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Ultrafialové (UV) zafeni dopadajici na lidskou
kuzi méa fadu nezddoucich ucinki. Akumulace
téchto jevi vede k predcasnému starnuti kuze
(fotostarnuti). Soubor mechanismi, které posko-
zeni kuze UV zafenim a fotostarnuti zabranuji,
oznacujeme jako fotoprotekci. V této diplomové
praci byl studovan ucinek UVA a UVB zareni
na lidské keratinocyty a zmény uc¢inku UVA a
UVB zafeni na lidské keratinocyty po oSetfeni
fotoprotektivnimi latkami. Zkoumané fotoprotek-
tivni latky byly astragalin, 2,4-dihydroxybenzofe-
non, 2-hydroxy-4-methoxybenzofenon, [-karoten,
hyperosid, 3-(4-methylbenzyliden)kafr, pachypo-
dol, nanocéstice TiOs a trans-urokanova kyselina.
Byla hodnocena Zivotaschopnost bunék, produkce
ROS v bunkéch, zmény mitochondrialniho mem-
branového potencidlu, poskozeni lyzosomalni inte-
grity a poskozeni DNA. UVA a UVB zafeni sni-
zuji zivotaschopnost bunék. Jiz pii nizkych dév-

kach vyznamné zvysuji produkeci ROS v buiikéch.
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Naopak pti vétsich davkach poskozuji membrano-
vou integritu lyzosomu a vyvolavaji depolariza¢ni
zmény mitochondrialntho membranového potenci-
alu. Tyto zmény jsou ve vSech zminénych piipa-
dech rozsahlejsi pro ozareni UVB ve srovnéani s oza-
fenim UVA. UV protektivni a¢inek byl zjistén u
3-(4-methylbenzyliden)kafru, trans-urokanové ky-
seliny a hyperosidu, ptricemz nejlepsi UVA i UVB
protektivni Gc¢inek ze vSech studovanych latek vy-
kazuje hyperosid. Hyperosid vede v pfipadé expo-
zice UVA i UVB ke snizeni produkce ROS, sni-
zuje fragmentaci DNA a predevsim zvySuje Zivota-
schopnost bunék vystavenych UV zateni. Hypero-
sid nevede pouze k ochrané bunék pred UV zare-
nim, ale v kombinaci s UV zarenim také stimu-
luje bunécénou proliferaci. Inkubace bunék s hy-
perosidem vede k vyznamné depolarizaci mito-
chondrialniho membranového potencialu, aniz by
vedla k vyznamnému sniZzeni bunééného ristu a
déleni. Usuzujeme, Ze pravé tato depolarizace je
pricinou UV protektivnich vlastnosti hyperosidu.
Dalsi slibnou UV protektivni latkou se ukazala byt
transurokanova kyselina, ktera v souladu se svym
absorp¢nim spektrem poskytuje bunkdm ochranu
pfed UVB zéarenim.

UV zareni, keratinocyty, fotostarnuti, fotoprotekce
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Exposure of skin to ultraviolet (UV) radiation
cause different undesirable effects. Acumulation of
these effects leads to premature skin aging (pho-
toaging). The set of mechanisms that defend the
skin from UV damage and photoaging is called
photoprotection. In this tesis the effect of UVA
and UVB radiation on human keratinocytes and
changes of UVA and UVB effect on human kera-
tinocytes cured with photoprotective compounds
were studied. The photoprotective compounds as-
tragalin, 2,4-dihydroxybenzophenon, 2-hydroxy-4-
methoxybenzophenon, (-caroten, hyperoside, 3-
(4-methylbenzylidene)camphor, pachypodol, TiOs
nanoparticles and transurocanic acid were analy-
zed. Evaluated aspects were the cell viability, en-
dogenous ROS production, changes of mitochon-
drial membrane potential, lysosomal integrity dis-
tortion and DNA damage. UVA and UVB radi-

ation decrease the cell viability. Already low doses
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significantly increase the endogenous ROS pro-
duction. Higher doses distort lysosomal integrity
and cause depolarization of mitochondrial mem-
brane potential. These changes are in all the cases
mentioned greater for the UVB exposure compa-
red with UVA exposure. UV protective effect was
found in 3-(4-methylbenzylidene)camphor, trans-
urocanic acid and hyperoside whereas the best
both UVA and UVB protective effect above all
studied compounds is exhibited by hyperoside. Hy-
peroside causes in case of UVA or UVB exposure
to ROS production decrease, decreases the DNA
fragmentation and in particular increases the cell
viability of UV exposed cells. Hyperoside not only
causes the UV protection but in combination with
UV radiation also stimulates the cell proliferation.
Cell incubation with hyperoside leads to significant
depolarization of mitochondrial membrane poten-
tial without causing any significant decrease in cell
growth or division. We conclude that this depo-
larization is the cause of hyperoside’s UV pro-
tective effect. Another promising UV protective
compound is trans-urocanic acid that in accor-
dance with its absorption spectrum provides to cell
the protection against UVB radiation.

UV radiation, keratinocytes, photoaging, photo-
protection
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1 Uvod

UV zéreni je slozka elektromagnetického spektra v oblasti vinovych délek 100-400
nm a je tvorfeno 3 podlozkami UVA, UVB a UVC. UV zafeni je soucasti slune¢niho
zafeni a skrze atmosféru na Zem dopadaji jako soucést terestridlniho zareni UVA
a UVB zareni. Tyto slozky zafeni maji zadouci i nezddouci ucinky na lidsky orga-
nismus, zejména pak ovliviwji kazi, které tvoii fyzickou bariéru mezi lidskym télem
a vnéjsim prostredim. Mezi zadouci uc¢inky UV zéareni dopadajiciho na lidskou kuzi
patii podpora syntézy vitaminu D ¢i jeho vyuziti pti lé¢bé nékterych onemocnéni.
Nezadoucich t¢inkta UV zareni pak délime na akutni a chronické. Vyznamnym chro-
nickym uc¢inkem UV zareni je proces oznacovany jako fotostarnuti — ten predstavuje
predcasné starnuti lidské kiize v diisledku akumulace poskozeni kiize. K poskozeni
dochazi dvéma mechanismy — pfimym mechanismem absorpce, kdy jsou fotony UV
zafeni absorbovany molekulou, v dusledku ¢ehoz dochazi ke zméné jeji struktury; a
nepiimym mechanismem, kdy absorpce fotonu UV vede k produkci ROS. Nasledné
dochézi k poskozeni biologickych molekul jako jsou DNA, proteiny a lipidy, tj. i k
poskozeni organel, zejména pak mitochondrii.

Lidsky organismus si vyvinul fadu obrannych mechanismii, pomoci nichz se
témto nezddoucim jevim brani. Velky vyznam maji melanin, ktery zabranuje pri-
chodu UV fotont hloubéji do kiize, a antioxida¢ni mechanismy a mechanismy opravy
DNA, které jsou schopny vznikajici poskozeni véak zvratit. Tyto prirozené mecha-
nismy vSak nejsou schopny zcela potlac¢it negativni dopady UV na kizi, a tak byla
historicky identifikovana fada fotoprotektivnich latek, které jsou orélné ¢i povrchove
aplikovany ve snaze zvysit prirozeny ochranny acinek.

Tato prace se v prvni ¢asti soustiedi na podrobnéjsi popis molekularnich mecha-
nismu pusobeni UV zareni na lidskou kuzi, pojem fotostarnuti a moznosti fotopro-

tekce. V experimentélni ¢asti pak jsou ovéfeny nékteré ticinky UVA a UVB zafeni



na lidské keratinocyty v zavislosti na dévce ozareni. V nasledujici ¢ésti je sledovan
vliv aplikace vybranych fotoprotektivnich latek na uc¢inky UVA a UVB zareni na
lidské keratinocyty.



2 Prehled problematiky

2.1 Kize

Kiuze, latinsky cutis, fecky derma, je plosny organ, ktery pokryva cely povrch
lidského téla a tvori fyzickou bariéru mezi lidskym télem a vnéj$im prostredim (éihék
2016). Jde tedy o misto primarni interakce organismu s vnéjsim prostiedim. Kuze

2 a hmotnosti odpovidajici pramérné 7 % hmotnosti

je se svou plochou 1,2-2,2 m
lidského téla nejvétsim a zarovenn nejhmotnéjsim organem lidského téla (Marieb a

Hoehn 2016).

2.1.1 Fyziologie kiize

Kize na povrchu lidského téla mé fadu riznych funkei. V prvni radé slouzi jako
fyzickd bariéra. Tato bariéra ochranuje organismus pred vlivy vnéjstho prostiedi,
a to fyzikdlnimi, chemickymi i biologickymi — omezuje pronikani UV zéfeni, mik-
roorganismu ¢i toxinti hloubéji do organismu (éihék 2016; Marieb a Hoehn 2016;
Montagna (1974). Zaroven vsak zprostredkovava latkovou vymeénu s okolim(éihék
2016).

Dalsi funkci kuze je udrzeni homeostazy. Kuze je zodpovédna za udrzeni tep-
loty télesného jadra a regulaci télesné teploty, kdy predava teplo generované procesy
uvnitf organismu chladnéjsimu okolnimu prostiedi na zakladé principu tepelné vy-
mény (Marieb a Hoehn 2016). Soucasti tohoto termoregula¢niho systému jsou i potni
zlazy a tok krve kuzi (éihék 2016)). Potni 7zlazy jsou zodpovédné za bilanci vody v
organismu, kdy sekreci teplé vody ven z organismu zabranuji pfehiati organismu.
Tento druhy mechanismus je organismem pfirozené vyuzivan bez ohledu na vnéjsi
teplotu, nicméné s rostouci teplotou okoli jeho vyznam roste (Marieb a Hoehn 2016)).

Cévy pritomné v kizi jsou schopny se seviit a do¢asné zabranit toku krve do této



oblasti. Tim umozni pokles teploty kuze a sniZzeni tepelnych ztrat zpusobenych te-
pelnou vymeénou s okolim (Marieb a Hoehn [2016)).

Kuze méa téz metabolickou funkci. Dochézi zde k syntéze latek jako jsou vitamin
D ¢ melanin z prekurzori a skladuji se zde latky rozpustné v tucich, napiiklad
vitaminy A, D, E a K (éihék ; Marieb a Hoehn . Kiuze také obsahuje velké
mnozstvi receptoru slouzicich pro prenos smyslové informace z vnéjsiho prostiedi a

je podstatnou sou¢ésti imunitniho systému (Cihak [2016).

2.1.2 Anatomie ktuze

Anatomie kize je nazorné vyobrazena na Obr. 2.1} Z hlediska stavby méa kize
2 hlavni vrstvy, a to pokozku (epidermis) a Skaru (dermis) (Cihak Marieb a
Hoehn . Pod témito dvéma vrstvami se nachézi podkozni vazivo (hypodermis),
které jiz neni soucasti kiize a slouzi k uskladnéni tuku a uchyceni kiize na vnitini

struktury téla (Marieb a Hoehn 2016).

epidermis <

© 2013 Encyclopaedia Britannica, Inc.

Obr. 2.1: Struktura kuze. Prevzato z (Ebling a Montagna 2021, preloZzeno.

2.1.2.1 Pokozka

Vngjsi vrstvou kiize je pokozka (éihék 2016)), ktera funguje jako stit téla (Marieb
a Hoehn 2016)). Pokozka je hladka tkan, ktera je narusena pouze vlasovymi folikuly a
pory potnich zlaz (Jablonski 2004). Pokozka je tené¢i nez skara (Jablonski 2004) a na

4



rozdil od skéry neobsahuje Zadné krevni cévy (Cihak 2016 Marieb a Hoehn [2016).
Dodavani zivin je zajisténo diftzi z dermis (Cihak 2016; Marieb a Hoehn 2016)).

Pokozka je tvorena 4 ruznymi typy bunék — keratinocyty, melanocyty, Langer-
hansovymi bunikami a Merkelovymi buiikami (Marieb a Hoehn [2016; McGrath a
Uitto 2016]).

Keratinocyty predstavuji vétsinu bunék epidermis (éihék 2016; Marieb a Ho-
ehn 2016)). Keratinocyty se v pokozce témér neustale mnozi a umoznuji tak obménu
pokozky kazdych 25-45 dni (Marieb a Hoehn [2016)). Jejich funkéni vyznam spo-
¢iva zejména v tvorbé prekurzori pro tvorbu vlédknitého proteinu keratinu (éihék
2016). Keratinizovana vrstva pokozky je zodpovédna za jeji elasticitu a odolnost
vadi fyzikalnim a chemickym faktorim (Marieb a Hoehn 2016; Jablonski [2004)).

Melanocyty se vyskytuji v nejhlubsich vrstvach pokozky a jejich funkci je syn-
téza pigmentu melaninu, ktery kumuluji v granulich oznacovanych jako melanozomy
(Marieb a Hoehn 2016]). Melanozomy jsou obsazeny ve vybézcich melanocytt (den-
dritech) a akumulaci v nich se melanin dostava do okoli keratinocytu (Jablonski
2004), kde zapri¢inuji zbarveni kiuze (McGrath a Uitto 2016). Melanozomy se na-
sledné akumuluji kolem keratinocyt na té strané, kterd je vystavena slunec¢nimu
zafeni a pusobi jako §tit, ktery brani jadro keratinocytu pied vlivem UV zafeni
(Marieb a Hoehn 2016)).

Langerhansovy buiiky jsou specializované buiiky imunitniho systému, které hraji
klicovou roli v imunitni odpovédi kuze (McGrath a Uitto 2016; Jablonski [2004)).

Merkelovy buiiky funguji jako hmatové senzory (McGrath a Uitto |2016).

2.1.2.2 Skara

Skéra je siln, flexibilni spojovaci tkan (Jablonski|2004). Tvoif ji prevazné fibrob-
lasty, makrofagy a v mensim mnozstvi i zirné bunky a bilé krvinky (Marieb a Hoehn
2016)). Skéra je bohatd na nervova vlakna, krevni cévy a lymfatické cévy (Marieb
a Hoehn 2016) a obsahuje téz potni zlazy zodpovédné za termoregulaci (Jablonski
2004).

Skéru tvort podpiirné polotekutda matrix, v niz jsou polysacharidy a proteiny
zapleteny do sité, kterda poskytuje kuzi pruznost a ma kapacitu pro zadrzeni vody

(McGrath a Uitto 2016). Voda tak predstavuje asi 60 % skary. Proteinovou slozku
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skary tvori kolagen a elasticka tkan, pricemz kolagen predstavuje 80—85 procent suché
hmoty proteinové matrix a zajistuje pruznost kize a jeji pevnost v tahu (McGrath

a Uitto |2016).

2.2 Ultrafialové (UV) zafeni

2.2.1 Elektromagnetické zareni

Elektromagnetické pole je jednim ze zakladnich fyzikalnich projevi hmoty. Elek-
tromagnetické pole mé vlastnost prenaset viny, které oznacujeme jako elektromag-
netické vlny, a které charakterizuje jejich vlnova délka A, resp. energie E ¢i frekvence

f. Tyto veli¢iny jsou spolu vzajemné propojeny vztahy

A=2 E=h-T (2.1)
f

kde v je rychlost &ifeni elektromagnetické viny a h = 6,626 - 1072* J - s je Planckova
konstanta.

Na zakladé rozsahu vinovych délek délime elektromagnetické viny zpravidla do 7
oblasti elektromagnetického zateni. Nejkratsi viny, jejichz vlnova délka odpovida
radové 10-100 pm, jsou vlny gama zéafeni. Se zvysujici se vinovou délkou pak roz-
liSujeme rentgenové zareni, ultrafialové zareni, viditelné zareni, infracervené zafeni,
mikrovinné zéreni a radiové zareni s vlnovou délkou az nékolik kilometrii.

Slunec¢ni zareni je elektromagnetické zareni emitované z povrchu Slunce a je jed-
nou z nezbytnych podminek pro existenci zivota na Zemi. Spektrum tohoto elektro-
magnetické zéfeni zahrnuje vinové délky od infracervené oblasti az po gama zéafeni
(Rajnochova Svobodova 2012). Spektralni charakteristiky a intenzita slozek terestri-
alnfho zéareni, tj. slune¢niho zéfeni dopadajiciho na zemsky povrch, se méni v pri-
béhu dne, roku, ¢ se zemépisnou polohou (Hart a kol. 2018). Pfiblizné je terestrialni
zéreni tvoreno z 50 % infrac¢ervenym zarenim (760-1000 nm), z 40 % viditelnym za-
fenim (390-760 nm) a z 10 % UV zafenim (295-400 nm) (Rajnochova Svobodova
2012). Ostatni slozky slune¢niho zafeni (tj. ty s kratsi vlnovou délkou) jsou ab-
sorbovany ozoénovou vrstvou zemské atmosféry (Benes a kol. [2015; Ettler a Ettler

2016).



Ultrafialové (UV) zéreni je formalné definovano jako elektromagnetické zatreni v
oblasti vlnovych délek 100-400 nm, pricemz je dale déleno na 3 podoblasti — UVA
(315-400 nm), UVB (280-315 nm) a UVC (100-280 nm) (Ultraviolet radiation|2021)).
UVA také byva oznacovano jako blizké pasmo, UVB jako stfedni pasmo a UVC jako
germicidni pasmo UV zafeni (Benes a kol. |2015)). UVA zafeni je déale déleno na UVA1
(315-340 nm) a UVA2 (340-400 nm) (Moyal a Fourtanier 2004)). Na zemsky povrch
vsak jako soucést terestrialniho zafeni dopada UV zareni pouze v oblasti vinovych
délek 295-400 nm. Zbyla ¢ast UV zareni o vlnovych délkach 100-295 nm (tj. veskeré
UVC a vyznamna ¢ast UVB zafeni) je absorbovana zemskou atmosférou. V.UV
zaieni dopadajici na zemsky povrch tak je zastoupeno piiblizné 95 % UVA a 5 %
UVB slozky (Benes a kol. 2015; Rajnochova Svobodova 2012; Ettler a Ettler 2016)).

Pro elektromagnetické viny obecné plati, Ze hloubka pronikani roste s rostouci
vlnovou délkou, a tedy delsi viny pronikaji hloubéji (Benes a kol. 2015). To plyne ze

vztahu pro hloubku pronikani elektromagnetického zéareni 9,

1 41 .
5—p = Tlm (n(w)), (2.2)

kde n je komplexni index lomu a w thlova frekvence zareni. Z toho plyne, Ze zatimco
UVB zafeni je ze 70 % absorbovano na povrchu kuze, priblizné 20 % pronika do
pokozky a pouhych 10 % dosahne svrchni ¢asti skary, UVA je z ¢asti absorbovéano
ve Skare a 20 — 30 % zafeni pronika do hluboké skary (Moyal a Fourtanier 2004)).
Zejména v souvislosti s biologickym piisobenim UV zareni je tfeba definovat
veli¢inu, ktera kvantitativné popise mnozstvi absorbovaného zareni. Davka zafeni D

je dana vztahem

D[J-em™] = E[W-cm™] - . [s], (2.3)

kde E je ozareni, které je definovano jako vykon zéareni dopadajictho na jednotku

plochy, a t. doba expozice (Grimes 2015).

2.2.2 Ucinky UV zafeni na lidsky organismus

Jednorazové i opakované vystaveni lidského organismu sluneé¢nimu zafeni vyvo-
lava kratkodobé i dlouhodobé tcinky na kizi (Moyal a Fourtanier 2004). Za vétsinu

koznich zmén, ke kterym dochazi v disledku expozice slune¢niho zareni, je zodpo-

7



védné pravé UV zareni (Moyal a Fourtanier 2004). Vysoké davky UV zafeni dopa-
dajictho na ktizi mohou vyvolat akutni degenerativni zmény na kizi jako je opéaleni
¢i spéleni ktize, v extrémnim piipadé vedou az k chronickym zménam jako je pred-
Casné starnuti kuze ¢ vznik (zhoubnych) nadora kize (Benes a kol. |2015; Moyal a

Fourtanier |2004).

2.2.2.1 Akutni zmény kiuze

Mezi akutni zmény ktze fadime erytém a pigmentaci kiize a imunologické zmény
neboli fotosenzitivitu (Taylor a Sober |1996)).

Spaleni kuze je stav, kdy dochazi k poskozeni epidermis i dermis. Je zpravidla
reprezentovan vznikem erytému a edému spolu se zvysenou citlivosti pokozky. Krom
téchto dochazi i k méné zjevnym zménam jako je naruSeni termoregulace ¢i mole-
kularni zmény (napiiklad poskozeni biomembran ¢i chyby v syntéze DNA, RNA a
proteint). Je-li spalené vét$ina povrchu téla, dochazi k systémovym reakcim jako je
horecka, nachlazeni, nevolnost ¢i vycerpani. (Taylor a Sober |1996])

Intenzita i doba nastupu erytému zavisi na vlnové délce zareni. Intenzita vznik-
lého erytému roste se zkracujici se vinovou délkou a rostouci davkou. Vznik erytému
se lisi podle typu UV zéafeni dobou nastupu i molekuldrnim mechanismem. Erytém
v dusledku ozéfeni UVB vznika zpravidla se zpozdénim a svého vrcholu dosahuje
zpravidla po 6-24 hodinach po ozafeni, konkrétni doba zavisi na dévce a pfi silném
ozafeni muZe erytém vznikat okamzité (Ettler a Ettler 2016]). UVA erytém predsta-
vuje asi 15 % erytému vzniklého v dusledku slunecniho zafeni a nastupuje okamzité
po skonceni ozarovani. UVA erytém je zavisly na piitomnosti kysliku, UVB erytém
je na kysliku nezévisly, tj. mechanismy jejich vzniku jsou odlisné (podrobnéji v sekci
2.2.3). (Moyal a Fourtanier [2004)

UV zareni stimuluje pigmentaci kuze (Ettler a Ettler [2016). Pigmentace kuze
néasledujici po vystaveni slune¢nimu zafeni je okamzitou reakei se zpozdénou formaci
nového melaninu. K piimé pigmentaci dochazi pouze po expozici UVA zareni a zavisi
na jeho davce — pii dévce mensi nez 6 J - cm™? dochazi k okamzité pigmentaci (IPD,
immediate pigment darkening), pfi davee piesahujici 10 J-cm™? dochazi k trvalé
pigmentaci (PPD, persistent pigment darkening), kterou je mozné pozorovat po

odeznéni IPD a trva nékolik hodin aZ dni, a pii davce pfesahujici 15 J - cm ™2 pro



svétlé kozni typy a 60 J-cm ™2 pro tmavé kozni typy dochazi k tvorbé erytému.
Oproti tomu v dusledku expozice UVB nedochézi k pigmentaci, jedinou barevnou
reakci na expozici UVB je erytém. Obé slozky jsou vSak zodpovédné za opozdéné
opaleni, kdy po ozareni dochézi k excitaci melanocyti a k tvorbé melaninu, jehoz
narast mizeme pozorovat 72 hodin po ozareni. Melanizace v disledku kumulativni
expozice UVA trva déle nez ta dosazena expozici UVB, coz ziejmé souvisi s bazélni
lokalizaci pigmentu aktivovaného UVA, kdezto melanizace v dusledku UVB zmizi

béhem meésice v disledku obnovy epidermis. (Moyal a Fourtanier |2004])

Expozice UV miize zpisobit lokalni i systémové potlaceni imunity, tento jev
byvéa oznacovan jako imunosuprese (Moyal a Fourtanier 2004). V disledku prso-
beni UV zafeni dochazi k poklesu poc¢tu Langerhansovych bunék a ristu poctu
T-supresorovych lymfocyti. UV zafeni navic piimo ovliviiuje lymfocyty — dochazi k
funkénim zménam a zménam v jejich distribuci. Ozéafeni UV kiize miize modifikovat
proteiny v bunééném jadie ¢i membranach. Tyto modifikované proteiny (fotoanti-
geny) jsou pak vnimény jako cizorodé proteiny, a tak vyvolavaji obrannou reakci
imunitniho systému. UV expozice keratinocyti a dalsich koZznich bunék zptsobuje
sekreci interleukini, které jsou schopny lokalné i systémoveé ovlivnit imunitni systém.
Tento jev hraje dulezitou roli v rozvoji rakoviny kuze, zvySuje vyskyt a zévaznost
infekei a virovych onemocnéni a snizuje tc¢innost vakcin (Moyal a Fourtanier [2004)).

