54].

1.6. 7 Fluoren

Fluoren je tvofen dvéma benzenovymi jadry, mezi nimiz se nachdzi cyklopentan. Za pokojové
teploty jde o bilou krystalickou latku se schopnosti fialové fluorescence. Zapachem pfipomina
naftalen. Ve vodé se téméf nerozpousti, stejné jako v mnoha organickych rozpoustédlech.
Vyjimku tvoii naptiklad aceton, ether a benzen. Je také rozpustny v ledové kyseliné octova.

Fluoren lze ziskat z uhelného dehtu, redukci fluorenonu zinkem nebo dehydrogenaci
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difenylmethanu. Vznika pii nedokonalém spalovani uhli, olejd, dieva, odpadu a tabaku. Jeho
expozici Celi zejména pracovnici v pramyslovych odvétvich, ktefti mohou vdechovat jeho
vypary nebo piijit do pfimého kontaktu se sazemi. Nachazi se také v tabakovém koufi,
vyfukovych plynech a grilovanych pokrmech. Fluoren uvolnény do Zivotniho prostiedi se na
vzduchu rozklada slune¢nim zéafenim. Bylo prokdzano, ze se hromadi v n¢kterych druzich ryb

[55-57].

V Priloze 1 jsou uvedeny zakladni charakteristiky vybranych PAU, vcetné jejich strukturnich

vzorcu.
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1. 7 Metody stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodiki

PAU maji schopnost bioakumulace, jsou rezistentni a lehko se vazi na pevné Castice.
Stanoveni PAU v zeminach, sedimentech ¢i vodach je zahajeno extrakci PAU ze vzorku
vhodnym rozpoustédlem, coz obvykle byva hexan. Déle je extrakt pieciStén a analyzovan. Pro
stanoveni PAU se nej¢astéji pouzivaji chromatografické metody. Diive se pro stanoveni PAU
pouzivala chromatografie na tenké vrstvé (TLC), ale dnes je TLC pouzivana spise jen pro
orientani stanoveni. Nejvétsi zastoupeni ma v praxi plynova chromatografie (GC) a

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC).

1. 7.1 Plynova chromatografie

Separace PAU GC je v prevazné mife provadéna na kiemennych kolonach se sttedné polarni
chemicky vdzanou polysiloxanovou stacionarni fazi. Kromé univerzalni plamenov¢ ioniza¢ni
detekce (FID), nachazi stale §ir§i uplatnéni pifimé spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC-

MS). GC ma vysokou separa¢ni Gi¢innost a separované PAU lze snadno identifikovat [60-62].

Pfed samotnym stanovenim GC je zapotiebi PAU ze vzorku extrahovat. Pouzivaji se techniky
kapalina-kapalina, extrakce tuhou fazi (SPE) nebo superkriticka fluidni extrakce (SFE). Pfi
SFE existuje superkriticka kapalina v jediném kondenzovaném stavu nad svym kritickym
tlakem a teplotou s vlastnostmi mezi plynem a kapalinou. M4 tedy hustotu blizkou kapalinam
a viskozitu podobnou plyniim. Proto je vyuzitelna jako kapalné rozpoustédlo a diky viskozité
podobné plyniim snadno pronika do poréznich materialid. Pfi spojeni GC s MS jsou PAU
Vv idealnim ptipad¢ identifikovany porovnanim jejich retencnich ¢asii a hmotnostnich spekter
s reten¢nimi Casy a hmotnostnimi spektry standardi. Nékteré standardy PAU mohou byt
nedostupné, pak je identifikace PAU zaloZena na interpretaci jeho hmotnostniho spektra a
shody s knihovnou spekter. V porovnani s HPLC s fluorimetrickou detekci je GC/MS
rovnéz vyssi. Technika GC/MS je upiednostiiovana pro analyzu komplexnich smési PAU,

ktera vyzaduje vysokou separa¢ni ucinnost [62, 63].

1. 7. 2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

U vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) je vzorek unaSen proudem kapalné
mobilni faze skrz kolonu, kde je faze stacionarni. Dé€leni latek probiha podle rozdilné afinity
k mobilni a stacionarni fazi. Pro stanoveni PAU metodou HPLC se pro jejich detekci
nejcastéji pouziva fluorescencni, UV nebo hmotnostni detektor. Nevyhodou HPLC oproti GC

je delsi doba analyzy a niz$i ucinnost separace. Ve snaze zkratit dobu analyzy a zvysit
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ucinnost separace, se dnes vyrabi kolony s malou velikosti sorbentu (2 um). Trendem je
pouziti povrchové poréznich mikrocastic s tuhym jadrem, ¢imz Ize docilit az o polovinu kratsi

dobu analyzy a lepsi rozliSeni (uzsi piky na chromatografu) [63, 64].

Pro stanoveni PAU v riznych vzorcich je v soucCasné dobé nejvice vyuzivana HPLC
s obracenymi fazemi (RP-HPLC). Jako stacionarni faze se nejcastéji pouziva oktadecyl (C18)
vazany na Silikagelu, mobilni fazi byva smés vody s acetonitrilem (ACN) nebo metanolem.
Detekce je bud’ UV, kdy se pouziva detektor s diodovym polem, nebo fluorimetricka. Pro
stanoveni PAU v odpadnich, podzemnich a pitnych vodach je doporu¢enou metodou podle
agentury pro ochranu Zivotniho prostfedi spadajici pod federalni vladu USA (US EPA)
metoda HPLC s UV nebo fluorescenéni detekci. PAU vykazuji celkem charakteristicka UV
spektra a vétSina rovnéz fluoreskuje. Fluorescen¢ni detekce (FD) ve spojeni s HPLC je
vhodna pro kvantitativni stanoveni PAU ve stopovych mnozstvich. Také se pouziva k analyze

metaboliti PAU jako ukazateld znecisténi zivotniho prostiedi [64-66].
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2  CIL PRACE

Cilem prace je urcit prostup vybranych PAU pies lidskou kazi a zjistit, zda koncentrace
daného PAU na povrchu kuze ma vliv na mnozstvi PAU, které pronikne skrz kuzi

do receptorové tekutiny.
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3

EXPERIMENTALNI CAST

3. 1 Material

3. 1. 1 Pomiicky a pristroje

Analytické vahy Kern ABJ 320-4NM, (Kern&Sohn, Balingen, Némecko)
Centrifuga Rotina 380 (Hettich, Tuttlingen, Némecko)
Dotykovy teplomér Oberflachen-Thermostick DOT 150 pro méfeni kozniho povrchu
(Voltcraft, Conrad Electronic, Hirschau, Némecko)
Injekéni stiikackyBraun, 2 ml (B. Braun, Melsungen, Némecko)
Injekéni stifkacky Chirana, 10 ml (Chirana, Nové Mésto na Moravé, Ceska Republika)
Injekéni jehly StericanNeur 0,80x120 mm, (B. Braun, Melsungen, Némecko)
Kapalinovy chromatograf (Shimadzu, Kjoto, Japonsko)

- Vysokotlakd pumpa LC-20AD s ctyfcestnym nizkotlakym ventilem a

odplynovacem DGU-20A5
- Analyticka kolona (Nucleodur 100-3 C18ec, 125 x 3 mm, 3 um), (Macherey-
Nagel, Diiren, Némecko)

