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Seznameni s:
- zpusoby absorpce toxickych nox
-procesy eliminace skodlivin
- casovou zavislosti koncentrace toxickych
latek v tele a jejim matematickym
Zpracovanim

Aktivni transport, difuse, DistribuCni objem, renalni
eliminace, enterohepatalni obéh, AUC
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Uvod

Expozice skodliviné (toxikantu) 5= toxicka odpoved’

Lidske telo = obranné mechanismy a membranové
bariery |

Epidermis—[_
Kuze — nejvétsi organ téla = fyzicka bariéra °{
pro absorpci w«[ Ty

c
© #FADAM.
>
©
= Plice, GIT - méné odporu vigi absorpci nez kize
N
" gL . N
(o} -\\ SURE . Lot min i / ',5/‘(\\ V4 o w
> - Wy Y N Plice >> GIT >>Kuze
= ST Lt | © v -
o - '} cxbal K( - duvod — tloustka membran a
o 7 (F) Y= S ~ prokrveni
\ & ) i - = c = eI
° \& &~ Rl vstup zavisi na mnozstvi skodliviny a
v saturaci transportnich procesti.
>
c

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoétem Ceské republiky.



Uvod II.

Fyzikalne-chemické parametry slouceniny urcujici
absorbovatelnost

- molekulova hmotnost (Mw)
- lonizace (pKa) - pH gradient pres membranu
- rozdélovaci koeficient (voda/oktanol; log P)

Po absorbci - 2 zpusoby pohybu skodliviny
- krvi
- difuzi na kratké vzdalenosti

Dispozice - souéasné Géinky distribuce a eliminace nasledujici
po absorpci

Odliseni skodlivin mezi sebou - difuzni charakteristiky
(schopnost prestupu bunéénou membranou) = mechanismy
prestupu !!!

oooooooooooooooooooooo
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Uvod lII.

- Kvantifikace pohybu nebo transportu z jednoho
kompartmentu do druhého

- Farmako-/ Toxikokinetika - kvantifikace éasové zavislosti
Skodliviny v organismu béhem procesu absorpce, distribuce a

eliminace = JAK se télo vyporada se skodlivinou
(vyjadieno v koncentracich) V rozdilnych ¢asovych
bodech — parametry: distribucni objem a clearence
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- Farmako- / Toxikodynamika — studium biochemickych a
fyziologickych ucinku lé¢iv a Skodlivin a uréuje mechanismus
ucinku
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Lipidove dvojvrstvy
— $itka 75 A

Pomer lipidy proteiny se liSi
- 5:1 pro myelin

Extracellular fluid
Nucleus
Cytoplasm

Bunecné Membrany

Cell

- 1:5 mitochondrie

Typy lipida — fosfolipidy,
cholesterol

Nenasycené FA -
tekutost membrany

Cell membrane

Carbohydrate
Glycoprotein

Globular protein

Protein Channel
(Transport protein)

Cholesterol

Glycolipid

Surface protein
Globular protein

(Integral) cytos keleton

Alpha-helix protein
(Integral protein)

Peripheral protein

Proteiny - receptory,
kanaly

Amfipaticka podstata =
bariéra pro ionizovatelné
slou€eniny
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Phospholipid bilayer

Phospholipid

(Phosphatidylcholine)

Hydrophilic head

1 1] ln J N
; X Hydropbobic tail
)
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Pasivni difuze

Prestup dle koncentracniho gradientu = hnaci sila
- Rozpustnost v membraneé (P.), pH
- lonty obaleny hydrataénim obalem =» pfrilis velké, specialni

d — tloustka membrany
C,, C, — koncentrace na obou stranach (vetsi, mensi)

OP Vzdélavani
onkur

D x P./d — koeficient propustnosti —
jednotka rychlosti
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Pasivni difuze Il.

e D - zavisla na Mw, rozpustnosti v membrané, a konformaci
molekuly

* PC — relativni rozpustnost ve vodé a tuku — odrazi schopnost
prestupovat z vodného prostredi pres lipidovou dvojvrstvu

* Hnaci sila = rozdil koncentraci — kinetika 1. i’édu — zavisi

WEg WEWS

faktor urcujici rychlost prestupu

Rychlost pohybu skodliviny A = zména mnozstvi
(koncentrace) (dA) za jednotku €asu (dt)

\
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Pasivni difuze lll.
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K — rychlostni konstanta — predstavuje frakci, ktera je
prenesena za jednotku ¢asu — nezavisla na davce

socialni

fond v CR

0.693 ) .
= — t, 5 — Cas potrebny k prostupu
0.5 poloviny davky
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Transport pomoci prenasecu
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Transport pomoci prenasecu ll.