(Taylor a Sober |1996))

Zvysena citlivost kiize na svétlo (fotosenzitivita) je abnorméalni reakei kiize na
vystaveni UV zareni. Fotosenzitivita mtze byt metabolicka, léky indukovana, idio-
patickd ¢i vyvolana fotodrazdénim. Fotosenzitivita indukovana léky ¢i jinymi che-
mikaliemi je zptlisobena absorpci konkrétnich vinovych délek UV zafeni danou lat-
kou. Prikladem metabolické reakce jsou porfyrie, které jsou zpiisobeny endogenni
fotosenzitizaci jednou nebo vice porfyrinovych slozek v kuzi. Hypersenzitivita vici
slunecnim paprskiim se téz Casto vyskytuje u pacienti s vzacnym onemocnénim
Xeroderma pigmentosum, ktefi maji porusenou schopnost opravy DNA. (Taylor a

Sober 1996):

V dusledku UV expozice dochazi také ke ztlusténi epidermis, coz vede k vyssi
odolnosti vici dalsimu ozareni (Ettler a Ettler 2016). To je vysledkem zvySené mi-

totické aktivity keratinocytu (Ettler a Ettler [2016]).
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2.2.2.2 Chronické zmény kiize

Mezi chronické zmény kuze vzniklé v dusledku expozice UV zéareni patii fotoder-
matozy, starnuti kiize a fotokancerogeneze.

Fotodermatozy jsou skupina koznich chorob, na jejichz vzniku se podili UV ¢i
viditelné svétlo (Zaruba a kol. [1994). Fotodermatozy pak muzeme rozdélit na foto-
toxické, kdy se citlivost na UV zafeni méni kvantitativné s mnozstvim dopadajictho
zafeni, a fotoalergické, kdy ke zménam dochazi kvalitativné v disledku zmény imu-
nitnich procesu (Bucek 2003)).

Starnuti je pfirozeny proces, ktery vSak miize byt ovlivnén vnéjsimi faktory.
Pred¢asné starnuti kuze v dusledku opakovaného pusobeni UV zafeni, fotostarnuti,
narozdil od bézného starnuti nezavisi pouze na toku ¢asu, nybrz zejména na miie
vystaveni UV zareni v kombinaci s koznim typem jedince (Chung a kol. 2004)). Fo-
tostarnuti se od prirozeného starnuti nelisi pouze ptivodem vzniku, odlisné jsou i
projevy. Fotostarnuti se projevuje tvorbou vrasek, vznikem nadmérné ¢i malo pig-
mentovanych oblasti kiize, zménami v pruznosti kuze ¢i hypertrofii pokozky, ktera
je reprezentovana ztlusténim pokozky (Moyal a Fourtanier 2004]).

V extrémnim piipadé vede nadmérna expozice UV az ke vzniku nadort. K in-
dukci zhoubnych nadori dochéazi skrze poskozeni DNA, nonmelanomové kozni na-
dory vznikaji v disledku chronické expozice UV, maligni melanomy v disledku opa-

kovaného akutniho aktinického poskozeni kiize (spaleni se) (Ettler a Ettler 2016)).

2.2.2.3 Terapeutické a diagnostické uc¢inky UV zaieni

Dopadajici UV zafeni v odpovidajici mife je nezbytné pro spravnou funkei lid-
ského organismu, jeho nedostatek se projevuje formou onemocnéni. Napiiklad UV
zafeni o vlnové délce kratsi nez 300 nm je nezbytné pro tvorbu vitaminu D z pre-
kurzoru v kuzi. Dostateéné mnozstvi vitaminu D v téle je nezbytné pro spravné
fungovéani lidského organismu a jeho nedostatek vede k onemocnéni znamé pod na-
zvem kiivice (rachitis). (Benes a kol. 2015))

UV zafeni se uplatiuje i pii fyzikalni 1lé¢bé nékterych koznich chorob (tzv. foto-
terapie). P¥istroj oznac¢ovany jako Finsenova lampa vyuziva UV zafeni k 1é¢bé kozni
tuberkulozy (lupus vulgaris) a chronické formy lupénky (psoridzy) se 1é¢i pisobe-

nim UV zafeni v rozsahu vlnovych délek 315-400 nm. Terapeutickd metoda PUVA
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je chemoterapeutickd metoda, ktera spoc¢iva v kombinaci pusobeni UVA zafeni a
léku (predevsim psoralent) zvySujicich citlivost na svétlo (Zaruba a kol. |1994)). Tyto
terapeutické metody jsou zaloZzeny na déjich fotoimunomodulace a fotoimunosuprese
(Ettler a Ettler 2016)).

Soucasti diagnostiky ktize jsou laboratorni vysetieni, pricemz néktera z nich vyu-
zivaji UV zareni. PTi mykologickych vySetfenich kiize je vyuzivana Woodova lampa,
ktera emituje UVA. Na toto UVA pak nékteré ¢astice ¢i latky reaguji fluorescenci.
Podle vinové délky, na které k fluorescenci dochazi, je mozné stanovit konkrétni der-
matomykézy. Dalsim moznym vyuziti UV zafeni v diagnostice je stanoveni citlivosti
kize vici UV paprskim, které se provadi pii vySetieni fotodermatoz. (Zaruba a kol.

1994)

2.2.3 Molekularni mechanismus ptisobeni UV zareni

2.2.3.1 Mechanismy ptisobeni UV fotont

UV foton dopadajici na povrch kize muze byt absorbovan, odrazen ¢i rozptylen.
Absorpce je fotochemicka reakce, pii které dochazi k absorpci jednoho fotonu mo-
lekulou a nasledné produkci excitovaného stavu, ve kterém je elektron absorbujici
molekuly vybuzen na vyssi energetickou hladinu. Tento prenos muze byt efektivni,
pokud energie fotonu zafeni odpovida energetickému rozdilu energetickych hladin
pocatecniho a koncového stavu. Fotony UV zafeni maji vSak dostatek energie na
to, aby jejich absorpce vedla nejen k excitaci elektront, ale i k ionizaci ¢ rozbiti
molekularnich vazeb. Odraz nastava na povrchu kiize i v jejim vnitinim prostiedi.
Rozptyl nastava v dusledku rozdilnych strukturnich prvku jako jsou vlasové foli-
kuly ¢ mazové zlazy ¢i bunécénych komponent jako jsou mitochondrie ¢i ribozomy.
(Poljsak 2012)

K biologickému poskozeni UV fotony dochézi dvéma rtiznymi mechanismy. Pfimy
mechanismus poskozeni spo¢iva v absorpci UV zafeni bunéénym materidlem (DNA,
proteiny), ktera vede ke zméné jejich struktury a nésledné modulaci imunitnich a
biochemickych drah (Hart a kol. 2018). Molekuly v kuzi nebo jejich ¢asti, které jsou
schopny absorbovat UV-VIS zafeni oznacujeme jako chromofory (Moyal a Fourta-

nier 2004). Nepfimy mechanismus poskozeni se odehrava za pomoci fotosenzitizac-
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niho procesu. Senzitizér pritomny v kuzi absorbuje dopadajici UV foton, ¢imz dojde
k jeho vybuzeni do vyssiho excitovaného stavu. Senzitizér tak prechézi ze zaklad-
niho stavu do singletniho excitovaného stavu, ktery mé kratkou dobu Zivota, a z néj
zpravidla prechézi do tripletového stavu s delsi dobou zivota. K prechodu z excitova-
ného stavu zpét do zédkladniho stavu pak mize dojit neskodné vnitini konverzi, nebo
muze dojit k poskozeni okolntho bunééného materialu. Mezi UVB chromofory patii
DNA, trans-urokanova kyselina, membréanové fosfolipidy ¢ tryptofan (Hart a kol.
2018). Kozni buiiky obsahuji fotosenzitivni molekuly jako jsou baze nukleovych ky-
selin, NAD(P)H, hem, chinony, flaviny, porfyriny, karotenoidy, 7-dehydrocholesterol
a UVA chromofory jako eumelanin & urokanova kyselina (Rajnochova Svobodova

2012). (Pattison a Davies 2006)

Neprimé poskozeni se muze odehravat dvéma riznymi cestami, hovoiime o fo-
toposkozeni typu I a fotoposkozeni typu II. Fotoposkozeni typu I zahrnuje piimou
reakci excitovaného senzitizéru, kdy je prenesen excitovany elektron na cilovou mo-
lekulu, v disledku ¢ehoz dochazi k tvorbé radikalu. Tyto radikaly nasledné mohou
interagovat s kyslikem za vzniku oxidovanych produktii. Fotoposkozeni typu II spo-
¢iva v pfimém prenosu energie z tripletu na molekularni kyslik za vzniku singletniho
kysliku. Obé tato poskozeni probihaji v bufice zaroven a jejich pomér je dan typem
senzitizéru, koncentraci cilové molekuly a kysliku. (Pattison a Davies 2006; Rajno-

chova Svobodova 2012)

UVA zafeni zpravidla nemé dostate¢nou energii pro vyvolani pfimého poskozeni
molekul, a tak jeho pisobeni spo¢iva v iniciaci masivni produkce reaktivnich kys-
likovych a dusikovych sloucenin (ROS, RNS) v dusledku interakce UVA fotonu s
endogennimi senzitizéry jako jsou riboflavin, koenzymy nikotinamidu a vzécné baze
DNA (Rajnochova Svobodova [2012; Poljsak [2012). Pfenosem elektronu na mole-
kulu kysliku vznikaji reaktivni formy molekul kysliku a dusiku (Obr. [2.2), jez jsou
nasledné schopny poskodit molekuly DNA, proteiny a lipidy (Hart a kol. 2018]). Je-
likoz jsou fotony UVA méné energetické v porovnani s fotony UVB, je pro vyvolani
poskozeni tfeba vyssi mnozstvi téchto fotoni. To vSak neznamena, Ze by poskozeni
indukovana UVA zafenim méla byti méneé casta, nebot procentuélni zastoupeni UVA
oproti UVB v terestridlnim zéfeni je znacné vyssi a zaroven jsou UVA fotony schopny

pronikat hloubé&ji do ktze (Poljsak 2012). Minoritné mohou UVA fotony generovat
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Obr. 2.2: Schéma znazornujici mechanismy produkce ROS a RNS v dusledku piiso-
beni UV zafeni. Pievzato z (Mitra a kol. 2019), upraveno.

poskozeni skrze piimou absorbci DNA ¢i proteiny (Pattison a Davies 20006).

UVB oproti tomu vyvolava ptimé poskozeni molekul, zpravidla pak aromatickych
heterocyklickych bazi nukleovych kyselin a aromatickych aminokyselin s absorpénim
maximem 260-280 nm (Rajnochova Svobodova [2012)). Zaroven vsak, podobné jako
UVA, vyvolava i nepfimé poskozeni v disledku produkce reaktivnich forem molekul

(Poljsak [2012]).

2.2.3.2 UVA senzitizéry a UVB chromofory

Urokanova kyselina (UCA) je UV chromofor bé&zné se vyskytujici v lidské kuazi.
UCA se vyskytuje ve dvou izomernich forméch jako trans- nebo cis-izomer, pri-
¢emz v kizi, kterd nebyla vystavena ptsobeni UV zafeni se vyskytuje trans-UVA.
Oba izomery vykazuji podobna absorpéni spektra v UV oblasti s absorpénim maxi-
mem okolo 268 nm (Young 1997). Expozice UVB vede k fotoizomeraci trans — cis
(Obr. , ¢imz prispiva k fotoprotekei (Wondrak a kol. 2006). Zaroven vsak vznikla
cis-UCA funguje jako mediator fotoimunosuprese, ktera muze vést az k fotokance-
rogenezi (Tulah a Birch-Machin 2013). Trans-UCA navic podléhé fotosenzitizacnim
reakcim, coz vede k preméné na jeji cis formu a nasledné k produkci 'O, ¢mz

prispiva k fotostarnuti (Wondrak a kol. [2006).
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Obr. 2.3: Izomerace urokanové kyseliny. Prevzato z (Wezynfeld a kol. 2014)), ptelo-
Zeno.

Rada porfyrinu jako naptiklad uroporfyriny, koproporfyriny ¢i protoporfyrin IX
jsou potencialnimi UVA senzitizéry (Wondrak a kol. 2006)). Zejména endogenni Pro-
toporfyrin IX, prekurzor hemu, se vyznamné podili na produkei 'O, v diisledku UVA
ozéareni (Baumler a kol. 2012).

Flaviny jsou téz vyznamnymi UVA senzitizéry. Excitace riboflavinu, flavin mono-
nukleotidu a flavin adenin dinukleotidu zafenim v oblasti UVA vede k silné produkeci
10, (Baier a kol. [2006). Riboflavin vSak po absorpci UVA podléha fotosenzitiza¢nim
reakeim typu I i II, a tak dochazi k produkeci nejen 'O, ale i superoxidu ¢i HyO,.
Vznikly tripletni stav riboflavinu #idi fotodegradaci volnych ¢i na protein navaza-
nych aminokyselin jako je tryptofan ¢i tyrozin a zahajuje fotoinaktivaci nékterych

bunéénych enzymt (Wondrak a kol. 2006).

2.2.3.3 Biologické poskozeni molekul

Biologické molekuly jako DNA, lipidy a proteiny jsou konstantné vystaveny skod-
livym vliviim z okoli. Takovymi piirodnimi vlivy jsou piisobeni UV zafeni, radiace ¢i
vliv chemikalii pfitomnych v jidle, ovzdusi i vodnim prostiedi (Poljsak 2012). Tyto
molekuly mohou byt poskozeny pfimym ¢i nepfimym mechanismem. V pripadé ne-
pifimého poskozeni ROS a RNS vzniklé v disledku absorpce UV zareni atakuji tyto
molekuly a zptusobuji oxida¢ni poskozeni. V disledku toho vznikaji lipidové hyd-
roperoxidy, karbonylované proteiny, jednoduché zlomy i modifikované baze DNA
(Rajnochova Svobodova 2012)).

Absorpéni spektrum DNA (Obr. obsahuje absorpéni pés v intervalu vino-
vych délek 230-300 nm s maximem odpovidajicim hodnoté 260 nm, za které jsou
zodpovédné purinové a pyrimidinové baze (Pattison a Davies 2006). P¥imé poskozeni

DNA tak muze zpusobit pouze UVB zafeni.
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Obr. 2.4: Absorp¢ni spektrum molekuly DNA v oblasti UV zéafeni. Prevzato z (Rod-
ger 2013)).

DNA je sice schopna prevést vétsinu prichozich fotoni na neskodnou tepelnou
energii, nicméné malé procento UVB fotonu je zcela absorbovano (Grimes [2015).
Tato absorpce zpisobuje vznik 1ézi na pyrimidinovych bézich, které se spolu kova-
lentné paruji a zpusobuji distorzi dvousroubovice DNA (Moyal a Fourtanier 2004]).
Témito lézemi jsou cyklobutan pyrimidinové dimery (CPD), 6-4 fotoprodukty (6-4
PP) a Dewarovy izomery (Moyal a Fourtanier 2004)). Nejc¢astéjsi a nejvice cytoto-
xické jsou CPD, které vznikaji v disledku adice druhé pyrimidinové baze na dvoj-
nou vazbu tripletového excitovaného stavu pyrimidinové baze a svou pritomnosti ve
struktufe DNA blokuji transkripci a replikaci (Moyal a Fourtanier 2004; Pattison
a Davies [20006)). Zatimco CPD jsou nejc¢astéjsi a nejvice cytotoxické, 6-4 PP vedou
tvofeny izomeraci 6-4 PP zafenim o vlnové délce vétsi nez 290 nm (Sinha a Hader
2002). Schopnost UV zafeni poskodit DNA souvisi s flexibilitou molekuly DNA —
CPD se castéji tvori na jednovlaknovych molekuldch DNA a na flexibilnich koncich
molekul (Sinha a Hader [2002; Pattison a Davies 2006)).

Vznik pyrimidinovych dimeri neni jediné mozné poskozeni pyrimidinovych bazi.
Expozice monomerniho cytosinu UV zareni vede ke vzniku nestabilniho hydratova-
ného produktu, ktery se naslednou deaminaci pfeméiuje na analog uracilu (Pattison
a Davies 2006)).

Piima absorpce UVB vsak muze poskodit i purinové baze — vlivem UVC zareni
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mohou vznikat dimery adeninovych rezidui a vlivem UVB zafeni dimery adeninu a
thyminu. Cetnost téchto zmén je vSak velmi nizké v porovnani s mnozstvim pyrimi-

dinovych dimertu (Pattison a Davies 2000]) .

Pogkozeni vznikla v dusledku pusobeni UVA jsou zpusobena nepfimym mecha-
nismem a negativni vliv UVA zafeni na DNA je v porovnéani s UVB nizsi (Moyal a
Fourtanier [2004)). Nepiimé poskozeni DNA nastava pii kontaktu UV fotonu s chro-
moforem, ktery neni schopny rychle snizit excitovanou molekulu na neskodné teplo,
a tak ma dlouhou dobu zivota, béhem které muze reagovat s okolnimi molekulami
(Grimes 2015). Produkce volnych radikala a ROS vede k tvorbé 1ézi v dusledku oxi-
dace DNA (Pattison a Davies 2006)). Oba typy nepfimého poskozeni DNA poskozuji

v

bazické skupiny DNA, pricemz nejnachylnéjsi je guanin, jehoz ioniza¢ni potencial je
blizné stejné casté (Pattison a Davies 2006). Jednim z nej¢astéjsich poskozeni DNA
v dusledku pusobeni UV zéareni (a obecné i ROS) tak je tvorba 8-oxo-guaninu (80G)
(Yarosh a Smiles 2009).

Pokud tato poskozeni nejsou opravena, dochazi k mutacim, jez vedou k chybnému

¢teni genetického kodu a zpusobuji bunéénou smrt (Moyal a Fourtanier 2004; Grimes

2015).

Diky své cetnosti, pritomnosti endogennich chromoforti v rdmci své struktury,
schopnosti vazat exogenni chromoforni latky a rychlym reakcim s ostatnimi excito-
vanymi molekulami jsou proteiny hlavnim cilem fotooxidaci v buiice. Fotooxidace
aminokyselin, peptidi a proteinti nastava primym i obéma nepiimymi mechanismy.
Prima oxidace UV zafenim je vyznamné, pouze pokud je zafeni absorbovano pro-
teinem. To pro proteiny bez navazanych kofaktorti nastava pouze pro zareni s vl-
novymi délkami kratsimi nez 320 nm. K fotooxidaci proteini dochazi v disledku
ptimé absorpce UV zafeni postrannimi Fetézci nebo navazanymi senzitizéry. (Patti-

son a Davies 2006; Davies a Truscott 2001)

Hlavni chromoforni aminokyseliny piitomné ve struktute proteinu jsou tryptofan,
tyrozin, fenylalanin, histidin, cystein a cystin, ostatni aminokyseliny pii vinovych
délkach nad 230 nm nijak vyrazné neabsorbuji. Nejsilnéjsim chromoforem mezi ami-
nokyselinami je tryptofan, nicméné pro jeho nizké zastoupeni v lidskych proteinech

neni vyznamnéjsim cilem UV poskozeni nez ostatni aminokyseliny. Pfimé& absorpce
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Obr. 2.5: Schematické znézornéni molekularnich mechanismii, skrze které UV zafeni
poskozuje biologické molekuly. Pfevzato z (Nguyen 2014)), upraveno.

UV zareni kostrou proteinu je zanedbatelna, pouze peptidové vazby disponuji sla-
bym absorpénim pasem v oblasti 210-220 nm, a tak jsou za pifimou absorpci UV

zéfeni v proteinech zodpovédné pravé postranni aminokyselinové fetézce. (Pattison

a Davies 2006; Davies a Truscott 2001))

K poskozeni proteinii dochazi i nepfimym mechanismem. Produkované ROS vy-
tvareji kovalentni vazby mezi proteiny, napiiklad oxidaci sulthydrylovych skupin
vznikaji disulfidové vazby, jez vedou k inaktivaci enzymt, funkénimu poskozeni bu-
nék a naslednému uvolnéni protedz, kolagenaz a elastaz (Poljsak . Vétsina
poskozeni proteini v disledku piisobeni UV je zptsobena reakcemi se singletnim
kyslikem reagujicim prednostné s postrannimi fetézci obsahujicimi Trp, His, Tyr,
Met a Cys, které vedou k chemické zméné struktury molekuly proteinu (Pattison a

Davies 2006; Poljsak 2012).

Poskozeni UV zafenim se tyka také lipidi. Nenasycené lipidy reaguji s ROS a

tvorli lipidové peroxylové a alkoxylové radikély, které maji tendenci zahajovat Feté-
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zové autokatalytické reakce. (Poljsak 2012)

Vsechny popsané molekularni mechanismy ptsobeni UV zéfeni vedouci k posko-

zeni biologickych molekul jsou schematicky znazornény na Obr. 2.5

2.2.3.4 Poskozeni mitochondrii

Kuze vystavena pusobeni UV zareni muze byt poSkozena na trovni DNA, a
to jak jaderné tak mitochondridlni (mtDNA) (Poljsak 2012; Tulah a Birch-Machin
2013). Na rozdil od jaderné DNA vSsak mtDNA nemé obranné histony, nema introny
a disponuje mensim mnozstvim opravnych mechanismu (Brand a kol. [2018; Birch-
Machin a Swalwell 2010). Tyto rozdily vedou k tomu, Ze u mtDNA vznika asi 10-17 x
vice mutaci v dusledku pusobeni ROS nez u jaderné DNA (Birch-Machin a Swalwell

2010).

Mitochondrie jsou zvlasté citlivé na produkci ROS nadmérnym ozarenim UV, je-
likoZ jsou hlavnim zdrojem bunéénych oxidantii (Brand a kol. 2018). Priblizné 90 %
kysliku je v eukaryotni bunce spotifebovavano v ramci mitochondriédlniho dychaciho
fetézce (Birch-Machin a Swalwell 2010). Nedochazi-li zde ke kompletni redukei kys-
liku, elektrony uvolnéné z dychaciho fetézce reaguji s kyslikem za vzniku superoxido-
vého radikalu a dochazi k produkei ROS (Birch-Machin a Swalwell 2010). MtDNA,
ktera je lokalizovana v matrix v blizkosti vnitini mitochondridlni membrény, je prav-
dépodobné nejkriti¢téjsim cilem této endogenni produkce ROS (Brand a kol. 2018}
Poljsak 2012)).