- Autosampler SIL-20AC

- Termostat kolon CTO-20AC

- Fluorescencni detektor RF-20AXL

- Ridici systém CBM-20A

- Software LC Solution
Krouzky ze silikonové gumy o tloust’ce 3 mm (vyrobeno na provozné-technickém
oddéleni Lékaiské fakulty UK v Hradci Kralové, Ceska Republika)
Magnetické michadlo s ohfevem lkamag-RT 15 (IKA-Werke, Staufen, Némecko)
Modifikované Franzovy difuzni komirky (pramér sklenéné valcové nadobky 1,5 cm,
penetra¢ni plocha 1,77cm?, objem receptorové &asti komiirky 10 ml, Laboratorni sklo
Jifi Pokorny, Hradec Kralové, Ceska republika)
Pipety Biohit M-line, (StarLab, Hamburk, Némecko)
Plastovy drzak na difizni komurky (vyrobeny na provozné-technickém odd¢leni
L ékaiské fakulty UK v Hradci Kralové, Ceska Republika)
Polypropylenové zkumavky Eppendorf PP-3810X, objem 1,5 ml (Eppendorf AG,
Hamburk, Némecko)
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Predvazky Kern Laborwaage 440-47N, (Kern&Sohn, Balingen, Némecko)

Pienosny chladici box

Pfistroj na méfeni transepidermalni ztraty vody (TEWL) - MPA 5 (Courage+Khazaka,
Kolin nad Rynem, Némecko)

Piistroj k méfeni transdermalniho elektrického odporu (TER) — Tecpel LCR 612
(Tecpel Co, Nova Tchaj-pej, Tchaj-wan)

Silnosténna sklenéna nadoba

Sklenéné vialky z hnédého skla (4 ml) a vi¢ka s teflonovymi septy (Chromservis,
Praha, Cesk4 Republika)

Sklenic¢ky na louhovani krouzkt (zavafovaci sklenice mini, 41 ml)

Sttikackové filtry PTFE, 0,45 pm, pramér 13 mm, (Fisher Scientific, Pittsburgh, USA)
Spic¢ky Optifit (Sartorius, Gottingen, Némecko)

Ttepactka Reax Control (Heidolph, Svabach, Némecko)

Ttepaci vodni lazent GFL-1083 (Verkon, Praha, Ceska Republika)

Ultrazvukova vana P702, (GT Sonic Co., Guangdong, Cina)

Zabrusové zkumavky

Ostatni: pryzové gumicky, alobal, paratka, odmémé valce, chladni¢ka, lednicka,

odmérné valce

3. 1. 2 Chemikalie

Acetonitril pro HPLC,C2H3N, M = 41,05 g/mol (Merck, Darmstadt, Némecko)
Bovinni sérovy albumin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Chlorid sodny, NaCl, M = 58,44 g/mol (Lachema, Brno, Ceska republika)
Deionizovana voda, H2O, M = 18,00 g/mol, G = 0,055 uS

Fosfatovy pufr, pH = 7,4, 1,0 M (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Isopropylmyristat, Ci7H3402, M = 270,45 g/mol (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

Kyselina dusi¢na, HNOs M = 63,01 g/mol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Kyselina octova 100%, C2H402, M = 60,05 g/mol, p = 1,05 g/cm® (20 °C), (Merck,
Darmstadt, Némecko)

Methanol pro HPLC, CHsO, M = 32,04 g/mol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Penicilin se streptomycinem (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Pyren, Ci6H10, M = 202,26 g/mol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
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e Toluen, C7Hg, M =92, 14 g/mol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

3. 1. 3 Roztoky a vzorky

e Deionizovand voda

Deionizovana voda pro piipravu mobilnich fazi byla prefiltrovana skrz nylonovy filtr

0 porozité 0,2 um.

e Smés acetonitrilu a vody (25:75, v/v), mobilni faze A

Mobilni faze A byla pfipravena smichanim 250 ml ACN s 750 ml vody a odvzdu$néna

ultrazvukem (10 minut).

e Smés acetonitrilu a kyseliny octové (1000:2, v/v), mobilni fize B

Mobilni faze B byla pfipravena smichanim 1000 ml ACN s 2 ml ledové kyseliny octové a

odvzdusnéna ultrazvukem (10 minut).

e Roztok pyrenu v isopropylmyristatu (asi 70 mag/ml)

Do sklenéné zkumavky o objemu 7 ml bylo odvazeno 280 mg PYR a pifidany 4 ml
isopropylmyristatu (IPM). Zkumavka byla uzaviena sklenénou zatkou, obsah tifepan
na ttepacce 30 min pii 1500 rpm a odstiedén (19520 x g) po dobu 10 minut. Injekéni
stiikackou byl odebran supernatant (3 ml) a piefiltrovan skrz nylonovy filtr o porozité 0,2 um

do vialky.

e Roztok pyrenuv isopropylmyristatu (asi 7 mag/ml)

Do vialky bylo pipetovano 300 pl roztoku PYR v IPM (asi 70 mg/ml) a ptidano 2,7 ml IPM.

e Roztok pyrenuv isopropylmyristatu (asi 0,7 mag/ml)

Do vialky bylo pipetovano 300 ul roztoku PYR v IPM (asi 7 mg/ml) a ptidano 2,7 ml IMP.

e Receptorova tekutina

Navazka 20 g BSA byla dukladné rozpusténa v 500 ml PB, po rozpusténi BSA bylo piidano
5ml smési antibiotik penicilinu a streptomycinu (PNC-STR). Receptorova tekutina byla

pfipravovana denné Cerstva.
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e Fyziologicky roztok (asi 0,9%)

Navazka 0,9 g NaCl byla rozpusténa v 100 ml deionizované vody.

e Zasobni roztok pyrenu (asi 2g/1)

Navazka 0,0200 g PYR byla rozpusténa v 10 ml ACN. Roztok byl uchovavan pii 4 °C

maximaln¢é po dobu 1 mésice.

3. 2 Metodika zpracovani vzorku

Vsechny vzorky kize, pouzité pti experimentu, byly z oblasti biicha. Jednalo se o ptebyte¢né
tkan¢ po plastickych operacich provedenych ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové. Vzorky
kize byly od 4 riznych darci obou pohlavi a §lo na nich pozorovat rozdilné strukturalni
zmény. Néktery vzorek byl vice ochlupeny a jiny mél zase vice strii, kde je klize ztencena.
Vsechny tyto odchylky byly sledovany, jestli budou mit zdsadni vliv na vysledky pokusu. Po
vizualnim zhodnoceni, byly kize o¢istény tekutym mydlem a oplachnuty pod tekouci vodou.
Viditelné chlupy byly sefiznuty béznym elektrickym strojkem. Chirurgickym skalpelem byla
odseparovana kize a sefiznuta dermatomem na tloustku 0,8 mm. VSechny vzorky kize byly
do doby experimentu uchovany pfi teploté -20 °C. Stabilita vzork pfi -20 °C byla 12 mé&sict.
V den experimentu byly vzorky kuzi rozmrazeny pfi teploté 4 °C a vlozeny mezi donorovou
a receptorovou ¢ast difuznich komurek (Obrdzek 10) na jejichz povrch byl polozen krouzek
ze silikonové gumy (Obrazek 11), ktery poslouzil k lep§imu vymezeni penetracni plochy. Po
obvodu silikonového krouzku byly vysttihany zarezy, které umoznily lepsi fixaci donorové a

receptorové Casti difuzni komtrky pryzovymi gumickami.

15 mm
Donorova cast
= T AL
30 mm
\\ -~
>
- 70 mm

1

! Receptorova ¢ast

50 mm
e o .

O
objem 10 ml
absorpéni plocha 1,77 cm?

