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Lidska kize neni zcela nepropustna, proto je dllezité znat
jeji propustnost pro latky, které se pouZivaji v fadé
dermatologickych a kosmetickych pfipravkd. U benzo|c]-
fenathridinového alkaloidu sanguinarinu (SG) pfi topické
aplikaci neni znama bezpecnost jeho pouziti. Studie
prokazala, ze SG je pro kozni fibroblasty toxicky
(ICs0 = 1,94 pmol/l) a je témito burfikami pfeménovan na
méné cytotoxicky metabolit dihydrosanguinarin (DHSG,
ICs0> 50 pumol/l). DHSG je uc€inkem UVA zafeni
preménovan na SG a ICsy klesa na hodnotu 0,625 pmol/l.
Pfi této konverzi dochazi k produkci reaktivnich forem
kysliku, které jsou zodpovédné za tvorbu jednovlaknovych
zlomu DNA. In vitro pfi pouziti difuznich komarek s lidskou
kdzi bylo zjisténo, Ze oba alkaloidy SG i DHSG se vazi jen
do vrstvy stratum corneum (SC) a neprochazi do hlub$ich
vrstev kuze. PFi pouziti zamrazené klUze byla pozorovana
vyS§Si akumulace téchto latek v SC v porovnani s Cerstvou
kbzi. Topicka aplikace SG/DHSG mlze byt spojena s
fototoxickou reakci, ¢&ehoz by se mohlo vyuzit

ve fotodynamickeé terapii pfi Ié€bé nemoci klize.

transdermalni transport, difuzni komurky, sanguinarin,

d
8
0

ihydrosanguinarin, fototoxicita, metabolismus
2

Cesky



Bibliographical identification:

Autor’s first name and surname Bc. Lucie Novotna

Title

Type of thesis

Department

Supervisor

Transdermal transport and safety of natural
substances

Master

Department of Medical Chemistry and Biochemistry,
Faculty of Medicine, Palacky University, Olomouc
Doc. RNDr. Jitka Vostalova, Ph.D.

The year of presentation 2013

Abstract

Keywords

Number of pages
Number of appendices

Language
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1. CILE PRACE

Testovani priniku sanguinarinu a dihydrosanguinarinu pres lidskou kazi pouzitim
difuznich statickych vertikalnich komurek.
Stanoveni cytotoxicity a bezpe€nosti sanguinarinu a dihydrosanguinarinu

v kombinaci s UVA a UVB zarenim.



2. TEORETICKA CAST

2.1. KUZE

Lidska kuze je organ pokryvajici celé télo a oddéluje tak vnitfni prostredi
organismu od vnéjSiho prostredi. Kize dospélého ¢lovéka zaujima plochu primérné
1,6 — 1,8 m?. Hmotnost kiZze dosahuje 3 kg, ve spojeni s tukem muzZe vazit az 20 kg.
Jeji tloustka se pohybuje vrozmezi 0,5 — 4 mm podle oblasti téla. Sklada se

z pokozky, Skary a podkozniho vaziva (obr. 1).

Epidermis

-

S. corneum

S. granulosum T & 22 ee =
RO ET L 4

: Epidermis
S. spinosum S
Ty
S. basale 7l
Dermis

Podkozni vazivo

Mazova Zlaza

Obr. 1 Stavba kidze (www.liposukce.cz)

2.1.1. Pokozka (epidermis)

Pokozka je tvofena mnoha vrstvami bunék dlazdicového epitelu. Kromé
keratinocytd, které jsou zastoupené v nejvétSim mnozstvi a nachazi se v rGzném stupni
diferenciace v jednotlivych vrstvach pokozky (obr. 2), obsahuje i melanocyty,

Langerhansovy buriky a Merkelovy buriky.



Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Obr. 2 Jednotlivé vrstvy pokozky. Upraveno dle www.exbio.com.

Nejhloubéji v pokozce je ulozena zarodeCna vrstva keratinocytld (stratum
germinativum), u které se rozliSuje vrstva stratum basale, jejiz basalni bunky se
mitoticky déli, a stratum spinosum. V dalSich vrstvach keratinocytl, které smétuji
k povrchu kize, dochazi k charakteristickym zménam, které vedou az k odumfeni
keratinocytd (buné&né smrti). Po vrstvé stratum spinosum se smérem k povrchu kize
nachazi stratum granulosum, kde cytoplazma keratinocytl obsahuje keratohyalin,
prekurzor keratinu. Po ztraté bunécného jadra se vrstva méni ve stratum lucidum.
Burky této tenké vrstvy obsahuji dalSi prekurzor keratinu eleidin. Stratum lucidum
pfechazi v rohovou vrstvu stratum corneum (dale jen SC), ktera tvofi hlavni bariéru
organismu vuci okoli. SC je tvofeno pfiblizné 20 vrstvami bezjadernych keratinocytu —
korneocytu. Burky této vrstvy maji minimalni obsah vody a obsahuiji viaknitou bilkovinu
keratin, jejiz disulfidické mustky zajiStuji pevnost a pruznost. Nejvrchnéjsi vrstva
korneocytl se pfeméruje na zbytky bunék (stratum disjunctum), které se odlupuji
v podobé drobnych Supinek (deskvamace). Proces zrani keratinocytll se nazyva
keratinizace, pfi Eemz obména epidermis trva asi 1 mésic.

Melanocyty jsou dentritické buriky v bazalni vrstvé epidermis, které se nachazi
nejvice v trvale osvétlenych ¢astech téla (oblicej, hibet ruky). Obsahuji specializovana
téliska melanosomy produkujici melanin. Melanosomy prechazi dentritickymi vybézky
do okolnich keratinocytli, pfedevsim v zarodec¢né vrstvé, v nichz se hromadi kolem
jadra a slouzi jako ochrana genetické informace pfed UV zafenim.

Langerhansovy bunky maji funkci v imunitnim systému, konkrétné v rozpoznani a

zpracovani antigenu. Vyznacuji se velkou citlivosti na UV zareni.
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Merkelovy buiky jsou souéasti komplexu zvaného Merkelova ploténka
(Merkelova burika, nervova zakonceni, Schwanova burka). Z ddvodu pfitomnosti
nervového zakondéeni, Merkelovy buriky zfejmé slouzi jako mechanoreceptory (Cihak,
2004).

2.1.2. Skara (dermis, corium)

Skara je fibroelastické kolagenni vazivo pfipojené k pokoZce bazalni membranou.
Lze ji rozdélit na vrstvu papilarni (stratum pappilare) a vrstvu retikularni (stratum
reticulare). Pfevladajicimi typy bunék jsou fibroblasty, mastocyty a makrofagy (Riviere,
2006).

Fibroblasty maji ovalné jadro a vietenovity tvar s vybézky. Jsou mitoticky aktivni,
patfi mezi kmenové bunky. Fibroblasty jsou zfejmé nejméné specializovanymi bufikami
pojivoveé tkang, proto se mohou pfeménit na tukové buriky adipocyty, dale osteocyty,
chondrocyty a svaloveé buriky (Alberts et al., 2008). Fibroblasty se zapojuji i do procesu
hojeni ran.

Ve Skafe jsou pfitomny mazové a potni Zlazy, vlasové folikuly a krevni cévy,
které zasobuji Zivinami i bufky v epidermis. V dermis se vyskytuje fada nervovych
vlaken - Meissnerova téliska (receptory hmatovych vjemu), Ruffiniho téliska (receptory

tepla) a Krauseho téliska (receptory chladu) (Cihak, 2004).

2.1.3. Podkozni vazivo (subcutis, tela subcutanea)

Podkozni vazivo zajiStuje spojeni dermis s povrchovou fascii nebo periostem (okostici)
pomoci vazivovych pruhu. Mezi nimi jsou ulozeny tukové bunky, které slouzi jako
skladisté zasobnich latek, maji ochrannou, termoregulaéni a mechanickou funkci.
Podkozni vazivo je i mistem vyskytu Vater-Paciniho télisek (receptory tlaku a tahu)
(Cihak, 2004).

2.1.4. Funkce kuze

prostfedi organismu. Fyzikalni bariéru zajistuje rohova vrstva, mezibunétné spojeni,
dermoepidermalni junkce a podkozni tukova tkan. Chemicka/biochemicka bariéra je
tvofena z vysoce organizovanych tukd, kyselin, hydrolytickych enzymd,
antimikrobidlnich peptidl a makrofagl. Imunologicka bariéra je zajisténa humoralnimi a
buné&nymi slozkami imunitniho systému (Proksch et al., 2008). VSechny slozky téchto

bariér se podili na ochrané organismu pied alergeny, toxickymi chemikaliemi a
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mikroorganismy (v€etné& bakterii, hub, parazitd a vird) Zijicich ve vnéjSim prostredi.
Chrani organismus i pfed UV zafenim.

PFitomnost receptord umoziuje vnimani tepla, chladu a tahu. Funkce v regulaci
télesné teploty spoCiva v zuzeni cév (vazokonstrikce) ve chladném prostfedi,
v opacnem pfipadé dochazi k roz8ifeni cév (vazodilatace). Ztrata prebytecnéeho tepla je
usnadnéna odparenim potu. Pot je sekret potnich zlaz, které spolu s mazovymi zlazami
zajistuji vyluCovani latek z téla a podili se na exkre¢ni funkci.

Diky resorpéni funkci je mozné prfes klUzi podavat léCivé pfipravky v podobé
masti nebo adhesivnich naplasti. K usnadnéni praniku léciv pfes kuzi se pouzivaji
akceleranty neboli urychlovade transdermalni penetrace, které slouzi ke snizeni
bariérové vlastnosti kGize (Hrabalek et al., 1999). Klze je schopna metabolizovat
nékteré slouceniny po absorpci, které se snadnéji vylucuiji.

Stavba kGze minimalizuje ztratu vody z organismu a brani jeho dehydrataci.
Malé mnozstvi vody v kizi, kyselé pH (kolem 5) a pfitomnost nepatogennich
mikroorganism( ve stratum corneum vytvari nepfiznivé podminky pro rist patogenu
(Elias, 2007).

