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SOUHRN

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) reprezentuji vyznamnou skupinu pracovnich i mimopracovnich kontaminant, pfi
expozicich se vedle inhala¢niho pifjmu vyznamné uplatiiuje i pifjem transdermalni. Jednim z typickych pfedstavitelt skupiny PAU
je nami testovany pyren. Prezentovana in vitro studie byla zaméfena na vliv nosného média/rozpoustédla (acetonu nebo slunec-
nicového oleje) na zakladni charakteristiky transdermalniho pfestupu pyrenu pres plnou kizi usniho boltce prasete. Experiment
byl provadén ve vertikdlni statické difuzni komtrce dle Franze. Koncentrace pyrenu v donorové fazi byla 0,00095 ¢ pyrenu/g
rozpoustédla a 0,0095 g pyrenu/g rozpoustédla. Koncentrace pyrenu ve vzorcich receptorové tekutiny byla stanovovana plynove-
chromatografickou analyzou s hmotnostni detekei. Pfi pouziti slune¢nicového oleje jako rozpoustédla byla absorpce pyrenu v piipadé
nizs$i koncentrace donorové faze 0,04£0,06 nmol/cm?/24 h; 0,15+0,14 nmol/cm?/48 h a 0,50+0,58 nmol/cm?/72 h, hodnota
flux 0,0088%0,0089 nmol/cm?/h a hodnota lag time 17,3613,43 h. Pii pouziti donorové fize s vyssi koncentraci byla absorpce
pytenu 0,0720,06 nmol/cm?/24h; 0,34£0,25 nmol/cm?/48 h a 0,6310,35 nmol/cm?/72 h, hodnota flux 0,0119£0,0063 nmol/
cm?*/h a hodnota lag time 18,09£10,54 h. Pfi pouziti acetonu jako rozpoustédla byla absorpce pyrenu v piipadé nizsi koncentrace
donorové faze 0,0240,05 nmol/cm?/12 h; 0,19£0,22 nmol/cm?/24 h; 0,55+0,59 nmol/cm?/48 h a 1,17£1,13 nmol/cm?/72 h,
hodnota flux 0,0192+0,0181 nmol/cm?/h a hodnota lag time 15,38+10,04 h. Pii aplikaci donorové fize s vyssi koncentraci byla
absorpce pyrenu 0,02+0,02 nmol/cm?/12 h; 0,09£0,05 mol/cm?/24 h; 0,39+0,36 nmol/cm?/48 h a 0,91+0,81 nmol/cm?/72 h,
hodnota flux 0,0150£0,0139 nmol/cm?/h a hodnota lag time 13,1616,37 h. Absorpce pyrenu byla v obou koncentracich donorové
faze vyssi v piipade pouziti acetonového rozpoustedla, statisticky vyznamny byl tento rozdil pouze u hodnot nalezenych po 12
a 24 hodinach u nizsi expozi¢ni davky a po 12 hodinach u expozi¢ni davky vyssi.

Klitovd slova: expozice polycyklickym aromatickym uhlovodikim (PAU), polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) - dermalni
absorpce, pyren

SUMMARY

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) represent an important group of work and nonoccupational contaminants. Pyrene
is one of the typical representatives of PAHs. In occupational exposure the inhaled amount of pyrene may be accompanied by
a considerable transdermal intake. The presented in vitro experiment was focused on the influence of carrier medium/solvent
(acetone or sunflower oil) on the basic characteristics of pyrene transfer through full pig ear skin, using diffusion Franz cells.
Pyrene concentration in the donor phase was 0.00095 g pyrene/g solvent and 0.0095 g pyrene/g solvent. Pyrene concentration
in the receptor fluid samples was determined by GC-MS. When using sunflower oil as a solvent, the absorptions of pyrene in
the case of lower donor phase concentration were 0.04£0.06 nmol/cm?/24 h; 0.15£0.14 nmol/cm?/48 h and 0.50+0.58 nmol/
cm?/72 h, flux 0.0088+0.0089 nmol/cm?*/h and lag time 17.36+13.43 h. When using a donor phase with higher concentration
of pyrene, the absorptions were 0.07£0.06 nmol/cm?/24 h; 0.34£0.25 nmol/cm?/48 h and 0.6320.35 nmol/cm?/72 h, flux
0.0119£0.0063 nmol/cm?/h and lag time 18.09110.54 h. When using acetone as the solvent, the absorptions of pyrene in the
case of lower donor phase concentration were 0.02+0.05 nmol/cm?/12 h; 0.19+0.22 nmol/cm?/24 h; 0.55+0.59 nmol/cm?/48 h
and 1.17+1.13 nmol/cm?/72 h, flux 0.01924£0.0181 nmol/cm?/h and lag time 15.38210.04 h. When using higher donor phase
concentration, the absorptions of pyrene wete 0.02£0.02 nmol/cm?/12 h; 0.09£0.05 nmol/cm?/24 h; 0.39+0.36 nmol/cm?/48 h
and 0.91+0.81 nmol/cm?/72 h, flux 0.0150+0.0139 nmol/cm?/h and lag time 13.16£6.37 h. The absorption of pyrene was in
both donor phase concentrations higher in the case of using acetone solvent, but a statistically significant difference was only
found after 12 and 24 hours of exposure at lower doses and after 12 hours of exposure at higher doses.