Obrazek 10 Difuzni komurka [10J]
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Obrazek 11 Krouzek ze silikonové gumy [10J]

Nasledné bylo do receptorové ¢asti difizni komutrky vlozeno magnetické michadlo a tato ¢ast
byla doplnéna receptorovou tekutinou tak, aby mezi kapalinou a kiZzi nevznikaly Zadné
bublinky vzduchu a obé& sty¢né plochy na sebe pfiléhaly. Takto bylo pfipraveno 34 vzork,
které byly pti 37 °C po dobu 1 h temperovany ve vodni lazni, aby doslo k jejich rehydrataci.
Po inkubaci a odvzdusnéni vzorkt byla na jejich povrchu méfena transepidermalni ztrata
vody (TEWL) piistrojem MPAS5 (Courage+Khazaka, Kolin nad Rynem, Némecko), viz
Obrazek 12. Poté bylo na povrch kuzi aplikovano 0,5 ml fyziologického roztoku a byl méfen
elektricky odpor kiize (TER) pfistrojem Tecpel LCR 612 (Tecpel Co, Nova Tchaj-pej, Tchaj-
wan), viz Obrdazek 13. K experimentu byly pouzity pouze takové vzorky, u kterych byly
hodnoty TEWL nizsi nez 15 g/m?/h a hodnoty TER vyssi nez 2,8 kQ [14].
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Obrazek 12 Ptistroj na méfeni transepidermalni ztraty vody MPAS5 [10]]

Obrazek 13 Ptistroj na méfeni elektrického odporu kiize Tecpel LCR 612 [10J]

Fyziologicky roztok byl odsat buni¢inou akomurky byly vlozeny do plastového
drzaku temperovaného magnetického michadla (Obrdzek 14). Kontaktnim teplomérem byla
pribézné méfena teplota povrchu ktize, ktera se pohybovala v rozmezi 32+1 °C. Destilovana

voda v boxu nesméla dosahovat na povrch kuzi, aby nedochazelo k jejich hydrataci.
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Obrazek 14 Temperovani komurek se vzorky kiizi v magnetickém michadle [10J]

V dal§im kroku bylo na takto pfipravené difuzni komirky aplikovano 50 pl roztoku PYR
v IPM (70, 7 nebo 0,7 mg/ml). Soucasti experimentu byly také kontrolni vzorky, na jejichz
povrch nebyl aplikovan zadny roztok. Nasledné byly v riznych Casech provadény odbéry
0,6 ml receptorové tekutiny (RT) zreceptorové casti difuzni komurky. Odbéry byly
provadény 2ml injekéni stiikackou s dlouhou jehlou. Odebrané mnozstvi RT bylo vzdy
doplnéno do ptivodniho objemu novou RT. Odbéry byly provadény v ¢asech 0,5, 1, 2, 6, 12,
24, 36, 48 h a odebrana RT byla uchovéana do doby HPLC analyzy ve vialkach z hnédého skla
s teflonovym septem pii -20 °C maximalné po dobu 4-9 mésict. Difizni komurky byly po
ukonceni pokusu vyndany a osuSeny, pryZzové gumicky sundany a krouzek ze silikonové
gumy, ktery slouzil pro vymezeni penetra¢ni plochy, vlozen do skleni¢ky spolu se 4 ml
toluenu k vylouhovani absorbovaného PYR. Dale byl kouskem vaty setien povrch kize
kazdého vzorku a tato vata byla vlozena do vialky. K vatdm se stérem povrchu kize byly
ptidany 3 ml toluenu. Vzorky toluenu s vylouhovanym PYR zkrouzkll a vaty ze stéru
povrchu kiize byly analyzovany metodou HPLC pro zjisténi mnozstvi PYR. Kuize z diftiznich
komirek byly opatrné sejmuty a rozprostieny na alobal tak, aby epidermis sméfovala dola a
suchou cestou byla provedena separace epidermis od dermis. Obé ¢asti byly umistény zv1ast
do vialek z hnédého skla a pfidany 2 ml toluenu. Krouzky, vaty, dermis i epidermis, byly
ponechany v toluenu po dobu 24 hodin. Po 24hodinovém louhovani byl toluen ze vzorku
odsat a piefiltrovan skrz nylonovy filtr o porozité 0,2 um do vialek z hnédého skla. Vzorky

byly uchovany do doby HPLC analyzy pfi -20 °C maximalné po dobu 4-9 mésicu.
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3. 2. 1 Test vytéZnosti extrakce pyrenu ze vzorki kiize toluenem

Paraleln¢ byl proveden test vytéznosti extrakce PYR ze vzorki kuze toluenem. Do sklenice
bylo vloZeno po jednom kusu kuze od 4 darct, ptidano50 pl donorového roztoku PYR v IPM
(asi 70 mg/ml) a obsah inkubovan 48 hodin pfi laboratorni teploté. Po 48 hodinach vsakovani
bylo do kazdé sklenice ptfidano 5 ml toluenu a PYR byl louhovan po dobu 24 hodin. Poté byly
do vialky z hnédého skla preneseny 2 ml toluenu s vyextrahovanym PYR a uchovavany pfi -
20 °C az do doby HPLC analyzy (maximaln¢ 9 mésicit). Pro zabranéni pfenosu mezi vzorky
byly po pouziti vialky ponechany 2 hodiny v zapnuté digestofi, tak aby se odpafil toluen, a

nasledné byly omyty koncentrovanou HNO3 a methanolem.

3. 3 Postup stanoveni pyrenu metodou kapalinové chromatografie

S fluorescencni detekci

3. 3. 1 Priprava vzorkii pro stanoveni pyrenu metodou kapalinové
chromatografie s fluorescenéni detekei

Standardy PYR pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky byly pfipraveny v rozsahu koncentraci 0,035-
30 mg/ml a 30-1000 mg/l. Rozsah koncentraci byl zvolen s ohledem na mez detekce, mez
stanovitelnosti a o¢ekavané koncentraci PYR ve vzorcich. Kalibra¢ni kiivky byly linearni
V celém svém rozsahu. Zasobni roztok PYR v ACN (asi 2 g/l) byl na pozadované koncentrace
fedén receptorovou tekutinou. V 1,5 ml polypropylenové (PP) zkumavce bylo smichano 20 pl
vzorku nebo standardu nebo receptorové tekutiné (slepy vzorek) s 1 ml ACN, obsah fadné
promichan, inkubovan 30 minut pii laboratorni teploté a odstiedén (19520 x g, 20 minut). Do
insertu vialky bylo pfeneseno 300 ul supernatantu, vialka uzaviena vickem se septem a

vlozena do autosampleru [67, 68].

V piipadé stanoveni PYR ve vzorku toluenu bylo postupovano nasledovné. Standardy PYR
pro sestrojeni kalibracni kiivky byly pfipraveny v rozsahu koncentraci 0,035-30 mg/ml a 30-
1000 mg/l. Zasobni roztok PYR v ACN (asi 2 g/l) byl na pozadované koncentrace fedén
ACN. V 1,5 ml PP zkumavce bylo smichano 20 pl vzorku nebo standardu nebo ACN (slepy
vzorek) s1 ml ACN a obsah fadné promichan. Do insertu vialky bylo pteneseno 300 pl

supernatantu, vialka uzaviena vickem se septem a vlozena do autosampleru.