- Pasivné usnadnéna difuze - die koncentraéniho
gradientu bez vstupu energie - napr. glukosa do erytrocytu

- Aktivhé usnadnéna difuze (Aktivni transport) -
transport proti koncentracnimu gradientu - €asto spojen s energii

produkujicim enzymem (ATPasa) ¢i transportem jinych molekul
(Na*, Cl)

- nervové bunky, ledvinné tubuly, hepatocyty

K%

- Podobnosti ve strukture a nasledek pro

transport : - Phe vs Levodopa (Parkinson)
- Pyrimidiny vs. Fluorouracil
(cytotoxické lé€ivo)
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Transport pomoci prenasecu lll.

 Transport nezavisi na mnozstvi latky ale na
kapacité prenasece = rychlost bude konstantni

 Kinetika nultého radu:

K - jednotka
hmota/Cas

IX o
— =KX"=K,
dt

Linear

Pri saturaci je
rychlost konstantni.

MNon-linear
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Fyzikalne-chemicke viastnosti
relevantni pro difuzi l.

Stupen ionizace - mnoha xenobiotika jsou slabé kyseliny ¢i
zasady =» smés ionizované/neionizované formy

Stupen ionizace udava pKa - pH pfi kterém je 50% latky
ionizovano (fyzikalne-chemicka charakteristika)

For weak acids ©  pKa — pH = log{(Nonionized form/lonized form)

For weak bases : pKa — pH = log({lonized form/Noniomzed form)

Henderson-Hasselbachova rovnice

RCOOH = RCOO- + H* - neionizovana forma (zaludek) / ionizovana
forma (strevo)

RNH, + H* = RNH;* - neionizovana forma (strevo) / ionizovana
forma (zaludek)

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoétem Ceské republiky.



Fyzikalne-chemicke viastnosti
relevantni pro difuzi Il.

Compound pka 3.6-43 4.7-50 7.0-72 T738- Hi:l ij\f
Acids

Nitrosalicylic 23 40 27 =2 {.E]}
Salicylic 3.0 64 35 30 10 @)
Benzoic 12 62 36 15 05 \
OH
Bases
— Aniline 4.6 40 48 58 6 OH
Aminopyrene 5.0 21 35 48 3
Quinine B.4 09 11 41 5

Mnozstvi Skodliviny absorbované pfi rozdilném pH (%)

™ B

NH 2 /
Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoétem Ceské republiky.
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Fyzikalne-chemicke viastnosti
relevantni pro difuzi lll.

« Rozdélovaci koeficient — mira schopnosti slouéeniny se
rozdélit mezi dvé nemisitelné faze

* Faze se skladaji z vodné a organickeé (oktanol-
nejlépe napodobuje fosfolipidy).

Vw, Vo — objemy vodné/organické

V, [(Ch, —C,) faze
P = - - Cwo, Cw — koncentrace latky ve
V C vodné fazi pred a po trepani

i’
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Cim nizsi P = tim vyssi rozpustnost ve vodé =
horsi prestup membranou a nizsi dostupnost
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Cesty vstupu

Subdingual
bucca

Primarni cesty

VStupu - GIT, kozni,
respiraéni

Intravenous

Transdaermal

DalSi moznosti —
intraperitonealni,

c
< intramuskularni,subkutanni
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Cesty vstupu ll.

