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MUTAGÉNNE ÚÈINKY KAMENNOUHO¼NÉHO DECHTU POU�ÍVANÉHO PRI
LIEÈBE PSORIÁZY

GARDO�OVÁ D., MEZENCEVOVÁ V., KALINA I., HEJJ F., KOPKA M., PETROVIÈOVÁ J.

MUTAGENIC EFFECTS OF FARMACEUTICAL COAL TAR IN PSORIATIC
PATIENTS

 Pozadie problému: Farmaceutický spracovaný kamennouho¾-
ný decht (FKD) pou�ívaný pri lieèbe psoriázy má vysoký ob-
sah polycyklických aromatických uh¾ovodíkov, ktoré sa pova-
�ujú za karcinogény.
Cie¾: Cie¾om práce bolo pomocou biomonitorovania zisti� ge-
notoxické riziko u psoriatických pacientov lieèených farma-
ceutickým kamennouho¾ným dechtom.
Metódy: Ako metódy sme pou�ili bakteriálny test na kmeni
Salmonella typhimurium TA 98, pre stanovenie mutagenity
moèu a cytogenetický test, pre stanovenie výskytu chromozó-
mových aberácií v periférnych lymfocytoch.
Výsledky: Expozícia psoriatických pacientov FKD významne
zvy�ovala index mutagenity ako ukazovate¾a prítomnosti mu-
tagénov v moèi, ako aj výskyt chromozómových aberácií
v periférnych lymfocytoch.
Záver: Výsledky biomonitorovania ukázali, �e psoriatickí pa-
cienti lieèení FKD majú zvý�ené genotoxické riziko. (Tab. 2,
lit. 17.)
K¾úèové slová: farmaceutický kamennouho¾ný decht, psoriá-
za, polycyklické aromatické uh¾ovodíky, chromozómové abe-
rácie, mutagenita moèu, genetické riziko.
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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. (Tab. 2, Ref. 17.)
Key words: pharmaceutic tar, psoriasis, polycyclic aromatic
carbohydrates, chromosomal aberrations, mutagenity of uri-
ne, genetic risk.
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Farmaceutický kamennouho¾ný decht (FKD), ktorý sa pou�í-
va pri lieèbe proliferatívného epidermálneho ochorenia � psoriá-
zy má vysoký obsah polycyklických aromatických uh¾ovodíkov
(PAU) najmä benzo-a-pyrénu (Lijinski a spol., 1963). Výsledky
experimentov u zvierat (Kipling, 1976) a epidemiologických �tú-
dií u ¾udí (IARC, 1984, 1985) potvrdili, �e PAU majú mutagénne
a karcinogénne úèinky. Pozitívny vplyv PAU na výskyt rakovino-
vého ochorenia podnietil záujem o biomonitorovanie genotoxic-
kých úèinkov u psoriatických pacientov exponovaných vysokým
povrchovým dávkam FKD. Ako biomarker biotoxicity FKD sa sle-
doval obsah PAU a ich metabolitov v moèi, mutagenita moèu

(Wheeler a spol., 1981; Venier a spol., 1985; Clonfero a spol.,
1989), frekvencia chromozómových aberácií a sesterských chro-
matidových výmen (Sarto a spol., 1989; Mezencevová a spol.,
1994) a DNA a proteínové addukty (Santella a spol., 1995).
V predkladanej práci uvádzame výsledky biomonitorovania mu-
tagenity FKD u psoriatických pacientov pri pou�ití bakteriálného
testu pre hodnotenie mutagenity vzoriek moèu a cytogenetického
testu pre hodnotenie výskytu chromozómových aberácií v peri-
férnych lymfocytoch.

Materiál a metódy

Klinický súbor tvorilo 34 psoriatických pacientov (s priemer-
ným vekom 41,94 roka) lieèených farmaceutickým kamennouho¾-
ným dechtom (FKD) na Ko�nej klinike FNsP v Ko�iciach. Súbor
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sa skladal z 30 mu�ov a 4 �ien, z toho 17 fajèiarov a 17 nefajèia-
rov. Pacienti boli vy�etrení pred terapiou, poèas terapie a po tera-
pii dechtovými externami. Poèas lieèebného cyklu neboli pod vply-
vom iných liekov. Ka�dý pacient bol pouèený o dôle�itosti zacho-
vania sterility a nekontaminácie vzoriek moèu FKD poèas odbe-
ru.

Intaktná kontrola pre vy�etrenie periférnych lymfocytov po-
zostávala z 20 pracovníkov Ústavu lekárskej biológie LF v Ko�i-
ciach s priemerným vekom 36,1 roka.