Popsané skutec¢nost vede k tzv. zac¢arovanému kruhu. Vnitrobunééné ROS jsou
primarné generovany mitochondridlnim dychacim fetézcem, a tak jsou pravé mito-
chondrie primarnim cilem pro oxidativni poskozeni bunky. Akumulované poskozeni
bunécnych signalnich drah generuje chronicky se zvysujici hladinu mitochondrial-
nich ROS, ktera prevysuje mnozstvi, které mize byt bézné zvladnuto vnitrobunéc-
nymi antioxidanty, a dochézi ke zrychleni mitochondrialniho poskozeni (Brand a kol.
2018). Oxidativni poskozeni a zvySeny pocet mutaci mtDNA, které je esenciélni pro
funkci mitochondrii, vede ke starnuti bunék a bunééné smrti. Nefunkéni mitochon-
drie pak produkuji vice ROS, a tak oxidativni poskozeni v dusledku produkce ROS
vede k produkei dalsich ROS. (Birch-Machin a Swalwell 2010)
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2.2.3.5 Antioxida¢ni a repara¢ni mechanismy

Produkce ROS v kiizi je ptirozeny proces (Tyrrell 2012). Kuze disponuje obran-
nym antioxida¢nim systémem, jehoz smyslem je vyporadat se s oxidativnim stre-
sem a imunotoxicitou (Poljsak |2012)). Tento systém sestavé z neenzymatickych (glu-
tathion, kyselina askorbové) i enzymatickych (superoxid dismutéza, katalaza, glu-
tathion peroxidéaza, glutathion reduktaza, thioredoxin reduktéza) antioxidanti, které
se koordinovanym zptusobem podili na udrzeni redoxni rovnovahy (Tyrrell [2012)).

Expozice UVA a UVB v8ak zvySuje produkci ROS, ¢imz dochézi k pretizeni
endogenni antioxida¢ni kapacity kiize a vzniku oxidativniho stresu. To déle vede
k oxidativnimu pogkozeni, imunotoxicité, imunosupresi, poSkozeni DNA a aktivaci
signéalnich drah, které ovliviuji transkripci gent, bunéény cyklus, proliferaci a apo-
ptozu. Vsechny tyto zmény vedou k pred¢asnému starnuti kiize a podporuji kance-
rogenezi. (Dunaway a kol. |2018} Poljsak 2012).

Jelikoz antioxidanti v kuzi zpravidla neni dostatek, dochéazi k poskozeni okolnich
molekul véetné molekul DNA (Poljsak |2012)). Jelikoz molekuly DNA neni mozné (na
rozdil napiiklad od proteini) v buiice nahradit a poskozeni DNA by pro buiiku mélo
dalekosahlé dusledky, vyvinuly si organismy fadu mechanismii opravy DNA (Sinha
a Héader [2002)).

Pravdépodobné nejjednodussi a nejstarsi mechanismus opravy poskozeni v dii-
sledku ptisobeni UV zareni je fotoreaktivace. Béhem fotoreaktivace dochézi k nava-
zéni fotolyazy na CPD (CPD fotolyaza) ¢i 6-4PP (6-4 fotolyaza) a za vyuziti své-
telné energie dochézi k rozstépeni vzniklé vazby a zpétné transformaci na ptvodni
molekulu. Komplexnéjsi mechanismy excisni opravy neprovadi zménu molekuly, ale
nahrazuji poskozené tseky DNA novymi, neposkozenymi. V pripadech, kdy DNA
nemiize byt opravena, dochazi k tolerantnim opravam. Tyto opravy upevinuji léze v
DNA a jsou pravdépodobné zdrojem mutagenezi v dusledku ptsobeni UV zéfeni.
(Sinha a Héder 2002))

Nukleotidové excisni oprava (NER) je evolu¢né zakonzervovany opravny mecha-
nismus, kterd opravuje léze DNA s ruznym stupném distorze DNA Sroubovice ¢i s
vlivem na zastaveni replikace a transkripce. NER ma dva podmechanismy — NER
celého genomu a transkripéni parova oprava. NER celého genomu je schopna opra-

vovat fotodimery v riazné kondenzovaném chromatinu i v riznych fazich bunééného
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cyklu. Transkripéni parova oprava umoznuje rychlou obnovu transkripce zastavené
v dusledku pusobeni UV, a to efektivni opravou fotodimeru, které zabranuji pro-
dlouzovani RNA polymerazou II. Defekty NER vedou k toxicité kiize, vyvojovym a
neurologickym abnormalitam, pred¢asnému starnuti a extrémni nachylnosti k rako-

vinam. (Mullenders [2018))

2.3 Starnuti kuze

2.3.1 Chronologické starnuti kiaze

,Starnuti je pokles maximalni funkce a rezervni kapacity v8ech télnich orgén,
ktery vede k nartistu pravdépodobnosti vzniku onemocnéni a smrti“ (Chung a kol.
2004). Podobné jako vSechny tkané i kuze podléha starnuti.

Chronologické starnuti kuze zahrnuje zmény v kuzi, které nastavaji pouze v du-
sledku toku ¢asu (Yaar 2006). S vékem se méni biochemické slozeni tkéani, fyziolo-
gicka kapacita se postupné snizuje, schopnost piizptisobeni se vnéjsim podminkam
je zmenSena a nachylnost k onemocnénim roste (Chung a kol. 2004). Proces starnuti
je komplexni, miize vychézet z fady riznych mechanismu a je zptisoben paletou riz-
nych faktori. Existuje proto fada teorii, které starnuti vysvétluji kazda ze svého uhlu
pohledu. Tyto teorie obecné délime na teorie ndhodného a teorie programovaného
starnuti. Teorie ndhodného starnuti vychazi z predpokladu, ze starnuti predstavuje
prehlceni systému v disledku dlouhodobé akumulace poskozeni a chyb, zatimco te-
orie programovaného starnuti zastavaji existenci vnitinich hodin, které ridi nejen
vyvoj ale i sebedestrukei jedince (Poljsak 2012]).

Hlavni roli mezi faktory vedoucimi k chronologickému starnuti hraje endogenni
produkce a kumulace ROS béhem bunééného oxidativniho metabolismu (Helfrich a
kol. 2012; Yaar 2006)). ROS jsou sice za béznych podminek zhéSeny antioxida¢nim
systémem, nicméné jeho aktivita se s rostoucim vékem snizuje, a tak dochazi k na-
rustu hladiny ROS v buiikdch (Chung a kol. |2004)). ROS pfitomné v buiice poskozuji
bunééné komponenty jako jsou membrany, enzymy a DNA (Yaar [2006). V souladu
s touto teorif je i pozorovani, Ze stari savci ve svych bunikdch maji velké mnozstvi
oxidovanych lipidi a proteini a poskozené ¢i zmutované DNA, zejména mtDNA

(Poljsak 2012)).
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Na starnuti ma vliv i genetika — starsi lidé maji telomerické sekvence chromozomii
kratsi nez mladsi (Chung a kol. 2004)). Bylo experimentéalné ukézano, ze s kazdym
bunéénym délenim se délka lidskych telomer zkracuje (Poljsak [2012)). Zkracovani
telomer je schopen zabranit enzym telomeraza, ten je vsak aktivni zejména béhem
vyvoje a od jistého stadia vyvoje je (mimo permanentné ¢i periodicky se obnovu-
jici tkané) jeho exprese inhibovana (Chung a kol. 2004). To aktivuje mechanismus,
ktery zabranuje dalsimu bunéénému déleni, nebot kriticky kratké telomery vysilaji
bunéénému cyklu signal k zastaveni ¢i apoptoze (Yaar 2006). Normélni diploidni
bunky tak asi po 50 délenich ztraci schopnost se dale délit (Poljsak 2012).

K chronologickému starnuti ptispiva i modifikace rustovych faktorti a hormoni
— dochazi k poklesu hladiny pohlavnich steroidu (estrogen, testosteron), ubytku
melatoninu, kortisolu, thyroxinu, ristového hormonu ¢i insulinu. Zaroven s rostoucim
vekem klesaji indukované hladiny signalnich molekul (cytokiny, chemokiny), coz vede
ke snizeni nékterych koznich funkei, a klesa i hladina pfislusnych receptoru. (Yaar
2006)

Chronologické starnuti kiize je charakterizovano spise funkénimi nez morfologic-
kymi zménami kuZze (Chung a kol. [2004)). Zestarla kuze je sucha, bled4, laxni a s
jemnymi vraskami, mohou na ni vznikat benigni utvary (Helfrich a kol. |2012)). Do-
chazi k zplosténi epidermalnich vybézki na dermo-epidermalnich spojich, coz vede
k redukei povrchového kontaktu mezi epidermis a dermis, a tak i ke snizeni vymény
zivin a metabolitt mezi nimi (Yaar 2006)). Snizuje se hustota melanocyttu a Langer-
hansovych bunék a naopak roste pocet fibroblasti (Chung a kol. 2004; Helfrich a
kol. 2012)). V zestarlé kuzi dochéazi k ubytku extracelularni matrix a nartastu hladiny
kolagen-degradujicich matrixovych metaloproteinaz (MMP) (Chung a kol. |2004).
To v kombinaci s poklesem syntézy prokolagenu vede k poklesu hladiny kolagenu v

dermis (Helfrich a kol. 2012).

2.3.2 Fotostarnuti ktze

Starnuti ktize je komplexni proces, na némz se podili geneticky program i kumu-
lativni vliv vnéjsich a vnitinich faktora (Yaar 2006; Yin a kol. |[2015). Chronologické
starnuti, které je dano pouze tokem casu, je tak dale ovliviiovano dalsimi faktory

(Chung a kol. 2004). Nejvyznamné&jsim vnéjsim faktorem, ktery ma vliv na pred¢asné
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starnuti kuze, je UV zafeni (Krutmann a Gilchrest [2006). Roku 1986 byl poprvé pou-
zit pojem fotostarnuti (photoaging), ktery byl definovan jako vliv chronické expozice
UV zafeni na ktuzi (Kligman a Kligman 1986). Procesy chronologického starnuti a fo-
tostarnuti se od sebe sice lisi, nicméné jejich projevy se zpravidla vyskytuji soucasné

(Huang a Chien 2020).

2.3.2.1 Klinické a histologické zmény

Zatimco chronologické starnuti vede priméarné k funkénim zménam a projevuje
se jako fyziologické zmény v prubéhu ¢asu (Yin a kol. 2015)), fotostarnuti vede ke
zménam vzhledu kuze (Garmyn a Van den Oord 2004). Fotozestéarla kuze ma drsny
vzhled a hluboké vrasky, ztraci odolnost a elasticitu, zvysuje se jeji kiehkost a snizuje
se schopnost hojeni (Garmyn a Van den Oord 2004; Glogau [2004)). Klinické projevy
fotostarnuti na kuzi se navic lisi podle kozntho typu jedince — zatimco u koznich
typu III a IV se projevuje drsnou, tlustou kuzi s hrubymi vraskami, kozni typy I
a II maji méné vrasek a hladsi kizi s premalignantnimi lézemi jako jsou napiiklad
aktinické keratozy (Yaar|2006)). Jednim z nejobecnéjsich projevi fotostarnuti je kozni
elastoza, coz je utvar slozeny z velkych, spletitych mas degradované elastické tkané
(Yaar [2006]).

Jelikoz je UVB zareni vétsinové absorbovano v epidermis, ovliviiuje zejména epi-
dermalni buniky, tj. keratinocyty. Oproti tomu UVA zafeni prochazi az do dermis,
a tak ovliviiuje jak keratinocyty tak dermélni fibroblasty (Berneburg a kol. [2000).
Fotostarnuti tak ovliviiuje epidermis i dermis na morfologické trovni. Epidermis
vykazuje ruznou tloustku, atypické keratinocyty a melanocyty a ubytek Langerhan-
sovych bunék. Tyto zmény se nésledné projevuji jako viditelné zmény pigmentu,
benigni hyperproliferujici kozni 1éze, premaligni léze a maligni kozni néddory. Der-
mis ztraci kolagen, objevuji se zde dermalni elastozy a dochézi k redukci mikrofibril
bohatych na fibrilin, coz vede k poklesu elasticity a odolnosti kiize a nartstu poctu
vrasek (Garmyn a Van den Oord 2004).

Zatimco u chronologického starnuti dochéazi obecné k poklesu poc¢tu bunék, foto-
zestarla kuze je charakterizovana vyssim poctem dermélnich fibroblasti ale i Zirnych
bunék, histiocytt a monojadernych bunék, jejichz pritomnost poukazuje na moznost

vzniku zénétlivych procesi. Dochézi také k narustu poctu CD4+ T-bunék, zatimco
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pocet Langerhansovych bunék klesa. (Krutmann a Gilchrest 2006)

2.3.2.2 Molekularni mechanismus

Vzhled zestarlé a fotozestéarlé kiize je ovlivnén komplikovanou siti vlivi, kteréa
zahrnuje nékolik zanétlivych bunéénych signalnich drah, interakce mnoha cytokini
a sebe-opravné reakce poskozenych bunék ¢ tkani (Yin a kol. 2015). UV zafeni
generuje ROS, indukuje mutace mtDNA, méni transkripci jadernych genu a také
spousti dulezité zanétlivé a strukturu degradujici drahy (Huang a Chien [2020).

Jelikoz UV zareni dopadajici na kuzi zvysuje produkeci ROS, je proces fotostar-
nuti doprovazen oxidativnim poskozenim, jemuz jsou vystaveny vSechny bunécné
komponenty (Krutmann a Gilchrest 2006). Vzniklé ROS odstranuji fosfatové skupiny
z receptoru tyrozinfosfataz, coz vede k aktivaci bunéénych povrchovych receptori a
néaslednému sifeni intracelularni signalizace a souvisejici syntéze transkrip¢nich fak-
tort (Glogau [2004). ROS ptimo aktivuji bunééné povrchové receptory pro zanétlivé
cytokiny na keratinocytech a fibroblastech jako jsou interleukiny (IL), epiderméalni
rustovy faktor (EGF) & tumor-nekrotizujici faktor o (TNF-«) (Huang a Chien 2020;
Glogau 2004)). K aktivaci receptort dochazi béhem minuty po expozici UV zafenim
(Chung a kol. 2004)). Aktivované receptory stimuluji transkripci faktora jako jaderny
faktor k B (NFxB) ¢ protein aktivator 1 (AP-1) (Chung a kol. [2004).

Cytokiny TNF-« a IL hraji hlavni roli v imunosupresi v dusledku ptsobeni UVB
zéreni (Yaar 2006). Transkripéni faktor NFxB navic stimuluje transkripci genti dal-
sich prozanétlivych cytokinu (IL-18, TNF-«a, IL-6 a IL-8), ¢imz dochazi k tvorbé
pozitivni zpétnovazebné smycky (Huang a Chien 2020; Chung a kol. |2004).

Indukce AP-1 a NFxB vede k indukci matrixovych metaloproteindz (MMP),
které degraduji proteiny v extracelularni matrix (Berneburg a kol. 2000)). Extrace-
lularni matrix v dermis je tvorena zejména kolagenem I a III, elastinem, proteogly-
kanem a fibrokonektinem, pricemz kolagenova vlakna jsou dulezita pro pruznost a
odolnost kiize a zména jejich poctu ¢i struktury vede k formaci vrasek (Krutmann a
Gilchrest 2006). MMP degraduji kolagen I a III a elastin, ¢imz snizuji jejich mnoz-
stvi v dermis (Huang a Chien [2020; Yin a kol. |2015)). Za béznych podminek je sice
¢innost MMP inhibovana svymi endogennimi inhibitory TIMP, nicméné UV zéafeni

indukuje MMP bez vlivu na expresi ¢i aktivitu TIMP (Krutmann a Gilchrest 2006)).
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AP-1 navic inhibuje signalizaci receptoru transkripéniho rustového faktoru [
(TGF-5), ¢imz blokuje syntézu prokolagenu I a III ve fibroblastech (Huang a Chien
2020} Helfrich a kol. [2012)). V disledku toho dochéazi ke snizeni hladiny prekurzort
kolagenu a zvySeni hladiny elastinu (Yin a kol. 2015)). Ve fotozestarlé kuzi se proto
akumuluji degradovana, dezorganizovana kolagenova vlakna a abnormaéalni material
obsahujici elastin (Krutmann a Gilchrest [2006; Glogau 2004). Tyto akumulované,
poskozené proteiny tvori charakteristické zesileni horni dermis, které rozeznavame
jako solarni elastozu a vrasky (Glogau 2004).

Produkce ROS v buinikich vede také k poskozeni DNA (Yin a kol. 2015)). Foto-
produkty vzniklé v dusledku piisobeni UV mohou vést k mutacim koznich bunék
a jejich starnuti (Yin a kol. [2015). Kombinace mutaci, poklesu reparacni kapacity,
zmény exprese genu zodpovédnych za diferenciaci a ristové regulatory a mutace
protoonkogenti a tumor-supresorovych geni v dusledku plisobeni UV zareni miize
vést ke vzniku fotokancerogeneze (Garmyn a Van den Oord 2004).

Castjrm projevem fotozestarlé kiize je vznik aktinickych keratoz. Aktinické ke-
ratozy jsou epidermalni utvary, které vykazuji proliferaci cytologicky abnormalnich
keratinocyti. Tyto keratinocyty jsou vysledkem UV mutace tumor-supresorového
genu pb3, kterd umoziiuje bunkam proliferaci i pres trvalé poskozeni DNA. (Yaar
2006)

Kumulace mutaci mtDNA hraje vyznamnou roli v procesu chronologického star-
nuti, ve fotozestarlé kuzi navic dochazi k nariastu po¢tu téchto mutaci (Krutmann a
Gilchrest [2006). Kize chronicky vystavena sluneénimu zafeni ma vyssi ¢etnost mu-
taci mtDNA nez chranéna kuze, zejména se zde projevuji rozsahlé delece (Chung a
kol. 2004). Napiiklad k tzv. bézné deleci, tj. deleci 4977-bp mtDNA, dochéazi ve foto-
zestéarlé kuzi az 10x Castéji nez v pred UV ochranéné kazi téhoz jedince (Krutmann

a Gilchrest 2006)).

2.3.3 Fotoprotektivni latky

Fotoprotekce predstavuje soubor mechanismi, které slouzi k ochrané kuze pred
poskozenim UV zafenim (Yin a kol. 2015). Konzistentni vyuzivani téchto mecha-
nismu je dilezitym prvkem prevence akutnich i chronickych jevi v dusledku ptiso-

beni UV zafeni, fotostarnuti a fotokancerogeneze (Friedman a kol. |2016). Ochrana
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pred témito vlivy zahrnuje endogenni faktory, vyhybéani se pfimému slune¢nimu za-
feni, noSeni vhodného obleceni véetné slunecnich bryli a povrchové ¢i oralné podané
fotoprotektivni latky (Yin a kol. |2015; Friedman a kol. |2016).

Fotoprotektivni latky délime na primarni a sekundarni. Priméarni fotoprotekei za-
stavaji hlavné UV filtry, které se dnes vyskytuji nejen v opalovacich krémech ale jsou
i sou¢asti kosmetickych produkti pro kazdodenni pouziti (Rai a kol. [2012; Krutmann
a Yarosh 2006). Moderni opalovaci krémy kombinuji UV filtry se sekundérnimi fo-
toprotektivy. Sekundarni fotoprotektiva jsou biologicky aktivni molekuly (aktiva),
jejichz molekuldrni mechanismus spoc¢iva ve snaze predchazet biochemickym a mo-
lekularnim disledkam, které nastavaji v kuzi po absorpci UV zéareni (Krutmann a
Yarosh 20006).

Pro stanoveni Gc¢innosti opalovacich krému byl na konci 70. let 20. stoleti zave-
den sun protective factor (SPF) (Lim a kol. 2004). SPF stanovuje miru absorpce UV
zéfeni, a to jako pomér minimalni erytemélni davky (MED) UV zéreni v piipadé
kiiZze chranéné aplikaci 2 mg/cm? zkoumané latky ku MED pro nechranénou kiizi
(Wilson a kol. 2012). Vzhledem k rozdilnému mechanismu pusobeni UVA a UVB
fotonu vsak tento faktor reprezentuje spiSe schopnost efektivné chranit pred acinky
dopadajiciho UVB zéfeni. Z pohledu UVA zéareni SPF neposkytuje informaci o tom,
jak dany pfipravek chrani pred fotoimunosupresi ¢i fotostarnutim (Halliday a Ho-
nigsmann [2009). Ackoliv pro méfeni miry protekce vaci UVA zareni byla navrzena

fada metod, neexistuje dosud zadny konsenzus (Wilson a kol. 2012).

2.3.3.1 Primarni fotoprotekce

Kuze ma vlastni mechanismy, jak se branit poskozeni UV zarfenim. Podle miry
adaptace na sluneéni zafeni rozlisujeme ve svétové populaci 6 fototypu (Ettler a
Ettler 2016). Obecné muzeme ¥ici, Ze u tmavsich koznich typu dochéazi k pozdéjsim
klinickym projevim fotostarnuti ve srovnani se svétlejsimi koznimi typy (Friedman
a kol. |2016). To souvisi s tvorbou melaninu, endogenniho pigmentu, ktery rozptyluje
a absorbuje UV zéfeni (Sies a Stahl 2004). UV zafeni dopadajici na kuzi stimuluje
syntézu melaninu v epidermélnich melanocytech, coz vede k pigmentaci kuze (Sies a
Stahl 2004)). Nartust melaninu v reakci na ozafeni UV je jednim z pfirozenych obran-

nych mechanismu proti fotokancerogenezi a fotostarnuti (Friedman a kol. 2016). Na

25



primarni fotoprotekei se vSak podili také dermalni proteiny kolagen a elastin (Ettler

a Ettler 2016).

Umeélou primérni ochranu pied nezddoucimi u¢inky UV zéafeni kizi poskytuje
aplikace opalovacich krémi (Sies a Stahl 2004). Prvni komer¢éné dostupny opalovaci
krém se na trhu objevil roku 1928 a obsahoval G¢inné latky benzyl salicylat a benzyl
cinamét. Vyznamnym milnikem v historii opalovacich krému byl patent kyseliny 4-
aminobenzoové (PABA) roku 1943. Pro ¢etnost zptsobenych alergickych reakei vsak
byla roku 1970 stazena ze slozeni opalovacich krémt a nahrazena svymi derivaty.
Prvni opalovaci krémy chranily pouze pred UVB zarenim, prvni filtr UVA se objevil
teprve roku 1962. V letech 1989 a 1992 se zacaly do opalovacich krému ptidavat i
mikronizované anorganickeé filtry, nejprve oxid titani¢ity (TiO,) a pak oxid zinecnaty
(Zn0O). Od 90. let se na trhu bézné vyskytuji opalovaci krémy poskytujici ochranu
pred UVA i UVB zéafenim a tyto filtry jsou zahrnuty i v celé fadé kosmetickych
piipravka pro kazdodenni pouziti. (Roelandts |2009; Lim a kol. |2004)

Bezpecnost a efektivita téchto produkti zavisi zejména na typu a koncentraci UV
filtru. Obecnym pozadavkem na dnesni opalovaci krémy je schopnost chranit pred
UVA i UVB zarenim, fotostabilita a vodéodolnost (Krutmann a Yarosh [2006)). Pra-
videlné pouzivani opalovacich krému ukézalo redukci nezadoucich efektt UV zareni
vcetné téch chronickych jako jsou aktinickéd keratoza, solarni elastoza, imunosuprese

¢i fotosenzitivita (Wilson a kol. [2012).