Key words: exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH), polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) - dermal absorption,
pytene
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Uvod

Metodika

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) pfed-
stavuji skupinu vsudypfitomnych toxickych latek.
Vyskytuji se v zivotnim prostfedi (napfiklad v ovzdu-
81, vodé, pude, potravinach a v cigaretovém koufi),
v pracovnim prostfedi (napfiklad pfi zpracovani ropy
a uhli, pfi vyrobé¢ Zeleza, oceli, hliniku, koksu, dehtu
a saz{) a jsou i soucasti n¢kterych lécebnych terapii
(napiiklad uziti farmaceutického dehtu pfi Goecker-
manové 1écbe psoriazy) (1). Nekteré PAU vykazuji
karcinogenni a mutagenni potencial (skupiny 1 a 2A
dle IARC) (2) a ovlivayji funkei bunécéné i humoraln{
imunity (3-5). Ptispivaji téz k tvorbé aterosklerotickych
plata (6) a podporuji vznik nadorovych (7) i nenado-
rovych plicnich onemocnéni (8). Indukuji a zfejmeé
i potencuji vznik nadora zazivaciho ustroji (9, 10),
mocového meéchyte (4, 11) a prsu (11, 12). Poskozuji
spermiogenezi (13) a negativné ovlivauji tehotenstvi
a vyvoj plodu (14, 15). Byly téz popsany ucinky PAU
na nervovy systém (16, 17) a naznacena souvislost se
vznikem Sedého zakalu (18). PAU se v zivotnim nebo
pracovnim prostfedi nevyskytujf jednotlive, ale téméf
vzdy ve smésich. Standardni soucasti téchto smési je
i nami testovany uhlovodik pyren, ktery je pouzivan
jako ukazatel urovné expozice PAU (19).

Aplikace nastroji ochrany vefrejného zdravi v oblasti
pracovniho prostredi vyrazné snizila trovné inhala¢nich
pracovnich expozic. To je jeden z hlavnich davodu, proc
lze v poslednich zhruba dvaceti letech pozorovat zvyseny
zdjem o studium transdermalni cesty vstupu skodlivin
do organismu. Epidemiologické i experimentaln{ studie
potvrdily, ze vedle inhala¢ni cesty vstupu muze v fadé
expozic¢nich scénaft hrat vyznamnou roli i expozice
dermalni. Napfiklad van Rooijj a kol. (20) odhadli, ze
u nckterych inhalacné a dermalné exponovanych pra-
covnik koksaren se podil dermalné pfijaté davky PAU
pohyboval az okolo 75 % davky celkové. Podobnych
vysledki dosahli ve svém inhala¢né-dermalnim expe-
rimentu v laboratornich podminkach i Walter a Knecht
(21), kteti uvedli 50-60% podil dermalni expozice na
celkové pfijatém mnozstvi PAU.

Predkladana experimentalni studie je soucasti sirstho
vyzkumu zaméfreného na hodnoceni absorpce a ucinkt
dermalné aplikovanych terapeutickych piipravki na bazi
farmaceutického kamenouhelného dehtu. Farmaceu-
ticky kamenouhelny dehet obsahuje vyznamné mnoz-
stvi polycyklickych aromatickych uhlovodiku, jejichz
typickym pfedstavitelem je i nami vybrany testovany
zastupce — pyren. Cilem nasf experimentaln{ studie bylo
zjistit vliv nosného média na zakladni charakteristiky
dermalni absorpce pyrenu in vitro. Jako nosné médium
byl vybran slune¢nicovy olej (soucast mastového zakladu
Unguentum leniens pouzivaného ve farmacii k vyrob¢
dehtové pasty na 1écbu psoriazy, jeho vliv na dermaln{
penetraci dosud publikovan nebyl). Jako srovnavaci nos-
né médium byl vybran aceton (jeho ,,standardni* pouziti
umoznuje porovnani s publikovanymi vysledky jinych
autoru) (22-25).

PouZité chemické latky

Pyren (CAS ¢islo 129-00-0, Sigma-Aldrich kat.
¢. 82648), aceton (CAS ¢islo 67-64-1, Sigma-Aldrich, kat.
¢. 34 850), Hanksutv roztok (Hanks’ Balanced Salt soluti-
on, Sigma-Aldrich, kat. ¢. H8264), bovinni sérovy albu-
min (CAS ¢islo 9048-46-8, Sigma-Aldrich, kat. ¢. A9418),
gentamicin (CAS ¢islo 1405-41-0, Sigma-Aldrich, kat.
¢. G1264), slunecnicovy olej (Helianthi oleum raffina-
tum, standardn{ lékarensky produkt). Vsechny pouzité
chemikalie byly v ¢istoté vhodné pro fluorescenci, HPLC
nebo tkanové kultury.