2.1.5. Kozni bariéra

Objasnéni bariérové funkce je mozné detailnim popisem chemického slozeni SC.
SC je tvofeno ze 75 — 85 % proteinll, 5 — 15 % lipidli, zbytek predstavuje dalSi
organické slouceniny a voda. Proteiny jsou hlavné v korneocytech, burikach vysoce
nerozpustnych a odolnych na pusobeni chemikalii. Mezibuné&&ny prostor rohové vrstvy
je vyplnén smési lipidu, tvofici lamely, které se skladaji do nékolika dvojvrstev
hydrofobni €asti dovnitf a hydrofilni vné. Lamely jsou slozeny z ceramidd (50 %),
cholesterolu (25 %), ktery zastava funkci stabilizatora lipidickych struktur v SC, a
volnych mastnych kyselin (10 %). V mensim mnozstvi jsou zastoupeny estery
cholesterolu s organickymi kyselinami, cholesterol-sulfat a glukosylceramidy (Hrabalek
& Vavrova, 2005). Zakladem ceramidu, nejdalezitéjsi slozky mezibunéénych lipidovych
lamel, jsou bazické alkoholy napf. sfingosin, fytosfingosin a hydroxysfingosin.
Propustnost ceramidovych lamel je tisickrat niZSi nez u fosfolipidovych dvojvrstev diky
menSi polarni hlavé a delSimu hydrofobnimu fetézci (Vavrova & Hrabalek, 2006).

Zasluhou tohoto slozeni je SC mimofadné odolna vrstva proti fyzikdlnim a
chemickym vlivim. Prfesto rohova vrstva pokozky neni stoprocentné nepropustna,
prochazi pfes ni nékteré tekutiny a plyny. Lze fFici, Ze pfes pokoZku prochazi latky
s mensi molekulou, pfi éemz plati, Ze lépe pronikaji latky rozpustné v tucich nez ve
vodé (Cihak, 2004).

-12 -



2.2.  TRANSDERMALNi ABSORPCE

Latky mohou do vnitfniho prostfedi organismu prechazet pres kuzi péti moznymi
cestami (Hrabalek et al., 1999). Nejvice latek prochazi transcelularni cestou, tzn. pfes
korneocyty v rohové vrstvé a keratinocyty ve zbyvajicich vrstvach epidermis. Dalsi
moznosti pfechodu je intercelularni cesta pfes mezibunéléné prostory, cesta pres
vlasové folikuly, mazové Zlazy a vyvody potnich Zlaz (Kotingova et al., 2009).

Chemické latky prostupuji kGzi pasivni difuzi, ktera je fizena termodynamickou
silou, aktivni transport nehraje Zadnou roli. Difuze je popsana Fickovym zakonem podle
vzorce (1), ktery uvadi, Ze tok latky membranou je pfimo umérny rozdilu koncentraci

na obou stranach membrany:

_ [CIY)
J=-Dx 29 (1)

kde J je tok latky (ug.h™.cm™), ktery je definovan jako mnozstvi latky pfenesené difuzi
za jednotku &asu; D je difuzni koeficient (cm?.h™), ktery ma vyznam rychlostni
konstanty difuze; 8C je rozdil koncentraci (g.cm™), &x je vzdalenost difuzni drahy (cm),
5C/dx je koncentraéni gradient (g.cm™).

Pro kvantifikaci transdermalni absorpce je Ficklv zakon upraven na tvar vzorce

(2):

J === AC+A )

kde D je difuzni koeficient nebo difuzivita latky v intercelularnich lipidech SC, PC je
rozdélovaci koeficient latky mezi SC a aplikovanou latkou v roztoku, h je tloustka kaze
nebo aktualni délka drahy difuze souvisejici se zakfivenosti intercelularnich drah
v kizi, ktera zavisi na velikosti korneocytu, prostoru mezi burikami a po¢tu bunéénych
vrstev, AC je koncentra¢ni gradient mezi aplikovanou davkou a receptorovym médiem
a A je aplikovana davka na plochu kiiZe. Ridici silou pro tento termodynamicky proces
je koncentracni gradient, ktery existuje mezi aplikovanou davkou a dermalnim
perfuzatem nebo krvi.

Koeficient propustnosti K, (cm.h™) je uréen jako D*PC/h. Kineticky je K,
rychlostni konstantou 1. fadu, ktera tvofi zaklad pro absorpéni rychlostni konstantu K,
pouzivanou ve farmakologickych modelech popisujicich perkutanni absorpci a
transdermalni podavani léCiv. Po dosazeni konstantni rychlosti absorpce se ustali
pratok latky Jes (steady state-flux, pg.h™*.cm?). J je dilezity pro uréeni koeficientu

propustnosti, ktery Ize urcit ze vzorce (3):

Kp=33C @

kde C je koncentrace aplikované latky na kizi (g.cm™) (Riviere, 2010).
Difuzivita latky zavisi na molekulové hmotnosti, rozpustnosti latky ve vrstvach

kGize, stupni ionizace latky a na jeji interakci se slozkami kuze (napf. vodikové vazby a
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hydrofobni interakce). Latky s molekulovou hmotnosti vy$Si nez 500 Da (napf. proteiny
a nanocastice) maji extrémné nizkou difuzivitu, neoby€ejné dlouhou dobou do zacatku
pronikani latky kizi (lag time) a jejich absorpéni rychlost je velmi mala (Riviere, 2010).

Podle rozsahu praniku latky do kuze se prinik rozliSuje na adsorpci, kdy se latka
vaze pouze v rohové vrstvé, z niz je odstranéna s odlupujicimi se burikami, a absorpci,
pfi niz se latka dostava az do Skary, a tudiz do celého organismu. Podle Svétové
zdravotnické organizace (WHO) je absorpce globalni termin, ktery popisuje transport
latky z povrchu klize do systémové cirkulace, proto je absorpce dale rozdélena na
penetraci (vstup latky do rohové vrstvy), permeaci (vstup latky do dalSi vrstvy, ktera se
strukturalné a funkéné lisi) a resorpci (vstup latky do lymfatického a krevniho systému
v kUzi a vétSinou az do systémové cirkulace).

Obecné Ize rozdélit metody na méfeni pfestupu chemickych latek kdzi na in vitro
a in vivo. Tato diplomova prace se zabyva metodou in vitro. Struéné informace o

testovani in vivo jsou uvedeny pro srovnani.

2.2.1. Testovani in vitro

In vitro metody jsou uréeny pro méfeni penetrace chemikalie do kiize a nasledné
permeace pres kizi. Pro ur€eni miry penetrace a permeace se vyuziva zamrazena i
Cerstva, metabolicky aktivni kuze, ktera se da také pouzit pro studium metabolismu
latky/latek. Permeacni vlastnosti SC zlstavaji nezménény po excizi z téla, tudiz pokusy
in vitro jsou vhodné pro predpovéd dermalni penetrace. Pfi srovnavani absorpce in
vitro a in vivo nebyly zjistény vyznamné rozdily v naméfenych hodnotach (Bronaugh &
Franz, 1986; Wester et al., 1992). In vitro testovani nabizi fadu vyhod vc¢etné SirSiho
vybéru darct klze, lepSi reprodukovatelnosti vysledkl, uspor nakladl a ¢asu (van
Ravenzwaay & Leibold, 2004).

2.2.2. Testovaniin vivo

Hlavni vyhodou in vivo studii je pouZiti fyziologicky a metabolicky neporuseného
systému. Studie se provadéji na laboratornich zvifatech, obvykle hlodavcich, a lidech.
Dobrovolnici jsou vyuZivani hlavné v pfipadé testovani humannich farmaceutik, ale
pouZiti toxickych chemikalii je znaéné omezeno. Nevyhodou vyuZiti laboratornich zvirat
je odlisnost ve stavbé a propustnosti klize ve srovnani s lidskou kizi a navic je u nich
nutné chranit misto aplikace pfed pozfenim.

Testovana latka je aplikovana ve vhodném rozpoustédle do vymezeného mista
na kazi jedince. V uréitych intervalech jsou odebirany télni tekutiny (krev, mo¢) a

exkrementy. Mnozstvi latky a/nebo jejiho metabolitu je méfeno vhodnymi analytickymi
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metodami. DalSi moZnou technikou pro méfeni transdermalniho transportu exogennich

latek v extracelularnim prostoru pod kuzi je mikrodialyza (Anderson et al., 1998).

2.2.3. Faktory ovlivaujici transdermalni absorpci

Transdermalni absorpce zavisi na 1) fyzikalné-chemickych vlastnostech
testované slouceniny, 2) fyzikalné-chemickych vlastnostech donoroveé tekutiny, ve které
je testovana latka rozpusténa, 3) interakci mezi testovanou latkou nebo donorovou
tekutinou a kazi, 4) vlastnostech kuze, 5) davce a objemu testované latky, 6) délce
expozice (WHO, 2006).

2.2.3.1. Druh kaze

Z duvodu omezené dostupnosti lidské klGze je transdermalni transport studovan i
na laboratornich zvifatech (napf. mys, potkan, morce, kralik), u kterych je kuze
mnohem vice propustna pro vétSinu chemikalii diky odlisné stavbé kuze. Kize potkana
je v porovnani s lidskou kazi pfiblizné jedenactkrat vice propustna (van Ravenzwaay &
Leibold, 2004).

Vzhledem ke strukturni podobnosti lidské kize s praseéi, zejména v oblasti
usniho boltce, je praseci kize €asto v experimentech vyuzivana pro odhad pruniku
latek lidskou kazi in vitro. Vyznamnou roli zde hraje jeji pomérné snadna dostupnost
(Singh et al., 2002; Sato et al., 1991; Dick et al., 1992).

Alternativou ke kizi lidské jsou ekvivalentni modely zivé kize (living skin
equivalent models, LSEs) a modely lidské epidermis (human reconstructed epidermis,
HRE). Obecné jsou tyto modely vytvorené z lidskych bunék péstovanych jako tkanové
kultury. LSEs obsahuji epidermis, dermis a Caste¢né diferencované SC, nicméné
postradaji viasové folikuly, mazové a potni Zlazy (Netzlaff et al., 2005).