Slozky opalovacich krému historicky délime na organické (chemické) absorbéry
a (anorganické) fyzikalni blokatory podle jejich mechanismu ptisobeni (Rai a kol.
2012). Pavodni oznaceni fyzikalni a chemicky filtr nahradily roku 1999 pojmy anor-
ganicky a organicky (Lim a kol. |2004).

Anorganické latky jsou charakteristické tim, ze odrazi nebo rozptyluji paprsky
UV zareni dopadajici na kuzi (Yin a kol. 2015). Nejéastéji vyuzivanymi fyzikalnimi
UV filtry jsou anorganické mikropigmenty s velikosti ¢astic 10-100 nm jako jsou ZnO
¢i TiOg (Krutmann a Yarosh [2006]). TiO je Sirokospektry UV filtr, jeho nanocastice
poskytuji fotoprotekeci proti UVB a UVA2, nicméné propousti UVA1 (Rai a kol.
2012). Oproti tomu nanoc¢éstice ZnO jsou efektivni zejména v UVA oblasti (Rai
a kol. [2012). Povrchova aplikace téchto mikropigmenti nevede k jejich pronikani

do kuze, a tak maji jen nizky potenciél privodit toxické efekty. Z tohoto duvodu
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se vyuzivajl v kombinaci s organickymi filtry za tcelem zvysit efektivitu, rozsitit
spektrum piisobeni a snizit mnozstvi organickych filtrii (Krutmann a Yarosh 2006]).
Nevyhodou anorganickych filtri je, Ze reflektuji zaroven i viditelné svétlo, a tak tvori
na kuzi nezadouci viditelnou, neprihlednou vrstvu (Dunaway a kol. [2018)). Navic
kladou zna¢né naroky na vyrobu, protoze maji tendenci aglomerovat, coz snizuje

efektivitu jejich fotoprotekce (Krutmann a Yarosh [2006]).

Organické UV filtry absorbuji kratkovinné UV zafeni o vysoké intenzité, excituji
do vyssiho energetického stavu a pfi navratu do zédkladniho stavu transformuji ab-
sorbovanou energii na teplo emisi delsi, méné energetické viny. Vétsina chemickych
filtri absorbuje v pomérné tzkém rozsahu vinovych délek, a tak je délime na filtry
absorbujici priméarné v UVB oblasti a filtry absorbujici primérné v UVA oblasti. Pri-
marné v UVB oblasti absorbuji derivaty kyseliny 4-aminobenzoové, oktyl salicylat,
oktokrylen, derivaty kamforu jako enzacamen (3-(4-methylbenzyliden)kamfor) a es-
tery kyseliny zine¢naté. Primarné v UVA oblasti absorbuji meradimat a benzofenony.
Mezi benzofenony absorbujici primarné v UVA oblasti patii napfiklad oxybenzon
(2-hydroxy-4-methoxybenzofenon), benzofenon 1 (2,4-hydroxybenzofenon) ¢i avo-

benzon. (Krutmann a Yarosh [2006; Wilson a kol. 2012; Cantrell a kol. 2001))

OH O O OH
-
0 o ‘ ‘ ‘ g OH
(a) Enzacamen. (b) Oxybenzon. (c) Benzofenon-1.

Obr. 2.6: Strukturni vzorce vybranych organickych filtri.

Nejcastéji pouzivanymi organickymi filtry jsou ethylhexyl metoxycinamat a avo-
benzon. Spole¢na pritomnost téchto molekularnich filtrii v8ak zptusobuje fotonestabi-
litu a expozice UV zptisobuje fotochemické reakce, které generuji ROS a fototoxické
a fotoalergické reakce kize. Kombinaci avobenzonu s dalsimi UV filtry (oktokrylen,
enzacamen) ¢ non-UV filtry (diethyl-hexyl-2,6-naftalat) bylo dosazeno vyssi stabi-
lity, coz zna¢né zlepsilo efektivitu fotoprotekce, které je mozné dosdhnout pomoci

organickych UV filtri. (Krutmann a Yarosh 2006)
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2.3.3.2 Sekundarni fotoprotekce

Na ochrané kize pred UV zarenim se znacné podili endogenni komponenty, které
tvori bariéru pro UV zareni, chrani cilové molekuly, opravuji poskozeni DNA ¢i
potlacuji bunéénou odpovéd (Sies a Stahl 2004). Jako sekundarni fotoprotektivni
latky slouzi antioxidanty (vitaminy, polyfenoly), osmolyty a DNA repara¢ni enzymy
(Rai a kol. [2012)).

Ktze je vybavena celou fadou antioxidanti, které bézné slouzi k ochrané pred
oxidativnim stresem, ktery se vyviji v kontextu bunécné respirace. Tyto antioxidanty
hraji obrannou roli i pii zhaseni ROS vyvolanych ptusobenim UV zéafeni, nicméné
jich zde neni dostatecné mnozstvi pro eliminaci vSech ROS produkovanych v di-
sledku ptisobeni UV zafeni (Friedman a kol. 2016). Z toho diavodu jsou antioxidanty,
zejména vitaminy ¢i polyfenoly, pfidavany do opalovacich krému. Nejcastéji zastou-
peny je lipofilni vitamin E, ¢asté jsou téz derivaty vitaminu C (Krutmann a Yarosh
2006). Povrchové aplikovany vitamin C stimuluje tvorbu kolagenu v dermis, chrani
proti poskozeni UVA a UVB zéafenim, opravuje problémy s pigmentaci a piisobi
protizanétlivé (Pandel a kol. [2013)).

Kuze si evoluéné vyvinula vlastni mechanismy, jak se brénit pfed dopadajicim
UV zafenim. Napiiklad vitamin D zvySuje preziti keratinocyti po UVB ozéfeni,
zvysuje opravu DNA a snizuje produkci CPD. Tyto mechanismy je vhodné zkoumat
a posilovat (Dunaway a kol. 2018). Podobné mechanismy si v8ak vyvinula i fada
rostlin a nékteré z latek, které se téchto mechanismt ucastni, maji fotoprotektivni
ucinky téz na lidskou kuzi (Krutmann a Yarosh [2006)). Botanické slozky patiici mezi
polyfenoly, monoterpeny, flavonoidy, organosulfidy a indoly maji protimutagenni a
protikancerogenni u¢inky (Dunaway a kol. 2018)).

Prikladem flavonoidu s fotoprotektivnimi vlastnostmi je a-glykosylrutin, jehoz
povrchova aplikace predchazi tvorbé koznich 1ézi u pacientii s polymorfni svételnou
erupci a aplikace na fibroblastech vede k ochrané pfed nadmérnou produkei MMP-1
a MMP-2 (Krutmann a Yarosh [2006]). Epigallokatechin-3-galat obsazeny v listech
zeleného Caje zabranuje pri povrchovém i oralnim podani poskozeni DNA, fotostér-
nuti, vzniku rakoviny a imunosupresi v disledku UVB zéfeni, a to prostrednictvim
inhibice transkripce cytokini (Gonzalez a Gilaberte-Calzada 2009). Kurkumin za-

branuje aktivaci transkrip¢nich faktori AP-1 a NFxB. Povrchova aplikace sylimarinu
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inhibici NFxB redukuje edém, spalené bunky a vycerpani antioxida¢nich systémi
(Krutmann a Yarosh 2006). Mezi flavonoidy poskytujici antioxida¢ni ochranu patii
i astragalin, ktery snizuje biologické odpovédi na ozareni UV jako jsou poskozeni
DNA, formace spalenych bunék, fotostarnuti a rakovina kuze. Astragalin ma téz
potencialni vyuziti pti 1é¢bé a prevenci aktinické keratozy vzniklé v disledku piiso-
beni UVB zareni (Riaz a kol. 2018). Pachypodol a hyperosid jsou flavonoidy, které
podporuji endogenni antioxidac¢ni mechanismy v liském téle, a tak maji potencial

pusobit jako fotoprotektivni latky (Kim a kol. 2019; Nichols a Kariyar 2010).

Karoteinoidy jako S-karoten ¢i lykopen jsou rostlinné pigmenty a efektivni anti-
oxidanty, které neutralizuji singletni kyslik a peroxyradikély formované béhem foto-
oxidativnich procest (Gonzalez a Gilaberte-Calzada [2009). Ackoliv nékteré studie
poukazuji na fotoprotektivni u¢inky karotenoidua vzhledem k akutnimu i chronickému
poskozeni kuze, vétsina studii selhala pii snaze tyto prospésné acinky presvédcive
demonstrovat. Kromé toho, ze fotoprotektivnich Gc¢inkua je zfejmé dosazeno pouze
pii optimélni koncentraci a dobé pusobeni karotenoidi v kuzi, ptilis vysoka hladina
miize naopak zpusobit prooxidativni u¢inky (Pandel a kol. [2013)). Efektivita foto-
protekce navic znacné zavisi na typu pouzitého karotenoidu (Krutmann a Yarosh

2006).

Vystaveni bun¢k osmolytickému stresu vede k zvySeni vytoku organickych solu-
tanti a osmolyti s cilem zachovat konstantni objem bunky. Mezi osmolyty v lidskych
bunkéch patfi betain, taurin a myoinositol. Absorpce osmolytu je soucasti priroze-
ného obraného systému koznich bunék proti skodlivym uc¢inkim UV zéfeni. UVA
i UVB zéreni zvySuje absorpci betainu, myoinositolu a zejména taurinu v lidskych
keratinocytech, zatimco vytok zlistavd nezménény. Inkubace priméarnich lidskych
epidermalnich keratinocyti taurinem vedla k témér kompletni ochrané pred expresi
prozanétlivych molekul a cytokini v disledku UVA i UVB zafeni. (Krutmann a
Yarosh 2006)

V reakci na dopadajici UV zareni dochazi k mutacim DNA a vzniku 1ézi. Opalo-
vaci krémy, které obsahuji antioxidanty, mohou zabréanit formaci 80G, jelikoz jde o
1ézi DNA, které vznika nepfimym mechanismem pusobeni UV zafeni, vzniku CPD &
6-4 PP vsak pfitomné antioxidanty zabranit nemohou (Yarosh a Smiles |[2009)). Dalsi

moznou strategii fotoprotekce je podporit opravu DNA s vyuzitim cileni enzymu pro
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opravu konkrétnich 1ézi. V tomto piipadé sice dojde k poskozeni DNA, nicméné to je
nasledné odstranéno, diive nez dojde k biologickym nasledkim (Krutmann a Yarosh
2006)). T4 endonukledza V (T4E5) z bakteriofaga V rozpoznava CPD. S vyuzitim
lipozomalniho doruceni T4E5 do kiize vystavené plisobeni UV zafeni byla zvysSena
oprava CPD z 10 % na 18 % a redukovana syntéza a uvoliiovani cytokinu jako IL-10
a TNF-a (Halliday a Hoénigsmann [2009)). Enzym fotolyaza, ktery pfimo opravuje
CPD, byl lipozomalné dopraven do lidskych bunék, coz vedlo k redukci apoptozy a
snizeni hladiny CPD (Krutmann a Yarosh 2006). Enzym oxoguanin glykosylaza 1
(OGG1) zahajuje excisni opravu 80G a lipozomélni doru¢eni OGG1 enzymu z Ara-
bidopsis do lidskych epidermélnich keratinocyti dramaticky zvysilo opravu tohoto

poskozeni (Krutmann a Yarosh 2006).
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3 (il prace

1. Provedenti literarni reSerse v oblasti ptisobeni UV zafeni na lidsky organismus.

2. Zhodnoceni soucasného stavu znalosti v uvedené problematice, ndvrh meto-
diky experimentélniho méreni a vyhodnoceni méfenych dat s cilem ovérit a

papsat uc¢inky jednotlivych slozek UV zafeni na bunécéné kultury.

3. Zjistit vybrané morfologické a funkéni zmény bunéénych kultur vystavenych
UVA a UVB zareni spole¢né s UV protektivnimi latkami. Provedeni statistic-

kého vyhodnoceni experimentalnitho méfeni a diskuze ziskanych vysledki.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Experimenty byly provadény na bunécéné kulture keratinocyti HaCaT, které byly
poskytnuty Ustavem lékaiské biofyziky Lékaiské fakulty Univerzity Palackého.

4.2 Zdroje UV zareni

Pro ozarovani bunék byly pouzity zdroje UVA (Actinic BL Insect PL-L 36 W /10
(Philips, Nizozemsko)) a UVB zafeni (UV-B Narrowband PL-L 36W /01 /4P 1CT /25
(Philips, Nizozemsko)).

Pro zjisténi homogenity ozarovaného pole bylo toto pole o rozméru 36x18 cm
rozdéleno na 72 mensich poli o rozméru 3x3 cm. Hodnoty ozareni v jednotlivych

mensich polich byly zméfeny pomoci métice intenzity UV-Meter se senzory UVA FO

a UVB FO (Honle Group, Némecko).

4.3 Kultivace a pasazovani bunék

Bunécné kultury lidskych keratinocyti HaCa'T byly kultivovany v kultiva¢nim
médiu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (D5223-1L, Sigma-Aldrich, USA) s pfi-
davkem hydrogenuhli¢itanu sodného (3,7 g/1), fetalniho hovéziho séra (S1810-500, 10
%, Biowest, Francie) a smés antibiotik penicilinu (100 U/ml) a streptomycinu (100
mg/ml) (P4333-100ML, Sigma-Aldrich, USA) v inkubatoru pii 37°C a 5% CO,.

Pted provedenim experimentu byly buniky umisténé ve 125ml kultivaéni lahvi
vzdy nejprve vyndany z inkubatoru. Pritomné kultiva¢ni médium bylo z kultivacni

lahve odstranéno a lahev byla 3x promyta pomoci fosfatového pufru PBS 1x. Na-
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sledné byly bunky trypsinizovany — bylo pfiddno 7 ml TrypLE Express Enzyme
(12604013, Gibco by Thermo Fisher Scientific, USA) a buiiky v kultiva¢ni lahvi byly
umistény do inkubatoru. Po uplynuti 5 minut bylo pribézné mikroskopem kontro-
lovano, zda se bunky zcela uvolnily od dna lahve. Kdyz byly bunky zcela uvolnény
ode dna kultiva¢ni lahve, byla trypsinizace zastavena pridanim kultivacniho média.

Zpasazované bunky byly nasledné rozdéleny do kultivacnich lahvi pro dalsi kul-
tivaci nebo napipetovany do desticek pro pripavu experimentu. V piipadé pipeto-
vani do desti¢ek bylo mnozstvi bunék urc¢eno pomoci Biirkerovy komirky a vysety
v koncentraci 10 000-100 000 bunék do jamky. Kultiva¢ni lahve a desticky pak byly

umistény zpét do inkubétoru.

4.4 Mereni absorpcnich spekter

Pro méfeni absorpcnich spekter byly UV protektivni latky zfedény v PBS. Ab-
sorp¢ni spektra UV protektivnich latek byla mérena pomoci UV-VIS spektrofotome-
tru Cary 300 (Agilent Technologies, USA). Zméfena absorpéni spektra byla normo-
vana a odpovidajici koncentrace pro normovana absorpc¢ni spektra byly vypocteny

z Lambert-Beerova zakona.

4.5 Inkubace UV protektivnich latek

Pred provedenim experimentu zkoumajiciho vlivy UV protektivnich latek byly
spolu s buiikami a kultiva¢nim médiem pfidany do jamek i UV protektivni latky as-
tragalin (04500585, Sigma-Aldrich, USA), pachypodol (PHL83821, Sigma-Aldrich,
USA), hyperoside (00180585, Sigma-Aldrich, USA), g-karoten (C9750-5G, Sigma-
Aldrich, USA), transurokanova kyselina (859796-5G, Sigma-Aldrich, USA), nano-
Castice oxidu titani¢itého (TiOs; 637254, Sigma-Aldrich, USA), 2,4-dihydroxyben-
zofenon (126217, Sigma-Aldrich, USA), 2-hydroxy-4-methoxybenzofenon (H36206,
Sigma-Aldrich, USA), 3-(4-methylbenzyliden)kafr (78551, Sigma-Aldrich, USA) tak,
aby bylo dosazeno zvolené cilové koncentrace. Pro dosazeni pozadovanych koncen-
traci byly vyuzity zasobni roztoky UV protektivni latky a zfedény v kultivaénim

médiu 100x. Latky byly s buitkami 24 hodin inkubovany.
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4.6 Stanoveni Zivotaschopnosti bunék

MTT test je test stanovujici zivotaschopnost bunék za vyuziti predpokladu, ze
metabolicka aktivita bunék je tmérna jejich poctu, protoze kazda z pritomnych zi-
vych bunék metabolizuje. K bunikam je pfidan substrat MTT (3-[4,5-dimetylthiazol-
2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid), ktery je dehydrogenézovou aktivitou mitochon-
drif pfeménén na vodou nerozpustné, fialové zbarvené formazanové soli. Méfenim
intenzity absorpce svétla o odpovidajici vinové délce je tak mozné stanovit relativni
pocet bunék ve vzorku.

HaCaT buiiky byly v destickidch inkubovany 24 hodin pii 37°C a 5% CO,. Kulti-
vaéni médium v jamkach desti¢ky bylo nahrazeno stejnym mnozZstvim PBS-G (PBS
s pridavkem 5mM glukoézy). Bunky byly ozareny zdroji UVA ¢ UVB a po ozéareni
bylo do jamek pridano kultivaéni médium v pomeéru 3 dily kultiva¢niho média : 1
dil PBS-G. Buinky byly nasledné 24 hodin inkubovény.

K buinikdm byl ptidan zasobni roztok MTT (M5655, Sigma-Aldrich, USA) tak,
aby bylo dosaZeno pracovni koncentrace MTT v kultiva¢nim médiu 0,5 mg/ml.
Destic¢ky byly vlozeny do inkubatoru na 3 hodiny. Médium se sérem bylo z ja-
mek odsato a bylo pridano 100 pl rozpoustédla DMSO (dimethylsulfoxid). Absor-
bance pfi 570 nm odpovidajici koncentraci produkovanych formazanovych krystala
byla zméfena pomoci spektrofotometru pro méreni absorbance a fluorescence Tecan

Infinite®200 PRO (Tecan, Svycarsko).

4.7 Stanoveni produkce ROS

Chlormetylovy derivat 2/, 7'-dichlorodihydrofluorescein diacetatu (CM-HoDCFDA)
je nefluorescené¢ni latka, ktera pronika do bunék, a slouzi jako indikator pritomnosti
ROS uvnit¥ bunky. CM-Hy;DCFDA proniké do bunék, kde intracelularni esterazy od-
stépuji jeji acetatové skupiny a chlormethylové skupiny reaguji s glutathionem a dal-
simi thioly, ¢imz vznika nefluorescen¢ni 2', 7'-dichlorodihydrofluorescein (HoDCF).
Jelikoz tento meziprodukt je nefluorescencéni, samotné proniknuti do bunky neméa
na méfenou fluorescenci zadny vliv. V pritomnosti ROS, zejména H,O, v8ak do-

chazi k oxidaci a nefluorescencéni HoDCF je zménéna na vysoce fluorescencni 2/,
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7'-dichlorofluorescein (DCF).

HaCaT bunky byly v destickiach inkubovany 24 hodin pii 37°C a 5% CO,. 50 ug
fluorescencni znacky CM-H2DCFDA bylo rozpusténo v 87 pul DMSO. Médium v jam-
kach desticky bylo nahrazeno stejnym mnozstvim PBS-G s 8uM CM-H;DCFDA
(C6827, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, USA) a buiiky byly 20 minut in-
kubovany. Bunky byly ozéfeny zdrojem UVA ¢ UVB. Intenzita fluorescence DCF
s excita¢ni vinovou délkou 480 nm a emisni vlnovou délkou 530 nm byla zmérena

pomoci spektrofotometru Tecan Infinite®200 PRO.

4.8 Stanoveni poskozeni mitochondrii

5,5,6,6'-tetrachloro-1,1",3,3'-tetraethyl-benzimidazolylcarbocyanin iodid (JC-1)
je kationtova, karbocyaninova znacka. Pti nizkych koncentracich tato znacka emituje
fluorescenci v zelené oblasti (525 nm), zatimco ve vétsich koncentracich tvoii tzv.
J-agregaty, které emituji ¢ervenou fluorescenci (590 nm). V zéavislosti na membrano-
vém potencialu dochazi k pronikani JC-1 do mitochondrii, kde se akumuluje a tvofi
J-agregaty. Tato akumulace je indikovana posunem emise fluorescence ze zelené ob-
lasti do ¢ervené oblasti. Mnozstvi ¢ervené fluorescence tak zavisi na membranovém
potencialu. Jsou-li mitochondrie neposkozené a maji standardni membrénovy po-
tencial, JC-1 do nich pronikd a tvori ¢ervené fluoreskujici J-agregaty. V piipadé
poskozenych mitochondrii, jejichZ membranovy potencial je méné zaporny, sice také
dochézi k pronikédni JC-1 dovnitf mitochondrii, nicméné ve zna¢né mensi mite. Tato
nizsi koncentrace pak nepostacuje ke vzniku J-agregati, a tak fluorescence zustava
v zelené oblasti. (Sivandzade a kol. 2019)

HaCaT buniky byly v destickach inkubovany 24 hodin pii 37°C a 5% CO,. Mé-
dium v jamkach desticky bylo nahrazeno stejnym mnozstvim 2 pug/ml JC-1 (T3168,
Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, USA) v PBS-G. Buiiky s JC-1 byly 30 minut
inkubovéany. Po inkubaci bylo JC-1 v PBS-G z jamek odstranéno, jamky byly 2x
promyty 300 pl PBS-G a do jamek bylo pridano 600 ul PBS-G. Néasledné byly buiiky
ozareny zdrojem UVA ¢ UVB. Intenzita fluorescence JC-1 s excitacni vlnovou dél-
kou 535 nm a emisni vilnovou délkou 590 nm byla mérena pomoci spektrofotometru

Tecan Infinite®200 PRO.
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4.9 Stanoveni poskozeni lyzosomii

4.9.1 Znacka Akridinova oranz

Akridinova oranz je metachromatickd znacka s luminiscen¢ni vlnovou délkou za-
vislou na koncentraci — v roztocich s nizkou koncentraci znacky emituje zelenou
fluorescenci, zatimco pii vyssich koncentracich emituje ¢ervenou luminiscenci. Akri-
dinovéa oranz je znacka s vysokou afinitou k nukleovym kyselindm, nicméné v Zzi-
vych bunkéch se akumuluje zejména v kyselych vezikulach a k nukleovym kyselinam
se vaze jen malo. Fluorescence v oranzové ¢i Cervené oblasti svétla je tedy imérna
mnozstvi lyzosomu v buiikach.

HaCaT buiiky byly v destickach inkubovany 24 hodin pii 37°C a 5% CO,. Mé-
dium v jamkach desticky bylo nahrazeno stejnym mnozstvim 2,6uM Akridinivé
oranZe (A1301, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, USA) v PBS-G. Bunky
s Akridinovou oranzi byly 20 minut inkubovany. Po inkubaci byla Akridinové oranz
v PBS-G z jamek odstranéna, jamky byly 2x promyty PBS-G. Nasledné byly bunky
v PBS-G ozafeny zdrojem UVA ¢ UVB. Intenzita fluorescence Akridinové oranz s
excitaéni vinovou délkou 460 nm a emisni vinovou délkou 525 nm byla méfena po-

moci spektrofotometru Tecan Infinite®200 PRO.

