TRANSEPIDERMALNI ABSORPCE
POLYCYKLICKYCH AROMATICKYCH
UHLOVODIKU
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SOUHRN

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) predstavuji skupinu vyznamnych kontaminantd pracovniho i Zivotniho prostfedi. Pti
expozici PAU v pracovnim prostfedi se vedle inhala¢ni expozi¢ni cesty muize viznamné uplatfiovat i expozice dermalni. Stavajici
experimentalni udaje o intenzité a rychlosti penetrace latek do systémové cirkulace jsou zatim omezené. Predkladany clanek se za-
byva metodickou a interpretacni problematikou transepidermalni absorpce PAU iz vitro.

Byla sledovana intenzita (Flux) a rychlost (LLag time) penetrace naftalenu, fenanthrenu, pyrenu a benzo[a|pyrenu pies epider-
malni membranu z praseciho boltce. Experiment byl provadén ve vertikdlnich statickych difuznich komurkach dle Franze (n=32)
ajako rozpoustédlo byl pouzit isopropyl-myristat. Parametr Flux (nmol/cm?/hod) dosihl hodnot 95,7 45,5 u naftalenu, 19,5 = 8,7
u fenanthrenu, 4,38+ 1,98 u pyrenu a 0,21 20,08 u benzo[a|pyrenu. Parametr Lag time (hod) hodnot 0,26 £ 0,17 u naftalenu,
2,12£0,41 u fenanthrenu, 3,25+ 0,50 u pyrenu a 11,2+ 4,08 u benzo[a]pyrenu. Hodnota parametru Flux klesala s molarni hmot-
nosti PAU, zatimco hodnota parametru Lag time s molarni hmotnosti PAU stoupala. Mnozstvi PAU, které za dany casovy tsek pe-
netrovalo pfes epidermalni membranu, se pohybovalo mezi 0,24 % (benzo[a|pyren) az 0,84 % (fenanthren) aplikované davky. Pe-
netrace PAU pies epidermalni membranu vykazovala, v porovnani s experimenty na plné kazi, nizsf stupen variability dat.

Z vysledku vyplyva, ze pouziti epidermalni membrany by mohlo zpfesnovat jak odhad vnitini davky PAU po dermalni expozici,
tak i odhad souvisejiciho zdravotniho rizika v ramci konzervativniho expozi¢niho scénafe. Experimenty s epidermalnf membranou
jsou vsak casové i experimentalné narocné, bez moznosti objektivni kontroly integrity epidermalni membrany, coz mtze vést k fi-
nancni narocnosti testovani, ztratdm vzorkt a v neposledni fadé 1 k nardstu rozdilt hodnot dat, ziskanych v rtiznych laboratofich.

Klicovd slova: polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) — dermalni absorpce, epidermalni membrana, experimenty

SUMMARY

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are a group of significant contaminants in the occupational and living environment.
In addition to the inhalation route of exposure in the occupational environment, there is also significant the dermal route of ex-
posure. Existing experimental data on the intensity and rate of penetration of these substances into systemic circulation are still li-
mited. The presented paper is focused on methodological and interpretative issues of trans-epidermal absorption of PAHs i vitro.

In this study, we assessed the intensity (Flux) and rate (Lag time) of penetration of naphthalene, phenanthrene, pyrene and ben-
zo[a]pyrene through the epidermal membrane derived from a pig ear. The experiment was performed using static vertical Franz
diffusion cells (n = 32) and isopropyl myristate was used as a solvent. Flux (nmol/cm?/hour) reached 95.7 45.5 in the case of na-
phthalene, 19.5% 8.7 of phenanthrene, 4.38£1.98 of pyrene and 0.21 +0.08 of benzo[a]pyrene. Lag time (hour) was 0.26£0.17
in the case of naphthalene, 2.12£0.41 of phenanthrene, 3.25%0.50 of pyrene and 11.2+4.08 of benzo|a]pyrene. The Flux value
decreased with the molecular weight of PAHs, while the Lag time increased with the molecular weight of PAHs. The amount of
PAHs that penetrated through the epidermal membrane in a given time period ranged between 0.24% (benzo[a]pyrene) and 0.84%
(phenanthrene) of the applied dose. The penetration of PAHs through the epidermal membrane showed a lower degree of data
variability compared to full thickness skin experiments.

The results suggest that the use of the epidermal membrane could define more accurately both the estimation of the inter-
nal dose of PAHs after dermal exposure and the estimation of the associated health risk within a conservative exposure scenatio.
However, experiments with using the epidermal membrane are time consuming and experimentally demanding, with no option of
an objective control of the integrity of the epidermal membrane, which can lead to costly testing, loss of samples and, finally, an
increase in the differences in data values obtained in different laboratories.
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Uvod

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) pfedsta-
vuji skupinu vsudypftitomnych skodlivin s prokazanou
organovou toxicitou, imunosupresivitou, genotoxici-
tou a karcinogenitou (1, 2). Témeét vzdy se vyskytuji ve
smesich a jejich hlavnim zdrojem byva spalovani orga-
nické matrice, spojené s pfirodnimi a antropogennimi
¢innostmi (2, 3).

Inhalace je pravdépodobné majoritni expozi¢ni ces-
tou pro vstup PAU do organismu, nicméné vyznamné
mohou byt i absorpce peroralni a dermélni. V zivotnim
prostfedi prevazuji expozice inhala¢ni (kontaminované
ovzdusi) a peroraln{ (kontaminované potraviny a konta-
minovana pitna voda), v pracovnim prostiedi pak kom-
binace expozice inhala¢ni a dermalni (4).

Nékteré epidemiologické studie z pracovnifho pro-
stfedi pfipisuji dermalni expozici stejny nebo dokonce
i vys$si expozicni potencidl, v porovnani s expozici in-
hala¢ni. Dnes jiz klasické prace z prostiedi koksaren-
skych pracovnikt uvadéji, ze az 75 % z celkové absor-
bované davky pyrenu muze byt v tomto prostied{ pfija-
to transdermalné (5). Podobné zavéry vyplynuly i z in-
hala¢né-dermalniho experimentu na dobrovolnicich,
exponovanych zivicnym vyparim a aerosolu. Pribliz-
né 50—060 % z celkove absorbovaného pyrenu, chrysenu
a antracenu bylo béhem tohoto experimentu absorbo-
vano transdermalne (6).

