UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
Prirodovédecka fakulta

Laborator rustovych regulatoru

Vliv UV A zareni na starnuti koznich bunék

DIPLOMOVA PRACE
Autor: Bc. Veronika Horackova
Studijni program: N1501 Experimentalni biologie
Studijni obor: Experimentalni biologie
Forma studia: Prezenc¢ni
Vedouci prace: Doc. Ing. Alena Rajnochova Svobodova, Ph.D.

Termin odevzdani prace: 2019



Bibliograficka identifikace

Jméno a piijmeni autora
Nazev prace
Typ prace

Pracovisté

Vedouci prace
Rok obhajoby prace
Abstrakt

Bc. Veronika Horackova

Vliv UVA zéfeni na starnuti koZnich bun¢k

Diplomova

Ustav 1ékafské chemie a biochemie, Lékatska fakulta
Univerzity Palackého v Olomouci

doc. Ing. Alena Rajnochova Svobodova, Ph.D.

2019

UVA zafeni diky své nizké energii a dlouhé vinové délce
pronika do hlubSich vrstev kuze, kde pusobi nepiimo
masivni produkci reaktivnich sloucenin kysliku a dusiku
(ROS a RNS). Pii nedostate¢nosti nebo piekroceni kapacity
antioxidacnich systémti mize dochazet oxidacnimu stresu,
ktery se mimo jiné podili na procesu predéasného starnuti
bun€k. Schopnost antioxida¢nich systémt eliminovat
ROS/RNS a zabranit oxida¢nimu poskozeni rovnéz klesa s
postupujicim vékem. Existuje pouze omezeny pocet studii
zabyvajicich se vztahem mezi starnutim a resistenci
lidského organismu vic¢i oxidacnimu stresu. Cilem této
diplomové prace bylo 1) porovnat senzitivitu lidskych
koznich fibroblastli izolovanych z koznich fragmentd od
dospélych a détskych déarct vaci pisobeni UVA zatfeni
béhem dlouhodobé kultivace, a ii) porovnat senescenci a
vybrané parametry oxida¢niho stresu u fibroblastl
opakovan¢ ozafenych UVA svétlem a  bunck
nevystavovanych UVA svétlu béhem dlouhodobé kultivace.
Z vysledka vyplynulo, Ze zivotaschopnost a proliferace
fibroblasti je srovnatelna u bunek od détskych i dospélych
darct. U parametru oxida¢niho stresu (hladiny ROS a GSH)
bylo nalezeno odlisné chovani obou typti bun¢k. Senescence
u neozafovanych bun¢k nartstala s kazdou pasazi (délkou

kultivace), zatimco u ozafovanych bunék byla minimalni. U
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parametrii oxidacniho stresu byl nalezen nejvétsi vliiv UVA
expozice na po¢atku experimentu a postupné se snizoval.
Vysledky naznacuji, Ze u kKoznich fibroblasti mtize dochazet
v pribéhu dlouhodobé kultivace k adaptaci na pisobeni
UVA fotond.

UVA zafeni, kiize, starnuti kize, pred¢asné starnuti kiize,
ROS, oxidacni stres, senescence
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UVA radiation, due to its low energy and long wavelength,
penetrate deep to the skin and causes indirect damage via
massive production of reactive oxygen and nitrogen species
(ROS and RNS). When antioxidant systems have insufficient
activity, or their capacity is exceeded, conditions of oxidative
stress can occur. Oxidative stress may contribute among
others to the aging process. However, the ability of antioxidant
systems to eliminate ROS/RNS and prevent oxidative damage
usually decrease with the increasing age. There is only a
limited number of studies dealing with the relationship
between aging and resistance to oxidative stress. The aim of
this diploma thesis was i) to compare sensitivity of human
dermal fibroblasts isolated from skin fragments obtained from
adult and child donors to UVA radiation during long-term
cultivation, and ii) to compare senescence and selected
markers of oxidative stress in fibroblasts exposed repeatedly
to UVA radiation and non-irradiated fibroblasts during long-
term cultivation. Obtained results showed minimal difference
between cells from adult’s and child’s donors in relation to cell
viability and proliferation. In oxidative stress markers (ROS
and GSH level) different behaviour between cell was found.
Senescence in non-irradiated fibroblasts increased with

increasing number of passage (time of cultivation), while in
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UVA exposed cells number of senescent cells was low. In
oxidative stress markers the highest effect of UVA radiation
was found at the beginning of experiment and then step by step
decreased. The results suggest that human dermal fibroblasts
can adapt to UVA-stimulated effects during cultivation.
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CIiLE PRACE

Porovnat primarni lidské kozni fibroblasty izolované z kozni tkan¢ dospé€lych darct
a détskych darcti — vyhodnotit jejich senzitivitu viici ptisobeni UVA zafeni béhem

dlouhodobé kultivace.

Porovnat senescenci a vybrané parametry oxida¢niho stresu u primarnich koznich
fibroblastii dlouhodobé kultivovanych bez UVA ozafeni a fibroblasti opakované

vystavenych UVA zéfeni.



2. UvoD

Primarné lidskd kiZze poskytuje ochranu organismu proti vnéj§im vlivim
(slune¢nimu zareni, mikroorganismiim a toxintim a mechanickému poskozeni). Dale slouzi
ke komunikaci s okolnim prostiedim pomoci smyslovych télisek a nervovych zakonceni,
udrzuje teplotu téla a podili se na imunitnich procesech. Role kiize pro lidsky organismus je
tedy nenahraditelna. NejhojnéjsSim vnéjSim faktorem plisobicim na kiizi je slunecni zafeni,
jehoz soucasti je UV zatfeni. Slozka A UV ma v porovnani v ostatnimi slozkami UV zaieni
(UVB a UVC) nejdelsi vinovou délku, tzn. mé nejnizsi energii, avSak proniké az do hlubsich
vrstev kiize, kde mlize poSkodit nejen kozni buiky, ale také kozni cévy. Ackoli je UVA
zafeni pro organismus prospésné, protoze stimuluje tvorbu melaninu, ktery spolu
s keratinocyty poskytuje ptirozenou ochranu klize nebo je mozné jej pouzit k fototerapiim,
je nyni zndmo predevSim pro své negativni ucinky na kitzi. Diky své nizké energii UVA
zafeni pusobi v kdzi nepfimo masivni produkci ROS a RNS. Pokud neni aktivita
antioxidacnich systémui dostate¢nd pro eliminaci ROS, dochéazi k oxidaénimu poSkozeni
DNA, proteind, lipidi. Nasledné expozice UVA zafeni vede k akutnim i chronickym
zméndm klize, jejichz rozsah zavisi na intenzité zafeni a dobé expozice UVA zéreni. Akutni
ucinky UVA zafeni na kiizi, v€etn¢ vlivu na genovou expresi, nejsou tak dobie znamy jako
ucinky UVB zafeni, proto nebylo UVA zafeni dlouho povazovédno za nebezpecné.
V posledni dobé jiz bylo prokazéano, ze UVA zéfeni je biologicky aktivni a mutagenni a je
povazovano za zdravi Skodlivé, proto je diilezité pochopeni biologického vlivu UVA zéteni
na kuzi. Pfi opakované expozici UVA zéfeni dochazi k nevratnému poskozeni kize, a to
jejimu pied€asnému starnuti. Dale dlouhodobé vystaveni kiize UVA zafeni mlze vést az
k rakoviné kiaze, ktera je celosvétové jednou =z nejéastéjSich malignit. Ptirozené
(chronologické) starnuti kiize je slozity degenerativni proces vedouci k funkénim zménadm
ktize, naproti tomu predcasné starnuti ktize (photoaging) vyvolané UVA zéfenim zptisobuje
vyrazné morfologické a fyziologické zmény kliZe, jako je elatdza, hyperpigmentace nebo
tvorba neoplastickych zmén.

Rozsah poSkozeni koZnich bunék lze stanovit méfenim hladiny antioxida¢niho
enzymu GSH nebo pfimym stanovenim ROS pomoci fluorescenéni sondy. Déle 1ze starnuti
(senescenci) bungk stanovit pomoci biomarkerti starnuti, napf. pomoci B-galaktosidasy.
Bézné pouzivanymi indikatory vitality bun€k je stanoveni hladiny proteinti, aktivity proteint

nebo méfeni proliferujicich bun€k enzymatickou imunoanalyzou.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Kuze

Kaze pokryva cely vnéjsi povrch lidského téla a je primarnim mistem interakce
Tloustka (sila) kize se pohybuje v rozmezi pouze 0,1-0,4 mm v zavislosti na véku, pohlavi,
vyzivé a topografii, dosahuje plochy 1,2-2,2 m? a tvofi piiblizn& 10-15 % t&lesné hmotnosti
dospélého cloveéka. Barva kize zavisi na jejim prokrveni, mnozstvi pigmentu, zdravotnim

a emocionalnim stavu (Marieb a kol., 2007; Rajnochova Svobodova, 2012).

3.1.1 Fyziologie kiize

Vlastnosti a funkce kiize Gizce souvisi s jeji unikatni anatomii. Kize slouzi v prvni
fadé¢ jako bariéra vuci vnéjsimu prostiedi, zasadné omezuje pronikani ultrafialového (UV)
zateni, mikroorganismu ¢i toxint. Dulezité je zapojeni kize do regulace télesné teploty,
vodni bilance a homeostazy celkové. Kize hraje roli v imunologickych reakcich, je
zodpovédna za syntézu nékterych vyznamnych latek jako je melanin nebo vitamin D, ¢i
skladovani latek rozpustnych v tucich (zejména vitaminy A, D, E, K) (Lopez-Ojeda a kol.,
2017). Diky ptitomnosti receptorti pro vnimani mechanickych, tepelnych a tlakovych
(bolestivych) podnéti prenasi ktize smyslové informace z vnéjsiho prostiedi a ma zasadni
smyslovou funkci. Také se podili na sekreci odpadnich produkti (Lopez-Ojeda a kol., 2017).

V disledku poranéni nebo onemocnéni se nekteré funkce ktize mohou zasadné ménit.

3.1.2 Anatomie kiiZe

Kryci soustava lidského téla je tvofena kiizi a jejimi derivaty (vlasy, nehty, potni
Zlazy, mazové Zlazy). Klize je tvofena ze tfi zakladnich vrstev: pokozky (epidermis), Skary
(dermis) a podkozniho vaziva (hypodermis) (Obr. 1). Vrstvy epidermis a dermis jsou
Vv tésném spojeni diky nepravidelnym vybézkum, zvanym papily. Kazda ze tii vrstev kize

ma specifickou strukturu, bunééné a nebunééné sloZeni a tillohu.
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Obr. 1: Stavba ktize (Mescher a kol., 2010).

3.1.2.1 Pokozka (epidermis)

Pokozka je vnéjsi vrstva kize, ktera je v pfimém kontaktu s vn&j$im prostiedim.
Neobsahuje zadné krevni cévy a je zcela zavisla na dodavani zivin a eliminaci odpadnich
latek difuzi z prilehlé dermis. Pokozka je tvofena ptevazné z rohovéjicich epidermalnich
bunék keratinocytt (Amirlak a kol., 2013). Dalsi méné Cetné buiiky epidermis zahrnuji
melanocyty, Merkelovy a Langerhansovy bunky. V pokozce se dale zakladaji kozni
derivaty, jako jsou vlasové folikuly nebo nehty.

Keratinocyty tvoti piiblizné 90 % vsech bunék epidermis (Patton, 2015). Hlavni
funkeci keratinocytli je produkce fibrildrniho proteinu keratininu, ktery se vyznamné podili
na ochrannych vlastnostech pokozky. Jednotlivé keratinocyty jsou tésné propojeny
desmozomy, které zvySuji odolnost pokozky proti mechanickému poSkozeni. Keratinocyty
vznikaji neustalym déleni bunék bazalni vrstvy v nejhlubsi ¢asti epidermis. Keratinocyty se
posunuji se smérem vzhuru, pti cemz dochazi ke zménam v jejich morfologii a produkci
proteind Keratini. Svrchni rohova vrstva epidermis, je tvofena z mrtvych bunék

(korneocytt), které se neustale odlupuji z povrchu Vv podobé Supinek (Rajnochova
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Svobodova, 2012; Chu, 2012). Migrace buniky z bazalni vrstvy k rohové vrstvé az po jeji
odloupnuti trva 15-30 dnti v zavislosti na véku a oblasti téla (Rajnochova Svobodova, 2012;
Chu, 2012).

Melanocyty jsou dendritické bunky, které tvoii 10-25 % bun€k bazdlni vrstvy
epidermis. Dale se vyskytuji ve vrstvé ostnité nebo vlasovych folikulech. Melanocyty jsou
zodpovédné za produkci pigmentu melaninu. Melanin je shromazd’ovan ve specialnich
vaccich nazyvanych melanosomy, které postupné vyzravaji za vzniku melaninovych granul.
Melanocyty obsahuji nepravidelné vybézky, které vybihaji mezi bunky stratum basale
a spinosum a transportuji zrald melaninova granula do pfilehlych keratinocyti (Rajnochova
Svobodova, 2012). Melaninova granula se hromadi okolo jadra keratinocytu a pfirozené
chrani DNA proti poskozeni slune¢nim zafenim. UV zafeni, zejména UVB sloZka, stimuluje
tvorbu melaninu v melanocytech a jeho pienosu do keratinocytl. Tato reakce, ktera ma za
nasledek tmavnuti kiize, zvySuje schopnost builky absorbovat UV zafeni a tim chranit
genetickou informaci uloZenou v jadie pied poskozenim (Kolarsick a kol., 2011). Nejvice
melanocytii se proto vyskytuje vtéch castech klze, které jsou nejCastéji vystaveny
slune¢nimu zateni (obli¢ej) (Scheibner a kol., 1983).

Langerhansovy bunky jsou migrujici buiiky imunitniho systému. Maji hvézdicovity
tvar a nachazeji se v ostnité vrstveé. Vznikaji v kostni dfeni a nasledné migruji krvi do ktize.
Tvoti 2-8 % vSech bunek epidermis. Jejich funkcei je prezentace antigenu T-lymfocytim.
Jsou nezbytné k vyvolani imunitni odpovédi proti antigenim vyskytujicim se v kiizi. Jsou

rovnéz odpoveédné za kozni hypersenzitivni reakce (Jaitley a kol., 2012).

PokoZka je na zaklad¢ morfologie keratinocytli délena na 5 vrstev: vrstva zékladni
(stratum basale), vrstva ostnita (stratum spinosum), vrstva zrnita (Stratum granulosum),
vrstva svétla (stratum lucidum) a vrstva rohova (stratum corneum). Jednotlivé vrstvy

pokozky jsou zndzornény na obrazku 2.

