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1. Uvod

Incidence koznich onemocnéni v poslednich letech neustdle nartsta.
Jednou z pii¢in je zvySena expozice kize sluneénimu zafeni, zejména jeho UV slozce.
UV zifeni vyvoldva zvySenou tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS),
které jsou zodpovédné za oxidaéni stres, poskozeni bunéfnych makromolekul
a rozvoj zanétlivé reakce spojené se syntézou enzymi podilejicich se na degradaci
extracelularni matrix. Tyto procesy mohu vést k pfedéasnému starnuti a k rozvoji

rakoviny kize.

Jednou z moznosti ochrany pokozky pied Skodlivymi ucinky UV zafeni
je pouziti piipravkd, které by obsahovaly latky schopné absorbovat UV zafeni,
odrazet paprsky a eliminovat vzniklé ROS. Fotoprotektivni G¢inky jsou v posledni dobé
zkoumany zejména u polyfenolovych latek, které se bézné vyskytuji v piirodé

a velmi Casto jsou soucasti diety.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jaky vliv maji latky z fad flavonoida
a flavonolignanti, vCetné¢ extraktu ze semen ostropestice maridnského (silymarinu),
na aktivitu enzymti podilejicich se na procesech pifedCasného starnuti klze.
Dale bylo zkoumano, zda silymarin a flavonolignany, které jsou v ném obsazeny,
mohou ovlivnit tvorbu karbonylovych proteini v lidskych koZnich fibroblastech

po puasobeni UV A zareni.
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. Cile prace

. Literarni reSerSe na téma vliv piirodnich latek a slunecniho zafeni v procesu
starnuti kize.

Studium vlivu polyfenolovych latek na aktivitu vybranych enzymi (elastasy,
kolagenasy, hyaluronidasy a tyrosinasy) ovlivilujicich d&je spojené
S pfedCasnym starnutim kize.

Stanoveni optimalni davky UVA zafeni, kterd je schopna vyvolat tvorbu
karbonylovanych proteinti v lidskych koZnich fibroblastech.

. Vliv samotnych polyfenolovych latek na hladinu karbonylovanych proteint
Vv lidskych koznich fibroblastech.

Studium vlivu polyfenolovych latek na produkci karbonylovanych proteint

vyvolanou pisobenim UV A zéfeni.
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3. Teoreticka Cast

3.1.  Lidska kuze

Kuze (fec. dermis; lat. cutis), souvisly, pevny a pruzny pokryv téla, je nejvétsim
lidskym organem. Tvofi zhruba 15 % z celkové teélesné hmotnosti a u dospélého
loveka zaujima povreh o rozsahu 1,5 — 2,0 m” Barva kiZe se li$i na riiznych mistech
téla, rozhodujici je mnozstvi pfitomného pigmentu, prokrveni a tloustka kiize.
Tloustka kiize mize byt od 0,4 do 4 mm v zavislosti na véku, pohlavi, typu ¢i lokalizaci
kize (Rajnochova Svobodova, 2012; Grim et al., 2014; Hanzlova et al., 2007).

Kize tvofi bariéru mezi vnitinim prostfedim organismu a jeho okolim,
chréni pfed slune¢nim zéatfenim, podili se na termoregulaci, brani vstupu sSkodlivych
latek ¢i mikroorganismu, absorpci 1 ztraté vody. Svou pevnosti a elasticitou poskytuje
mechanickou ochranu hloubé&ji ulozenym organim. Velké mnozstvi nervovych
zakonCeni v kizi umoznuje vnimani dotyku, tepla, chladu a bolesti. Vykazuje schopnost
tvorby provitaminu D a vyluCuje, nebo vstiebava nékteré latky, plni tedy funkci
metabolickou. Ma také funkci estetickou - zména barvy a prokrveni klize pii vzdjemné
komunikaci je odrazem celkového fyzického a psychického stavu jedince (Grim et al.,

2014; Hanzlova et al., 2007).

KiZe je uspofaddna do 3 zdkladnich vrstev — pokozka, Skara a podkoZzni

}_"’I E|7<7 = ;

vazivo (obr. 1).

- pokozka

+ Skdra

. podkozZni vazivo

Obr. 1: Stavba ktze

(upraveno podle http://rozkosna.kvalitne.cz/pokozka.htm)
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3.1.1. Pokozka

Pokozka (fec. epidermis; lat. epikutis) (obr. 1) je vné&jsi vrstva kuze tvofena
mnohovrstevnym dlazdicovym epitelem. Sklada se z 5 vrstev morfologicky odlisnych
keratinocytu (obr. 2), bun€k produkujicich skleroprotein keratin. Zakladni a nejhlubsi
vrstva pokozky, bazalni vrstva (lat. stratum basale), je tvofena kubickymi
az cylindrickymi  buiikami  navzdjem spojenych desmozomy. Tyto bunky
jsou oznacovany jako bunky kmenové, neustale se mitoticky déli, migruji k povrchu
a nahrazuji vrchni vrstvu epidermis. Bazalni vrstva spole¢né s vrstvou ostnitou
(lat. stratum spinosum) se oznaCuji jako vrstva germinativni (lat. stratum
germinativum). Z germinativni vrstvy se keratinocyty posunuji do zrnité vrstvy pokozky
(lat. stratum granulosum) obsahujici keratohyalin, prekurzor keratinu, a dale do svétlé
vrstvy  (lat. stratum lucidum), v jejichz bunkach je ptitomna bilkovina eleidin,
dalsi prekurzor keratinu. Keratinocyty postupné ztraceji schopnost déleni a méni
se z vysokych cylindrickych bunék bazalni vrstvy v ploché, bezjaderné buiiky,
korneocyty, tvofici rohovou vrstvu (lat. stratum corneum). V dusledku ukladani zrn
keratohyalinu v zrnité vrstvé, degradace jadra i cytoplazmatickych organel a rozruseni
desmozomu se buiiky odlupuji z povrchu kiize v podobé Supinek — proces postupné¢ho
rohovéni kize, tzv. keratinizace. Posun mitoticky aktivnich bunék z bazalni vrstvy
na povrch pokozky trva piiblizn¢ 3-4 tydny (Rajnochova Svobodova, 2012; Grim et al.,
2014; Hanzlova et al., 2007).

Stratum corneum—

Stratum lucidum —{_ »

Stratum -
granulosum L3

Stratum spinosum - Keratinocyty

Stratum basale —{

Melanocyty

Langerhansovy bunky

Bazilni membrina
Merkelovy buiky

Dermis
Senzoricky nerv

Obr. 2: Vrstvy pokozky

(upraveno podle http://www.slideshare.net/KemUnited/general-anatomy-35444127)
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V pokozce jsou vedle keratinocyti ptitomny dal§i specializované bunky -
melanocyty, Merkelovy buiiky a Langerhansovy bunky. Melanocyty (obr. 3) jsou buiky
s Cetnymi vybézky, ulozené mezi keratinocyty bazalni vrstvy a ve vlasovych folikulech.
Melanocyty obsahuji specifické organely, melanosomy, ve kterych je syntetizovan
pigment melanin. Melanosomy jsou transportovany ve vybézcich melanocytu k jejich
povrchu a predavany do cytoplazmy keratinocytti — kiize, chlupy a vlasy tak ziskavaji
své zabarveni. Melaninova granula se Vv keratinocytech hromadi kolem jadra,
¢imz chrani DNA bunky pfed poSkozenim vyvolanym ultrafialovym zafenim

(Rajnochova Svobodova, 2012; Grim et al., 2014).

—— 2 =
7S y
\ \_melanocyt

(upraveno podle https://www.huidzorghouten.nl/wp-content/uploads/2012/09/Melanocyt.jpg)

Merkelovy buiiky (obr. 2) jsou ulozeny v ostnité vrstvé pokozky, predevsim
v ktizi dlani a chodidel. Jsou to receptorové buiiky reagujici na mechanické podnéty,
jsou v synaptickém kontaktu snervovym zakonfenim a uplatiuji se jako

mechanoreceptory (Rajnochova Svobodova, 2012; Grim et al., 2014).

Langerhansovy butiky (obr. 2) jsou antigen-prezentujici dendritické buiky
hematopoetického ptivodu, v jejichz cytoplazmé jsou ptitomny inkluze ty¢inkovitého
tvaru, tzv. Birbeckova granula. Vznikaji v kostni dfeni Z monocyti a do Skary
se dostavaji krevni cestou. Prostupuji sténou krevnich kapilar, piekondvaji bazalni
vrstvu a vstupuji do ostnité vrstvy pokozky. Pokud jsou Langerhansovy bunky
v kontaktu s antigenem, lymfatickou cestou se dostavaji do lymfatickych uzlin,
kde prezentuji antigen T-lymfocytim a podili se tak na jejich aktivaci. Hraji tedy
dilleZitou roli v imunitnich reakcich kiize, jsou zodpovédné za kozni alergické reakce

a ovliviuji pfijimani transplantati (Rajnochova Svobodova, 2012; Grim et al., 2014).

Béhem prenatdlniho vyvoje jsou vytvofeny pfidatné soucasti pokozky
oznacované jako derivaty epidermis, mezi néz se fadi derivaty rohové (chlupy, vlasy

a nehty) a derivaty zlazové (mazové, potni a mlécné zlazy) (Grim et al., 2014).
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3.1.2. Skara

Skéra (fec. dermis; lat. corium) (obr. 1) je vazivova vrstva kize o tloustce
0,5-4 mm, oddélena od pokozky bazdlni membranou, jez umoziiuje prostup latek mezi
obéma vrstvami. Skara se sklada z povrchové vrstvy (lat. stratum papillare) a hlubsi
vrstvy (lat. stratum reticulare). Povrchova vrstva, tvofena fidkym kolagennim vazivem
a mnoha buiikkami (fibroblasty, makrofdgy a Zirnymi bunkami), vybihad proti pokozce
v podob¢ dermélnich papil, coz zajistuje tésné spojeni obou vrstev. Hlubsi vrstva Skary
je bohata na kolagenni a elastickd vldkna. V dermadlni vrstvé jsou pfitomny pfedevSim
fibroblasty, protahlé bunky s vyraznym drsnym endoplazmatickym retikulem,
kde probiha mimo jiné syntéza vSech proteinovych vlaken skary. Az 90 % vlaken tvoii
kolagen (pfedevsim typu I a III) zodpov&dny za pevnost a tuhost kiize, pruznost kize
je zajistovana vlakny elastinu. Prostor mezi buitkami a vlakny je vypInén proteoglykany
a glykoproteiny. Na regulaci télesné teploty a vyzivé bezcévnaté pokozky se podili sit’
lymfatickych a krevnich kapilar, kterd je soucasti dermalni vrstvy. Ve Skare
jsou ulozeny také vlasové folikuly, mazové, potni a pachové zlazy, svazky bunék
hladkého svalstva, nervy a nervova zakonceni pro vniméani dotyku (Meissnerova
téliska), chladu (Krauseova téliska) a tepla (Ruffiniho téliska) (Rajnochova Svobodova,
2012; Grim et al., 2014).

3.1.3. Podkozni vazivo

Nejhlubsi vrstvou ktze je podkozni vazivo (fec. hypodermis; lat. subcutis)
(obr. 1) tvofené tidkym kolagennim vazivem. Podkozni vazivo obsahuje tukové buiky
(adipocyty), které mohou hromadit velké mnozstvi tuku uloZzen¢ho mezi silnymi pruhy
vaziva. TlouStka podkozniho vaziva kolisa mezi 0,5-10 cm Vv zavislosti na mnoZstvi
podkozni tukové tkan€, dale na vyziveé, veku, pohlavi, télesné lokalizaci a ¢innosti 714z
s vnitini sekreci. Podkozni vazivo je zéasobarnou energie a vitamini rozpustnych
Vv tucich. Soustava nervli a cév opét zajiStuje regulaci télesné teploty. V podkoznim
vazivu jsou uloZena také Vater-Paciniho téliska (mechanoreceptory), receptory tahu
a tlaku (Rajnochova Svobodova, 2012; Hanzlova et al., 2007).
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3.2. UV zareni

Slunce je ptirozenym zdrojem elektromagnetického zareni, které se dale déli
podle vinové délky na gama, rentgenové, ultrafialové (UV), viditelné (VIS)
a infradervené (IC) zafeni. Zafeni dopadajici na zemsky povrch (tzv. terestrialni zateni)
je filtrovano prichodem atmosférou a neobsahuje vinové délky krat$i nez 290 nm.
Lidska kiaze je tedy vystavena pouze UV, VIS (400-760 nm) a IC zafeni (760-3000 nm)
(obr. 4). Skodlivé pisobeni sluneniho zafeni je pfipisovano zejména UV zafeni,
které muze vyvolat fadu akutnich ¢i chronickych zmén v kozni tkani. Podle
Mezinarodni komise pro radiaci se UV zateni (100-400 nm) ¢leni v zavislosti na vinové
délce do 3 pasem: UVC (100-280 nm), UVB (280-320 nm) a UVA (320-400 nm)
(Ettler, 2004; Rostova et al., 2006).
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Obr. 4: Elektromagnetické spektrum

(upraveno podle http://davidduke.com/category/healthfitness/page/2/)

3.2.1. UVC zareni

Nejvyssi energii, tudiz i nejintenzivnéjsi biologické ucinky, ma kratkovinné
UVC zafeni. Psobi mutagenné a genotoxicky na vSechny formy Zivota jiz pfi velmi
kratké expozici, jeho vinové délky totiz zahrnuji absorpéni maximum bazi DNA
(260-265 nm). UVC zafeni je nastésti pohlcovano ozoénovou vrstvou, na zemsky povrch
nedopada a na patologickych procesech v kiizi se proto nepodili. UVC zéfeni se pouziva
jako UCinny germicidni prostiedek K dezinfekci operacnich sali ¢i laboratofi

(Rostova et al., 2006; Rajnochova Svobodova, 2012).
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3.2.2. UVB zareni

Ozbénova vrstva zachycuje i vétS§inu UVB zafeni, na zemsky povrch dopada
priblizné¢ 1-10 % o vlnovych délkach 290-320 nm. UVB zéieni zplsobuje opaleni
(pigmentaci) kize, nebot’ stimuluje syntézu kozniho pigmentu melaninu a soucasné
je nezbytné pro produkci provitaminu D. Véts§ina UVB zafeni je pohlcena rohovou
vrstvou pokozky (obr. 5). Zbylé zafeni pronikd az do bunék bazalni vrstvy pokozky,
kde ptimo pusobi hlavné na baze DNA a aromatické kyseliny proteind,
které jsou schopny absorbovat UVB fotony. V dusledku piimého poskozeni bazi
nukleovych kyselin dochazi k apoptéze bunck nebo k mutacim, které mohou vést
az ke vzniku nadort. Modifikace pfedev§im aromatickych aminokyselin ovliviiuje
funkce proteini a buné€nou signalizaci. UVB zafeni vyvolava 1 nepifimé poskozeni
makromolekul spojené se zvySenou produkci reaktivnich forem kysliku (ROS).
Molekularni G¢inky UVB zafeni se projevuji vznikem edému, erytému ¢i alergickymi
reakcemi. Opakovana expozice UVB zafeni ptispiva nejen k pred¢asnému starnuti kiize,

ale i ke vzniku rakoviny kiize (Rajnochova Svobodova, 2012; Svobodova et al., 2006).

skara

podkozni vazivo

Obr. 5: Absorpce UV zéteni kiiZi

(upraveno podle http://www.skincancer.org/prevention/uva-and-uvb)
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3.2.3. UVA zareni

Vice nez 90 % terestridlniho zafeni je tvofeno dlouhovinnym UVA zéfenim.
UVA pronika hloubg&ji do kuze, vétSinou k rozhrani epidermis — dermis (obr 5).
Minoritni ¢ast UVA ale plsobi i na bunky hypodermis, coz vede nejen k poskozeni
koznich bunék, ale také k nekrdéze endotelialnich bunék a naruSeni koznich cév.
Poskozeni makromolekul UVA zafenim nastdva nepiimo interakci UVA fotont
sendogennimi nebo exogennimi chromofory - fotosenzitivnimi molekulami
(nukleové kyseliny, aromatické aminokyseliny, NADH, NADPH, 7-dehydrocholesterol,
hem, chinony, flaviny, porfyriny, karotenoidy, eumelanin nebo urokanova kyselina).
Excitované fotosenzitivni molekuly ptedaji energii kysliku, ¢imz dochazi k masivni
produkci ROS, které atakuji DNA, lipidy ciproteiny a zpusobuji jejich oxidacni
poskozeni. Vysledkem je tvorba lipidovych hydroperoxida, karbonylovanych proteint,
zlomi DNA a modifikovanych DNA bazi. Opakované a dlouhodobé ptsobeni UVA
zateni zpusobuje piedCasné starnuti kuze, ovlivituje také imunitni reakce v organismu,
je pticinou fototoxickych reakci a mize vést ke vzniku erytému. UV A stimuluje oxidaci
melaninu a jeho presun z melanocytii do keratinocytli, vyuziva se proto v solarnich

studiich a dale k fototerapii pti 1écb¢ lupénky a vitiliga (Rajnochovéa Svobodova, 2012).