Vzorky kuzZe

Pfi experimentech byla pouzita kiize z usniho boltce
prasete. Usni boltce, zakoupené na mistnich jatkach, byly
zpracovany do 24 hodin od usmrcen{ zvifete. Boltce
byly omyty vlaznou tekouci vodou a ostifhanim zbaveny
viditelnych chlupt. Pomoci chirurgického skalpelu byla
odpreparovana kiize na zadni strané boltce. Tato ktze
byla zabalena do tenké hlinikové félie a uskladnéna pfi
—20 °C. Takto ziskané vzorky kuze byly pouzity v expe-
rimentech realizovanych v ¢asovém intervalu maximalné
12 mésict od data zmrazenf.

Struktura experimentu

Vzorky zmrazené kiuze byly jeden den pied experi-
mentem umistény do chladnicky (cca 4 °C) k Setrnému
rozmrazeni. V den experimentu byla provedena vizualni
kontrola jejich stavu a viditelné poskozené vzorky kuaze
byly vyfazeny. Vyhovujici vzorky byly instalovany do ver-
tikalnich statickych difuznich komurek dle Franze (26),
epidermalnf{ stranou nahoru. Nasledné byly receptorové
c¢asti komurek, vybavené magnetickymi michadly, napl-
nény receptorovou tekutinou (Hanks’ Balanced Salt solu-
tion + 4 % bovinniho sérového albuminu + gentamicin
v koncentraci 50 mg/I). Absorpéni plocha kiize v komuir-
kach byla 1,77 cm?, objem receptorové ¢asti komurky byl
10 ml. V souladu s pozadavky OECD (27) a EU (28) byla
v jednotlivych provadénych pokusech pouzivana kuze
od 3 darcu. Pro testovani absorpce pyrenu (za pouziti
ruzného rozpousteédla a koncentrace) bylo vzdy pouzito
nejméné 6 komurek (minimalné po 2 komurkach od
kazdého darce) a celkem 6 negativnich kontrol (aplikovan
pouze aceton nebo olej na kuzi kazdého zvifete). Pied
vlastnf aplikaci pyrenu byly komurky se vzorky kuze
umistény (v nadbytecném poctu) do temperované vodni
lazné zajist'ujici stalou teplotu kozniho povrchu v rozmezi
3141 °C. Zde byly kozni vzorky hydratovany po dobu
1 hodiny. Po hydrataci byla testovana neporusenost vniti-
ni struktury vzorkua. Pfi testovan{ bylo vyuzito méfeni
elektrického odporu kaze (TER'; ptistrojem TECPEL
LCR612, Tecpel Co, Taiwan) a méfeni transepidermalni
ztraty vody (TEWL?; piistrojem MPA-5, Courage-Kha-
zaka, Némecko). Porusené vzorky byly vyfazeny.

Do donorové ¢asti komurky (na zevni plochu epider-
mis) bylo nasledné aplikovano 100 pl roztoku pyrenu
(donorového vzorku). V experimentu byly pouzity dveé

"TER — Transcutaneous Electrical Resistance — kozni elektricky odpor

*TEWL — Transepidermal Water Lost — transepidermadlni ztrita vody
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koncentrace pyrenu. Prva koncentrace (0,00095 g pyrenu
v 1 g rozpoustédla) odpovidala mnozstvi pyrenu v 5%
dehtové pasté, pouzivané pii Goeckermanové terapii.
Druha koncentrace byla 10krat vyssi (0,0095 g pyrenu
v 1 g rozpoustédla). Mnozstvi pyrenu ve farmaceutickém
dehtu bylo stanoveno pomoci GC-MS (Gas Chromato-
graphy-Mass Spectrometry) (4). Analyzovan byl smésny
vzorek tvofeny péti nahodné odebranymi vzorky far-
maceutického kamenouhelného dehtu (Iékarna Fakultni
nemocnice v Hradci Krilové). Smésny vzorek obsahoval
1,9 % pytrenu (1,9 g pytenu/100 g dehtu).

Testovana latka byla ponechana bez okluze po ce-
lou dobu trvani pokusu. Po 12, 24, 48 a 72 hodinach
byly z kazdé komurky odebrany 2 ml receptorové te-
kutiny a ihned zamrazeny na —20 °C. Objem komurky
byl nasledné doplnén novou receptorovou tekutinou.
Pied poslednim odbérem receptorové tekutiny byla
opét ovéfena neporusenost kiuze zméfenim TER
a TEWL. Po 72 hodinach byl pokus ukonc¢en. Pra-
ce probihaly pfi teploté 22%1 °C a relativai vlhkosti
vzduchu 50—60 %.