* Bazalni vrstva (stratum basale)

S. basale ptredstavuje nejhlubsi vrstvu epidermis, ktera ptimo hranicni s dermis. S. basale
je tvofena jednou vrstvou keratinocyta, které se vyznacuji vysokou mitotickou aktivitou a
jsou odpovédné za neustalou obménu epidermalnich bunék. Z tohoto divodu mohou byt
povazovany za epidermalni kmenové buiky a poskozeni jejich DNA muize vyvolat mutace
a ovlivnit tak rychlost bunééného dé€leni, ale i dalsi vlastnosti ostatnich vrstev epidermis
(YYarosh a kol., 2001; Chu, 2008).
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— odumftelé keratinocyty

[~ stratum corneum-——

/] & stratum
h granulosum—{ [-&
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' Langerhansova buiika
bazilni membrina
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senzitivni nervové
zakonceni
a b

Obr. 2: Stavba epidermis. a. Snimek ukazuje pofadi vrstev epidermis a ptiblizné velikosti a tvar
keratinocyt v téchto vrstvach. Také zobrazuje svazky silnych kolagennich vlaken v dermis.
Zcela vlevo je vyvod potni zlazy. Zvétseni 100x. b. Schéma znazoriujici poradi vrstev epidermis
také znazoriiuje obvyklé umisténi tfi dalSich dulezitych, druhti bunék, které vsak nepatii ke
keratinocytim, melanocytti, Langerhansovych bunék a taktilnich Merkelovych bunék (Mescher
a kol., 2018).

= Ostnita vrstva (stratum spinosum)

S. spinosun je tvofena z 5-10 vrstev kubickych bungk, které se smérem k povrchu kiize
zplostuji. Keratinocyty s. spinosum jsou prostoupeny systémem intermedidlnich filament
tvotici vybézky a davaji tak bunkam ostnity vzhled. Bunky této vrstvy jsou stale velmi
mitoticky aktivni. Diky vysoké prolifera¢ni schopnosti jsou vrstvy s. basale a s. spinosum
spole¢né nazyvany zarode¢nou vrstvou (stratum germinativum Malpighii) (Masarykova

univerzita LF v Brn¢, Histologie — melanocyty, 2011).

= Zrnita vrstva (stratum granulosum)

S. granulosum se sklada z nékolika vrstev zplostélych bungk, které obsahuji ve své
cytoplazmé velké mnozstvi keratohyalinovych granuli. Tato granula obsahuji predevsim
proteiny profilagrin, loricrin a keratinova vlakna. Tyto proteiny v bunkach s. granulosum

postupné iniciuji proces keratinizace (Chu, 2012).

= Svétla vrstva (stratum lucidum)
S. lucidum je tvofena tenkymi, velmi oplostélymi bunikami. Organely ani jadra jiz nejsou

moc zietelna, cytoplasma je tvofena predevsim hustou siti keratinovych filament. Tato vrstva
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epidermis je patrna pouze u siln¢j$iho typu kuize (napft. biiska prsti) (Martinek a kol., 2009).
Vrstva s. lucidum je zodpovédna za tzv. kozni bariéru, ktera nepropousti vodu a chemikalie

véetné fady slozek dermatologickych ptipravki (Rajnochova Svobodova, 2012).

* Rohova vrstva (stratum corneum)

S. corneum je tvorena 15-20 vrstvami bezjadernych plochych bunék (korneocyti), které
jsou pevné spojeny desmozomy (Marieb a kol., 2007; Zhang, 1999). Korneocyty obsahuji
pouze amorfni a fibrilarni proteiny zejména keratiny a jsou obklopeny lipidovou matrix,
kterd je tvofena hlavné ceramidy, cholesterolem a volnymi mastnymi kyselinami. Diky
svému slozeni rohova vrstva omezuje vstup hydrofilnich latek a poskytuje bariéru proti

ztratam vody, pronikdni mikroorganismu ¢i UV zafeni (Rajnochova Svobodova, 2012).

Copyright © The McGraw Hill Companies, inc. Permission required for reproduction of display

Intercelularni lipidy
Keratin
Stratum __|
corneum
Lamelarni granula
Stratum
Kackdum Proteinovy obal
Stratum  _
granulosum Keratohyalinova granula
Lipidova lamelarni granula
Stratum
spinosum‘-— Keratinové vlakno
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Hemidesmosom

Bazalni membrana

Obr. 3: Proces keratinizace. Prostupna diferenciace keratinocyti a jejich vyvoj v korneocyty. Ve
strarum basale se buiky aktivné déli, nasledné se zplostuji a tvoii keratohyalinova granula.
Zvysuje se obsah proteinii a ve Strarum corneum dochazi k apoptdze keratinocytu a vzniku
korneocytu, které se postupné z povrchu kiize odlupuji (Parks, 2016).

3.1.2.2 Skara (dermis)
Dermis je stfedni vrstva kuze zajiStujici jeji ohebnost, pruznost a pevnost v tahu.

Chrani organismus pfed mechanickym poskozenim, vaze vodu, pomaha pii tepelné regulaci
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a obsahuje smyslové receptory (Freinkel a kol., 2001). Dermis je spojena s epidermis pomoci
bazéalni membrany, ktera umoznuje vymeénu latek mezi t€émito vrstvami a transport zivin do
bezcévné epidermis. Dermis obsahuje mnoho krevnich a lymfatickych cév, jsou v ni ulozeny
mazove, potni a pachové zlazy, vlasové folikuly, svazky bunék hladké svaloviny, nervy a
nervova zakonéeni (Rajnochova Svobodova, 2012). Skéra se déli na dvé vrstvy stratum
papillare a stratum reticulare.

Stratum papillare tvoti fidké kolagenni vazivo, které je bohaté na kolagenni vlakna
a bunky. Vedle majoritnich fibroblasti jsou zde pfitomny i makrofagy, zirné bunky a
leukocyty. Vazivo vybihd Vv kuzelovité vybézky zvané papily, které zvétSuji vyzivnou
plochu pro epidermis, ale také zajist'uji velmi t€sné spojeni obou vrstev. V papilach probihaji
klicky krevnich kapilar a jsou zde téz Vrizném poctu rozmistény exteroreceptory.
Piedstavuji je jednak volna intraepitelova senzitivni nervova zakonceni, jednak specialni
opouzdiena nervova téliska. Senzitivni nervova vlakna, reagujici na bolest probihaji ve
vazivovych papilach a vybihaji mezi keratinocyty. Z nervovych télisek se zde nachazeji
téliska Ruffiniho (receptory tepla) a Meissnerova (receptory hmatu) (Martinek a kol., 2009).

Druhou vrstvu $kary, stratum reticulare, tvofi husta sit’ kolagennich a elastickych
vlaken, proto je zde mén¢ bunék nez ve vrstvé papilarni. Kolagenni vlakna zajistuji dermis
pevnost a tuhost, elastickd vldkna pruznost. S vékem se postupné snizuje mnozstvi
elastickych vlaken a kiize tak ztraci svou pruznost. V této vrstvé se nachazeji predevSim
téliska Vater-Pacciniho (receptory tahu a tlaku).

Hlavnim typem bunék pfitomnych v dermalni vrstve jsou fibroblasty. Tyto protahlé
bunky maji vyrazné drsné endoplazmatické retikulum, protoze jsou zodpovédné za syntézu

vsech proteinovych vlaken obsazenych v dermis (Rajnochova Svobodova, 2012).

3.1.2.3 Podkozni vazivo (hypodermis)

Podkozni vazivo je nejspodnéjsi vrstva kiize, tvofena fidkym kolagennim vazivem a
tukovou tkani. Podkozni vazivo volné ptiléha ke svalim a organiim, a tak je kize volné
pohybliva. Zakladnimi bunkami hypodermis jsou tukové bunky (adipocyty). Velké a
zaoblené bunky s cytoplazmou obsahujici lipidy (triglyceridy, mastné kyseliny), které
pomahaji chranit organy pfed mechanickym poskozenim, slouzi jako zdsobarna energie a
uchovavaji teplo (Kanitakis, 2002). Tukové bunky tvofici podkozni vrstvu také uchovavaji
vitaminy rozpustné v tucich. Tloustka hypodermis se méni v zavislosti na vyzivé a urovni
aktivity organismu, na oblasti téla a pohlavi. V nékterych oblastech (napf. nos, o¢ni vicka a

usni boltce) zcela chybi (Paulsen, 1993).
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3.2 Sluneéni zareni

Slune¢ni zéfeni je elektromagnetické zaieni produkované Sluncem a predstavuje
zakladni zdroj energie a tepla pro Zemi. Elektromagnetické zafeni mizeme d¢lit podle
vlnové délky a energie na neionizujici zafeni (radiofrekvenéni, infragervené (IC), viditelné
(VIS), ultrafialové (UV)) a ionizujici zafeni (rentgenové, gama, kosmické) (Obr. 4). Vétsina
zateni produkovaného Sluncem je pohlcena v zemské atmosféie. Na zemsky povrch tak
dopada pouze zafeni infracervené (760-1000 nm), viditelné (390-760 nm) a ¢ast UV zafeni
(400-295 nm) (Arnfield, 2005).
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Obr. 4: Elektromagnetické spektrum slune¢niho zafeni a jeho biologické ucinky. Upraveno
(Rajnochova Svobodova, 2012).

UV zéfeni vyvolava v lidském organismu fadu akutnich a chronickych zmén, jejichz
rozsah a intenzita jsou ovlivnény individualnimi faktory, jako je geneticky podminéna
odolnost, aktualni stav organismu ¢i davka zafeni. Proto se studium ucinkt sluneéniho UV
zéteni stalo v posledni dobé predmétem zdjmu odborné 1 laické spolecnosti (Rostova
a kol., 2006).

Mnozstvi ¢i intenzita UV zafeni dopadajiciho na zemsky povrch je ovlivnéna
raznymi faktory. Jednim ze zasadnich Cinitell je 0zonova vrstva, ktera ve stratosfére vytvari
tenky ochranny filtr a absorbuje veskeré UVC a vétsinu UVB zaifeni (Lautenschlager a kol.,
2007). Dalsi vyznamny vliv na intenzitu UV zafeni maji geografické faktory, nadmoiska
vyska a zemépisna Sitka, a postaveni Slunce. Intenzita UV radiace roste s nadmotskou

vyskou, primérny nardst je 6-8 % na 1000 m. Tento rist intenzity souvisi s ubytkem
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mnozstvi absorbujicich latek v atmosfére. Vzhledem k zemépisné Sifce je intenzita UV
zateni nejsilnéjsi u rovniku a smérem k polim se snizuje. Pfi malych zenitovych uhlech
Slunce je intenzita UV zafeni vétsi, protoze draha paprski v atmosféie je kratsi a jejich
absorpce piitomnymi ¢asticemi je mensi (neplati pro UVA oblast). Nejvyssi intenzita UV
radiace je tedy v poledne (11-13 h), v Iét€ a v tropickych oblastech (Rajnochova Svobodova,
2012).

UV zafeni se formalné rozdéluje podle vinové délky na ti1 slozky: UVA
(315-400 nm), UVB (280-315 nm) a UVC (100-280 nm) (WHO, 2009). Jednotlivé slozky

se vyrazné lisi svymi vlastnostmi a biologickymi G¢inky.

3.2.1 UVA zareni

Tvofti ptiblizné 90-99 % UV zafeni, které dopadad na zemsky povrch. VIinové délky
UVA oblasti zahrnuji rozsah 400-320 nm. UVA je dale ¢lenéno na UVAI1 (340-400 nm)
a UVA2 (315-340 nm). Pii prichodu stratosférou nebo béznym okennim sklem neni UVA
zateni téméf filtrovano. Toto zafeni je také oznacovano jako tzv. mekkeé UV zéfeni, protoze
Skodlivé, nicméné muze vyrazné prispivat K u¢inkim UVB zafeni, naptiklad ke vzniku
mutaci a rozvoji kancerogeneze (Hazane-Puch a kol.., 2010). Ve srovnani s UVB slozkou je
UVA zafeni vice pronikavé a velké mnozstvi UVA fotond ptisobi hluboko v dermis. Asi
10 % UVA zareni muze pronikat az k podkozni vazivové vrstveé, v dusledku toho mtiize UVA
zateni poskodit nejen kozni bunky (keratinocyty, melanocyty, fibroblasty), ale zpusobit
i nekr6zu endotelialnich buné€k a narusit kozni cévy (Obr. 5).

Diky své nizké energii nejsou UVA fotony schopny vyvolat pifimé poskozeni
molekul. Mechanismus poskozeni koznich bunék vlivem UVA zafeni spociva v iniciaci
masivni produkce reaktivnich sloucenin kysliku (ROS) a dusiku (RNS). Reaktivni
slouceniny vznikaji v disledku interakce UVA fotoni s endogennimi nebo exogennimi
molekulami zvanymi chromofory (fotosenzitizéry). Mezi tyto fotosenzitivni molekuly jsou
fazeny zejména baze nukleovych kyselin, NAD(P)H, hem, chinony, flaviny porfyriny,
karotenoidy, eumelanin, urokanova kyselina, 7-dehydrocholesterol. Vzniklé ROS a RNS
poté atakuji rizné biomolekuly a zplsobuji jejich oxida¢ni poskozeni. Vysledkem téchto
interakci je tvorba oxidovanych produkti lipidi (napf. alkoxylové radikaly, aldehydy,
alkeny, (hydro)peroxidy ¢i epoxidy), proteinti (napf. karbonyly) a DNA (napt. jednoduché
zlomy DNA, modifikované baze DNA). Oxidované produkty biomolekul nasledné aktivuji

ruzné signalni drahy v buiikach nebo se postupné akumuluji a negativné ovliviiuji vlastnosti
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kozni tkané (Trautinger, 2001; Rajnochova Svobodova, 2012). Intenzivni nebo rozsahla
expozice UVA zafeni muze zpusobit spaleni citlivé pokozky. Opakované a dlouhodobé
pusobeni UVA zpiisobuje typické zmény ve struktuie a funkci kiize, které jsou souhrnné

oznacovany jako pred¢asné starnuti kize (viz. kapitola 3.4.2).
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Obr. 5: Prinik jednotlivych sloZzek slune¢niho zafeni do lidské kiize (Rajnochova Svobodova,
2012).

Vedle negativnich uc¢inkl ptisobi UVA fotony stimula¢né na oxidaci melaninu jiz
ptitomného v melanocytech a jeho pfesun z melanocytti do keratinocytl, ¢imz prispivaji
Kk pfirozené ochrané kozni tkané. UVA zafeni z umélych zdroju je vyuzivano v kombinaci
s lé¢ivy ke specialnim dermatologickym terapiim (fototerapiim) pii 1écbé lupénky a vitiliga

(Rajnochova Svobodova, 2012).

3.2.2 UVB zareni

Vinové délky UVB zafeni zahrnuji rozsah 280-315 nm. Vétsina UVB zafeni je
pohlcena ozonovou vrstvou. Proto z UV zafeni, které dosahne zemského povrchu, pouze
1-10 % tvoti UVB zafeni. Diky své krat$i vinové délce UVB zafeni neprostupuje tak
hluboko do kiize jako UV A a vétsina UVB fotont je absorbovana v epidermis. Kolem 70 %
je pohlceno v rohové vrstvé, zbylé UVB zatfeni plsobi zejména na buinky bazalni vrstvy.
Pouze minimalni mnozstvi UVB (do 10 %) pronika az do dermis (Obr. 5). Diky vyrazné

vy$s$i energii, maji UVB fotony asi 1000krat vy$s$i mutagenni potencial ve srovnani s UVA
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zatenim, a proto je UVB zafeni povazovano za silny karcinogen (Porth, 2011). Oproti UVA,
UVB zéfeni stimuluje syntézu melaninu a zptsobuje tak vyrazné opaleni kiize.