3. 3. 2 Parametry chromatografické analyzy
Hladiny PYR rozpusténého v RT a toluenu byly stanoveny metodou HPLC s fluorescenéni

detekci. Separace PYR od interferujicich latek byla provedena na kolon¢ Nucleodur C18,
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125 x 3 mm, eluce byla gradientova, pritok mobilni faze byl udrzovan na hodnoté 0,6 ml/min
pti teploté¢ 20 °C. PYR byl detekovan fluorescenénim detektorem (Aex = 270 nm, Aem =
390 nm, zesileni x4 s citlivosti stiedni, objemem davkovanym na kolonu 10 ul; zesileni X1 s
citlivosti nizkou, ddvkovanym objemem 5 pl). Mobilni fazi A byla smés ACN a vody (25:75,
v/v), mobilni fazi B ACN s ptidavkem ledové kyseliny octové (1000:2, v/v). Pro kvantifikaci
hladiny PYR v receptorové tekutin¢ a toluenu byla pouzita metoda kalibracni kiivky.
Parametry 5 kalibra¢nich kiivek jsou uvedeny v Tabulce 3. V ptiloze 2-3 jsou zobrazeny

chromatografické zaznamy standardu a realného vzorku.

Tabulka 3 Mez stanovitelnosti, mez detekce a pramérné parametry 5 kalibra¢nich kiivek metody vysokou¢inné
kapalinové chromatografie s fluorescen¢ni detekci

citlivost, pracovni | smérnice | intercept R LOD LOQ
zesileni, rozsah AVG AVG (SD) [mo/l] | [mg/l]
davkovany | Kkalibracni (SD) (SD)
objem krivky [mg/l]
[mo/l]
0,015-30 3,993.10° | 19900 0,9999 | 0,005 | 0,015
sti‘edni, (6495) (5985) | (0,0005)
X4,
10 pl
30-1000 1,419.10* | 19211 0,9988 | 1,172 | 3,553
nizka, (397) (5040) | (0,0004)
x1,
5ul

AVG, aritmeticky pramér; SD, smérodatna odchylka; R, korela¢ni koeficient. Mez stanovitelnosti (LOQ, z angl.
limit of quantification) a mez detekce (LOD, z angl. limit of detection) byly vypodteny z nésledujicich rovnic:
LOQ =10 Su/b; LOD = 3,3 Sa/b, kde S; je standardni odchylka interceptu a b je primérna smérnice kalibraénich
kiivek

Casovy program gradientové eluce je uveden v Tabulce 4. S ohledem na spektralni hranu
kyseliny octové a emisni spektrum xenonové vybojky fluorescencniho detektoru, byla pfi
vybéru excitacnich vinovych délek zvolena pouze absorpéni maxima s vinovou délkou veétsi

nez 240 nm.
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Tabulka 4 Casovy program gradientové eluce metody vysokouginné kapalinové chromatografie s fluorescenéni
detekei

Cas (min) MFA (%) MFB (%)
0,01 52 48
5,00 52 48
17,00 8 92
22,00 8 92
22,01 52 48

3. 3. 3 Kalibrace

Pro kvantitativni stanoveni PYR v RT a toluenu byla pouzitd metoda kalibra¢ni kiivky.
Na osu x byly vyneseny koncentrace jednotlivych standardd PYR (mg/l) a na osu y plocha
piku PYR. Rovnice kalibra¢ni kiivky byla ziskana prolozenim zavislosti téchto dvou

promé&nnych metodou nejmensich ctverct.

3. 4 Zpracovani vysledki
Pro zpracovéni vysledkt byl pouzit program Excel a STATISTICA 12 (StatSoft, Praha, CR).
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4  VYSLEDKY

Priimérné mnozstvi PYR, které proslo pies jednotkovou plochu kize (1,77 cm?) za jednotku
casu (Flux) pii aplikaci donorového roztoku PYR v IMP (70 mg/ml; 17,3 umol/50 ul) bylo
2,02 nmol/cm?/h (Tabulka 5).

Tabulka 5 Absorpce pyrenu Vv receptorové tekuting (nmol/cm?) v asovych intervalech po aplikaci donorového
roztoku (pyren v isopropylmyristatu o koncentraci 70 mg/ml)

Cas odbéru [h] Flux iﬁi

0.5 | 1 | 2 6 10 | 24 | 36 18 [h] [h]
1000[0,00]0,06] 054 | 7.53 [25.34] 4028 | 3021 | 1.45 | 6.21

2| 0.00]000]006] 1,84 | 1065|3138 5632 | 78.76 | 1.97 | 7.71

3] 0.00]0,00]006] 426 | 1849|5726 05,10 | 13351 | 3,25 | 647

pvRapar | 4| 0-00[0.00( 0.06] 4,12 [22.36 | 62.43 | 109.80 [ 155,45 | 3.87 [ 7.73
(70 mgml) 0.000.00]000| 0,06 | 1,28 | 5,94 | 1445 | 2320 | 0,76 | 17.49
6| 0.00]000]000] 0,06 | 021 | 579 | 16,37 | 29,03 | 1,07 | 20,70
7[000[0,00]0,00] 0,06 | 1,28 | 6,70 | 11,76 | 18,60 | 0,55 | 14,27

8] 0.00[000]070] 3,40 [ 1631|4640 73.81 | 93.62 | 2.46 | 4.69

9| 0.00]000]070] 3,98 [ 15,61 41,27 63,45 | 7924 | 2,00 | 3,74

10| 0,00 [ 0,00 0.70 | 2,00 | 11,56 | 43.80 | 74,45 | 107.40| 2,73 | 8.32

AVG 76,91 | 2,02 | 9.73
median 79,00 | 2,03 | 7.72
VSO 1,00 | 5,73

AVG, aritmeticky primeér; VSO, vybérova smérodatna odchylka

Absorpce u kazdého vzorku po pridani donorového roztoku PYR v IPM (70 mg/ml)

Vv zavislosti na ¢ase je znazornéna v Grafu 1.
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Graf 1 Absorpce donorového roztoku pyrenu V isopropylmyristatu (70 mg/ml) v danych ¢asovych intervalech
[11K]
180
160
140
120
100
80

60

Absorpce (nmol/cm?)

40

20

0,5 1 2 6 10 24 36 48
Cas (h)

Vzorky =—@=1 =@=2 3 1 5
6 =] ==l =@=0 ==@==10

Pii aplikaci donorového roztoku PYR v IPM (7 mg/ml; 1,73 pumol/50 pl) byl aritmeticky
pramér flux PYR 0,37 nmol/cm?/h (Tabulka 6).

Tabulka 6 Absorpce pyrenu v receptorové tekuting (nmol/cm?) v ¢asovych intervalech po aplikaci donorového
roztoku (pyren v isopropylmyristatu o koncentraci 7 mg/ml)

Cas odbéru [h] Flux tll'wﬁ

11| 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,70 | 237 | 6,70 | 956 | 1232 | 033 | 353

12| 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0,00 | 0.70 | 3.57 | 6.32 | 899 | 025 | O.89

13| 0.00 | 0.00 | 0,00 | 064 | 2,75 | 792 | 13,00 | 19537 | 043 5.15

PYR-IPM [74/000| 000 | 000 |064| 420 [ 1128] 1963 [26.71] 065 | 6.15
(7 mg/ml)

15| 0.00 | 0,00 | 0,00 000 | 064 | 443 | 694 | 10.75| 0.28 | 10,17

16| 0.00 | 0.00 | 0,00 | 0.00 | 0,64 | 3.11 | 650 | 928 | 0.27 | 12.06
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Cas odbéru [h] Flux |Lagtime |

0.5 1 2 6 | 10 | 24 | 36 | 48 | [m] [h]

17| 0.00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 O.64 | 2,08 | 461 | 6.07 | 0,18 | 10,73

18| 0.00 | 0.00 | 0,00 | 0,64 | 3.14 | 9.13 | 14.73 | 20.69 | 0.50 5.77

19| 0.00 | 0.00 [ 0,00 | 0,64 | 1.68 | 6,01 | 993 | 1558 | 041 10,01

20| 0,00 | 0,00 | 0.00 (020 1.47 | 531 | 10.12 | 15,10 | 042 | 1218

AVG 1451 | 037 | 8,57
median 13,71 | 0,37 | 9,95
VSO 0,14 | 3.11

AVG, aritmeticky praimér; VSO, vybérova smérodatna odchylka

Absorpce u kazdého vzorku po pfidani donorového roztoku PYR v IPM (7 mg/ml)
Vv zavislosti na ¢ase je znazornéna v Grafu 2.

