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POLYCYKLICKE AROMATICKE
UHLOVODIKY

Vulkanicka ¢innost, dehtové vyrobky, spalovani fosilnich paliv,
vyroba a spalovani ropnych paliv, spalovani tabaku

Pracovnici koksaren, vyrobci prazct, dehtové lepenky, pokryvaci,
stavebni a silni¢ni délnici

Emise z dopravy, pramyslova a lokalni topeniste, tabakovy kour,
uzené a grilované potraviny

Mutagenni, karcinogenni a imunosupresivni ucinky

Vazba na makromolekularni latky, DNA, RNA a proteinové addukty,
indukce oxidativniho stresu

Karcinogeny (IARC 1, 2A, 2B): benzo(a)pyren, dibenz(a,h)anthracen,
benz(a)anthracen, benzo(b)fluoranthen, benzo(k)fluoranthen a dalsi




DERMALNI BARIERA

o Kuze: Epidermis, dermis a hypodermis (1,5 az 2,3 m?)

o Absorpce PAU

e Stratum corneum
e Stratum granulosum, Stratum spinosum, Stratum basale: bioaktivace
PAU a tvorba reaktivnich intermediata

o Subpapilarni arterialni a venoézni pleten

* Hranice epidermis a dermis

 Vazodilatace: PAU a metabolity E=) subpapilarni pleten E=)
=) cirkulace =) cilové organy a systémy

 Vazokonstrikce: PAU a metabolity ==) podkozni pleten ==)
=) cirkulace =) cilové organy a systémy

o Testovani absorpce PAU na plné kazi

» Pravdépodobné podhodnocené vysledky s vyssim stupném variability
(Frasch et al. 2007, Kotingova et al. 2012)

o Testovani absorpce PAU na epidermalni membrané ‘
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Difuzni komurky dle Franze (Ng et al. 2010)

MATERIAL A METODIKA

Donorova cast

Nasyceny roztok PAU v isopropylmyristatu;

(nekonecna davka — konzervativni scénar)

Epidermalni membrana (n = 32)

Receptorova cast

Analyza RT

Dorzalni plocha usniho boltce prasete
Preparace (voda 61°C; 2 min)
Absorpéni plocha 1,77 cm?

Teplota membrany 32 + 1°C

PBS pufr, albumin, antibiotika (RT)

Nucena cirkulace RT

Deproteinace RT

HPLC s fluorescencni detekei

Objem 10 ml
Absorpéni plocha 1,77 cm?




USPORADANI
EXPERIMENTU
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VYHODNOCENTI DAT (program SAMPA)

(Bezrouk A, Fiala Z, Kotingova L et al., Toxicology In Vitro, 2017)
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ANALYZY DONOROVE A RECEPTOROVE

TEKUTINY
DONOROVA TEKUTINA RECEPTOROVA TEKUTINA
Aplikovana
Koncentrace davka Koncentrace | % Aplikované
(mmol/]) (umol/cm?) (umol/cm?) davky
NAP 1099 62,09 0,301 0,48
PHE 635 35,88 0,179 0,50
PYR 246 13,90 0,044 0,32
BaP 55,9 3,158 0,473 0,15

NAP
PHE
PYR
BaP

naftalen
fenanthren

pyren
benzo[a]pyren




ANALYZY RECEPTOROVE TEKUTINY

KUMULATIVNI ABSORPCE
(nmol/cm?, 24h, 48h)

NAP PHE PYR BaP
Lag Lag Lag Lag
Flux time Flux time Flux time Flux time
24 h |(mmol/cm?/h)| (h) f 24 h |(mmol/cm?/h)| (h) | 24 h |(mmol/cm?/h)| (h) | 48 h | (mmol/cm?/h)| (h)
AP |301,1 57,3 0,25[178,5 11,7 2,11144.4 2,67 3,25014,73 0,13 10,8
VSO | 180,6 27,3 0,17]69,7 5,25 0,42119,2 1,10 0,51]1,56 0,05 2,90
MED | 249,7 56,5 0,321155,9 9,48 2,13]146,3 2,62 3,2614,31 0,11 9,60
Min | 69,3 18,8 0,00} 76,0 6,11 1,37119,7 1,34 2,431 3,02 0,08 7,90
Max | 573,1 94,8 0,43 1273,4 20,2 2,84 184,9 4,96 4,2117,13 0,20 15,3
NAP naftalen AP aritmeticky praumeér
PHE fenanthren VSO vybérova smérodatna odchylka
PYR pyren MED median
BaP benzo[a]pyren




Absorpce NAP, PHE, PYR
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DISKUSE

o Omezena literarni data o transdermalni (TD) penetraci PAU (Frasch et al. 2007,

Kotingova et al. 2012)

o Nejsou dostupna literarni data o trans-epidermalni (TED) penetraci PAU za

pouziti isopropyl myristatu

o Porovnani vysledku TD PAU (Kotingovi et al. 2012) a TED PAU (prezentovana

data):
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TD: pyren v acetonu nebo ve slune¢nicovém oleji

TED: pyren v isopropylmyristatu

Kumulativni absorpce TD 240 — 1100x nizsi nez absorpce TED (24 h)
Flux TD 200 - 300x nizsi nez u TED

Lag time TD 4 - 5,5x vyssi nez u TED

Rozptyl VSO TD 55 -150% AP

Rozptyl VSO TED 33 - 60% AP .




ZAVER

Penetrace PAU pres epidermalni membranu (TED) vykazuje v
porovnani s penetraci PAU pres plnou ktzi (TD) wvyssi
hodnoty kumulativni absorpce a fluxu a nizsi hodnoty
lag time

Penetrace PAU pres epidermalni membranu (TED) vykazuje v
porovnani s penetraci PAU pres plnou kazi (TD) nizsi stupen
variability dat

Penetrace PAU pres epidermalni membranu (TED) se v
porovnani s penetraci PAU pres plnou kuzi (TD) vice
priblizuje realnym expozicnim situacim (zohlednéni
moznosti dosazeni systémové cirkulace — konzervativni
expozicni scénar).

Experimenty in vitro TED jsou metodicky a casove
narocnéjsi nez experimenty in vitro TD.




PODEKOVANi za podporu

o Grant Vnitrni soutéze UK Lékarské fakulty v Hradci
Kralové (Malkova A.: Zavedeni a validace in vitro
metodiky testovani trans-epidermalni penetrace
polycyklickych aromatickych uhlovodiki)

o Program UK PROGRES Q40/09

o Institucionalni podpora vyzkumu SVV-260397/2017




DEKUJI ZA POZORNOST

3 mlllony Iet evoluce

v-\II-

.= @ PFiS




REFERENCE

o Ng S-F, et al. (2010). "Validation of a Static Franz
Diffusion Cell System for In Vitro Permeation
Studies". AAPS PharmSciTech 11(3): 1432-41.

o Frasch, H. F., et al. (2007). "Skin penetration and lag
times of neat and aqueous diethyl phthalate, 1,2-

dichloroethane and naphthalene." Cutan Ocul Toxicol
26(2): 147-160.

o Kotingova, L., et al. (2012). "Vliv rozpoustédla na

dermalni absorpci pyrenu in vitro." Hygiena 57(2): 50-
55.

o Bezrouk, A., et al. (2017). "SAMPA: A free software
tool for skin and membrane permeation data analysis.
" Toxicol In Vitro, 44, 361-371.