Diky vysoké energii UVB fotony vyvolavaji pfimé poskozeni molekul, zejména
aromatickych heterocyklickych bazi nukleovych kyselin a aromatickych aminokyselin,
jejichz absorpéni maximum se nachdzi mezi 260-280 nm. Z DNA fotoproduktl jsou
nejhojngjsi cis, syn-cyklobutan-pyrimidinové dimery (CPD; 70-80 %) a (6-4)-pyrimidin-
pyrimidonové fotoprodukty (6-4PP; 20-30 %). Takto se UVB podili na vzniku mutaci
a iniciuje proces kancerogeneze. Modifikace aromatickych aminokyselin (tryptofan, tyrosin,
fenylalanin, histidin) ovliviluje funkci proteint a bunécnou signalizaci. UVB zéfeni se také
podili na nepfimém poskozeni biomolekul, stimulaci produkce ROS a RNS. Popsané ucinky
UVB se v kiizi projevuji vznikem edému, erytému, zanétlivych ¢i alergickych reakci. UVB
rovnéz tlumi odezvu imunitniho systému. Opakované expozice UVB zéteni vedou ke vzniku
ruznych typt rakoviny klze a prispivaji i k pfred¢asnému starnuti kiize. UVB fotony maji
vyrazné nezadouci u¢inky 1 na o¢i (Rajnochova Svobodova, 2012).

Vedle negativnich G¢ink je UVB v nizkych davkach zdravi prospésné, nebot’ je
nezbytné pro produkei aktivni formy vitaminu D. Pouze pii absorpci zafeni o vlnovych
délkach kratsich nez 320 nm je 7-dehydrocholesterol v kiizi pfeménén na provitamin D3
(Rajnochova Svobodova, 2012).

3.2.3 UVC zareni

UVC zateni s rozsahem vinovych délek 100-280 nm ma v porovnani s UVA a UVB
zafenim nejvyssi energii. Diky tomu ma UVC nejvétsi potencial pro biologické poskozeni
koznich bunék, a to i pfi velmi kratkych expozicich. Je vysoce mutagenni a toxické, nebot’
jeho vinové délky zahrnuji absorpéni maximum DNA (260-265 nm). Ve stratosféte ale
dochazi k uplné absorpci UVC zafeni a energie UVC fotont je vyuzita k vytvafeni ozonu z
molekularniho kysliku. Diky ozonové vrstveé zateni o vinovych délkéach kratSich nez 295 nm
na zemsky povrch nedopada. Pro své genotoxické t€inky se UVC zafeni hojné vyuziva jako
baktericidni prostiedek k desinfekci zdravotnickych zafizeni nebo laboratofi pomoci

germicidnich lamp (Rajnochova Svobodova, 2012).

3.3 Mechanismus piisobeni UV fotonu
K vyvolani biologického U€inku sluneéniho zafeni musi byt energie fotont

absorbovana vhodnou endogenni nebo exogenni molekulou neboli chromoforem. Pohlcenim
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energie dochdzi k iniciaci biologickych reakci, které mohou probihat dvéma riznymi
mechanismy. Prvni moznosti je piima absorpce dopadajiciho svétla, coz vede ke vzniku
excitovaného stavu chromoforu a nasledné chemické reakci. Tento mechanismus je typicky
pro heterocyklické baze DNA a aromatické aminokyseliny. Druhou moznosti je nepifimy
mechanismus, pii kterém absorbovana energie vyvolda zménu distribuce elektront
v molekule chromoforu, kterd tak ptechdzi ze zakladniho do excitovaného singletového
stavu. V tomto stavu muze molekula emitovat fluorescenci, vyzafit energii jako teplo,
podstoupit fotochemickou reakci za vzniku fotoproduktu nebo piejit do tripletového
excitovaného stavu. Nepiimy mechanismus fotosenzitizace miize probihat dvéma zpisoby,
které se nazyvaji typ I a typ II. Typ mechanismu, kterym proces prob&hne, zavisi na
chemickych vlastnostech chromoforu (Rajnochova Svobodova, 2012). Vysledkem obou
mechanismt je tvorba reaktivnich sloucenin a nasledné oxida¢ni poskozeni DNA, proteinil

a lipidii (Obr.6).
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Obr. 6: Mechanismus ptsobeni UV zafeni na kozni buriky. Upraveno (Svobodova a kol., 2006).

Neptimy mechanismus typu I zahrnuje jednoelektronovy pienos z excitovaného
fotosenzitizéru na jinou molekulu za vzniku volného radikalu. Primarnim meziproduktem je

radikal kationu, ktery podléha rychlé hydrataci nebo deprotonizaci. Tento mechanismus
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nevyzaduje ptitomnost kysliku pro vyvolani poskozeni biomolekuly a je typicky pro baze
DNA (Rajnochova Svobodova, 2012). Kvili nizkému ionizacnimu potencialu je nejcastéji
atakovanou bazi guanin. Nejprve dochazi k tvorbé radikalu guaninu, ktery je dale pfeménén
na 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidoguanin (za reduk¢énich podminek) nebo na
8-ox0-7,8-dihydroguanin (8-0x0-G) (za oxida¢nich podminek) (Ravanat a kol, 2001).
8-0x0-G predstavuje typicky biochemicky marker poSkozeni DNA plisobenim UVA zéfeni
(Panich a kol., 2016).

Neptimy mechanismus typu II je zaloZen na pifenosu energie z excitovaného
fotosenzitizéru na molekularni kyslik za vzniku ROS (Svobodova a kol., 2006). Majoritné
dochdzi k pfenosu energie z excitované¢ho fotosenzitizéru na molekularni kyslik za tvorby
singletového kysliku (*Oz2), velmi silného oxida¢niho ¢inidla s dlouhym polo¢asem Zivota,
které je schopno reagovat stadou molekul véetné DNA. Vyznamna je reakce 'O
s guaninem, kdy mohou vznikat jednoduché zlomy a Stépeni DNA. V mensi mife mutize
dochazet pti pienosu elektronu na molekularni kyslik ke vzniku superoxidového aniontu
02"~ a jeho nésledné dismutaci na peroxid vodiku. Peroxid vodiku je stabilni molekula a sdm
0 sobé& neni schopen vyvolat poSkozeni. AvSak v pfitomnosti iontil tranzitnich kovii (Fe?”,

Cu*) dochazi ke generovani velmi reaktivniho hydroxylového radikalu (Fentonova reakce).

3.3.1 Biologické ptisobeni ROS a RNS

Reaktivni molekuly kysliku a dusiku obsahujici neparovy elektron, kvuli kterému
velmi snadno reaguji s okolnimi molekulami. ROS/RNS zahrnuji volné radikaly
(hydroxylovy radikal -OH, superoxid Oz, oxid dusnaty NO-), které jsou samy o sob& velmi
reaktivni, kvili  neparovému  elektronu, a neradikdlové reaktivni  formy
(peroxid vodiku H20-, peroxinitrit ONOQ"), které jsou sice stabilni, ale dal§imi reakcemi
z nich mohou vznikat radikaly.

ROS/RNS jsou bézné produkovany buiikami b&hem aerobnich metabolickych
procest jako je tvorba ATP v dychacim fetézci. Kromé toho je jejich produkce vyvolavana
exogennimi faktory, naptiklad zneciSténim ovzdus$i, stresem nebo koufenim. Jednim
z hlavnich C¢initelt zvySujicich produkci ROS v lidském organismu je slunecni zateni
(Baumann, 2007). V organismu dochazi k velmi rychlé neutralizaci ROS/RNS pomoci
antioxidacnich systémt. Pokud v$ak produkce ROS prekroci antioxidacni kapacitu bunky,
ROS/RNS nejsou efektivné eliminovany a zacnou atakovat bunééné (makro)molekuly

zejména DNA, lipidy a proteiny a zplsobuji jejich oxida¢ni poskozeni.

25



Interakci ROS/RNS s molekulami DNA mutze dojit k oxidaci bazi i deoxyribosy.
V dusledku téchto reakci vznikaji jedno, nebo dvouvlaknové zlomy DNA nebo dochazi k
tvorbé kiizovych vazeb mezi DNA a proteiny. Interakci s bazemi vznika asi 20 oxidacné
modifikovanych produkti. Diky nizkému ioniza¢nimu potencialu je nejhojnéji vznikajicim
produktem 8-0x0-G. Oxidované baze DNA maji za nasledek transla¢ni chyby, mohou byt
vyznamné pii pocateénim stadiu kancerogeneze a jsou spojovany i se vznikem maligniho
melanomu (Rajnochova Svobodova, 2012).

ROS/RNS mohou oxidovat nenasycené mastné kyseliny pfitomné v bunéénych
membranach. V pribéhu této neenzymatické reakce vznikaji peroxylové radikaly a
hydroperoxidy mastnych kyselin. Hydroperoxidy a cyklické peroxidy v pfitomnosti
tranzitnich kovl (Fe3*, Cu?*) podléhaji Fentonové reakci za vzniku peroxylového radikéalu a
nasledné dalSich fragmentac¢nich produktl (alkany, alkeny, alkoholy, aldehydy
(malondialdehyd, 4-hydroxy-2-nonenal), epoxidy)). Oxidace lipidi ovliviiuje jednak jejich
vlastnosti a funkce, ovliviiuji propustnost buné¢nych membran, ale soucasné plsobi i na
genovou expresi v butice (Rajnochova Svobodova, 2012).

Reaktivni slouceniny také oxiduji funkéni skupiny aminokyselin v proteinech a
peptidech, zejména SH-skupiny methioninu a cysteinu. Peroxinitrit zptsobuje nitraci
tyrosinu, tryptofanu a fenylalaninu. Rada aminokyselin je hydroxylovana hydroxylovym
radikalem. Aldehydy vzniklé lipidovou peroxidaci se kovalentné vazi na e-NH2 skupinu
lysinu, ¢imz dochazi k agregaci a zesitovani proteind. 4-Hydroxy-2-nonenal reaguje
s histidinem, lysinem a SH-skupinami a zpusobuje jejich karbonylaci. Jako dusledek
uvedenych reakci je zména mechanickych vlastnosti (napt. kolagen) a funkce proteinti (napf.

enzymy, membranové pumpy) (Rajnochovéa Svobodova, 2012).

3.3.2 Antioxidacni systém

Kozni bunky obsahuji systém antioxidanti, které slouzi k inaktivaci ROS/RNS a
pfedchazi tak poSkozeni volnymi radikdly. ROS/RNS produkované v kozZnich buiikach jsou
rychle odstraniovany enzymovymi a neenzymovymi molekulami, které pracuji spole¢né¢ a
synergicky. Mezi vyznamné neenzymové antioxidanty patii kyselina askorbova, koenzym
Q, glutathion (GSH), thioredoxiny, tokoferol, karotenoidy ¢i kyselina lipoova. Vyznamné
enzymové antioxidanty zahrnuji  katalasu (KAT), superoxiddismutasu (SOD),

thiredoxinreduktasu (TRXx), glutathionperoxidasu (GPx), glutathion-S-transferasu (GST),
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glutathion reduktasu (GSR), NAD(P)H chinonoxidoreduktasu-1 (NQO-1) nebo
hemoxygenasu (HO) (Svobodova a kol., 2006).

je vyssi v epidermis ve srovnani s dermis. Nachazi se jak v cytosolu, tak v jadie. SOD
katalyzuje pfeménu superoxidovych anionti na kyslik a méné reaktivni peroxid vodiku. KAT
pak detoxikuje peroxid vodiku na vodu a kyslik (Rajnochova Svobodova, 2012). KAT je
lokalizovana v mitochondriich a peroxisomech. Aktivita KAT je také vyrazné vyssi
v epidermis oproti dermis. Je velmi citliva k peroxida¢nim ¢inidlim, coz pravdépodobné
souvisi s ireverzibilni oxidaci enzymu. KAT je antioxidacni enzym nejvice postizeny
pusobenim jak slune¢niho, tak UV A zateni a pii dlouhodobé expozici UVA zaieni se rychle
vycCerpa. Protoze se soucasné pomalu syntetizuje, je KAT pouzivana jako marker akutniho
i chronického oxida¢niho stresu (Maresca a kol., 2006). GPx rovnéz katalyzuje pfeménu
peroxidu vodiku, ale také organickych peroxidl na vodu / alkohol za vyuziti GSH. Aktivita
GPx neni pfili§ ovlivnéna slunecnim ¢i UV zafenim ve srovnani s jinymi antioxida¢nimi
enzymy (SOD a KAT) a z tohoto diivodu je GPx povazovana za jeden z nejvyznamnéjsich
antioxidantt v kuzi. TRx katalyzuje redukci disulfidi zejména thioredoxint, ale i jinych
endogennich a exogennich sloucenin vcetné peroxidu vodiku, lipodovych hydroperoxida, ¢i
askorbylového radikalu zpét na vitamin C (Hole¢ek a kol., 2004). Aktivita TRx v kuzi
koreluje s fototypem I-IV a pii expozici UV zafeni dochazi k intenzivni expresi TRx
v keratinocytech, melanocytech i fibroblastech. GSR stejné jako TRx patii mezi disulfidové
reduktasy a jeji hlavni substrat je oxidovany glutathion (GSSG), ktery pfeménuje zpét na
GSH. Aktivita GSR je jen malo ovliviiovdna plisobenim slune¢niho zafeni a mirny pokles
aktivity enzymu je vykompenzovan béhem nékolika hodin po expozici. HO katalyzuje
degradaci hemu, ktery je uvolfiovan z hemoproteini v disledku UVA ozafeni. Hem je
pfeménovan na vyznamné nizkomolekularni antioxidanty biliverdin a bilirubin. Exprese
inducibilni formy HO-1 je aktivovana vlivem riiznych produktt, které vznikaji po UVA
expozici (napt. peroxid vodiku, GSSG, produkty peroxidace membranovych lipidl)
(Rajnochova Svobodova, 2012).

Vv cytosulu, mitochondriich i jadie. GSSG je tripeptid tvofeny cysteinem, glycinem
a kyselinou glutamovou. GSH piimo reaguje s hydroxylovymi radikaly a singletovym
kyslikem a dale funguje jako substrat v reakcich katalyzovanych riznymi detoxika¢nimi
enzymy vcetné GPx a GST. GSH je rovnéZ nezbytny pro regeneraci vitaminl C a E, a ucastni

se 1 eliminace produktt lipidové peroxidace ve formé GSH-konjugati. V bunkach se proto
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GSH nachazi v redukované i oxidované form¢ a rozdily v poméru GSH/GSSG mohou
naznacovat oxidaéni stres. Rada studii prokazala, ze UV expozice zpiisobuje v buiikach

snizeni intracelularniho GSH (Lautier a kol., 1992).