Komeréné dostupné modely lidské epidermis SkinEthic, Episkin a EpiDerm jsou
podobné lidské tkani z hlediska stavby, sloZeni lipidd a biochemickych markeru
(Netzlaff et al.,, 2005; Monteiro-Riviere et al.,, 1997). Nejvéts§im omezenim téchto
modell je mnohem vyraznéjsi propustnost, proto je doporuceno jejich pouziti jen pro
orientacni testovani absorpce. Modely byly oznageny spi$e jako pom(cky pro testovani

fototoxicity a drazdivych ucinku kosmetickych pfisad (Wells et al., 2004).

2.2.3.2. Misto odbéru
Struktura kize se nelidi jen mezi jednotlivci, ale také v riznych anatomickych
oblastech vramci jedince. Napfiklad epidermis je 13 krat silnéjSi na chodidlech a

dlanich nez na oc€nich vi¢kach nebo rtech (Williams, 2003). AvSak Wester & Maibach
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(1992) uvadi, ze rozdil v absorpci Ize vidét u mist se stejnou tloustkou SC a stejna
mista s rozdilnou tloustkou SC vykazuji podobny stuper absorpce.

Obecné se uvadi, Ze uroven dermalni propustnosti klesa v poradi genitalie, hlava
a krk, trup (hrudnik, bficho, zada), ruce, nohy (Williams, 2003).

2.2.3.3. Vék

Roskos et al., 1989 prokazal, ze absorpce méné lipofilnich sloucenin: kyseliny
benzoové, salicylové a kofeinu byla vyrazné nizsi u starsSich lidi. Stejna studie potvrdila,
Ze absorpce hydrofobnich latek zUstava vékem neovlivnéna. Mozné vysvétleni je ve
snizené hydrataci kiize a v nizsi aktivité mazovych zlaz, ktera vede k poklesu mnozstvi
lipidd na povrchu klze. Propustnost novorozenecké pokozky je vysoka (Evans et al.,
1985), po 3 meésicich od narozeni dosahuje kGze bariérové schopnosti dospélého
jedince (Williams, 2003).

2.2.3.4. Pohlavi

Jednim z rozdild mezi muzskou a Zenskou kuzi je velikost keratinocytl. U zen
jsou o0 néco vétsi (37-46 um) nez u muzl (34-44 um) (Williams, 2003). Muzi maji vétsi
mazové a potni zlazy, které jsou aktivnéjSi (Giacomoni et al., 2009). Kize Zen je
charakteristicka vys$sim pH (5,6 £ 0,4) nez kiize muzu (4,3 + 0,4) (Jacobi et al., 2005).
Nicméné vétSina studii nepotvrdila rozdil v propustnosti kiize mezi obéma pohlavimi
(Singh & Morris, 2011).

2.2.3.5. Barva klze

Pfi méfeni absorpce kyseliny benzoové, kofeinu a kyseliny acetylsalicylové
nebyly zaznamenany rozdily mezi kGzi Evropana, Afri¢ana a Asiata. Je tfeba zduraznit,
Ze vSechny zkoumané latky byly hydrofilni (Lotte et al., 1993). PFesto jsou mezi rasami

vyznamné rozdily v obsahu vody ve SC (Berardesca et al., 1991).

2.2.3.6. Teplota kuze

ZvySena teplota zvySuje rychlost priniku latek kuzi, a to pfimym ovlivnénim
procesu difuze (Scheuplein & Blank, 1971). Teplota mGze mit vliv také na krystalickou
strukturu lipidové dvojvrstvy ve SC (Pilgram et al., 1999) a na prutok krve kuzi (Cross &

Roberts, 2005). Oba ucinky se mohou podilet na zvySeném priniku latek.
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2.2.3.7. Hydratace
SC obsahuje za normalnich podminek 5-20 % vody, po hydrataci az 50 %.
ZvySena hydratace SC vede ke zvySené propustnosti mnoha latek (Williams, 2003).

Opacny ucinek byl zaznamenan u hydrofilni slou€eniny kortisolu (Buck et al., 1991).

2.2.3.8. Stav kaze

Naruseni bariérové funkce kize mize mit vyznamny vliv na penetraci a permeaci
latek. Propustnost klize muze byt zvySena fyzikalnimi (sluneéni zareni, okluze,
mechanické poSkozeni, teplota a vlhkost okolniho prostfedi), chemickymi
(rozpoustédla, detergenty, kyseliny, louhy) a patologickymi faktory (atopicky ekzém,
psoriaza, infekce) (Wiechers, 1989). Polarni a nepolarnich rozpoustédla narusuji

lipidové vrstvy a masivné snizuji bariérové funkce kuze.

2.2.4. Difuzni komurky

Nejbéznéjsi metodou pro hodnoceni transdermalni absorpce in vitro je pouziti
difuznich komurek. P¥i testovani je mozné komurky usporadat vertikalné i horizontalné.
V praxi se Castéji vyuziva vertikalni smér penetrace. Byvaji vyrobeny ze skla a teflonu
a skladaji se ze dvou c&asti. Horni Cast je oznalovana jako donorova, slouzi
k davkovani testované latky, spodni receptorova €ast se pini receptorovou tekutinou.
Mezi obé Casti se vklada kuze pokozkou nahoru. RozliSujeme dva typy difuznich

komUrek — statické a pritokové.

2.2.4.1. Statické vertikalni difuzni komurky

Hojné vyuzivanym typem je jednoducha dvoukomorova staticka vertikalni difuzni
komdarka (obr. 3), oznaCovana jako Franzova komdrka (Franz, 1975). Receptorova
tekutina pod kizi je manualné odebirana pro analyzu. Dulezitym faktorem u statickych

difuznich systému je rozpustnost testované latky v receptorové tekuting.
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donorova ¢ast

tésnéni

kize

receptorova Cast

magnetické michadlo

Obr. 3 Staticka vertikalni difuzni komurka

2.2.4.2. Pratokové vertikalni difuzni komurky

Druhym typem jsou pritokové vertikalni difuzni komurky (Bronaugh & Stewart,
1985), které jsou charakterizovany prabéznym nahrazovanim receptorové tekutiny
pomoci peristaltické pumpy. Tato metoda je vhodna pro testovani latek s velmi nizkou

rozpustnosti v receptorové tekutiné.

Ve srovnavacich studiich nebyly prokazany rozdily pfi méfeni propustnosti kiize

vyuzitim statickych a prutokovych difuznich komurek (Clowes et al., 1994).

2.2.5. Testovana latka

Existuji dva rezimy davkovani testované latky: nekonecna (infinite dose) a
konec¢na davka (finite dose).

Nekonecna davka je definovana jako mnozstvi testované latky, kdy je dosazena
a udrzovana maximalni rychlost absorpce. Aplikovany objem musi byt v nadbytku.
Typické jsou davky >10 mg.cm™nebo >100 ul.cm™. PFi této davce je stanoven ustaleny
stav vtoku a koeficient propustnosti.

Pfi davkovani kone¢né davky nemusi byt dosazena maximalni rychlost absorpce
latky nebo k jejimu dosazeni dojde po delSi dobé& a nemusi byt udrzovana. Davka latky
je aplikovana v dostateéném mnozZstvi k pokryti kiZze bud 5-10 pl.cm?, nebo 2-5
mg.cm™. Koncentrace latky se mize ménit (zvysit) v disledku vypafovani donorové

tekutiny, protoze difuzni komurky jsou ponechany bez okluze. Tento stav odpovida
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expozici latky v redlném Zivoté. Po 20-24 hodinové expozici je koncentrace v nosici
snizena na méné nez 10 % pocatecni koncentrace. Kone¢na davka umoznuje odhad
maximalni rychlosti absorpce a celkové absorpce (OECD, 2004; WHO, 2006;
Kotingova et al., 2009).

Latka maze byt aplikovana Cista nebo zifedéna (v idealnim pfipadé s vodou).
Pokud rozpoustédlo obsahuje komponenty, které pfimo reaguiji s intercelularnimi lipidy
v SC, je pravdépodobné, Ze interakce zpusobi zrychleni nebo zpomaleni praniku
(Davis et al., 2002).

2.2.6. Receptorova tekutina

Receptorova ¢ast komulrky je naplnéna receptorovou tekutinou, ktera nesmi
omezovat permeacni proces. Pouzivaji se fyziologické pufry pro udrzeni
zivotaschopnosti kiize nebo izotonické pufry, kdy jiz nebude testovan metabolismus
(v pfipadé mrtvé nebo zmrazené klze). K receptorové tekutiné je mozné pfidat
antibakterialni  latku (Bronaugh, 2000). Pokud je vyZadovano zachovani
zivotaschopnosti kiize pro testovani dermalniho metabolismu je vhodné pouzit média
pro péstovani tkanovych kultur napf. MEM (Eagle’s minimal Essentials medium),
HHBSS (Hepes-buffered Hanks’ balanced salt solution) a DMPBS (Dulbecco modified
phosphate-buffered saline), kterd jsou schopna udrZzet anaerobni a aerobni vyuZiti
glukosy a metabolismus testosteronu a estradiolu po dobu 24 hodin (Collier et al.,
1989). Lipofilni latky jsou Spatné rozpustné ve vétSiné receptorovych tekutin, proto je
vhodné pfidat 4% hovézi sérovy albumin (Hood & Bronaugh, 1999), 50% ethanol nebo
<6% oleyl(poly(oxyethylen),,) pro usnadnéni absorpce a napodobeni vysledkl
testovani in vivo, pfi kterém jsou lipofilni latky snadno unaseny krvi.

Pouziti fosfatového pufru (PBS) eliminuje anaerobni a aerobni vyuziti glukosy. Po

24 hodinach se projevi autolyza zivé epidermis a dermis (Collier et al., 1989).

2.2.7. Priprava kaze

Lidska kuze pro in vitro studie byva ziskavana pfi chirurgickych operacich nebo
pitvach. Z divodu vétSi dostupnosti je vice vyuzivana kize Zen z oblasti trupu
(Dressler, 1999). Cerstvou metabolicky aktivni kiiZi Ize pouzit i na testovani dermalniho
metabolismu a jeho vlivu na absorpéni proces, avSak aktivita enzym( se po odbéru
snizuje (Wilkinson & Williams, 2008).