Z. toxikologického hlediska pfedstavuje ktize vyznam-
nou branu vstupu $kodlivin do organismu, jejiz celko-
va plocha u dospéelého cloveka se pohybuje mezi 1,5 az
2,3 m?. Jejimi zakladnimi vrstvami jsou epidermis, det-
mis a hypodermis (7). Epidermalni membrana je tvofe-
na vsemi vrstvami epidermis, tedy ctyfmi az péti vrst-
vami: stratum basale, stratum spinosum, stratum granu-
losum, (stratum lucidum) a stratum corneum (7). Svrch-
ni vrstva epidermis (stratum corneum) je bohata na li-
pidy a jeji hmotu tvoi{ pfedevsim ceramidy (45-50 %)
a latky s cholesterolovou strukturou (pfiblizne 25 %).
Dalsimi slozkami jsou volné mastné kyseliny (1015 %)
a ostatn{ lipidy, z nichZz vyznamnou roli zaujima zejmé-
na cholesterol-sulfat (8).

Ostatn{ vrstvy epidermis jsou tvofeny vodnym pro-
sttedim s enzymatickou aktivitou (9). S ohledem na li-
pofilni charakter PAU lze predpokladat, ze v epider-
mis budou tyto latky intenzivnéji prostupovat ve vrst-
vé strata cornea. Ve vodném prostfed{ ostatnich vrstev
epidermis lze (v dusledku lipofility PAU) oc¢ekavat pro-
stup pomalejsi. Dulezitym faktem je skutecnost, ze ve
vodném prostiedi epidermis dochdzi k biotransforma-
ci PAU, pfi které vznikajf reaktivni intermediaty a vol-
né radikaly (bioaktivace), které mohou dale reagovat
s makromolekularnimi slozkami tkani organismu (pro-
teiny, DNA a RNA).

Na hranici mezi epidermis a dermis se nachaz{ subpa-
pilarni arterialni a vendzni pleten. V situaci kdy je tato
pleten dilatovana, pronikaji molekuly PAU a jejich me-
tabolitt pfes cévni stény do systémové cirkulace a dale
do télnich tkani (10). Zde pokracuje jejich biotransfor-
mace, véetné pochodu bioaktivacnich (11). V piipadech
kdy je subpapilarni pleten ve vazokonstrikci, prochazeji
PAU a jejich metabolity pfes dermis az do oblasti pod-
kozni cévni pletené a teprve zde vstupyji do systémo-
vé cirkulace.

OECD guideline (Organisation for Economic Co-
Operation and Development) doporucuje pro testova-
ni dermalnf penetrace latek 7z vitro dva modely, plnou
kazi a epidermalni membranu (12). Pro odhad mnoz-
stvi PAU, které transdermalné proniklo do systémové
cirkulace (a nasledné do tkanf), je vjznamnym ddajem
odhad mnozstvi (PAU), které prostoupilo epidermis
a dosdhlo hranice mezi epidermis a dermis (primar-
ni kontakt se subpapilarn{ arterialn{ a vendzni pleteni).
Veétsina experiment popisovanych v odborné litera-
tufe je vSak zalozena na testovani miry penetrace latek
pfes plnou kuzi, prezentovanou komplexem epidermis,
dermis a hypodermis (dosazen{ systémové cirkulace az
v oblasti podkozni cévni pletené). Je zfejmé, Ze testova-
cf model s plnou kazi pfedstavuje, v porovnani s mo-
delem samotné epidermis, vyrazné silnéjsi bariéru, kte-
ra zpomaluje rychlost a intenzitu prostupu PAU do sys-
témové cirkulace (2, 13).

Tloust’ka lidské plné ktze se pohybuje v zavislosti na
lokalizaci mezi 0,4 az 4 mm, zatimco tloust’ka lidské epi-
dermis se pohybuje mezi 75 az 150 um. Tloust’ka epider-
mis praseciho boltce se pohybuje mezi 60 a 85 um (pru-
mér 72 pm) (14). Na tloust’ku plné kitize ma vliv i pfes-
nost jeji preparace od pod ni lezicich struktur. V piipa-
de pouziti epidermalni membrany je vliv preparace po-
mérn¢ dobfe potlacen.

V experimentech 7 vitro je mira a rychlost penetra-
ce latek pfes kozni bariéru vyjadrovana velicinami Flux
a Lag time. Flux pfedstavuje mnozstvi latky, které pro-
jde pfes jednotkovou plochu kozni bariéry za jednot-
ku ¢asu (nmol/cm®/hod), Lag time je doba za kterou se
testovana latka objevi v receptorové tekutiné (latka pro-
8la pfes kozni bariéru a dosahla oblasti cirkulace) (15).

Predkladany c¢lanek se zabyva metodickou a interpre-
tacn{ problematikou transepidermalni absorpce PAU /n
vitro. Ramcoveé je ¢lanek zaméfen na silné a slabé stran-
ky experimentalniho modelu epidermalni membrany
a na diskusi, tykajic{ se vhodnosti uvedeného postupu
pro zpfesnovani odhadu rychlosti a intenzity prostupu
PAU do systémové cirkulace (pro tcely odhadu vniti-
ni davky PAU).