3.3.  Ucinky UV zareni na kuzi

UV zéfeni vyznamnym zptsobem ovliviiuje zdravi clovéka. Je nutné pro syntézu
biologicky aktivni formy vitaminu D, vyvolava vSak také mnoho negativnich
biologickych uc€inkl, zejména na kiizi a oc€i, které jsou jeho plsobeni vystaveny piimo.
V disledku expozice kiize UV zéfeni dochazi k akutnim ¢i chronickym zménam,
jejichZ rozsah zavisi na intenzité zafeni a dob& expozice, na tloustce kize i koznim

fototypu (Rostova et al., 2006; Rajnochova Svobodova, 2012).
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3.3.1. Akutni zmény kiiZe po expozici UV zareni

Biologické zmény vyvolané akutni expozici UV zafeni se mohou projevit
vznikem solarntho erytému, pigmentaci, fotodermatézou ¢i fotoimunosupresi

(Rajnochova Svobodova, 2012).

3.3.1.1. Solarni erytém

Nejndpadnéjsi akutni kozni odpovédi na UV ozéafeni je solarni erytém
(solarni dermatitida, uzeh). Pro solarni erytém jsou typické projevy zanétu — zarudnuti,
zvysena teplota, bolest a otok, pii del§i expozici a vys$si davce zafeni se mohou tvofit
puchyfe. Solarni erytém mutze byt dale doprovdzen bolestmi hlavy, zimnici

¢1 zrychlenym tepem (Rajnochovéa Svobodova, 2012; Ettler, 2004).

Histologickym projevem zanétlivych zmén zpisobenych UV zafenim je vznik
tzv. sunburn cells — keratinocytii zaniklych apoptdézou. Jejich zanik byl vyvolan
UV zafenim, jez zpusobilo ireverzibilni poskozeni genetické informace.
Pokud nejsou tyto buiiky v€as odstranény, mohou vznikat bunééné linie nachylné
k malignim transformacim. Dale dochazi ke snizeni po¢tu Langerhansovych a zirnych
bungk, je patrny edém cévniho endotelia a vznikd zanétlivy infiltrat v okoli cév,
ktery je tvofen pievazné¢ T-lymfocyty, monocyty, makrofagy a neutrofily
(Rostova et al., 2006; Obstova, 2011).

3.3.1.2. Pigmentace

DalSim projevem plsobeni UV zafeni na kiizi je pigmentace. KiZe hnédne
dvéma riznymi mechanismy. Prvni znich je oznacovan jako Casné pigmentacni
ztmavnuti, druhy typ jako pozdni pigmentace (Rajnochova Svobodova, 2012; Ettler,
2004).

Casné pigmentacni ztmavnuti je rychlé ztmavnuti kiZe, které se objevuje
uz béhem expozice sluneénimu zéafeni a dosahuje maxima bezprosttedné po ném.

Po slabé expozici UVA nebo VIS zafeni ¢asna pigmentace mizi jiz béhem nékolika
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minut, pii vy$sich davkéach zafeni miize trvat i n€kolik dni, fotoprotektivni Gi¢inky jsou
viak minimalni. Casné pigmentatni ztmavnuti je vysledkem oxidace melaninu
jiz pritomného v ktizi a redistribuce melanosomutl z okoli jadra do dendritti melanocyti.
Z melanocyti  jsou melanosomy transportovany do cytoplazmy keratinocytu,

kde se shromazd'uji v okoli jader (Rajnochova Svobodova, 2012; Ettler, 2004).

Pozdni pigmentace je vyvolana UVB zafenim, které stimuluje novou syntézu
melaninu (melanogeneze) a tyrosinasy. UVB fotony zvySuji tvorbu melaninu
v melanocytech a urychluji jeho transport z melanocytd do keratinocytt. Pii expozici
UVB zéfeni nartsta také mnozstvi a velikost dendrith 1 pocet melanosomil. Melaninova
granula jsou v melanocytech a keratinocytech soustfedéna kolem jadra, ¢imz chrani
zejména jadernou DNA pied plsobenim UVB zifeni. Pozdni pigmentace je patrna
az 3 dny po ozafeni a pretrvava po dobu 8 tydnt (Rajnochova Svobodova, 2012; Ettler,
2004).

3.3.1.3. Fotodermatozy

Fotodermatozy jsou skupinou koznich onemocnéni spojenych s patologickym
zvySenim citlivosti kitize vic¢i sluneCnimu zéfeni, zejména jeho UV slozky.
V praxi se nejcastéji  setkdvame s fotodermatéozami vyvolanymi vnéj$imi faktory
(chemikalie apod.) a fotodermatozy spojené s poruchou opravy DNA (Rostova et al.,
2006; Rajnochova Svobodova, 2012).

3.3.1.3.1. Fotodermatozy vyvolané vnéjSimi faktory

Abnormalni reakce kiZe je zplsobend interakci chemické latky
(fotosensibilizatoru) s fotony z UV nebo VIS oblasti. Po absorpci fotoni s vinovou
délkou specifickou pro dany fotosenzibilizator (chromofor) dochazi k fotosenzitivnim
reakcim, které se podle mechanismu vzniku déli na fototoxické a fotoalergické reakce

(Rajnochova Svobodova, 2012; Ettler, 2004).

Fototoxické reakce jsou neimunologické reakce, ptimo zdvislé na ddvce zaieni

a koncentraci fotosenzibilizujici latky. Mohou postihnout kazdého jedince bez ohledu
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na rasu ¢i fototyp. Principem je piimé poskozeni bunék chromoforem po jeho aktivaci
zejména UVA zafenim. Klinicky néastup reakce je patrny po 12 az 72 hodinéch.
V misté expozice sluneénimu zafeni se objevuje palivy erytém, otoky, puchyfte,
pozdéji i melaninova pigmentace. Mezi fotosenzibilizujici latky patfi rdzné lokalni
a celkové podavané léky vcetné antidiabetik (tolbutamid), diuretik (furosemid),
antibiotik  (tetracykliny,  doxycyklin, sulfonamidy), cytostatik  (vinblastin),
psychofarmak (tricyklickd antidepresiva, chlorprotixen), nesteroidnich antirevmatik
a antiflogistik (ibuprofen, ketoprofen) ¢i latek ovlivitujicich kardiovaskularni systém
(amiodaron). Fototoxicky pusobi také barviva (antrachinony, xanteny, methylenova
modi), kosmetické ptipravky a parfémy (levandulovy, bergamotovy a citrusovy olej),
slozky fotoprotektivnich prostfedkd (benzofenony, 4-aminobenzoova kyselina
a jeji derivaty, estery skotficové kyseliny) nebo furokumariny obsazené v mnohych
rostlinach a plodech (karotka, celer, petrzel, pastinak, bolSevnik, citrusy). Po dobu lécby
fotodermatoz je dilezité vyhnout se fotosenzibilizujicim latkdm 1 pobytu na slunci,
jsou piikladany chladivé obklady a podavany kortikoidy, pfipadné antihistaminika.
Zvysend citlivost trvda nékolik tydnl, proto je vhodné chranit kGzi odévem

a fotoprotektivnimi prostiedky (Rajnochovéa Svobodova, 2012; Policarova, 2016).

Fotoalergické reakce jsou mnohem vzacnéjSi nez fototoxické, postihuji pouze
predisponované jedince a nejsou zavislé na koncentraci latky. Jedna se 0 imunologické
akutni nebo chronické reakce vznikajici za ucasti fotoalergenu a UV zéfeni
po ptedchozi senzibilizaci. Nejprve je chemicka latka aktivovana fotony hlavné UVA
vlnovych délek, nédsledné dochazi k vazbé tohoto fotoproduktu na bilkovinu za vzniku
antigenu. Pfi dal$i expozici s fotoalergenem je vyvolana typicka kontaktni dermatitida
charakterizovana zarudnutim, svédénim, pupinky a puchyiky v mistech exponovanych
svétlu. V chronickém stadiu dochazi k lichenifikaci (zhrubéni) a olupovani kuze.
Mezi kontaktni fotoalergeny se fadi antibakterialni latky (triclosan, chlorhexidin,
sulfonamidy), slozky parfémt (syntetické pyZmo, santalovy olej), absorbujici latky
ve fotoprotektivnich ptipravcich (4-aminobenzoova kyselina a jeji estery padimat
AaO, benzofenony) avneposledni tadé¢ 1é¢iva (chlorpromazin, promethazin,
je identifikace a odstranéni vyvolavajiciho fotoalergenu. Senzibilizace na dany
fotoalergen je trvala, proto je vhodné vyhnout se jeho aplikaci zvlasté v kombinaci
s UV ozarenim (Rajnochova Svobodova, 2012; Ettler, 2004; Policarova, 2016).
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3.3.1.3.2. Fotodermatozy spojené s poruchou opravy DNA

UV zifeni vyvolavd zmény v genomové DNA. Fotodermatdzy spojené
s poruchou opravy DNA souvisi s defekty v repara¢nich procesech, coz ma za nasledek
zvySenou citlivost k chemickym i fyzikdlnim karcinogeniim, tedy i zvySené riziko

vzniku nadoru (Rajnochova Svobodova, 2012; Rostova et al., 2006).

Ptikladem je xeroderma pigmentosum, vzacna autozomalné recesivné dédi¢na
genodermatoza s poruchou reparace DNA, tzv. NER (nucleotide excision repair),
ktery patii k nejvSestranéjSim reaparaénim mechanismim DNA. Xeroderma
pigmentosum se projevuje jiz v ¢asném détstvi na mistech exponovanych svétlu
ve form¢ erytému, hyperpigmentaci a depigmentaci, které mohou piechazet v kozni
malignity (bazaliomy, spinaliomy a melanomy). Casteénou prevenci je vyhybani
se svételné expozici, 1 presto vSak dochazi k velkému vyskytu tumort a nemocny umira

do 30. roku zivota (Rajnochova Svobodova, 2012; Policarova, 2016).

3.3.1.4. Fotoimunosuprese

UV zafeni ovliviiuje také imunitni systém kiize, jehoz soucasti
jsou Langerhansovy buiky (antigen prezentujici bunky), T-lymfocyty, keratinocyty,
fibroblasty (produkce cytokini) a endotelialni buniky (exprese adhezivnich molekul).
Po expozici kize UV zéafeni je zahdjen proces, pii némz dochazi k poskozeni DNA
(cyklobutanové pyrimidinové dimery), izomeraci kyseliny urokanové (z trans na cis
formu) a aktivaci transkripénich faktort v cytoplazmé. Lokalné, ale i do systémové
cirkulace je uvolnéno mnoZzstvi mediatorii vcetné zanétlivych i1 protizanétlivych
cytokinil, histaminu, prostaglandinfi, neuropeptidi a neurohormond. V disledku
produkce uvedenych mediatort dochazi do 24 hodin po UV expozici k poklesu
mnozstvi Langerhansovych bun€k v epidermis a jejich pfesunu do lymfatickych uzlin,
soucasné¢ je naruSena schopnost Langerhansovych bunck prezentovat antigeny.
Potlaceni imunitnich reakci vede ke snizeni rezistence vici virovym, bakterialnim,
parazitickym a fungalnim infekcim (Rajnochova Svobodova, 2012; Rostova et al.,
2006; Ettler, 2004).
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3.3.2. Chronické zmény kiiZe po expozici UV zareni

Opakovana, dlouhodoba expozice sluneénimu zafeni vyvolava v organismu
chronické zmény, jejichz vznik souvisi s akutnimi poskozenimi kiize. Zmény spojené
s chronickou expozici se projevuji pred¢asnym starnutim kiize a fotokancerogenezi

(Rajnochova Svobodova, 2012; Ettler, 2004).

3.3.2.1. Predc¢asné starnuti kuze

Starnuti kGze je slozity biologicky proces ovlivilovany jak endogennimi
(genetika, hormonalni a metabolické procesy), tak exogennimi (chronické vystaveni
svétlu, zneciSténi, chemikalie, toxiny) faktory, jejichz kumulaci dochazi
ke strukturalnim a fyziologickym zménam ve vSech vrstvach kiuize. Na piedcasné
starnuti kiize ma vliv pfedevsim slunecni zafeni. Vice prostupujici UVA, VIS a IR
zéateni se podili hlavné na zménach v dermis, méné¢ pronikavé UVB zareni odpovida
za zmény v epidermis (Ganceviciene et al., 2012; Rajnochova Svobodova, 2012).

Kuze starSich lidi, jez nebyla vystavovana slune¢nimu svétlu, je hladka,
ztenCena, mén¢ elasticka s prohloubenim ohybovych ryh. Predcasné starnuti ktize
(photoaging) vyvolané ptisobenim chronické expozice slune¢nimu svétlu se projevuje
snizenim elasticity, tvorbou vrasek, zdrsnénim, vyschlosti, olupovanim, zazloutnutim,
snizenim tonu kize a abnormdlni pigmentaci, v kone¢ném dusledku mohou vznikat
aktinické keratdzy, bazaliomy, spinaliomy ¢i lentigindzni melanom, piipadné riizné
benigni Gtvary (Rajnochova Svobodova, 2012; Rostova et al., 2006).

Histologickym projevem pifedCasného starnuti kiize je tvorba a hromadéni
amorfni zméti elastickych vlaken v dermdlni vrstvé, mnozstvi kolagennich vlaken
naopak klesa v disledku zvySené degradace kolagenu matrixovymi metaloproteinasami
¢i serinovymi proteasami (obr. 6). Narista pocet hyperplastickych fibroblasti
a zanétlivych bunék v dermis, krevni cévy jsou rozSifené. Epidermis je ztlustéla,
Keratinocyty ztraci polaritu, je patrna variabilita jejich velikosti (Rajnochova

Svobodova, 2012; Ganceviciene et al., 2012; Yaar et al., 2007).
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Obr. 6: Histologcky projev predcasného starnuti kiize

(upraveno podle https://irp-cdn.multiscreensite.com/ccea65b6/dms3rep/multi/mobile/younger-older-skin-
compressor-1200x620.png)

Molekularni podstatou ptedCasného starnuti kize je masivni produkce ROS
vlivem slune¢niho zafeni, coz vede k aktivaci receptori EGF (epitelidlni rtastovy
faktor), IL-1 (interleukin-1) a TNF-a (faktor nadorové nekrézy o) na povrchu
keratinocytli a fibroblasti. Nasledn¢ jsou stimulovany mitogeny-aktivované kinasy
proteini (MAPK) a dochazi k indukci transkripce aktiva¢niho proteinu-1 (AP-1).
AP-1 stimuluje expresi matrixovych metaloproteinas (MMP) odpoveédnych
za proteolyzu extracelularnich proteinti tvoficich dermdlni matrix, vcetné kolagenu
(obr. 7). Produkty degradace kolagenu a AP-1 inhibuji také novou syntézu kolagenu.
Piitomné ROS oxiduji $tépné produkty MMP (zpomaleni normalné rychlé degradace)
a poskozuji mitochondrialni DNA (sniZzeni oxidativni fosforylace a naruSeni

metabolickych procest v buiice) (Rajnochova Svobodova, 2012; Yaar et al., 2007).
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Obr. 7: Schématické zobrazeni patogeneze predasného starnuti klize

(upraveno podle Kim et al., 2016)

3.3.2.1.1. Enzymy ovliviiujici déje spojené s piedcasnym starnutim kiiZe

Opakovana expozice klze slune¢nimu zafeni je pri¢inou vzniku ROS,
které jsou schopny vyvolat zanét a poskodit kozni tkan. Tyto zanétlivé reakce stimuluji
sekrece asyntézu enzymu, které se podileji na degradaci extracelularni matrix,
napf. vlakna fibrinu, elastinu, kyseliny hyaluronové a kolagenu typu I a Ill (obr. 6).
Vlivem tohoto procesu ztraci klize svoji pruznost i pevnost. Mezi enzymy ovlivitujici
déje spojené s predCasnym starnutim kiize se tadi zejména elastasa, kolagenasa
a hyaluronidasa (Maity et al., 2012; Nema et al., 2013). Nadmérna produkce ROS
vznikajicich po expozici kiize UV zafeni, vede také k aktivaci tyrosinasy a zvySeni
jeji tvorby, ¢imZ je zvySena syntéza melaninu - kozniho pigmentu, ktery ma primarné
fotoprotektivni ucinky. V disledku nadmérné akumulace a abnormalni distribuce

melaninu vSak mtze dochazet k tvorbé hyperpigmentacnich skvrn (Uchida et al., 2014).
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3.3.21.1.1. Elastasa

Elastasa je serinova proteasa, endopeptidasa, kterd specificky S$tépi peptidové
vazby mezi malymi hydrofobnimi aminokyselinami alaninem, valinem, serinem,
glycinem, leucinem a isoleucinem (www.serva.de). V lidském organismu existuje

6 gent kodujicich elastasu, z nichz nejznaméjsi je gen ELANE, koédujici neutrofilni

elastasu, a geny CELA, kodujici pankreatickou elastasu (en.wikipedia.org).

Neutrofilni elastasa je uloZzena v cytoplazmatickych azurofilnich granulich
leukocytll a je vylu€ovana granulovanymi neutrofily nebo-li granulocyty ¢i makrofagy
pfi zanétlivych procesech kize jako odpovéd na poskozeni dermalni ¢i epidermalni
pojivové tkané (Nema et al., 2011). Polypeptidovy fetézec elastasy lidskych neutrofilt
je sestaven z 218 aminokyselin spojenych 4 disulfidovymi mistky, typické jsou také

2 sacharidové fetézce vazané na asparagin (Www.serva.de).

