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MUTAGENNE UCINKY KAMENNOUHOLNEHO DECHTU POUZIVANEHO PRI
LIECBE PSORIAZY

GARDOSOVA D., MEZENCEVOVA V., KALINA 1., HEJJ F., KOPKA M., PETROVICOVA 1.

MUTAGENIC EFFECTS OF FARMACEUTICAL COAL TAR IN PSORIATIC
PATIENTS

Background: Pharmaceutic tar used in the treatment of pso-
riasis has a high contents of polycyclic aromatic carbohydra-
tes which are considered to be carcinogenic.

Aim: The study is aimed at the estimation of the genotoxic
risk arising from the treatment of psoriatic patients by phar-
maceutic tar. The estimation is performed by biomonitoring.
Methods: The used methods included: bacterial test on TA 98
strain of Salmonella typhimurium aimed at the assessment
of mutagenity of urine and cytogenetic test aimed at the as-
sessment of chromosomal aberrrations in peripheral lym-
phocytes.

Results: The exposition of psoriatic patients to pharmaceutic
tar significantly increased the index of mutagenity as an index
of the presence of mutagen in urine, as well as the occurrence
of chromosomal aberrations in peripheral lymphocytes.
Conclusions: The results of monitoring have indicated that
psoriatic patients treated by pharmaceutic tar are endange-
red by an increased genotoxic risk. (7Tab. 2, Ref. 17.)

Key words: pharmaceutic tar, psoriasis, polycyclic aromatic
carbohydrates, chromosomal aberrations, mutagenity of uri-
ne, genetic risk.
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Farmaceuticky kamennouholny decht (FKD), ktory sa pouzi-
va pri liecbe proliferativného epidermalneho ochorenia — psoria-
zy ma vysoky obsah polycyklickych aromatickych uhlovodikov
(PAU) najmé benzo-a-pyrénu (Lijinski a spol., 1963). Vysledky
experimentov u zvierat (Kipling, 1976) a epidemiologickych §ta-
dii u Tudi (IARC, 1984, 1985) potvrdili, ze PAU maju mutagénne
a karcinogénne ucinky. Pozitivny vplyv PAU na vyskyt rakovino-
vého ochorenia podnietil zaujem o biomonitorovanie genotoxic-
kych ucinkov u psoriatickych pacientov exponovanych vysokym
povrchovym davkam FKD. Ako biomarker biotoxicity FKD sa sle-
doval obsah PAU a ich metabolitov v mo¢i, mutagenita mocu
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Pozadie problému: Farmaceuticky spracovany kamennouhol-
ny decht (FKD) pouzivany pri liecbe psoriazy ma vysoky ob-
sah polycyklickych aromatickych uhlovodikov, ktoré sa pova-
Zuju za karcinogény.

Ciel’: Cielom prace bolo pomocou biomonitorovania zistit ge-
notoxické riziko u psoriatickych pacientov lieCenych farma-
ceutickym kamennouholnym dechtom.

Metody: Ako metody sme pouzili bakterialny test na kmeni
Salmonella typhimurium TA 98, pre stanovenie mutagenity
mocu a cytogeneticky test, pre stanovenie vyskytu chromozo-
movych aberacii v periférnych lymfocytoch.

Vysledky: Expozicia psoriatickych pacientov FKD vyznamne
zvySovala index mutagenity ako ukazovatela pritomnosti mu-
tagénov v moci, ako aj vyskyt chromozémovych aberacii
v periférnych lymfocytoch.

Zaver: Vysledky biomonitorovania ukazali, Ze psoriaticki pa-
cienti lieceni FKD majui zvySené genotoxické riziko. (7Tab. 2,
lit. 17.)

Klicové slova: farmaceuticky kamennouholny decht, psoria-
za, polycyklické aromatické uhlovodiky, chromozémové abe-
racie, mutagenita mocu, genetické riziko.
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(Wheeler a spol., 1981; Venier a spol., 1985; Clonfero a spol.,
1989), frekvencia chromozdmovych aberacii a sesterskych chro-
matidovych vymen (Sarto a spol., 1989; Mezencevova a spol.,
1994) a DNA a proteinové addukty (Santella a spol., 1995).
V predkladanej praci uvadzame vysledky biomonitorovania mu-
tagenity FKD u psoriatickych pacientov pri pouziti bakterialného
testu pre hodnotenie mutagenity vzoriek mocu a cytogenetického
testu pre hodnotenie vyskytu chromozdmovych aberacii v peri-
férnych lymfocytoch.