Terapeutikum: Pre lieèebné úèely sme pou�ili kamennouho¾-
ný decht � Pix lithanthracis vo forme 10�40 % tinktúry, ktorý
pozostáva zo zmesi najmenej 10 000 rôznych komponentov pre-
va�ne PAU, z ktorých len pribli�ne 500 bolo izolovaných a che-
micky charakterizovaných, (Fadrhoncová, 1990) sa vyznaèuje ob-
sahom benzolových derivátov, anilinových, chinolínových a akri-
dínových báz, antracénu, chryzénu a karbazolu (Farber, 1992).

Kultivácia buniek: Periférne lymfocyty sme kultivovali 48 ho-
dín v 7,5 ml média RPMI 1640 (ÚSOL Praha) obohatenom o 20
% te¾acieho séra, glutamín, hydrogénuhlièitan sódny a fytohemag-
lutinín (PHA, Welcome, stimulujúci mitotické delenie) v termo-
state pri teplote 37 oC. Dve hodiny pred ukonèením kultivácie sme
do bunkových kultúr pridali kolchicín (SERVA) 0,4 µl/ml média
na zastavenie bunkového delenia v metafáze. Po hypotonizácii
buniek (0,075 M KCl, 10 minút) a fixácii (Ibraimov roztok, roz-
tok metanolu a kyseliny octovej v pomere 3:1, metanol) sme bun-
kovú suspenziu nakvapkali na mokré podlo�né sklíèka a po vy-
schnutí sme ich farbili Giemsovým farbivom (5 minút). Z ka�dej
vzorky sme hodnotili 100 metafáz so 46 chromozómami. Ako chro-
mozómové aberácie (CA) sme hodnotili chromozómové a chro-
matidové zlomy, translokácie, bez gapov. �tatistickú významnos�
rozdielov medzi porovnávanými skupinami sme hodnotili t-tes-
tom na troch úrovniach (na 5 % p<0,05; 1 % p<0,01; 0,1 %
p<0,001).

Vzorky moèu: Vzorky ranného moèu pacientov sme testovali
pred zaèatím lieèebného cyklu, po 14 a po 28 dòoch lieèenia. Moè
sme uchovávali v sklených f¾a�iach s objemom 50�100 ml pri -
30 oC. Pred testovaním sme vzorky moèu rozmrazili vo vodnom
kúpeli pri 45�55 oC, filtrovali (Filtrak 388, GDR) a prepustili
cez sklenú kolónu (2,6x50 cm) s 20 g Separónu (Tessek, Praha).
Aktívne látky boli adsorbované pri prietoku moèu kolónou 6�10
min a eluované 50 ml acetónu. Eluát bol odparený (RVO-64, Sklo-
Union, Praha) pri teplote do 45 oC a odparok rozpustený v 2 ml
dimetylsulfoxidu (DMSO).

Stanovenie mutagénnej aktivity moèu: Mutagénnu aktivitu
moèových extraktov sme stanovili �tandardnou platòovou metó-
dou pod¾a (Maron, 1983) na bakteriálnom kmeni Salmonella typ-
himurium TA 98 (Bakteriálna zbierka mikroorganizmov, Brno),
ktorý deteguje posunové mutácie v prítomnosti aj neprítomnosti
metabolického aktivaèného systému (500 µl S-9 mix/misku; ob-
sahujúcej 10 % S-9 homogenát). Mikrozomálnu frakciu sme pri-
pravili z peèene potkanov (kmeòa Wistar), indukovali Delorom
103 (Chemko, �.p. Strá�ske) a obsahovala 196,75 mg proteínov/
ml. Platne s bakteriálnymi kultúrami sme inkubovali v termostate
poèas 72 hodín pri 37 oC. Negatívna kontrola pozostávala z 0,1 ml
baktérií, 0,1 ml rozpú��adla (DMSO) a 0,5 ml S-9 frakcie. Ako
pozitívny mutagén v prítomnosti enzymatickej frakcie (S9) sme
zvolili 2-aminofluorén (Serva) s dávkou 20 µg/misku a s priemer-
ným poètom indukovaných revertantov 122±21, a v neprítomnosti
enzymatickej frakcie daunomycín (Serva) s dávkou 6 µg/misku
a priemerným poètom 94±18 revertantov. Priemerná hodnota spon-
tánne revertovaných kolónií v systéme bez aktivaènej zmesi bola
19,38±1,22 revertantov a v systéme s aktiváciou 27,96±0,82 re-
vertantov. Pri vyhodnocovaní mutagenity sme pova�ovali za pozi-
tívne také výsledky, pri ktorých index mutagenity presiahol hod-
notu 2. Index mutagenity bol stanovený na základe pomeru poètu
revertovaných kolónií po ovplyvnení mutagénom a poètu spon-

Tab. 1. Chromozómové aberácie v periférnych lymfocytoch u psoriatických pacientov lieèených prípravkom obsahujúcim kamennouho¾ný decht
Pix lithantracis.
Tab. 1. Chromosomal aberrations in peripheral lymphocytes of psoriatic patients treated with coal tar (Pix lithanthracis).