Aktivni misto neutrofilni i pankreatické elastasy se sklada z tzv. katalytické
triady, jez obsahuje 3 aminokyselinové zbytky — histidin (H71), serin (S214) a kyselinu

asparagovou (D119) (www.worthington-biochem.com).

Pfirozenym substratem elastasy jsou elastinova vldkna tvofena elastinem
obklopenym mikrovlakny fibrillinu-1. Elastin je nerozpustny, velmi stabilni protein
extracelularni matrix zodpovédny za pruznost a pevnost tkani a organti, napt. vétSich
cév, plic, kize, vazu, $lach a elastickych chrupavek (Mithieux et al., 2005). Velka ¢ast
polypeptidového fetézce elastinu je tvofena hydrofobnimi aminokyselinami,
jako je valin ¢i alanin, bohaté zastoupen je i glycin a lysin. Prekurzorem elastinu v téle
je rozpustny tropoelastin syntetizovany bunikami hladkého svalstva, endotelovymi
bunikami, fibroblasty a chondrocyty. Molekula tropoelastinu se sklada z 2 typti domén.
Hydrofobni doména je sestavena z aminokyselinovych zbytkt glycinu, valinu, alaninu
a prolinu, hydrofilni doména obsahuje velky obsah lysinovych a alaninovych zbytkd,

jez hraji dulezitou roli pti zesitovani vlaken tropoelastinu (Daamen et al., 2007).
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3.3.21.1.2. Kolagenasa

Kolagenasa se fadi mezi matrixové metaloproteinasy (MMP), endopeptidasy,
degradujici proteiny extracelularni matrix. MMP vyuzivaji pii $tépeni peptidovych
vazeb koordinatniho efektu kovového iontu, zejména Zn®*. MMP jsou zapojeny
do riznych biologickych procesi, jako je proliferace, diferenciace, angiogeneze,
apoptéza, embryonalni vyvoj, orgdnova morfogeneze, UcCastni se také tkanové
remodelace, hojeni ran ¢i nadorového bujeni. V lidském organismu existuji tf1 typy
kolagenasy: MMP-1 oznafovana jako kolagenasa I (intersticialni kolagenasa), MMP-8
znama jako kolagenasa Il (neutrofilni kolagenasa) a MMP-13 jako kolagenasa IlI
(Zaluski et al., 2009; Nagase et al., 1999; Fujii et al., 2008).

Kolagenasa S§tépi peptidové vazby mezi neutrdlnimi aminokyselinami (X)
aglycinem vsekvenci Pro-X-Gly-Pro  hojné¢ se  vyskytujici v kolagenu
(www.thermofisher.com). Kolagen je hlavni protein extracelularni matrix, je soucasti
vSech pojivovych tkani - kiize, Slach, vaziva, cév, chrupavek a kosti. Kolagenova vlakna
jsou tvofena fibrilami, které jsou sestaveny z tropokolagenovych jednotek uspotadanych
do trojité Sroubovice. Tropokolageny se skladaji z 3 o polypeptidovych fetézct
(prokolagenil) tvofenych pfevazné 4 aminokyselinami: glycinem, prolinem,

hydroxyprolinem a hydroxylysinem (obr. 8).

Fibrily Tropokolageny

o polypeptidové retézce

Kolagenova vlakna

GLY GLY

HYP
PRO

Obr. 8: Struktura kolagenovych vlaken
(upraveno podle https://www.proto-col.com/blog/2014/07/collagen/)
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Kolagenasa je produkovana fibroblasty, keratinocyty ¢i osteoblasty
jako odpovéd’ na imunitni reakci (en.wikipedia.org). Pfi expozici kize UV zafeni
se uvolnuji zanétlivé cytokiny, které stimuluji expresi MMP, vcetné kolagenasy,
dochazi k degradaci vldken elastinu a kolagenu. Kize ztraci pruznost, pevnost
a tvori se vrasky. Inhibici kolagenasy ¢i elastasy je mozné degradaci elastinovych

a kolagenovych vlaken zabranit.

3.3.2.1.1.3. Hyaluronidasa

Hyaluronidasa je enzym degradujici kyselinu hyaluronovou (HA),
vysokomolekularni linedrni glykosaminoglykanovy polymer extracelularni matrix,
ktery se sklada z opakujicich se disacharidovych jednotek N-acetyl-D-glukosaminu
a D-glukuronové kyseliny vzajemné spojenych B-(1—3) a B-(1—4) glykosidovou
vazbou (Cowman et al, 2015; Buhren et al.,, 2016; Necas et al., 2008).
Kyselina hyaluronova je soucasti pojivovych, epitelialnich a nervovych tkani,
hojné se vyskytuje v kuzi, o¢nim sklivci, pupeéni S$ndfe a synovialni tekutiné
(Papakonstantinou et al., 2012). Kyselina hyaluronova ma viskoelastické vlastnosti.
Je extrémné hydrofilni a ma vysokou hydratacni kapacitu, coz je dilezité pro modulaci
tkanové hydratace a osmotické rovnovahy. Kyselina hyaluronova ptsobi jako signalni
molekula - interaguje s receptory na povrchu bunék, ¢imz reguluje buné¢nou proliferaci,
migraci a diferenciaci. Podili se na embryogenezi a tumorigenezi, je také vhodnym
nadorovym markerem - vyuzivd se k monitorovani progrese nékterych typl rakoviny
(Buhren et al., 2016; Ndlovu et al., 2013; Necas et al., 2008).

Kyselina  hyaluronova je produkovana piedev§im  diferencovanymi
mesenchymalnimi buiikami, které soucasné uvoliuji také hyaluronidasu degradujici
tento polysacharid za vzniku oligosacharidi s mens$i molekulovou hmotnosti
(Robertetal., 2010). Produkce hyaluronidasy je dale stimulovana cytokiny,
které jsou uvoliiovany polymorfonuklearnimi leukocyty pii zanétlivych procesech
(Sternetal., 2008). Hyaluronidasa muze byt produkovana také bakteriemi
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes a Clostridium perfringens,
¢imz dochazi k naruSeni integrity pojivové tkané a usnadnéni Sifeni bakteridlni infekce

(Cowman et al., 2015; Buhren et al., 2016; Necas et al., 2008).
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Hyaluronidasa katalyzuje hydrolyzu B-(1—4) glykosidové vazby mezi
N-acetyl-D-glukosaminem a D-glukuronovou kyselinou (obr. 9), ¢imz snizuje viskozitu
kyseliny hyaluronové a zvysuje propustnost pojivove tkané, coz se vyuziva v medicing,
napf. k urychleni vstifebani 1éciv. Hydrolyzou je ale také porusena strukturalni integrita
kyseliny hyaluronové, kize tak ztraci elasticitu. Degradaci kyseliny hyaluronové
Ize potlacit inhibitory hyaluronidasy. Inhibitory hyaluronidasy se podili na zachovani
strukturalni integrity a zabranuji ztraté vlhkosti kiize - jsou vyuzivany k zpomaleni

-----

2016).

Hyaluronidasa

D-glukuronova kyselina CHzOH
COOH o OH
o.

COOH

OH MN-acetyl-D-glukosamin

QOH
H

D-glukuronova kyselina

M-acetyl-D-glukosamin

Kyselina hyaluronova

Obr. 9: Degradace kyseliny hyaluronové

(upraveno podle http://www.sigmaaldrich.com/technical-
documents/articles/biology/glycobiology/glycosaminoglycans-and-proteoglycans.html)

3.3.2.1.14. Tyrosinasa

Tyrosinasa je glykosylovany, monooxygenasovy enzym Siroce distribuovany
v houbach, vyssich rostlinach i u zivocichi. Tyrosinasa je produkovana melanocyty,
bunikami produkujicimi pigment melanin (Uchida et al., 2014; Chang et al., 2009).
Molekula tyrosinasy obsahuje v aktivnim mist& 2 jonty m&di (Cu®"), z nichz kazdy
je koordina¢né vazan 3 histidinovymi zbytky (obr. 10). Katalyticka aktivita tyrosinasy
je iniciovana interakci atomi médi a molekularniho kysliku (Lima et al., 2014;

Ramsden et al., 2014).
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Obr. 10: Aktivni misto tyrosinasy
(upraveno podle http://www.mdpi.com/1420-3049/19/7/9591/htm)

Tyrosinasa se podili na prvnich dvou krocich biosyntézy melaninu - nejdiive
katalyzuje hydroxylaci L-tyrosinu na 3,4-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA) a nasledné
oxidaci L-DOPA za vzniku dopachinonu (obr. 11) (Uchida et al., 2014; Chang, 2009;

Liang et al., 2014).
mm Tyrosinasa HGW

L-DOPA

Q.
Tyrosinasa

H,0O

COOH
PO

Dopachinon

L-Tyrosin

Obr. 11: Biosyntéza melaninu katalyzovana tyrosinasou

(upraveno podle http://biochem.pepperdine.edu/dokuwiki/doku.php?id=chem330:fall2013:lab_3_--

_ph_dependence_of enzymatic_activity harry potter_edition)

Melanin je tvofen komplexem cerveno-Zlutého feomelaninu a tmavého hnédo-
cerného eumelaninu, ktery je schopen absorbovat energii fotont UVA, UVB, VIS a IR
fotony. Melanin tak redukuje mnozstvi zafeni pronikajiciho do epidermis, vychytava
volné radikaly, které vznikaji v kiizi po UV ozéfeni, chelatuje ionty piechodnych kovi
achrani jadernou DNA keratinocytli, dermalni proteiny, kolagen i elastin
pred poskozenim UV (Rajnochova Svobodova, 2012; Ettler, 2004).
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Ptfi expozici kize UV zafeni dochazi k =zvySené expresi tyrosinasy
vV melanocytech a zvysené produkci melaninu, ktery chrani kozni bunky pted slune¢nim
zafenim. Pfi nadmérné expozici kiize UV zéfeni dochdzi k abnormalni produkci
tyrosinasy a melaninu a nerovnomérné distribuci melaninu, coz vede ke vzniku
hyperpigmentacnich skvrn. Inhibici tyrosinasy lze syntézu melaninu v kazi snizit

(Uchida et al., 2014).

3.3.2.2. Fotokancerogeneze

Vznik nadoru je komplikovany, vicestupiiovy proces. V prvni iniciacni fazi
dochazi k poSkozeni genetické informace, jez neni opraveno reparacnimi mechanismy.
Druhym krokem je propagace, kdy je poSkozenda DNA pienesena z mateiské buiky
do buné¢k dcetinych. Ve fazi progrese prechazi bunky v metastazujici, invazivni tumor.
Tyto procesy jsou ovlivnény slune¢nim zafenim, které muize poSkozovat DNA,
vyvolavat tvorbu ROS, produkci cytokinu, stimulovat zanét, imunosupresi,
ovliviiovat expresi genti ¢i bunéfnou signalizaci. V disledku téchto procesi
mohou vznikat koZni nadory, které se v soucasné dobé fadi mezi nejcastéj$i maligni
onemocnéni, jejich incidence V poslednich letech celosvétové stoupa (Rajnochova
Svobodova, 2012; Rostova et al., 2006). Podle svého ptivodu se déli na nemelanomové
kozni nadory (aktinicka keratdza, spinaliom a bazaliom) pochézejici z rozdilnych vrstev

epidermalnich bunék a melanom vznikly maligni transformaci melanocytti (Krajsova,

2008).

Aktinicka keratoza (solarni keratom) je povazovéana za prekancerdzni kozni 1ézi,
ktera mize ptechazet ve spinocelularni karcinom. Objevuje se pfevazné u starSich osob
se svétlou, malo pigmentovanou kiZi na mistech chronicky vystavovanych slune¢nimu
zafeni (tj. Celo, spankova oblast, nos, usi, hibety rukou, temeno hlavy u muzi
s androgenni alopecii). Tato léze se projevuje jako ohraniené zarudlé¢ lozisko
se zhrub&lym povrchem (obr. 12), které se muze b&hem let vyvinout v masivni
rohovinovou vrstvu hnédozluté barvy. U¢innou 1é¢bou aktinické keratozy je kryoterapie
¢i fotodynamickd terapie, v n€kterych piipadech je nezbytny chirurgicky zékrok
(Rajnochova Svobodova, 2012; Divisova et al., 2010).
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Obr. 12: Aktinicka keratoza Obr. 13: Bazaliom

(upraveno podle http://www.bpac.org.nz/BPJ/2013/December/skincancer.aspx)

(upraveno podle http://www.doktor24.si/revija-doktor/tema-meseca/304-kozni-rak-prepoznajte-ga-

dovolj-zgodaj?tmpl=component&print=1)

NejcastéjSim nemelanomovym koZznim nddorem je bazaliom (bazocelularni
karcinom) vznikajici z bunék bazalni vrstvy. Bazaliom vyriista opét v oblastech klize
s chronickou expozici slune¢nimu zafeni, nejCastéji v oblieji  kolem  oci,
nosu a na zaddech. Vyssi riziko postihuje predevSim osoby starSi 60 let se svétlou pleti
a veétsim poctem pigmentovych névi. Klinicky se tento typ nddoru jevi jako cockovita
Sedobélava indurace az uzlik, muze viedovatét (obr. 13). Bazaliom vétSinou lokalné
destruktivné roste, metastdzy jsou nastésti velmi vzacné. Po chirurgickém vyjmuti
se asto objevuje recidiva, dalSi moznosti 1é€by je kryoterapie, aktinoterapie
nebo fotodynamicka terapie (Krajsova, 2008; Ettler, 2004; Rajnochova Svobodova,
2012).

Méné Casty je spinaliom (spinocelularni karcinom) vyskytujici se opét u starSich
lidi nasledkem chronické expozice UV zafeni. Spinaliom pochdzi z bun€k ostnité vrstvy
epidermis, makroskopicky se jevi jako tuhd papula, pozdé¢ji prechdzi v infiltrované
hyperkeratotické lozisko s nerovnym povrchem, rychle se zvétSuje, mize viedovatét,
mokvat ¢i krvacet (obr. 14). Nejcastéji je lokalizovan na obliceji, krku, hibetech rukou,
predlokti, vyskytuje se i na sliznici. Spinaliomy mohou metastazovat lymfatickou
cestou do miznich uzlin a odstranuji se chirurgicky (Rostovd, 2008; Rajnochova

Svobodova, 2012).
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Obr. 14: Spinaliom Obr. 15: Maligni melanom

(upraveno podle https://www.dr-hilton.de/hautkrebs-vorsorge/weisser-hautkrebs/)

(upraveno podle http://www.gate2biotech.cz/geneticka-pricina-melanomu-nalezena-v-nekodujici-dna/)

Maligni melanom vznikd maligni pfeménou melanocytli, vzadcné vychdzi
Z névocytu. Ke vzniku melanomu vede akutni popaleni sluncem az do vzniku puchyrk.
Melanom se trvale zvétSuje, vytvari ploSné hnéde az Cerné pigmentované, nepravidelné,
asymetrické loZisko a metastazuje (obr. 15). Kvuli agresivnimu prubéhu a vysoké
mortalit¢ se melanom fadi mezi maligni nadory s velmi S$patnou prognézou.
Pro uspésnou 1écbu je dilezita v€asnd diagnostika a odstranéni primarniho tumoru

(Rostova, 2006; Krajsova, 2008; Ettler, 2004).

3.4. Polyfenolové latky

V soucasné dob& existuje vice nez 8000 znamych fenolovych latek,
jejichz spoleénym  strukturnim znakem je aromaticky kruh s alesponn jednou
hydroxylovou skupinou. Fenolové latky jsou rostlinné sekundarni metabolity bézné
se vyskytujici v bylinach, ovoci, zelening, obili, zeleném a Cerném c¢aji ¢i v kdvovych

zrnech - jsou tedy nedilnou soucasti lidské diety (Svobodova et al., 2003).

Tyto latky rostlinného plvodu jsou schopny absorbovat UV zafeni,
reagovat s ROS a neutralizovat je (vytvaret méné reaktivni nebo stabilni produkty)
¢i chelatovat ionty pfechodnych kovii a branit tak tzv. Fentonové reakci. Polyfenolové
latky vykazuji mnoho biologickych ucinki vcetné antivirovych, antimikrobidlnich,

antioxidacnich, protizanétlivych, fotoprotektivnich, hepatoprotektivnich,
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vazorelaxacnich, imunomodulaénich, antialergickych, protinadorovych,
antiangiogennich, antihypertenzivnich, antiarytmickych, antitrombotickych
¢i antiischemickych. Polyfenolové latky také inhibuji aktivitu mnoha enzymii véetné
lipoxygenasy, cyklooxygenasy, monooxygenasy, xantinoxidasy, NADPH-oxidasy,
fosfolipasy A., proteinkinasy, aj. (Svobodova et al., 2003; Rajnochova Svobodova,
2012; Agrawal, 2011).

Polyfenolové latky lze rozdélit do ctyf skupin: fenolové kyseliny (derivaty
kyseliny benzoové a skotficové), flavonoidy, stilbeny a lignany (Rajnochova
Svobodova, 2012). V této diplomové praci byly studovany vybrané flavonoidy,
dale extrakt ze semen ostropestice marianského (silymarin) a flavonolignany,

které jsou v ném obsazeny.