4.9.2 Znacka LysoTracker Blue

LysoTracker Blue je fluorescen¢ni, acidotropni znacka, ktera je tvorena fluorofo-
rem navazanym na slabou bézi. Slabé zasadité aminy se selektivné akumuluji v bu-
nécnych organelach s nizkym vnitinim pH jako jsou napiiklad lyzosomy. LysoTracker
Blue, ktery méa vysokou selektivitu pro kyselé organely, volné pronika do bunéénych
membran a koncentruje se zejména ve sférickych organelach.

HaCaT buinky byly v destickach inkubovany 24 hodin pii 37°C a 5% CO,. Mé-
dium v jamkach desticky bylo nahrazeno stejnym mnozstvim 400nM LysoTracker
Blue (L7525, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, USA) v PBS-G. Buiiky s Lyso-
Tracker Blue byly 30 minut inkubovany. Po inkubaci byl LysoTracker Blue v PBS-G
z jamek odstranén, jamky byly 2x promyty PBS-G. Nésledné byly bunky v PBS-G

ozareny zdrojem UVA ¢ UVB. Intenzita fluorescence LysoTracker Blue s excita¢ni
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vlnovou délkou 380 nm a emisni vinovou délkou 422 nm byla méfena pomoci spek-

trofotometru Tecan Infinite®200 PRO.

4.10 Stanoveni poskozeni DNA

Stanoveni poskozeni DNA v dusledku ozareni bun¢k inkubovanych se zkouma-
nymi latkami UVA & UVB zdrojem bylo provedeno pomoci Comet assay. Comet
assay je metoda, kterd umoznuje sledovat, zda je DNA jedné konkrétni bunky po-
skozena ¢i nikoliv. Tato metoda je zalozena na gelové elektroforéze a vyuziva sku-
teCnosti, ze zaporné nabitd molekula DNA po pfipojeni zdroje elektrického proudu
putuje ke kladné nabité elektrodé. Neposkozené molekuly DNA zustavaji v misté
jadra a putuji v gelu velmi pomalu, zatimco poskozené fragmenty migruji z mista
jadra ven a tvori ohon komety.

Pro experiment byly pripraveny ¢tyfi 12-jamkové desticky — dvé pro ozareni
zdrojem UVA zafeni a dvé pro ozareni zdrojem UVB zareni. Do kazdé jamky bylo
pripraveno 100 tisic bunék v 1,2 ml kultiva¢niho média. Nasledné bylo ptfidano 30 ul
zasobniho roztoku zkoumanych latek tak, aby bylo dosazeno nejvyssi netoxické kon-
centrace, pricemz jedna latka se vyskytovala vzdy ve dvou opakovanich pro kazdy
zdroj. 4 jamky na kazdé desticce slouzi jako kontrolni, neobsahuji zddnou ze zkou-
manych latek, pouze bylo pridano 30 ul ethanolu. Nasledné byly latky 24 hodin
inkubovany.

Pro ozéareni bylo kultiva¢ni médium v destickach nahrazeno PBS-G (600 ul/jamka).
Ozarovani probihalo po dobu 90 minut pro zdroj UVA zafeni a 8 minut pro zdroj
UVB zafeni. Po ozéareni bylo do kazdé jamky priddno 2,4 ml kultiva¢niho média.
Ozarené bunky byly 24 hodin inkubovany.

Podlozni sklicka byla nejprve pokryta 1% agarézou s vysokym bodem tani (11407,
SERVA Electrophoresis, Némecko) rozpusténou v destilované vodé. Nasledné byla
sklicka umisténa do suSici trouby zapnuté na teplotu 60°C a suSena po dobu 30
minut.

Médium z jamek bylo odlito do centrifuga¢nich zkumavek. Ptisedlé buniky na dné
jamek byly trypsinizovany pridanim TryPLE Express po dobu 10 minut, aby se uvol-

nily ze dna desticky. Trypsinizace byla zastavena pfidanim bunék do centrifugacnich
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zkumavek s kultivaénim médiem. Izolované bunky ve zkumavkach byly centrifugo-
vany po dobu 5 minut pii 150 g.

Na plotné nastavené na 120°C byla v kiddince s magnetickym michatkém pri-
pravena 1% agaroza s nizkym bodem tani (AGAL0050, Qbiogene, USA). Bunéény
pelet byl rozpustén ve 25 pul fosfatového pufru PBS 1x a nasledné bylo pridano 100
ul agardzy s nizkym bodem tani. 85 ul vysledné smési bylo neprodlené naneseno
na pripravené podlozni sklicko a zakryto krycim sklickem. Po pfipravé vSech vzorki
byla podlozni sklicka umisténa do lednicky, aby agardza ztuhla.

Po ztuhnuti agardzy (asi po 1 hodiné) byla kryci sklicka jemné manuélné odstra-
néna a podlozni sklicka s bunikami zalitymi v gelu byla ponofena do lyza¢niho roztoku
(2,5M NaCl; 100mM EDTA; 10mM Tris; 1% Triton X-100; pH 10) pfi teploté 4°C
po dobu 60 minut. Po probéhnuti lyze byla podlozni sklicka umisténa do elektro-
forézni nadoby a ponofena do chladného elektroforézniho roztoku (300mM NaOH;
ImM EDTA) po dobu 40 minut. Nasledné byla spusténa elektroforéza s nastavenou
hodnotou proudu 350 mA a hodnotou intenzity elektrického pole 0,8 V-cm™! na 20
minut. Po elektroforetické separaci byla podlozni sklicka dvakrat opatrné ponorena
do neutraliza¢niho roztoku (0,4M Tris) na 10 minut p#i 4°C.

Na vzorek na podloznim sklicku bylo naneseno nékolik kapek barvictho roztoku
SYBR Green I (S7563, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, USA) pomoci pipety
tak, aby byl povrch vzorku zcela pokryt roztokem. Takto se vzorek inkuboval pii-
blizné 7 minut. Po inkubaci byl vzorek omyt ve fosfatovém pufru PBS 1x a umistén
pod mikroskop Olympus IX 70 (Olympus, Japan). Vzorek byl mechanicky skenovan
a pritomné komety byly zachyceny CCD kamerou (Olympus, Japan). Snimky byly

nasledné vyhodnoceny pomoci softwaru CometScore 2.0.

4.11 Statistické zpracovani dat

Vysledné hodnoty byly uréeny pomoci priméru a standardni odchylky z 6 (MTT
test a produkce ROS pro neogetiené buiiky), 3 (MTT test a produkce ROS pro buiiky
oSetfené UV protektivnimi latkami, poskozeni mitochondrii a lyzozomu pro neose-
tfené bunky) a 4 (poskozeni mitochondrii a lyzozomu pro buiiky osetfené UV pro-

tektivnimi latkami) nezavislych experimentt. Pro stanoveni rozdilu mezi experimen-
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talnimi skupinami byla pouZita jednofaktorova analyza rozptyla (ANOVA). U Co-
met assay byla normalita rozdéleni stanovena pomoci Wilk-Shapirova a d’Agostino-
Pearsonova testu a pro stanoveni rozdilu mezi experimentalnimi skupinami byl po-
uzit Mann-Whitney test. Pro vSechny testy byla jako statisticky signifikantni uva-
zovana p-hodnota mensi nez 0,05.

Vypocet prumérnych hodnot, standardnich odchylek a vySetfeni normality byly
provedeny v MS Excel. Stanoveni rozdilu mezi experimentalnimi skupinami bylo

provedeno v prostiedi OriginPro. Data byla vizualizovdna pomoci nastroje gnuplot.
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5 Vysledky

5.1 Charakteristiky zdroji UV zareni

5.1.1 Spektrum zdrojt

Vyzatrovaci charakteristiky zdroji udané vyrobcem jsou vyobrazeny na Obr.
pro zdroj UVA zafeni a na Obr. pro zdroj UVB zafeni. Vyzafovaci charakteris-
tiky zdroju byly experimentalné ovéfeny v Chalupnikova (2020) a v UV oblasti se

zmérend spektra zcela shoduji se spektry udavanymi vyrobcem.

100 L\

\L

400 50C 600 700 1 nm

Obr. 5.1: Vyzafovaci charakteristika zdroje UVA zafeni uvadéna vyrobcem.
Prevzato z https://www.assets.signify.com/is/content/PhilipsLighting/
£p927903421007-pss-global.
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Obr. 5.2: Vyzarovaci charakteristika zdroje UVB zafeni uvadéna vyrobcem.
Prevzato z https://www.assets.signify.com/is/content/PhilipsLighting/
£p927903400121-pss-globall

5.1.2 Homogenita vyzarovani zdroji

Pro vhodné rozmisténi vzorka pii ozafovani tak, aby byly vSechny vzorky vy-
staveny stejné davce UV zareni a byl eliminovan vznik systematické chyby métent,

byla proméfena homogenita vyzarovani zdroji.

Ozéareni [mW/cm?]
w b U1 O N

18

Sirka [cm]

Obr. 5.3: Ozareni plochy ve vzdalenosti 20 cm pod zdrojem UVA.

UVA, resp. UVB, sondou bylo proméfeno pole o rozmérech 36x 18 cm ve vzdale-
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Obr. 5.4: Ozareni plochy ve vzdalenosti 20 cm pod zdrojem UVB.

nosti 20 cm od zdroje zareni. Sonda mé rozmér 3x 3 cm, a tak jsme obdrzeli informaci
o ozafeni v 72 bodech plochy pod zdrojem. Ozafeni méreného pole zdrojem UVA
je vyobrazeno na Obr. [5.3] zdrojem UVB pak na Obr. 5.4l V obou pfipadech jsou

jednotlivé namérené hodnoty reprezentovany body miizky.

Vysledky ukazaly, Ze rozlozeni ozareni zdroje neni zcela homogenni, zejména
v delsim rozméru se vzdy 2 krajni hodnoty lisily od ostatnich. V kratsim roz-
méru dochazelo k poklesu hodnot pouze na jednom okraji pole. Z toho duavodu
byla za dostatecné homogenni pro ucely dalsich experiment oznac¢ena plocha pii-
blizné 24x15 cm. To v praxi odpovidd moznosti umisténi necelych t¥i kultiva¢nich
desticek, jejichz rozmér je 8,6x12,8 cm. V nasledujicih experimentech proto byly

zaroven ozarovany 2-3 kultivacni desticky:.

Pomoci aritmetického priméru a smérodatné odchylky hodnot v dostatecné ho-
mogenni oblasti byla stanovena hodnota ozareni zdrojem UVA ve vzdalenosti 20 cm

nad povrchem jako

E% =6,5+0,5 mW - cm ™. (5.1)

Obdobnym zptisobem byla stanovena hodnota ozareni zdrojem UVB ve vzdale-
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nosti 20 cm nad povrchem jako
EPY =3440,4mW-cm™2. (5.2)

Hodnoty ozafeni zdroji ve vzdalenosti 11,5 cm nad povrchem byly stanoveny vy-
poc¢tem pruméru a standardni odchylky. Pramérné ozareni zdrojem UVA ve vzdale-

nosti 11,5 cm nad povrchem bylo stanoveno jako
EU" =10,542,4 mW - cm ™2 (5.3)
a zdrojem UVB ve vzdalenosti 11,5 cm nad povrchem jako

EYY™ =56+1,3mW - cm™2, (5.4)

5.2 Studium poskozeni bunék UV zarfenim

5.2.1 Stanoveni zivotaschopnosti bunék

Cilem tohoto méfeni bylo stanovit vliv expozice UVA a UVB zareni na zivo-
taschopnost HaCaT bunék v zavislosti na ozafeni, které je reprezentoviano vyskou
umisténi zdroje, a dobé ozarovani. Méteni bylo provedeno v 96-jamkovych destic-
kach, pricemz jamky po obvodu desticky nebyly vyuzity, aby bylo zamezeno vzniku
artefakti. Zivotaschopnost bunék byla stanovena pomoci MTT testu.

Na Obr. muzeme pozorovat zivotaschopnost bunék, které byly ozafovany
zdrojem UVA ¢ UVB umisténym ve vysSce 20 cm nad povrchem, a to po dobu
0, 10, 20, 30, 40, 60 a 80 minut. Z naméfenych dat je ziejmé, ze zivotaschopnost
bunék po ozafeni zdrojem UVA rapidné klesid v intervalu doby ozatfovani 40-60
minut, coz ze vztahu (2.3) odpovida intervalu déavek foi)o =156 +1,2 J-cm™?
az D,(42,6)0 = 23,44+ 1,8 J-cm~2, a pii ozafovani delsim nez 60 minut jiz dochazi jen
k mirnému poklesu. Zivotaschopnost bunék ozafFenych zdrojem UVB klesla na 50%
droven jiz v pribéhu prvnich 10 minut, coz ze vztahu odpovida davce Dg’% =
2,0+£0,2J-cm™2

Na Obr. muzeme pozorovat zivotaschopnost bunék, které byly ozarovany
zdrojem UVA ¢ UVB umisténym ve vysce 11,5 cm nad povrchem, a to po dobu 0, 2,
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Obr. 5.5: Zivotaschopnost bunék ozarenych zdrojem UVA a zdrojem UVB umisté-
nym ve vySce 20 cm nad povrchem 24 hodin po ozéafeni. Vysledky jsou vyjadieny
jako prumér a standardni odchylka (n = 6).
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Obr. 5.6: Zivotaschopnost bunék ozarenych zdrojem UVA a zdrojem UVB umisté-
nym ve vysce 11,5 cm nad povrchem 24 hodin po ozéfeni. Vysledky jsou vyjadieny
jako prumér a standardni odchylka (n = 6).

5, 10, 15, 25 a 45 minut. K poklesu zivotaschopnosti bunék ozarenych zdrojem UVA

dochézi jiz po 10 minutach ozarovani, pokles pod 50% hranici vSak nastava az v in-
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tervalu 15-25 minut, tj. ze vztahu pri davkach mezi DS}I’;’) =9,542,2J - cm™?
a D1(41712’55) =15,8+3,6 J-cm™ 2 Zivotaschopnost bunék ozarenych zdrojem UVB po-
stupné klesa v prubéhu prvnich deseti minut expozice, po 10 minutéch, coz ze vztahu
odpovida davce Dg}l’? = 3,440,8 J - cm~2, dochazi k poklesu pod 50% hranici

a zustava priblizné konstantni.

5.2.2 Stanoveni produkce ROS

Cilem tohoto méteni bylo stanovit vliv expozice UVA a UVB zafeni na produkci
ROS v HaCaT bunkéch v zavislosti na ozareni, které je reprezentovano vyskou umis-
téni zdroje, a dobé ozarovani. Méfeni bylo provedeno v 96-jamkovych destickach,
pricemz jamky po obvodu desticky nebyly vyuzity, aby bylo zamezeno vzniku ar-
tefakti. Produkce ROS v bunikach byla stanovena méfenim pomoci fluorescenéni

znacky CM-HoDCFDA.
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Obr. 5.7: Stanoveni produkce ROS v bunkéch ozarenych zdrojem UVA a zdrojem
UVB umisténym ve vysce 20 cm nad povrchem pomoci fluorescenéni znacky DCF.
Vysledky jsou vyjadreny jako primér a standardni odchylka (n = 6).

Na Obr. miuzeme pozorovat produkei ROS v buiikach, které byly ozarovany
zdrojem UVA ¢ UVB umisténym ve vySce 20 cm nad povrchem, a to po dobu 0, 10,
20, 30, 40, 60 a 80 minut. Miizeme zde pozorovat prudky néarist méfené intenzity

fluorescence v pribéhu prvnich 10 minut pfi ozafovani zdrojem UVA i UVB. Po dobu
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dalsich 20-30 minut fluorescené¢ni signal roste. Po 40 minutéich expozice doslo v obou
pripadech k nasyceni fluorescen¢ni sondy. Produkce ROS v bunkach roste mirné

rychleji pii ozareni zdrojem UVB nez pii ozéfeni zdrojem UVA.
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Obr. 5.8: Stanoveni produkce ROS v buiikich ozafenych zdrojem UVA a zdrojem
UVB umisténym ve vysce 11,5 cm nad povrchem pomoci fluorescené¢ni znacky DCF.
Vysledky jsou vyjadieny jako pramér a standardni odchylka (n = 6).

Ziskany fluorescen¢ni signal je pfimo tmérny mnozstvi ROS produkovanych
v buiikach. Na Obr. muzeme pozorovat produkci ROS v bunkéch, které byly
ozafovany zdrojem UVA ¢i UVB umisténym ve vysce 11,5 ¢cm nad povrchem, a to
po dobu 0, 2, 5, 10, 15, 25 a 45 minut. Fluorescenc¢ni signal méreny v bunkéch ozare-
nych zdrojem UVB dosahuje saturac¢ni hodnoty znacky jiz po 5 minutach ozarovani,
u bunék ozarenych zdrojem UVA dochézi k saturaci znacky po 10 minutach oza-
fovani. Produkce ROS v bufkach roste rychleji pfi ozatreni zdrojem UVB nez pfi
ozareni zdrojem UVA.

Zména intenzity fluorescence v ¢ase pro oba typy zéareni je reprezentovana re-
gresni kiivkou ziskanou prolozenim hodnot, u kterych nedochazi ke zkresleni za-
vislosti v diisledku nasyceni fluorescen¢ni znacky. Pro zdroje ve vysce 20 cm nad
povrchem na Obr. dostavame velmi podobné parametry kiivky pro oba zdroje
zatfeni. Pro zdroje ve vySce 11,5 cm nad povrchem na Obr. je krivka ziskana pro

UVB vice nez dvakrat strméjsi v porovnéani s kfivkou pro UVA.
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5.2.3 Stanoveni poskozeni mitochondrii

Cilem tohoto méreni bylo stanovit vliv expozice bunék UVA a UVB zareni na po-
skozeni jejich mitochondrii. Bunky ve 48-jamkovych destickach byly v obou pfipa-
dech vystaveny 6 riznym davkam zareni, které jsou reprezentovany dobou ozarovani.
Ozatovani bylo provedeno po 0, 2, 5, 10 a 20 minut pro UVA i UVB. Mira poskozeni
mitochondrii (zména mitochondrialniho membranového potencialu) byla stanovena

pomoci fluorescen¢ni znacky JC-1.

Vysledné hodnoty intenzity fluorescence JC-1 jsou vyobrazeny na Obr. [5.9] Zis-
kany fluorescené¢ni signél je pfimo imérny poc¢tu neposkozenych mitochonidrii v bun-
ce, a tak klesajici signél predstavuje zvysujici se poskozeni mitochondrii. Na zékladé
informaci nabytych pii studiu problematiky oc¢ekavame, Ze s rostouci dobou ozafo-
vani bude rist poskozeni mitochondrii. Regresni kiivka byla stanovena prolozenim
zmérenych hodnot. Ziskana regresni kiivka v obou piipadech potvrzuje predpoklad,

ze poskozeni mitochondrii s rostouci davkou UV zareni nartista.
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Obr. 5.9: Stanoveni miry poskozeni mitochondrii v bunkach ozafenych zdrojem UVA
a zdrojem UVB umisténym ve vysce 20 cm nad povrchem pomoci fluorescenéni
znacky JC-1. Vysledky jsou vyjadieny jako pramér a standardni odchylka (n = 3).
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5.2.4 Stanoveni poskozeni lyzosomii

Cilem toho méfeni bylo stanovit vliv UVA a UVB zéfeni na poskozeni lyzosomii
v HaCaT buikéch. Buniky ve 48-jamkovych destickach byly vystaveny UVA a UVB
zatfeni po dobu 0, 2, 10 a 40 minut. Mira poskozeni lyzosomu byla stanovena pomoci

fluorescencni znacky Akridinova oranz.

Vysledky pro poskozeni lyzosomu reprezentované jako intenzity fluorescence Akri-
dinové oranze jsou vyobrazeny na Obr. [5.10] Jelikoz s poskozenim lyzosomii dochazi
k zesileni zelené fluorescence a poklesu ¢ervené fluorescence, predstavuje pozorovany
narust fluorescenéniho signalu pro emisi pii vlnové délce 525 nm (tj. v oblasti zele-
ného svétla) narust poskozeni lyzosomi. Regresni kiivky, které vznikly prolozenim
dat pomoci linearni funkce, pro bunky ozarené UVA i UVB ukazuji narast posko-
zeni, coz je v souladu s predpokladem. Poskozeni v disledku ptsobeni davky UVB

jsou rozséhlejsi v porovnéani se stejnou davkou UVA.
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Obr. 5.10: Stanoveni miry poskozeni lyzosomi v bunkach ozarenych zdrojem UVA a
zdrojem UVB umisténym ve vysce 20 cm nad povrchem pomoci fluorescenéni znacky
Akridinova oranz. Vysledky jsou vyjadfeny jako priamér a standardni odchylka (n =
3).
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5.3 Studium ucinku UV protektivnich latek

5.3.1 Absorp¢ni spektra studovanych latek

V pripadé organickych UV protektivnich latek je podstatou tcinku absorpce
zafeni v UV oblasti. Z toho divodu je vhodné zméfit absorpéni spektra studova-
nych UV protektivnich latek pomoci spektrofotometru a zjistit, zda zkoumané latky
absorbuji v UV oblasti, pfipadné zda absorbuji UVA nebo UVB. UVB zéfeni je defi-
novano jako elektromagnetické zafeni v rozsahu vlnovych délek 280-315 nm, UVA1
odpovida rozsahu 315-340 nm a UVA2 rozsahu 340-400 nm.

Transurokanova kyselina absorbuje pouze v UVB oblasti, v UVA oblasti absor-
buje pouze zanedbatelné mnozstvi zareni. Podobné i S-karoten méa absorpéni maxi-
mum v UVB oblasti, nicméné absorbuje i ¢ast UVA zareni. Astragalin, 2,4-dihyd-
roxybenzofenon a hyperosid absorbuji v celém rozsahu vlnovych délek UV zéfeni.
2-hydroxy-4-methoxybenzofenon a 3-(4-methylbenzyliden)kafr absorbuji v oblasti
UVB a UVAL1. Pachypodol absorbuje v celém rozsahu UVA, slabéji i v oblasti UVB.
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5.3.2 Stanoveni Zivotaschopnosti bunék

Cilem tohoto méfeni bylo stanovit vliv zvolenych UV protektivnich latek na miru
poskozeni v dusledku expozice UV zareni. Bylo studovano celkem 8 ruznych latek,

pricemz kazda byla aplikovana v 7 riznych koncentracich.

Meéreni bylo provedeno ve 48-jamkovych destickach, pricemz jamky po obvodu
desticky nebyly vyuzity, aby bylo zamezeno vzniku artefakti. Ozafovani zdrojem
UVA probihalo 60 minut, zdrojem UVB 5 minut. Zivotaschopnost bunék byla sta-

novena pomoci MTT testu.