Graf 2: Absorpce donorového roztoku pyrenu V isopropylmyristatu (7 mg/ml) v danych
casovych intervalech [11K]
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Pti aplikaci donorového roztoku PYR v IPM (0,7 mg/ml; 173nmol/50 pl) byl aritmeticky
prameér flux PYR 0,04 nmol/cm?/h (Tabulka 7).
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Tabulka 7 Absorpce pyrenu v receptorové tekutiné (nmol/cm?) v ¢asovych intervalech po aplikaci donorového
roztoku (pyren v isopropylmyristatu o koncentraci 0,7 mg/ml)

= s Lag
Cas odbéru i

[ Flux | o*%

0,5 1 2 ] 10 24 a6 48 [k] [R]

21| 0.00 0.00 000000015 |033(098) 1,532 | 0052120

22| 0.00 0.00 000000007 | 022038 052 | 001 ] 757

23| 0.00 0.00 0001000031 |0090(152) 2,11 | 005 ] 6,24

= 5

PYR - IPM 24| 0,00 0,00 000 | 0,0 Q201060104 143 | 004 ] 6,38
(0,7 mg/ml) _ _ _
25 0,00 0,00 Q00 (000 (007018030 063 | 002 ] 21,56

26| 0.00 0.00 000 0000070270533 0,85 | 0,03 19,78

27| 0.00 0,00 00010071025 063(1,04) 1,14 | 0,04 | 4,140

28| 0.00 0,00 00010000260 054(081 ) 098 | 0,032,170
20( 0.00 0.00 000000007 |030(104) 1,85 | 005 13,180
an| 000 0.00 000000007 | 038079 1,01 | 003 11,540

AVG 1,21 | 0,04 | 11,42
median 1,08 | 0,03 | 9,76
VsO 0,01 7,28

AVG, aritmeticky primér; VSO, vybérova smérodatnad odchylka
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Absorpce u kazdého vzorku po pridani donorového roztoku PYR v IPM (0,7 mg/ml) v
zavislosti na ¢ase znazoriuje Graf 3.

Graf 3: Absorpce donorového roztoku pyrenu v isopropylmyristatu (0,7 mg/ml) v danych ¢asovych intervalech
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Dle o¢ekavani byla nejvyssi absorpce po 48h S nejvyssi aplikovanou koncentraci PYR a
se snizujici se aplikovanou koncentraci PYR se také absorpce snizovala (po 48 h v priméru
76,91, 1451 a 1,21 nmoI/cmZ). Flux PYR se snizoval, byla-li niz$i koncentrace PYR
v donorovém rozotoku (2,02, 0,37 a 0,04 nmol/cm?/h). Lag time, tedy doba, za kterou PYR
projde ptes kozni bariéru a dosahne oblast cirkulace, byl nejkratsi u aplikované koncentrace
7 mg/ml. (8,56+3,11h), pii koncentraci 70 mg/ml to bylo 9,73+5,73 h a pfi koncentraci
0,7 mg/ml pak 11,42+7,28 h.

Vytéznost nebyla velkd. Mnozstvi PYR, ktery proSel pfes membranu do receptorové tekutiny
a toho, ktery se vylouhoval do toluenu z vaty ze stérd povrchu ktze, krouzktu slouzicich
k zakotveni penetracni membrany, dermis a epidermis, bylo 30 % z aplikované davky
donorového roztoku s koncentraci 70 mg/ml, 37 % s koncentraci 7 mg/ml a 37 %

s koncentraci 0,7 mg/ml.
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Primémé hodnoty PYR v danych kompartmentech po aplikaci donorového roztoku

0 koncentraci 70, 7 a 0,7 mg/ml jsou uvedeny v Tabulce 8.

Tabulka 8 Vytéznost pyrenu z rtiznych kompartmentt [11K]

Donorovy
roztok Povrch kuZe Krouzky
(mg/ml)

m [ug] | m[umol] | %o ad. | %onm. | m[ug] |m[umol]| % ad | %nm.
70 406,76 2,46 1443 | 4832 | 43504 2,16 12,66 42 58

7 68,96 0,34 18,74 | 50,84 54,61 0,27 14,84 40,26
0,7 3,31 0,03 18.00 | 4832 4.66 0,02 15,79 4257
Donorovy
roztok Epidermis Dermis
(mg/ml)
m[pg] | m[umol] |%ad | %nm | mpug] |m[umol]| %ad | %nm
70 59,73 0,30 1,74 5,83 405 0,02 0,12 0,40
7 6,38 0,03 1,73 4,70 0,30 0,00 0,14 0,37
0,7 0,33 0,00 1.80 4,83 0,02 0,00 0,05 0,14
Donorovy
roziok Receptorova tekutina
(mg/ml)
m [ug] | m [umol] | % a.d. | o nm.
70 27,31 0,14 0,80 2,67
7 5,19 0,03 1.41 3,83
0,7 0,43 0,00 1.46 3,94

m [pg, umol], aritmeticky primér nalezeného mnozstvi pyrenu v daném kompartmentu; % a.d., mnoZstvi
aplikované davky (%), které za dany Casovy usek penetrovalo pfes membranu; % n.m., procento z celkem

nalezeného mnozstvi pyrenu ve vSech kompartmentech

Soucet nalezeného PYR v jednotlivych kompartmentech po aplikaci donorového roztoku
o koncentraci 70, 7 a 0,7 mg/ml vevztahu k aplikovanému mnozstvi PYR je uveden

v Tabulce 9.
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Tabulka 9 Primérna vytéznost pyrenu ve vSech sledovanych kompartmentech

Donorovy
roztok Aplikovano Celkem nalezeno % a.d.
(mg/ml)
[Lg] [Lmol] [Lg] [Lumol]
70 3 443,00 17,02 1023.78 5.06 20.74
7 368.00 1.82 135.64 0.67 36.86
0.7 29.50 0.15 10.94 0.05 37.10

% a.d., mnozstvi aplikované davky (%), které za dany ¢asovy usek penetrovalo pfes membranu

Vizualné mély nékteré komirky mokry povrch. U téchto vzorkli se ocekdvalo, ze se
aplikovany olej do kuze nevsal zcela, a tudiz nalezené koncentrace PYR budou mensi.
U ,,mokrych* komurek, byly vysledky vytéznosti paradoxné lepsi, 64,19, 59,54 a 71,49 %
(Tabulka 10), u ,,suchych® komurek, které byly na pohled suché, se piedpokladalo, ze se
aplikovany olej vsal a koncentrace PYR budou vyssi, vysledky vytéznosti vSak byly horsi,

6,77, 2,84 2 2,70 % (Tabulka 11).