3.4.1. Flavonoidy

Flavonoidy jsou nejpocetnéjSimi a nejvice studovanymi polyfenolovymi latkami.
K dnesnimu dni je identifikovano vice nez 4000 flavonoidl, které jsou rozdéleny
do 7 tfid: flavony, flavonoly, flavanony, flavanoly, flavanonoly, isoflavonoidy
a anthokyanidiny (obr. 16). Flavonoidy jsou S$iroce distribuované v listech, semenech
a kvétech rostlin, jimz poskytuji ochranu proti UV zafeni, patogentim ¢i bylozravctm.
Tyto latky jsou zodpovédné za zbarveni ploda a nékterych druhti zeleniny
(Chang, 2009). V tad¢ studii bylo prokazano, ze flavonoidy snizuji riziko vyskytu
kardiovaskuldrnich onemocnéni, metabolickych poruch a nadorovych onemocnéni.
V duisledku antioxidacnich vlastnosti flavonoidid dochazi k redukci oxida¢niho stresu,
inhibici oxidace lipoprotein a agregace krevnich desticek (Arulmoli et al., 2016;
Prochazkova et al., 2011).
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Obr. 16: Pfehled flavonoidu

Z siroké skaly flavonoidll bylo v rdmci této diplomové prace zkoumano pouze

6 latek: kvercetin, kaempferol, taxifolin, apigenin, baicalein a naringenin (obr. 17).

Kvercetin je jednim z nejucinnéjSich antioxidantti ze skupiny flavonoida
(obr. 17). Tento zluty rostlinny pigment patii do skupiny flavonoli. Kvercetin
je ve vétsim mnozstvi obsazen v ¢ervenych hroznech, tfe$nich, borivkach, brusinkach,
citrusech, cibuli, brokolici, zelené listové zelening, nachazi se také v riznych semenech,
pohance, olivovém oleji, Cerveném vin¢ a v zeleném caji. Kvercetin je znamy zejména
svymi  protizdnétlivymi, protinadorovymi, antialergickymi, antihypertenzivnimi

a vazodilata¢nimi u¢inky (Arulmoli et al., 2016).

Dals$im vyznamnym antioxidantem ze skupiny flavonolt je kaempferol (obr. 17)
hojn¢ se vyskytujici v caji, brokolici, jablcich, jahodach a fazolich.
Kaempferol vykazuje imunomudolaéni, protizanétlivé a protinadorové ucinky -
inhibuje proliferaci nadorovych bun€k a angiogenezi, indukuje apoptézu nadorovych

bungk a reguluje klicové kroky bunééné signalni transdukce (Chen et al., 2013).

Taxifolin (obr. 17) je flavonoid fadici se mezi flavanonoly. Bézné se vyskytuje

V jehli¢nanech, naptf. vcedru himaldjském ¢i modfinu sibifském a je pfitomen
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také v silymarinu. Taxifolin vykazuje silné antioxidacni, ale také antiproliferacni u¢inky

na riznych typech rakovinovych bun¢k (Alzaharna et al., 2017; en.wikipedia.org).

Apigenin (obr. 17), patfici mezi flavony, je nejvice obsazeny v hefmanku,
cerveném ving€, celeru, petrzeli, pomerancich a pSeni¢nych kliccich. U apigeninu
byly prokazany protizanétlivé, antioxida¢ni, antivirové a protinadorové ucinky

(Shukla et al., 2010).

Mezi flavony patii také baikalein (obr. 17), flavonoid izolovany z §iSaku
bajkalského. Baikalein, aglykon baikalinu, je pouzivan v tradicni €inské medicing
pro prevenci a lé€bu raznych onemocnéni vcetné¢ kardiovaskularnich chorob,
hypertenze, bakteridlnich infekci nebo chronické hepatitidy. Nedavno byly potvrzeny
také protinadorové ulinky této latky — baikalein indukuje apoptéozu pankreatickych
nadorovych bungk, zajimavé ucinky byly pozorovany také u hematologickych malignit

(Donald et al., 2012; Chen et al., 2014).

Naringenin (obr. 17), pfitomny zejména v citrusovych plodech, hroznech
a rajcatech, se tfadi mezi flavanony. Tento aglykon naringinu vykazuje antioxidacni,
protizanétlivé, antimikrobialni a chemoprotektivni UCinky. Nékteré studie naznacuji,
7e naringenin by mohl byt prospésny v 1é¢bé obezity, diabetu, metabolického syndromu
a hypertenze, dosud vSak tyto uCinky nebyly potvrzeny v kvalitni klinické studii
(Alam et al., 2014; Turgut et al., 2016).
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Obr. 17: Chemické struktury vybranych flavonoidi
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3.4.2. Silymarin a jeho flavonoligany

Silymarin je standardizovany extrakt ze semen ostropestice marianského

(Silybum marianum) (obr. 18) z ¢eledi hvézdicovitych (Asteraceae).

Obr. 18: Ostropestiec mariansky

(upraveno podle http://www.spektrumzdravi.cz/w/spektrumzdravi/files/ostropestrec.jpg)

Silymarin obsahuje 70-80 % flavonolignant a 20-30 % chemicky nedefinované
frakce, tvofené zpolymerizovanymi oxidovanymi polyfenoly. Nejvice zastoupenym
vlastnostem povazovan za hlavni biologicky aktivni slozku silymarinu. Pfirodni silybin
je smési dvou diastereoizomert A a B vpoméru 1:1. Mezi dalsi flavonolignany
silymarinu se fadi isosilybin (smés diastercoizomert A a B), silydianin, silychristin,
vV men$im mnozstvi je pifitomny i 2,3-dehydrosilybin (obr. 19) a flavonoid taxifolin
(obr. 17) (Svobodova et al., 2003; Rajnochova Svobodova, 2012; Choo et al., 2009).

Silymarin ma vyrazné hepatoprotektivni G€inky a je vyuzivan k 1é€bé rtiznych
jaternich onemocnéni. Vykazuje také kardioprotektivni, antidiabetické, antibakterialni
a protinddorové ucinky. U silymarinu a silybinu byly dale prokazany fotoprotektivni
ucinky a schopnost potlacovat fotokancerogenezi (Svobodova et al., 2003; Choo et al.,
2009; Choi et al., 2017).

38



[::I:o ~CH,OH 0. _CH,0H

R OCH; HO 0 ©i j/ OCH

HO (@] . Ojf:[ 3 R 0 ,@i 3
OH OH

OH

HO O HO O
Silybin A Silybin B
OCHj OCHj4
oot e
0~ ""CH,OH HO o_ .- 0~ ~CH,OH
OH [ OH
HO O
Isosilybin A

Dehydrosilybin Silychristin

OCH,
HO

HO O

HO (0]
Silydianin
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4. Experimentalni ¢ast
4.1.  Material, chemikalie, roztoky, pristroje a vybaveni

4.1.1. Biologicky material

Pro experimenty v této diplomové praci byly pouzity primarni kultury lidskych
koznich fibroblastii izolovanych z lidské kiize. Kize byla ziskana od dobrovolnych
darci, ktefi podstoupili chirurgicky zakrok na Oddéleni plastické a estetické chirurgie
ve Fakultni nemocnici Olomouc. Darci podepsali informovany souhlas. Odbér ktize
byl proveden s povolenim Etické komise Fakultni nemocnice Olomouc a Lékaiské

fakulty Univerzity Palackého v souladu s ¢eskou legislativou.

4.1.2. Studované polyfenolové latky

Kvercetin (KV) byl dodan firmou Lachema (CR), taxifolin (TA), baikalein
(BA), apigenin (API), kaempferol (KA) a naringenin (NA) byly zakoupeny od firmy
Sigma-Aldrich (CR).

Déale byl testovan extrakt z ostropestice marianského  (silymarin)
a flavonolignany, které jsou v ném obsazeny. Silymarin (SM) byl dodan jako dar
od firmy Teva (CR), 2,3-dehydrosilybin (DS), silybin (SB), silychristin (SCH),
silydianin (SD) a isosilybin (IS) byly ziskany jako dar od spolupracujiciho pracovisté
Mikrobiologického tstavu Akademie véd v Praze (CR).

4.1.3. Chemikalie

Azid sodny, 3,4-dihydroxy-L-fenylalanin (DOPA), 4-(dimethylamino)benzaldehyd
(DMAB), dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Na;HPO4-12H,0), Dulbecco’s
Modified Eagles médium (DMEM), elastasa z lidskych neutrofild, ethylenglykol-bis(2-
aminoethylether)-N,N,N‘,N‘-tetraoctova kyselina (EGTA), dimethylsulfoxid (DMSO),
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fetalni bovinni sérum (FBS), fluorescein thiosemikarbazid (FTC), glycerolfosfat,
L-glutamin, guanidin HCI, N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N‘-2-ethansulfonova kyselina
(HEPES), hyaluronidasa, hyaluronova kyselina, hydrat aurothiomalatu sodného
(SATMH), kojova kyselina (KK), kolagenasa, kolagen-fluorescein,
N-sukcinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilid, oleanolova kyselina (KO), 0,4 % roztok
trypanové modri, 0,25 % roztok trypsin-EDTA, penicilin (100 mg/ml), streptomycin
(200 U/ml), Triton X-100, tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochlorid (Tris-HCI),
tyrosinasa a vanadi¢nan sodny (Na3VOy) byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (CR).
Dihydrat  hydrogenfosfore¢nanu ~ sodného  (NapHPO4+2 H,O),  monohydrat
1,10-fenantrolinu a fluorid sodny (NaF) byly zakoupeny v Lachemé (CR). Od firmy
Lach-Ner (CR) byl koupen aceton, dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PQy), ethanol,
chlorid sodny (NaCl), chlorid draselny (KCI), chlorid vapenaty (CaCly), kyselina
chlorovodikova (HCI), kyselina octova (CH3COOH), methanol a trichloroctova
kyselina (TCA). Dale byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA) a Tween 20 od firmy
Bio Basic INC. (Kanada), inhibitor proteas Complete™ od firmy Roche (Némecko)
a boritan draselny (KBO,), Pierce ® BCA Protein Assay Reagent A a Pierce ® BCA
Protein Assay Reagent B od firmy Thermo Fisher Scientific (CR).

4.1.4. Roztoky

Roztoky pro stanoveni antielastasové aktivity:
0,1 M HEPES pufr (pH = 7,5)

Enzym: roztok elastasy z lidskych neutrofili (E8140) o enzymové aktivité 1 UN/ml

deionizované vody

Substrat. 4,4 mM N-sukcinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilid v0,1 M HEPES pufru
(pH =17.,5)

Roztoky pro stanoveni antikolagenasové aktivity:

Zdsobni roztok pufru (pH = 7,6): 0,5 M Tris-HCI; 1,5 M NaCl; 50 mM CaCly;
2 mM azid sodny
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Pracovni roztok pufiru: 10 krat nafedény zasobni roztok pufru
Enzym: roztok kolagenasy (C0130) o aktivité 200 U/ml deionizované vody

Substrat. 0,6 mg kolagen-fluoresceinu/ml deionizované vody

Roztoky pro stanoveni antihyaluronidasové aktivity:

0,8 M KBO,

12,5 mM CaCl,

Roztok ¢inidla DMAB: 4 g DMAB/40 ml CH3COOH + 5 ml 10 N HCI
0,02 M fosfatovy pufr se 77 mM NaCl (pH = 7) s 0,01 % BSA

0,1 M acetatovy pufr (pH = 3,5)

Enzym: 1,5 mg hyaluronidasy (H3506)/ml 0,02 M fosfatového pufru se 77 mM NaCl
s 0,01 % BSA

Substrdt. 1 mg hyaluronové kyseliny/ml 0,1 M acetatového pufru (pH = 3,5)

Roztoky pro stanoveni antityrosinasové aktivity:
50 mM fosfatovy pufr (pH = 6,8)

Enzym: zasobni roztok tyrosinasy o aktivité¢ 11 542 U/ml, pracovni roztok tyrosinasy
0 aktivit¢ 100 U/ml 50 mM fosfatového pufru (pH = 6,8)

Substrat. 2,5 mM DOPA v 50 mM fosfatovém pufru (pH = 6,8)

Roztoky pro izolaci, kultivaci a ozafovani fibroblasti:

Fosfatovy pufr (PBS) (pH = 7,4): 137 mM NaCl, 2,68 mM KCI; 8,96 mM
Na;HPO412 H,O; 1,47 mM KH2PO4; pied pouzitim roztok 10 krat natedit

deionizovanou vodou
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Roztok pro transport kiiZe: 10 krat nafedény PBS obsahujici penicilin (500 mg/ml),
streptomycin (500 U/ml) a amphotericin B (1,25 mg/ml)

Roztok pro kultivaci kiiZe: Dulbecco’s Modified Eagles médium (DMEM) a Ham's F12
Nutrient Mixture (1:3) obsahujici FBS (10 %), penicilin (100 mg/ml), streptomycin
(100 U/ml), amphotericin B (0,125 mg/ml), hydrokortison (0,8 ug/ml), adenin
(24 pg/ml), insulin (0,12 U/ml), epidermalni ristovy faktor (1 ng/ml) a 3,3",5-trijod-L-
thyronin (0,136 pg/ml)

Kultivacni médium pro fibroblasty: DMEM, 10 % FBS, penicilin (100 mg/ml),
streptomycin (100 U/ml)

Riistové médium: DMEM,; penicilin (100 mg/ml), streptomycin (100 U/ml)

PBS s glukosou: 10 krat natedény PBS s glukosou (1 mg/ml)

Roztoky pro stanoveni karbonylovanych proteint:
Fosfatovy pufr (PBS) (pH = 7,4)

0,1 M HEPES (pH = 6,0)

6 M guanidin HCI

20 % roztok TCA

0,1 M NaH2POs-2H20 (pH = 7)

Zasobni roztok fluorescencni sondy: 100 mM FTC
Pracovni roztok fluorescencni sondy: 200 uM FTC

Lyzacni roztok (pH = 7,5): 20 mM Tris; 150 mM NaCl; 1 mM NaF; 5 mM EGTA,
1mM NagVOs;; 20 mM glycerolfosfat; 1 % Triton X-100; Tween 20;

1 tableta proteasovych inhibitort
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Roztoky pro stanoveni proteinii:

Smés roztoku Pierce ® BCA Protein Assay Reagent A a Pierce ® BCA Protein Assay
Reagent B (50:1)

Standardni roztoky hovéziho sérového albuminu (BSA) v koncentraci 0,05-1 mg/ml

4.1.5. Laboratorni pristroje

Centrifuga MiniSpin® (Eppendorf, Némecko)

CO; inkubator Forma Direct Heat (Thermo Fisher Scientific, USA)
Fotometr pro méfeni absorbance Infinite M200 Pro (Tecan, Svycarsko)
Chlazena centrifuga Jouan BR4i (Jouan, Francie)

Inverzni mikroskop CK-2 Tr (Olympus, Japonsko)

Laminarni box Jouan MSC 9 Standard (Jouan, Francie)

Odsavacka Gilson Safe Aspiration Station (Gilson, USA)
Termomixer Comfort (Eppendorf, Némecko)

Tiepacka Reax Top (Heidolph, Némecko)

Vortex Mixer VX-200 (Labnet International, USA)

Ultrazvukova vodni lazent (Memmert GmbH + Co. KG, Némecko)
pH-metr inoLab pH Level 1 s elektrodou SenTix41 (WTW, Némecko)
UV lampa, UV metr (Dr.Honle UV technology, Némecko)

Vahy AX105 Delta Range (Mettler Toledo, Svycarsko)

Elektromagneticka michacka RH Basic KT/C (IKA® - Werke, Némecko)
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4.1.6. Ostatni material a vybaveni

Plastové mikrozkumavky, pipety a $pi¢ky (Eppendorf, CR)

Kultivaéni lahve, kultivaéni desky a centrifugaéni zkumavky (Biotech, CR)
Sterilni Petriho misky (Sigma-Aldrich, CR)

Sterilni Skrabky (Biologix Research Company, USA)

96-jamkové desticky (Dispolab, CR)

Biirkerova komirka, kryci skli¢ka, chladici box, chladici desticky, dezinfekéni

roztok, gaza, buni¢ina a ubrousky

4.2. Pouzité metody

4.2.1. Vliv rozpoustédla na aktivitu enzymi

Nejdiive byl ovéfen vliv rozpoustédla, ve kterém byly piipraveny zasobni
roztoky testovanych latek na enzymovou reakci. Do reakéni smési byl ptidan piislusny
objem daného rozpoustédla (ethanolu, methanolu a DMSO) a byl porovnan jejich efekt
se stejnym objemem reakéniho pufru, ktery slouzil jako kontrolni (srovnavaci).
V pfitomnosti ethanolu a methanolu byl pozorovan vyrazny inhibi¢ni Gi€inek na aktivitu
elastasy, aktivita enzymu klesla vlivem rozpoustédla az o 50%. V piipadé¢ DMSO
nebyl pozorovan vliv na aktivitu elastasy. DMSO byl proto pouzit jako rozpoustédlo
pro piipravu  zasobnich roztokii studovanych latek. U ostatnich enzymi

nebyl zaznamenan vliv rozpoustédla na jejich aktivitu.