Rozsah absorpce - jak moc $kodliviny penetruje membranami a
dostane se do krve - uréovano pro oralni a kozni cestu vstupu

AUC - koncentraéné éasovy profil (oralni/kozni cesta vstupu) je
porovnavana s intravenosni (IV) cestou vstupu

P (AUC }rowte
 (AUC)y

F — biodostupnost -
Pro stejné davky
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Concentration

_ AUG e % Dosepy
- AUCy x Doserue

P

F — biodostupnost —
rozdilné davky
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Mouth:
taste,
chewing,
formation of
food bolus

Saliva:
ubrication,
s :jg'
digestion

— { passagetime \

Liver:

bile (excration,
spid digestion),
metabaiism,
detoxdfication

Gastrointestinalni

e

| (fromtime |
\ of food intake) /

Praximal stomach:
storage

—

Galibladder:
bile storage

[ ™\ | Distal stomach:
-3 processing,

‘\_y digestion,

partioning

pancreas (exokring): | !

digestive enzymeas,
HCO," as H" buffer

o\ | smaitintestine:
STl digestion,
absorption

Cecum:
storage

Colom:
absorption

Rectum:
storage,
excretion

absorpce

Duta trubice chranéna mukosou
- minimalni resistene k prostupu
Skodlivin

VétsSina absorpce v strevé (pH 6)
a zaludku (pH 1-3)

Sekrece ze slznych, slinnych
zlaz, nosnich cest muiize
vstoupit do GIT skrz ustni
dutinu

Skodliviny se strukturnimi
podobnostmi endogenné
potrebnym latkam — zvySeny
vstup (Co vs Fe; bromouracil vs
pyrimidin)

Biotransformace ovlivauje
biodostupnost

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoétem Ceské republiky.



Gastrointestinalni absorpce ll.

Vétsina absorpce v stievé - pasivni difuze

- nutrienty (Glu, AA, léky podobajici se nutrientam) — aktivni
transport

Lipidim podobné substance (zluéové kyseliny) = micely

Silné base Ci kyseliny — nejsou absorbovany strevem
(succinylcholin)

Velké castice (bakterialni éastice, azo barviva) - endocytosa

orneor vine— Motilita vs absorpce.
“ ZvySeny tok krve po jidle vs
“= hypovolemie — napf. propranol

K%

evropsky
socialni

Enterohepatalni cirkulace —
4 ieeamuwpnd | reabsorpce skodliviny v
Laminn ™ Ly " - tenkém stireveé

Propria Mucosa
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Dermalni absorpce

Klze — 3 mm (3 vrstvy)

Epidermis — 0.1 — 0.8 mm
— maximum resistence;:

Dermis

Hypodermis (Podkozni
vrstva tuku)

Vnéjsi vrstva — Stratum

corneum
(SC) — 80% odporu k
absorpci vodnych roztoku

HURMAN SKIN

« = Strafum comeum
I [— Grardar cel lyer

B o & Spincus cel fayer
2asal ool layer

== Ssbacecus ghnd
Eracior pli muscle

AV

e Syl Gland

L / : PW !c.o
A;' Mar ftolkcle
L——— Coltagen anvi
chastin 1keves

Arlery

="
e F ol (0cip05e)
(1) epidermis (2) Dermis tssue
@ Subcitaneous bssue
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Dermalni absorpce Il.

Proliferace a diferenciace od vnitrku k vnéjsku
Keratinizované bunky — hydrofilni

Kozni biotransformace — epldermis (2-6 % jater), SC

Metabolismus ovliviiuje absorpci - prolééiva (lipidové
estery)

Additiva podavana s lécivy €i v kombinaci s pesticidy — mohou
meénit SC - Surfaktanty, org.rozpoustédla — zrychleni absorpce —
zmena lipofility membran

ether/acetone > DMSO > ethanol > water

Urceni absorbce skodliviny - extrapolace z hlodavct neni
pripustna !!! (tloust’kka, ochlupeni, krevni zasobeni) - vhodnéjsi
model — prase

- In vitro a Ex vivo metody

-In vivo — ,,zlaty standard® - ale........ etika, prava zvirat,

cena
Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoétem Ceské republiky.
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Prostup plicemi

Plice — chranény anatomicky - nos, usta, hrtan,
pradusnice, praduska — redukce toxicit — zejména
castic

Misto absorpce — membrana prudusinek
- tloustka - 0.4-1.5 um — basalni membrana kapilarné
endotelialnich bunék

- 100-200 um kuize, cca 30 um GIT

- povrch cca 50-krat vétsi nez kuze
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Prostup plicemi .