Klize se pouziva v plné tloustce az 500-1000 um, kdy obsahuje epidermis a
dermis. Dermatomem lze kuzi sefiznout na tloustku 200-500 uym, odstranéna je spodni

¢ast dermis. Kuze ziskana s pouzitim dermatomu je vhodnéjsi pro testovani absorpce
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lipofilnich latek. Epidermis od dermis je mozné oddélit tepelné ponofenim do vody o
teplot¢ 60 °C na 1 min (Bronaugh et al., 1981), enzymaticky nebo chemickymi
separacnimi technikami. Posledni moznosti je pouZziti samotné rohové vrstvy vzniklé
pusobenim trypsinu na pokozku.

Kaze po odbéru musi byt povrchové ocisténa, zbavena viditelnych chlupu a
podkozniho tuku. Za pfedpokladu zmrazeni kGize pfi normalnim stavu hydratace, muze
byt uchovana v hlinikové folii az 1 rok pfi -20 °C (Steiling et al., 2001). Po rozmrazeni
pfi pokojové teploté neni vhodna ke studiu metabolismu z dlvodu neaktivniho
enzymatického systému a vykazuje vyrazné vySSi propustnost v porovnani s ¢erstvou
kizi. Cim deldi doba skladovani, tim je kiZe vice propustna. Pfi testovani se
zmrazenou kizi byl zjistén vySSi stupen ustaleného pritoku latky (steady state flux) a
kratSi doba do zaCatku pronikani testované latky do receptorové tekutiny (lag time)
(Ahlstrom, et al., 2007).

Pfed samotnym experimentem musi byt vizualné ovéfeno, zda klGze neni
posSkozena. V pfipadé zjisténi poskozeni je klze vylouCena. Po rozstfihani na
potfebnou velikost je kize polozena na receptorovou &ast komarky tak, aby se
dotykala receptorové tekutiny bez pfitomnosti vzduchovych bublin. Nasleduje pfiloZzeni
horni ¢asti komarky. Je doporu€eno provést kontrolu integrity bariéry fyzikalnimi
metodami méfenim transepidermalni ztraty vody (TEWL) nebo elektrického odporu
kize (TER). Integrita kiize muze byt provedena také pomoci triciové metody, kdy je
méfen prlnik triciované vody kapalinovou scintilaci (LSC) a hodnoty jsou porovnany se

standardnimi hodnotami (Davies et al., 2004).

2.2.8. Prubéh testovani

Pfipravené difuzni komurky jsou vioZeny do vyhfivané vodni lazné. Na povrchu
kize je nutné udrzovat fyziologickou teplotu 32 + 1 °C. Vlhkost vzduchu by méla byt
mezi 30 % a 70 % (OECD, 2004).

Doba expozice by méla odrazet pouZiti v realnych podminkach. Laboratorni
testovani je doporuceno v délce trvani 24 hodin. U studii trvajicich déle nez 24 hodin
Ize oCekavat zhorSeni integrity kize. AvSak nékteré latky, zejména lipofilni, mohou do
receptorové tekutiny migrovat déle. ZvySena expozice je vhodna v pfipadé delSi lag
faze nebo u aplikace nekoneéné davky s cilem dosazeni ustaleného prutoku (OECD,
2004).
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2.2.9. Metabolismus

V kGzi mohou byt absorbované latky transformovany pfitomnymi enzymy.
Biotransformace absorbované latky je vyznamna pro slouceniny s farmakologickymi a
toxikologickymi ucinky.

Klize obsahuje enzymy, které katalyzuji reakce jak 1. faze (napf. oxidace,
redukce, hydroxylace), tak 2. faze (konjugace) metabolismu latek. V kdzi byly
identifikovany biotransformacni enzymy, které se nachazi v jatrech a ostatnich tkanich
(Panatier et al., 1978). Jejich specificka aktivita je v k(zi nizSi ve srovnani s aktivitou
v jatrech (0,1-28 % u 1. faze; 0,6-50 % u 2. faze) (Hotchkiss, 1998; Hewitt et al., 2000).

Za metabolismus absorbovanych slou€enin jsou nejvice zodpovédné enzymy
jako esterasy (Kenney et al., 1995), alkoholdehydrogenasy (Boehnlein et al., 1994) a
acetyltransferasy (Kraeling et al., 1996). V mensi mife jsou to mikrosomalni
cytochromy P-450 (Mukhtar & Bickers, 1981). Cytochrom P450 (napf. CYP1A/2A) a
enzymy 2. faze metabolismu (napf. glutation S-transferasa (EC 2.5.1.18)) jsou
lokalizovany v bunikach epidermis, mazovych Zlazach a vlasovych folikulech
(Pedlington et al., 1994; Hotchkiss, 1998). Lipasy, proteasy, fosfatasy, sulfatasy,
glykosidasy byly pfedevsim identifikovany v SC, kde jsou zapojeny do procesu zrani
keratinocytl a deskvamace (Howes et al., 1996). Obr. 4 shrnuje znamé rozmisténi
enzymu v lidské kazi.

Ziva epidermis
(pFedevsim stratum basale):

. Vlasovy folikul:
ﬁtratum corneum: cytochromy P450, ADH/ALDH cytochromy P450, ADH, ALDH
ydrolasy, Erierasy, Honoaxygenasy. esterasy, monooxygenasy, transferasy
transferasy FATP, OATP, kationtové ’ ’

// FATP
transportéry, MDR, MRP ’

Mazove zlazy:
===, * Cytochromy P450
_-"\ ADHI/ALDH, esterasy,

|| Dermis: \ 7 %" || monooxygenasy

Krevni cévy cytochromy P450 IR J |
(cévni endotel): I egerasy ¥ ' I~ y AP
cytochromy P450 [l i

Podkozni vazivo

Apokrinni potni  Ekrinni potni Zlazy:
Zlazy cytochromy P450
ADH, ALDH

Obr. 4 Schematicky prehled distribuce enzymi a transportérovych proteinG v lidské kuzi. ADH:
alkoholdehydrogenasa; ALDH: aldehyddehydrogenasa; FATP: transportérovy protein pro mastné
kyseliny; OATP: transportni polypeptidy organickych aniontd; MDR: gen kédujici membranovy kanal tvz.

glykoprotein-P; MRP: membranovy transportni protein. Upraveno dle Dancik et al., 2010.
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Napfiklad po aplikaci benzo[a]pyrenu na kazi morcCete v prutokové difuzni
komurce byl vreceptorové tekutiné identifikovan karcinogenni  metabolit
benzo[a]pyrenu, latka vyvolavajici rakovinu (Ng et al., 1992).

Dulezitym parametrem pfi laboratornim testovani metabolismu je plocha kize
vystavena chemickym latkam. Plati, Zze ¢im vétSi je pouzita plocha, tim je latka i jeji
metabolit snadnéji detekovatelny. Biotransformace aplikované latky je mnohem méné
vyznamna pfi in vitro testovani, protoze Zivotaschopnost kiZze je za danych podminek
nedostateéna a v prlibéhu transdermalniho transportu se snizuji fyziologické funkce
kGize. Transformace latek neni dllezitym faktorem, pokud testovana latka je zadrzena
ve SC, ale stava se vyznamna v pfipadé lipofilnich latek, které se metabolickymi
procesy Vv epidermis a dermis se stavaji hydrofilnimi a prochazeji pfes SC a souCasné

je ovlivnéna jejich penetrace (OECD, 2011).

2.2.10. Transportéry v kizi

Transportéry jsou transmembranové proteiny pfitomné v rlznych tkanich, véetné
kGze. Vykazuji Sirokou substratovou specifitu pro endogenni slou¢eniny a xenobiotika a
jsou zapojenu do procesu pienosu latek (vstupu a vyluCovani) mezi extracelularnim
prostfedim a bufikami. Transportéry proto mohou vyrazné ovlivnit distribuci lokalné
aplikovanych léciv nebo toxickych chemikalii v k(izi, a tudiz i jejich farmakologicky a
toxicky ucinek. V kiOzi byly identifikovany transportéry z rodiny ABC (ATP binding
cassette), konkrétné MDR1, MDR3 (multidrug resistance proteins) zpUsobujici
mnohocetnou rezistenci k lékim a MRP1, MRP3, MRP5-9 (resistance-associated
proteins). Z rodiny SLC (solute carrier) transportért byly v kuzi nalezeny transportni
proteiny PEPT1, MCT1, OCT 1 a 3, OCTN1 a 2, OAT2, CTN 1 -3, ENT 1, 2 a 4, PGT
a OATP-B, -D, -E, -H (Dancik et al., 2010).

2.2.11.Zpracovani vysledku

Vyhodnoceni po aplikaci koneéné davky

Analyzovany by mély byt vSechny komponenty testovaciho systému. Zahrnuje
kzi, receptorovou tekutinu, receptorovou €ast komurky, donorovou &ast komurky,
roztok pouzity na oplachnuti povrchu kize a veSkeré pouzité pomucky.

Testovana latka nalezena v mycim roztoku po omyti kize a pomucek je
oznacena jako biologicky nedostupna. Stejny pfipad plati pro mnozZstvi adsorbované
latky do SC, které muze byt stanoveno metodou ,tape-stripping“. Buriky rohové vrstvy
jsou postupné odstranovany pomoci adhezivni pasky, ktera je nasledné analyzovana

pomoci analytickych metod (provadi se 15-25 strzeni) (OECD, 2004). Ve zbyvajici
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pokozce a Skare je latka identifikovana jako absorbovana a v receptorové tekutiné jako
proniknuta. Vzhledem k prokrveni dermis a jeji uzké vazbé na Zivou dermis, tedy bez
rohové vrstvy, jsou latky nalezeny v téchto vrstvach, pokladany za dostupné krevnimu
obéhu. Samozfejmé k nim patfi latky z receptorové tekutiny a také do téla se mohou
dostat i latky objeveny v koznich adnex jako jsou mazové a potni Zlazy a vlasové
folikuly (Steiling et al., 2001).