4.2.2. Priprava zasobnich roztoki studovanych latek

Pro experimenty byly pfipraveny zasobni roztoky polyfenolovych latek

v DMSO, které byly dale fedény DMSO na pozadované koncentrace.
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Silymarin je smés polyfenolovych latek. Celkovy obsah flavonolignanii véetné
taxifolinu je vsilymarinu 69,4 % (viz tabulka 1), zbytek tvofi neidentifikovana
polymerni frakce. Pro pfipravu zasobniho roztoku silymarinu byla pouzita stejna
navazka, tedy stejnda hmotnostni koncentrace jako u ostatnich flavonolignani

(flavonolignany maji stejnou relativni molekulovou hmotnost mimo dehydrosilybin).

Tabulka 1: Slozenisilymarinu. Vysledky jsou vyjadfeny jako primeér

Z 6 méfeni + smérodatna odchylka.

Latka ‘ Obsah (%) ‘
Taxifolin 2,09 + 0,41
Silychristin 15,25 +1,33
Silydianin 4,55+ 0,62
Silybin A 16,34 £ 1,60
Silybin B 21,64 £1,53
Dehydrosilychristin | 0,56 + 0,09
Isosilybin A 573 £1,16
Isosilybin B 2,90 £ 0,65
Dehydrosilybin 0,33 +£0,07

4.2.3. Stanoveni vlivu polyfenolii na aktivitu enzymi

Pro studium vlivu latek na aktivitu vybranych enzymu byly zasobni roztoky
polyfenolovych  latek dale fedény DMSO na vyslednou koncentraci,
ktera se pohybovala v rozmezi 0,1-200 uM.

4.2.3.1. Stanoveni antielastasové aktivity

Elastasa z lidskych neutrofild  katalyzuje hydrolyzu peptidové vazby
mezi malymi hydrofobnimi aminokyselinami, jako je glycin, alanin a valin.
K stanoveni aktivity elastasy z lidskych neutrofili byla vyuzita kinetickd metoda.

Jako substrat byl pouzit  N-sukcinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilid, bezbarva latka
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absorbujici zafeni o vinové délce 315 nm. N-sukcinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilid
je hydrolyzovan  za vzniku  zlutého  produktu  p-nitroanilinu  (schéma 1).
Rychlost hydrolyzy substratu (uvoliiovani p-nitroanilinu) byla monitorovana méfenim
absorbance (A) pfi 410 nm. Za standardni inhibitor elastasy byla zvolena kyselina
oleanolova (KO), ktera byla pouzita v koncentracich 10, 50, 100 a 200 uM. Jeji zasobni
roztok byl ptipraven v DMSO. Postup stanoveni anticlastasové aktivity byl modifikovan
podle studie Kim et al. (2009), Maity et al. (2012) a Nema et al. (2011).

0 O CH3 o) o) O CH3 0 NH,
NH NH Elastasa
HOM /U\NH%( /U\NH+H20—>H0 NH:/U\NH%(NH;/U\OH+
O CHj O CH O CHj O CHj;
NO,
N-sukcinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilid NO p-nitroanilin

Schéma 1: Hydrolyza N-sukcinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilidu elastasou

Na mikrotitraéni desticku bylo napipetovano po 100 ul 0,1 M HEPES pufru
(pH= 7,5), 10 ul vzorku (testované polyfenolové latky nebo kyseliny oleanolové
nebo DMSO) a bylo pfidano 20 pl elastasy (1 UN/ml). Tato reakéni smés
byla inkubovana pii 30 °C po dobu 5 minut. Reakce byla zahajena piidanim
30 wl substratu N-sukcinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilidu (4,4 mM). Na spektrofotometru

byla méfena zména A/min pii 410 nm. Méfeni bylo provadéno v dubletech

ve 3 opakovanich. Procento inhibice bylo vypoc¢itano podle vzorce:
Inhibice (%) = 100 - [(Avz — Aa)/(Ax — As)] - 100,

kde Ay; je zména absorbance vzorku (kompletni reakéni smés se substratem, enzymem
a ptislu$nou studovanou latkou), Ay je zména absorbance slepého vzorku (reakéni smés
se substratem, bez enzymu, DMSO misto testované latky) a Ax je zména absorbance
kontrolnitho vzorku (reakéni smés se substratem, enzymem, DMSO misto testované
latky).
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4.2.3.2. Stanoveni antikolagenasové aktivity

Kolagenasa je matrixovd metaloproteinasa Stépici kolagen a dal$i proteiny
extracelularni matrix. Pro experiment byla pouzita kolagenasa z bakterie Clostridium
histolyticum, jako substrat byl zvolen kolagen znaceny fluoresceinem. Kolagenasa $tépi
kolagen-fluorescein za vzniku fluorescen¢nich peptidt (obr. 20). Na spektrofotometru
byla méfena zména fluorescence pii excitaci 495 nm a emisi 515 nm - zvySeni
fluorescence je piimo umérné proteolytické aktivit¢ kolagenasy. Jako standardni
inhibitor byl pouzit 1,10 - fenantrolin monohydrat (FE) v koncentracich 10, 50, 100,
200 a 500 uM, zasobni roztok byl fedén DMSO. Postup pro stanoveni antikolagenasové
aktivity byl modifikovan podle Maity et al. (2012).

Kolagenasa %
Oﬁl ;bb R
Obr. 20: Degradace fluorescenéné zna¢eného proteinu kolagenasou

(upraveno podle http://aetherforce.com/how-fluorescent-light-works/)

Na mikrotitracni desticku bylo napipetovano po 110 ul pracovniho roztoku pufru
o pH = 7,6. Déle bylo pfidano 10 ul vzorku (testované polyfenolové latky nebo
1,10-fenantrolin monohydratu nebo DMSO), 20 ul kolagenasy (1,05 mg/ml)
a 20 pl substratu (0,6 mg/ml). Reakéni smés byla inkubovana pii 25 °C. Byla méfena
zména fluorescence pii excitaci 495 nm/emisi 515 nm ihned po smichani a pak po 10,
20 a 30 minutach. Méfeni bylo provadéno v dubletech ve 4 opakovanich. Pro vypocet

inhibice (%) byl pouzit vzorec:
Inhibice (%) = 100 - [(Avz — Ag)/(Ax — Ag)] - 100,

kde A,; je absorbance vzorku (kompletni reakéni smés se substratem, enzymem
a prislusnou studovanou latkou), Ay je absorbance slepého vzorku (reakéni smés
se substratem, bez enzymu, DMSO misto testované latky) a Ax je absorbance
kontrolniho vzorku (reak¢éni smeés se substratem, enzymem, DMSO misto testované

latky).
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4.2.3.3. Stanoveni antihyaluronidasové aktivity

Hyaluronidasa z hovézich varlat $tépi B-(1—4) glykosidovou vazbu mezi
N-acetyl-D-glukosaminem a D-glukuronovou kyselinou v polymernim fetézci kyseliny
hyaluronové za vzniku 3-(4-deoxy- -D-gluko-4-enuronosyl)-N-acetyl-D-glukosaminu,
ktery je zahratim na 100 °C v alkalickém prostfedi pfeveden na chromogen I
(a konfigurace) a chromogen II (B konfigurace). Nasledné dochazi v kyselém prostredi
k dehydrataci za vzniku chromogenu 11, ktery reaguje
S p-dimethylaminobenzaldehydem (DMAB) za vzniku ervené zbarvené¢ho produktu
(Morgan-Elsonova reakce, obr. 21) (Takahashi et al. 2003, Muckenschnabel et al.,
1998). Mnozstvi produktu je detekovano fluorometricky pfi excitaci 545 nm a emisi
612 nm. Jako standardni inhibitor byl pouzit hydrat aurothiomalatu sodného (SATMH,;
2,8 mg/ml). Postup pro stanoveni antihyaluronidasové aktivity byl modifikovan

podle Ndlovu et al. (2013).

CH_OH CH,OH o
- o HC, OH
ot CHY 100 *C pH o
R - R o =
- - _ —b’
-ROH

HO HO H—O NH
MHCOCH, NHCOCH,
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_ . o
N-acetyl-D-glukosamin reakce
HL CH.
By
HiC . CHa
e
o oH
0
HO, OH HO o “H
CH
conc. HCI \ ,} DMAB 0
acetic acid H
S
NH N —H = \ J/
HO +H
HC —4 Ha —{ :
o -HO
e s} : —é M —H
HiC -~ HiC —-{1
Chromogen I, IT Chromogen ITI : o s 5

Cervené zharveny produkt

Obr. 21: Princip Morgan-Elsonovy reakce (upraveno podle Takahashi et al., 2003)

Do 2 ml mikrozkumavek bylo napipetovano 25 pl CaCl, (12,5 mM),

10 pl vzorku  (testované polyfenolové latky nebo SATMH nebo DMSO)
a 10 pl hyaluronidasy (1,5 mg/ml). Smés byla inkubovana pii 37 °C po dobu 10 minut.
Dale bylo pfidano 100 pl kyseliny hyaluronové (1 mg/ml) a 15 pul 0,02 M fosfatového
pufru se 77 mM NaCl (pH =7) s 0,01 % BSA a vse bylo inkubovano pti 37 °C po dobu
49



40 minut. Nasledné¢ bylo pfidano 25 ul KBO; (0,8 M) a po 3 minutové inkubaci
pfi100 °C byla reakéni smés ochlazena na pokojovou teplotu. Po ochlazeni
bylo do vsech zkumavek ptidano 800 pl ¢inidla DMAB (4g DMAB/40 ml CH3COOH
+5 ml 10 N HCIl) a smés byla opét inkubovana 20 minut pii pokojové teplote.
Alikvot reakéni smési (200 pl) byl v dubletech pfepipetovan na mikrotitracni desticku
a byla méfena fluorescence pfti excitaci 545 nm a emisi 612 nm. Méfeni bylo opakovano

5 krat. Procentualni inhibice byla vypoctena podle vzorce:
Inhibice (%) = 100 - [(Avz — As)/(Ax — Ag)] - 100,

kde A.; je absorbance vzorku (kompletni reakéni smés se substratem, enzymem
a prislusnou studovanou latkou), Ay je absorbance slepého vzorku (reakéni smés
se substratem, bez enzymu, DMSO misto testované latky) a Ay je absorbance
kontrolntho vzorku (reakéni smés se substratem, enzymem, DMSO misto testované

latky).

4.2.3.4. Stanoveni antityrosinasové aktivity

Tyrosinasa je enzym zapojeny do procesu melanogeneze. Pro experiment
byla pouzita  tyrosinasa  izolovana zhub. Jako  substrat byl  pouzit
3,4-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA), ktery byl tyrosinasou oxidovan za vzniku
dopachinonu. Na spektrofotometru byla méfena absorbance pii vinové délce 450 nm.
BéZné uzivanym inhibitorem tyrosinasy je kojova kyselina (KK), ktera chelatuje meéd’
Vv aktivnim misté enzymu (obr. 22). Zasobni roztok kojové kyseliny byl fedén DMSO
na koncentrace 1, 5, 10, 50 a 100 uM. Postup pro stanoveni antityrosinasové aktivity
byl modifikovan podle studii Uchida et al. (2014) a Liang et al. (2014).

. Kojova kyselina
Y Meéd naty kation

Tyrosin 'llelnnin \ \l 2 OH
\' - -DO—D/ - % o = C P ’ﬁ
i 4 Rb

\ \_/ Tyrosinasa

Tyrosinasa

Obr. 22: Inhibice tyrosinasy kojovou kyselinou

(upraveno podle www.chinaseniorsupplier.com)
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Na mikrotitracni desticku bylo napipetovano po 10 pl vzorku (testované
polyfenolové latky nebo kojové kyseliny nebo DMSO), po té bylo piidano
80 ul substratu L-DOPA (2,5 mM) a 70 ul pracovniho roztoku tyrosinasy (100 U/ml).
Reakéni smés byla inkubovana pii 25 °C. Po 10 minutach byla na spektrofotometru
méfena absorbance pii 450 nm. Méfeni bylo provadéno v dubletech ve 3 opakovanich.

Inhibice (%) tyrosinasy byla vypoctena podle vzorce:
Inhibice (%) = 100 - [(Avz — As)/(Ax — Ag)] - 100,

kde A,; je absorbance vzorku (kompletni reakéni smés se substratem, enzymem
a prislusnou studovanou latkou), A je absorbance slepého vzorku (reakéni smés
se substratem, bez enzymu, DMSO misto testované latky) a Ay je absorbance
kontrolniho vzorku (reakéni smés se substratem, enzymem, DMSO misto testované

latky).

4.2.4. Vliv testovanych latek na produkci karbonyla

4.2.4.1. Kultivace fibroblastia

Ktze byla transportovana z Oddéleni plastické a estetické chirurgie ve sterilnim
roztoku PBS obsahujicim penicilin (500 mg/ml), streptomycin (500 U/ml)
a amphotericin B (1,25 mg/ml). V tomto roztoku byla ponechana asi 1 hodinu.
Poté byla tkan oplachnuta sterilnim PBS a nasledné byla sterilné roziezana na kousky
o velikosti 1 cm?, které byly umistény do Petriho misky a zality kultivadnim médiem
tak, aby povrch kiize nebyl prekryt roztokem. Petriho misky byly inkubovany pfi teploté
37 °C a atmosféfe obohacené o 5 % CO,. Médium bylo vyménovano dle potieby,
obvykle kazdé 2-3 dny. Po pokryti dna Petriho misky fibroblasty byly fragmenty kozni
tkan¢ preneseny do nové Petriho misky a kultivovany stejnym zplisobem,
jako je popsano vyse. Butiky, které pokryvaly dno Petriho misky, byly oplachnuty PBS
a uvolnény trypsinem. Poté bylo pfidano kultivaéni médium se sérem a nasledovala
centrifugace pfi 328 x g po dobu 10 minut. Pelet byl rozsuspendovan ve 20 ml
kultivacniho média se sérem, smés byla pfenesena do kultivac¢nich lahvi s plochou
75 cm® a inkubovéana pii 37 °C. Po dosaZeni monovrstvy byly buitky po uvolnéni
trypsinem rozdéleny do vice kultivaénich lahvi. Pro experimenty byly pouZity

fibroblasty mezi 2. a 4. pasazi.
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4.2.4.2. Priprava fibroblasti pro experimenty

Po dosazeni monovrstvy fibroblastii v kultiva¢nich lahvich bylo slito kultiva¢ni
médium se sérem. Naadherované buiky byly oplichnuty PBS a byl ptidan
1 ml trypsinu. Po 10 minutové inkubaci bylo pfidano kultivaéni médium se sérem
pro deaktivaci trypsinu. Bunécna suspenze byla pifenesena do plastové zkumavky
a centrifugovana pfi328 x g po dobu 10 minut. Vznikly pelet bunék
byl rozsuspendovan v 20 ml kultivatniho média se sérem. Poté bylo odebrano
10 ul bunééné suspenze a smichano s 10 ul trypanové modii, smés byla nanesena
pod kryci sklicko Biirkerovy komuirky a mikroskopicky byl stanoven pocet bunék.
Bunécna suspenze byla poté nafedéna kultivatnim médiem se sérem tak, aby po vyseti
na 6-ti jamkovou kultivaéni desku byla jejich koncentrace 0,5-10° bungk/cm®.
Bunky byly po vyseti inkubovany 24 hodin pii 37 °C v inkubatoru a nasledné pouzity

pro dal$i experimenty.

4.2.4.3. Ozarovani bunék

Po 24 hodinové inkubaci bylo odstranéno kultivacni médium. Monovrstva
fibroblastti byla oplachnuta PBS, bylo pfidano 1,5 ml PBS s glukosou (1 mg/ml)
a bunky byly vystaveny UVA zafeni. UVA zafeni iniciuje tvorbu ROS, které atakuji
bunééné makromolekuly véetné proteinti a indukuji jejich oxida¢ni poskozeni za vzniku

karbonylovanych proteinti, které jsou po té stanovovany.

Byla zjiStovana optimalni ddvka UVA zéafeni, ktera vyvola produkci
karbonylovanych proteini. Fibroblasty byly ozafovany davkou UVA zéfeni
5 a 10 Jlcm?. Doba ozafeni zavisi na intenzité zafeni (W/cm?) a byla vypocitana podle
vzZorce.

davka (J/cm2) - 1000
intenzita zareni (W /cm?2) - 60

Doba ozéareni (min) =

Béhem ozafovani byly desky s buikami chlazeny, aby nedo$lo k poskozeni

bunék teplem. Soucasné byl provadén experiment s buitkami, které nebyly vystaveny
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UVA zafeni. Kontrolni buiky byly v dobé ozafovani inkubovany v PBS s glukosou

Vv inkubatoru pii 37 °C ve tmé.

Po ozéafeni bylo odstranéno PBS s glukosou a bylo aplikovano bezsérové
médium. Dalsi postup byl shodny i pro bunky neozaiené. Roztok PBS s glukosou
byl odstranén a k buiikam bylo pfidano 1,5 ml kultivaéniho média bez séra.
Fibroblasty byly nasledné¢ inkubovany pti 37 °C po dobu 1, 2, 4 a 24 hodin.
Po jednotlivych cCasovych intervalech bylo stanovovano mnoZstvi karbonylovanych

proteind.

