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1. UVOD

Lidsky organismus je po dobu svého Zivota nepretrZité vystaven vlivu fady
fyzikalnich, chemickych i biologickych faktort. Jednim z téchto faktorti je i slunecni
zatreni a jeho vliv na lidskou kuzi, ktera je prvni ochrannou bariérou téla. Topicka
aplikace nékterych latek vSak miize byt v kombinaci se slune¢nim zafenim spojena s
fototoxickou reakci, ktera mtize poskodit zdravou tkan. V takovém pripadé dochazi k
toxické odezvé kiize na latku aplikovanou na télo, kterd je vyvoldna po nasledné
expozici svétlu.

Benzol[c]fenanthridinové alkaloidy (BA) jsou pro své rtiznorodé biologické
uCinky soucasti mnoha kosmetickych produktti a pripravki pro lécbu koznich
onemocnéni. Vyuzivany jsou také v lidovém lécCitelstvi a homeopatii. Naproti tomu
nékterym BA nebo rostlinnym extraktim je obsahujicim jsou pripisovany nezadouci
ucinky na lidsky organismus. Do skupina BA patfi i rostlinny alkaloid sanguinarin
(SA), jehoZ topicka aplikace je spojena s jiZ zminénou fototoxickou reakci, a proto
cilem této diplomové prace bylo zkoumat zda, kratkodoba aplikace SA a jeho
metabolitu dihydrosanguinarinu (DHSA) v kombinaci s netoxickou davkou UVA
zafeni na primarni kultury lidskych kozZnich fibroblasti mizZe wvyvolat také
fototoxickou reakci. Soucasné byl studovan vliv nizkomolekularnich antioxidantt
(N-acetylcystein, dithiotreitol) na zmény vyvolané samotnymi alkaloidy nebo jejich

kombinaci s netoxickou davkou UVA.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Kaze

KtiZe (cutis) je z hlediska plochy nejvétsi organ lidského téla. U dospélého
Clovéka zaujimad plochu 1,5 az 1,8 m? a dosahuje hmotnosti az 4,5 kg. Vytvari
souvisly télni pokryv, ¢imZz oddéluje vnitini prostfedi organismu od zevniho. Jeji
tloustka kolisa podle oblasti téla od 0,5 do 4 mm, ale obecné se déli na tenkou, ktera
pokryva vétSinu télniho povrchu a silnou vyskytujici se predevSim na dlanich a
nohou. Oba typy kiiZe se skladaji ze dvou odliSnych, ale tésné pripojenych vrstev —
pokoZzky (epidermis) a Skary (dermis), které leZzi na podkoZnim vazivu (subcutis)

(Obr.1).

Malpighiova vrstva

‘ Zrohavatéla vrstva |

Epidermis

Dermis

Subcutis

Mazova Hiza Dermalnl cévnl sif

Chlup v ristove fazi Papilarni cévni sit

Obr.1: Stavba kiize (www.hypro.cz).

2.1.1. Pokozka (epidermis)

Pokozka je vrstva bunék, které se vyskytuji na povrchu ktize. Horni cast
pokoZky je tvorena zrohovatélymi bunikami, které se postupné odlupuji z povrchu.
Spodni Cast se skladd z Zivych bunék a oznacuje se jako Malpighiova vrstva.

PokoZka je tvorena prevazné keratinocyty, které se nachéazeji v rtzném stupni
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diferenciace a vytvareji celkem pét vrstev epidermis. PocCinaje od nejhlubsi vrstvy
smérem k povrchu to jsou stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum,
stratum lucidum a stratum corneum (Obr.2). Kromé keratinocytti obsahuje pokozka i

dalsi typy bunék jako melanocyty, Langerhansovy buiiky a Merkelovy buriky.

Stratum corneum

Stratum lucidum |

Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Dermis

Obr.2: Struktura pokoZky (www.coloradoskinandvein.com).

Keratinocyty jsou buiiky ticastnici se kontinualniho procesu obnovy povrchu
kiZe. Tento proces, kdy se keratinocyty posunuji k povrchu kiiZe, ztraceji schopnost
déleni a prodé€lavaji preménu z vysokych cylindrickych bunék v buriky ploché a
bezjaderné, se nazyva keratinizace a trva 3-4 tydny. Néhrada vrstev kiiZze zavisi na
bazalnich bunikach epidermis, nachazejicich se ve vrstvé stratum basale. Tyto bunky
maji trvalou schopnost déleni, takZe poskytuji generace bunék, které se stavaji
povrchovymi bunikami pokoZky a pfitom stéle zlistava zachovan jejich urcity pocet
(Dylevsky et al. 2009). Nad stratum basale je nékolik vrstev velkych keratinocytd,
které jiz ztratily tuto mitotickou aktivitu a tvori vrstvu ostnitou (stratum spinosum).
Nad touto vrstvou se smérem k povrchu kiize nachazi 1-5 vrstev plosSich bunék,
jejichZ jadra jsou v procesu degenerace. Tyto buiniky obsahujicich keratohyalin,

prekurzor keratinu a tvori vrstvu stratum granulosum. Po ztraté bunécného jadra se
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vrstva méni ve stratum lucidum, tvofenou plochymi bunikami obsahujicimi dalsi
prekurzor keratinu, bilkovinu eleidin. Stratum lucidum ptechazi v posledni
povrchovou vrstvu stratum corneum, tvorenou mnoha vrstvami mrtvych,
bezjadernych bunék s minimalnim obsahem vody tzv. korneocyti. Tyto burky
predstavuji konecnou fazi keratinizace a jsou vyplnény zralym keratinem. Na
povrchu kiiZze se korneocyty kontinualné odlupuji v podobé drobnych Supinek
(stratum disjunctum) a jsou nahrazovany buiikami z hlubSich vrstev (Lichnovsky et
al. 2002).

Melanocyty jsou dendritické burniky migrujici do pokozky v pribéhu
embryogeneze. Jsou rozptyleny mezi keratinocyty ve stratum basale. Obsahuji
specifické organely melanosomy s tmavym pigmentem melaninem. Melanosomy
jsou transportovany procesem cytokrinni sekrece do cytoplazmy okolnich
keratinocytti, kde se hromadi okolo jader a chrani tim jejich DNA pfed poskozujicim
ucinkem slunce. Ackoliv tmava barva melaninu umoZiiuje, aby se nékteré paprsky
absorbovaly primo, hlavni ochranny tucinek melaninu spociva v jeho schopnosti
absorbovat volné radikaly (Paulsen, 2004).

Langerhansovy buiiky jsou duleZitou soucasti imunitniho systému.
Zpracovavaji a prezentuji lymfocytim antigenni material, ktery pronikl povrchem
kiZe. Do dermis se dostavaji krevni cestou a po kontaktu s antigenem se vraceji zpét
lymfatickou cestou do regiondlni lymfatické uzliny. Langerhansovy buriky jsou
vysoce citlivé na ultrafialové zareni a uplatiiuji se pfi patologickych reakcich napf.
vzniku atopického ekzému (ElisSkova et al. 2006).

Merkelovy burnky se nachazeji v hlubSich vrstvach pokozky, kde jsou v
kontaktu se zakonCenim nervovych vlaken. Funkce Merkelovych bunék neni zcela
vyjasnéna. S nejvétsi pravdépodobnosti funguji jako mechanoreceptory a vyskytuji

se prevazné v pokozce prstti (Paulsen, 2004).

2.1.2. Skara (dermis)

Skéra je pevna a pruznd vazivova vrstva kiize (Obr.1). Tvori ji dvé vrstvy,
které na spolecné hranici splyvaji. Povrchova vrstva (startum papillare) je fidké
vazivo s mnoha buiikami. Hlubsi vrstvu (stratum reticulare) tvori tuhé vazivo s
malym poctem fibroblastli a silnymi svazky kolagennich a elastickych vlaken, ktera

se splétaji v prostorovou sit" (Lichnovsky et al. 2002). V obou vrstvach dermis jsou
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vedle prevladajicich fibroblastt také mastocyty a makrofagy.

Fibroblasty jsou zakladni buiiky vazivové tkané, jejichZ funkci je udrZeni
tkanové homeostazy a celistvosti zdravych tkani (Brychtova et al. 2010). Jedna se o
nejméné specializované burky, které se za urCitych podminek mohou premeénit na
jednu dalSich bunék pojivové tkané, jako je osteoblast, adipocyt, chondrocyt, Ci
burika hladké svaloviny. KoZni fibroblasty, hvézdicovitého tvaru s vyraznym
bunéfnym jadrem, se ucastni procesu hojeni ran. V misté poranéni se rychle déli a
produkuji material vypliujici tkanové defekty. Secernuji hlavné kolagen typu III,
ktery je nasledné nahrazen kolagenem typu I (Paulsen, 2004). Pti rozsahlém poranéni
kiiZze je mozné odebrat vlastni fibroblasty, které 1ze po kultivaci a po dostatecném
namnoZeni transplantovat zpét a urychlit tak proces hojeni (ElisSkova et al. 2006). V
posledni dobé se stdle vice zajmu soustfed'uje na roli fibroblasti u nadorovych
onemocnéni, kde se tyto buniky podileji na transformaci nddorového stromatu a
tvorbou fady rastovych faktort prispivaji k progresi nadoru (Brychtova et al. 2010).

Mastocyty neboli Zirné buiiky se vyskytuji v riznych tkanich, ale nejcastéji se
nachéazeji v ktzi a travici soustavé. Podobné jako krevni buiiky vznikaji z
hematopoetické kmenové buiky, ale na rozdil od Cervenych ¢i bilych krvinek
zlstavaji natrvalo v tkani. Obvykle jsou ovalného tvaru, dosahuji velikosti az 30 pm
a obsahuji mnozstvi zrnitych vacka (granul) uchovavajicich latky jako heparin ¢i
histamin. Za urcitych okolnosti jsou mastocyty schopné uvoliiovat tyto latky a branit
tak sraZeni krve (heparin) Ci zprostfedkovat vznik alergické reakce (histamin).

Makrofagy jsou bunky pfirozené imunity a hraji velmi dileZitou roli v
imunitnich reakcich. Vznikaji pfeménou z monocyti, jeZ jsou tvoreny v kostni dfeni
z hematopoetické kmenové burky. Zakladni funkci makrofagt je fagocytdza. Burnky
pohlcuji pevné cCastice z okolniho prostfedi. K dalSim dilezitym funkcim patii
prezentace antigenu T-lymfocytim, fizeni hemostazy, regulace zéanétu, destrukce

mikroorganismu a odstrafiovani mrtvych bunék.

Ve Skare se nachazi také mnoho volnych nervovych zakonceni pro vnimani
hmatu (Meissnerova téliska), tepla (Ruffiniho téliska) a chladu (Krauseho téliska).
Jsou zde uloZeny také vlasové folikuly, potni Zlazy a mazové Zlazy a krevni cévy

(Dylevsky et al. 2009).
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2.1.3. Podkozni vazivo (subcutis)

Podkozni vazivo je nejhloubéji uloZenou vrstvou kiize, ktera fixuje skaru k
fascii ¢i periostu (okostici) (Obr.1). Je tvorena prevainé adipocyty, fibroblasty a
makrofagy. Jde o potencialni tukovou tkan, schopnou ukladat v buikach velké
mnoZstvi tukovych kapének. Funkci tohoto podkoZniho vaziva je izolovat a chranit
svaly a nervy. Nachazi se zde Vater-Paciniho téliska, ktera jsou receptory tlaku a tahu
(Dylevsky et al. 2009). PodkoZni tukova vrstva urCuje tvar a hmotnost celého téla.
Zptsob jejiho rozloZeni je ovlivnén pohlavnimi hormony, a proto se u muze a Zeny

lisi. U Zen byva tato vrstva obvykle silnéjsi.

2.1.4. Funkce kuze

KiiZe tvori prvni linii obrany organismu pted vlivy vnéjsiho prostfedi. Svou
stavbou vytvari ucinnou fyzikalni, biochemickou a imunologickou bariéru a
ochrariuje télo pred toxickymi latkami, dehydrataci, ultrafialovym zafenim, ndrazem
a tfenim. Kyselé prostfedi na povrchu kiZe brani priniku mikroorganismt, ¢emuz
napomahd i produkce potu a mazu obsahujicich antibakterialni latky.
Mikroorganismy, které proniknou touto bariérou do kiiZe, jsou zneSkodnény
lymfocyty a makrofagy. Proti ultrafialovému zareni se ktize brani produkci melaninu
a rovnéz kozniho mazu.

V kizi se nachazi nékolik typt receptord, které zprostfedkovavaji informace
mezi zevnim prostiedim a organismem. Umisténi jednotlivych typi receptort v kiizi
a jejich pocet se v rtiznych oblastech téla lisi. Jde zejména o mechanoreceptory, jez
jsou schopné reagovat na dotyk, tlak a vibrace. Zvlastni typ receptorti, nociceptory,
reaguji na bolestivé podméty a termoreceptory registruji tepelné rozdily. Na fizeni
télesné teploty se kiize podili zménou prisvitu cév. V chladném prostfedi se cévy
stahuji (vazokonstrikce), dochazi ke zmenseni priutoku krve, a tim k zpomaleni
vydeje tepla. V teplém prostfedi dochazi k opacnému stavu, tedy k rozsifeni cév
(vazodilataci). Ztrata prebytec¢ného tepla je usnadnéna odparovanim potu.

Prostfednictvim ktize se vstfebdva a vyluCuje velké mnoZstvi latek.
Vstiebavaci schopnost ktize je omezena na latky rozpustné v tucich a vyuziva se pri
podavani 1ékt ve formé masti a krém. Maz na povrchu kiiZe napomaha udrzet pro

vodu nepropustné prostiedi a latky rozpustné v tucich tak pronikaji kizi snaze.
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Zdrava ktZe je schopna absorbovat jen malé mnoZstvi latek. PoSkozend nebo
nemocnd kiiZze ma vSak zménénou nebo zvySenou propustnost resorpcni schopnosti,

coZ muze vést k rozvoji infekci zptisobenych mikroorganismy (Rokyta et al. 2002).

2.2. Slunecni zareni

Slunecni zéreni je zdrojem energie mnoha procesti probihajicich na Zemi.
Prirozenym zdrojem takového zareni je slunce a jiné hvézdy. V prirodé ma toto
zafeni hlavni vyznam ve fotosyntéze, kterda je zakladnim procesem udrZujicim
zemsky Zivot.