Vyslednym parametrem je celkova absorpce, pfi ¢emz je nutné ziskat
z analyzovanych vzorkd 90-110 % (OECD, 2004) nebo 85-115 % (SCCNFP, 2003)
testované latky. Zahrnuto je mnozstvi omyté z povrchu kize, spojené s klzi a
v receptorové tekutiné.

Pfi pouziti znacenych testovanych latek je analyza provedena scintigrafii,
v opacném pfipadé je vhodna vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS) nebo jinym vhodnym detektorem.

Hodnota dermalni absorpce by méla byt vyjadiena v absolutni vysi (ug.cm™)
nebo mize byt vypoltena jako procento aplikované davky zméfenim penetrace
testované latky do receptorové tekutiny a mnozstvi latky zadrzené v kizi (OECD,
2011).

Vyhodnoceni po aplikaci nekone¢né davky

V pfipadé aplikace nekoneCné davky se stanovuje uroven ustaleného pritoku
(Jss) a koeficient propustnosti (K,). Koeficient propustnosti (cm.h™ nebo cm.s™) je
pocitan jako podil ustaleného pritoku (ug.h™.cm™?) a koncentrace testované latky

(ug.cm?) aplikované na kizi (Bronaugh et al., 1999).
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2.3. BENZO[C]JFENANTRIDINOVE ALKALOIDY

Kvartérni benzo[c]fenantridinove alkaloidy (KBA) jsou pomérné malou skupinou
pfirodnich latek Siroce rozSifenych v rostlinnych druzich celedi makovitych
(Papaveraceae), zemédymovitych (Fumariaceae) a routovitych (Rutaceae) (Dostal
& Slavik, 2000). Hlavnimi zdroji je Sanguinaria canadensis, Chelidonium majus,
Dicranostigma lactucoides, Macleaya cordata, Macleaya microcarpa a urcité druhy
Bocconia a Zanthoxylum. Zakladni strukturu tvofi N-methylbenzo[c]fenantridinovy
kationt tvofeny ze Ctyf aromatickych jader obsahujici dusik v pozici 5, nesouci
methylovou skupinu a pozitivni naboj. Jednotlivé KBA se li§i rdznymi kombinacemi
substituentt, zvanych methoxy- (-OCHjz) a methylendioxy- (-OCH,0O-) skupiny. Nejvice
reaktivnim mistem molekuly je iminova vazba mezi atomy N5 a C6, ktera podléha
nukleofilnimu ataku a je spojena se zménami ve struktufe a fyzikalnich vlastnostech
(Dostal & Slavik 2000).

Specifickou vlastnosti KBA je tvorba volnych bazi. Pojem volna baze (free base)
je pouzivan pro produkt s bazickymi vlastnostmi, ktery vznika alkalizaci soli alkaloidu a
v kyselém prostifedi se vraci zpét na sul, jedna se tedy o reverzibilni acidobazickou
reakci. Obé formy se nemohou vyskytovat sou¢asné v rostlinnych tkanich. Pfirozenou
formou KBA je iminova sll, ktera je zodpovédna za typické pestré barvy rostlinnych
organ, latexu a alkoholovych extraktu z rostlin.

Mezi dva nejznaméjsi a komeréné dostupné KBA patfi sanguinarin a chelerythrin.

2.3.1. Sanguinarin

Sanguinarin (SG) je rostlinny alkaloid pfitomny v Sanguinaria canadensis
(krevnice kanadska), Bocconia frutescens (bokonie kvétnata), Poppy fumaria, Macleya
cordata a Chelidonium majus (vlastovinik vétsi) (Mackraj at al., 2008). SG byl objeven
vroce 1827 v S. canadensis. Jeho strukturu objasnili v roce 1931 chemici Spath a
Kuffner (Dostal & Slavik, 2000). S. canadensis (obr. 5), bile kvetouci rostlina pavodem
ze Severni Ameriky, dosahuje vySky 20-50 cm. Roste ve vihkych lesich a houstinach,
Casto v zaplavovych oblastech a na bfezich potoku. Pfi poranéni roni Cerveny latex,
proto je lidové nazyvana krvavy kofen (bloodroot). V nasi zemi obsahuje SG ve véts§im
mnozstvi jen viastoviCnik vétsSi (obr. 6), ktery pfi poranéni roni husty oranzovy latex,
jehoz barva je vysledkem kompozice Cerveného sanguinarinu, Zlutého chelerythrinu,
dale oranzového koptisinu a Zlutého berberinu, patficich do skupiny
protoberbennovych alkaloidu (Dostal & Slavik, 2000).
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Obr. 5 Sanguinaria canadensis. Pfevzato Obr. 6 Vlastovicnik vetsi. Prevzato
z www.en.wikipedia.org. z www.commons.wikimedia.org.

2.3.1.1. Biosyntéza sanguinarinu

Biosyntéza SG vychazi zaromatické aminokyseliny L-tyrosinu, ktery je
pfeménovan na (S)-norkoklaurin (obr. 7). (S)-norkoklaurin vznika kondenzaci
dopaminu a 4-hydroxyfenylacetaldehydu. Enzym katalyzujici tuto reakci se nazyva (S)-
norkoklaurinsyntasa (EC 4.2.1.78).

ﬂom“: e S

NO

tyramin
l
002 dopamln
SN — R
HO
L-tyrosin L-DOPA 0 (S)-norkoklaurin

\ mm- 4~hydroxyfenyl

acetaldehyd

4-hydroxyfenyl-
pyruvat

Obr. 7 Vznik benzylisochinolinového alkaloidu (S)- norkoklaurinu z L-tyrosinu. 3,4-
dihydroxyfenylalanin (L-DOPA) Pfevzato z Kutchan, 1996.

Daldi ¢ast drahy vede z (S)-norkoklaurinu na (S)-retikulin prostfednictvim série

hydroxylaci, O-methylaci a N-methylaci (obr. 8). (S)-retikulin je centralnim
meziproduktem biosyntézy mnoha tfid isochinolinovych alkaloidu.

-25-



0, O
LI LT

(S)-norkoklaurin (S)-koklaurin
H,CO HCO H.CO
HO g NCH, HO C ""HM:H’ HO O NCH;
L == TR
g
HO "4 HO H,CO
(S)-N-methylkoklaurin (S)-3'-hydroxy-N- (S)-retikulin

methylkoklaurin

Obr. 8 Enzymaticky ovéfena draha z (S)-norcoklaurinu na (S)-retikulin. Norkoklaurin-
6-O-methyltransferasa (1), koklaurin-N-methyltransferasa (2), fenolasa (3), (S)-3"-
hydroxy-N-methylkoklaurin-4’-O-methyltransferasa (4). Upraveno dle Kutchan, 1996.

(S)-retikulin  je preveden na (S)-skoulerin pldsobenim enzymu (S)-
retikulinoxidoreduktasy (BBE) (EC 1.21.3.3), ktera katalyzuje tvorbu methylenového
mustku. (S)-skoulerin je oxidovan na (S)-stylopin dvéma enzymy patfici do skupiny
cytochrom P450 oxidas. Naslednd N-methylace (S)-stylopinu je katalyzovana
enzymem N-methyltransferasou, ktery vyuziva jako donor methylovou skupinu
S-adenosyl-L-methioninu  a  vznikajici  (S)-cis-methylstylopin  obsahuje  dvé
methylendioxyskupiny a je pfeméfovan na protopin pusobenim enzymu
methyltetrahydroprotoberberin-14-monooxygenasy (EC 1.14.13.37). Z protopinu vznika
nestabilni 6-hydroxyprotopin, ktery se spontanné pfeménuje na dihydrosanguinarin
(DHSG). DHSG je oxidovan na SG enzymem dihydrobenzofenanthridinoxidasou
(DHBO) (EC 1.5.3.12) (Kutchan, 1996). Biosyntéza od (S)-retikulinu na kone¢ny SG je

uvedena na obr. 9.
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Obr. 9 Biosynteticka draha vzniku sanguinarinu (SG) z (S)-retikulinu. BBE (1),

(S)-chelanthiofolinsyntasa (2), (S)-stylopinsyntasa 3), adenosyl-L-methionin:
(S)-tetrahydroprotoberberin-(cis)-N-methyltransferasa 4), (S)-(cis)-N-methylstylopin-14-
hydroxylasa 5), protopin-6-hydroxylasa (6), spontanni reakce (7),

dihydrobenzofenanthridinoxidasa (8). Pfevzato z Kutchan, 1996.

Z lokalizace biosyntetickych enzym( je pravdépodobné, Ze k syntéze dochazi ve

vezikulich (Amann et al., 1986) odvozenych z endoplazmatického retikula a v cytosolu.
SG je syntetizovan v burikach celé rostliny do vzniku netoxického DHSG. K pfeméné
DHSG na SG dochazi jen v pfitomnosti elicitord (Facchini et al., 1996) biotického
(houbové glykoproteiny a bakterialni lipoproteiny) nebo abiotického puvodu. Elicitory
jsou signaly indukujici expresi obrannych genu, které spousti syntézu sekundarnich

metabolitd fytoalexinl, které chrani rostlinu pfed patogeny (Namdeo, 2007). SG patfi
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mezi ucinné fytoalexiny diky schopnosti interkalovat do dsDNA, pronikat membranami,
interagovat s proteiny a enzymy, které obsahuji SH-skupiny. V obranném systému
rostlin na bioticky a abioticky stres hraje roli i lipooxygenasova draha, ve které vznikaji
z kyseliny linoleové signalni slouCeniny, kyselina jasmonova a jeji derivat
methyljasmonat (Blée, 1998). Methyljasmonat byl vedle glykoproteinu z kvasnic,
umeélého okyseleni a slabého osmotického stresu pouzit k uspéSnému zvySeni
produkce SG v bunééné suspenzi Eschscholtzia californica (Farber et al., 2003).