V odebranych vzorcich receptorové tekutiny byla sta-
novena koncentrace pyrenu pomoci plynové kapilarni
chromatografie ve spojeni s hmotovym spektrometrem

vevs

skenu MSn (Focus - I'TQ 1100, Thermo Fischer Scien-
tific). Pfed nastfikem byl pyren ze vzorku extrahovan
dvoustupnove (2 x 5 ml) etylacetaitem (PESTANAL,
Fluka), centrifugovan pfi 4000 ot/min po dobu 5 min.
Supernatant byl dan k vysusenif ve vakuové odparce,
odparek rekonstituovan v n-hexanu (iso-hexanes, PES-
TANAL, FLUKA) v poméru 190 pl hexanu + 100
ul derivacni smeési BSTFA+TMCSi (Sigma-Aldrich).
Nasledovala inkubace pfi 70 °C po dobu 30 min a ni-
stfik 1 pl derivatizované smési na systém GC-MS. Pro
kvantifikaci byla pouzita metoda izotopového zfedéni
znacenym (1.S.-d7) vnitfnim standardem (1-naphthol-
2,3,4,5,6,7,7,8-d7, ISOTEC) o vysledné koncentraci
20 ng/ml (1350 pl vzotku + 150 pl 1.S.-d7).

Ke statistickému zhodnoceni{ byl pouzit program
NCSS 2007. Vzhledem k malému souboru dat s ne-
normalnim rozlozenim byly pro hodnoceni uzity
neparametrické Mann-Whitney test a Kolmogorov-
Smirnov test.

Vysledky

Koncentrace pyrenu v receptorové tekutiné (ng/
ml) byly stanoveny pomoci GC-MS. Po provedeni této
analyzy byly ziskany pouzitelné vysledky z 58 komurek
(u donorového roztoku oleje a pyrenu v nizsf a vys$si
koncentraci to bylo 13 a 14 komurek, u donorového
roztoku acetonu a pyrenu v nizs{ a vyssi koncentraci to
bylo 15 a 16 komurek). Pouzité vzorky pochazely celkem
od 14 darci. Zbyvajici vzorky nebyly po analyze dale
hodnoceny, nebot” jejich vysledky dosahovaly hodnot
svedcicich o skrytém poskozeni kuze. Z takto ziskanych
dat koncentrace pyrenu byly nasledné vypocitany hod-
noty absorpce pyrenu pfes jednotku absorpéni plochy
(nmol/cm?), v casovych intervalech 12, 24, 48 2 72 hod,
pramérnd rychlost absorpce (flux; nmol/cm?/h) a pra-
mérnd doba potfebna k penetraci pyrenu do receptorové
tekutiny (lag time, h).

Nosné médium slunecnicovy olej

Po aplikaci donorového vzorku o koncentraci 0,00095
g pyrenu/g slunecnicového oleje (100 pl roztoku, py-
ren byl v koncentraci 235 nmol/cm?, 13 vzorkil) nebyl
v dob¢ prvaifho odbéru (po 12 hodinach) pyren
v receptorové tekutiné detekovan. Pri dalsich odbé-
rech byly zjistény hodnoty absorpce 0,04£0,06 nmol/
cm?/24 h; 0,1510,14 nmol/cm*/48 h 2 0,50£0,58 nmol/
cm?/72h (tab. 1). Primérna rychlost absorpce (flux) byla
0,0088%0,0089 nmol/cm?/h, pramérna doba potiebnd
k penetraci pyrenu do receptorové tekutiny (lag time)
byla 17,36+13,43 h.

V dobé prvniho odbéru (po 12 hodinach) nebyl pyren
v receptorové tekutiné detekovan ani pfi aplikaci vzorku
o vyssi koncentraci 0,0095 g pyrenu/g slunecnicového
oleje (100 pl roztoku, pyren byl v koncentraci 2 347
nmol/cm?, 14 vzorka). Pti dalsich odbérech byly zjistény
hodnoty absorpce 0,07£0,06 nmol/cm?/24 h; 0,34+0,25
nmol/cm?/48 h a 0,63+0,35 nmol/cm?/72 h (tab. 1).
Pramérna rychlost absorpce (flux) byla 0,0119£0,0063
nmol/cm?/h, pramérna doba potfebna k penetraci ab-
sorbované latky do receptorové tekutiny (lag time) byla
18,09£10,54 h.

Nosné médium aceton

Po aplikaci donorového vzorku o koncentraci 0,00095
g pyrenu/g acetonu (100 pl roztoku, pyren byl v kon-
centraci 209 nmol/cm?, 15 vzork®) byly zjistény hod-
noty absorpce 0,02£0,05 nmol/cm?/12 h; 0,19£0,22
nmol/cm?/24 h; 0,55%0,59 nmol/cm?/48 h a 1,17£1,13
nmol/cm?/72 h. Primérna rychlost absorpce (lux) byla
0,019240,0181 nmol/cm?/h a pramérnd doba potiebna
k penetraci absorbované latky do receptorové tekutiny
(lag time) byla 15,38%10,04 h (tab. 1).