Slunecni zateni je v podstaté elektromagnetickym vInénim, které je tvorené
ultrafialovou (UV), viditelnou (VIS) a infracervenou (IR) oblasti (Obr. 3). UV oblast
se déli se podle vinové délky na vzdalené UVC zareni (100 - 280 nm), stfedni UVB
zareni (280 - 315 nm) a blizké UVA zareni (315 - 400 nm). Slunecni zafeni o vlnové
délce mezi 400 - 700 nm je oznaCovano jako VIS svétlo. Zareni v pasmu nad 700 nm

se nazyva IR a ma vyrazné tepelné ucinky (Grether-Beck et al. 2014).

LTRAVIOLE WVISIBLE AMHED

100 280 315 400 f00 Cren)

Obr. 3: Slunecni spektrum (www.uvbnarrowband.com).

Na zemsky povrch dopada slunecni zafeni modifikované prechodem pres
atmosféru. Hlavnim filtrem je ozénova vrstva (stratosféra), dalSimi faktory jsou
pritomnost mrakd, castic prachu a kouf. Atmosféra zachytava oblast vinovych délek

UVC, které jsou Zivotu na Zemi nebezpecné (Obr. 4).
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Zareni UVB je z vétSi Casti absorbovano ozoénovou vrstvou a na zemsky
povrch ho dopada zhruba 5 %. Po dopadu na kiiZi prostupuje toto zareni predevSim
do epidermis (Obr. 4) (Bernerd a Asselineau, 1998). Jde o energeticky bohaté zateni,
které se podili na poskozeni bunécnych makromolekul, véetné DNA a proteind, coZ
miZze v konecném dusledku vést azZ k mutacim genetické informace koznich bunék a
vzniku rakoviny kiize (Burgeson a Christiano, 1997; Ouhtit a Ananthaswamy, 2001).

Samotné UVA zafeni je ve srovnani s UVB zarenim méné karcinogenni a
podili se zejména na fototoxickych reakcich. Diky delSi vlnové délce se dostava
hluboko do ktize a pronikad az do dermis (Obr. 4), kde vyvolava tvorbu reaktivnich

forem kysliku (ROS), které poSkozuji nukleové kyseliny, bilkoviny, lipidy a cukry.

Jde o energeticky méné bohaté zareni jehoz fotobiologicky efekt je dlouhodoby.

Epidermis

Dermis

Hypodermis

Obr. 4: Prunik ultrafialového zdreni do kiize (www.beyondcoaltal.com).

Nedavné studie rovnéZz prokazaly, Ze lidsky organismus je ovliviiovan i
vlnovymi délkami mimo UV spektrum. Jedna se o VIS a IR zareni. Vyznamné
biologické ucinky ma predevsim blizké pasmo IR zareni (IRA), které je obsaZeno ve

sluneCnim svétle a pronikd a7z do podkoZi a ovliviiuje také zrak. Dlouhodobé
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pisobeni tohoto zafeni zpiisobuje zejména Sedy zdkal ocni cocky (Krutmann et al.

2012).

2.2.1. Ucinky slunecniho zareni na kuzi

KiiZe tvorici povrch lidského téla je vystavena slunecnimu svétlu, a proto na
néj prirozené reaguje. Nejvice biologické aktivity vyvolava v ktizi oblast UV zareni
(Slominski a Pawelek, 1998), ktera se také vyuZiva léCebné u Spatné se hojicich ran a
nékterych koZnich onemocnénich. Fyziologické i biologické ucinky UV zareni
zaviseji na intenzité zareni, davce ozareni, schopnosti absorpce zatreni tkanémi a na
citlivosti organismu. Poskozeni kiize UV svétlem miiZe nastat pri zvySené citlivosti
kiize, pri nékterych onemocnénich a pri podani nékterych 1éki. Soucasné ptisobeni
IR zafeni zvySuje uCinek UV zéfeni a tim se zvySuje i vnimavost kiiZze (Grether-Beck
et al. 2014). V zasadé se tucCinky vyvolané UV zarenim na kiZzi daji rozdélit na casné

a pozdni.

2.2.1.1. Casny typ ti¢inku

Casné kozni reakce, vyvolané pobytem na slunci, mohou mit charakter
pozitivni i negativni. Prospésné tucinky slunec¢niho zareni jsou jiz dlouhou dobu
znamé, patii k nim predevSim pocity duSevni pohody, tvorba vitaminu D a vznik
opaleni. Negativni koZni reakce vznikaji nejcastéji v diisledku dlouhodobého pobytu
na slunci. K nejzakladnéjSim cCasnym koZnim reakcim tohoto typu patfi radiaCné

podminény zanét.
2.2.1.1.1. Radiacné podminény zanét

Radiacné podminény zanét vznika jako reakce organismu na poSkozeni
epidermalnich a derméalnich bunék, ke kterému dochazi v diisledku zvySené expozice
kize slunecnimu zéareni. Po absorpci UVB zareni dochazi k poSkozeni
deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a aromatickych aminokyselin, coZ se odrazi v
naruSeni bunécné signalizace a poruchou bunécnych a tkanovych funkci a projevujici
se zanétem (Boh, 1996). Jde v podstaté o prirozenou reakci kiize na ozareni

slunecnim svétlem. Vyvoj zanétlivé reakce zavisi jednak na genetickém fototypu
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kiize, aktualni pigmentaci, hloubce rohové vrstvy kiiZe, a jednak na intenzité zareni a
délce expozice.

Zanétliva reakce klinicky pripomina popaleni 1. a 2. stupné. Priznaky se
objevuji v pribéhu nékolika hodin az dni a patii k nim zejména zaCervenani
(erytém), pdleni, svédéni, puchyfe, otoky a bolestivost klize s eventualnim
ztmavnutim kidZe. Pfi vétSim rozsahu postiZzeni se vyskytuji celkové priznaky, jako
horecka a zvraceni. Zanétliva reakce mtize byt zvySena i fototoxickym mechanismem
(Ettler, 2007), kterému se vice vénuje nasledujici kapitola (2.3.1. Fototoxicka

reakce).

2.2.1.1.2. Pigmentace

Pigmentace je projevem obranné reakce organismu vici dalSimu
poskozujicimu ptsobeni UV zareni. Jde o fyziologickou odpovéd melanocyti na
pusobeni slune¢niho zéareni. Rozeznavame okamZzitou pigmentaci, vznikajici jiZ
béhem ozareni a opoZdénou pigmentaci, ktera je patrna za 3 aZ 4 dny. VcCasna
pigmentace vznika acinkem UVA zareni, pretrvava jen nékolik hodin a je projevem
redistribuce existujiciho melaninu v epidermalnich melanocytech (Gilchrest et al.
1996). OpoZdéna reakce je vyvolana predevsim UVB zarenim, ale i vySSimi davkami
UVA zareni a pretrvava tydny aZ mésice. Po expozici slunecnim zarenim dochazi v
melanocytech k syntéze enzymu tyrosinasy a nasledné k tvorbé melaninu. Tento
pigment pak brani prichodu pronikavéjSiho zareni UVA do hlubSich vrstev kiiZe.
Podle geneticky podminéné individualni vnimavosti kiize na ucinky slunecniho

zareni mizeme klinicky rozlisit Sest fototypa kuize.

2.2.1.1.3. Syntéza vitaminu D

Z pozitivnich uCinki UV zafeni lze uvést syntézu vitaminu D ze
7-dehydrocholesterolu. Vitamin D ucinné fidi metabolismus vapniku a je tak dilezity
pro spravnou mineralizaci kosti, zubii a positivné ovliviiuje i nervovy systém. Za
syntézu vitaminu D odpovida UVB zareni o vlnové délce 295 - 315 nm. Proto se UV
zareni téchto vlnovych délek vyuziva v 1écbé a prevenci kfivice, ktera je zptisobena
nedostatkem vitaminu D. Pokud je expozice UV zareni nedostatecna, musi byt

vitamin D podavan peroralné. V letnich mésicich sta¢i pro dostatecnou syntézu
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vitaminu D expozice slune¢nimu zareni v oblasti obliceje a rukou asi po dobu 15

minut tfikrat tydné (Giacomoni, 2007).

2.2.1.2. Pozdni typ ucinku

K pozdnim projeviim poskozeni klize vlivem slunecniho UV zafeni patii
zrychlené starnuti, rakovina kiZe a imunosuprese. Zejména UVB zareni, které
obsahuje nejvice energetickych fotonti, se podili na vSech téchto poSkozenich
(Sarasin, 1999). Avsak nedavné studie prokazaly, Ze se na téchto pozdnich koZnich
projevech podili i UVA zéreni (Lavker et al. 1995; Damian et al. 1999). Pobyt na
slunci miiZe rovnéz pozitivné C¢i negativné ovlivnit klinicky pribéh i nékterych
dalSich chorob kiize s jinou etiologii (herpes simplex, lupus erythematosus,

dyskeratosis follicularis), které se také fadi mezi pozdni ti¢inek slunecniho zareni.

2.2.1.2.1. Starnuti kaze

Starnuti kizZe je prirozeny proces, ktery je kombinaci chronologického
starnuti (vékem) a Skod, které na kizi zpisobily zevni vlivy. Ze zevnich vlivi
prispiva k urychlenému procesu starnuti ktize zejména opakované a nadmérné
vystavovani kaze ucCinkim slunecniho zatreni. Chronické pasobeni UVA zareni
zptisobuje degradaci kolagenu, ¢imz dochézi k tvorbé hrubych vrasek a starnuti kiize.
Nedavné studie ukazuji, Ze se na tomto procesu podili i IR zafeni (Kim et al. 2005;
Cho et al. 2008). Kize dlouhodobé a opakované vystavovana slunecnimu zéreni
ztraci svou funkci a dochazi ke zménam struktury. V burikdch dochézi ke sniZené
schopnosti odstranovat poskozené makromolekuly, které se hromadi uvnitf bunék.
Tyto procesy se nasledné kombinuji s pfirozenym starnutim kize, které vSak

postihuji cely kozZni povrch, nejen slunci ¢asto exponované mista.

2.2.1.2.2. Karcinogeneze

Karcinogeneze je mnohastupiiovy proces, jehoZ spoustécim mechanismem je
zména bunécného genomu. UVB zafeni je znamo tim, Ze v ktiZi vyvolava chemické
poskozeni genetické informace a zprostredkovana rozvoj rakoviny kiize (Wondrak et

al. 2005; Young, 2009). Dochéazi jednak k vytvareni zlomti na DNA, modifikaci bazi,
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tvorbé fotoproduktt a k uvoliiovani ROS (Saraf et al. 2014). Nedavné studie rovnéz
ukazuji, Ze i oblast IRA miiZe prispivat k rozvoji rakoviny ktze (Jantschitsch et al.
2011). Bunky jsou samozriejmé schopny reparaCnim systémem endonukleas,
polymeras a ligas vyriznout poSkozeny tisek DNA a nahradit jej novym. Prikladem
nemoci, pfi niZ tento mechanismus selhava je Xeroderma pigmentosum, geneticky
podminéna enzymova porucha, pfi niz v builkach chybi reparacni enzym, ktery
odstraniuje pyrimidinové dimery vzniklé pasobenim UV svétla. V dusledku
neschopnosti bunék odstrafiovat vzniklé defekty DNA je vyskyt karcinomu vyrazné
vy$si (Robert a Dubertret, 1995). Rozvoj karcinomu koznich bunék mtize vzniknout i
v disledku Spatné absorpcni ochrany opalovacich krémd, které jsou pouzivany proti

UV vInovému pasmu slunecniho zareni (Rosentein et al. 1999).

2.2.1.2.3. Imunosuprese

Imunosuprese je stav, kdy je imunitni systém oslaben a neni schopen plné
reagovat na cizorodé organismy nebo onemocnéni. Tato sniZend obranyschopnost
miiZe byt navozena i slunecnim svétlem, zejména UV zafenim. VInové délky UVA
zateni tlumi aktivitu zabijejicich bunék (natur killers), zatimco vlnové délky UVB
svétla zptsobuji pokles bilych krvinek a vyvolavaji lymfopenii. Ultrafialova oblast
slunecniho svétla zptisobuje kvantitativni i kvalitativni zmény imunokompetentnich
bunék a dochazi rovnéz ke zméné prezentace antigenti Langerhansovymi bunikami
vysledkem ¢ehoZ je imunosuprese navozena UV svétlem (Robert a Dubertret, 1995;

Slominski a Pawelek, 1998).

2.3. Fotosenzibilizace

Fotosenzibilizace je proces pfi némZ dochazi k neZadouci kozZni reakci na
jinak béZné neucinné davky zareni vlivem pritomnosti specifické fotoaktivni latky
tzv. fotosenzitizéru, ktery absorbuje zéafeni specifické vinové délky (Ouhtit a
Ananthaswamy, 2001; Gruber et al. 2007). Absorbovana energie vyvolava excitaci
fotoaktivni latky, ¢imZ dochazi ke vzniku fotoreaktivniho produktu, ktery reaguje s
biomolekulami a v konecném disledku zptisobuje poSkozeni buiiky a vznik

nezadouci kozni reakce. Podle mechanismi, které se uplatiiuji pii poSkozeni
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organismu, se tyto nezadouci koZni reakce déli na fototoxické, fotoalergické a
fotogenotoxické (Obr. 5). Fotoaktivni latky se do kiize dostavaji bud” kontaktem ¢i
krevni cestou (exogenni) nebo vznikaji v organismu samotném (endogenni). K
exogennim latkam patii jak latky chemické, které jsou soucasti predmétti bézného
uzivani napt. kosmetickych prostfedk, tak latky rostlinného ptivodu a dokonce i

néktera 1éciva (Spielmann et al. 1994).

Chemicky fotosenzitizér

Svétlo UVIVIS

Fotoreaktivni produkt

Fotobiologicke ucinky

Fototoxicita Fotoalergie Fotogenotoxicita

Obr. 5: Fotobiologické ucinky (upraveno podle Spielmann et al. 1994).