3.4  AKutni a chronické zmény kiiZe vyvolané pusobenim UV zareni

V dusledku expozice kiize UV zareni dochdzi k riznym akutnim ¢i chronickym
zménam, jejichZ rozsah zavisi na intenzité zafeni a dob¢ expozice, na tloust’ce kiize i koznim
fototypu (Rajnochova Svobodova, 2012). Mezi akutni zmény kiize ptisobenim UV zafeni se
fadi solarni erytém, pigmentace, fotodermatdzy a fotoimunosuprese, které se projevuji do
nekolika hodin az dnli po expozici UV zéfeni. Pokud je expozice UV zaieni dlouhotrvajici
a opakovana, mohou vznikat zdvazné chronické zmény kize jako pfed¢asné starnuti kiize
a fotokancerogeneze. Akutni G¢inky UVA zafeni in vivo, véetné vlivu na genovou expresi,
jsou mnohem méné znamy nez U€inky UVB zéfeni. Jednim z diivodu je fakt, ze UVA zareni
nebylo po dlouho dobu pokladéno za zdravi Skodlivé. Nové poznatky vSak prokazaly, ze
UVA zafeni je biologicky aktivni a mutagenni, coz jen potvrzuje dulezitost pochopeni
biologickych G¢inkd UVA zéfeni na kozni tkan (Tewari a kol., 2014).

Solarni erytém neboli Gzeh je typickym akutnim projevem kuize po expozici UV
zafteni, ktery se projevuje zarudnutim, ptehiatim, bolesti kiize; pti vétsich davkach UV zateni
mohou vznikat otoky, puchyiky ¢i puchyfe. Mezi typické histologické znaky tzehu v
epidermis jsou tzv. ,,sunburn cells®, které vznikaji pfi apoptdze koznich bun€k. Dale dochazi
k redukci po¢tu Langerhansovych a zirnych bun¢k, miize byt patrny edém cévniho endotelu,
T-lymfocytarni infiltrat a dal$i zmény (Obstova, 2011). DalSim castym akutnim
pozorovatelnym projevem UV expozice je pigmentace (tmavnuti kiize; opaleni), jehoZz
podstatou je oxidace jiz pfitomného melaninu v kizi nebo syntéza melaninu de novo
a presun melanomovych granuli z melanocytii do keratinocytd. Jak bylo uvedeno vyse,
syntéza a akumulace melaninu muze byt povazovana za ochrannou reakci melanocytt, ktera
brani poskozeni jaderné DNA pfi naslednych expozicich (Wolber a kol., 2008).

Kromé téchto béznych reakci miiZze nasledkem UV zafeni dojit ke vzniku
patologickych reakci, tzv. fotodermatdz. Do této skupiny chorob se fadi pfedevSim rtzné
exogenni a endogenni fototoxické fotodermatdzy (95 % fotodermatdz), které vznikaji
v disledku abnormalni neimunologické reakce chemické latky (chromoforu) zejména
s UVA fotony. Reakce je pfimo zavisla na koncentraci latky a muze postihnout kohokoli bez
ohledu na rasu a fototyp. Vzacnéjsi jsou fotoalergické fotodermatdzy, které postihuji jen

predisponované jedince a nejsou zavislé na koncentraci latky. Principem je aktivace
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chemické latky zejména UV A zafenim a jeji vazba na protein, ¢imz se vytvari antigen. Pfi
pristi expozici je vyvolana typicka kontaktni dermatitida (Obstova, 2011).

Opakované dlouhodobé expozice UV zaieni vedou k chronickému poskozeni kuze.
V bunkach ktize se postupné akumuluje mnoho degenerativnich zmén, které jsou ovlivnény
individudlnimi faktory. Mezi typické a nejzavazngjsi chronické zmény klize patii predcasné
starnuti kize a fotokancerogeneze. Vznik nadoru je komplikovany vicefazovy proces. Jeho
podstatou je posSkozeni genetické informace, které neni reparacnimi mechanismy
rozpoznano a opraveno. Nasledn¢ dochazi k pfenosu poskozené DNA z matetské bunky do
bunc¢k dcefinych a postupnému mnozeni poSkozenych bunck. Kozni nadory patii
celosvétoveé k nejcastéj$im typim malignit. Mezi zhoubné nadory kize indukované UV
zafenim patii bazocelularni karcinom, spinocelularni karcinom a maligni melanom (Rostova
a kol., 2006). Predpoklada se, ze na vzniku nejagresivnéj$iho melanomu se podili zejména
UVB zéreni. Nejvétsi riziko vzniku melanomu je spojeno se spalenim kiize v détském véku.
Maligni melanom klize vznik4 neoplastickou proliferaci koznich melanocyti. Jedné se
0 tumor s nejrychleji vzriistajici incidenci na svété. V Ceské republice se jedna o sedmé
nejast&jsi nadorové onemocnéni. V roce 2014 bylo v Ceské republice diagnostikovano
okolo 2 400 novych primarnich melanomuti kiize (Wiecker a kol., 2003; Kodet a kol. 2017).

3.5  Starnuti

Starnuti (senescence) je definovano jako dopad akumulace Sirokého spektra
molekularnich a bunéénych poskozeni organismu v priabéhu ¢asu, vedoucimu k postupnému
poklesu fyzické a psychické kapacity, rostoucimu riziku onemocnéni, a nakonec az k smrti
jedince (WHO, 2018). Existuji dvé obecné teorie starnuti. Dle prvni teorie je starnuti
geneticky predurCeny proces a vychazi ze zkracovani koncovych struktur chromozomd, tzv.
telomer pii kazdém bunécném dé¢leni. Jakmile telomery dosahnou kritické délky, dojde k
zastaveni bunééného cyklu nebo k apoptoze bunky. Podle druhé teorie je ptic¢inou starnuti
zejména kumulativni poSkozeni vlivem okolniho prostfedi. Behem zivota dochézi ke vzniku
riznych defektl v genetické informaci ptirozenymi chybami pfi replikaci nebo poskozenim
DNA volnymi radikaly vzniklymi pfi energetickém metabolismu bunky nebo plisobenim
mutagenti z vnéjSiho prostiedi. S v€kem také klesd aktivita antioxidacnich enzymu ¢i
mnozstvi neenzymovych antioxidanti, a postupné tak dochazi k akumulaci poskozeni, coz
se projevuje jako starnuti (Rabe a kol., 2006).

Starnuti je multisystémovy degenerativni proces, ktery zahrnuje cely organismus

véetné kize a ostatnich kompartmenta kryciho systému. Kize stejné jako ostatni organy
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prochazi v pribéhu ¢asu mnoha zménami. Zasadnim rozdilem vsak je, ze kiize pokryva
povrch téla, a proto na ni cely zZivot neustale pisobi fada vnéjsich vlivi, které mohou proces
starnuti urychlit. Starnuti kaze je slozity, dynamicky proces, ktery zavisi na mnoha
endogennich (geneticka vybava, hormonalni a metabolické procesy) a exogennich (vyZiva,
sluneCni zafeni, chemikalie, toxiny) stresovych faktorech a vede k fad¢ funkénich
a strukturdlnich zmén kozni tkané. Starnuti kize probihd prostfednictvim dvou odlisnych
a nezavislych mechanismt. Dle nich rozliSujeme chronologické starnutim a piedcasné
starnuti (photoaging) kaze. V minulosti bylo pfed¢asné starnuti povazovano za urychleny
proces chronologického starnuti. Avsak v pribéhu ¢asu byly objeveny zasadni rozdily mezi
ptirozenym (chronologickym) starnutim a pred¢asnym starnutim kaze (Obr.7) a nasledné

byly tyto dva procesy kvalitativné€ a kvantitativn¢ oddéleny.
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Obr.7: Proces senescence bunék u chronologického starnuti a piedCasného starnuti ktize.
Chronologické starnuti zahrnuje Casteénou senescenci bunék, disledkem zkraceni telomer.
Chronologické starnuti je také zpiisobeno chronickym oxidacnim poskozenim napi. aerobnim
metabolismem, kdy vznika 8-0xo0-G, ktery dale negativné ovliviiuje telomery. UVB zpisobuje
produkci thyminové dimery a UVA poskozuje DNA nepfimo oxidacnim stresem. Takové
poskozeni muze vést k mutacim klicovych regulacnich genti. Upraveno (Gilchrest, 2013).
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3.5.1 Prirozeni starnuti kize

Prirozené starnuti kize je z velké ¢asti ovlivnéno geneticky a je charakterizovano
funk¢énimi zménami kize spiSe neZ vyraznymi morfologickymi zménami tkané. Kuze
starSich lidi, ktera nebyla chronicky exponovana sluneénimu zafeni je hladka, bez
viditelngjsich skvrn (hyperpigmentace) s prohloubenim ohybovych ryh. Typické jsou jemné
vrasky. Postupné dochazi ke ztraté elasticity ktize a ztenceni epidermis. Histologicky
dochazi k atrofii epidermis a dermis, ztenceni epidermalniho-dermélniho spoje, sniZeni
poctu fibroblastt, melanocytt, Langerhansovych bunék (Helfrich a kol., 2008).

Na molekularni urovni je chronologické starnuti pfisuzovano zejména pusobeni
ROS, jejichz eliminace s vékem klesa. V kuzi star$ich lidi dochazi typicky ke zvyseni
hladiny aktiva¢niho proteinu-1 (AP-1) a aktivity matrixovych metaloproteinaz, coz je
spojeno se zvySenou degradaci kolagenu. Soucasné dochazi ke snizeni syntézy prokolagenu
typu 1 a 1ll. Kombinace zvySené degradace kolagenu a snizené syntézy nového kolagenu

vede k celkovému poklesu mnozstvi kolagenu v dermis (Helfrich a kol., 2008).

3.5.2 Predcasné starnuti kiize (photoageing)

Termin "photoaging" byl poprvé pouzit v roce 1986 a vysvétluje u€inky chronické
expozice UV zéfeni na kizi (Kligman, 1986). PfedCasné starnuti je proces zdvaznych zmén
Vv kozni tkani v dusledku chronické a opakované expozice UV zafeni. Je charakterizovano
¢asto vyraznymi morfologickymi a fyziologickymi zménami ktize, které jsou nejvice zjevné
Vv oblasti obliceje, krku a rukou. Na rozdil od chronologicky (pfirozené€) zestarlé ktize je tkan
po pusobeni UV zateni sussi, hrubsi, s nepravidelnou pigmentaci (vznik hyperpigmentaénich
skvrn), vétSim poc€tem vrasek, které jsou hrubsi. Mezi dalsi ptiznaky patii elastdza (drsny,
nazloutly, ,,dlazdicovy* vzhled kiiZe a sniZena elasticita kiize) a senilni (aktinova) purpura
(podlitina zpisobena kiehkou sténou cév dermis). Koneénym disledkem muze byt vznik
neoplastickych zmén, jako jsou aktinicka kerat6za, bazaliomy, spinaliomy a lentiginozni
melanom, ale i benigni utvary (Ettler, 2004).

Na histologické urovni je mozné pozorovat ubytek fibroblastli, melanocyti
a mastocytl, zvyseni poctu zanétlivych bunék, zpomaleni obnovy keratinocyti a zména
jejich tvaru, snizeni schopnosti melanocytli syntetizovat melanin, vyhlazeni spojeni mezi
epidermis a dermis (papily), zména struktury a ubytek vlaken kolagenu a elastinu, vznik
amorfni zméti elastickych vlaken, zmény ve stavbé koznich cév a atrofii vaziva v podkozni
tkdni spojené s tvorbou hlubokych vrasek, snizeni bariérové funkce stratum corneum
a snizeni hydratace kiize (Razickova Jaresova, 2013).
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Na molekularni urovni je klicovym faktorem pred¢asného starnuti kize naruseni
metabolismu kolagenu. Dermalni fibroblasty syntetizuji prokolagen, ktery se nasledné méni
na kolagen. Pro syntézu kolagenu jsou dulezité dva regula¢ni proteiny, transformacni
rustovy faktor (TGF-B) a AP-1. TGF-B je cytokin, ktery podporuje tvorbu kolagenu. AP-1
je transkrip¢ni faktor, ktery inhibuje syntézu kolagenu a urychluje jeho degradaci stimulaci
expresse degradacnich enzymi nazvanych matrixové metaloproteinazy (MMP) (Helfrich
a kol., 2008). Ptitomné ROS/RNS oxiduji $tépné produkty MMP, coz ma za nasledek
zpomaleni jejich normaln¢ rychlé degradace a nahromadéné produkty degradace kolagenu

rovnéZ podporuji inhibici syntézy nového kolagenu (Rajnochova Svobodova, 2012).

3.5.3 Biomarkery starnuti kiize

Mezi typické znaky senesCence patii enzym [-galaktosidasa spojena se senescenci
(senescence-associated [-galactosidase, SA-B-gal), jejiz aktivita predstavuje nejcastéji
stanovovany marker bunéné senescence. VétSina bunék produkuje B-galaktosidasu, ktera
se vyskytuje v lysozomech a jeji reak¢éni optimum je pH 4 (Dimri a kol., 1995). Pro
senescentni bunky je charakteristické reak¢éni optimum tohoto enzymu pii pH 6 a oznacuje
se SA-B-gal. Tento enzym byl nalezen ve vétsim mnozstvi u starSich lidskych fibroblasti
a senescentnich keratinocyti, ale nebyl pozorovan u imortalizovanych bunék, které nemaji
omezenou prolifera¢ni kapacitu (Hatina, 2001). AvSak SA-B-gal neni univerzalnim
biomarkerem senescence bunék, protoze specificita tohoto biomarkeru méa své omezeni.
Jednim z omezeni je faleSné pozitivni barveni nesenescentnich buné€k za urcitych podminek
(Debacg-Chainiaux a kol., 2009).

DalSim charakteristickym znakem senescentnich bun¢k je zména ve strukture
chromatinu. Vytvaii se charakteristické utvary zvané ohniska heterochromatinu asociovana
se senescenci (senescence-associated heterochromatin foci, SAHF). Tyto Utvary pfipominaji
DNA kondenzovanou s proteiny. Kondenzaci SAHF zptisobuje metylace histonu H3
a heterochromatinovy protein 1. SAHF inaktivuji transkripéni faktory E2F, které se podileji
na fizeni bunééného cyklu. Pokud je znemoZnéna jejich exprese, je zastavena bunécna
proliferace (Narita a kol., 2003; Funayama a kol., 2006). Funayama a kol. pozorovali tyto
utvary u lidskych senescentnich fibroblastti. U téchto bunck byla také zjiSténa ztrata histonu
HI, ktery se podili na stavbé nukleosomu pii kondenzaci DNA.

Krom¢ jaderné DNA miize byt vlivem UV zéfeni poSkozena 1 mitochondridlni DNA
(mtDNA). Vzhledem k tomu, ze opravy DNA jsou v mitochondriich méné ucinné nez v

jadie, mutace mtDNA se akumuluji rychle. V mtDNA byly identifikované zejména delece,
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které mohou byt zplisobeny singletovym kyslikem. Tyto mutace mohou ménit schopnost
bun¢k provadét oxidativni fosforylaci (Svobodova a kol., 2006). Elektronovy transportni
fetézec v mitochondriich produkuje nejen energii ve formé ATP, ale zaroven miize
generovat ROS, které nasledné poskozuji mtDNA. Hlavnim antioxida¢nim enzymem, ktery
eliminuje ROS v mitochondriich je superoxid dismutasa 2 (SOD-2). Na modelu mysi s
deficitem SOD-2 bylo pozorovano zhorseni aktivity komplexu Il dychaciho fetézce, coz
vedlo k senescenci nikoliv apoptoze bunék epidermis. Dale bylo patrné snizeni po¢tu bunék
a tloustky epidermis, coz naznacuje souvislost mezi poskozenim mtDNA, senescenci bunék
a starnutim kuze (Velarde a kol., 2012).