Hodnoty chromozómových aberácií/deò
Vy�etrované skupiny Poèet osôb Values of chromosome aberrations/day

Examined groups Number of  persons  (0.)  (14.)  (28.)

kontrola  20  1.46±0.12
control

psoriatickí pacienti  34  2,08±0,26 2,97±0,41 2,91±0,33
psoriatic patients

fajèiari  17  2,11±0,25 3,24±0,51 3,05±0,48
smokers
nefajèiari  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±0,22a

 >40  18  2,27±0,28 3,27±0,47 3,16±0,44

a p<0,05 medzi vekovými kategóriami u pacientov pred zaèatím lieèby p<0.05 between age categories in patients before treated
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tánne revertovaných kolónií. Pri �tatistickom spracovaní výsled-
kov sme pacientov rozdelili do troch skupín: 1. pacienti pred lieè-
bou (0. deò); 2. pacienti poèas lieèby (14. deò); 3. pacienti po ukon-
èení lieèby (28. deò). Ka�dú z týchto skupín sme rozdelili na dve
podskupiny: fajèiari a nefajèiari; pacienti do 40 rokov veku a nad
40 rokov. �tatistickú významnos� rozdielov medzi porovnávanými
skupinami sme hodnotili analýzou variancií a Studentovým t-tes-
tom.

Výsledky

Výskyt chromozómových aberácií v periférnych lymfocytoch
v kontrolnej skupine a u psoriatických pacientov lieèených FKD
je v tabu¾ke 1. Expozícia FKD má za následok signifikantné zvý-
�enie hladiny chromozómových aberácií u psoriatických pacien-
tov (p<0,05) s prevahou chromatidových zlomov. Výskyt chromo-
zómových aberácií bol mierne zvý�ený v podskupine pacientov
s vy��ím vekom (>40 rokov). Fajèenie neovplyvòovalo hladinu
chromozómových aberácií v sledovanej podskupine. V tabu¾ke 2
sú uvedené hodnoty indexu mutagenity revertovaných kolónií
u bakteriálneho kmeòa TA 98 po aplikácii extraktu moèu psoria-
tických pacientov a kontrolnej skupiny. Výsledky ukázali, �e hod-
noty indexu mutagenity sú u lieèených pacientov vy��ie s tým, �e
sme zaznamenali signifikantne vy��ie rozdiely (p<0,05) v pod-
skupine pacientov � fajèiarov.

Diskusia

Biomonitorovanie u psoriatických pacientov lieèených FKD
odhalilo zvý�ený obsah PAU a ich metabolitov v moèi (Jongenee-
len a spol., 1986; Clonfero a spol., 1995, 1989; Sarto a spol., 1989)
a zvý�enú mutagénnu aktivitu vzoriek moèu (Whiller a spol., 1981;
Clonfero a spol., 1989), èo nasvedèuje, �e xenobiotiká nachádzajú-

ce sa vo FKD sa absorbujú ko�ou pacientov. S údajmi o zvý�enej
mutagenite moèu v bakteriálnom teste sú v zhode aj na�e skôr pub-
likované výsledky (Gardo�ová a spol., 1994), ako aj výsledky uve-
dené v tejto práci, ktoré poukazujú na zvý�ený výskyt indexu muta-
genity u v�etkých vy�etrovaných pacientov. Variabilitu mutagénnej
aktivity vzoriek moèu, ktorú sme pozorovali u psoriatických pa-
cientov, mô�eme vysvetli� rozdielnou schopnos�ou absorpcie geno-
toxických látok obsiahnutých vo FKD ko�ou, rozdielnym metabo-
lizmom PAU, ako aj dietetickými odli�nos�ami u sledovaných pa-
cientov. Navy�e na�e výsledky dokazujú, �e vzorky moèu pacientov
� fajèiarov sú mutagénnej�ie ako u pacientov � nefajèiarov, èo
ukazuje aditívny, alebo synergický úèinok inhalovaných PAU na vy-
luèovanie mutagénnych metabolitov v moèi. Mutagénne úèinky
FKD hodnotené na základe cytogenetickej analýzy sa zistili u 6 pso-
riatických pacientov (Sarto a spol., 1984), u ktorých autori
pozorovali zvý�ené hodnoty chromozómových aberácií a sesterských
chromatidových výmien. Na�e výsledky sú v zhode s uvedeným
nálezom s tým, �e frekvencia výskytu chromozómových aberácií
u pacientov s vy��ím vekom bola vy��ia v porovnaní s mlad�ími
psoriatickými pacientmi. Napriek tomu, �e v literatúre sa údaje
o výskyte rakoviny ko�e u psoriatických pacientov lieèených FKD
rozchádzajú, pozorované výsledky o zvý�enom obsahu mutagénov
v moèi, o zvý�enej hladine chromozómových aberácií v periférnych
lymfocytoch, ako aj o zvý�enom poète DNA adduktov poukazujú
na zvý�ené genotoxické riziko u týchto pacientv.
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