5.3.2.1 Stanoveni Zivotaschopnosti po expozici UVA zareni

Vysledné hodnoty absorpce formazanu reprezentujici zivotaschopnost bunék oset-
fenych UV protektivnimi latkami v riznych koncentracich po 60minutové expozici
UVA jsou vyobrazeny na Obr. [5.12] Zkoumané UV protektivni latky maji vliv na
zivotaschopnost bunék vystavenych UVA zareni. Ne ve vSech pfipadech vSak jejich
aplikace vede k jejimu nérustu, jako bychom v pripadé UVA protektivnich latek
predpokladali. Rostouci zivotaschopnost bunék se zvysujici se koncentraci mizeme
pozorovat pouze u bunék osetfenych hyperosidem, kde u pozorovanych koncentraci
dochézi k nariustu zivotaschopnosti az na 170 % oproti neoSetfenym bunkam. Ac-
koliv je trend u bunék oSetfenych hyperosidem zdanlivé rostouci pro zvysSujici se
koncentraci latky, ke statisticky vyznamnému nartstu dochézi pouze pii aplikaci
100 uM a 300 M hyperosidu. Statisticky vyznamny nérust zivotaschopnosti bunék
pozorujeme také u bunék osetfenych 1000uM transurokanovou kyselinou. U vSech
ostatnich latek nedochazi ke statisticky vyznamnému néristu Zivotaschnopnosti bu-
nék. Pri aplikaci vyssich koncentraci nékterych latek — 300uM 2-hydroxy-4-methoxy-
benzofenon, 30u a 100uM S-karoten, 100uM a 300uM 3-(4-methylbenzyliden)kafr,
3uM a koncentrovanéjsi pachypodol — navic dochézi k poklesu zivotaschnopnosti
bunék. Statisticky vyznamné odchylky se také projevuji v piipadé nanocéstic TiO,
pii pouziti koncentraci od 100 ug/ml vySe, nicméné pro velké chyby méfeni (az 77

%) zde neni mozné interpretovat, zda se jedna o rostouci ¢i klesajici tendenci.
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Obr. 5.12: Zivotaschopnost bunck osetfenych 2.4-dihydroxybenzofenonem, 2-
hydroxy-4-methoxybenzofenonem, [-karotenem, hyperosidem, 3-(4-methylbenzyli-
den)kafrem, pachypodolem, nanoc¢asticemi TiO, a transurokanovou kyselinou, které
byly ozafovany po dobu 60 minut zdrojem UVA umisténym ve vySce 20 cm nad
povrchem. Vysledky jsou vyjadieny jako prumér a standardni odchylka (n = 3).
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Obr. 5.13: Zivotaschopnost bunék oSetfenych 2,4-dihydroxybenzofenonem, 2-

hydroxy-4-methoxybenzofenonem, [-karotenem, hyperosidem, 3-(4-methylbenzyli-
den)kafrem, pachypodolem, nanoc¢asticemi TiO, a transurokanovou kyselinou, které
byly ozarovany po dobu 5 minut zdrojem UVB umisténym ve vysce 20 ¢cm nad
povrchem. Vysledky jsou vyjadieny jako prumér a standardni odchylka (n = 3).
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5.3.2.2 Stanoveni Zivotaschopnosti po expozici UVB zareni

Vysledné hodnoty absorpce formazanu reprezentujici zZivotaschopnost bunék oset-
fenych UV protektivnimi latkami v riznych koncentracich po Sminutové expozici
UVB jsou vyobrazeny na Obr. [5.13] Osetteni zkoumanymi UV protektivnimi lat-
kami vede ke zménam v Zzivotaschopnosti bunék ozarenych UVB. Osetfeni bunék
100 a 300uM hyperosidem, transurokanovou kyselinou o koncentraci 100 uM a
vyssi a nanocasticemi TiOs o koncentraci 1000 pg/ml vedou k naristu zivotaschop-
nosti bunék. V piipadé aplikace hyperosidu pozorujeme narist na az 230 % hodnoty
zivotaschopnosti nechranénych bunék pii koncentraci 300 uM, v piipadé aplikace
transurokanové kyseliny az na 580 % pri koncentraci 1000 uM. Ostatni latky ne-
maji na rust zivotaschopnosti bunék po Sminutovém ozéfeni UVB ve srovnani s
kontrolnim vzorkem zadny statisticky vyznamny vliv. Podobné jako v pripadé oza-
fovani zdrojem UVA vsSak vyssi koncentrace nékterych zkoumanych latek vedou k
poklesu zivotaschopnosti bunék. K tomu dochazi pii aplikaci 300uM 2,4-dihydroxy-
benzofenonu, 300uM 2-hydroxy-4-methoxybenzofenonu, 30uM a 100uM [-karotenu
a 300uM 3-(4-methylbenzyliden)kafru.

5.3.3 Stanoveni produkce ROS

Cilem tohoto méfeni bylo stanovit vliv zvolenych UV protektivnich latek na pro-
dukci ROS v bunkach, ke které dochéazi v dusledku expozice UV zafeni. Bylo stu-
dovano celkem 8 riiznych latek, pricemz kazda byla aplikovana v 7 riznych koncen-
tracich.

Meéfteni bylo provedeno ve 48-jamkovych destickach, pficemz jamky po obvodu
desticky nebyly vyuzity, aby bylo zamezeno vzniku artefakti. Mnozstvi ROS v bun-
kach bylo stanoveno pomoci aplikace fluorescenéni znacky CM-HsDCFDA.

5.3.3.1 Stanoveni produkce ROS po expozici UVA zareni

Za ptredpokladu, Ze zvolené latky skutec¢né piisobi UV protektivné a nezpusobuji
sami o sobé fotooxidaci, bychom ocekavali, Ze s rostouci koncentraci UV protektivni
latky bude mnozstvi ROS v bunkéch klesat. Vysledné hodnoty intenzity fluorescence

po 60minutovém ozareni bunék inkubovanych s UV protektivnimi latkami zdrojem
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Obr. 5.14: Produkce ROS v bunkach oSetfenych 2 4-dihydroxybenzofenonem, 2-
hydroxy-4-methoxybenzofenonem, (-karotenem, hyperosidem, 3-(4-methylbenzyli-
den)kafrem, pachypodolem, nano¢éasticemi TiO5 a transurokanovou kyselinou, které
byly ozarovany po dobu 60 minut zdrojem UVA umisténym ve vysce 20 cm nad
povrchem. Vysledky jsou vyjadieny jako prumér a standardni odchylka (n = 3).
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UVA, které reprezentuji mnozstvi ROS produkované v buinikach, jsou vyobrazeny
na Obr. B.14]

Predpokladany pokles zde pozorujeme pouze u bunék oSetfenych hyperosidem
a bunék oSetfenych TiO,. Ke statisticky vyznamnému poklesu ROS dochazi pfi
aplikaci 30uM, 100uM a 300uM hyperosidu ¢ pri aplikaci nanocastic TiOy o kon-
centraci 300 pg/ml a 1000 pg/ml. Inkubace bunék 2,4-dihydroxybenzofenonem a
B-karotenem do koncentrace 30 uM véetné a 3-(4-methylbenzyliden)kafrem do kon-
centrace 10 puM vcéetné nemé na produkci ROS v buikach v dusledku ptisobeni
UVA Zadny vliv, pri aplikaci vyssich koncentraci dochézi k naristu produkce ROS v
bunkéch. Aplikace pachypodolu a 2-hydroxy-4-methoxybenzofenonu vede k narustu
generace ROS v bunkéch jiz pfi koncentracich presahujicich 0,3 pM. OSetfeni bu-
nék transurokanovou kyselinou vede pfi aplikaci v koncentracich 10 uM a vyssich k

mirnému zvyseni produkce ROS v buiikidch oproti neosetfenym bunkam.

5.3.3.2 Stanoveni produkce ROS po expozici UVB zareni

Vysledné hodnoty intenzity fluorescence po ozarfovani bunék osetfenych UV pro-
tektivnimi latkami zdrojem UVB po dobu 5 minut, které reprezentuji mnozstvi ROS
produkované v buiikich, jsou vyobrazeny na Obr. 5.15] Trendy pro jednotlivé UV
protektivni latky v pripadé produkce ROS v bunkéch vlivem UVB zafeni jsou velmi
podobné jako v pripadé UVA zareni. Klesajici hladina ROS v bunkéch s rostouci
koncentraci UV protektivni latky je pozorovatelna pouze u bunék osetfenych hypero-
sidem a nanocasticemi TiO,. Ke statisticky vyznamnému poklesu produkce ROS
v bunkach po ozafeni UVB dochazi pii osetfeni bunék 3uM a koncentrovanéjsim hy-
perosidem ¢i pii aplikaci 100 ug/ml a 1000 pg/ml nanocastic TiOg. V Fadé pripadi
nema oSetfeni UV protektivnimi latkami na produkci ROS v bunkéich zadny vliv
az do prekonani urc¢ité hodnoty koncentrace, kdy dochézi k nartastu produkce ROS
v bunikach. To plati pro S-karoten v koncentraci do 10 uM, 2,4-dihydroxybenzofenon
v koncentraci do 30 uM a transurokanovou kyselinu v koncentraci do 100 uM. V
pripadé aplikace 3-(4-methylbenzyliden)kafru dochazi k mirnému nartistu produkee
ROS v bunkéach jiz pfi oSetieni koncentracemi od 0,3 puM, k masivnimu naristu
mnozstvi ROS v bunkach pak vedou koncentrace vyssi nez 100 M. Podobny trend

se projevuje pii aplikaci 2-hydroxy-4-methoxybenzofenonu, kdy v koncetracich od
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Obr. 5.15: Produkce ROS v bunkach oSetfenych 2 4-dihydroxybenzofenonem, 2-
hydroxy-4-methoxybenzofenonem, (-karotenem, hyperosidem, 3-(4-methylbenzyli-
den)kafrem, pachypodolem, nano¢éasticemi TiO5 a transurokanovou kyselinou, které
byly ozarfovany po dobu 5 minut zdrojem UVB umisténym ve vysce 20 cm nad
povrchem. Vysledky jsou vyjadieny jako prumér a standardni odchylka (n = 3).
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1 uM dochézi k mirnému zvyseni produkce ROS a v koncentracich od 100 uM pro-
dukce ROS v buiikdch prudce narusta. Inkubace pachypodolem v libovolné pouzité

koncentraci nevede ke zménam v produkci ROS v bunkach.

5.3.4 Toxicita UV protektivnich latek

Cilem méfteni toxicity UV protektivnich latek bylo zjistit, zda a pripadné v jaké
mife jsou pouzivané UV protektivni latky samy o sobé pro bunky toxické (tj. bez
prispévku UV zafeni).

V 96-jamkovych destickdch byly HaCaT bunky inkubovany po dobu 72 hodin
s 8 zkoumanymi UV protektivnimi latkami, pficemz u kazdé bylo pouzito 7 riznych
koncentraci shodnych s témi, které byly pouzity v predchézejicich experimentech.
Nésledné byla stanovena zivotaschopnost bunék pomoci MTT testu.

Vysledné absorbance reprezentované jako procentuéalni hodnoty Zivotaschopnosti
bunék jsou vyobrazeny na Obr.[5.16] S vyjimkou transurokanové kyseliny jsou vechny
toxické. V piipadé transurokanové kyseliny dochazi k toxickym vliviim na buiiky
a timpadem ke sniZzeni Zivotaschopnosti az pii koncentracich presahujich 300 pM.
Aplikace hyperosidu sice zptusobuje mirny pokles v zivotaschopnosti bunék, nicméné
v rozsahu zkoumanych koncentraci je tento pokles konstantni. U ostatnich latek
pozorujeme mirny pokles Zivotaschopnosti bunék pii inkubaci s nizsimi pouzitymi
koncentracemi, ktery je nasledovan prudkym poklesem zivotaschopnosti na hodnotu
nizsi nez 50 % Zzivotaschopnosti kontrolniho vzorku bunédk. Tato koncentrace je pro
astragalin 100 uM, pro 2,4-dihydroxybenzofenon 30 uM, pro 2-hydroxy-4-methoxy-
benzofenon 30 uM, pro S-karoten 10 uM, pro 3-(4-methylbenzyliden)kafr 30 pM,
pro pachypodol 3 uM a pro transurokanovou kyselinu 1000 pM.

Abychom se v nasledujicich experimentech vyvarovali zkresleni, které je vyvolané
prirozenou cytotoxicitou zkoumanych latek, jsou ve vSech nasledujich experimentech

pouzity pouze koncentrace nedosahujici vyse uvedenych hodnot.
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Obr. 5.16: Zivotaschopnost bunék po 72hodinové inkubaci astragalinu, 2,4-dihyd-
roxybenzofenonu, 2-hydroxy-4-methoxybenzofenonu, $-karotenu, hyperosidu, 3-(4-
methylbenzyliden)kafru, pachypodolu a transurokanové kyseliny. Vysledky jsou vy-
jadfeny jako pramér a standardni odchylka (n = 6).
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5.3.5 Stanoveni Zivotaschopnosti bunék

Cilem opakovaného méteni zivotaschopnosti bunék osetfenych UV protektivnimi
latkami po ozafeni zdroji UV zéafeni bylo zjistit, zda a v jaké mife chrani zkoumané
latky HaCaT bunky pfed UV zafeni, a to s aplikaci jiz nabytych poznatki. Je-
likoz nékteré z pouzitych koncentraci zkoumanych UV protektivnich latek piisobi
cytotoxicky, byly tyto koncentrace pro dalsi méreni eliminovany. Dalsim faktorem
ovliviiujicim méfeni je stinéni zptisobené destickami. Pro méfeni byly namisto 48-
jamkovych desticek pouzity nizké 12-jamkové desticky, coz by mélo zajistit snizeni
nezadouciho efektu stinéni. Ozafovani zdrojem UVA probihalo 60 minut, ozarovani

zdrojem UVB 3 minuty. Zivotaschopnost bunck byla stanovena pomoci MTT testu.

5.3.5.1 Stanoveni Zivotaschopnosti po expozici UVA zareni

Na Obr. jsou vyobrazeny vysledky pro méreni zivotaschopnosti bunék, které
byly oSetfeny netoxickymi koncentracemi UV protektivnich latek, po 60minutové ex-
pozici UVA. Podobné jako tomu bylo v pfedchozim méteni vlivu UV protektivnich
latek na zivotaschopnost bunék vystavenych ptisobeni UVA zareni (Obr. izde
pozorujeme nartst zivotaschopnosti se zvysujici se koncentraci latky pouze pro hy-
perosid, pri¢emz k narustu zivotaschnopnosti oproti neosetfenému vzorku dochazi
pri aplikaci koncentrace 100 uM a vyssi. U nové zarazené latky astragalin pozoru-
jeme rust zivotaschopnosti pii aplikaci vyssi koncentrace latky (100 pM) ve srovnani
s nizsi koncentraci 10 uM. U ostatnich zkoumanych latek neni pii aplikaci neto-
xickych koncentraci pozorovan zadny efekt na Zivotaschnopnost bunék ozafenych

zdrojem UVA.

5.3.5.2 Stanoveni Zivotaschopnosti po expozici UVB zareni

Na Obr. miizeme pozorovat vysledky stanoveni Zivotaschnopnosti bunék
oSetfenych netoxickymi koncentracemi latek po 3 minuty trvajici expozici UVB.
Na rozdil od pfedchozich vysledkii pro Sminutovou expozici (Obr. zde neni
mozné pozorovat pozitivni vliv hyperosidu a transurokanové kyseliny na zivotaschnop-
nost bunék. V pripadé aplikace hyperosidu navic dochéazi k nartstu zivotaschnop-

nosti bunék az pri aplikaci koncentrace 300 pM, nizsi netoxické koncentrace vedou
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oSetfenych astragalinem, 2,4-dihydroxybenzofe-
nonem, 2-hydroxy-4-methoxybenzofenonem, [-karotenem, hyperosidem, 3-(4-me-
thylbenzyliden)kafrem, pachypodolem a transurokanovou kyselinou, které byly oza-
rfovany po dobu 60 minut zdrojem UVA umisténym ve vysce 20 cm nad povrchem.
Vysledky jsou vyjadreny jako primér a standardni odchylka (n = 3).
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Obr. 5.18: Zivotaschopnost bungk oSetfenych astragalinem, 2,4-dihydroxybenzofe-
nonem, 2-hydroxy-4-methoxybenzofenonem, fS-karotenem, hyperosidem, 3-(4-me-
thylbenzyliden)kafrem, pachypodolem a transurokanovou kyselinou, které byly oza-
fovany po dobu 3 minut zdrojem UVB umisténym ve vysce 20 cm nad povrchem.
Vysledky jsou vyjadreny jako primér a standardni odchylka (n = 3).
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k poklesu zivotaschnopnosti bunék. U dalsich latek jako je astragalin, 2,4-dihyd-
roxybenzofenon, 2-hydroxy-4-methoxybenzofenon, g-karoten ¢i transurokanové ky-
seliny nevede aplikace téchto latek k zadné zméné Zivotaschnopnosti bunék expo-
novanych UVB zéafeni. Osetfeni bunék 3-(4-methylbenzyliden)kafrem a pachypodo-
lem vede k poklesu jejich Zivotaschnopnosti po ozafeni zdrojem UVB. V pripadé
3-(4-methylbenzyliden)kafru dochézi k poklesu zivotaschnopnosti oSetfenych bunék
pii aplikaci 3 uM latky a Zivotaschnopnost bunék odpovida piiblizné 70 % hod-
noty zivotaschnopnosti neosetfenych bunék. U bunék oSetfenych pachypodolem zi-
votaschnopnost bunék s rostouci koncentraci pachypodolu klesé, a to az na hodnotu
40 % zivotaschnopnosti neoSetfenych bunék pri aplikaci v koncentracich 1 uM a

3uM.

5.3.6 Stanoveni produkce ROS

Cilem opakovaného méfeni produkce ROS v buikéich osetfenych UV protek-
tivnimi latkami po ozareni zdroji UV zafeni bylo gzjistit, zda a v jaké mife chrani
zkoumané latky HaCaT bunky pfed UV zarenim, a to s aplikaci jiz nabytych po-
znatki. Jelikoz nékteré z pouzitych koncentraci zkoumanych UV protektivnich 1a-
tek pusobi cytotoxicky, byly tyto koncentrace pro dalsi méreni eliminovany. Dal$im
faktorem ovliviiujicim méfeni je stinéni zptsobené destickami. Pro méreni byly na-
misto 48-jamkovych desticek pouzity nizké 12-jamkové desticky, coz by mélo zajistit
snizeni nezadouciho efektu stinéni. Ozafovani zdrojem UVA probihalo 60 minut,
ozarovani zdrojem UVB 3 minuty. Mnozstvi ROS v bunkach bylo stanoveno pomoci

fluorescenc¢ni znacky HoDCFDA.

5.3.6.1 Stanoveni produkce ROS po expozici UVA zareni

Vysledky méteni produkce ROS v bunikéch oSetfenych UV protektivnimi latkami
a vystavenych ptsobeni UVA zareni jsou vyobrazeny na Obr. Inkubace bunék
se zkoumanymi latkami v netoxickych koncentracich nevede u vétsiny zkoumanych
latek ke zménam v produkci ROS v bunikich po ozéfeni zdrojem UVA. Vyjimkou
je inkubace bunék s hyperosidem a 3-(4-methylbenzyliden)kafrem. Ke statisticky
vyznamnému poklesu v produkci ROS vede osetfeni bunék 100uM ¢ 300uM hy-

perosidem ¢i oSetieni bunék 3-(4-methylbenzyliden)kafrem v libovolné z pouzitych
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Obr. 5.19: Produkce ROS v buiikidch oSetfenych astragalinem, 2,4-dihydroxybenzo-
fenonem, 2-hydroxy-4-methoxybenzofenonem, f-karotenem, hyperosidem, 3-(4-me-
thylbenzyliden)kafrem, pachypodolem a transurokanovou kyselinou, které byly oza-
rfovany po dobu 60 minut zdrojem UVA umisténym ve vysce 20 ¢cm nad povrchem.
Vysledky jsou vyjadreny jako primér a standardni odchylka (n = 3).
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netoxickych koncentraci. Graficky je pozorovan i pokles produkce ROS po aplikaci
pachydopolu, avsak pro velkou odchylku métfeni u kontrolniho vzorku nelze tento

pokles povazovat za statisticky vyznamny.

5.3.6.2 Stanoveni produkce ROS po expozici UVB zareni

Vysledky métfeni produkce ROS v buiikach oSetfenych UV protektivnimi latkami
a vystavenych ptisobeni UVB zafeni jsou vyobrazeny na Obr.[5.20] Inkubace bunék s
hyperosidem v pouzitych netoxickych koncentracich (30 pM, 100 uM, 300 uM) vede
k poklesu produkce ROS v buiikach po ozareni zdrojem UVB. Osetfeni bunék vSemi
ostatnimi UV protektivnimi latkami v netoxickych koncentracich nevedlo k zadnym

statisticky vyznamnym zménam v produkci ROS v buiikach.
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Obr. 5.20: Produkce ROS v buiikidch oSetfenych astragalinem, 2,4-dihydroxybenzo-
fenonem, 2-hydroxy-4-methoxybenzofenonem, f-karotenem, hyperosidem, 3-(4-me-
thylbenzyliden)kafrem, pachypodolem a transurokanovou kyselinou, které byly oza-
fovany po dobu 3 minut zdrojem UVB umisténym ve vysce 20 cm nad povrchem.
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Vysledky jsou vyjadreny jako primér a standardni odchylka (n = 3).
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5.3.7 Stanoveni poskozeni mitochondrii

Cilem méfteni poskozeni mitochondrii v HaCaT buiikich oSetfenych zkoumanymi
UV protektivnimi latkami a piripadné vystavenych UVA ¢i UVB zéafeni bylo zjistit,
zda zkoumané latky zabranuji poskozeni mitochondrii v dusledku piisobeni UV za-
feni, popripadé zda samy o sobé maji na poskozeni mitochondrii vliv. Byl studovan
ucinek 8 raznych latek ve 3 rtznych, netoxickych koncentracich a poskozeni bylo
méfeno ve 4 ¢asovych intervalech. Méfeni byla provedena ve 24-jamkovych destic-
kach. Zmény membranového potencialu mitochondrii bylo stanoveno pomoci znacky

JC-1.

5.3.7.1 Stanoveni vlivu zkoumanych latek na poskozeni mitochondrii

Vysledné hodnoty intenzity fluorescence reprezentujici zmény mitochondrialniho
membranového potencidlu pro buiiky vystavené pouze plisobeni zkoumanych UV
protektivnich latek bez efektu UV zafeni jsou vyobrazeny na Obr. [5.21} Pro vSechny
aplikované latky i pro vSechny jejich koncentrace s vyjimkou nejvyssich koncentraci
hyperosidu plati, Ze mira signéalu roste s ¢asem. To poukazuje na skutec¢nost, ze JC-1
pronika do mitochondrii v pribéhu 60 minut méfeni postupné, coz miize pozitivné
zkreslit obrzené vysledky. Vétsina aplikovanych UV protektivnich latek v netoxic-
kych koncentracich nevede ke zménam mitochondrialniho membranového potencialu
v ¢ase do 60 minut, a tedy nema zadny vliv na poskozeni mitochondrii spojené se
zménami mitochondridlniho membranového potencialu. Ke statisticky vyznamnym
zménam mitochondridlntho membréanového potencialu dochézi pouze pii aplikaci hy-
perosidu, ktery ve vSech 3 zkoumanych netoxickych koncentraci vede k jeho poklesu
(depolarizaci), a S-karotenu, ktery v koncentracich 0,3 uM a 1 pM vede k nartstu mi-
tochondrialntho membranového potencidlu (hyperpolarizaci). Méfena intenzita flu-
orescence po aplikaci netoxickych koncentraci hyperosidu klesa témér na polovinu

intenzity fluorescence ziskané pro neosetfené bunky.