DalSim pouzivanym biomarkerem starnuti klize je tumor supresorovy protein
pl6'NK4  Jeho exprese ve tkanich mladych zdravych jedinct je minimalni, pfi stresu
a s vékem dochazi k jeno akumulaci. Protein p16™K4 reguluje bun&ny cyklus inhibici
cyklin D/cdk 4,6 komplexu, nezbytného pro pruchod restrikénim bodem Gi faze (Kanaki
a kol., 2016). Exprese pl6'NK4 pfimo koreluje se starnutim lidské kdze in vivo a pocet
pozitivnich bunék vzrista s vékem v epidermis i dermis (D'Arcangelo a kol., 2017).

Dalsi molekuly, které se vyznamné uplatituji v procesu starnuti kiize, jsou matrixové
metalloproteinasy (MMP). Tyto endopeptidasy jsou aktivované oxida¢nim stresem
vyvolanym metabolismem nebo vnéjsimi faktory, zejména UV zatfenim. MMP hraji roli
v bunécné komunikaci a signalizaci. Pfedevsim jsou ale zodpovédné za §tépeni proteintu
extracelularni matrix, ¢imz urychluji proces starnuti kiize, a jejich vliv se projevuje zejména
zvySenim tvorby vrasek. MMP-1 (kolagenasa) degraduje kolagen typu I, MMP-2 a MMP-9
(gelatinasy) $tépi elastin a kolagen typu IV a VII, MMP-3 (stromelysin-1) vykazuje Sirokou
substratovou specifitu a degraduje kolagen typu IV, proteoglykany, fibronektin a laminin
(Sardy, 2009).
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4, EXPERIMENTALNI CAST

4.1  Biologicky material

Experimenty byly provadény na primdrnich kulturach lidskych koznich fibroblastii,
které byly izolovany z kozni tkan¢ ziskané od darct podstupujicich chirurgicky zakrok na
Oddéleni plastické a estetické chirurgie FN Olomouc.

Odbér kiize byl proveden s povolenim Etické komise Fakultni nemocnice Olomouc
a Lékarské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci (dne 6.4.2009, ref.c.: 41/09). Darci
podepsali informovany souhlas.

Pro stanoveni cile 1 byly pouzity fibroblasty od 3 dospélych darct (zeny, 19-55 let,
kozni fragmenty z oblasti prsou) a 3 détskych darct (divky, 7-9 let, kozni fragmenty z oblasti
usi). Pro stanoveni cile 2 byly pouzity fibroblasty od 6 dospélych darca (zeny, 41-61 let,

kozni fragmenty z oblasti prsou).

4.2  Pristrojové vybaveni

Centrifuga MiniSpin® (Eppendorf, Némecko), inkubator Forma Direct Heat
(Thermo Fisher Scientific, USA), digestof R3.33 MF 10-3 MF 10-4 (Merci, CR),
elektromagneticka michacka RH Basic KT/C (IKA® - Werke, Némecko), fotoaparat
Olympus, inverzni mikroskop Olympus CK2 (Olympus C&S, CR), laminarni box Jouan
MSC 9 Standard (Jouan, Francie), odsavacka Gilson Safe Aspiration Station (Gilson, USA),
pH-metr inoLab pH Level 1 s elektrodou SenTix41 (WTW, Némecko), solarni simulator,
UVA-filtr a detektor UVA zafeni (Dr.Honle UV technology, Némecko), spektrofotometr
UV-2401PC (Shimadzu Corporation, Japonsko), spektrofotometr pro méteni absorbance
Infinite M200 Pro (Tecan, Svycarsko), termomixer Comfort (Eppendorf, Némecko),
ultrazvukovy homogenizator UP200S (Hielscher, Némecko), ultrazvukova vodni lazen
(Memmert Gmb, Némecko), vahy AX105 Delta Range (Mettler Toledo, Svycarsko), vortex
Mixer VX-200 (Labnet International, USA)

4.3  Ostatni material a pomuicky

Bézné laboratorni sklo, Biirkerova komtrka, chladici desticky, dezinfekéni roztok,
gaza, buniCina, filtra¢ni papir, dezinfekéni ubrousky, alobal, parafilm, vazenky (Dispolab
CZ, s.r.0.); kryci sklicka 24 x 50 mm (Bamed, CR); kultiva¢ni lahve, kultivaéni desky,
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Petriho misky a centrifugaéni zkumavky (Biotech, CR); nesterilni 96-jamkové a 6-jamkové
desti¢ky (Dispolab, CR); plastové mikrozkumavky, pipety a §picky (Eppendorf, CR).

4.4  Pouzité chemikalie a roztoky

Od firmy Sigma-Aldrich byly zakoupeny chemikalie: 2-amino-2-hydroxymethyl-
propan-1,3-diol (Tris; CsH11NOs3), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium
bromid (MTT; CigH16BrNsS, 98%), 5,5 -dithio-(bis-2-nitrobenzoova) kyselina (DTNB, >
98%), 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyranoside (X-gal; C14H1sBrCINOs, >

99,9%), amfotericin B, amoniak (NHs, > 99,95%), nikotinamidadenindinukleotid
redukovana disodna siul (NADH, > 96,5%), coomassie brilliant blue G-250, D-glukosa
(CeH120s, > 99,5%), dihydrofluorescein diacetait (C24H1sOy, > 97%),

dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PQO4, > 99%), dimethylsulfoxid (DMSO; (CH3).SO, >

99,9%), dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (NaHPO4 12HO, > 99%),
Dulbecco’s Modified Eagles médium (DMEM), epidermalni rastovy faktor (EGF), ethanol
(EtOH; C2HsOH p.a., 80%), fetalni hovézi sérum (FBS), Ham’s F12 Nutrient Mixture,
Folin-Ciocalteuovo fenolové ¢inidlo, formaldehyd, glutaraldehyd 50% (OHC(CH2)sCHO),
hexahydrat chloridu hotecnatého (MgCl2.6H20, p.a.), hexakyanozelezitan draselny
(K3[Fe(CN)s], > 99%), hovézi sérovy albumin (BSA, > 98%), chlorid draselny (KCI, >
99%), chlorid sodny (NaCl, > 99%), kyselina chlorista 10% (HCIO4, p.a.), kyselina
chlorovodikova 37% (HCI, p.a.), kyselina octova 100% (CHsCOOH, p.a.), methanol
(MeOH; CH30H; 99,8%), monohydrat kyseliny citronoveé
(HOC(COOH)(CH2COOH)2.H20, p.a.), N,N-dimethylformamid (HCON(CHz3)2, > 99,8%),
neutralni Gerven (NC; CisHi7CINs, > 90%), penicilin, pentahydrat siranu méd’natého
(CuS04.5H20), pyruvat sodny (CH3COCOONa, > 99%), sodna sal Kkyseliny
ethylendiamintetraoctové (EDTANay; > 98%), streptomycin, trihydrat
hexakyanozeleznatanu draselného (Ks[Fe(CN)s].3H20, > 99%), trypanova modi (0,4%,
m/v, sterilni), trypsin-EDTA (0,25%), uhli¢itan sodny (Na2COg, p.a.), vinan sodnodraselny
(KNaC4H406:4H20). Firma Penta dodala nasledujici chemikalie: ethanol (70%, p.a.),
ethanol (96%, p.a.), ethanol (absolutni, p.a.), hydroxid sodny (NaOH, p.a.), kyselina
fosfore¢na (H3POs, p.a., 85%). Firma Roche (Némecko) dodala: Cell Proliferation ELISA

BrdU Kit.
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Pouzité roztoky

Roztoky pro kultivaci kiize

Zasobni roztok fosfatového pufru (10krat PBS): NaCl (0,137 mol/l), KCI
(0,00268 mol/l), NazHPQO4 -12 H,0 (0,00896 mol/l), KH2PO4 (0,00147 mol/l), pH
7,4-7,5. Roztok byl sterilizovan autiklavovanim a pro experimenty 10krat fedén.
Transportni roztok: smés antibiotik amphotericinu B (0,25 pg/ml), penicilinu
(100 U/ml), streptomycinu (100 ug/ml) v PBS.

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

Roztoky pro kultivaci a praci s fibroblasty

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

Médium bez séra: DMEM, penicilin (100 U/ml), streptomycin (100 mg/ml).
PBS s glukosou (PBS-G): do 500 ml PBS bylo pfidano 500 mg bezvodé glukosy

a sterilné prefiltrovano.

Roztoky pro barveni neutralni ¢erveni

Zasobni roztok NC: 100 mg NC bylo rozpusténo ve 100 ml deionizované vody a
okyseleno 2 kapkami kyseliny octové.

Pracovni roztok NC: zasobni roztok NC byl pied kazdym experimentem
pfipraven &erstvy, a to fedénim PBS-G v poméru 1:4 (NC:PBS-G).

Fixa¢ni roztok: formaldehyd (0,5%, v/v) byl smichan s CaCl> (1%, m/v)
V pom¢éru 1:1.

Extrakéni roztok: 99 ml metanolu (50%, v/v) bylo smichano s 1 ml kyseliny

octové.

Roztoky pro barveni pomoci MTT

Zasobni roztok MTT: 500 mg MTT bylo rozpusténo ve 100 ml deionizované

vody, roztok byl rozd€len na alikvoty a zamrazen.
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Pracovni roztok MTT: pro aplikaci na buniky byl zasobni roztok fedén médiem
bez séra v poméru 1:10 (MTT:medium).
Roztok pro extrakci MTT: dimethylsulfoxid (500 ml) byl alkalizovan piidavkem

amoniaku (5 ml).

Roztoky pro stanoveni LDH

LDH pufr: 50 mM fosfatovy pufr (pH="7,5) s 1,22 mM pyruvatem sodnym; pied
métenim bylo pfidéano 8,25 mg NADH na 25 ml pufru.

Roztoky pro stanoveni proteinti Lowryho metodou

Roztok A: 0,1 M NaOH

Roztok B: 2% Na>COs v 0,1 M NaOH, Cerstvy

Roztok C: 1% CuSO4-5H20

Roztok D: 2% vinan sodnodraselny

Roztok E: Pied stanovenim smichat C + D (1:1)

Roztok F: Smichat B + E (50:1)

Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo: pted pouzitim nafedéno vodou 1:1.

Standard bovinniho sérového albuminu (BSA; sada v rozmezi koncentraci 0,125

— 2,0 mg/ml)

Roztoky pro stanoveni proteinii metodou dle Bradforda

Bradfordovo ¢inidlo: 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250, 50 ml 96 % EtOH,
100 ml 85% kyseliny fosforecné, doplnéno do 1000 ml destilovanou vodou
Standard bovinniho sérového albuminu (BSA; sada v rozmezi koncentraci 0,125

— 4,0 mg/ml)

Roztoky pro stanoveni glutathionu

Roztok na zpracovani bun¢k: 10% HCIO4 (14,28 ml 70% HCIO4 doplnéno do
100 ml deionizovanou vodou). Pfed pouziti nafedéno vodou na 1%.

GSH pufr: 48,2g TRIS a 3,72 g EDTANa2 rozpusténo v destilované vodg,
upraveno pH na 8,9 a doplnéno do 500 ml.

Roztok DTNB: 4 mg DTNB na 1 ml GHS pufru.
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4.5.9 Roztoky pro stanoveni ROS
= 1lkrat PBS

= Zasobni roztok sondy: 50 mM dihydrofluorescein diacetat v EtOH

=  Pracovni roztok sondy: zasobni roztok sondy byl pted pouzitim 100krat nafedén

v PBS

4.5.10 Roztoky pro stanoveni proliferace bunék metodou ELISA

= Vsechny roztoky byly pouzivany podle protokolu vyrobce (Roche, Némecko).

4.5.11 Roztoky pro stanoveni aktivity p-galaktosidasy

» Fixacni roztok — 2% formaldehyd a 0,2% glutaraldehyd v PBS pufru. Roztok byl

ptipraven pied kazdym experimentem Cerstvy a chranén pied svétlem.

» Barvici roztok — slozky zasobnich roztoku:

o

(@]

o

o

0,1 M kyselina citronova

0,2 M fosfatovy pufr (35,8 g NazHPO4 -12H20 na 500 ml)

Smés 0,2 M kyseliny citronové a fosfatového pufru: 239,535 ml roztoku
kyseliny citronové smichano s 410,475 ml fosfatového pufru; pH
upraveno na 6,0 pomoci zbytku roztoku kyseliny citronové

100 mM roztok K4[Fe(CN)6]: 4,22 g K4[Fe(CN)6].3H20 rozpusténo ve
100 ml destilované vody

100 mM roztok K3[Fe(CN)6]: 3,29 g Kz[Fe(CN)6] rozpusténo ve 100 ml
destilované vody

5 M NaCl: 29,2 g NaCl rozpusténo ve 100 ml destilované vody

1 M MgCI2: 20,33 g MgCI2.6H20 rozpusténo ve 100 ml destilované
vody

Roztok X-gal: 20 mg X-Gal rozpusténo v 1 ml N,N-dimethylformamidu

= Barvici smés: pfipravena pied kazdym experimentem cerstvd a chranéna pred

svétlem, slozeni viz Tab. 1.
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Tabulka 1: SloZeni barvici smé&si.

Z.asobi roztok

[na 10 ml]

Smés kyseliny citronové a fosfatu sodného (pH 6,0) 2 mi

100 mM roztok Ks[Fe(CN)s] 0,5 ml
100 mM roztok Ks[Fe(CN)s] 0,5 ml
5 M roztok NaCl 0,3ml
1 M MgClz 20 pl

20 mg X-Gal rozpusténo v 1 ml N,N-dimethylformamidu 0,5ml
Deionizovana voda 6,18 ml

4.6  Pouzité metody a pracovni postupy

4.6.1 lzolace a kultivace fibroblasti

Pted pouziti byla tkan 3krat promyta fosfatovy pufrem (PBS). Poté byla nastiihana
na ¢tverce velikosti ptiblizné 1x1 em. Kousky tkané byly pteneseny na Petriho misky a po
fixovani (5 min, na vzduchu) byly zality kultivaénim médiem. Fragmenty kize byly
kultivovany v inkubéatoru pii 37 °C a v atmosféfe obsahujici 5 % CO». Kultiva¢ni médium
bylo ménéno 2krat tydné dokud fibroblasty nedosahly vysokého procenta konfluence.

Ptfiblizné¢ po 2-3 tydnech byly bunky uvolnény z Petriho misky trypsinem
a preneseny do kultivaéni lahve s plochou 75 cm?. Buiiky byly kultivovany v DMEM se
sérem pii 37 °C a v atmosféfe obsahujici 5 % CO». Fibroblasty byly pouzivany mezi 2.-4.
pasazi. Pro provedeni experimentii byly buiiky vysety na 96-jamkové nebo 6-jamkové desky
v koncentraci 0,5.10%/cm?. Pro sledovani B-galaktosidasy byly buiiky vysety v koncentraci
0,33.10%/cm?.