2.3.1. Fototoxicka reakce

Fototoxickou reakci miZeme definovat jako toxickou odezvu ktize na latku
aplikovanou na télo nebo podanou systémové, ktera je vyvolana po nasledné
expozici svétlu. Tento typ reakce se mize vyvinout u kazdého jedince, ktery prisel do
kontaktu s fototoxicky ptisobici latkou a byl vystaven dostatecné vysoké davce
zareni. Vznik fototoxické reakce zavisi na dostatecné absorpci a distribuci latky v
tkanich. Fototoxicky potencial prislusné latky se sniZuje s fungujici vylucovaci a
detoxika¢ni schopnosti organismu. Ut¢inek vétSiny fotoaktivnich latek je spustén
vlivem UV-A zéfeni, existuje vSak i fada latek se specifickou reakci na UVB zareni
nebo na viditelné svétlo (Marzulli a Maibach, 1987).

Pro vznik fototoxické reakce je nezbytna absorpce fotonu UV ¢i viditelného
zareni fotosenzibilizujici latkou (Obr. 6). Timto zptisobem dochazi ke vzniku

nestabilniho excitovaného stavu tj. singletu nebo prevaZujicimu tripletu a k rozvoji
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fototoxicka reakce I. nebo II. typu. PTi fototoxické reakci I. typu fotosenzibilizujici
latka v excitovaném stavu vyvolava produkci volnych radikalt, které nasledné
reaguji s kyslikem za vzniku ROS. Vytvorené ROS (superoxid (O2), peroxid vodiku
(H20,), hydroxylovy radikal (OH")) nasledné oxiduji biomolekuly (Crowson et al.
2003). Pri fototoxické reakci II. typu dochazi k prenosu energie z fotosenzibilizujici
latky v excitovaném stavu na kyslik v zdkladnim stavu. Timto zptisobem vznika
excitovany singletovy Kkyslik, ktery je vysoce reaktivni a jeho oxidacni ucinek
poskozuje biomolekuly napr. lipidy, proteiny a nukleové kyseliny (Spielmann et al.
1994). Poskozeni biologicky vyznamnych molekul (fototoxickou reakci I. i II. typu)
vede ke zméndm v aktivité enzymd, je naruSena syntéza nukleovych kyselin ¢i

specifickych bilkovin a dochazi k poskozeni bunék a vzniku neZadouci kozni reakce.

WViditelné nebo I zatend

Fotozenzbiizyici latka

v

Excttovany stav

v

Fototomelea realcce

I Typ IL Typ

v v

Wolne radikaly Pfenos energie na

leyslik v zakdadnim
l stavu
plus koyslik v

Excitovany
singletowy koyslil

superomd

Peromd vodiku

Hydromylowy radikeal

Oxidace . N -
! — Poskozeni buiilky —» Eoini reakce

biomolekuly

Obr. 6: Mechanismy fototoxické reakce (upraveno dle Spielmanna et al. 1994).
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Typ fototoxické reakce zavisi na typu fotoaktivni latky, charakteru
biologického substratu (nukleova kyselina, protein, ¢ast membrany) a na reakcnich
podminkach (pH, obsah kysliku). Typickym klinickym projevem fototoxické reakce
je ostfe ohraniCeny erytém, edém, svédéni, zvySena teplota kiize a pfi vyraznéjsi
reakci aZ puchyte (Kerr et al. 2007). Béhem zanétlivého procesu dochazi k uvolnéni
histaminu, derivati kyseliny arachidonové a prostaglandinti (Marzulli a Maibach,
2004). V blizkosti lokalné ptsobicich fototoxickych latek vznikaji loZiska zanétu a

rozviji se i vyrazna dlouhotrvajici pigmentace (Ditrichova, 2008).

2.3.2. Fotoalergicka reakce

Na rozdil od fototoxickych reakci, které se mohou vyvinout u kazdého
jedince vystaveného UV =zdafeni za pritomnosti fototoxicky pusobici latky, u
fotoalergickych reakci dochazi uc¢inkem slunecniho zareni k transformaci téchto latek
¢i ke zméné prostorové struktury téchto substanci, ¢imz se mohou v kiiZi preménit na
kompletni antigeny, které maji schopnost vyvolavat imunitni odpovéd
hypersenzitivniho typu. Fotoalergické reakce jsou nejCastéji vysledkem imunitni
reakce pozdniho typu, ktera je zprostfedkovana T-lymfocyty (Dubakiene a Kupriene,
2006) a klinicky se projevuje jako ekzém (Ditrichova, 2008). Fotoalergické reakce
vznikaji u osob, u kterych se vyvinula precitlivélost na dany alergen, ktery vznika v
kizi dcinkem UV svétla, v ojedinélych pripadech i viditelného svétla.
Fotoalergizujici potencial ma mnoho latek, které se pouZivaji naptiklad jako 1éciva,
nebo jsou soucasti mydel, kosmetickych pripravki, pfipadné jde o organické filtry na
ochranu proti slune¢nimu zareni (napf. benzofenony). Ackoliv nejsou fotoalergické

reakce tak Casté jako reakce fototoxickeé je tfeba mit na paméti, Ze kaZzda fototoxicky

~rwe

2.3.3. Fotogenotoxicka reakce

Fotogenotoxicky potencial nékterych latek souvisi se vznikem ROS, které
naruSenim genetické informace a jinych bunécnych struktur vytvareji mutace, jez
mohou v konecném disledku vést a7z ke vzniku nadori (Loveday, 1996).
Fotogenotoxicky potencial byl potvrzen u fady latek pouZivanych ve farmaceutickém

¢i kosmetickém priimyslu, jedna se napr. o psoraleny, fenothiaziny, fluorochinolony a

24



dalsi substance (Wolkenstein a Revuz, 1995). V posledni dobé je znacna pozornost
vénovana genotoxickému potencidlu 8-methoxypsoralenu, ktery je vice jak 30 let
vyuzivan ve fotochemické terapii lupénky a jinych koznich chorob v ramci tzv.
PUVA terapie. Tento specialni typ 1écby kombinuje UV zareni s latkou, ktera zvysi
citlivost kiize k tomuto zéfeni. V poslednich letech bylo prokéazano, Ze aplikace
8-methoxypsoralenu v ramci PUVA terapie miZe vést ke zvySenému vyskytu

malignich melanomii a jinych typt koznich nadort (Miiller et al. 1998).

2.4. Prirodni latky s fototoxickymi acinky

Prirodni latky rostlinného ptivodu jsou pouzivany lidmi jiZz po nékolik
tisicileti a staly se nedilnou soucasti kaZdodenniho Zivota. Lécivé ucinky prirodnich
latek jsou jiz dlouhou dobu znamy a vyuzivany jak v tradi¢ni, tak i klasické
mediciné. Nékteré z téchto prirodnich latek vSak mohou mit fototoxické vlastnosti a
vyvolavat neZadouci kozZni reakce tzv. fytofotodermatdzy. Jde o zvlastni formu
fototoxické dermatitidy, pri které se jako fototoxicky ucinné latky uplatiiuji zejména

furokumariny rostlinného pivodu (Zhai a Maibach, 2004).

2.4.1. Furokumariny

Furokumariny jsou obranné latky, které jsou soucasti silic nékterych rostlin.
Jde o heterocyklické slouceniny s kumarinovou strukturou navazanou na furanové
jadro (Tisserand a Balacs, 1995). Vyskytuji se predevSim v rostlinach z celedi
mitikovité (Apiaceae), routovité (Rutaceae) a moruSovnikovité (Moraceae). Tyto
fotoaktivni latky zcitlivuji kiGzZi na slunce nejen po kontaktu, ale i po peroralnim
podani (Pathak, 1986). Absorbuji UV zateni v rozsahu 300-335 nm, ¢imZ dochazi k
vzniku fototoxické reakce II. typu. Nasledné poSkozeni bunécnych membran,
enzymi a jader je zptisobeno singletovym kyslikem, ktery vznikl v ramci fototoxické
reakce (Morliere et al. 1990). Mezi nejrozsifenéjsi furokumariny patii psoralen a

bergapten (Zhai a Maibach, 2004).

25



2.4.1.1. Psoralen

Psoralen je jednou z nejznaméjsich latek patficich do skupiny furokumarint.
Nachazi se v nékterych béZnych druzich zeleniny (celer, petrZel), ovoci (citron,
limetka), ale také v rostlinach jako je napf. tfemdava bila (Dictamnus albus).
Védecké studie jasné ukazuji, Ze psoralen zvySuje citlivost kiize k UV zafeni a je
tedy latkou s fototoxickymi ucinky (Ljunggren, 1990). Nékteré odridy celeru musely
byt dokonce stazeny z trhu, protoZze v ramci Slechténi u nich doSlo a7z k
osminasobnému zvySeni obsahu psoralenu, coZ vedlo k zavaznym koZnim
onemocnénim u délnikd, ktefi se zminénou odriidou pfisli do pfimého kontaktu.
Fototoxicky potencial psoralenu doklada také zaznamenany pripad, kdy konzumace
citrusového dZusu s vysokym obsahem psoralenu vyvolala fototoxickou reakci po
nasledné navstéveé solaria (Ljunggren, 1990). Této negativni vlastnosti psoralenu se
ovSem vyuZiva i léCebné v ramci PUVA terapie, kdy tablety psoralenu zvySuji

citlivost ktize k 1écebnym ucinkiim UV A zareni (Miiller et al. 1998).

2.4.1.2. Bergapten

Bergapten je prirodni toxicka latka, nachazejici se v rostlinach rodu
bolSevnik, zejména pak v bolSevniku velkolepém (Heracleum mantegazzianum),
ktery zptlisobuje tézZké fotodermatitidy (Kavli a Volden, 1984). Bergapten je obsazen
také v kire citrusovych plodi (pomerance, limetky, mandarinky) a v kofenové
zeleniné (celer). V pripadé bergaptenu bylo potvrzeno, Ze ma fotogenotoxické i
fotokarcinogenni ucinky (Averbeck et al. 1990). V fadé studii je publikovéano, Ze po
opakované topické aplikaci vyvolava u mysi zvySeny vyskyt karcinomt ktize (Young
et al. 1990). Znepokojujici skutecnosti je, Ze v aromaterapeutickych pripravcich neni
obsah bergaptenu nijak omezen, a proto se objevuji i pfipady zavazného poSkozeni
kiiZe po pouZziti sauny s aromaterapeutickou koupeli a naslednou expozici UV zareni

v solariu (Kaddu et al. 2001).
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2.4.1.3. Esencialni oleje

Esencialni oleje jsou tékavé, organické latky rostlinného ptivodu, které
specificky ovliviiuji jejich chut’ a viini. Nachazeji se v riznych castech rostliny napft.
kvétech, listech ¢i plodech, z kterych jsou ziskavany destilaci (Tisserand a Balacs,
1995). Destilaci dochéazi k zvySeni jejich koncentrace (az 100 krat), coZ mutZe mit
negativni dopad na lidsky organismus pfi jejich pouzZivani.

Esencialni oleje jsou lidmi pouZivany jiZ po staleti pro jejich antimikrobialni,
analgetické, protizanétlivé a sedativni ti¢inky. Pfirodni ptivod esencialnich oleji vSak
nezaruCuje jejich bezpecnost. Teprve v dnesni dobé dochazi k odhaleni mechanismi
jejich dcinku (Bakkali et al. 2008). Velkd pozornost je vénovana citrusovym
esencidlnim olejiim, které maji vyrazny fotosenzibilizani potencial. Rada téchto
olejti (bergamotovy, citrénovy nebo pomerancovy) je soucasti receptur kosmetickych
prostredkii jako slozky parfémovych kompozic. Pfi topické aplikaci mohou vlivem
slunec¢niho zareni vyvolat fototoxické reakce, které byvaji spojené s pretrvavajici
hyperpigmentaci (Ditrichova, 2008). Tento stav byl popsan jiZ v roce 1916 a je znam
jako berloque dermatitis neboli privéskova dermatitida (Obr. 7). Typickym projevem
tohoto onemocnéni je vznik skvrn lokalizovanych predevSim na krku, obliceji a
pazich, které vznikaji po aplikaci parfémi s obsahem bergamotového oleje a

nasledné expozici sluneCnimu zareni (Zaynoun et al. 1981).

Obr. 7: Privéskovd dermatitida - Berloque dermatitis (www.dermatoweb.com).
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2.4.1.4. Rostlinné extrakty s fototoxickymi ucinky

Rada extrakti z rostlin, které obsahuji furokumariny, je v kosmetickych
prostfedcich pro své toxické ucCinky jiZ uplné zakazana napt. pakmin vétSi (Ammi
majus); u fikovniku smokvoné (Ficus carica) a verbeny citrénové (Lippia
citriodora) jsou zakazany jejich extrakty z listi jako soucast parfémii. Nejnové;jsi
poznatky vedou také k otazce, zda rozsifena konzumace citrusovych plodt a dzust
nema spojitost se zvySenym vyskytem karcinomu kiize v poslednich 50 letech (Sayre

a Dowdy, 2008).

2.5. Benzo[c]fenantridinové alkaloidy

Alkaloidy jsou zasadité, nizkomolekularni latky obsahujici dusik, rostlinného
pivodu, které jsou produkované jako ochrana pred patogeny a byloZravci. Tato
skupina latek ma mnoho biologickych tucinkd, jeZ jsou velmi cenéné i v mediciné
napr. morfin je vyuzivan jako analgetikum (Vrublova, 2010).

Benzo[c]fenantridinové alkaloidy (BA) naleZi do velké skupiny
isochinolinovych alkaloidi a déli se do Sesti skupin - hexahydrobenzofenanthridiny,
dihydrobenzofenanthridiny, N-demethylbenzofenanthridiny, kvartérni
benzofenanthridiny, dimerni dihydrobenzofenanthridiny a sekobenzofenanthridiny.
Kvartérni BA  jsou syntetizované prevazné v rostlindch celedi makovité
(Papaveraceae), routovité (Rutaceae) a zemédymovité (Fumariaceae) (Siméanek,
1985). Mezi nejvice studované rostliny produkujici tyto alkaloidy patfi okecek
srdCity (Macleaya cordata), krevnice kanadska (Sanguinaria canadensis),
vlaStovicnik vétSi (Chelidonium majus) a Dicranostigma lactucoides. Zakladni
strukturu kvartérnich BA tvori N-methylbenzo[c]fenantridinovy kationt sloZeny ze
Ctyf aromatickych kruhti, které jsou v obrazku oznaceny pismeny A, B, C, D (Obr.
8). Dusikovy atom se v molekule nachazi na pozici 5 a nese methylovou skupinu a
kladny naboj. Iminova vazba mezi dusikem N5 a uhlikem C6 je pravdépodobné
nejreaktivnéjsSim mistem v molekule, které casto podléha nukleofilnimu ataku, ¢imz
dochézi ke strukturnim a fyzikalnim zménam (Simanek, 1985). Na zakladni struktufe
jsou dale navazané hydroxylové, methoxylové a methylendioxylové skupiny, jejichz

riznou kombinaci se od sebe jednotlivé kvartérni BA odliSuji. Diky svym
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biologickym uc¢inktim patii k nejcastéji studovanym kvartérnim BA sanguinarin a

chelerythrin.