Metodika

Epidermalni membrana

V experimentech byla pouzita epidermalni membrana
z dorzalni strany usniho boltce prasete domaciho, ktera
je povazovana za vhodnou néhradu lidské epidermalni
membrany (2, 16). Nespafené usni boltce byly ziskany
v mistnich jatkach a zpracovany béhem 24 hodin od
usmrceni zvifete (do laboratofe byly transportovany na
ledu). Boltce byly omyty vlaznou (tekouci) vodou a ostfi-
hanim zbaveny viditelnych chlupti. Skalpelem a pinzetou
byla na dorzaln{ strané boltce odpreparovana kuze od
chrupavky. Z ¢asti ktize bez viditelného poskozen{ (ex-
koriace, erytém) byly nastifhany vzorky 4 X 4 cm, které
byly ithned na dvé minuty ponofeny do destilované vody
o teploté 61 °C (17). Po vyjmuti z 1lazné byly ze vzorka
odpreparovany epidermalni membrany o tloust'ce oko-
lo 70 pm, zabaleny do tenké hlinikové folie a do doby
zpracovani (do 24 hodin) uskladnény pfi 4 °C.

Dosud nebyly stanoveny hodnoty objektivnich pa-
rametru integrity epidermalni membrany, analogické
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k parametrim integrity plné nebo dermatomované kuze,
jako je napfiklad transepidermalni ztrata vody (transe-
pidermal water loss; TEWL) nebo zmény kozniho od-
poru (transdermal electrical resistance; TER), a proto
bylo posouzeni zachovani integrity epidermalni mem-
brany pouze vizualni.

Testované PAU

V experimentu byly testovany naftalen, fenanthren,
pyren a benzo[a]pyren (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Neé-
mecko). Na povrch vzorku epidermalni membrany byly
aplikovany ve formeé piesycenych roztokt (maximalni
davky), pfipravovanych postupnym rozpousténim pii-
slusného uhlovodiku ve dvou mililitrech isopropyl-my-
ristatu (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Némecko). Rozpous-
tén{ probfhalo za laboratorn{ teploty s pouzitim labora-
torn{ tfepacky (1 500 rpm, 2 min; tfepacka Benchmark,
Edison, USA). Takto pfipravené donorové roztoky byly
uchovavany do doby aplikace (do 24 hod) v temnu pfi
laboratorni teploté. Bezprostfedné pted aplikaci (analy-
zou) byly donorové roztoky odstfedény ve sklenénych
kénickych zkumavkach (650 X g, 10 min; Hettich, Ro-
tina 380, Némecko) a supernatant byl zfiltrovan pfes tef-
lonovy filtr o porozité 0,2 um.

Expozicni zafizeni a odbéry vzorki receptorové te-
kutiny

V experimentu byly pouzity 10 ml vertikalni statické
difuzni komtrky dle Franze (obr. 1), vybavené magne-
tickym michadlem (18). Vzorky epidermalni membrany
byly vkladany do horni ¢asti komurky, zatimco spodni
c¢ast komurky byla naplnéna receptorovou tekutinou (4%
albumin v PBS s pfidavkem 1 % penicilinu a streptomy-
cinu). V experimentu byl pouzit bovinn{ sérovy albumin
(Sigma-Aldrich, Darmstadt, Némecko), penicillin-strep-
tomycin (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Némecko) a PBS
pufr (Merck, Darmstadt, Némecko). Absorp¢ni plocha
vzorku epidermalni membrany byla omezena vyfezem
v horni ¢asti komurky a cinila 1,77 em?.

V souladu s pozadavky European Food and Safety
Authority (EFSA) (19) a European Commission — Scien-
tific Committee on Consumer Safety (SCCP) (20) byly
v jednotlivych pokusech pouzity epidermalni membra-
ny od ¢tyf darcu. Kazdy PAU byl testovan ve vicenasob-
ném opakovan{ (2-3) na ctyfech raznych vzorcich epi-
dermalnich membran (celkem 10 komirek pro kazdy
PAU). Pred aplikaci donorového roztoku byly komur-
ky s membranami temperovany 60 min ve vodni lazni
z davodu zajisténi jejich hydratace a teploty 32+ 1°C.

Na povrch membran bylo aplikovano 100 ul pfi-
slusného donorového roztoku (experiment byl prova-
dén bez okluze). Receptorova tekutina byla v pravidel-
nych intervalech odebirana injekéni stifkackou (jehla
0,8 X 120 mm; objem stfikacky 2 ml) pfes bo¢ni ramén-
ko ve spodni ¢asti komirky. Pro kazdou komurku byla
pouzita nova jehla i stifkacka. Pfi kazdém odbéru bylo
odebrano 0,6 ml receptorové tekutiny, ktera byla ihned
zamrazena na —20 °C v tmavych sklenénych ,,vialkach®.
Odebrany objem tekutiny byl nahrazen stejnym obje-
mem Ccisté receptorové tekutiny. V komirkach testuji-
cich absorpci naftalenu, fenanthrenu a pyrenu byly od-
béry provadény v ¢asech 10 min, 30 min, 1 hod, 4 hod
a 24 hod od aplikace donorového roztoku. V komur-
kach testujicich benzola]pyren byly odbéry provadény

v ¢asech 1 hod, 4 hod, 22 hod, 26 hod a 48 hod od apli-
kace donorového roztoku.

Analyza vzorku receptorové tekutiny

Koncentrace testovanych PAU ve vzorcich receptoro-
vé tekutiny byly stanoveny vysokotuc¢innou kapalinovou
chromatografii (HPLC) s fluorescencni detekei. Chro-
matografické analyzy byly provedeny na kapalinovém
chromatografu Shimadzu (Kjoto, Japonsko), slozeného
z cerpadla LC-20AD, opatfeného ¢tyfcestnym nizkotla-
kym ventilem a vakuovym odplyniovacem DGU-20A5,
autosampleru SIL-20AC, termostatu kolon CTO-20AC,
fluorescencniho detektoru RF-20A XL a fidictho systé-
mu CBM-20A. Pro fizeni, zdznam a vyhodnocen{ dat
byl pouzit software LC-solution.

Pro ptipravu vzork bylo pouzito odmasténé sklené-
né laboratorni nadobi (pro odmasténi byl pouzit 5% roz-
tok hydroxidu sodného v methanolu) a 1,5 ml polypro-
pylenové zkumavky Eppendorf PP-3810X (Eppendorf
AG, Hamburk, Némecko).