4.6.2 Ozarovani bunék

Pred UVA expozici bylo z kultiva¢ni desky odstranéno rustové médium. Nasledné
byly bunky 2krat oplachnuty 150 ul (96-jamkova deska) nebo 1,5 ml (6-jamkova deska)
PBS. Poté bylo na buriky aplikovano 150 ul nebo 1,5 ml PBS s glukosou (0,5%, m/w) dle
typu desky. Pied ozafenim byla zméfena intenzita UVA zafeni solarniho simuldtoru
SOL-500, pomoci UVA-metru. Poté byly buiiky ozafeny davkou 5 nebo 10 J/cm2 Cas

ozafeni byl vypocitan podle vzorce 1. Po dobu ozafovani byly kultiva¢ni desky chlazeny
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pomoci chladicich blokii. Soucasné byl experiment proveden s kontrolnimi buiikami, které
byly po dobu ozafovani inkubovany ve tmé v inkubatoru. Po ozafeni bylo k bunkam
napipetovano 200 ul nebo 1,5 ml média bez séra (dle typu desky) a buiky byly inkubovany

Vv inkubatoru 1-24 h podle métené¢ho parametru, viz dale.

Vzorec 1: Vypocet doby ozéfeni

davka zareni (J/cm2) - 1000
intenzita zareni (W/cmz2) - 60

doba ozafeni [min] =

4.6.3 Stanoveni viability bunék pomoci MTT

Tato metoda je zaloZena na schopnosti bunéénych dehydrogenazach redukovat Zluty
ve vod¢ rozpustny 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid (MTT) na
nerozpustny modrofialovy formazan. Mnozstvi produkovaného formazanu je pfimo umérné
poctu zivotaschopnych bun¢k (Mosmann, 1983).

Viabilita fibroblastii byla sledovana na 96-jamkovych deskach 24 h po UVA ozateni.
Nejprve bylo médium odstranéno. Nasledné bylo k bufikam napipetovano 100 pl pracovniho
roztoku MTT a buiky byly inkubovany 60 min v inkubatoru. Poté byl roztok z jamek
odstranén a vznikly formazan byl rozpustén ve 150 ul roztoku pro extrakci MTT.

Absorbance vzniklého roztoku byla métfena pii 540 nm.

4.6.4 Stanoveni viability bunék pomoci neutrilni ¢ervené

Neutralni erveii (NC) je ve vodé rozpustné barvivo, které je akumulovano v
lyzozomech Zivych bun¢k. Tento proces vyzaduje energii v podobé ATP (Maines a kol.,
1998). Poskozené nebo mrtvé bunky ztraci schopnost barvivo akumulovat, tudiz je mnozstvi
inkorporované NC piimo umérné poétu zivych bungk.

Po 24 hodinové inkubaci bylo z bunc¢k odstranéno medium. K buikdm bylo
pipetovano 100 pl pracovniho roztoku NC na jamku. Po inkubaci (60 min, inkubator) byl
roztok odstranén a neinkorporoavné barvivo bylo odstranéno fixaénim roztokem. Poté byla
NC v bunkach rozpusténa ve 150 pul extrakéniho roztoku. Desky byly tfepany 5 min a poté

byla méfena absorbance pti 540 nm.
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4.6.5 Stanoveni proliferace bunék metodou ELISA

Metoda je zaloZena na stanoveni inkorporace pyrimidinového analogu 5-bromo-2’-
deoxyuridinu (BrdU) namisto thymidinu do DNA proliferujicich bunék. Nasledné je
imunochemicky s kolorimetrickou koncovkou stanoveno mnozstvi BrdU v bunkach.

Stanoveni bylo provedeno podle pracovniho postupu vyrobce ELISA kitu (Cell
proliferation ELISA BrdU colorimetric kit, Roche Némecko). Buiikky na 96-jamkové desce
byly po ozafeni kultivovany 24 h. Poté bylo do kazdé jamky napipetovano 100 ul média bez
séra s BrdU (1:100) a buiiky byly inkubovany dal$ich 6 h v inkubatoru. Nasledné bylo
médium s BrdU a bunky byly fixovany teplem (60 °C, 30 min). Poté bylo pipetovano na
kazdou jamku 200 pl fixa¢niho roztoku a deska byla inkubovana 30 minut pfi laboratorni
teploté. Nasledné byl fixa¢ni roztok odstranén, jamky byly oplachnuty 3krat 200 pl
promyvaciho roztoku. V dal§im kroku bylo do kazdé jamky pipetovano 100 pl pracovniho
roztoku protilatkou anti-BrdU-POD a deska byla inkubovana 120 min pii laboratorni teploté.
Po inkubaci byla protilditka odstranéna vylitim a dikladnym promytim (3x200 pl
promyvaciho roztoku). Nasledné bylo pipetovano 100 ul substratu do kazdé jamky. Po

inkubaci (60 min, laboratorni teplota) byla méfena absorbance pti 370 nm.

4.6.6 Stanoveni hladiny glutathionu v buikach

Glutathion (GSH) je vyznamny intracelularni antioxidant, ktery je vyuzivan jako
marker oxida¢niho stresu. Za fyziologického stavu se vétSina GSH vyskytuje v redukované
formé. Pii zvySené tvorbé kyslikovych radikalli nebo zatézi organismu toxickymi latkami
dochazi k poklesu mnozstvi GSH v buiikach. MnoZstvi GSH muze byt stanoveno jeho reakci
s DTNB v alkalickém prostiedi, za vzniku Zlutého 5-thio-2-nitrobenzoatu, jehoz absorbance
je méfena pii 412 nm (Carlberg a kol., 1985).

Po 24 hodinové kultivaci od ozafeni bylo odebrano médium (stanoveni LDH)
a bunky byly oplachnuty 1 ml PBS. Nasledné& bylo k buitkdm pipetovano 350 pl roztoku 1%
kyseliny chloristé. Fibroblasty byly seskrabnuty a pieneseny do 1,5 ml zkumavky. Vzorky
poté byly sonikovany na ledu (10 impulzt, intenzita 0,5) a centrifugovany (10 min, 10 000
rpm, 4 °C). Nasledné byl supernatant pouzit pro stanoveni GSH a mnozstvi bilkovin. Pro
stanoveni hladiny GSH bylo na 96-jamkové desce smichano 50 pl supernatantu se 180 pl
GSH pufru a 10 ul roztoku DTNB. Vzorky byly ptfipraveny v tripletech. Blank obsahoval

misto vzorku 50 pl 1% kyseliny chloristé. Po 4 a 8 min byla méfena absorbance pii 412 nm.
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4.6.7 Stanoveni bilkovin Lowryho metodou

Lowryho metoda je kolometricka metoda, ktera vychazi z principu biuretovy reakce.
Pomoci Folin-Cicocalteauova cinidla dochazi ke zvysSeni citlivosti biuretovy reakce
a spolehlivému stanoveni koncentrace bilkovin. V prvni kroku se jedna o reakci peptidové
vazby s Cu?* v alkalickém prostfedi za vzniku fialového zbarveni. Ve druhém kroku dochézi
k redukci fosfomolybdenanii a fosfowolframanti tyrosinem a tryptofanem s naslednym
méfenim pii 680 nm (Lowry a kol., 1951).

Na 96-jamkovou desku bylo pipetovano 10 pul supernatantu, ktery byl ziskan podle
postupu uvedeného v bod¢ 4.6.6. Soucasné se vzorky byly na desku napipetovany kalibracni
vzorku (hovézi sérovy albumin, BSA) vrozsahu 0,0125-0,4 mg/l. Kazdy vzorek byl
pipetovan ve téech kopiich. Poté bylo ke v§em vzorkiim piidano 100 pl roztoku F. VVzorky
byly inkubovany 10 min pifi laboratorni teploté. Poté bylo pfidano 10 ul roztoku
Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Po inkubaci (30 min, tma, laboratorni teplota) byla zméfena

absorbance pii 680 nm.

4.6.8 Stanoveni produkce ROS v koZnich burikach

Polarni, nefluorescenéni dichlordifluoresceindiacetat (H2DCFDA) podléha
deacetylaci esterdsami v cytosolu bunc¢k za vzniku dichlorodihydrofluoresceinu, ktery
reaguje s ROS, ¢imz vznikd fluorescencni derivat dichlorfluoresceinu. Fluorescence je
meéfena pii specifické excitaci/emisi pti 488/525 nm (Nerge-Salvayre a kol., 2002).

Po 1 hodiné od UVA expozice bylo k fibroblastim pfidano 15 pl roztoku
dihyhrofluoresceinu diacetatu (500 uM, PBS), jehoz vysledna koncentrace v kultuie byla
5 uM. Po inkubaci (20 min, inkubator) byl roztok odstranén a bunky byly oplachnuty 2krat
1 ml PBS. Bunky byly seskrabany do 0,8 ml PBS, pieneseny do eppendorf zkumavky
a sonikovany na ledu (10 impulst pfi intenzité 0,5). Nasledné byla suspenze centrifugovana
(10000 rpm, 4°C, 10 min). Na jamku 96-jamkové desky bylo pipetovano 200 ul
supernatantu kazdého vzorku v tripletu a byla méfena fluorescence pii 500/525 nm

(emise/excitace). Obsah proteinu ve vzorcich byl stanoven metodou dle Bradfordové.

4.6.9 Stanoveni proteini v koZnich buiikach pomoc metody dle Bradfordové
Stanoveni je zaloZeno na tvorbé komplexu mezi barvivem (Coomassie brilliant blue
G-250) a proteiny ve vzorku. Barvivo se vyskytuje ve tfech formach kation (470 nm;

¢erveny), neutralni molekula (650 nm; zelend), and anion (595 nm; modry). Vazba proteinu
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stabilizuje aniontovou formu a vyvoldvd zménu zbarveni, které je méfeno fotometricky
(Bradford, 1976).

Ve vzorcich pripravenych dle postupu v kapitole 4.6.8. Na jamku 96-jamkové desky
bylo pipetovano 10 pl kazdého vzorku v tripletu. Soucasné se vzorky bylo pipetovano 10 ul
standardu BSA v koncentra¢nim rozmezi 0,125-0,2 mg/l. Ke vzorkiim i standardim bylo

nasledn¢ aplikovano 200 pl Bradfordova ¢inidla. Poté byla métena absorbance pti 595 nm.

4.6.10 Stanoveni aktivity p-galaktosidazy

VétSina bunék produkuje enzym B-galaktosidasu, ktery se vyskytuje v lysozomech a jeho
reak¢ni optimum je pH 4 (Dimri a kol., 1995). Pro senescentni buiiky je charakteristické reakéni
optimum tohoto enzymu pfi pH 6 a tento enzym se oznacuje SA-B-gal (senescence-associated
B-galactosidase). Ke stanoveni aktivity B-galaktosidasy byla pouzita cytochemicka analyza
za pouziti chromogenniho substratu 5-brom-4-chlor-3-indyl-f-D-galaktopyranosidu
(X-gal). Piri Sstépeni X-gal enzymem vznikd nerozpustnd modra sloucenina
(Debacg-Chainiaux a kol., 2009).

Po 24 h od UVA ozafeni byly fibroblasty na 6-jamkovych deskach oplachnuty PBS
(3krat, 30 s). Poté byly k bunkam aplikovany 2 ml fixa¢niho roztoku. Po 5 min byl fixa¢ni
roztok odstranén a bunky byly oplachnuty PBS (3krat, 30s). Nasledn¢ byly k bunkam
napipetovany 2 ml barviciho roztoku. Po inkubaci (16 h, 37 °C, tma — termoblok) byly buiky
oplachnuty PBS (3krat, 30 s) a fixovany metanolem (1 ml, 30 s). Po odstranéni metanolu
byly desky ponechany na vzduchu vyschnout. Suché desky bylo mozné uchovat po nékolik
mésict ve tmé pii 4 °C, aniZ by doSlo ke znehodnoceni barveni. Jednotlivé vzorky byly
vyhodnoceny mikroskopicky. V kazdé jamce bylo analyzovano cca 100 bun¢k a poté bylo

stanoveno % senescentnich bun¢k (modie zbarvenych).

4.6.11. Vyhodnoceni a statistické zpracovani dat

Vsechny experimenty byly provedeny v tripletech ve tiech nezavislych opakovanich.
Vysledky byly vyhodnoceny v programu MS Excel 2016 a jsou vyjadfeny jako
pramér+smérodatna odchylka (SD). Statisticka signifikance byla hodnocena pomoci t-testu
(p = 0,05).
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5. VYSLEDKY
5.1  Porovnani bunék od détskych a dospélych darci

V prvni sérii experimentl byla srovnavana citlivost primarnich lidskych fibroblast
izolovanych z koznich fragmentti od 3 dospélych darci (19-55 let) a 3 détskych darct
(7-9 let). Experiment trval 15. pasazi (~ 5 mésict). K poskozeni bunék bylo pouzito UVA

zatfeni v rozsahu 315-380 nm.

5.1.1 Stanoveni viability bunék

Viabilita lidskych fibroblasti od dospélych a détskych darci byla stanovena v kazdé
pasazi u bun&k neozafenych a u bunék ozarenych davkou 5 a 10 J/cm? UVA zafeni. Viabilita
bunék byla hodnocena 24 hod po expozici pomoci metabolické piemény tetrazoliového
barviva MTT a inkorporace NC.

Pomoci metody MTT byl u bunék od dospélych darci zjistén pramérny pokles
viability 0 14,6+6,9 % oproti kontrolnim neozéaienym fibroblasttim pii davce ozéaieni 5 J/cm?
a 0 52,2+10,3 % pfi davce ozafeni 10 J/lcm? (Graf 1). U bun&k od détskych pacientii byl
zjidtén pramérny pokles viability o 26,5+8,3 % pii davce ozafeni 5 J/cm? a 55,7+7,6 % pii
davce ozateni 10 J/lcm? (Graf 2). Z profilii grafti vyplyva vétsi citlivost bungk od détskych
darcti oproti fibroblastim od dospélych darcii na pocatku experimentu pti aplikaci davky
5 Jicm?, ktera se s rostouci hodnotou pasaze snizovala. Opaény trend je patrny u davky

10 J/cm?. Nicméné rozdil nebyl statisticky signifikantni.
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Graf 1: Stanoveni viability fibroblasti dospélych darct pomoci MTT. Vysledky jsou vyjadieny jako
prumér+SD (n = 3).
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Graf 2: Stanoveni viability fibroblasti détskych darcti pomoci MTT. Vysledky jsou vyjadieny jako
prumér£SD (n = 3).