Obr. 8: N-Methylbenzo[c]fenanthridinovy kation.

2.5.1. Sanguinarin

Sanguinarin (SA) je rostlinny alkaloid obsaZeny zejména v Sanguinaria
canadensis (Obr. 9), Macleaya cordata a Chelidonium majus. SA je syntetizovan
rostlinami jako ochrana pred ptsobenim vnéjSich Skiidct a stresovych faktort. Pro
své Siroké spektrum biologickych aktivit a zajimavy farmakologicky profil je SA

stale predmétem zajmu védeckych tymt.

Obr. 9: Sanguinaria canadensis (www.edgewoodgarden.com).
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V roce 1827 byl SA objeven v rostliné Sanguinaria canadensis, avSak
struktura byla objasnéna aZ mnohem pozdéji (Dostal a Slavik, 2000). Sanguinaria
canadensis (Obr. 9) je jedovata rostlina z Celedi makovité, piivodné pochazejici z
vychodni casti Severni Ameriky. Ve své domoviné byla casto vyuZivana v tradicni
mediciné, ale dnes jiZ patfi k ohroZenym druhtim. Tato vytrvala bylina s bilymi kvéty
roste prevazné ve vlhkych lesich a krovinach, na bfezich vodnich tokid a v
zaplavovych oblastech. Doriistd do vysky 50 cm a po poranéni uvoliiuje Cerveny
latex, diky Cemu? je lidové nazyvana jako krevnice. U nas je SA obsaZen zejména ve
vlaStovicniku vétSim.

Alkaloid SA se nachazi ve vodném prostredi soucasné ve dvou strukturnich
formach (Obr. 10), které se 1isi svymi biologickymi vlastnostmi. V kyselém prostredi
se vyskytuje ve formé kvartérniho kationtu SA, ktery je vyrazné barevny a ve vodé
rozpustny. V zasaditém prostredi pfechazi na neutralni formu tzv. pseudobazi, ktera
je bezbarva a ve vodé nerozpustna. Za fyziologického pH existuje rovhovaha mezi

obéma témito formami (Dostal a Slavik, 2000).

kvartérmi kationt pseudobaze

Obr. 10: Strukturni formy sanguinarinu.

2.5.1.1. Biosyntéza sanguinarinu

Biosyntéza SA vychazi z aromatické aminokyseliny (L)-tyrosinu, ktery je
pfeménovan na (S)-norkoklaurin. DalSimi ¢tyfmi kroky je (S)-norkoklaurin preveden

na (S)-retikulin, ktery je vychozi sloueninou pro syntézu mnoha tfid
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isochinolinovych alkaloidi. Z (S)-retikulinu se vytvari (S)-skoulerin prostfednictvim
enzymu (S)-retikulinoxidoreduktasy, kterd umoziuje vznik methylenového mtstku.
Naslednou oxidaci (S)-skoulerinu vznika (S)-stylopin. Tato reakce je katalyzovana
dvéma specifickymi cytochrom P450 oxidasami (S)-cheilanthifolinsynthasou a
(S)-stylopinsynthasou. Na (S)-stylopin je v dalSim kroku navazana methylenova
skupina z S-adenosyl-L-methioninu, ¢imZz vznika (S)-cis-N-methylstylopin. Tato
reakce je katalyzovana enzymem N-methyltransferasou. Naslednym piisobenim
enzymu methyltetrahydroprotoberberin-14-monooxygenasy vznika protopin, ktery je
preménovan protopin-6-monooxygenasou na nestabilni 6-hydroxyprotopin. Ten se
spontalnné preménuje na dihydrosanguinarin (DHSA). V poslednim kroku je DHSA
oxidovan enzymem dihydrobenzofenanthridinoxidasou (DHBO) na SA (Kutchan,

1996). Biosyntéza SA je shrnuta v nasledujicim obrazku (Obr. 11).
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Obr. 11: Biosyntetickd drdha vzniku sanguinarinu (upraveno dle Kutchan 1996).

Biosyntéza SA probiha v cytosolu bunék celé rostliny a to aZ do vzniku
netoxického DHSA. K pfeméné DHSA na SA dochazi pouze v pfitomnosti elicitorti
(Facchini et al. 1996), které se tvori na zakladé biotického (patogenni organismy,

herbivori, parazitické rostliny) ¢i abiotického stresu (mechanické poSkozeni, nizka ci
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vysoka teplota, vodni deficit). Elicitory jsou latky stimulujici obrannou reakci rostlin
pred lokalnim poSkozenim patogenem (Blée, 1998). Jakmile je rostlinna burika
napadena patogenem, elicitory indukuji expresy genti, které spouSti syntézu
obrannych molekul tzv. fytoalexind, jeZ znesnadiiuji pronikani patogenu do rostliny.
Mezi ucinné fytoalexiny patii i SA, a to predevsim diky své silné antimikrobidlni
aktivité, schopnosti interkalovat do DNA a schopnosti vazat se na proteiny, které
obsahuji SH-skupiny (Liu et al. 2009)

Posledni krok syntézy SA katalyzuje enzym DHBO, ktery ptisobi na DHSA
za soucasné redukce molekuly kysliku na peroxid vodiku (Obr. 12), ktery je pro svou
toxicitu vici patogeniim rovnéz vyuzit v obrané reakci rostlin (Neill et al. 2002).
DHBO je indukovan jiZ zminénymi elicitory. Vznikly SA je rostlinnymi bunkami
vyluCovan do mezibunécného prostoru, ¢imZ se rostlina chrani pred vlastnim
poSkozenim toxickym SA a zarovei je timto zplisobem chranéna pred ptsobenim

vnéjsich Skiidca (Arakava et al. 1992).

Plaonaticka membrina

/ Biosvntéza BA
H,0,
K\__,_,a-' 02
/
/ ‘_\
SA DHSA
NADP*
NADPH
MMezibunéény prostor Cytosol

Obr. 12: Schéma posledniho kroku syntézy sanguinarinu a jeho zpétna konverze na

dihydrosanguinarin (upraveno dle Weiss et al. 2006).
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Zpétnou redukci je vétSina SA prevedena na DHSA (Obr. 12). Tato reakce je
katalyzovana cytoplazmatickym enzymem sanguinarinreduktasou (SA reduktasa),
kdy donorem vodiku je NADPH. Reakce neni vratna zvysujici se koncentraci
produktu, a to ani pfi stondsobném prebytku NADP". Dosud nebyly pfesné objasnény

mechanismy transportu BA pres bunéfnou membranu (Weiss et al. 2006).

2.5.1.2. Biologické vlastnosti sanguinarinu

Rostliny obsahujici SA mély dlouhou dobu vyznamné postaveni v tradi¢ni
medicin€g, avSak i dnes jsou pro své Siroké spektrum biologickych vlastnosti tohoto
antimikrobialni, antimykotické, antiparazitické, antiplakové, a analgetické ucinky
(Dvoték et al. 2007).

Cytotoxické ucinky SA jsou zavislé na jeho koncentraci a dobé expozice.
Rozdilné koncentrace SA navozuji odliSné typy bunécné smrti (Ding et al. 2002).
Nizsi koncentrace SA vedou k apoptéze, coZ je nejb€ZnéjSi typ programované
bunécné smrti. Vyssi koncentrace SA zpuisobuji onk6zu, projevujici se otokem a
tvorbou puchyti (Kopriva, 2005).

Protinadorové ucinky SA jsou pripisovany jeho schopnosti interkalovat do
DNA a ovlivnit déleni buriky. SA ovliviiuje aktivaci kaspasy-3 a miZe tak v burikach
nadoru vyvolat apoptotické déje (Mackraj, 2008). Dihydroderivat tohoto alkaloidu je
na rozdil od své oxidované formy jen malo biologicky ti¢inny (Janovska et al. 2010).
Bylo prokazano, Ze SA rovnéZz potlaCuje angiogenezi (Eun et al. 2004) a u mysi
inhibuje gen survivin, ¢imz potlacuje rist bunék nadoru prostaty (Sun et al. 2010).

Protizanétlivy ucinek SA je zaloZen na jeho schopnosti inhibovat aktivaci
jaderného transkrip¢niho faktoru kB, ktery se za normalnich okolnosti v butice podili
na fizeni gent zapojenych do zanétlivé reakce. Tato aktivace je nejCastéji vyvolana
tumor nekrotizujicim faktorem o (Duvoix et al. 2004), ale také interleukinem-1 ¢i
kyselinou okadaovou (Chaturvedi et al. 1997).

Toxicky potencial SA vyvolava v organismu dva druhy poSkozeni. SA
interkaluje do DNA a zptisobuje inhibici transkripce a replikace DNA (Bajaj et al.
1990). Ovliviiuje také funkci fady SH-enzymd, prikladem mtize byt inhibice Na*/K*
ATPasy. DHSA funkci enzymt s SH-skupinami neovliviiuje (Janovska et al. 2010).

Jednou z vlastnosti, ktera byla prokazana u SA i DHSA, je antimikrobialni a
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antimykoticka aktivita. U SA byly zjiStény bakteriostatické i baktericidni t€inky viici
bakteriim, kvasinkam i plisnim (Zdafilova et al. 2006). Antibakteridlni aktivita
DHSA byla zjisténa viic¢i bakteriim Staphyloccocus aureus, Escherichia coli a houbé

Candida albicans (Navarro et al. 1999).

2.5.1.3. Praktické vyuZiti sanguinarinu

Sanguinarin je, diky svym acinkim, soucasti mnoha komerc¢né dostupnych
pripravkii. Asi nejzndméjSim vyrobkem obsahujicim SA je ,Cernd mast“ (Black
salve, tzv. rakovinova mast). Zakladni sloZkou této masti je vedle Sanguinaria
canadensis i chlorid zinec¢naty. Tyto latky maji deskvamacni ucinek a vyvolavaji
nekrézu tkané. PrestoZe ma Cerna mast ohromné vyuZiti a GcCinné pisobi na
rakovinové buriky, je prokazano, Ze zptsobuje i poSkozeni nedotcené zdravé tkané
(Saltzberg et al. 2009). SA je rovnéz aktivni sloZkou vyrobku Di-Sancor, ktery se
pouziva k 1écbé virovych onemocnéni jako je napriklad chripka Ci hepatitida. Dalsi
uplatnéni naSel SA jako komponenta v pripravku ustni hygieny rady Santoin, ktera je
doporucovana pacientim s paradont6zou (Walterova et al. 1995). SA se rovnéz
pouziva také v ZivociSné vyrobé jako aditivum do krmiv, které je na trhu nabizené
pod obchodnim nazvem jako Sangrovit. Tento pfipravek podporuje rist zvirat a
nahrazuje pouZivani antibiotik (Psotova et al. 2006). Extrakt z rostliny Macleaya
cordata, zndmy jako Sanguiritrin, ma Siroké spektrum ucinkd. Puasobi proti
bakteriim, patogennim houbam i parazitickym prvokiim (Vichkanova et al. 1982).
Sanguiritrin je pfidavan do krémt pouZzivanych k 1écbé infekcnich zanéta kiZze,

hnisajicich ran, viedi a dermatomykéz (Semkina et al. 2005).
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3. CILE PRACE

1. Posouzeni fototoxickych ucinkli sanguinarinu a dihydrosanguinarinu na
primarnich kulturach lidskych koZnich fibroblasti ozarenych netoxickou
davkou UVA zareni.

2. Studium vlivu sanguinarinu a dihydrosanguinarinu v kombinaci s netoxickou
davkou UVA zareni na aktivitu kaspasy-3.

3. Sledovani ucinku sanguinarinu a dihydrosanguinarinu v kombinaci s
netoxickou davkou UVA zareni na hladinu glutathionu.

4. Ovlivnéni déji vyvolanych sanguinarinem a dihydrosanguinarinem v
kombinaci s netoxickou davkou UVA =zafeni v koZnich fibroblastech

nizkomolekuldrnimi antioxidanty.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Biologicky material

4.1.1. Kiize

KtzZe byla ziskdna od dobrovolnych darcli, ktefi podstoupili chirurgickou
operaci na Oddéleni plastické a estetické chirurgie Fakultni nemocnice v Olomouci.
Darci podepsali informovany souhlas a odbér kiiZze byl proveden s povolenim Etické
komise FN Olomouc v souladu s ceskou legislativou. Ktize byla ziskana od Zen z
oblasti prsou a bficha. Po operaci byla klize vloZena do transportniho roztoku

obsahujiciho antibiotika a nasledné vyuzita pro izolaci fibroblastt.
4.1.2. Bunky

Pro pokusy uvedené v této diplomové praci byly pouZity primarni kultury
lidskych koznich fibroblastti. Tyto kozni buniky byly izolovany z nadbytecné kize
(Kultivace lidskych fibroblastt 4.4.1.).

4.1.3. Alkaloidy

Alkaloid SA byl izolovan z nadzemni casti rostliny Macleaya cordata
(Willd.) R. Br. (okecek srdcity). DHSA byl pripraven redukci SA pomoci NaBH, v
methanolu a separovan pomoci flash chromatografie na koloné se silikagelovou
stacionarni fazi. Byl pripraven v 99% Cistoté a k eluci DHSA byl pouZit chloroform

(Vicar et al. 2010).