Tabulka 10 Pramérna vytéznost pyrenu ve vSech sledovanych kompartmentech (,,mokré* difuzni komurky)

Donorovy
roztok Aplikovino Celkem nalezeno % a.d.
(mg/ml)
[ug] [hmol] [ng] [rmol]
70 3 443,00 17,02 2209.85 1093 | 64,18
n=4
7 368,00 1,82 219,10 1,08 50,54
n=>0
0.7 29,50 0,15 21,00 0,10 71,49
n=>3

% a.d., mnozstvi aplikované davky (%), které za dany Casovy Usek penetrovalo pies membranu; n = pocet
p y y y p p p

vzorkl
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Tabulka 11 Primérna vytéZnost pyrenu ve viech sledovanych kompartmentech (,,suché* diftzni komurky)

Donorovy
roztok Aplikovano Celkem nalezeno % a.d.
(mg/ml)
[1e] [Lumol] [ue] [Lumol]
70 3 443.00 17.02 233.07 1.15 6.77
n==6
7 368.00 1.82 10.44 0.05 2.84
n=4
0.7 29.50 0.15 0.80 0.00 2.70
n=>5

% a.d., mnozstvi aplikované davky (%), které za dany ¢asovy usek penetrovalo pfes membranu; n = pocet

vzorkl

Nejvétsi rozdily byly na povrchu kiize. U mokrych diftznich komirek bylo nalezeno asi 35,
31 a 35 % aplikované davky, z krouzku 25, 24 a 31 % (Tabulka 12) a u suchych difuznich
komurek 0,7, 0,2 a 0,5 % aplikované davky, u krouzku 4,7, 0,5 a 0,1 % (Tabulka 13).
V epidermis a dermis rozdily mezi mokrymi a suchymi difiznimi komtrkami zase nebyly tak
velké, pro epidermis je to (mokré 3, 2 a 3 %, suché 1, 1 a 1 % aplikované davky) a pro dermis
(mokr¢ 0,19, 0,18 a 0,09 %, such¢ 0,07, 0,07 a 0,01 % aplikované davky). U receptorové
tekutiny je to pro mokré difuzni komurky 0,91, 1,8 a 1,9 % aplikované davky, pro suché
difizni komirky pak 1,4, 3 a 1,9 % aplikované davky. Na povrchu kiize zlstalo nejvice PYR,

do epidermis proniklo mén¢ a nejmén¢ pak do dermis.

Tabulka 12 Pramérna vytéznost pyrenu v riznych kompartmentech (,,suché* difuzni komurky)

Donorovy
roztok Povrch kuze Krouzky
(mg/m)
m [pg] |m [umol]| % a.d. | %nm. | m[ug] |m[umol]| % ad. | % nm,
70 1207.65( 5.97 35,08 | 54.65 845,70 4,20 24.68 38.45
n=4
7 114,37 0.57 31,08 | 52.20 89,66 0.443 24.37 40,92
n==>6
0.7 10.46 0.05 35.46 | 49.60 0.27 0.05 31.44 43.97
n=>5
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Donorovy
roztok Epidermis Dermis
(mg/ml)
m[ug] | m[umol] | %ad | Yonm. | m[ug] | m[umol] | %ad | %nm
70 114 68 0.57 3.33 3,19 6.62 0.03 0.19 0.30
n=4
Epidermis Dermis
m [ug] | m[umol] | %oad. | Yonm. | m[ug] | m[umol]| %ad | %nm,
7 7.95 0.04 2.16 3.63 0.66 0.00 0.18 0.30
n==56
0,7 0,78 0.00 2,63 3.68 0.03 0.00 0.09 0,12
n=>3
Donorovy
roztok Receptorova tekutina
(mg/ml)
m [pg] | m [pmol] | %oad. | “onm.
70 il 0.15 0.91 141
n=4
7 6,47 0.03 1,76 2.96
n==56
0.7 0.56 0.00 1.88 2.63
n=3

m [ug, umol], aritmeticky prumér nalezeného mnozstvi pyrenu v daném kompartmentu; % a.d., mnozstvi
aplikované davky (%), které za dany casovy usek penetrovalo pes membranu; % n.m., procento z celkem

nalezeného mnozstvi pyrenu ve vSech kompartmentech; n = pocet vzorkd

Tabulka 13 Praimérna vytéznost pyrenu v riznych kompartmentech (,,mokré* difuzni komurky)

Donorovy
roztok Povrch kaze Krouzky
(mg/ml)
mug] | mpmel] | %ad. | Yonm. | mug] |[m[umel] | %oad. | %nm,
70 2283 0.11 0.66 9.79 160,10 0,79 465 68.69
n==6
7 0.86 0.00 0.23 821 2.02 0.01 0,55 19.35
n=4
0.7 0.16 0,00 0,54 19,94 0,04 0.00 0.15 345
n=>5
Donorovy
roztok Epidermis Dermis
(mg/ml)
m[ug] | m[pmel] | %ad. | %enm. | mug] [m[umel] | %oad. | %nm,
70 23.09 0.11 0.67 991 2.33 0.01 0.07 1,00
n==56
7 4.02 0.02 1.09 38.49 0.26 0.00 0.07 2,52
n=4
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0.7 028 0.00 0.96 35,40 0.00 0.00 0.01 0.50
=5
D::;E:Tj Receptorovi tekutina
(mg/ml)
m [ug] | m[umol] | %ad | %nm
70 2471 0,12 0,72 10,60
n=~6
7 328 0,02 0.89 3143
n=4
0.7 0.31 0.00 1.04 38.71
n=3

m [ug, umol], aritmeticky primér nalezeného mnozstvi pyrenu v daném kompartmentu; % a.d., mnozstvi
aplikované davky (%), které za dany Casovy usek penetrovalo pies membranu; % n.m., procento z celkem

nalezeného mnozstvi pyrenu ve vsech kompartmentech; n = pocet vzorka

Dle vysledki I1ze ptedpokladat, ze koncentrace donorového roztoku pusobici na povrch kize
nema zasadni vliv na mnozstvi absorbované¢ho PYR. Do receptorové tekutiny proniklo
srovnatelné mnozstvi PYR. Ze 4 kiZi v testu vytéZznosti, na které bylo aplikovano 3500 pg
PYR bylo po louhovani v 5 ml toluenu vytézeno v priméru 104,8 %. Vysledky vytéznosti
jsou uvedeny v Tabulce 14. Vysledky naznacuji, Ze PYR ochotné piechazi do toluenu.
Vzhledem k primémé vytéznosti kolem 100 % Ize s jistotou fici, ze PYR difunduje do

toluenu ochotné a bezezbytku.

Tabulka 14 Vytéznost extrakce pyrenu z kiize toluenem

Vzorek ¢ pyr [mg/l] ¢ PYR [ng/ml] z 5 ml [pg] Vytéznost %o
.. 720.59 720,59 3603 104.6
kize 1
- 712.35 712.35 3562 103.4
kaze 2
. 701.78 701.78 3500 101.9
kaze 3
- 751.66 751.66 3758 109.2
kaze 4
AVG 104,8
PYR, pyren
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5 DISKUZE

PAU jsou latky genotoxické a karcinogenni a tudiz pro zivy organismus nebezpecné. Do
organismu mohou pronikat jak po oralni, inhala¢ni, tak dermalni expozici. Vétsina praci
zabyvajicich se studiem prostupu vybranych PAU ptes kiizi, pouziva Kk pokusim zvifeci kiize.
To je zcela logické, protoze dostupnost lidské kuze je omezena, vyznamné je také etické
hledisko Nejcastéji se pro experimenty pouziva kize praseci, jelikoz se té lidské nejvice
podoba [69-71]. Nektefi autofi uvadeji, ze praseci kize je vhodn&j$im modelem nez uméla
lidska kuze [72]. Kize pouzivana v experimentech obsahuje epidermis i dermis a je silna 1-
2 mm, nebo byva sefiznuta dermatomem na tloustku 200-500 pm, pii¢emz ale stale obsahuje
¢ast dermis. V experimentech lze pouzit i tepelné, chemicky nebo enzymaticky odd€lenou

samotnou epidermis. Vzhledem K jeji malé tloust'ce je ale manipulace s epidermis obtizna.