Pomoci inkorporace neutralni cervené bylo u fibroblast od dospélych darct zjisténo
snizeni viability primérné o 27£9,2 % oproti kontrolnim neozarenym fibroblastim pii davce
ozafeni 5J/cm? a 0 49,2+4,9 % pii davce ozateni 10 J/cm? (Graf 3). U fibroblasti od
détskych darct byl zjistén pokles viability o 31,346,9 % pfi davce ozafeni 5J/cm? a o
47,145,4 % pfi davce ozéaieni 10 J/cm? (Graf 4). Podle profilt grafti (1 a 2 vs. 3 a 4) se
inkorporace NC jevi jako citliv&jsi ve srovnani s MTT metodou, nebot’ je patrny vétsi pokles

viability zejména u davky 5 J/cm? po 10. pasazi.
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Graf 3: Stanoveni viability fibroblastti dospélych darcti pomoci NC. Vysledky jsou vyjadfeny jako
prumér+SD (n = 3).
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Graf 4: Stanoveni viability fibroblastti détskych darcti pomoci NC. Vysledky jsou vyjadieny jako
prumér=SD (n = 3).
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5.1.2 Stanoveni proliferace bunék

Vzhledem k limitovanému mnozstvi kultivovanych bunék byla proliferace sledovana
pouze v 10. a 15. pasazi. Kvuli vyssi citlivosti metody byly pouzity 3 davky UVA zateni (5,
7,5a10J/cm?).

Stanovenim proliferace fibroblastti pomoci inkorporace modifikované baze BrdU byl
zjistén obdobny pokles proliferace bunék vlivem UVA zafeni u obou skupin darct
v 10. pasazi i 15. pasazi oproti ptislusné neozafené kontrole. Efekt UVA zafeni byl vétsi u
fibroblastl ve vyssi 15. pasazi. Z vysledkii rovnéz vyplynulo, Ze UVA davka nema vyrazny
vliv na proliferaci bunék, tj. se zvysujici se davkou nedoslo k vétsimu poklesu proliferace

(Graf 5).
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Graf 5: Stanoveni proliferace bun¢k od dospé€lych a détskych darct. Vysledky jsou vyjadieny jako
prumér£SD (n = 3).

5.1.3 Stanoveni hladiny ROS a glutathionu v buiikach

Podobn¢ jako proliferace bun€k byly markery oxidac¢niho stresu, produkce ROS
a mnozstvi GSH, sledovany pouze v 10. a 15. pasdzi. Kvili vyssi citlivosti metod byly
pouzity 3 davky UVA zafeni (5, 7,5 a 10 J/cm?).

Hladina ROS v 10. pasazi byla u fibroblastii od obou skupin darct srovnatelna pro
davky 5 a 7,5 J/lcm?. U nejvyssi davky byla nalezena signifikantné vyssi produkce ROS
u bunck od dospélych darcii ve srovnani s détskymi. V 15. pasazi byl nalezen davkoveé
zavisly nartst hladiny ROS u obou typl bun¢k. U ozafenych fibroblastli od détskych darct
byla produkce ROS vyssi oproti butikam od dospélych darca. U fibroblasti od dospélych
darcii ozafenych davkou 10 J/cm? byla produkce ROS v 15. pasazi vyrazné niz$i ve srovnani

s produkci v 10. paséazi.
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Graf 6: Stanoveni produkce ROS ve fibroblastech od dospélych a détskych darciu. Vysledky jsou
vyjadieny jako pramér+SD (n = 3). * signifikantné odlisné od détskych darct v 10. pasazi; #
signifikantné odlisné od détskych darct v 10. pasazi; » signifikantné odlisné od dospélych darct

v 10. pasazi.

U fibroblastti od détskych darct doslo ke snizeni hladiny GSH v zavislosti na UVA
davce v 10. 1 15. pasazi. Tento efekt byl vyssi v 10. pasazi, zejména 4 hod po UVA expozici
ve srovnani s 15. pasazi. Z vysledka dale vyplyva, ze po 4 hod po ozareni byla hladina GSH

signifikantn€ niZ§i oproti méteni po 24 hod (Graf 7).
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Graf 7: Stanoveni hladiny GSH ve fibroblastech détskych darcu. Vysledky jsou vyjadieny jako
prumér=SD (n = 3). * signifikantné odlisné od hladiny GSH stanovené po 4 hod v 10. pasazi; #
signifikantné odlisné od hladiny GSH stanovené po 4 hod v 15. pasazi.
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U fibroblastl od dospé€lych darcii v 10. pasazi nebyl patrny tak vyrazny pokles
hladiny GSH v zavislosti na ddvce UVA zafeni. U davky 7,5 J/cm? byla hladina dokonce
vy$$i néz u davky 5 J/cm?. Soucasné nebylo pozorovano zvyseni hladiny GSH po 24 hod od
expozice (Graf 8) ve srovnani s buiitkami od détskych darcti (Graf 7). V 15. pasazi byl trend
u bun¢k od dospélych darci srovnatelny s fibroblasty od détskych darcu (Graf 8 vs. Graf 7).
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Graf 8: Stanoveni hladiny GSH ve fibroblastech dospélych darct. Vysledky jsou vyjadieny jako
prumér+SD (n = 3). * signifikantné odlisné od hladiny GSH stanovené po 4 hod v 15. pasazi

5.2  Vliv opakované expozice UVA zafeni na senescenci a oxidacni stres u koZnich
fibroblastu

Ve druhé sérii experimentd byla srovndvana senescence a vybrané parametry
oxidac¢niho stresu u pfirozen¢ starnoucich primarnich koznich fibroblasti (bez UVA
expozice) a fibroblastii opakované vystavenych nizké davce UVA zaieni (2,5 J/cm?). Pro
tyto experimenty byly pouzity primarnich lidské fibroblasty izolované pouze z koznich
fragmentt 6 dospé€lych darci (41-61 let), protoze tkan€ od détskych darci nebyly k dispozici.
Experiment trval ~ 3 mésice a bunky byly postupné vystaveny 14 expozicim UVA zafeni
(315-380 nm). Z divodu kontaminace bunék musel byt experiment pied¢asné ukoncen

(planovéano bylo 15 pasazi ~ 30 expozic UVA zéfeni).
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5.2.1 Stanoveni aktivity B-galaktosidasy
Pro stanoveni mnozstvi senescentnich bunck byly pofizeny snimky fibroblastd

(5 mist pro kazdy vzorek) a byl pocitan podil pozitivnich bunék (modré zbarveni)

k celkovému poctu bun¢k (Obr. 8).

Obr. 8: Stanoveni aktivity 3-galaktosidasy.

A) Fibroblasty na pocatku experimentu; B) Kontrolni (neozafované) fibroblasty odpovidajici
kultivaci po 8 expozicich; C) Ozafované fibroblasty po 8 expozicich; D) Kontrolni (neozafované)
fibroblasty odpovidajici kultivaci po 14 expozicich; E) Ozafované fibroblasty odpovidajici kultivaci
po 8 expozicich; métitko 100 um. Data predstavuji reprezentativni vysledky od jednoho z darct.
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U fibroblastd, které nebyly vystavovany plisobeni UVA zifeni, se pocet
senescentnich bun¢k zvysoval v pribéhu dlouhodobé kultivace. Na konci experimentu (14
expozic davce 2,5 J/lcm?) bylo zaznamenéano témé&f 9-ti nasobné zvyseni poétu senescentnich
bunék oproti vychozi hodnoté (0 expozic UVA =zafeni). U opakované ozatovanych
fibroblasti byl pocet senescentnich bunék minimalni (4,9+3,3 % na konci experimentu) ve

srovnani s bunikami neozatovanymi (55,3+6,4 % na konci experimentu) (Graf 9).
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Graf 9: Stanoveni aktivity -galaktosidasy. Vysledky jsou vyjadieny jako primér+SD z fibroblast
od 6 darc.

5.2.2 Stanoveni hladiny ROS a glutathionu v buiikach

Vzhledem Kk limitovanému mnozstvi kultivovanych bunék byly tyto parametry
stanovovany stfidavé po pasazi, tj. v sudé pasazi hladina GSH a v liché pasazi hladina ROS.

Z vysledki stanoveni hladiny GSH vyplynulo, Ze S rostoucim poctem expozic UVA
zafeni se tato hladina zvySovala, po 2 expozicich byla 84,9+7,6 %, po 6 expozicich
86,4+7,6 %, po 10 expozicich 102,7+7,6 % a po 14 expozicich 98,3+7,6 % ve srovnani s
neozafenymi fibroblasty (Graf 10).

Naopak mnozstvi ROS produkovanych vlivem UVA fotonl se s rostoucim poctem
expozic UVA zafeni sniZzovalo. Po 4 expozicich bylo 90,3+8,5 %, po 8 expozicich

75.5+8,5 % a po 12 expozicich 70,348,5 % ve srovnani s neozaienymi fibroblasty (Graf 11).
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Graf 10: Stanoveni hladiny GSH ve fibroblastech opakované ozafenych davkou 2,5 J/cm? UVA
zateni. Vysledky jsou vyjadieny jako pramér£SD z fibroblasti od 6 dérct.
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Graf 11: Stanoveni hladiny ROS ve fibroblastech opakované ozafenych davkou 2,5 J/cm? UVA
zateni. Vysledky jsou vyjadieny jako primér+SD z fibroblastli od 6 darct.
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6. DISKUZE

Kvili umisténi na vnéj§im povrchu téla je kiize vystavena nejriznéj§im faktorim
vnéjsiho prostiedi, jako je UV zafeni, jehoz pifirozenym zdrojem je slunecni zaieni. UVA
s ostatnimi slozkami (UVB a UVC zafenim). Tyto vlastnosti UVA zafeni umoznuji jeho
pronikani do nejhlubsich vrstev kize, kde mohou poskozovat vedle koznich bunék také
bunky epitelt koznich cév (Rajnochova Svobodova, 2012). Vystavovani kiize UV zafeni je
hlavni pti¢innou fady makroskopickych i mikroskopickych zmén kuze, které¢ se kumuluji
Vv pritbéhu Zivota a jsou oznacovany jako pred¢asné starnuti ktize (photoageing).

Starnuti je slozity proces podminény nejen genetickymi predispozicemi, ale také
mnohymi faktory vnéjSiho prostifedi. Je charakterizovdno postupnou ztratou funkcnosti
vsech bun¢k vedoucich k jejich smrti. Navic s postupujicim ve€kem se zvySuje incidence
rakoviny, neurogenereativnich a kardiovaskularnich onemocnéni. Starnuti tudiz muze
predstavovat rizikovy faktor vyskytu téchto onemocnéni (Walker, 2002). Proto je dalezité
rozumét vlivu procesu starnuti na stav buné¢k s cilem 1épe poznat mechanismus a molekularni
podstatu onemocnéni spojenych se starnutim.

Existuje nékolik dilezitych aspektd studia starnuti ktize. Nebot’ fada funkci kuze
s vékem degeneruje, tkan se stdva mén¢ pruznou, kiehkou, a tudiz vice zranitelnou. Oslabeni
téchto vlastnosti naruSuje primarni funkci kize, coz je ochrana proti pusobeni faktort
vn¢jsiho prostiedi (slune¢ni zafeni, teplo, mikroorganismy, toxiny ¢&i mechanické
poskozeni). Viditelnymi zménami kiaze, které se projevuji se zvySujicim se vékem jsou
zejména tvorba vrasek, nepravidelna pigmentace ¢i poruchy hojeni ran. Dochazi také
K naruSeni termoregulace, imunitnich a nervovych reakci. Postupné se zpomaluje
metabolismus kiize, klesa energeticky potencial a snizuje se syntéza lipidi. Tyto zmény se
netykaji pouze dermalni tkané¢ (Zouboulis a kol., 2011). Vzhledem k tomu, Ze starnuti
hlubsich vrstev kiize odrazi degradacni procesy celého organismu, mtize byt kiize idealnim
a nejpiijatelnéjSim modelem také studia starnuti dalSich tkani pochazejicich z ektodermu,
jako je nervovy systém (Makrantonaki a kol., 2010). V neposledni fadé prevence
onemocnéni spojenych s vékem, kterd je jednim z cili soucasné mediciny, vyzaduje detailni
pochopeni mechanismt podilejicich se na starnuti ktize (Kanaki a kol, 2016).

Fibroblasty hraji klicovou roli pii udrzovani homeostazy pojivové tkané ktize (Robert
a kol, 1992). Mnoho humoralnich a bunécnych faktori mize aktivovat nebo inhibovat
jednotlivé funkce fibroblastli a podilet se na fyziologii i patologii homeostazy pojivovych

tkani, jako je hojeni ran, vzniku a pribéhu zanétu nebo rakoviny. Kultivované fibroblasty
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predstavuji rozsifen¢ pouzivany in vitro model pro studovani vrozenych a ziskanych poruch
a pro zkoumani vyznamu specifickych molekularnich cest vedoucich k diferenciaci, starnuti
a smrti bun¢k (van Gansen a kol., 1987). Bylo publikovano, Ze fibroblasty v in vitro
podminkach zacinaji rozvijet progresivni morfologické zmény kratce po zalozeni kultur bez
ohledu na vék darcti. Dale bylo pozorovano, ze bunééné kultury fibroblastii ziskanych od
dospé€lych a détskych darct vykazuji strukturdlni a metabolické rozdily kvantitativné
a kvalitativné odlisné v ¢asnych a pozdnich pasazich. Bylo proto navrzeno, Ze starnuti in
vitro mize predstavovat vhodny systém pro zkoumani ztraty replikacniho potencialu, tedy
fibroblasty odvozené od dospélych a détskych jedincti mohou byt povazovany za vhodné
modely bunétného starnuti (Robbins a kol., 1970; Schneider a kol., 1976). Dale bylo
navrzeno, ze replikacni schopnost fibroblastii v kultufe je nepfimo timérnd véku darci.
Nicméné nové&jsi vyzkumy nepotvrdily tuto korelaci (Cristofalo a kol., 1998). Podle
Boraldiho a kol. nebylo nikdy provedeno ptimé srovnani lidskych fibroblastti od mladych
a starych darci pii dlouhodobé kultivaci (Boraldi a kol., 2010).

Témér pred pual stoletim bylo prokdzdno, Ze normalni somatické lidské buiky
podstupuji Vv in vitro podminkach pouze omezeny pocet déleni pred nevratnym zastavenim
jejich proliferace procesem, ktery se nazyva replikacni nebo bunééna senescence (Shay
a kol., 2000). Nasledné studie ukazaly, ze vedle zastaveni bunééného dé€leni senescentni
buiiky ziskaly vyrazné fenotypové zmény vcetné rezistence vuci apoptdze a doslo ke
zménam v expresi. Dalsi studie prokazaly, ze senescentni fenotyp mize byt Vv bunikach
indukovan, pokud jsou vystaveny riznym stresovym faktorim jako jsou oxidac¢ni Cinidla
vyvolavajici poskozeni DNA nebo expresi aktivovanych onkogenti (Campisi a kol., 2007).
Nyni je zfejmé, Ze zastaveni bun&fné proliferace, nazyvané bunécnd senescence, je
podstatou mechanismu potlatovani ristu nadort. Kromé toho existuji dikazy, ze
senescentni bunky mohou akumulovat s vékem Vv obnovujicich se tkanich a na mistech
patologickych zmén souvisejicich s vékem, jako je osteoartritida a arterioskleroza (Campisi,
2005).