Zisobni roztoky naftalenu (10 mg/25 ml), fenanthre-
nu (13 mg/25 ml), pyrenu (15 mg/50 ml) a benzol[a]pyre-
nu (9 mg/25 ml) byly pfipraveny rozpusténim jednotli-
vych PAU v acetonitrilu pro HPLC (Merck, Darmstadt,
Némecko). Stabilita roztokti umoznovala jejich pouzitel-
nost po dobu jednoho tydne (skladovani pfi 4 °C). Pra-
covni roztoky byly pfipraveny fedénim zasobnich rozto-
ka 50% roztokem acetonitrilu v destilované vodeé. Stan-
dardy pro sestrojeni kalibracnich kfivek byly pfiprave-
ny fedénim pracovnich roztoku receptorovou tekuti-
nou. Vzorky standarda a kontrolni vzorky byly zpraco-
vany a analyzovany obdobné jako dale popsané vzorky
receptorové tekutiny.

Odebrané vzorky receptorové tekutiny byly sklado-
vany pii teploté —20°C. Ptfed zpracovanim byly tem-
perovany na laboratorni teplotu (30 min) a nasledné po
dobu dvou minut tfepany intenzitou 1500 rpm (tfepac-
ka Benchmark, Edison, USA). Do polypropylenovych
zkumavek (1,5 ml) bylo pipetovano 20 pl vzorku recep-
torové tekutiny a 1000 pl acetonitrilu. Obsah zkumav-
ky byl promichan na laboratorni tfepacce (Heidolph,
REAX Control, Némecko; 30 s) a inkubovan 30 minut
pfilaboratorni teploté. Poté byl obsah zkumavky odstfe-
deén (Hettich, Rotina 380, Némecko; 11 290 X g, 20 min,
22°C) a 300 pl supernatantu bylo pfeneseno do insertu
sroubovaci ,,vialky“ s teflonovym septem.

Donorova &ast 4|_| Penetraéni
membrana
" Plnici a odbérovy
kanal
Receptorova cast
Temperovana lazen
Michadlo

Obr. 1: Schéma vertikalni statické difuzni komiirky dle Franzge.



Sledované PAU byly separovany na koloné¢ Nucle-
odur 100-3 C18 ec, 125X 3 mm, 3 pm (Macherey-Na-
gel, Diren, Némecko) pfi 25 °C za pouziti gradiento-
vé eluce. Mobiln{ fazi A byla smes acetonitrilu a vody
(25:75, v/v), mobilni fazi B byl 100% acetonitril s pfi-

Tab. 1: Parametry HPLC analyzy

davkem koncentrované kyseliny octové (100:0,2, v/v).
Objem davkovaného vzorku byl 10 pl, pratok mobilni
faze byl 0,6 ml/min. PAU byly monitorovany fluores-
cenénim detektorem, koncentrace byly urceny z kalib-
racnf kfivky (tab. 1).

Zpracovani dat
Zakladni statistické vypocty byly provedeny v progra-

Naftalen Fenanthren mu MS Excel 2013. K vypoctu charakteristik absorpce
A (excitace) 275 nm A (excitace) 248 nm (Flux a Lag time) z experimentalnich dat byl pouzit nami
vytvofeny pocitacovy program SAMPA (21).
A (emise) 330 nm A (emise) 370 nm y VP Y prog ( )
0,01 min 48 % B 0,01 min 48 % B
5,00 min 48 %B 5,00 min 48 % B Vysledky
10,00 min 92 %8B 25,00 min 92 %8B _ o o )
Experiment byl provadén ve 40 komurkach (10 komu-
i 9 1 9 v I I 7 v z
15.00 min 92%8B 28,00 min 92%8B rek pro kazdy testovany PAU). Pro vypocet miry a rych-
16,01 min 48 % B 28,50 min 48%B losti penetrace latek pfes kozni bariéru bylo mozné vy-
20,00 min STOP 38,00 min STOP uzit udaje celkem z 32 komurek (naftalen 7, fenanthren
8, pyren 10, benzo[a|pyren 7). Ostatni data musela byt
Pyren Benzo[alpyren ’ ?Y ’ 5 [ ]py . ),v .. v v.y
vyfazena, nebot’ extrémni vyse jejich hodnot svédcila
A (excitace) 270 nm A (excitace) 248 nm o skrytém poskozeni epidermalni membrany, které ne-
A (emise) 390 nm A (emise) 410 nm bylo mozno pred experimentem zjistit vizualné.
0.01 min 48 % B 0.01 min 48 % B ]?k vyplyva,z tabulky 2,' koncentrace prefycenych roz-
tokt testovanych PAU v isopropyl-myristatu se vlivem
5,00 min 48%8B 5,00 min 48%8B rozdilné rozpustnosti snizovaly s molekulovou hmot-
17,00 min 92 %B 25,00 min 92%B nosti uhlovodiki od 1099 mmol/l (naftalen) do 55,9
22,00 min 92 % B 28.00 min 92 % B mmol/1 (l?fanzo[a]l?yren). Mnoozstv} PAU v objemu 100
ul takto pfipravenych roztoku (aplikovanych na povrch
22,01 min 48 % B 28,50 min 48 % B .
membrany) se pohybovalo od 109900 nmol naftalenu
26,00 min STOP 38,00 min STOP do 5 590 nmol benzo[a]pyrenu.
Tab. 2: Parametry transepidermalni absorpce PAU
Naftalen Fenanthren Pyren Benzo[alpyren
2 PAU (mmol/I1) 1099 635 246 55,9
o
cc'S § PAU v aplikované davce 100 pl (nmol) 109900 63500 24600 5590
o N
A £ | PAU v aplikované davce 100 pl (nmol/cm?) 62090 35876 13898 3158
Pocet vzorki n=7 n=8 n=10 n=7
(doba odbéru) (24 h) (24 h) (24 h) (48 h)
© AP 861,3 533.1 128.2 13,5
c
b VSO 521,2 216.9 60,4 4,5
~ =
o
:'3 g MED 709,0 496,1 136,3 12,4
> =
g ‘qg Min 196,0 2221 34,9 8.6
2
g | B |wax 1647,1 801,8 249,9 20,4
o
< & |%aD 0,78 0,84 0,52 024
AP 95,7 19,6 4,38 0.21
3 VSO 45,5 8,7 1,98 0,08
~
e MED 94,0 15,8 4,38 0,18
o
5 3 Min 30,7 10,2 1,34 0.13
S E
[T, Max 157.8 33,6 8,28 0,34
AP 0,26 212 3,25 11,20
VSO 0,17 0.41 0,50 4,08
° MED 0,32 213 3,26 9,63
g 5 Min 0 1,38 2,46 7.32
>0
3= Max 0,44 2,84 4,21 17,20