Pii aplikaci vzorku o koncentraci 0,0095 g pyrenu/g
acetonu (100 pl roztoku, pyren byl v koncentraci 2 095
nmol/cm?, 16 vzorkd) byla zjisténa primeérna absorpce
0,02+0,02 nmol/cm?/12 h; 0,09£0,05 nmol/cm?/24 h;
0,39+0,36 nmol/cm?/48 h a 0,91+0,81 nmol/cm?/72
h (tab. 1). Pramérnd rychlost absorpce (flux) byla
0,0150%+0,0139 nmol/cm?*/h, primérna doba potiebna
k penetraci pyrenu do receptorové tekutiny (lag time)
byla 13,16+6,37 h (tab. 2).

Diskuse

Charakteristiky absorpce pyrenu byly studovany
v podminkach in vitro pfi penetraci pfes kizi usniho
boltce prasete. Praseci kuze je povazovana za téméf rov-
nocennou nahradu ktze lidské, jejiz ziskavani a pouziti
je z etického hlediska komplikované (29). Prakticky ve
v$ech publikovanych experimentech, které popisovaly
transdermalni absorpci pyrenu in vitro (22—24, 30),
byly pouzity kize jinych laboratornich zvifat (morce,
opice, potkan), které se svymi vlastnostmi od ktze lid-
ské (praseci) znacné lisi. Vyjimku pfedstavovala jedna
z praci Sartorelli a kol. (25), kdy byla pouzita kuze lid-
ska v experimentu testujicim penetraci pevnych PAU
z uhelného prachu.

Ve srovnavanych experimentech nalezenych v od-
borné literatufe byly jako rozpoustédlo (nosné médium)
bézné pouzivany aceton (22—25) nebo etanol (30). Obé
tato rozpoustédla vsak nejsou casta v realném Zivo-



Tab. 1: Dermalni absorpce pyrenu — koncentrace pyrenu 0,00095 g/g média

Vyznamnost rozdil
Nosné médium
(vysledky olej vs. aceton)
olej aceton p
absorpce po 12 h pramér: 0 priamér: 0,021+0,05 KS =0,3212
(nmol/cm?/12 h) median: O median: O MW = 0,0273*
absorpce po 24 h pramér: 0,0410,06 pramér: 0,19+0,22 KS=0,0189*
(nmol/cm?/24 h) median: 0,04 median: 0,09 MW = 0,0203*
absorpce po 48 h pramér: 0,15+0,14 priamér: 0,55+0,59 KS =0,0646
(nmol/cm?/48 h) median: 0,14 median: 0,26 MW =0,1588
absorpce po 72 h pramér: 0,50+0,58 pramér: 1,17+1,13 KS =0,3212
(nmol/cm?/72 h) median: 0,31 median: 0,39 MW =0,1282
Tab. 2: Dermalni absorpce pyrenu — koncentrace pyrenu 0,0095 g/g média
Nosné médium Vyznamnost rozdilu
(vysledky olej vs. aceton)
olej aceton p

absorpce po 12 h pramér: 0 pramér: 0,02+0,02 KS =0,0090**
(nmol/cm?/12h) median: O median: 0,01 MW = 0,0013**
absorpce po 24 h pramér: 0,07+£0,06 priamér: 0,09%+0,05 KS =0,4559
(nmol/cm?/24 h) median: 0,07 median: 0,10 MW =0,2166
absorpce po 48 h pramér: 0,34+0,25 pramér: 0,39+0,36 KS=0,8368
(nmol/cm?/48 h) median: 0,33 median: 0,21 MW = 0,8191
absorpce po 72 h pramér: 0,63+0,35 pramér: 0,9140,81 KS=0,4113
(nmol/cm?/72 h) median: 0,60 median: 0,46 MW = 0,8516

Legenda k tab. 1 a 2:

priimér = aritmeticky primeér T vjbérovd smérodatna odechylka
KS' = pousit Kolmogorov-Smirnov test

MW = pougit Mann-W hitney test

b = statisticky vyznamné vysledky na hladiné viznamnosti a = 0,05 oznaceny *, na hladiné vyznamnosti a = 0,01 oznaceny **

té, kdy dochazi k dermalni expozici osob PAU (napf.
v prumyslu rizné oleje a maziva, benzin, dehet, saze atd.,
nebo v nami provadéném vyzkumu — vlivu terapeutické
aplikace — pfipravky na bazi farmaceutického dehtu).
V nasf studii jsme proto pouzili ,tradicné aceton (pro
moznost stovnani nasich vysledku s vysledky ostatnich
autoru) a nove slunecnicovy olej. Mast'ovy zaklad ,,Un-
guentum leniens®, ktery je pouzivan pro vyrobu dehtové
masti aplikované pfi Goeckermanové terapii psoriazy,
obsahuje 50 % slunecnicového oleje (31). Pouzitim slu-
nec¢nicového oleje jako nosného média jsme pfiblizili
podminky experimentu realnému expozi¢nimu scénafi.
Podnétem k tomuto experimentu byla prace Sartorel-
liho a kol. (24), kde popsali vyznamné rozdily v dermalni
absorpci pyrenu mezi acetonovym a olejovym nosnym
médiem. V jejich experimentu byla, stejné jako v nasi
praci, pouzita staticka difuzni komurka s absorpéni plo-
chou 1,77 cm?®. Penetracni membrinu tvofila plna kaze
z bficha koc¢kodana zeleného. Expozi¢ni davka (koncen-
trace pyrenu v donorovém vzorku) byla 9,3 nmol/cm?.
Pouziti acetonu vedlo pfi vsech odbérech k vyznamné
vyssi absorpci pyrenu v hodnotach 0,25 nmol/cm?/24 h;
0,45 nmol/cm?/48 h a 2 nmol/cm?/72 h. U oleje byly
nalezeny hodnoty zhruba desetkrit nizsi: 0,025 nmol/
cm?/24 h; 0,05 nmol/cm?/48 h a 0,1 nmol/cm?/72 h.