-
-

4 : - g

» - .
. . |
Hespiratory .
bronchioke

|
Aveolsrduct  ANVEOlS Slozeni prudusinek
Al Alveokd . -pneumocyty typ | (40%)

Alveolus ypore
‘ it . -pneumocyty typ Il (60%)
4 vy _ -Makrofagy (90% alveolarniho
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Prostup plicemi lll.

»Vzdusne jedy*

- Plyny - zakony pro plyny, rozpustnost v krvi — snaha
dosahnout parcialniho tlaku

- Aerosoly - pevné éastice, zakony pro plyny neplati

Koeficient rozpustnosti

Inhalaéni anestetika plynu v krvi — ¢im vetsi,
tim vetsi rozpustnost v
Agent Coefficient Ky
gf Methoxyflurane 13.0-15.0
g Halothane 23-2.5
fond v CR )
n [soflurane 1.4
EVROPSKA UNIE H': :J [:I . ﬁ
r\@%l Rozpustny, vyzaduje

delSi ¢as pro dosazeni
parcialniho tlaku;
Detoxifikace zabere
delsSi dobu

OP Vzdélavani
pro konkurenceschopnost

INVESTICE
DO ROZVOJE
VZDELAVANI

Investice dorozvoje vzdélavani

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoétem Ceské republiky.



Prostup plicemi IV.

Aerosoly

- filtrovany skrz horni cesty dychaci — sliznice zachycuje
castice, brani vstupu do plic a presunuje je do jicnu a
nasledné do GIT

- projdou jen mensi nez 10-20 um; ¢€astice mensi nez 0.5 um
se zacinaji podobat vlastnostmi plynim

- Vysoka uc€innost — 100g v plicich uhelného prachu hornikt
Vs. 6000g inhalovanych za zivot

-Misto usazovani ¢astic zavisi na — velikosti, hustoté, tvaru, stylu
dychani

-Usazovani se déje — elektrostaticka precipitace, sedimentace, difuse,
zachyceni
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Distribuce

= Presun latky z mista absorpce do cilové
tkané/celého organismu = reversibilni pohyb
skodliviny mezi krvi a tkanémi

Vlivy na distribuci: - promyvani tkané (perfuse) — mozek, jatra
vs tukova tkan

- vazba na proteiny
- exkrece, biotransformace
- fyz.chemické parametry — pKa, rozpustnost v tucich, Mw

-z krve do tkani — vétsinou difuzi po gradientu

- Akumulace v tkanich, pro které je vysoka afinita — k dosazeni
efektu v misté ucinku nutna vyssi koncentrace

- ,,Vyhoda“ je-li latkou skodlivina (Tetracyklinova antibiotika —
afinita pro mista s vysokym obsahem Ca?*; Pb — afinita pro kosti,
Antimalarikum quinacrine se akumuluje v jatrech; PCB — akumulace
v tucich)

oooooooooooooooooooooo
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Limity distribuce
- Anatomicke bariéry — mozkomisni bariéra (BBB)
- Vazba na protein — snizeni aktivni koncentrace

Toxicant 4 Protein .. Toxicant-Protein k,, k, —asociace /

{ free) k (bound ) disociace

Proteiny vazici xenobiotika:
albumin, al-acid glykoprotein, lipoproteiny (HDL, VLDL, LDL),
globuliny

K%

evropsky

Mnozstvi navazané na protein = afinita, poc¢et vazebnych mist,
koncentrace skodliviny

Vazba na protein nebrani dosazeni mista uc€inku, jen snizuje
rychlost s jakou je u€inku dosazeno.

socialni
fond v CR

Vazba na proteiny - Kovalentni — uplatnéni v pripadech
karcinogennich metabolitu
- Nekovalentni — snazsi disociace
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Limity distribuce Il.

lonizovatelnost a rozpustnost v tucich ovliviuje vazbu na proteiny.