4.2. Chemikalie a roztoky

4.2.1. Chemikalie

Adenin, amfotericin B, Coomassie Brilliant Blue G-250 (0,01%),
dihydrogenfosforecnan  draselny = (KH,PO.), dihydrogenfosforecnan sodny
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(NaH>PO,), dimethylsulfoxid (DMSO), 2,2'dinitro-5,5'dithiobenzoova kyselina
(DTNB), disodna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA), disodna stl
redukovaného [-nikotinamidadenindinukleotidu (NADH), dithiotreitol (DTT),
dodekahydréat fosforecnanu disodného (Na,HPO. - 12 H,0), ethanol (C,HsOH),
fetalni bovinni sérum (FBS), Folin-Ciocalteu Phenol reagens, formaldehyd, hovézi
sérovy  albumin  (BSA), hydrokortison,  hydroxid sodny  (NaOH),
[4-(2-hydroxyethyl)-piperazin]-ethan sulfonova kyselina (HEPES), chlorid draselny
(KCl), chlorid sodny (NaCl), chlorid vapenaty (CaCl,), insulin, kyselina fosforecna
(HsPO.), kyselina chlorista (HCIO,), kyselina chlorovodikova (HCI), kyselina octova
(CH;COOH), methanol (CH3;OH), N-acetylcystein (NAC), neutrdlni Ccerven,
penicilin, pentahydrat siranu médnatého (CuSO., - 5 H,0), pyruvat sodny,
streptomycin, 3,3',5-trijod-L-tyronin, tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), Triton
X-100, uhli¢itan sodny (Na,COs), trypanova modr, trypsin a vinan sodnodraselny
byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich. Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) bylo zakoupeno od firmy Invitrogen/Gibco. Inhibitor proteas Complete ™
byl zakoupen od firmy Roche Diagnostic GmbH (Némecko). Substrat
acetyl-Asp-Glu-Val-Asp 7-amido-4-methylcoumarin (Ac-DEVD-AMC) a inhibitor
acetyl-Asp-Glu-Val-Asp aldehyd (Ac-DEVD-CHO) pro fluorescencni stanoveni
kaspasy-3 byly zakoupeny od firmy Bachem (Svycarsko).

4.2.2. Roztoky
Fosfatovy pufr (PBS):

Zasobni roztok PBS: NaCl (137 mmol/l), KCI (2,68 mmol/l), NaoHPO, - 12 H,O (90
mmol/l, KH,PO, (15 mmol/l), pH = 7,4, pred pouZitim byl zasobni roztok 10x

nafedén deionizovanou vodou.

Roztok pro méreni aktivity LDH v médiu:

Hydrogenfosforec¢nan sodny (50 mmol/l), pyruvat sodny (1,22 mmol/l), NADH (0,4
mmol/l), pH = 7,5.
Roztoky pro kultivaci fibroblasti:

Médium se sérem: DMEM, fetalni bovinni sérum (FBS, 10 %), penicilin (100 U/ml),

streptomycin (100 mg/ml).
Médium bez séra: DMEM, penicilin (100 U/ml), streptomycin (100 mg/ml).
Roztok trypsinu: PBS, trypsin (0,25 % v/v).
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Roztok pro transport ktize:

PBS, amphotericin B (1,25 pg/ml), penicilin (500 U/ml), streptomycin (500 mg/ml).
Roztok pro kultivaci kiize:

Smési médii (DMEM a Ham F12, 1:3) obohacené o fetdlni hovézi sérum (FBS,
10%), penicilin (100 mg/ml), streptomycin (100 U/ml), amphotericin B (0,125
mg/ml), hydrokortison (0,8 pg/ml), adenin (24 pg/ml), insulin (0,12 U/ml),
epidermalni ristovy faktor (1 ng/ml) 3,3',5-trijod-L-tyronin (0,136 pg/ml).

Roztoky pro méfeni Zivotnosti bunék pomoci neutralni cerveneé:

Extrak¢ni roztok: CH;COOH (1 % v/v) v methanolu.

Roztok k fixaci bunék: CaCl, (0,5 % v/v), formaldehyd (0,25 % v/v).

Roztok neutralni Cervené: neutralni cerven (0,1 % v/v) v. CH;COOH, pred pouZitim
roztok nafedén PBS 1:10.

Roztoky pro stanoveni aktivity kaspasy-3:

Lyzacni pufr: HEPES (50 mM), pH 7,4, Triton X-100 (0,5 % v/v), inhibitor proteas
Complete ™ (1 tableta v 50 ml), 5 mM DTT.

Reak¢ni pufr: HEPES (20 mM), pH 7,1, EDTA (2 mM), inhibitor proteas Complete
™ (1 tableta v 50 ml), 5 mM DTT.

Zasobni roztok substratu pro kaspasu-3: Ac-DEVD-AMC v DMSO (10 mM).
Zasobni roztok inhibitoru pro kaspasu-3: Ac-DEVD-CHO v DMSO (2 mM).

Reakcni smés se substratem: reakcni pufr se substratem Ac-DEVD-AMC (0,05
mmol-1™7).

Reak¢cni smés se substratem a inhibitorem: reak¢éniho pufr se substratem
Ac-DEVD-AMC (0,05 mmol-1"), inhibitor Ac-DEVD-CHO (0,001 mmol-1™").
Roztoky pro stanoveni bilkovin metodou Bradfordové:

Roztok Coomassie Brilliant Blue G-250: 100 mg Coomasie Briliant Blue G-250

rozpusténo v 50 ml 95% ethanolu, pridano 100 ml 85% kyseliny fosforecné a
doplnéno vodou do 1000 ml.

Roztoky pro stanoveni bilkovin metodou podle I.owryho:

Biuretovo c¢inidlo: 0,5% CuSO, - 5 H,O, 1% vinan sodnodraselny. Pred pouZitim
roztok smichan s 2% Na,CO; v 0,1 N NaOH v poméru 1:50.

Folin-Ciocalteuovo cinidlo: Folin-Ciocalteu Phenol reagens pred pouZitim nafedéno
vodou 1:1.

Roztoky pro stanoveni hladiny redukovaného glutathionu:
GSH pufr: TRIS/HCI (0,8 M), EDTANa, (20 mM), pH 8,9.
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Reak¢ni smés: DTNB (0,01 M) v GSH pufru.
Roztok 10% HCIO4: 14,28 ml 70% HCIO, doplnéno deionizovanou vodou do 100

ml, pred pouZitim roztok naredén na 1%.

4.3. Laboratorni pristroje a ostatni material

4.3.1. Laboratorni pristroje

Chlazena centrifuga Mikro 22R (Hettlich Zentrifugen, Némecko)
Elektromagneticka michacka RH BASIC KT/C (IKA® - Werke, Némecko)
Fotometr pro méteni absorbance Infinite M200 Pro (Tecan, Rakousko)
Homogenizator Ultra Turax T25 Basic (Ika® - Werke, Némecko)
Inkubator MCO — 17AIC (Sanyo Electric Biomedical, Japonsko)
Laminérni box CLF (Schoeller Instruments, CR)

Mikroskop (Olympus, USA)

pH metr inoLab Level 1 (Schoeller Instruments, CR) s elektrodou Sen Tix41 (WTW,
Némecko)

Sonikator UP 200 s (Dr. Hielscher, Némecko)

Solarni simulator SOL-500 (Dr. Hénle UV technology, Némecko)
Termomixer Comfort (Eppendorf, Némecko)

Ultrazvukova termostatova vodni lazenn UCC4 (Powersonic, Slovensko)
UVA-metr (Dr. Honle UV technology, Némecko)

Vahy AX105 DeltaRange (Mettler Toledo, Svycarsko)

4.3.2. Ostatni material

Chladici desticky

Plastové injek¢ni stiikacky

Plastové mikrozkumavky (0,5; 1,5; 2 ml)
Sterilni filtry

Sterilni kultivacni 6, 48, 96 - jamkové desky
Sterilni kultivacni lahve (75 cm?)

Sterilni Petriho misky

Sterilni plastové zkumavky (10 ml)
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4.4. Pouzité metody

4.4.1. Kultivace lidskych fibroblastti

KozZni tkan urcCena pro experimentalni tucely byla nejprve ocisténa od tuku a
oplachnuta sterilnim roztokem PBS a nasledné rozfezana na kousky o velikosti asi 1
cm?. TFi-Ctyfi kousky kiiZe byly poloZeny na dno Petriho misek a zality kultiva¢nim
médiem tak, aby nebyly prevrstveny. Pfipravené Petriho misky byly uloZeny do
inkubatoru pri teploté 37 °C a atmosféfe obsahujici 5% CO,. Médium bylo
vyménovano podle potieby, obvykle po 2 az 3 dnech. Po pokryti dna Petriho misek
fibroblasty byly kousky koZni tkané odstranény a preneseny na dno nové Petriho
misky, kde byl cely postup opakovan. Kultiva¢ni médium bylo odsato a vytvorena
vrstva bunék byla oplachnuta PBS. Buinky byly nasledné uvolnény trypsinem. K
buiikam bylo pfidano kultivacni médium se sérem, nasledovala centrifugace pri 328
x g po dobu 10 minut a vytvoreny pelet byl rozsuspendovan ve 20 ml kultiva¢niho
média se sérem. Vznikld smé&s byla pfenesena do kultivacni lahve s plochou 75 cm?a

umisténa do inkubatoru pfi teploté 37 °C.

4.4.2. Priprava fibroblastii pro experimenty

Pro dalSi experimenty bylo nutno burky rozkultivovat a rozdélit do vice
lahvi. Podle potfeby byla provedena vyména média, obvykle 1-2 tydné. Jakmile bylo
dno kultivacni lahve pokryto monovrstvou bunék, byla provedena pasaz. Buiiky byly
oplachnuty PBS a k jejich uvolnéni byl pfidan 1 ml trypsinu. Buiiky byly vloZeny do
inkubatoru. Po 10 minutach bylo zkontrolovano uvolnéni bunék, pripadné byla doba
inkubace prodlouZena. Nasledné bylo k bunikdm aplikovano 10 ml kultivacniho
média se sérem, aby doSlo k deaktivaci trypsinu. Vznikla smés byla prenesena do
plastové zkumavky k centrifugaci pri 328 x g po dobu 10 minut. Médium bylo
odstranéno a burky resuspendovany v 10 ml kultivacniho média se sérem. K
stanoveni poctu bunék byla pouzita Biirkerova komiirka. Suspenze bunék (10 pl)
byla smichana s roztokem trypanové modfi (10 pl) a napipetovana pod sklicko
Biirkerovy komtrky. Nasledné bylo sklicko vloZeno do mikroskopu a spocitano bylo
6 Ctverct ohraniCenych tfemi carami. Vypocitan byl primérny pocet bunék v jednom

Ctverci. Po vypocitani poctu bunék byla jejich suspenze naredéna kultivacnim
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médiem se sérem tak, aby po vyseti na prisluSnou kultivacni desku byla jejich
koncentrace 1-10° bunék/cm?®. NiZe uvedena tabulka (Tab.1) uvadi potfebné objemy a
koncentrace bunécné suspenze aplikované pro dosaZeni koncentrace 10° bunék/cm?
na jednotlivych kultivacnich deskach. Po vyseti bunék nasledovala inkubace v

inkubatoru pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin.

Tab.1: Objemy a koncentrace bunék pro jednotlivé kultivacni desky.

Typ desky Koncentrace Objem suspenze Koncentrace
bunék/cm?® (ml) bunék/ml
6-jamek 1-10° 1,5 6,3 -10°
48-jamek 1-10° 0,25 3,8 -10°
96-jamek 1-10° 0,2 1,6 -10°

4.4.3. Aplikace alkaloidti na bunky

Nejprve byly pripraveny zasobni roztoky studovanych alkaloidi (SA: 1,005
mM, DHSA: 10,05 mM v DMSO), které byly fedény geometrickou fadou pridavkem
DMSO na koncentrace v rozmezi 0,0039 - 1,005 mM pro SA a 0,039 - 10,05 mM pro
DHSA. Pouzité koncentracni rozsahy obou alkaloidii vychézely z diplomové prace
Novotné (Novotnd, 2013). Pripravené roztoky v DMSO byly smichany s médiem v
poméru 1 : 200 ve sterilnich plastovych zkumavkach. Pokud byl testovan vliv
nizkomolekularnich antioxidanti na studované parametry, byl do média pridan
N-acetylcystein (NAC) v koncentraci 5 mmol/l nebo dithiotreitol (DTT) v
koncentraci 0,1 mmol/l. Z kultivacnich desek, jejichZ dna byla pokryta narostlymi
burikami, bylo odstranéno kultivacni médium se sérem a nahrazeno médiem bez séra
s testovanymi latkami o poZadovanych koncentracich SA a DHSA (vysledné
koncentrace SA se pohybovaly v rozmezi 0,0195 - 5 pM a DHSA v rozmezi
0,195 - 50 pM), pripadné byly alkaloidy nafedény v médiu bez séra s
nizkomolekularnimi antioxidanty. Kontrola obsahovala stejny alikvot DMSO.

Nasledovala hodinova inkubace bunék s alkaloidy v inkubatoru pfi teploté 37 °C.

4.4.4. Ozareni bunék

Inkubace bunék s alkaloidy byla po hodiné ukoncena a médium bylo
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odstranéno. Bunky byly 3 krat oplachnuty PBS. Nasledné byl na buriky aplikovan
roztok PBS s glukosou (1 mg/ml). PouZitim solarniho simulatoru SOL-500 byly
buriky ozafeny davkou UVA zéfeni o hodnoté 2,5 J/cm® Doba ozafeni zavisela na
intenzité zareni a byla vypocitana podle vzorce (1). Doba ozareni bunék UVA
slozkou zafeni pfi pramérné intenzité 4,6 J/cm® byla 9 minut 12 sekund. Desky s

buiikami byly béhem ozafovani chlazeny, aby se zabranilo prehtati bunék.

ddvka (J/cm®)*1000
namévend intenzita(J /cm®)x 60

Doba ozareni (min.) =

(M

Soucasné byl provadén experiment s buiikami, které nebyly ozafovany UVA
zafenim. V dobé ozarovani byly buiiky inkubovany v PBS a uloZeny na stejnou dobu
do inkubéatoru pri 37 °C. Dalsi postup byl jiZ shodny pro buiiky neozéarené i ozarené.
Roztok PBS byl odstranén a buniky byly inkubovany v médiu bez séra po dobu 4
hodin. Nasledné bylo médium vyuZito pro stanoveni aktivity laktatdehydrogenasy
(LDH) a na burikach bylo provedeno méfeni prislusnych parametri (Zivotnost bunék
pomoci testu s neutralni Cerveni, stanoveni aktivity kaspasy-3, stanoveni hladiny

redukovaného glutathionu).