Rovnéz v nasem experimentu byly po aplikaci ex-
pozi¢ni davky (aceton: 209 nmol/cm?® a 2 095 nmol/
cm?; olej: 235 nmol/cm® a 2 347 nmol/cm?) ve vsech
pfipadech nalezeny vys$si hladiny absorpce pyrenu
u acetonového média. Hladiny statisticky vyznamného
rozdilu mezi acetonem a olejem vsak dosahly, na rozdil
od Sartorelliho prace (23), pouze hodnoty nalezené po
12 a 24 hodinach u nizsi expozi¢ni davky (p<0,05) a po
12 hodinach u expozi¢ni davky vyssi (p<0,01; viz tab. 1,
2). Ackoliv v praci Sartorelliho byla pouzita vyznamné
nizsf koncentrace donorové faze, jsou vysledky absorpce
v jeho i v nasem experimentu fadové srovnatelné. Do-
mnivame se, ze je to zpusobeno odlisnou penetracni
membranou. Sartorelli pouzival kaZi z bricha kockodana
zeleného. Tato kiize obsahuje velké mnozstvi vlasovych
folikult, které mohou penetraci latky vyrazné zvysovat.

Zatimco ve studii Sartorelliho byla nalezena zhruba
desetinasobné vys$si droven absorpce pyrenu pfi pouziti
acetonu jako rozpoustédla (v porovnani s olejem), v nasi
studii se vy$si absorpce pyrenu z acetonu pohybovala
na urovni dvou az pétinasobkt (u nizs§f koncentrace
pyrenu), resp. na urovni srovnatelné s olejovym roz-
poustédlem (u vyssi koncentrace pyrenu). Jednou z
pficin rozdilnych drovni absorpci muze byt slozeni
pouzitych oleji. Zatimco Sartorelli a kol. ve svém ex-
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perimentu pouzili synteticky olej (commercial synthetic
lubricator for engines), v nasem experimentu byl z vyse
uvedenych divodu pouzit olej slune¢nicovy. Dulezitou
soucasti slunecnicového oleje je kyselina olejova, ktera
tvot{ 14—40 % oleje (31). Tato mono-nenasycend vyssi
mastna kyselina je znama jako akcelerator transder-
maln{ penetrace (32). Domnivame se, ze vyssi hladiny
absorpce, nalezené v nasem experimentu, je tedy moz-
né dilem pfipisovat pravé obsahu kyseliny olejové ve
slune¢nicovém oleji.

V nékterych pracich 1ze nalézt informaci, ze aceton
poskozuje epidermaln{ stratum corneum, a tim urychluje
transdermalni penetraci latek (33, 34). Na druhou stranu
vsak Sartorelli a kol. uvadéji, ze v piipadé ponechani
donorového vzorku na ktzi bez okluze dochazi brzy
k odpafeni acetonu, aniz by doslo k poskozeni rohové
vrstvy (24). Uvedeny expozicni scénat (bez okluze) byl
pouzit i v nasem experimentu.

Data ziskana Sartorellim (24) a nami mohou byt vodit-
kem pro hodnoceni rizik expozice PAU. Uvédomujeme
si, ze hodnoceni pouze jednoho zastupce skupiny PAU
nas neopraviuje k jednozna¢nému tvrzeni o chovani
celé skupiny PAU, avsak lze snad fici, ze na rozdil od
pouziti mineralnich oleji (kdy dochazi k cca 10 nasob-
nému snizeni absorpce) je pouziti slunec¢nicového oleje
(a pravdépodobné i dalsich prirodnich oleji s podobnym
slozenim a obsahem kyseliny olejové) méné odlisné od
standardné pouzivaného rozpoustédla acetonu.

Zaver

Byly stanoveny zakladn{ charakteristiky transdermalni
penetrace pyrenu pies kazi prasectho boltce. Pro pyren
rozpustény v acetonu nebo ve slunec¢nicovém oleji byla
stanovena prameérna rychlost jeho absorpce a doba po-
tfebna k jeho penetraci do receptorové tekutiny (organis-
mu). Nalezené hodnoty charakteristik jsou srovnatelné
s hodnotami nalezenymi v odborné literatufe. Pouziti
acetonového rozpousteédla vedlo k vyssim hladindm der-
maln{ absorpce pyrenu, statisticky vyznamného rozdilu
mezi acetonem a olejem dosahly pouze hodnoty nalezené
po 12 a 24 hodinach u nizsi expozi¢ni davky (p<0,05)
a po 12 hodinach u expozicni davky vyssi (p<0,01).
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Excperimentdlni prdce byly provdadény s podporon Univerzity
Karlovy v Prage, Lékarské fakulty v Hradei Krilové, projekt
PRIVOUK.