PAU-penet — mnozstvi PAU, které penetrovalo pres membranu a dany casovy iisek; AP — aritmeticky priiméry; VSO — vjbérovd smérodatna odehylkea; MED — medidn;
Min — minimum; Max — masciming %o AD — mnoZstvi aplikované davky (%), které 3a dany éasovy sisek penetrovalo pres membranu
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Mnozstvi PAU nalezené v receptorové tekutine (PAU-
penet) charakterizovalo celkové mnozstvi PAU, které pe-
netrovalo pfes membranu za zvolené casové useky (naf-
talen, fenanthren a pyren 24 hod, benzo[a|pyren 48 hod).
Toto mnozstvi (aritmeticky pramér/mediin) se snizo-
valo s rostouci molekulovou hmotnosti od 861,3/709,0
nmol naftalenu do 13,5/12,4 nmol benzo[a]pyrenu. Pra-
bé¢h transepidermalni absorpce sledovanych latek je za-
chycen na obrazcich 2 a 3. Uvedena mnozstvi PAU, na-
lezena v receptorové tekutiné (PAU-penet), pfedstavo-
vala 0,24 % (benzola]pyren) az 0,84 % (fenanthren) apli-
kované davky (100 pl roztoku).

Mnozstvi latky, které proslo pfes jednotkovou plo-
chu kozni bariéry za jednotku casu (flux; aritmetic-
ky pramér/median), se snizovalo s rostouci molekulo-
vou hmotnosti od 95,7/94,0 nmol/cm?/hod (naftalen)
do 0,21/0,18 nmol/cm?/hod (benzo|a]pyren). Doba, za
kterou PAU prochazely pfes kozni bariéru a dosahova-
ly oblasti cirkulace (lag time; aritmeticky pramér/medi-
an), se naopak s jejich rostouci molekulovou hmotnosti
prodluzovala od 0,26/0,32 hod (naftalen) do 11,2/9,53
hod (benzola]pyren).

Diskuse

Popsany experiment byl provadén na epidermalni
membrané, kterou jsme odebrali z dorzaln{ strany usnfho
boltce prasete. Ktize usniho boltce prasete je svou struk-
turou blizka kazilidské a je povazovana za jeji vhodnou
experimentalni ndhradu (14). Lze ji pomérné snadno zis-
kat a jeji pouzitf je z etického hlediska méné kompliko-
vané nez pouziti kize lidské.

Absorpce NAP, PHE, PYR

—=PHE
—PYR

Absorpce (nmolicm?)

3
250 ——NAP
2
1

012 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Cas (h)

Obr. 2: Priibéh transepidermdilni absorpce naftalenn (NAP; n=7), fenanthrenu
(PHE; n=28) a pyrenu (PYR; n=10).

Absorpce benzo[a]pyrenu

——BaP

Absorpce (nmolicm?)
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Cas (h)

Obr. 3: Priibély transepidermalni absorpee benzolalpyrenu (n=7).

Jako vhodné rozpoustedlo pro piipravu donorového
roztoku ve vodé spatné rozpustnych latek (napf. PAU)
byva v literatufe uvaden aceton (2, 22, 23) nebo ethanol
(24). Implementace takto ziskanych vysledkt do oblas-
ti realnych dermalnich expozic (pfevazné v pracovnim
prostiedi) je vSak ponékud diskutabilni, protoze aceton
ani ethanol nepatf{ k béznym matricim s vys$sim obsa-
hem PAU. Béznymi matricemi byvaji mineraln{ oleje,
maziva, ropné meziprodukty a odpady a dehtové vyrob-
ky. Kamenouhelny (farmaceuticky) dehet v mastovém
zakladu ,,unguentum leniens” je pouzivam i v derma-
tologii (2). Z uvedenych duvodu jsme pro piipravu do-
norového roztoku pouzili v nasem experimentu meto-
diku US-Environmental Protection Agency (US-EPA),
ktera k dermalnimu testovani latek §patné rozpustnych
ve vodé (kam patif i PAU) doporucuje jako rozpousté-
dlo isopropyl-myristat (25).

Experiment popisuje dermalni penetraci nekonecné
(maximaln{) davky nékolika vybranych PAU. Nutnou
podminkou pro aplikaci nekonecné davky je stav, kdy
pfes membranu penetruje méné nez 10 % z nabidnuté
davky (26). Vzhledem k tomu, Ze v nasem experimen-
tu penetrovalo pfes membranu maximalné 0,84 % na-
bidnuté davky, Ize podminku scénafe nekonecné davky
povazovat za splnénou.