4.2.4.4. Toxicita polyfenolovych latek

Déle bylo zjistovano, zda samotné testované polyfenolové latky nemaji vliv
na oxida¢ni poskozeni fibroblasti. V DMSO byly nejprve pfipraveny zasobni roztoky
silymarinu a flavonolignanii, které jsou v ném obsazeny. Zasobni roztoky byly fedény
v médiu tak, aby vysledna koncentrace byla 75, 25 a 12,5 uM a obsah DMSO v médiu
byl 0,5 %. Z kultivacnich desek pokrytych monovrstvou fibroblastd bylo odstranéno
kultivaéni médium se sérem. Do kazdé jamky bylo ptfidano 1,5 ml kultivaéniho média
bez séra s pfisluSnou koncentraci testované latky (12,5-75 uM). Kontrolni buiky
obsahovaly misto testované latky stejny alikvot DMSO. Bunky byly inkubovéany
pii 37 °C po dobu 1 a 24 hodin, nasledné bylo stanovovano mnozstvi karbonylovanych

proteint.

4.2.45. Vliv testovanych latek na produkeci karbonyli vyvolanych

pusobenim UVA zareni

Fibroblasty byly preinkubovany s testovanymi latkami o koncentraci 12,5
a25puM vinkubatoru pii 37 °C po dobu 1 hodiny Vbezsérovém médiu.
Nasledn¢ bylo odstranéno  kultivacni médium, bunky byly oplachnuty PBS
a bylo ptidano 1,5 ml PBS s glukosou. Bunky byly ozafovany davkou UVA zafeni
10 Jlem?. Po ozafovani byl roztok PBS s glukosou nahrazen kultivaénim médiem
bez séra. Paraleln¢ byl opét provadén pokus s bunkami, které ozafeny nebyly.
Fibroblasty byly inkubovany pti 37 °C 24 hodin. Poté bylo stanoveno mnozstvi

karbonylovanych proteint.
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4.2.4.6. Stanoveni karbonylovanych proteini

ROS generované béhem UVA ozafovani mohou oxidovat proteiny za vzniku
karbonylovanych derivati. Kvantifikace obsahu karbonylovanych proteinti vztazena

na obsah proteinil je metitkem oxida¢niho poskozeni proteinu.

Fluorescen¢ni sonda fluorescein thiosemikarbazid (FTC) specificky reaguje
s karbonylovymi skupinami oxidovanych proteinti. 1 mol FTC reaguje s 1 molem
karbonylu za vzniku 1 molu thiosemikarbazonu, u néhoZ je métfena fluorescence
pii excitaci 485 nm a emisi 535 nm (obr. 23). Postup pro stanoveni karbonylovanych

proteini byl modifikovan podle Mohanty et al. (2010).

OH O\ @] OH
(@]
‘ )
COOH + @ ﬁ» COOH
Yo
HN\H/N
s
Fluorescein thiosemikarbazid Fluorescein thiosemikarbazon

Obr. 23: Reakéni schéma fluorescein thiosemikarbazidu s karbonylovanym proteinem

Z fibroblastti bylo odstranéno kultivacni médium. Buiky byly oplachnuty PBS,
seSkrabnuty do PBS a centrifugovany (1000 ot/min) ptfi 4 °C po dobu 10 minut.
Po odstranéni PBS byly bunky lyzovany v 50 pl lyzaéniho roztoku, bylo pfidano
50 ul 200 uM FTC a smés byla inkubovana pies noc ve tm¢. Proteiny byly vysrazeny
ptidanim 400 pl ledového roztoku 20 % TCA. Po 10 minutové inkubaci na ledu
byla smés centrifugovana (10 000 ot/min) pii 4 °C po dobu 10 minut. Po centrifugaci
byl supernantant odsan. Nezreagovany FTC byl odstranén piidanim 1 ml acetonu,
smés byla vortexovana a centrifugovana (10 000 ot/min) pii 4 °C 10 minut.
Tento proces byl opakovan 3 krat. Po odsati acetonu byly proteiny ponechany
na vzduchu, aby uschly. Po vysuSeni byly proteiny rozpustény v 50 ul 6 M guanidinu
HCI. Nasledn¢ bylo ptidano 450 pl 0,1 M Na;HPO4-2 H,O (pH=7). Na mikrotitra¢ni
desticku bylo napipetovano 150 ul roztoku a byla métfena fluorescence pii excitaci

485 nm a emisi 535 nm.
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Ve stejném alikvotu byla méfena celkova koncentrace proteinii bicinchoninovou
kyselinou. Metoda je =zalozena na redukci médnatého iontu na médny
proteinem v alkalickém prostfedi a nasledné chelataci médného iontu kyselinou
bicinchoninovou (BCA) za vzniku purpurového komplexu (obr. 24).
Pro spektrofotometrické stanoveni celkovych proteinti bylo k 10 ul roztoku pridano
200 pl smési roztoku A a B vpoméru 50:1. Po 15 minutové inkubaci byla méfena
absorbance pfi 562 nm. Byly pfipraveny také standardni roztoky hovéziho sérového
alouminu o koncentraci 0,05-1 mg/ml, u nichz byla méfena absorbance.
Poté byla sestrojena kalibracni kiivka (graf zavislosti absorbance na koncentraci),
ze které byla odectena koncentrace protein. Podil namétené fluorescence a celkové
koncentrace proteini odpovidd mnozstvi karbonylovanych proteind. M¢éteni

bylo provadéno v dubletech ve 4 nezavislych opakovanich.

Protein + CLE* ——= Protein + Cu?

Cu+ +2BCA ——

00C

Obr. 24: Reakéni schéma stanoveni proteinti bicinchoninovou kyselinou

(upraveno podle http://nfsc4500101groupa.weebly.com/bca-assay-for-protein-determination.html)

4.2.5. Statisticka analyza

Vsechny experimenty byly provedeny v dubletech v minimalné¢ 3 nezavislych
opakovanich. Vysledky byly vyhodnoceny v programu MS Excel 2010 a jsou vyjadieny
jako primér + smérodatnd odchylka. Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno

pomoci Studentova t-testu.
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5. Vysledky

5.1.  Stanoveni aktivity enzymii

5.1.1. Stanoveni antielastasové aktivity

V tomto experimentu byly zkoumany vybrané polyfenolové latky o rGznych
koncentracich (0,1 az 200 uM) pro jejich potencidlni antielastasovou aktivitu.
U dehydrosilybinu byla pouzita maximalni koncentrace 100 uM z divodu omezené
rozpustnosti. Pusobenim elastasy je substrat N-sukcinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilid
Stépen a uvoliluje se zluty p-nitroanilin. Mnozstvi vzniklého produktu bylo sledovano

jako zména A/min pii 410 nm. Jako pozitivni kontrola byla pouzita kyselina oleanolova
(KO).

Vysledky z méfeni antielastasové aktivity flavonoida, silymarinu a jeho
flavonolignant jsou shrnuty na obr. 25 a 26, hodnoty ICsy (tj. koncentrace latky,
pfiniz dochézi k 50 % inhibici aktivity enzymu) jednotlivych polyfenold jsou uvedeny
Vv tabulce 2. Ve vétsiné piipadi byl sledovan narlst inhibice elastasy se zvySujici
se koncentraci testovanych polyfenolovych latek. U kyseliny oleanolové je hodnota

I1Cs0 = 10,8 £ 0,6 uM.

Z testovanych flavonoidii vykazuje nejvyssi antielastasovou aktivitu kvercetin
(obr. 25). Jeho ICs byla stanovena na 2,1 + 0,7 uM, kvercetin je tedy 5 krat aktivnéjsi
nez kyselina oleanolova. Efekt baikaleinu (1Cso = 28,6 £ 2,5 uM), kaempferolu
(IC50=38,4 + 2,7 uM), taxifolinu (ICs = 52,1 £+ 0,9 uM) a apigeninu
(1IC50=91,1+3,8uM) na aktivitu elastasy je niz8i v porovnani s Kkyselinou
oleanolovou. U naringeninu nebylo mozné hodnotu ICsy stanovit. Pii nizSich
koncentracich (10-100 uM) byl spise pozorovan narist reakéni rychlosti, tedy aktivace
enzymu a pii nejvyssi pouzité koncentraci 200 uM nebyl pozorovan efekt na aktivitu

elastasy. Vyssi koncentrace nebyly pouzity z divodu rozpustnosti.
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Obr. 25: Vliv testovanych flavonoidi na aktivitu elastasy. Hodnoty jsou
vyjadieny jako % inhibice aktivity elastasy. Data ptedstavuji primér z 3 nezavislych

méreni.

Ze vsech studovanych flavonolignant (obr. 26) byl nejucinnéj$i dehydrosilybin
(ICs0 = 8,6 £ 0,5 uM). Dehydrosilybin byl signifikantné lep$i nez standardni inhibitor
(KO), stejné jako kvercetin. Vysoka inhibice byla stanovena i u silymarinu.
ICsoje rovna 12,8 + 0,9 uM, silymarin tedy vykazuje podobny inhibi¢ni G¢inek
jako kyselina oleanolova. U silybinu byla naméfena hodnota ICsy pii koncentraci
122,6 £ 4,8 uM. U dalsich testovanych flavonolignani nebylo mozné ICsq Stanovit.
Tyto latky maji na inhibici elastasy zanedbatelny vliv v porovnani s kyselinou

oleanolovou, coz vyplyva iz obr. 27. U silychristinu a silydianinu mizeme pii niz§ich
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koncentracich pozorovat pozitivni efekt na aktivitu enzymu elastasy, obdobné jako

u naringeninu.
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Obr. 26: Vliv silymarinu a jeho flavonolignani na aktivitu -elastasy.
Hodnoty jsou vyjadfeny jako % inhibice aktivity elastasy. Data pfedstavuji pramér

z 3 nezavislych méfeni.

Pro porovnani inhibi¢nich u¢inka flavonoidd, silymarinu a jeho flavonolignani

a kyseliny oleanolové pii koncentraci 10 a 100 uM je vlozen obr. 27.
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Obr. 27: Porovnani ufinku testovanych polyfenoli na aktivitu elastasy
a) flavonoidy a kyselina oleanolova, b) silymarin, flavonolignany a kyselina oleanolova.
Hodnoty jsou vyjadieny jako % inhibice aktivity elastasy. Data ptedstavuji pramér

z 3 nezavislych méfeni.
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Tabulka 2: Hodnoty I1Csy (uM) testovanych flavonoidi, silymarinu a jeho
flavonolignanti pro enzym elastasu z lidskych neutrofild. N.S. znamena, ze u latek
nebylo mozné hodnotu ICsy stanovit pro nizkou ucinnost. Data ptedstavuji pramér
z 3 nezavislych méteni. # Hodnota je statisticky vyznamné odlisnda od kyseliny

oleanolové (ICso = 10,8 £ 0,6 uM) (p<0,05).

Flavonoidy ICso (M)

1Cs0 (LM)

Flavonolignany

Kvercetin 2,1+ 0,7 " | Dehydrosilybin 8,6+0,5"
Baikalein 28,6 £2,5 | Silymarin 12,8 £0,9
Kaempferol | 38,4 +2,7 | Silybin 122,6 +4,8
Taxifolin 52,1 £0,9 | Silydianin N.S.
Apigenin 91,1 £3,8 | Isosilybin N.S.
Naringenin N.S. Silychristin N.S.

5.1.2. Stanoveni antikolagenasové aktivity

Potencidlni inhibicni uCinky flavonoidd, silymarinu a jeho flavonolignana
na aktivitu kolagenasy byly studovany s vyuzitim fluorescencné znaceného kolagenu.

hydrolyzovan kolagenasou,

Substrat s navazanym fluoresceinem byl

Inhibici

kolagen
coz se projevilo nartstem fluorescence. aktivity kolagenasy vhodnymi
inhibitory lze tento proces kolagenolyzy zpomalit. Jako pozitivni kontrola je b&zné

vyuzivan inhibitor matrixovych metaloproteinas 1,10-fenantrolin (FE).

Namétené  vysledky  inhibice  kolagenasy  flavonoidy, silymarinem

a flavonolignany jsou zobrazeny v grafech na obr. 28 a 29, hodnoty jejich 1Cso
jsou shrnuty v tabulce 3. Z grafii na obr. 28 a 29 lze vidét, Zze inhibice kolagenasy

se koncentraci tomu

se zvysujici polyfenolovych latek narGsta, stejné jako
bylo v ptipad¢ elastasy. U standardniho inhibitoru 1,10-fenantrolinu byla ICsq stanovena

pii koncentraci 161,3 + 4,6 uM.

Ze vsech testovanych flavonoidii (obr. 28) mél nejvyrazngjsi inhibicni efekt
kvercetin, jehoz ICsg byla nalezena jiz pti koncentraci 17,4 £ 1,2 uM. Také baikalein
vykazoval signifikantné vyssi inhibi¢ni G¢inky (ICsg = 94,6 + 5,1 uM) V porovnani

se standardnim inhibitorem (FE). U taxifolinu a apigeninu byla stanovena téméf stejna
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antikolagenasova aktivita jako u 1,10-fenantrolinu. Nejmensi efekt na enzym
kolagenasu byl prokazan u kaempferolu a naringeninu, jejichz hodnota ICs prevySovala

nejvyssi testovanou koncentraci 200 uM.
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Obr. 28: Vliv testovanych flavonoidd na aktivitu kolegenasy. Hodnoty

jsou vyjadieny v % inhibice. Data ptedstavuji primér ze 4 nezavislych méteni.

Z tabulky 3 je patrné, Ze silymarin a jeho flavonolignany vykazuji v porovnani
S testovanymi flavonoidy mnohem vétsi inhibicni ucinky na aktivitu kolagenasy.
Nejvyssi antikolagenasovou aktivitu ma silymarin, jeho ICso odpovida koncentraci
4,2+0,6 uM. Velmi u¢inny je i dehydrosilybin s koncentraci ICsp = 23,4 + 2,9 uM.

U isosilybinu a silybinu byla namétena asi 3 krat vyssi u¢innost nez u 1,10-fenantrolinu.
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U silychristinu byl taktéz prokazan signifikantné vétsi inhibi¢ni ucinek nez u standardu
(FE). Zflavonolignani vykazoval nejmensi vliv na kolagenasu silydianin
S1C50=190,3+4,4 ].,I.M.

Silymarin Dehydrosilybin
120 120
- 100 = - 100
% 80 - £ g0
2 60 x g 60
E 40 - 2 40
£ 2 - £ 20 -
0 - 0 -
000 1 5 10 50 100 01 1 10 50 100
¢ (uM) ¢ (uMm)
Isosilybin Silybin
120 120
g 100 g 100
g e £ o
[= c
fL il i
0 i O _:-
10 50 100 200 10 50 100 200
¢ (uM) c (uM)
Silychristin Silydianin
120 120
& 100 § 100
§ 80 T 80
5 60 5 60
= = = SR il
o LIl o L wm 1N
10 50 100 200 10 50 100 200
c (uMm) ¢ (uMm)

Obr. 29: Vliv silymarinu a jeho flavonolignanli na aktivitu kolagenasy. Hodnoty

jsou vyjadieny v % inhibice. Data predstavuji primér ze 4 nezavislych méfeni.

Inhibi¢ni G€inky jednotlivych flavonoidl, silymarinu a flavonolignani

a 1,10-fenantrolinu pii koncentracich 10 a 100 uM jsou shrnuty v grafech na obr. 30.
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Obr. 30: Porovnani ucinku testovanych polyfenoli na aktivitu kolagenasy
a) flavonoidy a 1,10-fenantrolin, b) silymarin, flavonolignany a 1,10-fenantrolin.
Hodnoty jsou vyjadieny jako % inhibice aktivity kolagenasy. Data ptedstavuji pramér

ze 4 nezavislych méteni.

Tabulka 3: Hodnoty ICso (uM) testovanych flavonoidd, silymarinu
a flavonolignanii pro kolagenasu z Clostridium histolyticum. Data piedstavuji pramér
ze4 nezavislych méfeni. # Hodnota je  statisticky  vyznamné  odliSna

od 1,10-fenantrolinu (ICso = 161,3 + 4,6 uM) (p<0,005).

Flavonoidy  ICso (uM)  Flavonolignany

KV
BA 94,6+5,1" DS 234+297
TA 153,1+53 IS 50,8 +4,57
API 154,3+£2,9 SB 522+50°
KA >200 SCH 95,9+5,77
NA >200 SD 190,3 + 4.4
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5.1.3. Stanoveni antihyaluronidasové aktivity

Potencialni inhibi¢ni uc¢inky polyfenolovych latek byly zkoumany také
u hyaluronidasy. Hyaluronidasa hydrolyzuje kyselinu hyaluronovou za vzniku
3-(4-deoxy-p-D-gluko-4-enuronosyl)-N-acetyl-D-glukosaminu. Mnozstvi uvolnéného
produktu je monitorovano méfenim fluorescence pfi excitaci 545 nm a emisi 612 nm.

Jako standardni inhibitor byl pouzit hydrat aurothiomalatu sodného (SATMH).

U studovanych polyfenolovych latek nebyly prokazany vyraznéjSi inhibicni
ucinky na aktivitu hyaluronidasy. Pifi 200 uM koncentraci latek dosahovala inhibice
hyaluronidasy méné¢ nez 10 %. Stanoveni inhibice hyaluronidasy pii vysSich
koncentracich polyfenoli je bezvyznamné. Lze tedy konstatovat, ze testované
flavonoidy, silymarin a flavonolignany, které jsou v ném obsaZeny, aktivitu

hyaluronidasy neovliviiuji.