Oxidaci DHSG na SG katalyzuje enzym DHBO obsahujici méd, ktery plsobi na
DHSG za soucasné redukce molekuly kysliku na peroxid vodiku (Arakawa et al.,
1992). Vznikly SG je transportovan do extracelularniho prostoru (obr. 10). Cimz je
zabezpeCena obrana rostliny pfed parazity z vnéjSiho prostfedi a zaroven ochrana
obsahu bunky pfed plsobenim toxického SG.

VétsSina SG je vstfebana a nasledné intracelularné redukovana na DHSG
pusobenim enzymu sanguinarinreduktasy (SR), kdy donorem vodiku je NADPH.
Redukce katalyzovana enzymem SR neni vratna zvy3ujici se koncentraci produktu, i
pfi stonasobném prebytku NADP®. Transportni mechanismy pies plazmatickou
membranu nebyly dosud objasnény. Akumulace SG ve vnéjSim prostfedi a DHSG ve
vnitinim prostfedi naznacuje spojeni pfenosu s redoxni reakci. Konverze SG SR
pravdépodobné vytvaFi hnaci silu vstfebani SG zachovanim koncentraéniho gradientu

mezi extracelularnim prostfedim a burikou (Weiss et al., 2006).

Plazmatickd membrana

H0s Biosyntéza BA

i
l

Sanguinarin Dihydrosanguinarin

Mezibunéény prostor Cytosol

Obr. 10 Schéma posledniho kroku syntézy sanguinarinu a jeho zpétna
konverze na zasobni dihydrosanguinarin. Dihydrobenzofenanthridinoxidasa
(DHBO), sanguinarinreduktasa (SG) Upraveno dle Weiss et al., 2006.
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2.3.1.2. Chemické vlastnosti
Sanguinarin (SG) je 13-methyl[1,3]benzodioxo[5,6,-c]-1,3-dioxo[4,5-
ijphenanthradinium (Obr. 11A).

Sanguinarin-
o pseudobaze

Dihydrosanguinarin

Obr. 11 Vzorec sanguinarinu (A), sanguinarin pseudobaze (B), vzorec

dihydrosanguinarinu (C). Upraveno dle Janovska et al., 2009.

Biologicka aktivita SG in vivo/in vitro souvisi se dvéma formami tohoto alkaloidu,
které se souCasné nachazi v biologickém systému. V kyselém prostiedi se vyskytuje
ve formé kvartérniho kationtu SG. V zasaditém prostifedi pfi nukleofiinim ataku na
iminiovou vazbu C=N" kvartérniho kationtu vznika adici hydroxidového aniontu
neutralni 6-hydroxy-dihydroderivat (pseudobaze, SGOH) (obr. 11B). Reakce je vratna,
pusobenim kyseliny na SGOH vznika zpét SG. Obé formy (SG a SGOH) se [iSi svymi
vlastnostmi. Kvartérni forma je vyrazné barevna, polarni a rozpustna ve vodé, zatimco
neutralni hydroxyadukt ztraci barvu, je nepolarni a ve vodé nerozpustny. Dynamicka
rovnovaha mezi nimi v extra- a intraceluldrnim prostiedi je ovlivnéna koncentraci H" a
interagujicich molekul (proteiny, nukleové kyseliny, polysacharidy, atd.).

Rovnovaha mezi kvartérnim heterocyklickym kationtem SG a terciarni
pseudobéazi SGOH zavisejici na pH je zpravidla formulovana jako acidobazicka reakce:
SG + H,O <«+—» SGOH + H". Reverzibilni rovnovaha je popsana konstantou pKg.,
ktera je analogicka k pK, Bronstedovy kyseliny: Kg. = [SGOH].[H"] / [SG]. Rovnovazna
konstanta udava hodnotu pH, pfi které jsou iminiovy kationt a hydroxidovy adukt
pfitomné ve stejné koncentraci. Pro SG je konstanta stanovena na hodnotu
8,05 (Kovar et al., 1985).
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Pseudobaze je schopna pronikat bunéEnou membranou a uvnitf bunky pfechazi
zpét na kvartérni formu. K detoxikacni reakci v organismu dochazi pfi redukci iminiové
vazby v kationové formé SG na DHSG (obr. 11C). Takto vznikly DHSG muze byt dale
pfeménén na polarni konjugaty v 1. a 2. fazi detoxikace. Struktury konjugatd nebyly
zcela objasnény, ale bylo prokazano, ze se tvofi z jejich prekurzoru DHSG, zakladni

slou¢eniny v metabolismu SG (Psotova et al., 2006).

2.3.1.3. Fluorescence

Zfetelnou fluorescenci vykazuje SG, SGOH i DHSG (Janovska et al., 2009).
Chromofory zodpovédnymi za fluorescenci jsou kondenzovana aromaticka jadra
substituovana -OCH,0O- a OH-skupinami (Slaninova et al., 2008). Z divodu pFekryvani
jejich  spekter je omezeno wvyuziti technik zalozenych na fluorescencni
spektroskopii/mikroskopii. DHSG ma excitaéni maximum pfi vinové délce 327 nm a
emisni maximum 446 nm. SGOH ma excitatni/emisni spektra s maximem
v 327/418 nm a SG v 475/590 nm). Fluorescencni spektra SG silné zavisi na pH.
Rovnovazna konstanta mezi SG a SGOH je pK,=8,06. Isoemisni bod byl stanoven na
hodnotu 538 nm, pfi které se obé formy SG projevuji stejnou intenzitou fluorescence
(Janovska et al., 2009).

2.3.1.4. Metabolicka transformace v zivo€iSnych bunkach

Sanguinarin je redukovan latkami s nizkou molekulovou hmotnosti (NADH,
NADPH) a/nebo nespecifickymi reduktasami (Psotova et al., 2006). Vznikly
dihydrometabolit (DHSG) je v 1. fazi biotransformace oxidovan cytochromem P450 za
vzniku O-demethyl- a hydroxymetabolit(i. Ve 2. fazi metabolity s hydroxylovou skupinou
(skupinami) podléhaji konjugaci sulfotransferasami nebo glukuronyltransferasami. Ve
vodé rozpustné konjugaty (glukuronidy) jsou vyluCovany moci. Reakce jsou
reverzibilni, katalyzované enzymy oxidoreduktasou a 3-katechol-O-methyltransferasou
(3-KOMT) (EC 2.1.1.6), které transformuji dihydro- a O-demethylované metabolity zpét
na puvodni alkaloid.

Kosina et al. (2011) studoval redukéni a oxidacni drahy metabolismu alkaloidu
v lidskych hepatocytech pomoci HPLC/ESI-MS. Po 1 hod inkubace bylo 21 % SG
redukovano na jeho dihydrometabolit. Stejny trend byl pozorovan po 2 hod, ale
redukce byla méné zfetelna. Zjisténi, Ze redukce v lidskych hepatocytech nebyla piné
kvantitativni 1ze vysvétlit reverzibilni pfeménou. Byl hodnocen potencial peroxidasy
katalyzovat oxidaci dihydrometabolitl. Laktoperoxidasa (LPO) (EC 1.11.1.7)

v pfitomnosti peroxidu vodiku uc¢inné oxidovala DHSG na SG. Dynamicka konverze
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mezi alkaloidy a dihydrometabolity v burikach vede ke vzniku rovnovazného stavu. In
vitro experiment s SG ukazal, Zze glutathion (GSH) a L-askorbova kyselina (AA) se
nemohou podilet na redukci alkaloidd jako NAD(P)H.

2.3.1.5. Biologicka aktivita
SG projevuje Siroké spektrum biologické aktivity. SG vykazuje zietelny
antimikrobialni, antimykoticky, antiplakovy, analgeticky a protizanétlivy ucinek (Dostal

& Slavik, 2000). DHSG se obecné vyznacuje mensi biologickou u&innosti.

Antimikrobialni a antimykobakterialni aktivita

SG se vyznacuje bakteriostatickym a bakteriocidnim Uginkem proti G* a G
bakteriim, plisnim a kvasinkam (Zdafilova et al., 2006). Pfi testovani minimalni inhibi¢ni
koncentrace SG byla zjisténa 98% inhibice rdstu mikrobialnich izolatd z lidského
dentalniho plaku do koncentrace 16 pg/ml (Dzink & Socransky, 1985). Dokonce i
DHSG pusobi antimikrobialné vaéi G* bakteriim  Staphylococcus aureus,
Staphylococcus faecalis, G bakteriim Escherichia coli, Proteus mirabilis a houbam
Candida albicans (Navarro & Delgado, 1999). Vyznamna antimykobakterialni aktivita
byla demonstrovana na Mycobacterium aurum, M. bovis a M. smegmatis (Newton
et al., 2002).

,,,,,

Pravdépodobnym mechanismem protizanétliveho u€inku SG je inhibice
jaderného transkripéniho faktoru NF-kB, ktery se podili na regulaci gend zapojenych
v zanétlivé reakci a také ve virové replikaci a bunécéné proliferaci. SG blokuje TNF-
dependentni fosforylaci a nasledné dochazi k degradaci Ik-Ba, inhibi¢ni podjednotky
NF-kB, inhibujici translokaci podjednotky p65 k jadru. SG inhibuje aktivaci NF-kB
vyvolanou nejen tumor nekrotizujicim faktorem a (TNF-a), ale také interleukinem-1,

formbolmyristylacetatem a kyselinou okadaovou (Chaturvedi et al., 1997).

Toxicky udinek

Toxicita SG vychazi ze dvou strukturnich prvkd: (1) jako planarni
heteroaromaticky kationt interkaluje do dsDNA, tudiz inhibuje transkripci a replikaci
DNA (Bajaj et al. 1990), (2) vaze se na negativné nabity povrch membrany (Schmeller
et al., 1997), a reaguje s SH-skupinami proteinu, ¢imz inhibuje jak cytosolarni, tak
membranové proteiny a enzymy, napf. Na'/K* ATPasu (Scheiner-Bobis, 2001) a

lipooxygenasu (Vavreckova et al., 1996).
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Cytotoxicita
U vSech buné&nych modell se projevuje zavislost cytoxicity na koncentraci SG a

dobé expozice. SG pulsobi cytotoxicky na nadorové i nenadorové bunécné linie
v mikromolarnich koncentracich (Tab. 1). DHSG je uvadén jako méné respektive

netoxicky k bunkam.