5.3.7.2 Stanoveni poskozeni mitochondrii po expozici UVA zareni

Vysledky pro méreni zmén mitochondridlniho membranového potencidlu v bun-

kach inkubovanych s UV protektivnimi latkami a vystavené ptsobeni UVA zareni
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5.21: Mitochondrialni membranovy potencial v bunkich osSetfenych as-
tragalinem, 2,4-dihydroxybenzofenonem, 2-hydroxy-4-methoxybenzofenonem, p-

karotenem, hyperosidem, 3-(4-methylbenzyliden)kafrem, pachypodolem a transuro-

kanovou kyselinou 0, 20, 40 a 60 minut po inkubaci JC-1. Vysledky jsou vyjadieny

jako priumér a standardni odchylka (n = 4).
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Obr. 5.22: Mitochondridlni membranovy potencial v bunkach oSetfenych as-
tragalinem, 2,4-dihydroxybenzofenonem, 2-hydroxy-4-methoxybenzofenonem, p-
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karotenem, hyperosidem, 3-(4-methylbenzyliden)kafrem, pachypodolem a transuro-

kanovou kyselinou, které byly ozafovany po dobu 0, 20, 40 a 60 minut zdrojem UVA
umisténym ve vysce 20 cm nad povrchem. Vysledky jsou vyjadreny jako priamér a

standardni odchylka (n = 4).
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po dobu 0, 20, 40 a 60 minut jsou na Obr. [5.22] Expozice bunék UVA vede k poklesu
mitochondridlntho membréanového potencidlu v case jak pro neoSetiené bunky, tak
pro bunky inkubované s UV protektivnimi latkami. Obecné pii aplikaci UV protek-
tivnich latek v netoxickych koncentracich nepozorujeme zadné statisticky vyznamné
zmény mitochondrialntho membranového potencialu ve srovnani s mitochondridlnim
mebranovym potenciadlem neoSetifenych bunék. Aplikace pachypodolu v netoxickych
koncentracich vede ke zvySeni mitochondridlniho membranového potencialu (hyper-

polarizaci), ktera se projevuje pii 20minutové expozici UVA.

5.3.7.3 Stanoveni poskozeni mitochondrii po expozici UVB zareni

Vysledky pro méreni mitochondrialniho membranového potencialu v buiikach in-
kubovanych s UV protektivnimi latkami a vystavené ptusobeni UVB zafeni po dobu
0, 2, 4 a 6 minut muZzeme pozorovat na Obr. [5.23] Inkubace bunék se zkoumanymi
UV protektivnimi latkami v netoxickych koncentracich obecné nevede ke zménam
v mitochondrialnim membranovém potencialu bunék exponovanych UVB. Ogetfeni
bunék 2-hydroxy-4-methoxybenzofenonem a [-karotenem v netoxickych koncentra-

cich vede po expozici UVB k hyperpolarizaci.
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Obr. 5.23: Mitochondridlni membranovy potencial v bunkach oSetfenych as-
tragalinem, 2,4-dihydroxybenzofenonem, 2-hydroxy-4-methoxybenzofenonem, p-
karotenem, hyperosidem, 3-(4-methylbenzyliden)kafrem, pachypodolem a transuro-
kanovou kyselinou, které byly ozafovany po dobu 0, 2, 4 a 6 minut zdrojem UVB
umisténym ve vysce 20 cm nad povrchem. Vysledky jsou vyjadreny jako priamér a
standardni odchylka (n = 4).
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5.3.8 Stanoveni poskozeni lyzosomii

Cilem méfeni poskozeni lyzosomii v HaCaT buinkach osetfenych zkoumanymi
UV protektivnimi latkami a p¥ipadné vystavenych UVA ¢i UVB zafeni bylo zjistit,
zda zkoumané latky zabranuji poskozeni lyzosomu v dusledku piisobeni UV zéfeni,
popiipadé zda samy o sobé maji na poskozeni lyzosomi vliv. Byl studovan tuc¢inek 8
riznych latek ve 3 riznych, netoxickych koncentracich a poskozeni bylo méreno ve 4
¢asovych intervalech. Méreni byla provedena ve 24-jamkovych destickich. Poskozeni

lyzosomii bylo stanoveno pomoci znacky LysoTracker Blue.

5.3.8.1 Stanoveni vlivu zkoumanych latek na poskozeni lyzosomi

Vysledky méfeni vlivu inkubace bunék s UV protektivnimi ldtkami na posko-
zeni lyzosomi jsou vyobrazeny na Obr. [5.24] Méfené hodnoty se pro viechny latky,
vSechny doby inkubace a vSechny mérené casy témér shoduji. Pouzité UV protektivni
latky v netoxickych koncentracich zjevné nemaji zadny vliv na poskozeni lyzosomii.
Pouze v ptipadé bunék osetfenych 100uM astragalinem dochéazi ke statisticky vy-

znamnému poklesu méfené intenzity fluorescence.

5.3.8.2 Stanoveni poskozeni lyzosomti po expozici UVA zareni

Vysledky méreni poskozeni lyzosomt po expozici UVA v pripadé latek oSetrenych
UV protektivnimi latkami jsou vyobrazeny na Obr. 7 vysledki je patrné, ze
UVA zaieni zpusobuje pokles intenzity fluorescence pod 50 % ptivodni hodnoty jiz
béhem prvnich 20 minut expozice a s rostouci dobou expozice intenzita dale klesa.
Inkubace bunék se zkoumanymi UV protektivnimi latkami v netoxickych koncent-
racich ve vétsiné pfipadi nema na hodnotu intenzity fluorescence zadny vliv. Pouze
aplikace hyperosidu v koncentracich 100 M a 300 M vede k naristu intenzity bez

ozéafeni a po 20minutové expozici UVA.

5.3.8.3 Vybéleni znacky LysoTracker Blue po expozici UVA zareni

Protoze znacka LysoTracker Blue absorbuje v UVA oblasti, je tfeba stanovit
zévislost mérené intenzity fluorescence znacky v zavislosti na dobé expozice UVA.

Pro tyto ucely byla pfipravena znacka v PBS o 3 ruznych hodnotach pH (pH 5, 7
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Obr. 5.24: Mira poskozeni lyzosomu v buiikach oSetfenych astragalinem, 2,4-dihydro-
xybenzofenonem, 2-hydroxy-4-methoxybenzofenonem, [-karotenem, hyperosidem,
3-(4-methylbenzyliden)kafrem, pachypodolem a transurokanovou kyselinou 0, 20,
40 a 60 minut po inkubaci LysoTracker Blue. Vysledky jsou vyjadireny jako primeér
a standardni odchylka (n = 4).
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Obr. 5.25: Mira poskozeni lyzosomu v buiikach oSetfenych astragalinem, 2,4-dihydro-
xybenzofenonem, 2-hydroxy-4-methoxybenzofenonem, g-karotenem, hyperosidem,
3-(4-methylbenzyliden)kafrem, pachypodolem a transurokanovou kyselinou, které
byly ozarovany po dobu 0, 20, 40 a 60 minut zdrojem UVA umisténym ve vySce
20 cm nad povrchem. Vysledky jsou vyjadreny jako primér a standardni odchylka
(n=4).
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a 9) a méfena intenzita fluorescence po 5, 10, 15 a 20 minutach i po ozarovani UVA
po dobu 2, 5, 10 a 20 minut, coz je znazornéno na Obr. [5.26] MuZzeme zde vidét,
ze zatimco bez pusobeni UVA ziistava intenzita fluorescence v ¢ase konstantni pro
vSechny hodnoty pH, pii vystaveni UVA dochézi v ¢ase k vybéleni znacky a intenzita
fluorescence klesa. Ackoliv to diky velikosti signalu muzeme nejlépe pozorovat pro
pH 5, dochézi k vybéleni znacky rostouci s dobou ozafovani UVA pro vSechny tii

méfené hodnoty pH.

pH5 E=—= pH 7 = pH9 ===

2000 Tma UVA |

1500 &# B & & = i

1000 i

500 .

o LI 1 [ )

0 5 10 15 20 2 5 10 20
Cas [min]

Intenzita fluorescence [rel. j.]

Obr. 5.26: Vybéleni znacky LysoTracker Blue v ¢ase a po ozareni UVA po dobu 2, 5,
10 a 20 minut. Vysledky jsou vyjadieny jako primér a standardni odchylka (n = 3).

5.3.8.4 Stanoveni poskozeni lyzosomti po expozici UVB zareni

Vysledky méreni poskozeni lyzosomu bunék inkubovanych s UV protektivnimi
latkami a vystavenych piisobeni UVB po dobu 0, 2, 4 a 6 minut jsou vykresleny
na Obr. Expozice UVB trvajici do 6 minut mé zrejmé na poskozeni lyzosomiu
jen mirny vliv, a to bez ohledu na osetteni UV protektivnimi latkami. Pouzité UV
protektivni latky v netoxickych koncentracich ve vétsiné pripadid nemaji zadny vliv
na poskozeni lyzosomii v dusledku expozice UVB zafeni. Inkubace buné¢k s astraga-
linem vede k poklesu intenzity fluorescence, ktery se vyraznéji projevuje s rostouci
dobou expozice a rostouci koncentraci astragalinu. Také v pripadé bunék osetfenych

[S-karotenem v koncentraci 1 uM se projevuje pokles méreného signélu.
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Obr. 5.27: Mira poskozeni lyzosomt v buiikach oSetfenych astragalinem, 2,4-dihydro-
xybenzofenonem, 2-hydroxy-4-methoxybenzofenonem, [-karotenem, hyperosidem,
3-(4-methylbenzyliden)kafrem, pachypodolem a transurokanovou kyselinou, které
byly ozarovany po dobu 0, 2, 4 a 6 minut zdrojem UVB umisténym ve vysce 20 cm
nad povrchem. Vysledky jsou vyjadieny jako primér a standardni odchylka (n = 4).
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5.3.9 Stanoveni poskozeni DNA

Cilem tohoto méfeni bylo stanovit vliv UV protektivnich latek na vznik pogkozeni
DNA HaCaT buné¢k v dusledku ptisobeni UV zafeni. Mira poskozeni DNA byla
stanovena pomoci comet assay. Byl studovan vliv 8 UV protektivnich latek vzdy
v jedné koncentraci, pficemz byly pouzity nejvyssi netoxické koncentrace latek.

Jak jsme si ovérili pomoci Wilk-Shapirova a d’Agostino-Pearsonova testu, obecné
nenormalni rozdéleni fragmentt komet neni normalni ani v pfipadé vétsiny nasich
soubort dat, a tak neni mozné hodnotit soubory pomoci priméru a standardni
odchylky, nicméné je tieba soubory hodnotit na zakladé medianu a 25% a 75%
kvartilu.

Vysledky ziskané pro stépeni DNA HaCaT bunék v dusledku 90minutové expo-
zice UVA jsou vyobrazeny v Tab. [5.1} Poskozeni DNA v dusledku ptisobeni UVA
je pouze nepatrné, ani pii dlouhodobém 90minutovém vystaveni bunék UVA za-
feni nedoslo k vyznamné fragmentaci DNA. Navic z vypo¢tenych hodnot primeéru
i medianu DNA v hlavé je ziejmé, Ze zadna z aplikovanych UV protektivnich latek
nevede ke zvySeni poskozeni DNA v diisledku expozice bunék k UVA. Statisticky
vyznamny narust DNA v hlavé jsme obdrzeli po inkubaci bunék s astragalinem
(4,5 %), 2-hydroxy-4-methoxybenzofenonem (5,76 %), hyperosidem (3,94 %), 3-(4-
methylbenzyliden)kafrem (4,54 %) a transurokanovou kyselinou (3,94 %).

Vysledky méfeni pro Stépeni jaderné DNA HaCaT bunék v dusledku 8minuto-
vého pusobeni UVB jsou vyobrazeny v Tab.[5.2] Bylo zjisténo, ze UVB zéfeni o davce
1,6 £0,2 J-cm~? navodi mensi miru fragmentace DNA nez UVA zafeni o davce
35,14+2,7 J-cm~2. Aplikace UV protektivnich latek by méla vést ke snizeni posko-
zeni DNA| tj. k procentualnimu naristu mnozstvi DNA v hlavé. Ne pro vSechny latky
je mozné tento efekt pozorovat, oSetfeni bunék 2-hydroxy-4-methoxybenzofenonem,
p-karotenem, hyperosidem, 3-(4-methylbenzyliden)kafrem, pachypodolem a transu-
rokanovou kyselinou nemé na $tépeni DNA v dusledku 8minutové expozice UVB
zadny efekt. OSetfeni bunék astragalinem a 2.4-dihydroxybenzofenonem vede ke
vzniku rozsahlejsiho poskozeni DNA nez v pfipadé kontrolniho vzorku, pokles DNA
v hlavé odpovida pro astragalin 20,43 % a pro 2,4-dihydroxybenzofenon 21,86 %. Ac-
koliv hodnota medianu poukazuje na pokles DNA v hlavé i pii aplikaci pachypodolu,

nebyl tento pokles stanoven jako statisticky vyznamny.
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Tab. 5.1: Tabulka reprezentuje miru stépeni DNA v bunkéch oSetfenych zkoumanou latkou o dané koncentraci po ozafovani zdrojem UVA
po dobu 90 minut. Procentuélni hodnoty obsahu DNA v hlavé, procentualni hodnoty obsahu DNA v ocasu a olive tail momenty byly urc¢eny
jako prumér a standardni odchylka a jako median a 25% a 75% kvartil. Normalnost rozdéleni byla stanovena pomoci Wilk-Shapirova a

8L

d’Agostino-Pearsonova testu.

DNA in head (%) DNA in Tail (%) Olive tail moment
Latka (koncentrace) Primér+SD W-S test | Pramér+SD W-S test | Pramér+SD W-S test
Median (25%; 75%) d’A-P test | Median (25%; 75%) d’A-P test | Median (25%; 75%)  d’A-P test
81,21+1,15 p<0,05 | 18,79+1,15 p<0,05 | 5072042 p<0,05
) 89,22 (76,59; 96,20) p<0,05 | 10,78 (3,80; 23,41)  p<0,05 | 2,19 (0,85; 5,43) p<0,05
. 89,62+1,23 p<0,05 | 10,38%1,23 p<0,05 | 2,7020,50 p<0,05
Astragalin (100 xM) 93,72 (90,88; 96,09) p<0,05 | 6,28 (3,91; 9,12) p<0,05 | 1,10 (0,66; 1,61) p<0,05
2,4-dihydroxybenzofenon | 89,8241,93 p=0,3049 | 10,1841,93 p=0,3049 | 1,77%+0,43 p=0,1783
(30 pM) 91,20 (87,62; 91,72) p—0,1865 | 8,80 (8,28; 12,38)  p—0,1865 | 1,50 (0,95; 3,20) p—0,3847
2-hydroxy-4-methoxy- 88,77+2,42 p<<0,05 11,2342,42 p<0,05 3,174+0,83 p<0,05
benzofenon (30 M) 94,98 (88,78; 99,79) p<0,05 | 5,02 (0,21;11,22)  p<0,05 | 1,08 (0,04; 1,90) p<0,05
Skaroten (3 M) 86,56£2,04 p<0,05 | 13,44+2,04 p<0,05 | 3,7120,76 p<0,05
91,94 (87.23; 95,44) p=<0,05 | 8,06 (4,56; 12,77)  p<0,05 | 1,37 (0,69; 2,93) p<0,05
. 88,69+1,10 p<0,05 | 11,31£1,10 p<0,05 | 3,3120,46 p<0,05
Hyperoside (300 M) 93,16 (88,93; 97,54) p<0,05 | 6,84 (2,46;11,07)  p=<0,05 | 1,38 (0,48; 2,23) p<0,05
3-(4-methylbenzyliden)- | 88,86+1,34 p<0,05 11,1441,34 p<0,05 3,5440,60 p<<0,05
kafr (10 ;M) 93,76 (89,69; 98,16) p=<0,05 | 6,24 (1,84;10,31)  p=<0,05 | 1,20 (0,39; 2,05) p<0,05
88,44+2,19 p<0,05 | 11,5622,19 p<0,05 | 3,2040,75 p<0,05
Pachypodol (3 uM) 94,04 (83,31; 95,76)  p=0,05 5,96 (4,24; 16,69)  p<0,05 1,22 (0,67; 4,32) p<0,05
Transurokanova 88,27+1,63 p<<0,05 11,73+1,63 p<0,05 3,28+0,62 p<0,05
kyselina (300 ;M) 93,16 (91,05; 95,23) p<0,05 | 6,84 (4,77; 8,95) p<0,05 | 1,18 (0,82; 2,00) p<0,05




Tab. 5.2: Tabulka reprezentuje miru stépeni DNA v bunkach oSetfenych zkoumanou latkou o dané koncentraci po ozarovani zdrojem UVB
po dobu 8 minut. Procentualni hodnoty obsahu DNA v hlavé, procentuélni hodnoty obsahu DNA v ocasu a olive tail momenty byly urc¢eny
jako prumér a standardni odchylka a jako median a 25% a 75% kvartil. Normalnost rozdéleni byla stanovena pomoci Wilk-Shapirova a

6.

d’Agostino-Pearsonova testu.

DNA in head (%) DNA in Tail (%) Olive tail moment
Latka (koncentrace) Primér+SD W-S test | Prumér+SD W-S test | Prumér+SD W-S test
Median (25%; 75%) d’A-P test | Median (25%; 75%) d’A-P test | Median (25%; 75%)  d’A-P test
77,424+1,84 p<0,05 22,58+1,84 p<0,05 8,46+0,81 p<0,05
; 92,60 (57,41; 99.85) p=005 | 7,40 (0,15; 42,59)  p<0,05 | 1,99 (0,02; 12,23)  p=0,05
. 67,97+£4,57 p<0,05 32,03+4,57 p<0,05 12,614+2,09 p<0,05
Astragalin (100 xM) 72,17 (44,33; 93,93)  p<0,05 | 27,83 (6,07; 55,67) p=0,05 | 8,52 (1,82; 18,64) p<0,05
2,4-dihydroxybenzofenon | 67,7945,74 p<0,05 32,214£5,74 p<0,05 13,4842,75 p<0,05
(30 M) 70,74 (43,71, 97,29)  p=0,05 | 29,26 (2,71; 56,29) p<0,05 | 9,89 (1,07; 18,64)  p—0,1054
2-hydroxy-4-methoxy- 81,74+6,23 p<0,05 18,26+6,23 p<0,05 7,77£3,01 p<0,05
benzofenon (30 pM) 92,21 (79,08; 99,16) p<0,05 7,79 (0,84; 20,92) p<0,05 1,43 (0,25; 7,84) p<0,05
o karoten (3 M) 03,2242 44 p=0,05 | 6,78+2,44 p=0,05 | 2,61+1,48 p=0,05
95,10 (90,97; 99,21)  p—0,0750 | 4,90 (0,79; 9,03)  p—0,0750 | 0,84 (0,16; 1,65) p=0,05
. 74,57+4,56 p<0,05 25,43+4,56 p<0,05 9,0942,61 p<0,05
Hyperoside (300 ;M) 92,00 (52,97; 99,97)  p=0,0672 | 8,00 (0,03; 47,03)  p=0,0672 | 2,25 (0,01; 12,31) p<0,05
3-(4-methylbenzyliden)- | 85,65+2,96 p<0,05 14,35+2,96 p<0,05 4,77+0,99 p<0,05
kafr (10 ;M) 95,64 (77,32; 99,67) p=005 | 4,36 (0,33; 22,68)  p<0,05 | 1,15 (0,06; 7,64) p=0,05
Pachypodol (3 M) 66,6848,38 p=0,0842 | 33,3248,38 p=0,0842 | 12,2343,45 p<0,05
72,77 (49,87, 96,47) p=0,2473 | 27,23 (3,53; 50,13) p=0,2473 | 7,34 (0,68; 19,01) p=0,4295
Transurokanovéa 83,8243.,30 p<0,05 16,18+3,30 p<0,05 6,59+1,54 p<0,05
kyselina (300 M) 04,83 (8743; 99,75) p=005 | 517 (0,25: 12,57)  p<0,05 | 1,18 (0,10; 3,78) p=0,05




6 Diskuze

V diplomové praci byl nejprve zkouman vliv UVA a UVB zafeni na bunécné
kultury lidskych keratinocyti HaCaT. Pomoci MTT testu byla stanovena Zzivo-
taschnopnost HaCaT exponovanych UVA a UVB (Obr. .5, Obr. p.6). Ve shode
s predpokladem a vysledky jinych védcu se ukazalo, Zze v obou pfipadech dochazi
ke snizeni zivotaschnopnosti bunék (Jin a kol. [2007; Yang a kol. |2017)), pficemz
v pripadé expozice UVB je toto snizeni vétsi nez v pripadé expozice UVA. V obou
piipadech doslo k poklesu Zivotaschopnosti bunék na 60 % hodnoty Zivotaschop-
nosti pro neozarené bunky. Davka UVA zareni, ktera zpusobila pokles Zivotaschnop-
nosti bunc¢k na 60 % Zivotaschopnosti neozafenych bunck, pfi ozafovani zdrojem
ve vysce 20 cm odpovidala Df%)o = 23,4 J-cm™2, zatimco pii ozafovani zdrojem
ve vySce 11,5 cm doslo ke shodnému poklesu Zivotaschopnosti pii vystaveni UVA
zareni o davce Dg’é’é’ ) = 15,8 J-cm™2. V piipadé ozaieni UVB doglo k témuz po-
klesu zivotaschopnosti béhem prvnich 10 minut ozafovani pii obou vzdalenostech

zdroje od bunék, coz odpovidéa davce Dgg)o =2,0J-cm™2 pro zdroj ve vysce 20 cm

a davce Dg}l’g) = 3,4 J-cm™2 pro zdroj ve vysce 11,5 cm. K dosazeni 60% letality
bunék dochazi v pripadé UVB jiz pti priblizné 10nédsobné mensi davce ve srovnani
s UVA.

Hladina ROS v buiikich po ozareni UVA a UVB (Obr. 5.7, Obr. byla sta-
novena pomoci fluorescen¢ni znacky CM-HyDCFDA. Hladina ROS v bunikach po
ozareni v obou pfipadech rostla, coz poukazuje na zvysenou produkci ROS v buiice
vyvolanou pusobenim UV zareni. Narust produkce ROS s rostouci davkou je ve shodé
s ocekavanim (Petersen a kol. 2000; Poljsak [2012)). Méreni dale ukazalo, Ze za pred-
pokladu linearni odezvy fluorescen¢éni znacky CM-HsDCFDA na mnozstvi ROS v
bunikach vede UVB o pfiblizné polovi¢ni intenzité zafeni k vice jak dvojnasobné vétsi

produkci ROS v bunkach.
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Pogkozeni mitochondrii bylo stanoveno za pouziti fluorescen¢ni znacky JC-1
(Obr. . Po ozafeni bylo pozorovano poskozeni mitochondrii spojené s depola-
rizaci mitochondridlnitho membranového potencialu, které se zvysovalo s dobou ozé-
feni. Depolarizace mitochondridlniho membranového potencidlu s rostouci davkou
byla popsana jiz v Paz a kol. (2008). Podobné jako u tvorby ROS, rozsahlejsi zmény
mitochondridlntho membréanového potencidlu byly pozorovany v reakci na expozici
UVB zareni. Poskozeni lyzosomii bylo stanoveno za pomoci fluorescen¢ni znacky
Akridinova oranze (Obr. [5.10)). Zde bylo pozorovano rostouct narusenf membranové
integrity lyzozomi se zvysujici se davkou, coz je ve shodé s vysledky, které obdrzeli
Rodrigues a kol. (2016). Expozice bunék UVB vedla k rozsahlejsimu poskozeni orga-
nel nez expozice UVA. Pfi¢inou by mohla byt vyssi energie UVB fotonii ve srovnani
s fotony UVA, vys§i mira produkce ROS v buiikich po expozici UVB zareni nebo

odlisnému zastoupeni UVA a UVB chromoforii.