5.1.4. Stanoveni antityrosinasové aktivity

Byl zkouman také vliv polyfenolovych latek na aktivitu tyrosinasy. Tyrosinasa
oxiduje L-DOPU na dopachinon, ktery absorbuje zafeni o vinové délce 450 nm.

Jako standardni inhibitor byla pouzita kojova kyselina (KK).

U kojové kyseliny byla stanovena ICsy pii koncentraci 5,2 = 0,6 uM.
Studované polyfenolové latky nesnizuji aktivitu tyrosinasy. Flavonoidy, silymarin
a jeho flavonolignany aktivitu tyrosinasu naopak zvysuji, coz ukazuji grafy na obr. 31
a 32. Vysledné hodnoty jsou vztazeny ke vzorku, ktery obsahoval stejny objem ¢istého
rozpoustédla, tedy DMSO, coZ bylo povaZovano jako kontrola, kterda méa hodnotu
100 %. Jestlize je hodnota kontroly testované polyfenolové latky vyssi nez 100 %,

pak je tyrosinasa danou latkou aktivovana.

Z grafi kvercetinu a taxifolinu na obr. 31 je vidét, Ze s rostouci koncentraci
kvercetinu a taxifolinu se % kontroly téméf neméni, tyrosinasa tedy neni témito
flavonoidy aktivovana. Vyrazné uCinky na aktivitu tyrosinasy lze pozorovat
u baikaleinu, apigeninu a kaempferolu (obr. 31). Se zvySujici se koncentraci téchto latek

aktivita tyrosinasy narlstd. Nejvyssi pozitivni uc¢inky na aktivitu tyrosinasy vykazuje
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kaempferol. U naringeninu (obr. 31) byla aktivace maximalni ptfi koncentraci 100 uM,

pti vyssi koncentraci byl pozorovan pokles aktivity tyrosinasy.
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Obr. 31: Vliv testovanych flavonoidii na aktivitu tyrosinasy. Hodnoty

jsou vyjadfeny jako % kontroly. Data piedstavuji pramér z 3 nezavislych méteni.

U silymarinu, dehydrosilybinu a isosilybinu (obr. 32) neni pozorovan téméft
zadny efekt na aktivitu tyrosinasy. Z flavonolignanii tyrosinasu aktivuje pouze silybin,
silydianin a silychristin (obr. 32) pfi nizSich testovanych koncentracich, kdy dochazi
maximalné k nartistu aktivity o 40 %. Silychristin md maximalni aktivacni G¢inky
jiz pti koncentraci 10 puM. Pfi nejvyssi koncentraci (200 uM) je pozorovan pokles
aktivity na hodnotu kontroly (100 %).
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Obr. 32: Vliv silymarinu a jeho flavonolignanti na aktivitu tyrosinasy. Hodnoty

jsou vyjadieny jako % kontroly. Data ptedstavuji primér z 3 nezdvislych méteni.

Na obr. 33 Ize porovnat u¢inky flavonoidii, silymarinu i jeho flavonolignani
na aktivitu tyrosinasy pii koncentracich 10 a 100 uM. Z grafii na obr. 33 jasn€ vyplyva,
ze flavonoidy jsou mnohem uc€innéjSimi aktivatory tyrosinasy Vv porovnani

se silymarinem a jeho flavonolignany, jeZ tento extrakt obsahuje.
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Obr. 33: Porovnani uc€inku testovanych polyfenoli na aktivitu tyrosinasy
a) flavonoidy, b) silymarin a jeho flavonolignany. Hodnoty jsou vyjadieny

jako % kontroly. Data piedstavuji primér z 3 nezavislych méteni.

5.2.  Vliv testovanych latek na produkci karbonyla

5.2.1. Stanoveni optimalni davky UV A zareni

UVA ozéfeni zplsobuje produkci ROS, které oxidacné¢ modifikuji proteiny
a vznikaji jejich karbonylované derivaty. Cilem tohoto experimentu bylo zjistit,
jaké davka UVA zéfeni je schopna vyvolat tvorbu karbonylovanych proteint v lidskych

koznich fibroblastech in vitro. Monovrstva fibroblasti byla vystavena davce
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UVA zafeni 5 a 10 Jem? a vriznych Gasovych intervalech (1, 2, 4 a 24 hodin)
bylapoté méfena hladina karbonylovanych proteini a koncentrace proteind.
Hodnota karbonylovanych proteinii byla vztazena ke koncentraci proteint ve vzorku.
Hodnoty karbonylovanych  proteini  ve vzorku byly vztazeny k bunkam,
které nebyly ozaiovany UVA zafenim. Tyto bufiky jsou povazovany za kontrolu,
ktera ma hodnotu 100 %. Pokud je hodnota kontroly ozafenych bun¢k vyssi nez 100 %,

dochazi k tvorbé karbonylovanych derivati.

S rostouci davkou UVA zafeni v jednotlivych ¢asovych intervalech mnozstvi
karbonylovanych derivati narista (obr. 34). Nejvyssi produkce karbonylovanych
derivatl je vyvolana davkou UVA zafeni 10 J/ cm’ Tato davka UVA zafeni byla
zvolena pro ozafovani fibroblasti v experimentech, v kterych byl studovan vliv

polyfenolovych latek na poSkozeni fibroblasti zptisobené UV A zatenim.

Z grafu na obr. 34 je také vidét, Ze nejvyssi produkce karbonylovanych derivata
po ozatfeni davkou UVA zafeni 10 J/ cm? je dosazeno jiz po 1 hodinové inkubaci.
Po2a4 hodinové inkubaci bun¢k dosSlo k mirnému poklesu tvorby karbonylt.
Po 24 hodinové¢ inkubaci byla hladina karbonylovanych proteinii opét zvySena. Nejvyssi
narist produkce karbonylovanych proteini byl tedy zaznamenan po 1 a 24 hodin

od pusobeni UVA zafeni.
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Obr. 34: Vliv UVA zafeni na produkci karbonylovanych proteini v lidskych
koznich fibroblastech. Hodnoty jsou vyjadieny jako % kontroly. Data pfedstavuji
primér z 3 nezavislych méfeni. # Hodnota je statisticky vyznamné odli$§na od neozarené
kontroly (p<0,05). * Hodnota je statisticky vyznamné odlisnd od UVA ozateného
vzorku davkou 5 J/em? (p<0,05).
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5.2.2. Toxicita polyfenolovych latek

Dale bylo zkoumano, zda samotné testované polyfenolové latky nejsou toxické
anevyvolavaji oxida¢ni modifikaci proteind ve fibroblastech. Fibroblasty
byly preinkubovany se silymarinem a flavonolignany o koncentraci 12,5-75 uM
po dobu 1 a 24 hodin. Poté byla zjisStovana hladina oxidaén¢ modifikovanych proteint
ve fibroblastech stanovenim obsahu karbonylovanych proteinti a koncentrace proteinti.
Kontrolni bunky obsahovaly misto testované latky pouze rozpoustédlo, tedy stejny

alikvot DMSO. Hodnota kontroly téchto bunék byla povazovana za 100 %.

Z grafi na obr. 35 je vidét, Zze jiz po 1 hodiné inkubace klesd obsah
karbonylovanych proteinii S rostouci koncentraci polyfenolovych latek v porovnani
s kontrolnim vzorkem. Po 24 hodinové inkubaci je pokles jesté vice prohlouben.
Silymarin a testované flavonolignany tedy nevyvolavaji oxidaéni poskozeni proteint.
Snizeny obsah karbonylovanych proteinti naopak poukazuje na antioxida¢ni vlastnosti

vSech testovanych polyfenolovych latek, véetné silymarinu.
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Obr. 35: Vliv silymarinu a jeho flavonolignanti na hladinu karbonylovanych
proteini v lidskych koznich fibroblastech. Hodnoty jsou vyjadieny jako % kontroly.
Data piedstavuji primér z 3 nezavislych méfeni. # Hodnota je statisticky vyznamné

odlisna od kontroly (p<0,05).

5.2.3. Vliv testovanych latek na produkci karbonyli vyvolanych

ptisobenim UV A zareni

ProtoZze testované flavonolignany a silymarin nemaji toxicky efekt, naopak
byl pozorovan ochranny efekt, bylo u nich zkoumano, jestli nejsou schopny ovlivnit
tvorbu karbonylovanych proteinii vzniklych ptisobenim UVA ozafeni. Fibroblasty
byly 1 hodinu inkubovany se silymarinem a flavonolignany (12,5 a 25 uM) a poté
byly buitky ozafeny davkou UVA zafeni 10 J/ cm? a inkubovany v médiu bez séra
24 hodin.  Nasledné byl stanoven obsah karbonylovanych proteind. Paralelné
byly fibroblasty, inkubovany pouze v médiu s DMSO (0,5 %) a ozafeny, jejich hodnota
odpovidala 100 % UVA toxicity. Soucasné byl proveden i experiment s fibroblasty,
které byly inkubovany pouze v médiu stestovanymi latkami a tyto bunky
nebyly ozatreny. Kontrola (100 % kontroly) odpovidala fibroblastim preinkubovanym
v médiu s DMSO (0,5 %), které nebyly ozatfeny.

Vliv silymarinu a flavonolignani na ozafené¢ i neozéafené buiiky je popsan
v grafech na obr. 36. U bunék, které¢ nebyly vystaveny UVA zifeni (grafy vlevo)
je vidét, Ze pusobenim polyfenolovych latek je tvorba karbonylovanych proteint

snizovana.  Nejveétsi  snizeni bazdlni hladiny karbonylovanych  proteinil
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bylo pozozorovano u silymarinu a dehydrosilybinu. Silychristin prakticky neovliviioval

bazalni hladinu karbonylovanych proteint.

V grafech vpravo na obr. 36 je zobrazen vliv polyfenolovych latek na produkci
karbonylti vzniklych po UVA ozafeni. S rostouci koncentraci polyfenolovych latek
hladina karbonylovanych proteini klesa, coz potvrzuje, ze latka ma antioxidacni
vlastnosti. Vyrazné ochranné ucinky vykazoval silymarin, pii koncentraci 25 uM
byla signifikantn¢ snizena hladina karbonylovanych proteini (0 24 %) oproti pozitivni
kontrole (UV A zéfeni). U dehydrosilybinu pti koncentraci 12,5 uM signifikantné klesla
hladina karbonylii (o 26 %) v porovnani s ozafenymi bunkami. Pfi vyssi koncentraci
dehydrosilybinu (25 uM) jsou ochranné ucinky nizs$i (pokles jen 0 16 %),
coZ naznacuje, ze pii vySsi koncentraci dehydrosilybinu se projevi jeho prooxidacni
u¢inky. U silybinu bylo pozorovano snizeni hladiny karbonylovanych proteind,
ale pfi zadné z koncentraci nebyl pozorovan signifikantni pokles. I kdyz silychristin
nevykazoval vliv na hladinu karbonylovanych proteinli v neozaienych fibroblastech,
uozafenych fibroblasta byl pozorovan ochranny efekt (snizeni hladiny
karbonylovanych proteintt), coz je vidét v obr. 38. Ochranné vlastnosti polyfenolovych
latek koreluji s jejich antioxidaénimi w¢inky a schopnosti eliminovat ROS,

které jsou generovany UV A zafenim.
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Obr. 36: Vliv silymarinu a jeho flavonolignanti na produkci karbonylovanych
proteinll. Pro neozafené butniky jsou hodnoty vyjadfeny jako % kontroly (viz. plné
sloupce). Pro buiiky ozafené¢ davkou UVA zafeni 10 J/ cm? jsou hodnoty vyjadieny
jako % UVA toxicity (viz. Srafované sloupce). Data predstavuji pramér
ze 4 nezavislych méfeni. * Hodnota je statisticky vyznamné odlisnd od neozarené

kontroly (p<0,05).
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Byl také stanoven protektivni u€inek silymarinu a jeho flavonolignanti vztazeny
k jejich vlastni kontrole. Vysledné hodnoty protekce jednotlivych polyfenolovych latek
jsou shrnuty v grafu na obr. 37.

Nejvyssi protektivni ucinek pfi  koncentraci 12,5 pM byl prokazan
u dehydrosilybinu. Pfi 25 puM koncentraci dehydrosilybinu byl naopak pozorovan
U vSech flavonolignani kromé¢ dehydrosilybinu a isosilybinu mutzeme sledovat
koncentracné zavisly ochranny efekt silymarinu a ostatnich flavonolignant.

Vyrazna protekce byla zjisténa u silychristinu, nejméné ucinny byl silybin.

100

Protekce (%)

Obr. 37: Vliv silymarinu a flavonolignant na lidské kozni fibroblasty ozafené
UVA. Hodnoty jsou vyjadieny jako % protekce. Vysledky jsou primérem
ze 4 nezavislych méteni. # Hodnota je statisticky vyznamné odlisna od silymarinu
(12,5 uM) (p<0,05). * Hodnota je statisticky vyznamné odlisna od silymarinu (25 uM)
(p<0,05).
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6. Diskuze

Pti opakované expozici slune¢nimu zafeni jsou v kuzi produkovany ROS,
které vyvolavaji oxida¢ni stres a zanétlivé reakce v dermdlni a epidermalni vrstvé
pojivové tkané. ROS atakuji bunééné membrany, lipidy, proteiny a DNA a indukuji
tak jejich oxidacni posSkozeni. Jako odpovéd na poSkozeni kize UV zafenim
jsou infiltrovany zanétlivé neutrofily, je stimulovana sekrece a syntéza enzymu
V dermalni ¢i epidermalni vrstvé a dochdzi k degradaci extracelularni matrix tvotrené
prevazné elastinovymi a kolagenovymi vldkny, kyselinou hyaluronovou, aj.
Degradace vlaken extracelularni matrix vede ke snizeni pruznosti pokozky,
tvorbé vrasek a dehydrataci ktize. Tyto procesy pfispivaji k pfed¢asnému starnuti ktize
(Nema et al., 2011).

V posledni dob¢ jsou intenzivné vyhleddvany latky z ptirodnich zdroju,
které by mohly byt soucasti kosmetickych pripravki a mohly by zmirnit projevy
predcasného starnuti kiize stimulované t¢inkem slune¢niho zafeni (Nema et al., 2011).
Studovany jsou zejména polyfenolové latky, sekundarni metabolity rostlin,
které se podileji na ochrané rostlin pfed nezaddoucimi ucinky slunecniho zéfeni.
VétSinou jsou tyto latky fazeny mezi antioxidanty a vykazuji Sirokou Skalu prospésnych
biologickych 1uc¢inki vcetné¢ antivirovych, antibakteridlnich, imunostimula¢nich,
antialergickych,  antilipoperoxidac¢nich,  hepatoprotektivnich,  protizanétlivych,
protinadorovych, atd. Polyfenoly vykazuji také inhibi¢ni G¢inky na aktivitu enzymd,
napf. lipoxygenasy, cyklooxygenasy, monooxygenasy, xantinoxidasy, NADPH-oxidasy,
fosfolipasy A, proteinkinasy, aj. (Svobodova et al., 2003).

V ramci této diplomové prace byl zjistovan vliv polyfenolovych latek
na aktivitu elastasy, kolagenasy a hyaluronidasy, tedy enzymu, které $tépi vlakna
extracelularni matrix a ovliviiuji tak d&je spojené s pred€asnym starnutim kize.
Z polyfenolovych latek byly zkoumény ucinky vybranych flavonoidi (kvercetin,
baikalein, kaempferol, taxifolin, apigenin a naringenin), silymarinu (extraktu ze semen
ostropestice  marianského) a flavonolignanti, které jsou vném obsaZeny
(dehydrosilybin, silybin, isosilybin, silydianin a silychristin). U téchto latek byl také
sledovan vliv na enzym tyrosinasu, kterd se podili nejen na zvySovani hladiny

ochranného pigmentu melaninu v kizi, ¢imz je zvySovdna endogenni ochrana kize
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pred nezddoucimi G¢inky slune¢niho zafeni, ale pfi jeji zvySené aktivit¢ mize dochazet

K tvorbé pigmentovych skvrn.

Elastasa je proteinasovy enzym, ktery degraduje vlakna fibrinu a elastinu.
Poskozeni elastinovych vlaken vede ke snizeni elasticity ktize. Inhibici aktivity elastasy

Ize tomuto procesu zabranit nebo ho zmirnit (Kim et al., 2009).