4.4.5. Metody stanoveni cytotoxicity alkaloidii

Inkubace bunék byla ukoncena po 4 hodinach. Kultivacni médium bylo
odebrano a pouzito pro méfeni cytotoxicity alkaloidi stanovenim aktivity LDH v
médiu. Zivotnost bundk byla stanovena pomoci testu s neutrdlni Cerven.

Cytotoxicitu SA a DHSA bylo nutno stanovit pro dalSi experimenty.

4.4.5.1. Stanoveni aktivity LDH v médiu

LDH je bunécny enzym, vyskytujici se v cytoplazmé vSech bunék. P¥i
poskozeni buniky dojde ke zménam v jeji cytoplazmatické membrané a tento enzym
je uvolnén z buiikky ven. Stanoveni aktivity LDH v médiu je tedy jednoduchou,
rychlou a levnou metodou, jiZ lze méfit cytotoxicitu bunék inkubovanych s

toxickymi latkami (Novotna, 2013).
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Do 96-jamkové desky bylo aplikovano po 100 pl vzorku média. Kazdy
vzorek byl pipetovan tfikrat. Pro méreni aktivita LDH bylo pfidano po 150 pl pufru

s NADH. Zména absorbance byla mérena pfi 340 nm po dobu 1 minuty.
4.4.5.2 Stanoveni Zivotnosti bunék pomoci neutralni cervené

Podstatou stanoveni Zivotnosti bunék pomoci testu s neutralni Cerveni je
schopnost Zivych bunék absorbovat barvivo neutralni cervené do svych lysozomt.
Mrtvé a poSkozené buriky maji tuto schopnost znaCné sniZenou, a proto je mnoZstvi
inkorporovaného barviva pfimo imérné poctu Zivych bunék v bunécné kulture.

Pred pouZitim byl roztok 0,1% neutralni Cervené naredén PBS v poméru 1:10.
Po odstranéni média bylo na burfiky aplikovano 40 pl naredéného roztoku neutralni
cervené. Bunky byly inkubovany 1 hodinu v inkubatoru pfi 37 °C. Po skonceni této
inkubac¢ni doby bylo barvivo odstranéno a burniky omyty 200 pl roztoku pro fixaci.
Nasledné byl fixacni roztok odsat a na buriky bylo aplikovano po 200 pl extrak¢éniho
roztoku. Po 20 minutovém trepani byla zmérena absorbance pfi 540 nm a Zivotnost
bunék byla vypocitana podle vzorce (2). Stanovena byla také hodnota ICso,

odpovidajici koncentraci testované latky, pri které preziva 50 % bunék.

- A
Zivotnost (%) = A—V*IOO 2

S

A.,...absorbance vzorku

A....absorbance kontroly
4.4.6. Stanoveni aktivity kaspasy-3

Proteolyticky enzym kaspasa se icastni procesu apoptozy, tedy programované
bunécné smrti. V burikach se tento enzym vyskytuje jako inaktivni prekursor zvany
prokaspasa. Principem stanoveni aktivity tohoto enzymu je schopnost aktivni
kaspasy Stépit fluorochromy, kterymi je znacen peptid (Asp-Glu-Val-Asp, DEVD).
Mnozstvi odStépeného fluorochromu je méreno fluorescencné (Ochu et al. 1998).

Po experimentu byly buriky seSkrabany z 6 — jamkové kultivacni desky do

PBS a nasledné centrifugovany pti 490 x g a 4 °C po dobu 10 minut. Supernatant byl
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odsat a sediment rozpustén v lyzacnim roztoku. Nasledna inkubace probihala na ledu
po dobu 10 minut za obcasného protfepani. Po skonceni inkubacni doby byly vzorky
opét centrifugovany pti 20 780 x g a 4 °C po dobu 10 minut. Buné¢ny lyzat byl
prenesen do Cistych plastovych mikrozkumavek a pouZit pro stanoveni aktivity
kaspasy-3 a pozdéji také k stanoveni proteinti Bradfordovym cinidlem.

Samotné méreni aktivity enzymu bylo provedeno nasledujicim zptisobem. Na
96-jamkovou desku bylo aplikovano po 8 pl bunécného lyzatu a 80 pl reakcni smési
se substratem. KaZdy vzorek byl aplikovan ve dvou opakovani. Soucasné bylo na
tutéZ 96-jamkovou desku naneseno po 8 pl bunécného lyzatu a 80 pl reakéni smési se
substratem a inhibitorem, rovnéZz ve dvou opakovani. Nasledna inkubace probihala
pfi 37 °C po dobu 1 hodiny ve tmé. Po skonceni inkubacni doby byla zmérena
fluorescence (excitace pfi 380 nm a emise pri 450 nm). Aktivita kaspasy-3 byla

vyhodnocena podle nasledujiciho vztahu (3).

o e Fv+s_Fv+i
Aktivita kaspasy-3 (FU-g?) = (——"/c)*100 3)

Fk+s_ k+i

Fvs...fluorescence vzorku se substratem

Fvi...fluorescence vzorku se substratem a inhibitorem

Fxus...fluorescence kontroly se substratem (buriky inkubované s DMSO)

Fxi...fluorescence kontroly se substratem a inhibitorem (buriky inkubované s
DMSO)

C.......koncentrace proteinu (g-1™)
4.4.7. Stanoveni hladiny redukovaného glutathionu (GSH)

Glutathion je intracelularni peptid se silné tlumicimi tcinky volnych radikalt
a byva vyuZivan jako marker oxidacniho stresu. Za fyziologického stavu je
intracelularné lokalizovano vice nez 99 % obsahu GSH v redukované formé. Pfi
zvySené tvorbé Kkyslikovych radikali nebo zatéZi organismu toxickymi latkami
dochazi k poklesu mnozstvi GSH v buiikach. MnoZstvi GSH je stanoveno jeho reakci
s DTNB v alkalickém prostfedi, za vzniku Zlutého 5-thio-2-nitrobenzoatu, jehoz
absorbance je méfena pfi 412 nm (Carlberg et al. 1985).

Po experimentu byly buiky 2krat oplachnuty ledovym PBS a nasledné
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seSkrabany do 0,4 ml ledové 1% HCIO,. Pokud nebyly vzorky okamZité zpracovany,
byly zamrazeny na -80 °C. Bunécny lyzat byl sonifikovan 10 impulsy na ledu a
nasledné centrifugovan pfi 12 290 x g a 4 °C. Vznikly supernatant byl pouZit pro
stanoveni GSH a stanoveni bilkovin metodou dle Lowryho.

Na 96-jamkovou desku bylo naneseno 50 pl supernatantu a to ve tfech
opakovani pro kazidy vzorek. Pro slepy vzorek bylo pouZito stejné mnoZstvi 1%
HCIlO.. Nasledné bylo ke vSem vzorkiim aplikovano 200 pl pufru. Nakonec bylo
naneseno 10 pl roztoku DTNB ve dvou opakovanich a 1krat bylo aplikovano 10 pl
pufru (vlastni kontrola). Absorbance byla zméfena po 4 minutach pfi 412 nm.

MnoZstvi redukovaného glutathionu bylo vypocitano podle nasledujiciho vzorce (4).

Hladina GSH (mol - g*) =

(Aa—Ab) A‘f_Ab ). Fedeni (4)

e'L-c

Aa...absorbance vzorku

Ab...absorbance slepého vzorku

€...molarni absop¢ni koeficien (mol™1- cm™)
L...délka optické drahy (cm)

c....koncentrace proteinu (g-1")
4.4.8. Stanoveni bilkovin
4.4.8.1. Stanoveni bilkovin metodou Bradfordové

Metoda stanoveni bilkovin podle Bradfordové je zaloZena na kolorimetrické
reakci, ktera probéhne po smichani Bradfordova cinidla s roztokem obsahujicim
proteiny. Bradfordovo ¢inidlo obsahuje barvivo Coomassie Brilliant blue G-250,
které se vaze na bazické a aromatické aminokyselinové zbytky v proteinech. Po
vazbé barviva na proteiny dochazi k barevné zmén€, ktera je imérnd mnoZstvi
proteinu (Frébort et al. 1992).

Pro stanoveni koncentrace proteinii metodou Bradfordové byly bunécné
lyzaty nejprve 11krat zfedény pomoci PBS. Na 96-jamkovou desku bylo aplikovano
10 pl biologického materialu nebo standardu a to ve dvou opakovanich. Pfidano bylo

200 pl barviva Coomassie Brilliant Blue G-250. Po promichani byla zméfena
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absorbance pri 595 nm. Pro vyhodnoceni byla pfipravena kalibracni kfivka zavislosti
absorbance na vzristajici koncentraci sérového hovéziho albuminu (do 0,2 mg/ml).
Zavislost neni linearni pri vysSich koncentracich bilkovin. Kalibracni zavislost byla

provedena pii méreni kazdé sady vzorkd.

4.4.8.2. Stanoveni bilkovin metodou dle Lowryho

Stanoveni proteini metodou podle Lowryho je zaloZeno na pouZziti
dvouslozkového cinidla. Prvni sloZkou je biuretové cinidlo, vhodné pro stanoveni
vysSich koncentraci proteinti. Druhou sloZkou je Folin-Ciocalteuovo cinidlo na
fenoly. Jedna se o polykyseliny fosfomolybdenové a fosfowolframové, které se
redukuji tyrosinovymi zbytky v proteinu za vzniku modrého zbarveni. Stanoveni je
tedy kolorimetrické s absorpénim maximem redukovaného cinidla pfi 750 nm.
Kombinace obou ¢inidel v postupu podle Lowryho umoZiiuje pokryt oblast nizkych
koncentraci proteind (Frébort et al. 1992).

Na 96-jamkovou desku bylo naneseno 20 pl tfikrat pro kazdy vzorek nebo
standard. Biuretovo cinidlo bylo v objemu 100 pl aplikovano ke vSem vzorkim. Po
dobu 10 minut byly vzorky inkubovany pfi laboratorni teploté. Nasledné bylo
pridano 10 pl Folin-Ciocalteuova cinidla, které bylo pred pouZitim fedéno vodou v
poméru 1:1. Vzorky byly umistény na 30 minut do tmy pfi pokojové teploté. Po

skonceni inkubacni doby byla zméfena absorbance pri 680 nm.
4.4.9. Statisticka analyza

VSechny experimenty byly provedeny nejméné v tripletech ve tfech
nezavislych opakovanich. Vysledky byly vyhodnoceny v programu MS Excel 2007 a

jsou vyjadreny jako primér + smérodatnd odchylka (SD). Statistické vyhodnoceni

dat bylo provedeno pomoci Studentova t-testu.
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5. VYSLEDKY

5.1. Toxicita a fototoxicita SA a DHSA na koznich fibroblastech

meérena inkorporaci neutralni cervené

Mérenim inkorporace neutralni Cervené je mozZné sledovat miru poSkozeni
bunék. Barvivo neutralni cervené je absorbovano pouze do lysozomi Zivych bunék,
zatimco mrtvé a poSkozené buiiky maji tuto schopnost zna¢né sniZenou.

Po hodinové inkubaci lidskych koZnich fibroblasti se SA (0-5 pmol/l) ¢i
DHSA (0-50 pmol/l) byla jedna sada bunék ozarena netoxickymi davkami UVA
zéfeni (2,5 J/cm?) a po 4 hodinové inkubaci pfi 37 °C byla sledovéna viabilita bunék
méfenim inkorporace neutralni Cervené do bunék. Neozafené i ozarené builky bez
studovanych alkaloidii byly pouZity jako kontroly Zivotnosti bunék a netoxické
davky prislusného UV zéreni. Byla pozorovana toxicita alkaloid.

Vlivem UVA zareni doSlo k prohloubeni toxicity SA (Obr. 13). Hodnotu ICs
samotného SA nebylo mozné zjistit (> 5 pmol/l), plisobenim UVA zatreni o davce 2,5
J/cm?® hodnota ICs, klesla na 1,4 pmol/l, dochézi tedy minimélné k 3,5x vy33imu
narastu toxicity. JelikoZ nebylo mozné presné stanovit ICs, samotného SA, byla
stanovena ICs, kterd méla hodnotu 3,52 pmol/l. Pisobenim UVA zareni o davce 2,5
J/cm?® hodnota IC7s klesla na 0,078 pmol/l. Dochazi tedy k 45x vyS§imu nartstu
toxicity.

Mirny toxicky ucinek DHSA byl zaznamenan az pri davce 50 pmol/l.
Plisobenim UVA zéfeni doSlo k vyraznému nértstu toxicity DHSA (Obr. 14).
Hodnotu ICsy a IC; samotného DHSA nebylo moZné stanovit (> 50 pmol/l).
Pdsobenim UVA zéfeni o davce 2,5 J/cm? klesla hodnota ICs, na 1,42 pmol/l a
dochézi tedy k 35x vySSimu nartstu toxicity DHSA. Hodnota IC7s klesla na 0,43
pmol/l a toxicita DHSA se ptsobenim UVA zéfeni zvySila 115x. DHSA je tedy

moZzné povazovat za latku s fototoxickym tcinkem.
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Obr. 13: PoSkozeni fibroblastii plisobenim SA a v kombinaci s UVA zafenim o davce 2,5 J/cm?
sledované inkorporaci neutralni cervené. Data predstavuji primér hodnot ze tfi nezavislych méfeni. *
Hodnota je statisticky vyznamné odliSna od ozafené kontroly (p< 0,05). # Hodnota je statisticky

vyznamné odliSna od neozatené kontroly (p< 0,05).
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Obr. 14: Poskozeni fibroblastl piisobenim DHSA a v kombinaci s UVA zéfenim o dévce 2,5 J/cm?
sledované inkorporaci neutralni cervené. Data predstavuji primér hodnot ze tfi nezavislych méfeni. *
Hodnota je statisticky vyznamné odliSna od ozafené kontroly (p< 0,05). # Hodnota je statisticky

vyznamné odliSné od neozafené kontroly (p< 0,05).
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5.2. Vliv nizkomolekularnich antioxidanta na toxicitu a fototoxicitu

alkaloidii SA a DHSA studovany na koznich fibroblastech

Na zakladé experimenti byly vybrany dvé koncentrace SA a DHSA pro
studium vlivu nizkomolekularnich antioxidanti na toxicitu a fototoxicitu téchto
alkaloidt. Testovany byly dva nizkomolekularni antioxidanty N-acetylcystein (NAC)
v koncentraci 5 mmol/l a dithiotreitol (DTT) v koncentraci 0,1 mmol/l. Ovlivnéni
toxicity a fototoxicity SA a DHSA témito nizkomolekularnimi antioxidanty bylo
méfeno zménou aktivity LDH v médiu, aktivity kaspasy-3 a hladiny redukovaného

glutathionu.