Je znamo, Zze vyhodnoceni dat z dermalnich experi-
mentt muze byt zatizeno chybami ve vypoctech hod-
not Flux a Lag-time v dasledku nerespektovani dosazeni
pseudo-ustalené¢ho stavu (pseudo-steady-state). Pro re-
dukei/eliminaci tohoto rizika byva doporu¢ovana doba
trvan{ experimentu del$i nez 2,7 nasobek pramérné hod-
noty Lag time (27). Z uvedeného divodu jsme pro naf-
talen, fenanthren a pyren zvolili délku experimentu 24
hod a pro benzola]pyren délku 48 hod. Pramérné hod-
noty Lag time se u naftalenu, fenanthrenu a pyrenu po-
hybovaly mezi 0,26 az 3,25 hod. Po jejich vynasobeni
vyse uvedenym nasobkem 2,7 dostavaime hodnoty 0,7
az 8,8 hod. Priumérna hodnota Lag time benzo|a]pyre-
nu byla 11,2 hod, po vynasobeni nasobkem 2,7 dostava-
me hodnotu 30,2 hod. Je zfejmé, Ze v obou piipadech
(24 hod, resp. 48 hod) byla splnéna podminka dosazeni
pseudo-ustalené¢ho stavu.

Pri zhodnoceni variability mnozstvi jednotlivych PAU
v isopropyl-myristatu, které penetrovalo pies epidermal-
ni membranu za dany casovy usek (PAU-penet), jsme
zjistili, ze varia¢ni koeficient (VK podil vybérové sme-
rodatné odchylky VSO a praméru hodnot; %) PAU-pe-
net dosahoval hodnot 61 % u naftalenu, 41 % u fenan-
threnu, 47 % u pyrenu a 33 % u benzola]pyrenu. Mira
rozptylu parametra Flux a Lag time dosahovala hodnot
48 % a 65 % u naftalenu, 45 % a 19 % u fenanthrenu,
45 % a 15 % u pyrenu a 38 % a 36 % u benzo|a]pyrenu.
V nadich pfedchozich dermalnich experimentech, kte-
ré byly zaméfeny na penetraci jednotlivych PAU a smé-
si PAU v acetonu pfes plnou kazi (28), dosahl varia¢ni
koeficient PAU-penet hodnot 36 % u naftalenu, 82 %
u fenanthrenu, 107 % u pyrenu a 51 % u benzo|a|pyre-
nu. V piipadé testovani smési ctyt PAU (naftalen, fenan-
thren, pyren a benzola]pyren) dosahoval VK PAU-penet
hodnot 63 % u naftalenu, 84 % u fenanthrenu a 94 %
u pyrenu (koncentrace benzo[a|pyrenu ve smési PAU se
nachazela pod mezi detekce). Z uvedeného vyplyva, ze
experimenty provadéné na membrané vykazuji (s vyjim-
kou naftalenu) nizsi variabilitu PAU-penet.



Pramérné hodnoty parametru Flux (nmol/cm?/hod)
v prezentované studii, provadéné na epidermaln{ mem-
brané¢ z prasectho ucha, dosahovaly arovné 95,7 + 45,5
u naftalenu, 19,5+ 8,7 u fenanthrenu, 4,38 £1,98 u py-
renua 0,21 = 0,08 u benzo[a|pyrenu. Primérné hodnoty
parametru Lag time (hod) dosahovaly urovné 0,26 0,17
u naftalenu, 2,12+ 0,41 u fenanthrenu, 3,25+ 0,50 u py-
renua 11,2+ 4,08 u benzola]pyrenu. Hodnota parametru
Flux klesala s molarni hmotnosti PAU, zatimco hodno-
ta parametru Lag time s molarni hmotnost{ PAU rost-
la. Jinymi slovy, rychlost a intenzita dermalni penetra-
ce sledovanych PAU klesala s rostouci relativn{ moleku-
lovou hmotnosti. Podobné trendy popisujf i ostatni au-
tofi (22, 28, 29). Z uvedeného je zfejmé, ze v prostiedi
s difuznf kinetikou pronikajici molekuly a s omezenou
ptitomnosti aktivnich transportnich mechanismu hraje
relativni molekulova hmotnost latky vyznamnou ulohu.
Tento fenomén plati zejména u homologickych fad or-
ganickych sloucenin se stejnym obecnym vzorcem, coz
byla v nasem pripadé homologicka fada PAU. V obec-
ném pojeti se viak na rychlosti a intenzité penetrace po-
dili fada dalsich faktoru, jako je napiiklad struktura mo-
lekuly, charakter substituentt nebo povrchovy naboj.

V odborné literatufe jsme nalezli jen velmi omeze-
né mnozstvi informaci o experimentalnich penetracich
PAU pfes epidermalni membranu, se kterymi bychom
mohli porovnavat nase vysledky. Sartorelli a kol. sledo-
vali dermalni penetraci osmi PAU, mezi nimi i naftalenu,
fenathrenu a pyrenu, pfes plnou ktzi kockodana obec-
ného (29). Jako rozpoustédlo byl pouzit aceton. Experi-
ment byl provadén bez okluze a bylo pfi ném aplikovano
147,5 nmol/cm? naftalenu, 11,5 nmol/cm? fenanthrenu
a 8,8 nmol/cm? pyrenu, tedy davky mnohondsobné niz-
81, nez které byly pouzity v nasem experimentu s praseci
epidermalni membranou (62090, 35876 a 13898 nmol/
cm?). Autofi nalezli hodnoty patametru Lag time naftale-
nu 2,17+ 3,80 hod (VK 175 %), fenanthrenu 12,39 & 5,05
hod (VK 41 %) a pyrenu 17,41 + 8,25 hod (VK 47 %).
Porovname-li tyto hodnoty s nasimi vysledky uvedeny-
mi v pfedchozim odstavci, zjistime, Ze doba priachodu
plnou kuzi byla zhruba osmkrat delsi u naftalenu, sest-
krat delsi u fenanthrenu a pétkrat delsi u pyrenu. Roz-
ptyl hodnot Lag time byl pfitom zhruba dvakrat az tfi-
krat vys$si v ptipadé experimentu na plné kuzi. Pfi téch-
to uvahach si vSak musime byt védomi zna¢nych roz-
dilt v druhu experimentalnfho zvifete, tloustce kuze,
rozpoustédle a vysi aplikované davky.