Z testovanych flavonoidi vykazoval nejvyssi antielastasovou aktivitu kvercetin.
Jeho 1Csp odpovida koncentraci 2,1 + 0,7 uM, kvercetin ma tedy 5 krat vétsi inhibic¢ni
u¢inek v porovnani s kyselinou oleanolovou, kterd je povaZzovéna za standardni
inhibitor (ICsp = 10,8 + 0,6 uM). Baikalein (ICs = 28,6 + 2,5 uM), kaempferol
(ICx=384 =+ 2,7 uM), taxifolin (ICs = 52,1 + 0,9 uM) i apigenin
(IC50=91,1+3,8uM) byly v porovnani s kyselinou oleanolovou méné ucinné.
U naringeninu nebylo mozné hodnotu ICsy stanovit. Pii nizSich koncentracich
naringeninu byl pozorovan koncetracné zavisly narlist inhibice elastasy.
Uginky kvercetinu a kaempferolu zkoumal také Kanashiro et al. (2007). U kvercetinu
popsal koncentracné¢ zavisly inhibi¢ni efekt nad 2 puM, u kaempferolu vyraznéjsi
inhibici enzymu neprokazal. Kanashiro et al. (2007) a Trouillas et al. (2008) studovali
také vztah mezi biologickou aktivitou a chemickou strukturou flavonoidi. Uvadi,
ze pro vysoky inhibi¢ni uc¢inek je dilezita hydroxylova skupina v pozici 3 na kruhu C,
dvojna vazba mezi C,-C; a 3",4’-katecholova struktura B kruhu, ktera je u kvercetinu
pritomna, u kaempferolu nikoli, ¢imz lze vysvétlit jeho nizs§i biologickou aktivitu.
V struktuie taxifolinu je pfitomna 3’,4’-katecholova struktura nakruhu B,
ale neobsahuje dvojnou vazbu mezi C,-C; na kruhu C proto je jeho inhibi¢ni ucinek

niz$i v porovnani s kvercetinem.

Z testovanych flavonolignani vykazoval nejvétsi antielastasovou aktivitu
dehydrosilybin (ICsp = 8,6 + 0,5 pM). Téméf stejny inhibi¢ni téinek jako u kyseliny
oleanolové byl stanoven také wu silymarinu (ICsp = 12,8 £ 0,9 uM).
Silybin byl v porovnani s kyselinou  oleanolovou = mnohem méné  GCinny
(ICs0 = 122,6 + 4,8 uM). Ostatni flavonolignany nemaji na aktivitu elastasy téméf zadny
vliv, pfi nizS§ich koncentracich je jimi elastasa naopak aktivovana.
Dehydrosilybin ma na rozdil od ostatnich flavonolignanti mezi C,-C3 dvojnou vazbu

na kruhu C, ktera je v konjugaci s hydroxylovou skupinou v pozici 3 a oxo-skupinou C
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kruhu, ¢imz je umoznén efektivnéj$i zachyt ROS. Inhibi¢ni ucinky dehydrosilybinu

jsou proto vy$si v porovnani s dalSimi flavonolignany (Trouillas et al., 2008).

Dalsim enzymem, u kterého byl studovan vliv polyfenolovych latek
je kolagenasa, ktera patii mezi matrixové metaloproteinasy obsahujici v aktivnim misté
zineCnaty kation. Tento enzym je odpovédny za degradaci kolagenovych vlaken
extracelularni matrix. V dasledku poskozeni strukturalnich vlaken extracelularni matrix
ztraci kize svoji pevnost a pruznost a dochazi ke zvysSené tvorbé vrasek (Pientaweeratch
et al., 2016). Nejbézn€jSim inhibitorem kolagenasy je 1,10-fenantrolin. Hodnota 1Cs

1,10-fenantrolinu byla stanovena pii koncentraci 161,3 + 4,6 uM.

Mezi flavonoidy mél nejvetsi vliv na inhibici kolagenasy kvercetin, jehoz ICsg
odpovida koncentraci 17,4 £ 1,2 uM. Aktivngjsi neZ 1,10-fenantrolin byl také baikalein
(ICs0 = 94,6 £ 5,1 uM). Taxifolin a apigenin vykazovaly podobné inhibi¢ni G¢inky
jako 1,10-fenantrolin. Malesev et al. (2007) zkoumal puvod silnych biologickych
ucinki, které byly pozorovany u metaloproteinti, kdy dochéazi k vzniku komplexu mezi
kovem a flavonoidem. Dosel kzavéru, ze hlavni komplexacni doménou,
ktera interaguje s kovy v aktivnim misté enzymu, je hydroxylova skupina v pozici 3,
karbonylova skupina v pozici 4 a hydroxylova skupina v pozici 5 na kruhu C
flavonoidti. Kvercetin, baikalein, taxifolin i kaempferol maji hydroxylovou skupinu
v pozici 3. S vyjimkou kaempferolu tyto latky vykazovaly inhibi¢ni G¢inky na aktivitu
kolagenasy. VysSe uvedené vysledky potvrzuji, Ze ptfitomnost hydroxylové skupiny
v pozici 3 na kruhu C flavonoidd je pro chelataci zine¢natého kationtu a inhibici

aktivity kolagenasy dulezita.

U silymarinu byla prokdzdna velmi vyraznd antikolagenasova aktivita
(ICs0=4,2+ 0,6 uM) v porovnani s 1,10-fenantrolinem. Uéinny byl i dehydrosilybin,
jehoz hodnota ICsy odpovida koncentraci 23,4 £ 2,9 uM. U isosilybinu, silybinu
a silychristinu byla také zjisténa vétsi antikolagenasova aktivita nez u 1,10-fenantrolinu.
Silymarin a jeho flavonolignany vykazuji vétsi inhibiéni ucinky ve srovnani
s testovanymi flavonoidy i samotnym 1,10-fenantrolinem (obr. 30). Z grafii na obr. 28
a29 je vidét, Ze inhibice kolagenasy je koncentra¢né zavisla. Inhibi¢ni ucinky
silymarinu popsal nedavno i Pientaweeratch et al. (2016), ale nestudoval vliv

jednotlivych flavonolignant.
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Hyaluronidasa je enzym depolymerizujici kyselinu hyaluronovou, kterd udrzuje
vihkost v kuzi, jeji strukturu a elasticitu, podili se také na tkanové proliferaci
a regeneraci. Pfi UV indukovaném poskozeni ktuize je aktivita hyaluronidasy zvySena,
kize ztraci pevnost, pruznost, tvofi se vrasky (Ndlovu et al, 2013).

Vhodnymi inhibitory Ize aktivitu hyaluronidasy potlacit.

U testovanych flavonoidd, silymarinu ani jeho flavonolignanti nebyly zjistény
inhibi¢ni uCinky na aktivitu hyaluronidasy. Neni znamo mnoho studii, ve kterych
by byl prokdazan vyrazny efekt polyfenolovych latek na inhibici hyaluronidasy.
Ve vétSiné studii byly pouzity velmi vysoké koncentrace, kterych neni mozno
dosahnout v lidském organismu. Kuppusamy et al. (1991) studoval u¢inky flavonoida
na aktivitu hyaluronidasy z hadiho jedu. In vitro studie ukazaly, Ze apigenin, luteolin
a kaempferol hyaluronidasu inhibovaly v zavislosti na davce, u naringeninu a katechinu
zadné ucCinky prokazany nebyly. Li et al. (2007) zkoumal ucinky kaempferolu,
kvercetinu a apigeninu na aktivitu hyaluronidasy z opi¢ich spermii. Publikoval,
ze tyto flavonoidy v koncentra¢nim rozmezi 200 az 500 uM hyaluronidasu inhibovaly.
Vliv flavond a flavanonti na inhibici hyaluronidasy zkoumal také Pessini et al. (2001).
Z5 testovanych latek prokazal inhibicni ucinky pouze u jedné z nich
(desmethoxycentaureidin), u zbylych flavonoidt pfi nejvyssi testované koncentraci

50 ug/ml zjistil pouze minimalni nebo zadny efekt.

I kdyz je pigment melanin nezbytnou soucasti ochrannych mechanismt kaze
vaci pusobeni slune¢niho zéfeni, je znamo, Ze jeho nadprodukce a nekontrolovana
produkce vede ke vzniku hyperpigmentacnich skvrn, jejichz zvySujici se vyskyt
je charakteristicky pro starnuti kize (Chang, 2009). Slune¢ni zafeni zvySuje tvorbu
a aktivitu tyrosinasy a nasledné se zvySuje produkce melaninu v melanocytech.
Inhibici tyrosinasy lze syntézu melaninu potlacit. Inhibitory tyrosinasy jsou proto
vyuzivany k prevenci vzniku hyperpigmentacnich skvrn (Uchida et al., 2014).
Nejb&znéjSim inhibitorem tyrosinasy je kojova kyselina, jejiz hodnota ICsg

byla stanovena pti koncentraci 5,2 + 0,6 uM.

V této diplomové praci nebyly u testovanych polyfenolovych latek prokdzany
negativni uCinky na aktivitu tyrosinasy. Vybrané flavonoidy, silymarin a jeho
flavonolignany aktivitu tyrosinasy naopak zvySovaly. Nejvétsi vliv na aktivitu

tyrosinasy vykazoval kaempferol, u¢inny byl také baikalein, apigenin a naringenin.
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U kvercetinu a taxifolinu nebyl pozorovan zadny efekt na aktivitu tyrosinasy.
Chang (2009) uvedl, Ze existuje mnoho latek z fad polyfenold, které jsou silnymi
inhibitory tyrosinasy. Kli¢ovou roli Vv inhibici tyrosinasy hraje chelatace médi
v aktivnim misté¢ enzymu. Pro chelataci médi v aktivnim misté tyrosinasy je dulezité
strukturni uspofadani hydroxylové skupiny v pozici 3 a keto skupiny v pozici 4 na
kruhu C flavonoida. Xie et al. (2003) studoval u¢inky nékterych flavonoida (kvercetin,
luteolin, apigenin, kaempferol, chrysin, aj.) na oxidaci L-3,4-dihydroxyfenylalaninu
(L-DOPA) a zjistil, ze tyto latky tyrosinasu inhibuji. Nejucinnéj$im inhibitorem byl
kvercetin. Inhibici tyrosinasy kvercetinem pti pouziti substratu L-DOPA pozoroval také
Matsuda et al. (1995). Pfi koncentraci kvercetinu 10 pg/ml vsak uvadi pouze 20 %
inhibici, kojova kyselina vykazovala pfi stejné koncentraci 5 krat vétsi Gcinek (98,6 %
inhibice). Kvercetin je tedy v porovnani s kojovou kyselinou pouze slabym inhibitorem
tyrosinasy. Chang (2009) uvadi, ze i Vv citrusové kiie se nachazi flavonoidy (nobiletin,
naringin, neohesperidin), které jsou identifikovany jako inhibitory tyrosinasy, jejich
ucinky jsou vsak ve srovnani s kojovou kyselinou zanedbatelné. Uvadi, ze flavonoidy
nejsou kvili slabym inhibi¢nim uc¢inkim na tyrosinasu vhodné pro Ilécbu

hyperpigmentac¢nich skvrn (Chang, 2009).

U silymarinu a jeho flavonolignani byly také pozorovany pozitivni G¢inky
natyrosinasu. Tyrosinasa byla nejvice aktivovana silybinem, silydianinem
a silychristinem. U silymarinu, dehydrosilybinu a isosilybinu nebyl prokazan vliv

na aktivitu tyrosinasy.

Pokud aktivaci tyrosinasy dochazi k zvySeni produkce melaninu, ktery chrani
kozni bunky, pfedev§im keratinocyty v stratum basale, pfed sluneénim zafenim,
mohly by byt testované polyfenolové latky potencialné vyuzity ve fotoprotektivnich
ptipraveich. ZvySenim hladiny pigmentu melaninu v kiizi dochazi naopak ke snizeni
produkce ROS a tim i1 k sniZeni aktivace enzymil podilejicich se na degradaci
komponent extracelularni matrix. Tak mohou tyto polyfenoly pfiznivé pisobit na kiazi

a zpomalovat degenerativni procesy v kuzi spojené s expozici UV zafeni

(Chaiprasongsuk et al., 2016, Brenner et al., 2009; Slominski et al., 2005).

UVA zafeni iniciuje tvorbu ROS, které mohou oxidovat proteiny za vzniku
karbonylovanych proteinii. Kvantifikace vzniklych karbonylovych proteint je métitkem

oxida¢niho poskozeni biomolekul, predev§im proteini (Mohanty et al., 2010).
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Protoze je popsano, zZe silymarin/silybin jsou schopny ochranit kizi pied ptisobenim
predevsim UVB zéfeni, byl studovan jejich mozny ochranny efekt proti piisobeni UVA
zateni (Svobodova et al., 2003; Svobodova et al., 2007). V ramci této diplomové prace
bylo zjisténo, ze samotny silymarin a testované flavonolignany nevyvolavaji oxida¢ni
modifikaci proteind, naopak snizuji oxidacni procesy v bunice (obr. 35).
Silymarin a jeho flavonolignany tedy oxida¢ni poSkozeni proteini nezpusobuji,
naopak diky svym vlastnostem snizuji bazalni tvorbu karbonylovanych proteind,
coz potvrzuje jejich antioxida¢ni G¢inky (Mohanty et al., 2010; Mukherjee et al., 2015).
Dale bylo zjisténo, ze silymarin i dal$i testované flavonolignany jsou schopny snizit
oxidacni poskozeni vyvolan¢ UVA zafenim. Protektivni U€inky latek se zvySovaly
s jejich rostouci koncentraci s vyjimkou dehydrosilybinu (obr. 37). P#i koncentraci
12,5 uM vykazoval dehydrosilybin nejvétsi protekci ze vSech testovanych
flavonolignani. Pfi  vyS$i testované koncentraci (25 upM) byla protekce
dehydrosilybinem snizena, coz naznaCuje jeho prooxidacni efekt. Protektivni ucCinky
silymarinu a flavonolignanii zkoumala také Svobodova (2006), jako model pouzila linii
keratinocytt HaCaT, které byly po ozafeni kultivovany se studovanymi polyfenoly.
Silybin a silymarin vykazovaly zvySujici se ochranné uUc¢inky latek se vzrustajici
koncentraci. AvSak U dehydrosilybinu dosSlo k poklesu ochranné¢ho efektu pii vyssi
koncentraci, coz ukazuje, Ze G¢inek latek s vyraznym antioxida¢nim potencialem muize
Klesat se vzrustajici koncentraci diky naruSeni antioxidaéni rovnovahy burky.
Trouillas et al. (2008)  také  zkoumal antioxidaéni  ucinky  flavonolignand.
Uvadi, ze silybin a ostatni flavonolignany maji mnohem mensi biologickou aktivitu
v porovnani s dehydrosilybinem z davodu jeho vétsiho antioxida¢niho potencialu,
ktery ma diky pfitomnosti dvojné vazby v C kruhu. Tento vyrazny antioxida¢ni efekt
vSak mize vést k negativnimu prooxida¢nim efektu, ktery je limitovan biodostupnosti

a rozpustnosti latky.

Z vysledkli ziskanych méfenim vlivu silymarinu a flavonolignani a ucinku
na oxidacni stres vyvolany UV A zafeni ve fibroblatech vyplyva, ze pfi pouziti extraktu
ze semen ostropestice marianského jsou pozorovany lepSi nebo srovnatelné ucinky
s ¢istymi flavonolignany a nebyly pozorovany nezaddouci ucinky, jak v ptipadé
dehydrosilybinu. Proto je mozné doporucit pouzivani silymarinu, protoze piiprava

e 24

ucinnéjsich flavonolignand, napf. silychristinu v silymarinu (viz tabulka 1).
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Ziskané  vysledky  ukazuji, ze  testované  polyfenolové  latky
by mohly byt potencialn¢ vyuzity jako aktivni slozky v kosmetickych ptipravcich
pouzivanych proti starnuti ¢i k ochrané kize pted pusobenim slunecniho zafeni,
predevsim jeho UVA slozky, kterda vyvolava oxidacni stres v kuzi a vede k jejimu
pred¢asnému starnuti. Ziskané vysledky je ovSem nutné ovéfit kvalitni klinickou studii

na dobrovolnicich.
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7. 7avér

V ramci této diplomové prace byly zkoumany ucinky vybranych flavonoidd,
silymarinu a jeho flavonolignani na aktivitu elastasy, kolagenasy a hyaluronidasy.
Tyto enzymy jsou zodpovédné =za destrukci extracelularni matrix, coz vede
k pfedCasnému starnuti kaze. Dale byl studovan vliv na enzym tyrosinasu,
ktera je zodpovédna za produkci melaninu. VSechny uvedené enzymy jsou aktivovany

slune¢nim zafenim, predevsim vlivem UV A zéfeni.

Testované polyfenoly snizuji hladinu elastasy a kolagenasy, mohly by byt proto
vyuzity v kosmetickych pfipravcich ke zmirnéni projevu starnuti. Nejveétsi efekt
byl prokazan u kvercetinu, dehydrosilybinu a silymarinu. Na aktivitu hyaluronidasy
nemely testované latky Zadny vliv. Tyrosinasa byla flavonoidy a flavonolignany
aktivovana, nejuc¢innéjs$i byl kaempferol, apigenin a baikalein. Aktivaci tyrosinasy
dochazi ke zvySené produkci kozniho melaninu v melanocytech, tyto latky by proto

mohly zvySovat endogenni ochranu kuaze.

Déle bylo zkoumano, jestli ma silymarin a jeho flavonolignany vliv na oxidacni
poskozeni vyvolané UVA ozafenim. In vitro studie na lidskych koznich fibroblastech
potvrdily, Ze testované¢ polyfenolové latky vykazuji antioxida¢ni ucCinky,
inhibuji oxidacni poskozeni vyvolané UV A zafenim a poskytuji buitkam kiize ochranu

pied slune¢nim zarenim.

Testované polyfenolové latky maji schopnost chrénit kiizi pfed neptiznivymi
ucinky UV, respektive sluneénitho zafeni a mohou byt pouzZity nejen
ve fotoprotektivnich piipraveich, ale také v regenerativnich piipraveich zpomalujici

proces starnuti ktize.
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