5.2.1. Vliv nizkomolekularnich antioxidantu na toxicitu a fototoxicitu alkaloidu

sledovany zménou aktivity LDH v médiu

V pritomnosti nékterych latek s toxickym ucinkem dochazi k naruSeni
bunécnych membran a uvolnéni vnitrobunécného enzymu LDH do extracelularniho
prostoru (média).

Po hodinové inkubaci bunék s riznymi koncentracemi testovanych latek, SA
(0,039 - 0,078 pmol/1) ¢i DHSA (0,39 — 0,78 pmol/l), byly buiiky ozareny
netoxickymi ddvkami UVA zafeni (2,5 J/cm?) a po 4 hodinové inkubaci pfi 37 °C
byla sledovana aktivita LDH uvolnéné do kultivacniho média. Zmeéna aktivity LDH
byla méfena jako pokles absorbance AAs4, /min, ktery byl zptisoben oxidaci NADH.
Testovano bylo rovnéz ovlivnéni poSkozeni membrany bunék nizkomolekularnimi
antioxidanty (NAC, DTT), které byly aplikovany soucasné s alkaloidy.

Zvolena davka UVA zafeni (2,5 J/cm®) nepoSkozuje samotné buiiky nebo
vyvolava jen minimalni poSkozeni. Nartist aktivity LDH v médiu byl pozorovan u
SA v koncentraci 0,039 pmol/l v kombinaci s UVA zafenim (140 % kontroly), k
vyssimu nartstu doslo u koncentrace 0,078 pmol/l v kombinaci s UVA zéarenim (150
% kontroly) (Obr. 15, A). Nizkomolekularni antioxidanty sniZily aktivitu LDH v
médiu, a to predevsim u SA v koncentraci 0,078 pmol/l v kombinaci s UVA zarenim,
NAC na 81 % kontroly a DTT na 80 % kontroly (Obr. 15, B, C). Oba pouZité

nizkomolekulérni antioxidanty mély obdobny ucinek.

49



250 W neozafeng hufiky
200 W ozarené buriky

150

% Kontroly

100

a0

0 0039 0078
SA [umoli]

250

NAC

200

150

% Kontroly

100

50

0 0,039 0,078
SA [pmold]

250
DTT

200

150

% Kontroly

100

a0

0 0,039 0,078
SA [pmold]

Obr. 15: Vliv riznych koncentraci SA a v kombinaci s UVA zafenim o dévce 2,5 J/cm? na aktivitu
LDH v kultiva¢nim médiu. (A) bez ovlivnéni nizkomolekuldrnimi antioxidanty; (B) s pridavkem
N-acetylcysteinu (NAC); (C) s pridavkem dithiotreitolu (DTT). Data jsou vyjadifena v procentech
vztaZzenych k neozarenym burikam, které slouZily jako kontrola. Data predstavuji primér hodnot ze tfi
nezavislych méreni. * Hodnota je statisticky vyznamné odliSnd od ozarené kontroly (p< 0,05).

# Hodnota je statisticky vyznamné odlisSna od neozérené kontroly (p< 0,05).
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U bunék inkubovanych s DHSA v koncentraci 0,78 pmol/l a ozafenych
netoxickou davkou UVA byl pozorovan vyrazny narGst aktivity LDH v médiu
(213 % kontroly) (Obr. 16, A). Nizkomolekularni antioxidanty sniZily poskozeni
membrany poklesem aktivity LDH (Obr. 16. B, C), DTT sniZil aktivitu LDH v médiu
na 124 % kontroly a NAC na 72 % kontroly. NAC sniZil poSkozeni bunék (aktivitu

LDH v médiu) icinnéji nez DTT.
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Obr. 16: Vliv riznych koncentraci DHSA a v kombinaci s UVA zafenim o davce 2,5 J/cm? na aktivitu
LDH v kultivanim médiu. (A) bez ovlivnéni nizkomolekuldrnimi antioxidanty; (B) s pridavkem
N-acetylcysteinu (NAC); (C) s pridavkem dithiotreitolu (DTT). Data jsou vyjadfena v procentech
vztazenych k neozarenym burikdm, které slouZily jako kontrola. Data pfedstavuji primér hodnot ze tfi
nezavislych méfeni. * Hodnota je statisticky vyznamné odliSnd od ozafené kontroly (p< 0,05). #

Hodnota je statisticky vyznamné odliSna od neozérené kontroly (p< 0,05).

5.2.2. Vliv nizkomolekularnich antioxidanti na toxicitu a fototoxicitu alkaloida

sledovany zménou aktivity kaspasy-3

Kaspasa-3 je proteolyticky enzym ucastnici se procesu apoptozy. Ovlivnéni
apoptdzy SA a DHSA v kombinaci s netoxickou davkou UVA zareni byla studovana
stanovenim aktivity tohoto enzymu.

Lidské kozni fibroblasty byly inkubovany s vybranymi koncentracemi SA
(0,039 — 0,078 pmol/1) ¢i DHSA (0,39 — 0,78 pmol/l) po dobu jedné hodiny a po
ozareni bunék netoxickou davkou UVA zafeni (2,5 J/cm?) byly buriky dalsi 4 hodiny
inkubovany pri 37 °C. Soucasné byly provedeny experimenty zaméfené na ovlivnéni
aktivace kaspasy-3 nizkomolekularnimi antioxidanty (NAC, DTT).

U bunék inkubovanych se zvolenymi koncentracemi SA bylo pozorovano
mirné zvySeni aktivity kaspasy-3 (Obr. 17, A). Ozarenim bunék inkubovanych se SA
netoxickou davkou UVA zafeni (2,5 J/cm?) doSlo ke koncentra¢né zavislému zvyseni
aktivity kaspasy-3 (Obr. 17, A). Aktivita kaspasy-3 vzrostla u bunék inkubovanych se
SA v koncentraci 0,039 pmol/l a ozarenych netoxickou davkou UVA na 311 %
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kontroly, v pripadé vyssi pouZité koncentrace SA aZ na 542 % kontroly (Obr. 17, A).
Nizkomolekularni antioxidanty vyrazné sniZily aktivaci kaspasy-3, ktera byla
vyvolany pisobenim SA v kombinaci s UVA zarenim (Obr. 17, B, C). DTT snizil
aktivitu kaspasy-3 u bunék inkubovanych se SA v koncentraci 0,078 pmol/l na
217 % kontroly. NAC byl v tomto ohledu t¢innéjsi a sniZil aktivitu kaspasy-3 aZ na

142 % kontroly (Obr. 17, B, C).
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Obr. 17: Vliv riznych koncentraci SA a v kombinaci s UVA zafenim o davce 2,5 J/cm? na aktivitu
kaspasy-3. (A) bez ovlivnéni nizkomolekuldrnimi antioxidanty; (B) s pfidavkem N-acetylcysteinu
(NAC); (C) s pridavkem dithiotreitolu (DTT). Data jsou vyjadfena v procentech vztaZenych k
neozarenym bunkam, které slouZily jako kontrola. Data predstavuji primér hodnot ze tfi nezavislych

méfeni. * Hodnota je statisticky vyznamné odliSna od ozéafené kontroly (p< 0,05).

DHSA ve zvolenych koncentracich nevyvolal aktivaci kaspasy-3 (Obr. 18, A).
Ozéfenim bunék inkubovanych s DHSA netoxickou davkou UVA zafeni (2,5 J/cm?)
doSlo k vyraznému zvySeni aktivity kaspasy-3 (Obr. 18, A). Aktivita kaspasy-3
vzrostla u bunék inkubovanych s DHSA v koncentraci 0,39 pmol/l a ozarenych
netoxickou davkou UVA na 580 % kontroly, v pripadé vyssi pouZité koncentrace
DHSA aZz na 867 % kontroly (Obr. 18, A). Oba pouZité nizkomolekularni
antioxidanty vyrazné sniZily aktivaci kaspasy-3, ktera byla vyvolana ptisobenim

DHSA v kombinaci s UVA zafenim (Obr. 18, B, C).
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Obr. 18: Vliv riznych koncentraci DHSA a v kombinaci s UVA zéfenim o davce 2,5 J/cm? na aktivitu
kaspasy-3. (A) bez ovlivnéni nizkomolekuldarnimi antioxidanty; (B) s pfidavkem N-acetylcysteinu
(NAC); (C) s pridavkem dithiotreitolu (DTT). Data jsou vyjadiena v procentech vztazenych k
neozarenym bunikam, které slouZily jako kontrola. Data predstavuji primér hodnot ze tfi nezavislych

méfeni. * Hodnota je statisticky vyznamné odliSna od ozarené kontroly (p< 0,05).

5.2.3. Vliv nizkomolekularnich antioxidanti na toxicitu a fototoxicitu alkaloida

sledovany intracelularnim obsahem redukovaného glutathionu

Glutathion (GSH) je intracelularni tripeptid, ktery reaguje s ROS, a tak
zajist'uje oxidoredukéni rovnovahu v bunice. Také pfi zatéZi organismu toxickymi
latkami dochazi k poklesu hladiny redukovaného GSH v burkach, ktery je
spotfebovavan na jejich eliminaci z téla.

Buiiky byly po hodinové inkubaci se SA (0,039 — 0,078 pmol/l) nebo DHSA
(0,39 — 0,78 pmol/l), ozafeny netoxickymi davkami UVA zafeni (2,5 J/cm?) a poté 4
hodiny inkubovany pfi 37 °C. Mnozstvi GSH bylo stanoveno nértistem absorbance
DTNB méfené pri 412 nm. Soucasné byl studovan vliv nizkomolekularnich
antioxidantti na zmény vyvolané alkaloidy a UVA zarenim.

U bunék inkubovanych se SA byl pozorovan koncentracné zavisly pokles
hladiny redukovaného GSH, ktery se ozarenim bunék netoxickou davkou UVA

zéfeni (2,5 J/cm?) jesté prohloubil (Obr. 19, A). Hladina GSH klesla u neozafenych
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bunék inkubovanych se SA (0,078 pmol/l) na 68 % kontroly, u ozarenych bunék az
na 49 % kontroly (Obr. 19, A). Nizkomolekularni antioxidanty zvySily hladinu GSH
u ozarenych i neozarenych bunék inkubovanych se zvolenymi koncentracemi SA
(Obr. 19, B, C). DTT byl v tomto ohledu ucinnéjsi neZz NAC. NAC ale vyraznéji

ovlivnil obsah GSH v buiikach inkubovanych pouze s alkaloidy.
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Obr. 19: Utinek rtiznych koncentraci SA a v kombinaci s UVA zéfenim o dévce 2,5 J/cm? na hladinu
redukovaného glutathionu. (A) bez ovlivnéni nizkomolekuldrnimi antioxidanty; (B) s pridavkem
N-acetylcysteinu (NAC); (C) s pridavkem dithiotreitolu (DTT). Data jsou vyjadfena v procentech
vztaZenych k neozarenym burikdm, které slouzily jako kontrola. Data pfedstavuji primér hodnot ze tii
nezavislych meéfeni. * Hodnota je statisticky vyznamné odliSna od ozarené kontroly (p< 0,05). #

Hodnota je statisticky vyznamné odliSna od neozarené kontroly (p< 0,05).

DHSA ve zvolenych koncentracich nemél vyrazny vliv na hladinu
redukovaného GSH v koZnich buiikach (Obr. 20, A). Ozarenim bunék netoxickou
davkou UVA zéafeni (2,5 J/cm?) doslo k poklesu hladiny redukovaného GSH, a to pfi
nizsi zvolené koncentraci DHSA (0,39 pmol/l) na 76 % kontroly a pri vyssi zvolené
koncentraci DHSA (0,78 pmol/l) az na 55 % kontroly (Obr. 20, A).
Nizkomolekularni antioxidanty ovlivnily mirné hladinu redukovaného GSH u
ozarenych bunék (Obr. 20, B, C). Aplikaci NAC doslo ke koncentra¢né zavislému
poklesu hladiny GSH aZ na 50 % kontroly. NAC nebyl schopen eliminovat pokles
hladiny GSH u bunék ovlivhénych DHSA a ozarenych netoxickou davkou UVA
zateni. DTT zvysil hladinu GSH na 127 % kontroly (Obr. 20, B, C).
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Obr. 20: U¢inek rtiznych koncentraci DHSA a v kombinaci s UVA zafenim o dévce 2,5 J/cm? na
hladinu redukovaného glutathionu. (A) bez ovlivnéni nizkomolekularnimi antioxidanty; (B) s
piidavkem N-acetylcysteinu (NAC); (C) s pfidavkem dithiotreitolu (DTT). Data jsou vyjadiena v
procentech vztaZenych k neozafenym buiikdm, které slouzily jako kontrola. Data predstavuji primér
hodnot ze tff nezavislych méfeni. * Hodnota je statisticky vyznamné odliSna od ozéafené kontroly (p <

0,05).
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6. DISKUSE

Prirodni latky rostlinného ptvodu jsou pouzivany lidmi jiZz po nékolik
tisicileti a staly se nedilnou soucasti kazdodenniho lidského Zivota. Zejména 1éCivé
rostliny jsou zdrojem Sirokého spektra latek, které maji nezastupitelnou roli v
tradicni mediciné a vyuZivany jsou i dnes. Kromé 1é¢ivych tucinka jsou ptirodni latky
pouzivany i v prevenci a ochrané lidského zdravi napf. v kosmetickych a
hygienickych pfipravcich. Lidé zjistili, Ze diky resorpcni vlastnosti kiize je mozné
nékteré 1éCivé latky podavat v podobé masti. Hlavni vyhodou této aplikace je lokalni
pisobeni Gc¢inné latky na postiZené misto, ¢imZz nedochazi k zatiZeni
gastrointestindlniho traktu (Hrabélek et al. 1999). BohuZel, ne vidy je zndma
bezpecnost pouZziti téchto prirodnich latek a nékteré z nich mohou v kombinaci se
slune¢nim zarenim na kuzi vyvolavat fototoxické reakce (Spielmann et al. 1994).