Material a metody

Klinicky subor tvorilo 34 psoriatickych pacientov (s priemer-
nym vekom 41,94 roka) lieCenych farmaceutickym kamennouhol-
nym dechtom (FKD) na Koznej klinike FNsP v Kosiciach. Subor
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Tab. 1. Chromozomové aberacie v periférnych lymfocytoch u psoriatickych pacientov lieenych pripravkom obsahujicim kamennouholny decht

Pix lithantracis.

Tab. 1. Chromosomal aberrations in peripheral lymphocytes of psoriatic patients treated with coal tar (Pix lithanthracis).

Vysetrované skupiny Pocet 0s6b

Hodnoty chromozémovych aberécii/den
Values of chromosome aberrations/day

Examined groups Number of persons 0.) (14.) (28.)
kontrola 20 1.46+0.12

control

psoriaticki pacienti 34 2,08+0,26 2,97+0,41 2,91+0,33
psoriatic patients

fajéiari 17 2,11+0,25 3,24+0,51 3,05+0,48
smokers

nefajéiari 17 2,05+0,27 2,67+0,35 2,76+0,20
nonsmokers

vek pacientov

age of patients

<40 16 1,87+0,22 2,59+0,39 2,62+0,22*
>40 18 2,27+0,28 3,27+0,47 3,16+0,44

*p<0,05 medzi vekovymi kategériami u pacientov pred zacatim liecby p<0.05 between age categories in patients before treated

sa skladal z 30 muzov a 4 zien, z toho 17 fajéiarov a 17 nefajcia-
rov. Pacienti boli vySetreni pred terapiou, pocas terapie a po tera-
pii dechtovymi externami. Pocas lie¢ebného cyklu neboli pod vply-
vom inych liekov. Kazdy pacient bol pouceny o délezitosti zacho-
vania sterility a nekontamindcie vzoriek mocu FKD pocas odbe-
ru.

Intaktnd kontrola pre vysetrenie periférnych lymfocytov po-
zostavala z 20 pracovnikov Ustavu lekérskej biolégie LF v Kogi-
ciach s priemernym vekom 36,1 roka.

Terapeutikum: Pre lie¢ebné ucely sme pouzili kamennouhol-
ny decht — Pix lithanthracis vo forme 10—40 % tinktury, ktory
pozostava zo zmesi najmenej 10 000 réznych komponentov pre-
vazne PAU, z ktorych len priblizne 500 bolo izolovanych a che-
micky charakterizovanych, (Fadrhoncova, 1990) sa vyznacuje ob-
sahom benzolovych derivatov, anilinovych, chinolinovych a akri-
dinovych baz, antracénu, chryzénu a karbazolu (Farber, 1992).

Kultivdcia buniek: Periférne lymfocyty sme kultivovali 48 ho-
din v 7,5 ml média RPMI 1640 (USOL Praha) obohatenom o 20
% telacieho séra, glutamin, hydrogénuhli¢itan sédny a fytohemag-
lutinin (PHA, Welcome, stimulujuci mitotické delenie) v termo-
state pri teplote 37 °C. Dve hodiny pred ukon¢enim kultivacie sme
do bunkovych kultar pridali kolchicin (SERVA) 0,4 ul/ml média
na zastavenie bunkového delenia v metafaze. Po hypotonizacii
buniek (0,075 M KCI, 10 minut) a fixacii (Ibraimov roztok, roz-
tok metanolu a kyseliny octovej v pomere 3:1, metanol) sme bun-
kovu suspenziu nakvapkali na mokré podlozné sklicka a po vy-
schnuti sme ich farbili Giemsovym farbivom (5 minut). Z kazdej
vzorky sme hodnotili 100 metafaz so 46 chromozdmami. Ako chro-
mozomové aberacie (CA) sme hodnotili chromozémové a chro-
matidové zlomy, translokacie, bez gapov. Statisticka vyznamnost
rozdielov medzi porovnavanymi skupinami sme hodnotili t-tes-
tom na troch urovniach (na 5 % p<0,05; 1 % p<0,01; 0,1 %
p<0,001).