Tab. 1: Cytotoxicita sanguinarinu k vybranym burikdm (Zdafilova et al., 2006).

Typ bunék UM
Normalni buriky
Lidské fibroblasty 1,6
Lidské gingivalni fibroblasty (HGF-1) 10,9
Lidské keratinocyty (HaCaT) 0,3
Lidské epidermalni keratinocyty (NHEKS) >10
Nadorové buriky
Lidské buriky melanomu (M4Beu) 1,8
Lidské buriky karcinomu kuze (A431) 2

PFi rozdilnych koncentracich SG dochazi k jinym typdm bunééné smrti (Ding et
al., 2002). Nizsi koncentrace vede k apoptéze doprovazené aktivaci kaspasy-3 a
Stépenim substratu kaspasy-3 enzymu poly(ADP-riboso)polymerasa (PARP). Vyssi
koncentrace zpusobuje onkdézu, ktera se vyznaCuje otokem, vakuolizaci,
zpuchyfovanim, poruchou plazmatické iontové pumpy, nahodnou fragmentaci DNA,

denaturaci bilkovin a jejich naslednou hydrolyzou (Kopfiva, 2005).

Apoptédza

Apoptoza je nejbéznéjsi typ programované bunécné smrti (PCD), kdy dochazi k
procesu eliminace poskozenych a nepotfebnych bunék. Probihaji zmény v aktivité fady
enzymU, v cytoskeletu, ve tvaru cytoplazmatické membrany a pozdnim znakem je
degradace DNA v oblasti nukleozomu (Vokurka et al., 2006). Vzniklé fragmenty
(apoptoticka téliska) jsou fagocytovany bez doprovodu zanétlivé reakce a tim se liSi od
nekrozy. Existuji dvé cesty aktivace apoptézy. Vnitfni cesta je spusténa uvolnénim
cytochromu ¢ z mitochondrii pfes kanaly v membrané ze specialnich molekul MAC
(mitochondria apoptosis-induced channel). MAC kanaly jsou mimo jiné proteiny
ovliviiovany i antiapoptickym proteinem Bcl-2. Bylo prokazano, ze SG tento protein
inhibuje a dochazi tak k deaktivaci kaspazy-3 (Weerasinhe et al., 2001). VnéjSi cesta
zaCina navazanim urdité latky na TNF (Tumor necrosis factor) receptory
v cytoplazmatické membrané, coz vede k aktivaci proteolytickych enzym( kaspas.

U SG byl prokazan silngjSi uCinek vyvolani selektivni apoptézy v nadorovych

burikach kize linie A431 ve srovnani s normalnimi lidskymi keratinocyty (NHEKS)
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z epidermis, pfi pouZiti stejnych davek aplikované latky (Ahmad et al., 2000). SG

zapfricinil blokaci buné&tného cyklu v Go-G; fazi a apoptézu karcinogennich bunék
prostaty (Adhami et al., 2004).

2.3.1.6. Vyuziti SG

Diky uvedenym u¢inkim je SG soucasti mnoha komeréné dostupnych vyrobku.
SANGUIRITRIN (extrakt z Macleaya cordata) obsahujici SG a chelerythrin (CHE) je
pfidavan do masti uréenych k l1é¢bé infekénich zanétl kize a mukdéznich membran,
nehojivych ran a vfedl, hnisavého onemocnéni kize (pyodermie), stomatitidy,
dermatomykézy a onychomykézy (Semkina, 2005). Spolu sdalsi smési
SANGUINARIA (extrakt ze S. canadensis) je soucasti pfipravkl ustni hygieny. Obé
smési jsou obsazené ve vyrobku SANTOIN (zubni pasta, ustni voda) chranéném
patentem (Simanek et al., 1995). Extrakt z nadzemni &asti M. cordata je obsaZen
v produktu SANGROVIT. Jedna se o aditivum do krmiva hospodarskych zvifat, které
podporuje rust zvifat a nahrazuje pouzivani antibiotik (Psotova et al., 2006).

Rostliny obsahujici SG, pfedevSim S. canadensis, Macleaya cordata a

Chelidonuim majus, maji vyznamné postaveni v tradi¢ni mediciné.

SG v l1écbé rakoviny

Extrakt z S. canadensis je pfidavan do mnoha pfipravkd, které jsou pacienty
Casto vyhledavany jako alternativni IéEba dermatologickych probléma jako napf. viedy,
ale i bazocelularni karcinomy (BCC - nador vznikajici z bazalnich bunék kize a patfi
mezi nemelanomové nadory). Stovky let se pouziva ,Cerna mast® (Black salve, tvz.
rakovinova mast) a je znamo nékolik druhu této masti. Zakladni slozkou masti je vedle
S. canadensis chlorid zine€naty. Obé tyto latky maji deskvamacni u&inek, po aplikaci
dochazi k nekroze tkané. Ostatni sloZzky zfejmé maji antikarcinogenni, antioxidacni a
keratolytické vlastnosti. Pfestoze je uvadéna ohromna selektivita ¢erné masti, se
kterou pusobi pouze na rakovinové bunky, je potvrzeno, Ze dochazi i k poSkozeni
nedotéené zdravé okolni tkané (Saltzberg et al., 2009). Na trhu je dostupna i ,zluta
mast* (tvz. hojiva), kterd byva pouzivana soucasné s Cernou masti, ale ta jiz
sanguinarin neobsahuje (Osswald et al., 2005). Komer¢nimi produkty, obsahujici
S. canadensis, jsou Cansema, HerbVeil8 (McDaniel S. & Goldman, 2002) a Can-X
(Jellinek & Maloney, 2005), liSici se jen pfidavnymi slozkami.

Snaha samolécby BCC je doprovazena inezadoucimi ucinky napf. bolesti,
vznikem velkych nekrotickych viedl, delSi dobou hojeni a vznikem jizev. V nejhorSich
pfipadech muze dojit k upIné ztraté tkané (obr. 12), na kterou byly tyto ziravé pripravky
aplikovany (Saltzberg et al., 2009; McDaniel & Goldman, 2002).
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Obr. 12 Ztrata levého kfidla nosni chrupavky po lécbé

~cernou masti“. Pfevzato ze Saltzberg et al., 2009.

Ackoliv konvenéni IéEba nemelanomovych nadord kuze je velmi Uspésna,
narlistda poptavka po alternativnich pristupech bez chirurgické 1é¢by. V mnoha
pfipadech byvaji tyto pfipravky neoznacené, mohou byt vyrabény se Spatnou kontrolou
kvality a obsahovat Sirokou Skalu potencialné nebezpecnych chemickych sloZek, proto

je nutné tyto pfipravky pouzivat s velkou obezfetnosti.

2.4. Slunecni zareni

Slunecni zafeni pfedstavuje zdroj energie vétSiny procest na zemském povrchu
a v atmosfére. Je soucasti elektromagnetického zafeni a jeho spektrum Ize rozdélit na
ultrafialové zafeni (UV; vinova délka > 400 nm), viditeIné zafeni (VIS; 400 - 750 nm) a
infratervené zafeni (IR; < 750 nm).

UV zéafeni se podle vinové délky déli na dlouhovinné UVA (400-320 nm),
stfednévinné UVB (320-280 nm) a kratkovinné UVC (280-200 nm), které je
absorbovano jiz v zemské atmosféfe. Zbylé dvé slozky UV zafeni (kompletni UVA a
5% UVB) dopadaji az na zemsky povrch a pusobi i na lidskou kuzi. Jeji ochranu
zajistuje tmavy pigment pokozky melanin, ktery absorbuje UV zafeni a pfeménuje ho
na neskodné infraCervené zareni. Pfesto ve vétSim mnozZstvi sluneéniho zafeni hrozi
poskozeni genetické informace koznich bunék, které muze vést az ke vzniku rakoviny
kize (HorejSi & Prahl, 1996). Prestoze UVB zafeni je z vétSi Casti absorbovano
ozonovou vrstvou a na zemsky povrch ho dopada méné nez UVA, je UVB povaZovano
za sloZku, ktera je zodpovédna za genotoxicky potencial slunec¢niho zafeni, protoze je

absorbovana pfimo molekulami DNA. UVA, které tvofi 95 % dopadajicicho UV zéfeni,
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je absorbovano tzv. fotosenzitiéry, které po aktivaci interaguji s kyslikem a produkuji
reaktivni formy kysliku, které oxidacné modifikuji DNA a ostatni biomolekuly (Pattison
& Davies, 2006).

2.4.1. Fototoxicita

Fototoxicita je toxicka reakce, k niz dochazi vystavenim klGze svétlu nebo UV
zareni, které interaguje s chemickymi latkami v kazi. Chromofor pfitomny v latce
absorbuje zareni, dochazi k uvolnéni energie a fototoxické reakci s naslednym
poskozenim bunék. Test fototoxicity in vitro se vyuziva ke zjisténi bezpecnosti latek
pouzivanych v léCivych pfipravcich, ale tfeba i v prostfedcich denni hygieny. Test je
zalozen na porovnani toxicity latky v pfitomnosti a nepfitomnosti UV zafeni. Vhodnym
zdrojem simulujicim sluneéni zafeni jsou solarni simulatory s filtry, které propousti

zafeni o poZzadované vinové délce, napf. UVA zafeni (Bark et al., 2010).
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1. BIOLOGICKY MATERIAL

3.1.1. Alkaloidy

SG byl izolovan z extraktu nadzemni ¢asti Macleaya cordata (Willd.) R. Br.

DHSG byl pfipraven v 99% Cdistoté z precisténého alkaloidového extraktu
Sanguiritrinu jeho redukci pomoci NaBH, v methanolu a separaci pomoci flash
chromatografie na koloné se silikagelovou stacionarni fazi. K eluci DHSG byl pouzit
chloroform (Vicar et al., 2010).