V dalsi praci hodnotili Sartorelli a kol. dermalni pe-
netraci smési tfinacti PAU, mezi nimi i naftalenu, fenan-
threnu, pyrenu a benzo[a|pyrenu pfes plnou kuzi kocko-
dana obecného (22). Jako rozpoustédlo PAU byl pouzit
aceton a komeréné dodavany synteticky motorovy ma-
zacf olej. Vedle roztoktt PAU byl na povrch kize apliko-
van téz umély pot pro napodobeni podminek realnych
situac{ v pracovnim prostiedi. Pti experimentu bylo jako
soucast smési aplikovano i 160,0 nmol/cm? naftalenu,
12,1 nmol/cm? fenanthrenu, 8,3 nmol/cm? pyrenu a 3,1
nmol/cm? benzo[a]pyrenu. Opét se tedy jednalo o dav-
ky mnohondsobné nizsi, nez které byly pouzity v nasem
experimentu s praseci epidermalni membranou (62 090,
35876, 13898 a 3158 nmol/cm?).

Parametr Flux PAU (v acetonu) dosahoval ve vyse
uvedené praci Sartorelli a kol. (22) hodnot 1,01 +0,40
nmol/cm?/hod pro naftalen (VK 39 %), 0,03 £0,01

nmol/cm*/hod pro fenanthren (VK 28 %), 0,04 + 0,041
nmol/cm?*/hod pro pyren (VK 107 %) 20,0014 + 0,0012
nmol/cm?/hod pro benzo[a]pyren (VK 86 %). Pti po-
rovnani téchto dat s nasimi vysledky uvedenymi v ta-
bulce 2 je zfejmé, ze hodnoty parametru Flux v experi-
mentu Sartorelliho a kol. byly o jeden a vice fada niZzsi.
Rozptyl hodnot Flux byl pfi srovnani s nasim experi-
mentem na membrané zhruba dvojnasobny.

Parametr Lag time PAU (v acetonu) dosahoval ve vyse
uvedené praci Sartorelliho a kol. (22) hodnot 1,18 + 0,01
hod pro naftalen (VK 1 %), 10,95 % 7,62 hod pro fenan-
thren (VK70 %), 24,46 = 2,68 hod pro pyren (VK 11 %)
a 31,21 £10,81 hod pro benzola]pyren (VK 35 %). Tyto
hodnoty sice byly nékolikandsobné vys$si nez nase vysled-
ky, nicméné rozdily nedosahly fadovych hodnot, tak jak
tomu bylo u rozdili v hodnotach parametru Flux. Roz-
ptyl hodnot Lag time byl pfi srovnani s nasim experi-
mentem na membrané zhruba dvojnasobny.

Parametr Flux PAU dosahoval ve vyse uvedené praci
Sartorelliho a kol. (22), pfi pouziti roztoktt PAU v mo-
torovém mazacim oleji, hodnot 0,27 + 0,22 nmol/cm?/h
pro naftalen (VK 80 %), 0,006 = 0,0035 nmol/cm?*/h pro
fenanthren (VK 58 %) a 0,0015%0,0003 nmol/cm?*/h
pro pyren (VK 20 %). Obdobné jako u acetonovych roz-
toktt PAU, hodnoty parametru Flux v oleji byly o jeden
a vice fadu nizsi (s obdobnym rozptylem jako u aceto-
novych roztokt) nez hodnoty v nami prezentované stu-
dii na membrané.

Parametr Lag time PAU dosahoval ve vyse uvedené
praci Sartorelliho a kol. (22), pfi pouziti roztoka PAU
v motorovém mazacim oleji, hodnot 4,86 = 7,99 hod pro
naftalen (VK 164 %), 15,15% 3,10 hod pro fenanthren
(VK 20 %) a 13,38 £8,91 hod pro pyren (VK 67 %).
Absorpce benzola]pyrenu byla pfi pouziti motorového
mazaciho oleje pod hranici detekce (22). Je evidentni, ze
hodnoty byly opét ne¢kolikanasobné vyssi nez nase vy-
sledky, nicméné¢, obdobné jako u acetonovych roztok,
rozdily nedosahovaly fadovych hodnot. Ke vsem vyse
uvedenym porovnanim s praci Sartorelliho a kol. (22)
je nutno upozornit na zna¢né rozdily v podminkach ex-
perimentu, konkrétné na rozdily v druhu experimen-
talniho zvifete, tloustce kiuze, rozpoustédle a ve vysi
a formé (individudlné, ve smési) aplikované davky PAU.

Kotingova a kol. porovnavali vliv koncentrace dono-
rového roztoku a vliv rozpoustédla (acetonu a slunecni-
cového oleje) na dermalni absorpci pyrenu pfes plnou
kazi dorzalni strany boltce praseciho ucha (2). Pyren
v acetonu byl aplikovan v koncentracich 209 nmol/cm?
a 2095 nmol/cm?, pyren v oleji v koncentracich 235
nmol/cm? a 2347 nmol/cm?® V nasem experimentu
jsme aplikovali davku vyrazné vyssi 13 898 nmol/cm?.

V experimentu Kotingové a kol. byla po aplikaci ace-
tonového roztoku pyrenu (209 nmol/cm?) nalezena hod-
nota parametru Flux 0,0192+0,0181 nmol/cm?/hod
(VK 95 %) a parametru Lag time 15,38 £ 10,04 hod (VK
65 %). Po aplikaci pyrenu v oleji (209 nmol/cm?) byla na-
lezena hodnota parametru Flux 0,0088 £0,0089 nmol/
cm?/hod (VK 101 %) a parametru Lag time 17,36 + 13,43
hod (VK 77 %) (2).

Po aplikaci pyrenu v acetonu (2095 nmol/cm?) byla
nalezena hodnota parametru Flux 0,0150 = 0,0139
nmol/cm?®/hod (VK 93 %) a parametru Lag time
13,16 £ 6,37 hod (VK 48 %). Po aplikaci pyrenu v oleji
(2 095 nmol/cm?) byla nalezena hodnota parametru Flux
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0,0119 £ 0,0063 nmol/cm?/hod (VK 50 %) a parametru
Lag time 18,09 £ 10,54 hod (VK 58 %) (2).