Predmétem studia této diplomové prace byla fototoxicita alkaloidu SA, ktery
je metabolizovan predevSim na DHSA (Vrublova, 2010), a proto byly do
experimentti zahrnuty obé tyto latky. SA je znadmy pro své protizanétlivé,
antibakterialni, antimykotické a v posledni dobé i protinadorové ucinky (Mackraj,
2008). Diky témto vlastnostem je soucasti mnoha komercné dostupnych pripravki
jako jsou napf. pripravky ustni hygieny fady Santoin, ¢erna mast (black salve) nebo
rostlinny extrakt Sanguiritrin. Topicka aplikace SA vsSak miZe byt spojena s jiZ
zminénou fototoxickou reakci, kterd mutize poskodit i zdravou tkan. Toxicita tohoto
alkaloidu je tak stale predmétem diskuse (Cienki a Zaret, 2010). Bezpecnosti pouZiti
a fototoxickou reakci SA se zabyvala také Novotna (2013) ve své diplomové praci,
na jejiZz vysledky navazuje i tato prace. Novotna ve svych experimentech prokazala,
Ze SA je koznimi fibroblasty preménovan na DHSA, ktery je ptisobenim UVA zareni
preménovan zpét na SA. Tato konverze netoxického DHSA na vyrazné toxictéjsi SA
je spojena s produkci ROS (Novotna, 2013). Cilem této prace bylo sledovat, zda
vzniklé ROS aktivuji kaspasu-3 a zda ovlivni hladinu redukovaného GSH v bunkach.
Aplikaci nizkomolekularnich antioxidantd (NAC, DTT) jsme se pokusili ovlivnit
tyto studované parametry a potlacit oxidacni stres pfi konverzi netoxického DHSA na

SA ptisobenim UVA.
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Metodou inkorporace neutralni ¢ervené do lidskych koznich fibroblastli jsme
studovali toxicky a fototoxicky ucinek obou alkaloidii, SA a jeho hlavniho
metabolitu DHSA. Z literatury je znamo, Ze SA je vice toxicky k bufikdm neZ DHSA.
V naSich experimentech nebylo moZné presné stanovit hodnotu ICs, pro SA (> 5
pmol/l), avSak pisobenim UVA zafeni o davce 2,5 J/cm? hodnota ICs klesla na 1,4
pmol/l (Obr. 13, Tab. 2). Toxicita SA se tak v kombinaci s UVA zafenim prohloubila
pouze 3,5X%, coZ koreluje s publikovanymi vysledky Novotné (2013). Ta ve své praci
provedla obdobny experiment a dospéla k zavéru, Ze toxicita SA se v kombinaci s
UVA zafenim prohlubuje 2,25x (Novotna, 2013). Ackoliv ve své praci pouZila 24
hodinovou inkubaci bunék s testovanymi latkami a v na$i praci byla inkubace pouze
hodinova, narist toxicity SA je priblizné stejny. Jak vyplyva z jeji prace, SA je
koznimi fibroblasty preménovan na DHSA velmi rychle. JiZ po 1 hodinové inkubaci
dochazi k této konverzi SA na DHSA. Nasledna aplikace netoxické davky UVA tak
mize prohloubit toxicitu SA, protoze dochazi i ke konverzi vzniklého DHSA na SA,
ktera je spojena s produkci ROS, které poSkozuji buriky (Novotna 2013).

DHSA se ukazal jako latka netoxicka pro koZzZni fibroblasty. Mirny toxicky
ucinek tohoto alkaloidu byl zaznamenan aZ pfi nejvysSi pouZité koncentraci 50
pmol/l (Obr. 14). Hodnotu ICsy pro DHSA rovnéZz nebylo mozné stanovit (> 50
pmol/l). Ozafenim bunék netoxickou davkou UVA zafeni (2,5 J/cm?) se toxicita
DHSA vyrazné zvysila a hodnota ICs klesla na 1,42 pmol/l (Obr. 14, Tab. 2). JelikoZ
ma UVA zafeni rozsah vlnovych délek, které jsou DHSA snadno absorbovatelné, je
tento alkaloid lepSim chromoforem v porovnani se SA. DHSA je tedy moZné
povazovat za latku s fototoxickym ucinkem, coZ potvrzuji i naSe experimenty, kdy

aplikaci UVA zareni se toxicita DHSA zvySila minimalné 35x.

Tab.2: ICsopro SA a DHSA u lidskych fibroblasti.

ICsp (pmol/1)
+UVA (2,5 J/cm?)
SA >5 1,40
DHSA > 50 1,42

Na zakladé zjiSténé toxicity obou alkaloiddi, byly pro dal§i experimenty
vybrany pouze dvé koncentrace SA (0,039 - 0,078 pmol/l) a DHSA (0,39 - 0,78

pmol/l), které se ukéazaly jako minimalné toxické pro kozni fibroblasty, avSak po
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expozici UVA zafeni se jejich toxicita vyrazné zvysila. JelikoZ je DHSA latkou

netoxickou byla zvolena jeho koncentrace 10x vySsi neZ tomu bylo u SA.

Jak je znamo z literatury, SA je vzhledem k pfitomnosti iminové vazby
reaktivni molekula interagujici s SH-skupinami peptida a proteinti, ¢imz dochéazi k
ovlivnéni fady déji a signalnich drah, vcetné apoptézy (Janovska et al. 2010).
ProtoZe Novotna (2013) prokazala, Ze konverze DHSA na SA piisobenim UVA zareni
je provazena produkci ROS, zaméfili jsme se také na zmény hladiny intracelularniho
antioxidantu GSH a aktivaci apoptozy, ktera miZe byt vyvolana oxidacnim stresem.
Tato prace byla rovnéZz zamérena na ovlivnéni téchto déji nizkomolekularnimi
antioxidanty NAC a DTT. Vysledky experimentt ukazaly, Ze DHSA v 10x vysSich
koncentracich, v porovnani se SA, neaktivoval proces apoptozy prostiednictvim
kaspasy-3 (Obr. 18, A). Naopak SA indukoval aktivaci kaspasy-3 (Obr. 17, A), coz
odpovida i literarnim tdajiim (Debiton et al. 2003). Ozafenim bunék inkubovanych
se zvolenymi koncentracemi alkaloidd netoxickou davkou UVA zafeni (2,5 J/cm?)
doslo k vyraznému zvySeni aktivity kaspasy-3 (Obr. 17, A; 18, A). Zareni UVA tak
vyvolalo zpétnou konverzi intracelularntho DHSA na SA, ktera je spojena s produkci
ROS. Tento jev je podobny obranné reakci rostlin, v nichz DHSA, ktery je uloZen v
zasobnich organeléach, je v pritomnosti elicitorti biotického ¢i abiotického ptivodu
pfeménovan na SA a ten je zpétné preménovan reduktasou na méné toxicky DHSA.
Z dosazenych vysledki vyplyva, Ze vzniklé ROS vyvolaly aktivaci kaspasy-3, ktera
byla aplikaci nizkomolekularnich antioxidantt eliminovana (Obr. 17, B, C; 18, B, C).
Oxidacni stres vyvolany konverzi netoxického DHSA na SA ptisobenim UVA byl
aplikaci NAC i DTT potlacen. Navic vznikajici SA z DHSA piisobenim UVA tak sam
miiZe aktivovat kaspasu-3 interakci s jejimi SH-skupinami.

Z literatury je znamo, Ze GSH reaguje na pritomnost ROS, které neutralizuje
(Vrba et al. 2009). Pti nadbytku ROS se GSH nestaci regenerovat a jeho hladina
klesa, coz bylo potvrzeno i v naSich experimentech, kde u bunék inkubovanych se
SA byl pozorovan koncentracné zavisly pokles hladiny GSH (Obr. 19, A), zatimco
DHSA ve zvolenych koncentracich nemél na hladinu redukovaného GSH v koZnich
bunikach vyrazny vliv (Obr. 20, A). Ozarenim bunék inkubovanych s DHSA
netoxickou davkou UVA zafeni (2,5 J/cm?) vSak doSlo ke koncentracné zavislému
poklesu hladiny redukovaného GSH aZ na 55 % kontroly (Obr. 20, A). UVA zareni
vyvolalo konverzi DHSA na SA, ktera je spojena s produkci ROS a s poklesem GSH.
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Burniky se uc¢inné chranily pomoci antioxidantu DTT, coZ se projevilo vzestupem
hladiny GSH (Obr. 19, C; 20, C). NAC nebyl schopen eliminovat pokles hladiny
GSH u bunék ovlivnénych DHSA a ozarenych netoxickou davkou UVA zateni (Obr.
20, B). DTT byl v tomto ohledu ucinn€jsi nezZ NAC.

Z dosavadnich vysledk mtZeme Fici, Ze UVA zéfeni (2,5 J/ cm?), které samo
nevyvolava toxicitu, zvySuje toxicitu SA a vyrazné zvySuje toxicitu DHSA. S
pripravky pro topickou aplikaci obsahujici tyto alkaloidy by se tak mélo nakladat
velmi obezfetné. Jejich aplikaci v kombinaci se slune¢nim zarenim mtiZe dochazet k
fototoxické reakci, kterd je neZadouci. Diky produkci ROS dochazi k aktivaci
apoptézy a k poklesu hladiny GSH. Na druhou stranu pokud budeme uvaZovat o
téchto latkach jako o protinadorovych lécivech, potom pravé produkce ROS a pokles
GSH aktivuji apoptézu a tim i vyvolavaji poSkozeni a odstrafiovani nadorovych
bunék. Fototoxického jevu tak miiZe byt cilené vyuZito napf. v terapii kozZnich
nadort, kdy je vSak nebezpeci, Ze miize byt poskozena i zdrava tkan. Vzhledem k
tomu, Ze BA jsou soucasti mnoha kosmetickych pripravki s topickou aplikaci, méla
by byt dale detailné zkouméana jejich toxicita, stejné jako i jejich absorpce do

vnitiniho prostfedi, distribuce a vliv na metabolické drahy.
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7. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zkoumat vliv SA a jeho metabolitu DHSA
na vybrané parametry v primarnich kulturach lidskych koznich fibroblastii ozarenych
netoxickou davkou UVA zéfeni, a dale studovat ovlivnéni téchto parametrt
nizkomolekuldrnimi antioxidanty. Ze ziskanych vysledki lze vyvodit nésledujici
zavery:

» Cytoxicita SA na lidskych koZnich fibroblastech je vyrazné vyssi v porovnani
s DHSA. SA byl ve vysSich koncentracich pro kozni fibroblasty toxicky
(méfenim Zivotnosti pouZitim neutrdlni Cerven€), zatimco u DHSA nebyl
zaznamenan toxicky ucinek do koncentrace 50 pmol/l.

« UVA zéfeni (2,5 J/cm?), které samo nevyvolava toxicitu (méfenim Zivotnosti
pouzitim neutrdlni Cervené), zvySuje toxicitu SA. Hodnota ICsy SA v
kombinaci s UVA klesla na 1,4 pmol/l. UVA zéfeni (2,5 J/cm®) vyrazné
zvySuje toxicitu DHSA. Hodnota ICso DHSA pri aplikaci UVA zareni klesla
na 1,42 pmol/l. DHSA ma vyraznou fototoxicitu.

* SA (0,039 - 0,078 pmol/l) vykazoval koncentracné zavislou toxicitu na lidské
koZni fibroblasty a vyvolaval apoptézu. Ozarenim bunék UVA zafenim (2,5
J/cm?) se toxicita tohoto alkaloidu prohloubila.

* DHSA (0,39 — 0,78 pmol/l) nemél vliv na aktivaci kaspasy-3. Ozafenim
bunék UVA zafenim (2,5 J/cm?) se toxicita DHSA vyrazné prohloubila.

* Nizkomolekuldrni antioxidanty (NAC, DTT) vyvolaly sniZeni aktivace
kaspasy-3 u bunék inkubovanych se SA i DHSA v kombinaci s UVA zafenim
(2,5 J/cm?), pficemZ u bunék inkubovanych s DHSA v kombinaci s UVA
zafenim byla G¢innost antioxidant vyssi nez u bunék inkubovanych se SA v
kombinaci s UVA zafenim. NAC byl v tomto ohledu ti¢innéjsi nez DTT.

* SA (0,039 — 0,078 pmol/l) vyvolal pokles hladiny redukovaného GSH v
koZnich fibroblastech, zatimco DHSA (0,39 — 0,78 pmol/l) hladinu GSH
neovlivnil. SA i DHSA v kombinaci s UVA zafenim (2,5 J/cm?) vyvolavaji
pokles hladiny redukovaného GSH.

* Hladina redukovaného GSH u bunék inkubovanych se SA i DHSA v
kombinaci s UVA zéafenim (2,5 J/cm?) se aplikaci nizkomolekularnich

antioxidantti zvysila. DTT byl v tomto ohledu ti¢innéjsi nez NAC.
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9. SEZNAM ZKRATEK

BA
BSA
DHBO
DHSA
DMSO
DNA
DTT
EDTA
FBS
GSH
IR
IRA
LDH
NAC
NADH
NADP*
NADPH
PBS
ROS
SA

SD
uv
UVA
UVB
UuvC
VIS

Benzo[c]fenantridinové alkaloidy

Bovinni sérovy albumin
Dihydrobenzofenanthridinoxidasa
Dihydrosanguinarin

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonukleova kyselina

Dithiotreitol

Ethylendiamintetraoctova kyselina

Fetalni bovinni sérum

Glutathion

Infracervené zareni (infrared)
A slozka IR zareni

Laktatdehydrogenasa

N-acetylcystein
Nikotinamidadenindinukleotid
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat, redukovana forma
Fosfatovy pufr (Phosphate buffered saline)
Reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
Sanguinarin

Smérodatna odchylka
Ultrafialové zareni (ultraviolet)
A slozka UV zareni

B slozka UV zareni

C slozka UV zareni

Viditelna oblast svétla

75