Pii vybéru, jakou kuzi pouzit, zda celou, setfiznutou dermatomem, ¢i jen epidermis, je tieba si
uvédomit, ze absorpci hydrofobnich PAU s vétsi molekulou (BaA a BaP) vyrazné zpomaluje
ptitomnost vodného prosttedi dermis. Aby ktomu nedochazelo, je vhodné pouzit jen
samotnou epidermalni membranu. Vhodnymi rozpoustédly pro ptipravu donorového roztoku
ve vod¢ Spatné rozpustnych latek, jako jsou PAU, jsou v literatufe uvadény aceton nebo
ethanol. Nékteré studie uvadéji, Ze aceton zvySuje rozpustnost PAU ve vodné fazi zivé
epidermis [77]. V acetonu rozpusténé latky se vazi na proteiny. Na zacatku, kdy je
Vv aplikované dévce nejvyssi koncentrace PAU, se prodluzuje jejich prinik kazi, protoze
interaguji s proteiny. Poté dojde k nasyceni vazebnych center proteini PAU, proto pak PAU
pronikaji kazi rychleji a zkracuje se tzv. ,,Lag time“ PAU. Proto se jako matrice pouzivaji
mineralni oleje, ropné meziprodukty, maziva a dehtové vyrobky. Farmaceuticky dehet
ve formé masti je pouzivan i v dermatologii. V tomto experimentu bylo jako rozpoustédlo
PYR pouzivan isopropylmyristat. Je zde nutno poznamenat, ze vysledky vypocti Flux a Lag
time hodnot mohou byt zatizeny chybami. To Ize eliminovat dodrzenim tzv. pseudo-
ustaleného stavu. Doba experimentu by méla byt delsi nez je 2,7nasobek primérné hodnoty
Lag time daného PAU. Délka experimentu byla 48 hodin, pficemz primérné hodnoty Lag
time PYR jsou 11,4 h, tedy podminka byla splnéna. Na rychlosti (Lag time) a intenzité (Flux)
penetrace PAU se podili fada faktorti, jako je struktura molekuly, charakter substituent nebo

povrchovy naboj.
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Ve studii Kotingové a kol. [14], kde byl jako rozpoustédlo pouzit aceton a penetracni
membrana byla prase¢i kuze ze zadni strany usniho boltce, byla nejvyssi hodnota Flux
dosazena pii stfedni koncentraci PYR (9,5 mg/ml) a nejnizsi pii nejvyssi koncentraci
(95 mg/ml). V nasem experimentu, kde byl rozpoustédlem IPM, klesaly hodnoty Flux s nizsi
koncentraci PYR v donorovém roztoku. Flux ¢inil 2,02 nmol/cm?/h pro nejvyssi koncentraci

PYR v donorovém roztoku (70 mg/ml), 0,37 nmol/cm?h pro stiedni koncentraci PYR

cvwr

cvwr

v koncentraci PYR byl stonasobny. Sartorelli a kol. [74] sledovali prinik 13 PAU kazi, mezi
nimi i PYR, pfi prichodu plnou kizi kofkodana za pouziti acetonu jako rozpoustédla. Po
aplikaci PYR v donorovém roztoku o koncentraci 8,3 nmol/ml, tedy davky mnohem niz$i, nez
jaka byla pouzita v tomto experimentu (3461, 34612, 346123nmol/ml), nalezli hodnotu Flux
PYR 0,04+0,04 nmol/cm?/h. Ve stejné studii, jen za pouziti mazaciho motorového oleje jako
rozpoustédla, byla hodnota parametru Flux 0,0015+0,0003 nmol/cm?/h. Z uvedeného je
zfejmé, Ze na parametr Flux ma zasadni vliv rozpoustédlo, v kterém je PYR rozpustén, nebot’
pro PYR rozpu$tény v mazacim motorovém oleji je jak hodnota samotného parametru Flux,
tak i jeho rozptyl, n€kolikanasobné niz$i. Proto je tedy vhodné porovnavat nase vysledky
s autory, ktefi pii piipravé donorového roztoku pouzivali jako rozpoustédla oleje. | tak jsou
na$e hodnoty Flux parametru o nékolik f¥adi vys§i v porovnani s hodnotami uvedenymi
v publikaci Sartorelliho a kol. Je nutno poukazat na to, Ze se oba experimenty podstatné lisily,
a to ve volb¢ penetracni membrany, rozpoustédla, koncentrace aplikovaného PYR a zda je
PYR ve smési jinych PAU ¢i nikoliv. V praci Malkové a kol. [75], kde byla jako penetra¢ni
membrana zvolena samotna epidermis prase¢iho ucha a rozpoustédlem byl IPM, dosahovaly

hodnoty Flux po aplikaci PYR v donorovém roztoku o koncentraci 13898 nmol/ml

vvvvv

V jiz vySe zminované studii Kotingové a kol. [14], kde byla jako penetra¢ni membrana
pouzita cela prase¢i kuze a rozpoustédlem byl aceton, hodnoty Lag time klesaly s rostouci
koncentraci PYR Vv donorovém roztoku a dosahovaly 14,4 h pii koncentraci PYR
v donorovém roztoku 0,95 mg/ml, 11,9 h pti koncentraci 9,5 mg/ml a 5,33 h pii koncentraci
95 mg/ml. Ve stejné studii, kdy jako rozpoustédlo pouzili slune¢nicovy olej, byl patrny pokles
hodnot Lag time s rostouci koncentraci PYR v donorovém roztoku, 17,4 h pti koncentraci
PYR v donorovém roztoku 0,95 mg/ml a 18,1 h pii koncentraci 9,5 mg/ml. V této studii, kdy
byl jako rozpoustédlo pouzit IPM, byla nejvyssi hodnota Lag time 11,414 h pii koncentraci
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a kol. [73], kde byla jako permea¢ni membrana pouzita celda kize z bficha kockodana
zeleného a rozpoustédlem byl aceton, bylo monitorovano celkem 8 PAU ve smési. Pfi
koncentraci PYR v acetonu 8,8 nmol/ml byla hodnota parametru Lag time 17,41+8,25 h.
V dalsi praci stejného kolektivu [74], kde byla opét pouzita cela kize kockodana, a
rozpoustédlem Dbyl aceton, bylo monitorovano 13 PAU ve smési. Po aplikaci PYR
vV donorovém roztoku o koncentraci 8,3 nmol/ml byla hodnota parametru Lag time
24,46+2,68 h. Na hodnotu parametru Lag time maji vliv PAU, které byly ve smési s PYR.
Tedy pti aplikaci smési s 13 PAU se hodnota parametru Lag time PYR prodlouzila o tfetinu
Vv porovnani s hodnotou parametru Lag time PYR ve smési jen s 8 PAU. Je pravdépodobné, ze
dochazi Kk ovliviiovani jednotlivych PAU mezi sebou. Vzhledem Kktomu, Zese PAU
ve vzorcich z zivotniho a pracovniho prostiedi vyskytuji téméf vyhradné spoleéné, pak pti
porovnani dat ziskanych aplikaci samotného PAU se tyto vysledky budou vyznamné liSit

od vysledkt ziskanych aplikaci realného vzorku, ktery obsahuje celou fadu dalsich PAU.