Pri porovnani dat experimentu Kotingové a kol. (2),
provadéné na plné praseci kuzi, s daty nami prezento-
vaného experimentu na membrané z praseci ktze, je
ziejmy vyrazny pokles hodnoty parametru Flux (o dva
az tfi fady) a tff az pétinasobny nartust parametru Lag
time u experimentd s plnou kazi. Opét vsak upozor-
fiujeme na rozdilné podminky experimentu Kotingové
a kol. (2) a prezentovaného experimentu (v tloust'ce ktize,
rozpoustédle a ve vysi aplikované davky). Rozptyl hod-
not parametru Flux pyrenu na plné kuzi byl (v porov-
nani s experimentem na membrané) zhruba dvojnasob-
ny, rozptyl hodnot parametru Lag time byl trojndsobny
az pétinasobny. Tato skutec¢nost naznacuje, ze pouziti
membrany (namisto plné kuze) by snad mohlo ¢astec-
né redukovat rozptyl dat, ktery s sebou pfinasi pouziti
kaze z raznych oblasti téla od raznych jedinct. Oprav-
nénost této domnénky véak bude muset byt potvrzena
dal$imi studiemi.

Experimenty s PAU na epidermaln{ membrané dosud
popsany nebyly. Z ostatnich latek sledovali Van de Sandt
a kol. (30) penetraci insekticidu propoxuru (2-isopropo-
xyfenyl N-methylkarbamat) pfes epidermalni membranu
ziskanou z lidské kuze bficha a potkani kuze zad (Spra-
gue-Dawley rat). Propoxur byl aplikovan v 60% vodném
ethanolu. Hodnota parametru Flux pfi pouziti lidské epi-
dermalni membrany byla 4,9 + 1,5 ug/cm*/hod a hodnota
parametru Lag time 1,1 hod. Pfi pouziti potkani epider-
malni membrany byla hodnota parametru Flux 7,2+ 1,0
pg/cm?/hod a parametru Lag time 1,2 hod. Autofi rov-
néz hodnotili penetraci propoxuru pfes plnou lidskou
a plnou potkani kiizi. V obou piipadech byly hodnoty pa-
rametru Flux nizsi a Lag time vy$si u plné ktize. Hodno-
ta parametru Flux pfes plnou lidskou kazi byla 1,7 £0,4
pg/cm?/hod a parametru Lag time 2,3 hod. V ptipadé
potkan{ plné kiize byla hodnota parametru Flux 1,0 £ 0,3
pg/cm?/hod a parametru Lag time 2,3 hod.

Kanikkannan a kol. (31) hodnotili perkutanni pe-
netraci tryskového paliva (JP-8), které obsahuje 1 naf-
talen, pfes dermatomovanou kuzi prase¢itho ucha
a dermatomovanou lidskou kadaverézni kuzi (tloust™-
ka v obou pfipadech 500 um). Hodnoty parametru
Flux naftalenu na obou typech ktize byly srovnatelné,
konkrétne 0,3761 £ 0,0174 png/cm?/hod u praseci kaze
a 0,4514 10,0223 pg/cm?*/hod u kaze lidské. Chilcott
a kol. (32) popsali penetraci yperitu pfes epidermalni
membranu z kiize prasec¢iho ucha a lidského bficha. Byla
pouzita maximalni/nekonecnd davka (100 mg/cm?). Pa-
rametr Flux dosahl pfi pouziti epidermalni membrany
z praseciho ucha hodnoty 411 + 175-107¢ g /em?*/hod, pa-
rametr Lag time hodnoty 5,7+ 3,2 hod. V pftipad¢ epi-
dermalni membrany z kize lidského bficha byla hodno-
ta parametru Flux 157+ 66-107° g¢/cm?/hod a paramet-
ru Lag time 5,1 £2,3 hod.

Mnozstvi PAU, které dosahuje systémové cirkula-
ce (vnitin{ davka), je pfi dermalni expozici ovliviiova-
no vazodilataci ¢i vazokonstrikei subpapilarni arterialni
a venozni pletené, kterd se nachazi na hranici mezi epi-
dermis a dermis V situaci kdy je tato pletent dilatovana,
mohou molekuly PAU pronikat do systémové cirkulace.
K dilataci v realném pracovnim prostfedi dochazi vli-
vem okoln{ teploty ¢i vlivem fyzické namahy, coz mo-
hou byt ¢asté pracovni scénafe. Za této situace PAU do-

sahuji systémové cirkulace jiz pfi primarnim kontaktu
se subpapilarni arterialni a venézn{ pleteni (tomu odpo-
vida experimentalni model s epidermalni membranou)
a ne az v oblasti podkozni cévni pletené (tomu odpovi-
da experimentalni model s plnou kuzi).

Zaveér

Dermalni expozice mohou byt vyznamnou branou
vstupu latek do organismu. Stavajici experimentalni ddaje
o intenzité a rychlosti penetrace latek do systémové cir-
kulace jsou v§ak pomérné omezené. Z pohledu stan-
dardniho odhadu zdravotnich rizik dermélni expozi-
ce PAU, zalozeného na odhadu mnozstvi PAU, které
transdermalné pronikne do systémové cirkulace (vnitfni
davky), mohou data zjisténa na modelu plné kuze turo-
ven rizika do jisté miry podhodnocovat. Pro konzer-
vativni odhady zdravotniho rizika, pracujiciho s nej-
vyse moznym, ale jesté realnym expozicnim scénafem,
by mohl mit vyssi vypovédn{ hodnotu idaj o mnozstvi
PAU, které dosahne primarni hranice systémové cirku-
lace na rozhrani mezi epidermis a dermis (subpapilar-
ni arterialni a vendzni pleten). Pouziti kombinace tran-
sepidermalnich a transdermalnich dat by mohlo vést ke
snizovan{ nejistot v odhadech souvisejicich zdravotnich
rizik. Pokusy s epidermalni membranou jsou vsak ¢aso-
ve 1 metodicky naroc¢né.
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