LITERATURA

1. Kortuem KR, Davis MD, Witman PM, McEvoy MT, Farmer
SA. Results of Goeckerman treatment for psoriasis in chil-
dren: a 21-year retrospective review. Pediatr Dermatol. 2010
Sep-Oct;27(5):518-24.

2. International Agency for Reasearch on Cancer IARC). Some
non-heterocyclic polycyclic aromatic hydrocarbons and some
related exposures. IARC monographs on the evaluation of

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

carcinogenic risks to humans, vol. 92 [Internet]. Lyon: IARC;
2010 [cited 2010 Apr 16]. Available from: http://monogra-
phs.arc.fr/ENG/Monographs/vol92/mono92.pdf.

Borska L, Fiala Z, Krejsek J, Haméakova K, Andrys C, Smej—
kalova J, et al. Cytogenetic and immunological changes after
dermal exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons and
UV radiation. Physiol Res. 2006;55(3):317-23.

Fiala Z, Borska L, Pastorkova A, Kremlacek J, Cerni M,
Smejkalovi J, et al. Genotoxic effect of Goeckerman regimen
of psoriasis. Arch Dermatol Res. 2006 Oct;298(5):243-51.
Monteiro P, Gilot D, Le Ferrec E, Lecureur V, N’Diaye M,
Le Vee M, et al. AhR- and c-maf-dependent induction of
beta7-integrin expression in human macrophages in response
to environmental polycyclic aromatic hydrocarbons. Biochem
Biophys Res Commun. 2007 Jun 29;358(2):442-8.

Ramos KS, Moorthy B. Bioactivation of polycyclic aro-
matic hydrocarbon carcinogens within the vascular wall:
implications for human atherogenesis. Drug Metab Rev.
2005;37(4):595-610.

Armstrong B, Hutchinson E, Unwin J, Fletcher T. Lung can-
cer risk after exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons:
a review and meta-analysis. Environ Health Perspect. 2004
Jun;112(9):970-8.

Burstyn I, Boffetta P, Heederik D, Partanen T, Kromhout H,
Svane O, et al. Mortality from obstructive lung diseases and
exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons among asphalt
workers. Am ] Epidemiol. 2003 Sep 1;158(5):468-78.
Anderson KE, Kadlubar FE, Kulldotff M, Harnack I, Gross
M, Lang NP, et al. Dietary intake of heterocyclic amines and
benzo(a)pyrene: associations with pancreatic cancer. Cancer
Epidemiol Biomarkers Prev. 2005 Sep;14(9):2261-5.

Sinha R, Kulldorff M, Gunter M], Strickland P, Rothman
N. Dietary benzo[a]pyrene intake and risk of colorectal
adenoma. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 2005
Aug;14(8):2030-4.

Roos PH, Bolt HM. Cytochrome P450 interactions in human
cancers: new aspects considering CYP1B1. Expert Opin Drug
Metab Toxicol. 2005 Aug;1(2):187-202.

Vondracek J, Kozubik A, Machala M. Modulation of estrogen
receptot-dependent reporter construct activation and G0/
G1-S-phase transition by polycyclic aromatic hydrocarbons
in human breast carcinoma MCF-7 cells. Toxicol Sci. 2002
Dec;70(2):193-201.

Gaspari L, Chang SS, Santella RM, Garte S, Pedotti P, Taioli
E. Polycyclic aromatic hydrocarbon-DNA adducts in human
sperm as a marker of DNA damage and infertility. Mutat Res.
2003 Mar 3;535(2):155-60.

Hatch MC, Warburton D, Santella RM. Polycyclic aromatic
hydrocarbon-DNA adducts in spontaneously aborted fetal
tissue. Carcinogenesis. 1990 Sep;11(9):1673-5.

Manchester DK, Bowman ED, Parker NB, Caporaso NE,
Weston A. Determinants of polycyclic aromatic hydrocar-
bon-DNA adducts in human placenta. Cancer Res. 1992
Mar 15;52(6):1499-503. Erratum in: Cancer Res. 1992
Jul;52(13):3828.

Koschier FJ. Toxicity of middle distillates from dermal ex-
posure. Drug Chem Toxicol. 1999 Feb;22(1):155-64.
Ritchie GD, Still KR, Alexander WK, Nordholm AF, Wilson
CL, Rossi | 3rd, et al. A review of the neurotoxicity risk of
selected hydrocarbon fuels. ] Toxicol Environ Health B Crit
Rev. 2001 Jul-Sep;4(3):223-312.