Percent Distribution of
Bound Insecticide

Insecticide Percent Bound Albumin LDL HDL

DDT 00.0 35 35 30

Dieldrin 099 |2 50 38

Lindane 08.0 37 38 25

Parathion 08.7 67 21 12

Diazinon 06.6 55 31 14

Carbaryl 0974 99 <1 =1

Ef Carbofuran 713.6 97 I 2
sl Aldicarb 30.0 04 2 4 ®)

Nicotine 25.0 04 2 4
O O

R
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& T

bound to
plasma
proteins

Drugis

not %ound
to plasma
proteins

Vazba na proteiny =

. Delsi eliminace =

delSi ucinek
skodliviny

y

Biotransformation
&% ™ N :
.
o e
3 'o: {
Renal elimination : Renal elimination
Flasma concentration Flasma concentration

L] [ ]

Fres drug
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Matematika distribuce

Distribucni objem (V) - popisuje objem kapaliny potrebné k
tomu, aby bylo dosazeno, pri daném mnozstvi (A) skodliviny, stejné
koncentrace (C,) ve vsech castech tela jako v plasme

A Maly V, — vSe v plasmé, difuze membranami je omezena

|_'"‘_-i
<

elky V,, vétsi i nez teoreticky objem kapalin v tele —
rozpustné v lipidech, snadny prostup membranou
(EtOH, DIAzepam), vazba na tkanové proteiny

l|'I

Amount in body Amount in plasma <4+ Amount outside plasma

K%

evropsky

Vi, = C +  Viw x Crw

socialni
fond v CR

V4 — distribucni objem

V, —objem plasmy
Vo=V, + Vi x V1 — domnély objem tlfépé

C.yw — koncentrace v tkani
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Frakce vazana
do tkane
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Toxikokinetika

Rozsireni farmakokinetiky za pouziti vyssich
koncentraci

Snaha odhadnout tkanovou koncentraci v miste
spojenem s toxickym ucinkem

Po vstupu do téla: - zména lokalisace, koncentrace, chemické
identity
- transport riznymi systémy, aktivace,
eliminace, akumulace

Kazdy proces lze popsat rychlostni konstantou
kinetiky 1.radu !!!

oooooooooooooooooooooo
INVESTICE
DO ROZVOJE

VZDELAVANI

Investice dorozvoje vzdélavani

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoétem Ceské republiky.



Exposure

l

Absorption at Portals of Entry

.

Distribution to Body ——  Excretion
A
Metabolism to Metabolism to Metabolism to
More Toxic Less Toxic Conjugation
Metabolites Metabolites Products
¥ l
Ef Distribution
v i
[nteraction with Macromolecules T »
{Proteins, DNA, RNA, Receptors.etc) — urnover

and Repair

l

Toxic Effects
(Genetic, Carcinogenic, Reproductive, Immunologic, etc)
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Situace neni staticka !!!
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Toxikokinetika

Clearence - kvantitativni zhodnoceni eliminace = rychlost
vyloucené skodliviny vzhledem k plasmatické
koncentraci

Rate of toxicant excretion

C,

L

-1

L =

- za fyziologickych podminek = objem krve vyc¢isténé od
slou€eniny za jednotku ¢asu (sbér krve a moci)

K%

evropsky
socialni

Kazdy proces (absorbce,
distribuce, eliminace) lze popsat
jako rychlost.
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: _ _ .
Toxikokinetika K,
1.Rad — IV cesta — pokles — zadna absorpce Central

lﬁn:l
dC —dC
- 4 ] _ L
— = KC ) = kdt ey C = Cle™™
dt '
Obecné transportni Rychlost eliminace , |"|
proces InC" =InC" — ki
0 Dose
N L w
. Sl K C
° Slope = -K,
o p l‘_.--F"' P |
5 ! A
= \
® b y
o (=]
: % Intravenous /’/ "‘-. i w':c:i’"-," ({
o . = - __“‘h-h,,_____hln:ramﬁcula: » ?:,"\. \
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Absorption Distribution Elimination