Ve druhé ¢ésti bylo ovéfeno, ze vSechny zkoumané UV protektivni latky absorbuji
v UV oblasti (Obr. . Obdrzena spektra se nijak vyznamné neodlisuji od spekter
latek uvadénych v literatute (Castro a kol. 2003; Ahmedova a kol. 2002; Cantrell
a kol. 2001; Young |[1997; Sagaradze a kol. 2017). S vyjimkou transurokanové kyse-
liny absorpéni spektra zkoumanych latek spadaji do obou podoblasti UV zafeni, tj.
do UVA i UVB. S ohledem na vyzarovaci charakteristiky zdroju, kdy zdroj UVB
ma maximum pii vlnové délce 310 nm (FWHM 6nm) a zdroj UVA mé maximum
pii vinové délce 370 nm (FWHM 25 nm), mtizeme zkoumané latky rozdélit na ty,
které absorbuji (predevsim) v oblasti UVB zdroje, a latky, které absorbuji pfiblizné
shodné v oblasti vinovych délek obou zdroji. Mezi latky absorbujici primarné v ob-
lasti UVB zdroje patii 2,4-dihydroxybenzofenon, 2-hydroxy-4-methoxybenzofenon,
3-(4-methylbenzyliden)kafr a transurokanova kyselina. Ostatni latky jako astragalin,
[-karoten, hyperosid a pachypodol absorbuji v oblasti vyzarovani obou zdroju pii-
blizné shodné. Srovnanim normovanych absorpénich spekter dostavame, ze molarni
absorpéni koeficienty s prihlédnutim k vinové délce absorpénich maxim jsou podobné
pro astragalin, S-karoten, 3-(4-methylbenzyliden)kafr, pachypodol a transurokano-
vou kyselinu. Absorpéni molarni koeficient 2,4-dihydroxybenzofenonu je ve srovnani
s predchozimi polovi¢ni, absorpéni molarni koeficienty 2-hydroxy-4-methoxybenzo-

fenonu a hyperosidu tretinové.
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Prvotni méfeni Zivotaschopnosti bunék po ozafeni zdrojem UVA (Obr. uka-
zalo, ze 60minutova expozice UVA vede k priblizné 40% sniZeni Zivotaschopnosti
bunék. Inkubace bunék s UV protektivnimi latkami (Obr. vedla k potlaceni
tohoto snizeni Zivotaschopnosti bunék pouze pii aplikaci hyperosidu o koncentraci
100 M a vyssi a pii aplikaci transurokanové kyseliny o koncentraci 1 mM. Né&-
rist zivotaschopnosti bunék inkubovanych s 300uM hyperosidem na témér 170 %
zivotaschopnosti kontrolniho vzorku predstavuje priblizné 100 % Zivotaschopnosti
neozafenych bunek. U ostatnich latek se UVA protektivni i¢inek pfi pouzitych kon-

centracich neprojevil a pri aplikaci vyssich koncentraci ptisobi na bunky toxicky.

Prvotni méfeni zivotaschopnosti bunék po ozéareni zdrojem UVB (Obr. uké-
zalo, ze bminutova expozice UVB vede ke sniZeni Zivotaschopnosti bunék o maxi-
méalng 30 %. Jak miZeme vidét na Obr. [5.13] pouze inkubace s hyperosidem v kon-
centraci 100 uM a vyssi a transurokanovou kyselinou v koncentraci 100 pM a vySsi
byla schopna vyznamné navysit zivotaschopnost bunék ve srovnani s neosetfenym
vzorkem. Jelikoz bminutova expozice UVB vede ke snizeni Zivotaschopnosti bunék
do 30 %, jiz 150% narust Zzivotaschopnosti oproti kontrolnimu vzorku pfedstavuje
100 % zivotaschopnosti neozarenych bunék. U bunék inkubovanych s hyperosidem
vSak dochazi k nartstu Zivotaschopnosti na 230 %, u bunék inkubovanych s transu-
rokanovou kyselinou dokonce na 580 %. To znamené, Ze nejenZe inkubace s témito
latkami vede k eliminaci sniZeni Zivotaschopnosti bunék v diisledku ptisobeni UVB,
ale dokonce dochéazi ke stimulaci proliferace bunék o 60 % v pripadé hyperosidu
a 0 300 % v pripads transurokanové kyseliny. Jak ale miizeme vidét na Obr. [5.16],
samotna piitomnost téchto latek nepostacuje k navozeni tohoto stimula¢niho efektu
(pfi aplikaci 300uM a koncentrovanéjsi transurokanové kyseliny dokonce dochéazi ke
snizeni zivotaschopnosti bunék). Stimula¢ni efekt na ruast a déleni bunék vyvolany

hyperosidem a transurokanovou kyselinou vyzadoval aktivaci UVB zarenim.

Jak bylo ukdzano na Obr.[5.7 a Obr. expozice bunék UV zafeni vede ke zvy-
Seni produkce ROS v bunkach. UV protektivni latky by mély byt schopny nadmérné
produkci ROS v bunkach zabranit, a tedy snizit jejich hladinu v bunikach oproti kont-
role. Na Obr. a Obr.[5.15 miizeme pozorovat, ze k vyznamnému snizeni produkce
ROS uvnitf bunék vystavenych UVA nebo UVB zéfeni doslo pouze u bunék osetie-
nych hyperosidem (30uM a koncentrovanégjsi pro UVA, 3uM a koncentrovanéjsi pro
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UVB) a nanoé¢asticemi TiOs (v koncentraci 300 pg/ml a vyssi pro UVA, 100 ug/ml
a vyssi pro UVB). U ostatnich UV protektivnich latek naopak pii aplikaci vyssich

koncentraci dochazelo k narustu produkce ROS uvnit¥ bunék.

Jelikoz se pfi vyssich koncentracich latek v nékterych piipadech projevil pokles
zivotaschnopnosti bunék a zvySeni produkce ROS, byla stanovena toxicita latek pro
buniky s cilem v dalsich méfeni tyto jevy eliminovat (Obr. . Bylo zjisténo, ze
vSechny UV protektivni latky pii vyssich koncentracich vykazuji urcity stupen to-
xicity. Jako nejméné toxicka latka pii vyssich molarnich koncentracich se ukéazal
hyperosid, ktery ani v koncetraci 300 pM nevede k vyraznému snizeni zivotaschop-

nosti bunék ve srovnéni s nizsimi koncentracemi.

Jak bylo ukézano na Obr.[5.9] ozareni bunék pouze UVA nebo UVB zarenim vede
k depolarizaci mitochondrialniho membranového potencialu. Vysledky na Obr. [5.2]]
ukazuji, ze inkubace bunék s -karotenem vede k hyperpolarizaci mitochondrialniho
membranového potencialu, zatimco inkubace neozarenych bunék s hyperosidem vede
k depolarizaci mitochondrialniho membranového potencialu. Vysledky na Obr. [5.22]
a Obr. dale ukazuji, Zze spole¢né plisobeni téchto dvou UV protektivnich latek
a UV zafeni neni spojen s dalsimi zménami. Samotna inkubace bunék s pachypo-
dolem a 2-hydroxy-4-methoxybenzofenonem nevede ke zménam mitochondrialniho
membranového potencialu, nicméné aktivace pachypodolu UVA zarenim a 2-hydro-
xy-4-methoxybenzofenonu UVB zarenim vede k hyperpolarizaci mitochondrialniho

membranového potencialu.

Pomoci Akridinové oranzi bylo prokizéno, ze UVA i UVB zareni vede ve vys-
sich davkach k naruseni integrity lyzosomu (Obr. . Ani pfi studiu pomoci flu-
orescencni znacky LysoTracker Blue nebyly pii kratsi expozici UVB detekovany
zmény, které by mohly poukazovat na poskozeni lyzosomi (Obr. . V pripadé
UVA ozafovani se pouziti této znacky ukézalo jako nevhodné. Jak je vyobrazeno
na Obr. [5.26, expozice znacky LysoTracker Blue k UVA vede k vyznamnému vy-
béleni znacky, které znemoziuje hodnotit poskozeni lyzosomi spojené s jejich vétsi

propustnosti a ztratou pH v dusledku pisobeni UVA zéareni (Obr. [5.25)).

Pomoci Comet assay byla stanovena mira fragmentace jaderné DNA po ozéfeni
bunek UVA a UVB (Tab. 5.1} Tab. [5.2). 90minutova expozice UVA zafeni (davka

35,1 J - em™2) navodila 11% fragmentaci, zatimco 8minutova expozice UVB (davka
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1,6 J - cm~2) vedla pouze k 7% fragmentaci jaderné DNA. Porovname-li ziskané vy-
sledky s méfenim zivotaschopnosti bunék, kdy obdobné davky vedly k minimalné
60% sniZzeni Zivotaschopnosti v piipadé UVA a ke sniZeni Zivotaschopnosti o 35 % v
pripadé UVB, mtuzeme usuzovat, ze poSkozeni DNA se podili na snizeni Zivotaschop-
nosti HaCaT bunék vystavenych pusobeni UV zéfeni jen mensi mirou. V piipadé
UVA zafeni vedla inkubace s UV protektivnimi latkami obecné ke snizeni fragmen-
tace DNA aZ o témér 6 %. V piipadé UVB zareni inkubace bunck s UV protektivnimi
latkami nejen nevedla ke snizeni fragmentace, ale v pripadé aplikace astragalinu a
2,4-dihydroxybenzofenonu dokonce doslo k navyseni fragmentace DNA az o vice nez

20 %.

Jako zastupce anorganickych filtri byly pro studium zvoleny nanocéstice TiOs.
V dusledku jejich aplikace byl pozorovan pozitivni vliv na zivotaschnopnost bunék
po ozareni UVB a pokles produkce ROS prii ozareni UVA i UVB. Prace s nano-
¢asticemi TiOy vSak byla v laboratornich podminkéich velmi obtiZné, nanocéstice
méli tendenci sedimentovat ke dnu desticek a agregovat. Pri aplikaci nanocastic
TiO, jsme sice pozorovali zvySeni zivotaschopnosti bunék a pokles produkce ROS
v buiikidch po expozici UVA i UVB, nicméné zminéné jevy mohly vést ke zkresleni
vysledki a také vedly k velkym chybam méfeni. Z toho divodu nebyly nanocastice

TiO, zatazeny do dalsich experimenti.

Dale byly zkoumény 4 organické filtry, které jsou jiz dobfe prostudoviny a bézné
se vyuzivaji v kosmetickych produktech. Témi jsou 2,4-dihydroxybenzofenon, 2-hyd-
roxy-4-methoxybenzofenon, 3-(4-methylbenzyliden)kafr a transurokanova kyselina.
2,4-dihydroxybenzofenon a 2-hydroxy-4-methoxybenzofenonpatii mezi benzofenony,
a tak by mély poskytovat UV protekeci priméarné v oblasti UVA. 3-(4-methylbenzy-
liden)kafr je derivatem kafru, a ten se vyznacuje priméarni absorpci v UVB oblasti.
Transurokanové kyselina je v kizi ptirozené se vyskytujici UVB chromofor. Jak v8ak
ukézala absorpéni spektra (Obr. , miuzeme v pripadé 2,4-dihydroxybenzofenonu

a 2-hydroxy-4-methoxybenzofenonu oc¢ekavat i UVB protekei.

Osetfeni bunék 2,4-dihydroxybenzofenonem v koncentracich do 30 uM nem4 vliv
na zivotaschopnost bunék, produkci ROS, mitochondrialni membrénovy potencial
ani poskozeni lyzosomii po expozici UVA ¢i UVB. Schopnost 2,4-dihydroxybenzofe-

nonu absorbovat v UVA nebo UVB oblasti se v experimentech nikde neprojevila.
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Inkubace bunék s 2-hydroxy-4-methoxybenzofenonem v koncentracich do 30 uM
nevede ke zméném v zivotaschopnosti bunék, produkci ROS v bunkach ani zménam v
poskozeni lyzozomu po expozici UVA ani po expozici UVB. UVA protektivni efekt,
ke kterému dochézi v dusledku schopnosti 2,4-dihydroxybenzofenonu absorbovat
v UVA oblasti, je schopnost redukovat poskozeni DNA vzniklé v dusledku ptisobeni
UVA zafeni.

Aplikace 3-(4-methylbenzyliden)kafru v koncentracich do 10 pM vede k vyznam-
nému poklesu produkce ROS v butikich a zvySeni procentuélniho zastoupeni DNA
v hlavé po expozici UVA. Zaroven vsak po expozici UVB dochéazi k poklesu Zivo-
taschopnosti bunék oproti kontrolnimu vzorku. Zména Zzivotaschopnosti bunék po
expozici UVB zfejmé souvisi s absorpei 3-(4-methylbenzyliden)kafru v UVB oblasti.
Zmeény po expozici UVA v8ak nejsou zptisobeny absorpci, jelikoZ 3-(4-methylbenzyli-
den)kafr v oblasti vyzafovani zdroje UVA neabsorbuje. Mechanismus UVA protekce
3-(4-methylbenzyliden)kafru tedy ziejmé neni fyzikalni, aplikace 3-(4-methylbenzy-
liden)kafru vede k sekundéarni UVA protekci — pokles v produkci ROS poukazuje
na mozny antioxidac¢ni uc¢inek, ktery se nésledné projevuje jako redukce poskozeni

DNA.

Transurokanova kyselina pii koncentracich do 300 uM vede k néristu zivo-
taschnopnosti bunék exponovanych UVB. Tento nartst se projevil u bminutové ex-
pozice, u 3minutové expozice UVB pozorovan nebyl. Jelikoz zivotaschopnost bunék
s dobou ozarfovani UVB klesa, je s rostouci dobou ozafovani mozné lépe pozoro-
vat UV protektivni efekty. Pti expozici UVB po dobu 3 minut tedy ziejmé nedoslo
k dostatecnému poskozeni bunék v kontrolnim vzorku tak, aby bylo mozné UVB
protektivni efekt transurokanové kyseliny pozorovat. Tato UVB protekce muze byt
disledkem primarni absorpce transurokanové kyseliny v UVB oblasti. Zaroven v8ak
inkubace s transurokanovou kyselinou po ozareni UVB vede k naristu produkce
ROS v bunkach. To je zfejmé dusledkem izomerace transurokanové kyseliny pod vli-
vem UVB zareni na svou cis-formu, kterd podléha fotosenzitiza¢nim reakcim a vede
k produkci ROS (Wondrak a kol. 2006). Osetfeni bunék transurokanovou kyselinou

vedlo také ke zvySeni procentualniho zastoupeni DNA v hlavé po expozici UVA.

Byly zkoumany 4 latky potencialné poskytujici sekundéarni fotoprotekei. VSechny

4 zkoumané latky jsou antioxidanty. S-karoten je karoteinoid a jeho fotoprotekce je
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sporna (Pandel a kol. 2013; Stahl a Sies 2012). Astragalin, hyperosid a pachypodol
jsou prirodni flavonoidy. Astragalin byl zkouman v souvislosti s prevenci a lé¢bou
aktinické keratozy (Riaz a kol. 2018), hyperosid a pachypodol byly s UV protekei
spojovany pouze hypoteticky v souvislosti se svou antioxida¢ni povahou (Nichols a

Kariyar 2010; Kim a kol. 2019).

Osetfeni bunek [S-karotenem v koncentraci do 3 pM vede k naristu mitochon-
dridlntho membranového potencidlu neozarenych bunék. Prestoze je (-karoten an-
tioxidant, nepozorujeme po jeho aplikaci zadny pokles produkce ROS v ozafenych

bunkéach.

V buinikach inkubovanych s astragalinem o koncentraci do 100 M nedochéazi k po-
Skozeni lyzosomi a ani nésledna expozice UVB nevede ke zmenam v integrité téchto
organel, avsak po expozici UVB se ukazuje vyznamné poskozeni DNA. Na druhé
strané po expozici UVA dochézi v dusledku aplikace astragalinu k jeji mensi frag-
mentaci. Astragalin je flavonoid, a tak by mél mit antioxida¢ni ucinky. V nasich
méfenich se v8ak pii aplikaci netoxickych koncentraci zadné takové acinky neproje-

vily.

Hyperosid ze vsech latek zkoumanych v této praci vykazuje nejlepsi vysledky
jako UV protektivni latka. Aplikace hyperosidu v maximalni pouzité koncentraci
300 uM vede k nértistu zivotaschopnosti bunék a snizeni produkce ROS v bunikach
po expozici UVA i UVB. To je ve shodé s Park a kol. (2016), kde tispésné apliko-
vali hyperosid na bunky HLE-B3 s cilem prokazat protektivni tc¢inek hyperosidu
ve vztahu k produkci ROS. Po expozici UVA muzeme také pozorovat procentuélni
narast DNA v hlavé. Jelikoz 8minutovou expozici UVB bylo dosazeno pouze 8%
fragmentace DNA, nebylo mozné zde pozorovat vyznamnéjsi UV protektivni efekty.
Na rozdil od jinych méfenych latek vSsak muzeme fici, ze aplikace hyperosidu ne-
vede ke zvysSeni fragmentace DNA po expozici UVB. Pro stanoveni, zda ma ¢i nemé
UVB protektivni i¢inek na DNA by bylo tfeba vystavit vzorky delsi expozici UVB.
Osetfeni bunék hyperosidem vede samo o sobé k poklesu mitochondridlntho mem-
branového potencialu. Jelikoz z predchozich méfeni vime, Ze pouzité koncentrace
hyperosidu neptisobi na buniky toxicky, depolariza¢ni tcinek ziejmé nevede k po-
skozeni mitochondrii. Depolarizace vSak muze vést ke snizeni endogenni produkce

ROS, a tak lépe eliminovat ROS vznikajici v dusledku expozici UV zafeni. Snizeni
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produkce ROS miiZze byt jednim z faktort zodpovédnych za nérist Zivotaschopnosti
bunék a (v piipadé expozice UVA) snizeni fragmentace DNA po ozéreni.

Inkubace pachypodolem v koncentracich do 3 uM vede k poklesu zivotaschop-
nosti bunék po expozici UVB oproti kontrolnimu vzorku. OSetfeni bunék pachypo-
dolem vede pii nasledné expozici UVA k hyperpolarizaci mitochondrialnitho mem-

branového potencialu.
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7 ZJAavér

V této diplomové praci byl zkouman vliv UV zareni na kozni bunky a moznosti
ochrany pred nezadoucimi efekty UV zareni. Byl zkouméan efekt UVA a UVB slozky
zafeni na bunééné kultury lidskych keratinocyti HaCaT, konkrétné byl ovéfovan
vliv na zivotaschopnost bunék, produkci ROS v buinikach, poskozeni mitochondrii
a poskozeni lyzosomi. Dale byl studovan vliv inkubace bunéénych kultur lidskych
keratinocyti HaCaT s vybranymi fotoprotektivnimi latkami na efekty vyvolané UV
zafenim. Byly studovany zmény v dusledku aplikace fotoprotektivnich latek na zi-
votaschopnost bunék, produkci ROS v buiikiach, poskozeni mitochondrii, poskozeni
lyzosomiu a poskozeni jaderné DNA. Zivotaschnopnost bunék byla stanovena pomoci
MTT testu. Mnozstvi ROS v buiikach bylo detekovano pomoci fluorescenéni znacky
CM-H;DCFDA. Ke studiu poskozeni mitochondrii (zmény mitochondrialniho mem-
branového potencialu) byla vyuzita fluorescenéni znacka JC-1. Poskozeni lyzosomu
(naruseni integrity lyzosoméalni membrany) v buiice bylo uré¢eno pomoci fluorescenc-
nich znac¢ek Acridine Orange a LysoTracker Blue. Pro studium miry poskozeni DNA

v bunkéach byla vyuzita metoda Comet assay.

V ¢asti mapujici vliv UV zéafeni na HaCa'T bunky byly potvrzeny vSechny pied-
poklady. UVA i UVB expozice bunék vede ke snizeni Zivotaschopnosti. Zatimco v pii-
padé UVA zafeni je potfeba k vyznamné redukci zivotaschopnosti bunék dévka pie-
sahujici 15 J - em™2, k redukei Zivotaschopnosti bunék v diisledku piisobeni UVB po-
stacuje davka 10x mensi. Jiz malé davky zafeni (1,2 J - cm=2 pro UVA, 0,6 J - cm™2
pro UVB) vedou k vyznamnému nériastu mnozstvi ROS v bunikich, pfi¢emz pro-
dukce ROS je vice nez 2x vyssi v piipadé expozice UVB nez v piipadé expozice
UVA o stejné davee. Vyssi davky (4 J-cm™2 pro UVA, 2 J-cm™2 pro UVB) ve-
dou k naruseni membranové integrity lyzosomi a poloviéni davky UV zareni vedou

k depolariza¢nim zménédm v membranovém potencidlu mitochondrii. Pti stejnych
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dévkach zareni dochazi ke vSem zminénym jevim ve vétsi mite v dusledku expozice
UVB ve srovnani s expozici UVA.

V ¢asti mapujici vliv UVA a UVB fotoprotektivnich latek bylo podrobné studo-
vano 8 fotoprotektivnich latek — astragalin, 2,4-dihydroxybenzofenon, 2-hydroxy-4-
methoxybenzofenon, S-karoten, hyperosid, 3-(4-methylbenzyliden)kafr, pachypodol
a transurokanové kyselina. Uvodnimu studium byly podrobeny i nano¢astice TiOs.
UV protektivni aéinek byl zjistén u 3-(4-methylbenzyliden)kafru, transurokanové
kyseliny a hyperosidu. OSetfeni bunék 3-(4-methylbenzyliden)kafrem piisobi UVA
protektivné, dochézi k poklesu produkce ROS a k nizsi fragmentaci DNA ve srovnani
s kontrolnimi vzorky. Mechanismus biologického u¢inku 3-(4-methylbenzyliden)kafru
musi byt jiny nez fyzikalni, nebot vykazuje jen minimélni schopnost absorbovat fo-
tony v oblasti pouzitého UVA zéfeni. Transurokanova kyselina diky absorpci v UVB
oblasti ptisobi na buitky UVB protektivné a zvysuje jejich Zivotaschopnost po ex-
pozici UVB. Kromé UVB protektivniho tc¢inku transurokanova kyselina vede pfi
vystaveni ptisobeni UVB zéfeni ke stimulaci bunék k proliferaci. Pozorovany nartst
zivotaschopnosti bunék osetfenych transurokanovou kyselinou a vystavenych UVB
zéteni ¢inil az 300 %. Nejlepsich vysledki bylo dosaZzeno po inkubaci bunék s hypero-
sidem. Tato inkubace vede k nartustu zivotaschopnosti bunék a poklesu v produkci
ROS po expozici UVA i UVB zafenim a ke snizeni fragmentace DNA po expo-
zici UVA. Hyperosid podobné jako transurokanova kyselina nevede pouze k ochrané
bunék pred UV zarenim, ale v kombinaci s UV zafenim také stimuluje bunécnou pro-
liferaci. Inkubace s hyperosidem vede k vyznamné depolarizaci mitochondrialniho
membranového potencidlu, aniz by vedla k vyznamnému snizeni bunééného ristu
a déleni. Mechanismus UV protekce hyperosidu se zdé byt spojeny pravé s depolari-
zaci mitochondridlnitho membranového potencialu, ktera muze vést k mensi celkové

produkci ROS pii vystaveni bunék UV zafeni.
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