Gallenga PE, Mastropasqua L, Lobefalo L, Morgante A, Ayed
M. Polycyclic aromatic hydrocarbons in clear and cataractous
human lenses. Doc Ophthalmol. 1994;85(3):243-5.
Jongeneelen FJ. Benchmark guideline for urinary 1-hydroxy-
pyrene as biomarker of occupational exposure to polycyclic

aromatic hydrocarbons. Ann Occup Hyg. 2001 Jan;45(1):3-13.



20.

21.

22.

23.

24.

25.

20.

27.

28.

VanRooij JG, Bodelier-Bade MM, Jongeneelen FJ. Estimation
of individual dermal and respiratory uptake of polycyclic
aromatic hydrocarbons in 12 coke oven workers. Br | Ind
Med. 1993 Jul;50(7):623-32.

Walter D, Knecht U. Standardized investigation of percuta-
neous absorption of bitumen emission in humans. ] Occup
Environ Hyg. 2007;4(51):144-53.

Ng KM, Chu I, Bronaugh RL, Franklin CA, Somers DA.
Percutaneous absorption and metabolism of pyrene, benzola]
pyrene, and di(2-ethylhexyl) phthalate: comparison of in vitro
and in vivo results in the hairless guinea pig. Toxicol Appl
Pharmacol. 1992 Aug;115(2):216-23.

Sartorelli P, Aprea C, Cenni A, Novelli MT, Orsi D, Palmi S,
et al. Prediction of percutaneous absorption from physico-
chemical data: a model based on data of in vitro experiments.
Ann Occup Hyg, 1998 May;42(4):267-76.

Sartorelli P, Cenni A, Matteucci G, Montomoli L., Novelli
MT, Palmi S. Dermal exposure assessment of polycyclic
aromatic hydrocarbons: in vitro percutaneous penetration
from lubricating oil. Int Arch Occup Environ Health. 1999
Nov;72(8):528-32.

Sartorelli P, Montomoli L, Sisinni AG, Bussani R, Cavallo D,
Foa V. Dermal exposure assessment of polycyclic aromatic
hydrocarbons: in vitro percutaneous penetration from coal
dust. Toxicol Ind Health. 2001 Feb;17(1):17-21.

Franz TJ. Percutaneous absorption on the relevance of in
vitro data. ] Invest Dermatol. 1975 Mar;64(3):190-5.
Organization for Economic Co-operation and Development
(OECD). OECD guidelines for the testing of chemicals,
section 4 - Health effects. Test no. 428. Skin absorption:
in vitro method [Internet]. Paris: OECD; 2004 [cited 2012
Apr 16]. Available from: http://www.oecd-ilibrary.org/
environment/test-no-428-skin-absorption-in-vitro-me-
thod_9789264071087-en.

EU-Scientific Committe for Consumer Products. Basic
criteria for the in vitro assessment of dermal absorption of
cosmetic ingredients. SCCP/0970/06 [Internet|. Brussels:
European Commission; 2006 [cited 2012 Apr 106]. Available
from: http://ec.curopa.cu/health/ph_risk/committees/04_
scep/docs/scep_s_03.pdf.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Organization for Economic Co-operation and Development
(OECD). Guidance document for the conduct of skin
absorption studies [Internet]. OECD series on testing and
assessment, no. 28. Paris: OECD; 2004 [cited 2012 Apr 106].
Available from: http:/ /www.oecd-ilibrary.org/environment/
guidance-document-for-the-conduct-of-skin-absorption-stu-
dies_9789264078796-en.

Payan JP, Lafontaine M, Simon P, Marquet I, Champmartin-
Gendre C, Beydon D, et al. In vivo and in vitro percutaneous
absorption of [14C]pyrene in Sprague Dawley male rats: skin
reservoir effect and consequence on urinary 1-OH pyrene
excretion. Arch Toxicol. 2008 Oct;82(10):739-47.
Ministerstvo zdravotnictvi CR. (V:esk)'f Iékopis 2009. Praha:
Grada; 2009.

Singh I, Sri P. Percutaneous penetration enhancement in
transdermal drug delivery. Asian ] Pharm. 2010;4:92-101.
Tsai JC, Sheu HM, Hung PL, Cheng CL. Effect of barrier
disruption by acetone treatment on the permeability of
compounds with vatious lipophilicities: implications for
the permeability of compromised skin. ] Pharm Sci. 2001
Sep;90(9):1242-54.

Rissmann R, Oudshoorn MH, Hennink WE, Ponec M,
Bouwstra JA. Skin barrier disruption by acetone: observations
in a hairless mouse skin model. Arch Dermatol Res. 2009
Sep;301(8):609-13.

Doslo do redakce: 10. 8. 2011
Prijjato k tiskn: 2. 4. 2012

MUDr. Lenka Kotingovi

Ustav hygieny a preventivniho lékarstvi
Univerzita Karlova v Prage

Lékarska fakulta v Hradei Krdlové
Simkova 870

500 38 Hradec Krilové

E-mail: kotingoval@lfhk.cuni.cy

o

-

b

-
(=
<
o}
o
B
:
2}
m

(@)LS = 2107 = VNHAIOAH