Uphiake fromm into body from body by Toxikokinetika

stomach and tissues: biotransiomation

mtestines o-phiass {chemical alteration),
nito blood i enocration via kidney:
B-phass

. Ne IV podani !!! _
| &) Biodostupnost =

frakce latky,

| LSS, ._ Lj ) [} ktera dosahne
Ly o S systémové

e I N e 4-’11 v ., cirkulace

R )~ il W /e® 29l -100% pro IV podani
M o (¥ | ‘“‘1}( )1 -zavisi na misteé

" ' 7/ podani, first pass

- efektu, atd.

Bateman-function

Dosa Ky ok ks
C= — X Y= kit g kL"‘]
Vapp K - Ky

Lirug concentration in Blood (g

L
Time {t]

In2 ¢, DOSE(m,) DOSE(m,)
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Toxikokinetika — priklad

Kralikovi o hmotnosti 3 kg byla intravenosne aplikovana latka v mnozstvi
10 mg/kg . V tabulce jsou uvedeny koncentrace latky v krvi v zavislosti na
case. UrCete eliminacni konstantu (k,), poloCas vyluCovani (t,,),
pocateCni koncentraci (C,), distribucni objem (V), plochu pod kfivkou
(AUC) a clearanci (C)).

Cas/min 5 15 45 90 120
Koncentrace/ ug/mil 3,86 3,03 1,45 0,47 0,22
E Reseni:
% C120 = C xe‘ke' <20 >} 120 _ qka*(ts—tiz0)
-S' keI ><t5
S C=Cyxe™ | c,- k
2 t,, =27,8min
o C C,=4379/ml
T eI 2’2(25 Vp =6862,2ml
S ky =———=—""=0,0249min " AUC =175,g.min.ml™*
5 by —115 C, =170,87ml.min "
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Cell wall

Eliminace skodlivin

= kritické pro preziti
Jednobunécéné organismy — difuse

Mnohobunécné organismy — zvysena komplexnost
= ucinnost difuse byla kompromitovana
nékolika nasledky evoluce

1. narust velikost

2. zmenseni povrchu téla vudi
hmotnosti

3. kompartmentalizace tél
4. narust v obsahu tuku

5. anatomické bariéry jako
ochrana pred vnéjSim prostredim ;
P J P '{é

K%

evropsky
socialni
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Eliminace skodlivin Il.

Intermal Ansceny of Liver

3 majoritni cesty

Jatra — biotransformace
lipofilnich slouc¢enin na
hydrofilni a eliminace do zluci

| edviny — sbér skodlivin filtraci
a eliminace moci

5 Plice — odstraneni tekavych sloucenin vydechem
> ' —
= : | - Kadney—l
H b . A
o Trachea C A
: e b Calyces
4
o Lung i :
o
: 7 hd Renal artery — Renal
o pelvis
; =) Renal vein
o R \: NS Medulla
8 3 .\ . l Ureter —+ }""' X )
oo = m : I B .l .
L@NSESSQSZJ; 3 | Diaphragm FADAM. Cortex FADAM.
VZDELAVANI S
c
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Eliminace
skodlivin IlI.

Minoritni cesty .

Klize - tékavé ;
slouceniny i

1 Normal skin layers
Z=ADAM.

POt - ztrata cca 0.7 | vody denné, MI€ko - bohaté na lipidy a

ve vode rozpustné slouceniny lipoproteiny, eliminace v tucich
" i vodé rozpustnych sloucenin

< (DDE, PCBs) — vyhoda pro

matku, ne vsak pro dité

Vlasy - Hg, kokain -

analyza vlasu jako marker

€XPOZICE  turshar.

Dermis

s :
l
/
/
!

ST

i

evropsky
socialni
fond v CR
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e Arrector Pili
Muscle

' Sebaceous Gland

™ Hair Follicle
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Slovo zaverem....

Absorpce.... mp ..distribuce.... =) ....eliminace.

Kazda nenulova doba
expozice vede k
urcitému stupni
kontaminace !!!
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