Vzorky moc¢u: Vzorky ranného mocu pacientov sme testovali
pred zacatim liecebného cyklu, po 14 a po 28 diioch lieenia. Moé
sme uchovavali v sklenych flasiach s objemom 50—100 ml pri -
30 °C. Pred testovanim sme vzorky mocu rozmrazili vo vodnom
kuapeli pri 45—55 °C, filtrovali (Filtrak 388, GDR) a prepustili
cez sklenu koldnu (2,6x50 cm) s 20 g Separdnu (Tessek, Praha).
Aktivne latky boli adsorbované pri prietoku mocu kolénou 6—10
min a eluované 50 ml aceténu. Eluat bol odpareny (RVO-64, Sklo-
Union, Praha) pri teplote do 45 °C a odparok rozpusteny v 2 ml
dimetylsulfoxidu (DMSO).

Stanovenie mutagénnej aktivity moc¢u: Mutagénnu aktivitu
mocovych extraktov sme stanovili Standardnou platiiovou meto-
dou podla (Maron, 1983) na bakterialnom kmeni Salmonella typ-
himurium TA 98 (Bakteridlna zbierka mikroorganizmov, Brno),
ktory deteguje posunové mutacie v pritomnosti aj nepritomnosti
metabolického aktivaéného systému (500 pl S-9 mix/misku; ob-
sahujucej 10 % S-9 homogenat). Mikrozomalnu frakciu sme pri-
pravili z pe¢ene potkanov (kmena Wistar), indukovali Delorom
103 (Chemko, §.p. Strazske) a obsahovala 196,75 mg proteinov/
ml. Platne s bakterialnymi kulturami sme inkubovali v termostate
pocas 72 hodin pri 37 °C. Negativna kontrola pozostavalaz 0,1 ml
baktérii, 0,1 ml rozpustadla (DMSO) a 0,5 ml S-9 frakcie. Ako
pozitivny mutagén v pritomnosti enzymatickej frakcie (S9) sme
zvolili 2-aminofluorén (Serva) s davkou 20 pg/miskua s priemer-
nym pocétom indukovanych revertantov 122421, a v nepritomnosti
enzymatickej frakcie daunomycin (Serva) s davkou 6 pg/misku
a priemernym poc¢tom 94+18 revertantov. Priemerna hodnota spon-
tanne revertovanych kolonii v systéme bez aktiva¢nej zmesi bola
19,38+1,22 revertantov a v systéme s aktivaciou 27,96+0,82 re-
vertantov. Pri vyhodnocovani mutagenity sme povazovali za pozi-
tivne také vysledky, pri ktorych index mutagenity presiahol hod-
notu 2. Index mutagenity bol stanoveny na zaklade pomeru poctu
revertovanych kolonii po ovplyvneni mutagénom a poctu spon-
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Tab. 2. Mutagénna aktivita mocovych extraktov u psoriatickych pacientov lie¢enych pripravkom obsahujicim kamennouholny decht Pix lithan-

thracis.

Tab. 2. Mutagenic activity of urine samples in psoriatic patients treated with coal tar (Pix lithanthracis).

Vysetrované skupiny Pocet 0sob

Hodnoty indexu mutagnity moc¢u/dent

Values of index mutagenicity of urine/day

Examined groups Number of persons 0.) (14.) (28.)
kontrola 20 1,19+0,11

control

psoriaticki pacienti 34 2,49+0,21° 2,82+0,19° 2,67+0,20°
psoriatic patients

fajciari 17 2,56+0,19 3,08+0,21° 2,90+0,17
smokers

nefajéiari 17 2,36+0,10 2,58+0,18 2,4340,15
nonsmokers

vek pacientov

age of patients

<40 16 2,45+0,09 2,84+0,24 2,64+0,27
>40 18 2,54+0,26 2,85+0,29 2,6340,27

p<0,05 v porovnani s indexom mutagenity u kontrol p<0.05 compared to control *p<0,05 v porovnani s nefajéiarmi po 14 dioch lie¢by

p<0.05 compared to nonsmokers after 14 day-treatment

tanne revertovanych koldnii. Pri §tatistickom spracovani vysled-
kov sme pacientov rozdelili do troch skupin: 1. pacienti pred lie¢-
bou (0. deil); 2. pacienti pocas liecby (14. deii); 3. pacienti po ukon-
Ceni lieCby (28. den1). Kazdu z tychto skupin sme rozdelili na dve
podskupiny: fajéiari a nefajciari; pacienti do 40 rokov veku a nad
40 rokov. Statistickd vyznamnost rozdielov medzi porovndvanymi
skupinami sme hodnotili analyzou variancii a Studentovym t-tes-
tom.