Pfi stejné koncentraci PYR v donorovém roztoku (8,3 nmol/ml), ale pfi zméné rozpoustédla
na mazaci motorovy olej, zaznamenali Sartorelli a kol. [74] hodnotu parametru Lag time
13,38+£8,91 h. V nasem experimentu byla hodnota parametru Lag time PYR pii samostatné
aplikaci PYR v IPM (3461 nmol/ml) 11,42+7,28 h. V obou pokusech, kde bylo pouZito
rozpoustédlo na olejové bazi (motorovy olej, IPM), byly hodnoty parametru Lag time
srovnatelné. Z uvedené¢ho vyplyva, Ze pii samostatné aplikaci PYR vstupuje do systémové
cirkulace za krats$i dobu. Je nutno podotknout, ze v obou pracich byla pouzita jina tkan a
rozpoustédlo, a byly pouzity rizné koncentrace aplikovaného PYR. V praci Malkové a kol.
[75], kde pouzili epidermalni membranu z prase¢iho ucha a jako rozpoustédlo IPM, aplikovali
PYR o koncentraci 13898 nmol/ml, byla hodnota parametru Lag time 3,25+0,50 h. Hodnota
parametru Lag time, po aplikaci PYR o koncentraci 346123 nmol/ml, v nasem pokusu ¢inil
9,73+£5,73 h. I kdyz nami aplikovana koncentrace PYR Vv donorovém roztoku byla daleko
vy$$i, hodnota parametru Lag time byl v jejich praci 3x nizsi. Rozptyl hodnot parametru Lag
time je desetkrat nizsi. Zteorie plyne, Zze hodnota parametru Lag time zavisi pouze
na difuznim koeficientu penetrujici latky v daném prostiedi a délce difuzni dréhy,
tj. tloustkou membrany. Hodnota parametru Lag time by tak neméla vyznamné zaviset

na koncentraci PAU v donorovém roztoku.

Mnozstvi PAU, které¢ dosdhne systémové cirkulace, je pii dermdlni expozici mimo jiné

ovlivitovano vasodilataci nebo vasokonstrikci subpapilarni arteridlni a vendzni pleten¢ mezi
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dermis a epidermis. Molekuly PAU mohou pronikat do systémové cirkulace, kdyz je tato
pleten dilatovana. K takové situaci dochazi v zivém organismu vlivem okolni teploty nebo
fyzické namahy. Za této situace dosahuji PAU systémové cirkulace jiZz pfi prvnim kontaktu se
subpapilarni arteridlni a vendzni pleteni mezi epidermis a dermis, a ne az v oblasti podkozni
cévni pletené. Z tohoto diivodu miize byt pii experimentech na celé kazi Groven rizika
dermalni expozice PAU do jisté miry podhodnocena. Pro presnéjsi odhady zdravotniho rizika
by mohly mit vyS$i vypovédni hodnotu experimenty kombinujici transepidermalni a
transdermalni data. Dermalni expozice je vyznamnou branou vstupu latek do organismu.
Avsak dostupné experimentalni tdaje o intenzité a rychlosti penetrace latek do systémové
cirkulace jsou omezené. Pokusy s epidermalni membranou jsou metodicky i ¢asoveé naro¢né

[75, 76].

Z vysledku vytéznosti PYR z riznych kompartmentti z (Tabulky 12 a 13) je patrné, ze
na povrchu kize je nejvetsi koncentrace PYR, do epidermis proniklo méné a nejméné pak do
dermis. Zvlastnosti bylo, ze nékteré komirky mély po ukonéeni testu mokry povrch, proto
jsme piedpokladali, ze se aplikovany PYR v IPM nevstiebal uplné. Opak byl ale pravdou.
U ,,mokrych* komdrek byla vytéznost aplikovaného PYR o koncentraci 70 mg/ml 64,2%,
59,5% pro koncentraci 7 mg/ml a 71,5% pro koncentraci 0,7 mg/ml. U komurek, kde byl po
skonéeni experimentu povrch suchy, jsme naopak ocekavali hodnoty vytéznosti vysoké. U
téchto komurek byly naopak hodnoty vytéZnosti daleko niz§i - 6,8 % pro koncentraci
70 mg/ml, 2,8 % pro koncentraci 7 mg/ml a 2,7 % pro koncentraci 0,7 mg/ml. Vytéznost byla
celkové nizka, 30 % pro koncentraci 70 mg/ml, 37 % pro koncentraci 7 mg/ml a 37 % pro

koncentraci 0,7 mg/ml. Podobny problém s nizkou vytéznosti nebyl dosud v literatufe popsan.
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6 ZAVER

Cilem prace bylo studovat prostup vybraného polycyklického aromatického uhlovodiku,
kterym byl pyren, pfes lidskou dermatomovanou kizi za vyuziti kapalinové chromatografie
s fluorescen¢ni detekci. Z dostupnych informaci a ptredbéznych vysledkli je patrné, ze
dermélni expozice je dualezitou vstupni branou polycyklickych aromatickych uhlovodikt
do organismu. V praci byly ur¢eny hodnoty Flux, Lag time a vytéznosti pyrenu. Do budoucna
by bylo zajimavé sledovat prostup vicero raznych polycyklickych aromatickych uhlovodiki
spoleéné¢ ve smési, jejich vzdjemné ovlivilovani a také prostup riznymi typy tkéni.

Experimenty s epidermalni membranou jsou ¢asové i metodicky naroc¢né.
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Priloha 1 Zakladni vlastnosti vybranych polycyklickych aromatickych uhlovodikt

Fenanthren Naftalen Pyren B(a)P Anthracen B(a)A Fluoren
CAS 000085-01-8 000091-20-3 000129-00-0 000050-32-8 000120-12-7 56-55-3 86-75-7
IARC 3 2B 3 1 3 2A 3
Sumérni vzorec CusH1o CioHs CisH1o CooH12 CuaH1o CisH1 CisHio
M [g/mol] 178,23 128,17 202,26 253,32 118,24 228,29 166,22
p [g/cm?] 1,18 pti 25°C 0,99 pti 20 °C 1,27 pti 23 °C 1,35 pti 20°C 1,25 pti 27°C 1,19 pti 20 °C 1,20 pti 20 °C
t[°C] 100 80 151 179 216 158 116-117
t[°C] 340 218 394 496 342 438 295
Rozpustnost 1,100 31,700 0,135 0,004 0,073 0,014 1,992
ve H,O [mg/l]
Kow 4,45 3,33 4,88 6,06 4,45 5,61 4,18
Strukturni O OO ‘O ‘O OOO O Q.O
L 0

CAS, jednozna¢ny numericky identifikator pouzivany pro chemické latky; IARS, mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (z angl.

International Agency for Research on Cancer); M, molekulova hmotnost; p, hustota; t:, teplota tani, ty, teplota varu; Kwo, rozdélovaci koeficient

n-oktanol/voda
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Piiloha 2 Chromatograficky zaznam stanoveni pyrenu ve vzorku standardu S1

my Max Intensity : 19 767
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123 Detector A Ex:275nm.Em:330nm Time 1,355 Inten.

Pyren (0,035 mg/l, 14,20 min)

HPLC podminky: mobilni fazi A byla smé&s acetonitrilu a vody (25:75, v/v), mobilni fazi B byl acetonitril s pfidavkem ledové kyseliny octové (1000:2, v/v), eluce byla
gradientova, 0,01 min — 48 % B, 17,00 min — 92 % B, 22,00 min — 48 % B, pritok mobilni faze byl 0,6 ml/min pii 20 °C, detekce byla fluorescen¢ni (Aex = 270 nm,
Aem = 390 nm, zesileni x4 s citlivosti stfedni), nasttik na kolonu byl 10 pl.
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Piiloha 3 Chromatograficky zaznam stanoveni pyrenu V realném vzorku

Max Intensity : 1 421 306
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Pyren (4,345 mg/l, 14,19 min)

HPLC podminky: viz pfiloha 2
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