Na zéakladé vysledki studii bylo navrzeno, Ze v procesu starnuti hraje kli¢ovou roli
oxidacni stres a rezistence organismu vici oxida¢nimu stresu mize klesat se stoupajicim
vékem (Matsuo a kol., 2004; Sohal a kol., 1996). ROS a RNS, K jejichz zvysené produkci
dochazi vlivem puasobeni UVA fotonu, Vv ptipadé nedostateéné eliminace antioxida¢nimi
systémy oxiduji biomolekuly, jako DNA, proteiny a lipidy. Oxidované produkty téchto
biomolekul se postupné hromadi ve starnoucim organismu a negativné ovliviiuji fadu

procest probihajicich v buiikach/tkanich. Na modelu transgenni octomilky obecné
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(Drosophila melanogaster) bylo prokazano, ze v zvySena exprese antioxidac¢nich enzymi
(SOD a KAT) snizuje oxidac¢ni poSkozeni molekul souviseji s vékem a prodluzuje délku

zivota (Orr a kol., 1994).

6.1  Porovnani senzitivity fibroblasti od détskych a dospélych darcu vuci pusobeni
UVA zareni béhem dlouhodobé kultivace

Pomoci vySe uvedenych metod (kapitola 4.1) byla u fibroblasti ziskanych od tii
détskych a tfi dospélych darcii porovndna senzitivita téchto bunék vic¢i UVA zafeni
Vv pribéhu 15. pasazi.

Pribézné v kazdé pasazi byla zjiSténa viabilita fibroblastti. Jako zakladni metoda
byla pouzita metabolicka pteména MTT. Rada publikovanych praci upozoriiuje na nékteré
nevyhody metody vyuzivajici MTT. Napiiklad podle Chiba a kol. mize formazan vznikajici
pii metabolizaci MTT zpusobovat poskozeni bunék, a tedy zkreslovat vypoveédni hodnotu
metody. Proto doporucuji nizké koncentrace MTT a ptipadné zkratit dobu inkubace (Chiba
a kol., 1998). Podle Viana a kol. n¢které typy bun¢k napt. mysi fibroblasty 1929 vykazuji
nizkou aktivitu dehydrogenaz redukujicich MTT, a proto u nich neni vhodné viabilitu
stanovovat touto metodou (Vian a kol., 1995). Z téchto diivodi byla paralelné pro sledovani
zivotnosti bundk pouzita také metoda inkorporace NC. S vyuzitim MTT byl pozorovan
pokles viability obou typu bun¢k se zvysujici se daivkou UVA zafeni. Nicméné nebyly
zjistény signifikantné odlisné rozdily mezi fibroblasty od détskych a dospélych darcu.
Pomoci inkorporace NC byl zjiitén srovnatelny trend poklesu viability fibroblasti détskych
a dospélych darcti se zvysujici se davkou ozafeni. Nicméné pomoci NC byl zjistén veétsi
pokles viability u obou typt bun&k po 10. pasazi u niz§i davky (5 J/cm?) ve srovnani
s metodou MTT, kde tento jen nebyl viibec patrny. Inkorporace NC se tak jevi jako citlivjsi
metoda stanoveni zivotnosti fibroblastt.

U obou typt bun¢k byla dale sledovana a porovnana proliferace po delsi dobé
kultivace, konkrétné v 10. a 15. pasazi. Proliferace byla hodnocena pomoci inkorporace
BdrU, coz je nukleotidovy analog thymidinu, ktery je za¢lenén do DNA béhem jeji syntézy
a muze byt detekovan s vyuzitim specifické protilatky. Inkorporace BrdU je jednou z
nejbeéznéjSich metod detekce syntézy DNA v histologickych nebo cytologickych vzorcich
(Trent a kol., 1986). Touto metodou nebyly rovnéz zjistény signifikantni rozdily mezi
fibroblasty od détskych a dospélych darct. Tento vysledek je v souladu se studii Cristofala
a kol., kteti popsali, Ze neexistuje vyznamna zména Vv proliferaci fibroblastt v zavislosti na

veéku darce (Cristofalo a kol., 1998). Nameétena data rovnéz ukazala, ze pokles proliferace
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fibroblastl se nezvySoval s rostouci davkou UV A zéteni. Tyto vysledky se neshoduji s praci
Debacg-Chainiauxe a kol., kteii po 10 expozicich UVB zafeni (250 mJ/cm?) pozorovali
vyrazné snizenou proliferaci koznich fibroblast (Debacg-Chainiaux a kol., 2005). Rozdil je
pravdépodobné zptsoben odliSnym typem pouzitého UV zéafeni. UVB zafeni ma vyssi
energii a je schopné vyvolat ptimé poskozeni DNA bungk (je 1000krat vice genotoxické) ve
srovnani s UVA slozkou. Proto i pii malé davce mize UVB zafeni snizovat proliferaci
a navozovat senescenci mnohem rychleji nez UVA zafeni.

ROS jsou ptirozené neutralizovany antioxida¢nimi systémy bufiky. Pokud z néjaké
pri¢iny nastane nerovnovaha mezi produkci ROS a jejich eliminaci plisobenim antioxidant,
burka ¢i tkan se dostava do prooxidacniho stavu, ktery se oznacuje jako oxidacni stres.
V disledku oxida¢niho stresu muze nasledné dojit k oxidacnimu poskozeni molekul.
Modifikované molekuly ¢i vétsi utvary se mohou hromadit v buiikach a urychlovat jejich
starnuti (Finkel a kol., 2000). Existuji i studie, podle kterych resistence organismi proti
oxida¢nimu stresu mize s rostoucim vékem stoupat (Lithgow a kol., 2002). Hladina ROS
byla u fibroblastd od détskych a dospélych darci porovnavana v 10. a 15. pasazi. V
10. pasazi byl signifikantni rozdil nalezen pouze u nejvy$si davky (10 J/cm?), kdy hladina
ROS u bun¢k od dospélych darci byla 4krat vyssi ve srovnani s buitkami od détskych darci.
Tyto vysledky se shoduji se studii Boraldiho a kol., jeZ pfi pouziti stejné fluorescencni sondy
detekovali mnohonasobné¢ vyssi hladinu ROS u bunék od dospélych darci oproti détskym
(Boraldi a kol., 2010). Oproti Boraldiho a kol. studii byl v této studii zjistén narust hladiny
ROS s rostouci pasazi. Dle Boraldiho a kol. se hladina ROS v pribéhu dlouhodobé kultivace
neménila (Boraldi a kol., 2010). Nalezeny rozdil miize byt zpusoben odlisSnym genetickym
pozadim déarct. V 15. pasazi byla dale byla zjiSténa vyS$si produkce ROS u fibroblasti od
détskych darci oproti buitkdm od dospélych darci. Toto zjisténi koreluje s pfedchozimi
studiemi, podle kterych se zvySujici se pasazi a vékem darci muze dojit k poklesu tvorby
ROS ve fibroblastech (Boraldi a kol., 2010; Matsuo a kol., 2004).

Poslednim studovanym parametrem byla hladina GSH, nejvyznamnéjSiho
neenzymového antioxidantu v buiikach. Hladina GSH klesala u bunék od détskych darcu
umérné rostouci davce UVA zéteni. U vyssi 15. pasdZze byl patrny mirny narist hladiny
GSH. Chovani fibroblastti od dospé€lych darct bylo vyrazné odlisné ve srovnani s bunkami
od détskych darcti zejména v 10. pasazi. Nebyl patrny jednoznacny pokles hladiny GSH
s davkou UVA zafeni a nedoslo ke zvyseni hladiny GSH po 24 h od ozafeni. V 15. pasazi
byl jiz trend u obou typt bunék srovnatelny. Piestoze u bun€k od détskych darci doslo

k vétsimu poklesu GSH v krat§im ¢asovém intervalu, regenera¢ni schopnost téchto bunék
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(hladina GSH po 24 hod) se jevila vyssi (Graf 7). Ziskané vysledky nelze relevantné srovnat
s jinymi studiemi, nebot’ zcela neodpovidaji podminkdm tohoto experimentu. Nicméné
Matsuo a kol. zjistili vys$si hladinu GSH u buné¢k od star$ich darcti oproti mladym darciim
(Matsuo a kol, 2004). Podobné Shindo a kol. popsali, Ze se zvySujicim se vékem darce se
hladina GSH u fibroblastt vystavenych UVA zafeni mirné navysila (Shindo a kol., 1991).
Na druhou stranu Lu a kol. popsali snizenou hladinu GSH se zvysujicim se vékem darce (Lu
a kol., 1999). Rozdily mezi vysledky studii mohou byt zptisobeny odlisnym genetickym

pozadim darct, ale i environmentalnim prostiedim, v némz darci zili.

6.2  Vliv opakované expozice UVA ziareni na senescenci a oxidacni stres u koZnich
fibroblasta

Lidska kize je opakované vystavovana slune¢nimu UV zéfeni, a proto vzniklé
poskozeni koznich bunék a struktur mé kumulativni charakter a zvétSuje se s vékem. V tomto
ohledu je zkoumdani zmén koznich fibroblastii po opakované expozici UV zafeni tedy
smysluplngjsi nez detekce zmén po jedné expozici (Lavker a kol., 1995).

Ve druhé ¢asti experimentt byla proto srovnavana senescence a vybrané parametry
oxida¢niho stresu u pfirozen¢ starnoucich primarnich koznich fibroblasti (bez UVA
expozice) a fibroblasti opakované vystavenych nizké davee UVA zafeni (2,5 J/cm?). V obou
skupinach bunék byla pouzity fibroblasty izolované z koznich fragmentti 6 dospé€lych darct.

Senescence byla detekovana pomoci aktivity B-galaktosidasy (SA-B-gal), jez je
jednim z rozsifené pouzivanych markert senescence. Boraldi a kol. popsali aktivitu
SA-B-gal jiz v pocatecnich pasazich kultivace primarnich fibroblastti od dospélych darct,
pri¢emz pocet SA-B-gal-pozitivnich Cili senescentnich bunék se postupné zvysoval s dalsimi
pasazemi (Boraldi a kol, 2010). Z vysledkt této prace vyplynulo, Zze u fibroblastd, které
nebyly vystavovany pusobeni UVA zafeni, se poCet senescentnich bunék zvySoval
v priibéhu celé kultivace. Na konci experimentu (14 expozic davee 2,5 J/cm?) bylo
zaznamenano témé&f Inasobné zvyseni poctu senescentnich bunek oproti vychozi hodnoté (0
expozic UVA zafeni); toto je v souladu s vysledky Boraldiho a kol (2010). U opakované
ozafovanych fibroblastli byl pocet senescentnich bunék minimalni (4,9+3,3 % na konci
experimentu) ve srovnani s buitkami neozafovanymi (55,3+6,4 % na konci experimentu).
V nedavné praci bylo popsano, ze opakovand expozice koznich fibroblastii izolovanych
z ptedkozky novorozenct nizké davce UV A zateni po 10 po sob¢ nasledujicich dnti (celkova

davka 36 J/cm?) vedla ke zvyseni aktivity SA-B-gal v buiikich (Yoshimoto a kol., 2018).
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Rozdil vysledki miize souviset s darci bunék (dospélé Zeny vs. novorozeni chlapci,) ale
I usporadanim experimentt. V nasich podminkach mély buniky mezi expozicemi delsi dobu
na regeneraci a poSkozené bunky mohly byt efektivnéji eliminovany napf. apoptdzou.
Debacg-Chainiaux a kol. ve své studii rovnéz zjistili, Ze opakované expozice UVB zaifeni
(10 x 250 mJ/cm?) stimuluji u fibroblastli mimo jiné aktivitu SA-B-gal (53 % SA-B-gal-
pozitivnich bun¢k) (Debacg-Chainiaux a kol., 2005). Rozdil vysledku je v tomto pfipadé
velmi pravdépodobné zptisoben pouzitim odli§ného typu UV zafeni. UVB zafeni ma vyssi
energii a pusobi na fibroblasty odliSnymi mechanismy ve srovnani s UVA zafenim, viz
teoreticka cast.

Zvolené parametry oxida¢niho stresu ukazaly, Ze opakovana expozice UVA zafeni
vedla k postupnému mirnému naristu hladiny GSH, a naopak k mirnému snizeni hladiny
ROS oproti neozafovanym fibroblastim. Tyto vysledky naznacuji schopnost koZnich
fibroblasti adaptovat se do urc¢ité miry na negativni ptisobeni vnéjsich faktort. Zjisténi této
studie koreluji s vysledky publikovanymi Liuem a kol., kde opakovana nizka davka UVA
zateni vyvolala signifikantni ochranu koZnich fibroblasti proti poSkozeni. Mechanismy
mohou zahrnovat opravu DNA a do¢asné zastaveni bunééného cyklu indukované nizkou
davkou UVA zafeni (Liu a kol., 2012). Vysledky taktéz koreluji Se studii Matsua a kol., ktefi
popsali souvislost mezi zvysenim hladiny GSH a vytvofenim rezistence fibroblastia viaci

oxida¢nimu stresu (Matsuo a kol., 2004).
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7.  ZAVER

Tato magisterska diplomova prace se zabyvala porovnanim senzitivity primarnich
fibroblastt izolovanych z kozni tkané dospélych darci a détskych darct béhem dlouhodobé
kultivace (jako modelovy stresovy faktor bylo pouzito UVA =zafeni) a porovnanim
senescence a vybranych parametri oxida¢niho stresu u primarnich koznich fibroblastl
dlouhodobé¢ kultivovanych bez UV A ozéteni a stejnych bunék opakované vystavenych UVA
zafeni. Ze ziskanych vysledkt vyplynuly tyto zavéry:

- u obou skupin darct byl zjistén srovnatelny pokles viability bunék vlivem ptisobeni UVA

zateni; metoda inkorporace NC se jevila citlivéjsi ve srovnani s metabolickou pfeménou

MTT

- u obou skupin darcii byl zjiStén srovnatelny pokles proliferace bunék po ptisobeni UVA
zareni
- u fibroblastl izolovanych z klGze dospélych darci byl zjistén pokles hladiny ROS

S rostoucim poctem pasazi

- u fibroblasti izolovanych z klize dospélych darct byl v niz§i pasazi detekovan nizsi

poklesu hladiny GSH, ale sou¢asné niZsi schopnost regenerace bazalni hladiny GSH

- u fibroblastii opakované vystavenych nizké davce UVA zateni byl nalezen vyrazné nizsi

pocet SA-B-gal-pozitivnich (senescentnich) bunék oproti bunkam neozafovanym

- opakovana expozice UVA zéfeni vedla k postupnému mirnému nartstu hladiny GSH

a mirnému sniZzeni hladiny ROS ve srovnani s neozafovanymi fibroblasty

Ziskané vysledky naznacuji, Ze pro dermatologické studie je mozné vyuzit
fibroblasty jak od dospélych, tak od détskych darcii, zejména pokud se jednd o zakladni
stanoveni, zaloZzené na metodach sledujicich viabilitu bun€k. U stanoveni specifickych
parametri  jako je napf. hladina antioxidantii, produkce reaktivnich sloucenin,
aktivita/exprese proteinli, poSkozeni DNA, je nutné pocitat srozdilnym chovanim ¢i
citlivosti bunék.

V priibéhu dlouhodobé kultivace mize u koznich fibroblastli dochazet minimalné
k ¢astecné adaptaci vici pusobeni stresovych faktorGi napf. UVA zafeni a naslednému
oxida¢nimu stresu Vv disledku nekontrolované produkce reaktivnich slouc¢enin. Objasnéni

detailniho mechanismu bude pfedmétem dal§iho zkoumani.
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