Vysledky

Vyskyt chromozdmovych aberacii v periférnych lymfocytoch
v kontrolnej skupine a u psoriatickych pacientov liecenych FKD
je v tabulke 1. Expozicia FKD ma za nasledok signifikantné zvy-
Senie hladiny chromozémovych aberacii u psoriatickych pacien-
tov (p<0,05) s prevahou chromatidovych zlomov. Vyskyt chromo-
zomovych aberacii bol mierne zvySeny v podskupine pacientov
s vyssim vekom (>40 rokov). Faj¢enie neovplyviovalo hladinu
chromozdmovych aberacii v sledovanej podskupine. V tabulke 2
su uvedené hodnoty indexu mutagenity revertovanych kolonii
u bakteridlneho kmena TA 98 po aplikacii extraktu mocu psoria-
tickych pacientov a kontrolnej skupiny. Vysledky ukazali, ze hod-
noty indexu mutagenity su u lie¢enych pacientov vyssie s tym, ze
sme zaznamenali signifikantne vyssie rozdiely (p<0,05) v pod-
skupine pacientov — fajciarov.

Diskusia

Biomonitorovanie u psoriatickych pacientov liecenych FKD
odhalilo zvySeny obsah PAU a ich metabolitov v mo¢i (Jongenee-
len a spol., 1986; Clonfero a spol., 1995, 1989; Sarto a spol., 1989)
a zvySenu mutagénnu aktivitu vzoriek moc¢u (Whillera spol., 1981;
Clonfero a spol., 1989), ¢o nasvedcuje, Ze xenobiotika nachadzaju-

ce sa vo FKD sa absorbuji koZou pacientov. S udajmi o zvySenej
mutagenite mocu v bakteridlnom teste sit v zhode aj nase skor pub-
likované vysledky (Gardosova a spol., 1994), ako aj vysledky uve-
dené v tejto praci, ktoré poukazuju na zvyseny vyskyt indexu muta-
genity u vsetkych vysetrovanych pacientov. Variabilitu mutagénne;j
aktivity vzoriek mocu, ktorti sme pozorovali u psoriatickych pa-
cientov, mozeme vysvetlit rozdielnou schopnostou absorpcie geno-
toxickych latok obsiahnutych vo FKD koZou, rozdielnym metabo-
lizmom PAU, ako aj dietetickymi odli$nosfami u sledovanych pa-
cientov. Navyse nase vysledky dokazuju, Ze vzorky mocu pacientov
— fajciarov su mutagénnejSie ako u pacientov — nefajéiarov, ¢o
ukazuje aditivny, alebo synergicky ti¢inok inhalovanych PAU na vy-
lucovanie mutagénnych metabolitov v moc¢i. Mutagénne t¢inky
FKD hodnotené na zéklade cytogenetickej analyzy sa zistili u 6 pso-
riatickych pacientov (Sarto a spol., 1984), u ktorych autori
pozorovali zvySené hodnoty chromozomovych aberacii a sesterskych
chromatidovych vymien. Nase vysledky st v zhode s uvedenym
nalezom s tym, ze frekvencia vyskytu chromozémovych aberacii
u pacientov s vyssim vekom bola vyssia v porovnani s mladsimi
psoriatickymi pacientmi. Napriek tomu, Ze v literatire sa udaje
o vyskyte rakoviny koZe u psoriatickych pacientov liecenych FKD
rozchadzaji, pozorované vysledky o zvySenom obsahu mutagénov
v mo¢i, o zvysenej hladine chromozdmovych aberacii v periférnych
lymfocytoch, ako aj o zvySenom pocte DNA adduktov poukazuju
na zvysen¢ genotoxické riziko u tychto pacientv.
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