3.1.2. Klize

Klze byla ziskana pfi chirurgickych operacich od dobrovolnych darc na
Oddéleni plastické a estetické chirurgie Fakultni nemocnice Olomouc, ktefi podepsali
informovany souhlas. Odbér a zpracovani kize bylo provadéno s povolenim Etické
komise FN Olomouc v souladu s ¢eskou legislativou. Klze z oblasti bficha a prsou byla
ziskana od zen. Klze byla po operaci viozena do transportniho roztoku obsahujiciho
antibiotika a nasledné vyuzita pro transdermalni transport, izolaci fibroblastli nebo byla

zamrazena.

3.1.3. Bunky
Pro pokusy byly pouzity primarni kultury lidskych koznich fibroblastu, které byly

izolovany z nadbyteéné klze. (Izolace a pfiprava dle kapitoly 3.3.1).

3.2. CHEMIKALIE, PRISTROJE, ROZTOKY, OSTATNIi MATERIAL

3.2.1. Chemikalie

Agarosa (typ | a typ VII), dihydrathydrogenfosforeénanu sodného (NaH,PO,.2H,0),
dihydrofluorescein  acetat, dimethylsulfoxid (DMSO), disodna sl kyseliny
ethylendiamintetraoctové (EDTA), disodna sul redukovaného B-
nikotinamidadenindinukleotidu (NADH), dodekahydrat fosfore€nanu disodného
(Na,HPO,4.12H,0), ethidium bromid, fetalni hovézi sérum (FBS), formaldehyd, hovézi
sérovy albumin (BSA), hydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO,), chlorid sodny (NaCl),
chlorid vapenaty (CaCl,), kyselina octova (CH3;COOH), methanol, neutralni Cerven
0,1%, pyruvat sodny, roztok trypanové modfi (0,4%), roztok trypsin-EDTA (0,25%),
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), Triton X-100 byly zakoupeny od firmy Sigma-
Aldrich. Dulbecco‘s modified Eagle’s medium (DMEM) bylo koupeno od firmy
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Invitrogen/Gibco. Pierce® BCA Protein AssayReagent A a Pierce® BCA Protein
AssayReagent B od firmy ThermoScientific.

3.2.2. Pristroje

Centrifuga Labofuge 400-Set (Heraeus, Némecko)

Dotykovy teplomér DOT 150 (Voltkraft, Némecko)

Chlazena centrifuga Mikro 22R (Hettlich Zentrifugen, Némecko)
Elektromagneticka michacka RH BASIC KT/C (IKA®-Werke, Némecko)
Elektroforeticka vana pro horizontalni elektroforézu (Bio-Rad Laboratories, USA)
Fluorescenéni mikroskop (Olympus, USA)

Fotometr pro méfeni absorbance Infinite M200 Pro (Tecan, Rakousko)
HPLC Dionex UltiMate 3000 (Dionex Corp.,USA)

Homogenizator Ultra Turax T25 Basic (Ika®Werke, Némecko)
Horizontalni vana pro elektroforézu Sub Cell® Model 192 (Bio-Rad, USA)
Chromatograficka kolona Eclipse XDB-CN (Agilent, USA)

Inkubator MCO-17AIC (Sanyo Electric Biomedical, Japonsko)
Laminarni box CLF (Schoeller Instruments, CR)

Mikroskop (Olympus, USA)

pH metr inoLab pH level 1 s elektrodou SenTix41 (WTW, Némecko)
Sonikator UP 200 s (Dr. Hielscher, Némecko)

Solarni simulator SOL-500 (Dr. Honle UV technology, Némecko)
Su$arna HS 121 A (Labsystem, CR)

Termomixer Comfort (Eppendorf, Némecko)

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

UVB-metr (Dr. Honle UV technology, Némecko)

Vahy AX105 DeltaRange (Mettler Toledo, Svycarsko)

Vahy Sartorius 4503 Micro (Sartorius, Némecko)

Vafi¢ RT 10 Power (Ika®-Werke, Némecko)

Zdroj pro elektroforézu PowerPac 200 (Bio-Rad Laboratories, USA)

3.2.3. Roztoky
Mobilni faze A: HCI (1 % v/v), methanol

Mobilni faze B: kyselina octova (1 % v/v), vodny roztok methanolu (10 % v/v)
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PBS: Zasobni roztok fosfatového pufru: NaCl (137 mmol/l), KCI (2,68 mmol(l),
Na;HPO,4.12H,0 (90 mmol/l), KH,PO, (15 mmol/l), pH = 7,4, pfed pouZitim byl zasobni
roztok 10x nafedén sterilni vodou

Pufr pro méfeni aktivity LDH: hydrogenfosforeénan sodny (50 mmol/l), pyruvat sodny
(2,22 mmol/l), NADH (0,4 mmol/l) pH = 7,5

Roztok ethidium bromidu: ethidium bromid (2 % m/v)

Roztoky pro kultivaci fibroblastu:

Médium se sérem: Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), fetalni bovinni sérum
(FBS; 10 %), penicilin (100 U/ml), streptomycin (0,1 mg/ml)

Médium bez séra: Dulbecco's Maodified Eagle Medium (DMEM), penicilin (100 U/ml),
streptomycin (0,1 mg/ml)

Roztok pro transport kiize: pracovni roztok PBS, amphotericin B (1,25 ug/ml), penicilin

(500 U/ml) a streptomycin (0,5 mg/ml)

Roztoky pro metodu SCGE:

Elektroforeticky pufr: NaOH (300 mmol/l), EDTA (1 mmol/l)

Lyzacni roztok: NaCl (2,5 mol/l), EDTA (100 mmol/l), Tris (10 mmol/l), pH = 10, pfed
pouZzitim byl k roztoku pfidan Triton X-100 (1 % v/v)

Neutraliza¢ni roztok: Tris (0,4 mol/l), pH=7,5

Zastavovaci roztok: PBS, fetalni hovézi sérum (10 % v/v)

Roztoky pro méFeni Zivotnosti pomoci NC:

Extrakéni roztok: CH;COOH (1 % v/v) v methanolu

Roztok k fixaci bunék: CaCl, (1 % v/v), formaldehyd (0,5 % v/v), roztoky smichany 1:1

Roztok neutralni ¢ervené: neutralni Cerven (0,1% v/v) v CH;COOH, pfed pouzitim
roztok nafedén PBS 3:8
Roztok trypsinu: PBS, trypsin (0,25 % v/v)

3.2.4. Ostatni material

Mikroskopicka podlozni sklicka (76x26 mm), kryci skli¢ka (15x15 mm)

Plastové mikrozkumavky 0,5; 1,5; 2 ml

Sterilni kultivani 6, 12, 24, 96-jamkové desky, sterilni kultivacni lahve (75 cmz), sterilni

plastové Petriho misky, laboratorni parafilm
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3.3. METODY

3.3.1. Kultivace fibroblast

Kozni tkan byla oplachnuta sterilnim roztokem PBS a rozfezana na kousky o
ploe asi 1 cm?. Kousky kiZe byly poloZeny na zdrsnéné dno Petriho misky a zality
kultivaénim médiem tak, aby nebyly pfevrstveny. Petriho misky byly uloZeny
v inkubatoru pfi teploté 37 °C a atmosféfe obsahujici 5% CO,. Kazdé 2 — 3 dny bylo
médium vyménovano. Po pokryti dna Petriho misky fibroblasty byly kousky tkané
preneseny na nové Petriho misky a prekryty médiem. Vrstva bunék v Petriho miskach
byla oplachnuta PBS a bunky byly uvolnény trypsinem. K bufkam bylo pfidano
kultivaéni médium se sérem a nasledovala centrifugace pfi 328 x g po dobu 10 min.
Pelet byl rozsuspedovan ve 20 ml kultivaéniho média se sérem. Vznikla smés byla
prenesena do kultivaéni lahve s plochou 75 cm? a kultivovana v inkubatoru. Po
dosazeni konfluence (monovrstvy) byly buriky po uvolnéni trypsinu rozdéleny do vice

lahvi pro dal$i experimenty. Pro experimenty byly pouzity bunky mezi 2-4 pasazi.

3.3.2. Priprava fibroblast( pro experimenty

Burniky byly kultivovany v kultivaénim médiu se sérem v kultivacnich lahvich
vinkubatoru pfi teplot¢ 37 °C a atmosféfe obsahujici 5% CO,. Po dosazeni
monovrstvy bunék v lahvich bylo kultivaéni médium se sérem slito, buriky byly omyty
PBS a uvolnény 1 ml trypsinu. Poté bylo pfidano kultivacni médium se sérem, aby
doslo k deaktivaci trypsinu. Bufky byly pfeneseny do plastové zkumavky k centrifugaci
pfi 328 x g po dobu 10 min. Pelet byl rozsuspendovan v 10 ml kultivaCniho média.
Pocet bunék byl stanoven nabarvenim trypanovou modii a poCitdnim v Blrkerové
komdarce. Po zjisténi poctu bunék byla jejich suspenze nafedéna kultivatnim médiem
se sérem na koncentraci bunék tak, aby po vyseti na pfislusnou kultivaéni desku byla
jejich koncetrace 1.10° bun&k na ml. Objem a koncentrace suspenze potfebné pro
dosaZeni koncentrace 1.10° bunék/cm® je uvedena v Tab. 2. Po vyseti bunék

nasledovala 24 hod inkubace v inkubatoru.

Tab. 2 Objem a koncentrace bunék pro jednotlivé kultivaéni desky.

2 . Koncentrace
Typ desky Plocha (cm") Objem (ml) bunak/ml
6 — jamek 9,45 1,5 6,3.10°
24 — jamek 1,9 0,5 3,8.10°
96 — jamek 0,32 0,2 1,6.10°
Petriho miska 64 10 6,4.10°
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3.3.3. Naneseni latek na burnky

Zasobni roztoky alkaloidd (SG: 1,005 mM, DHSG: 10,05 mM v DMSO) hyly
fedény DMSO na koncentrace v rozmezi u SG: 0,025 mM — 1,005 mM a DHSG:
0,078 mM — 10,05 mM. Pfipravené roztoky v DMSO byly smichany s médiem bez séra
v poméru 1:200, aby vysledna koncentrace DMSO v kultivaénim médiu bez séra byla
max. 0,5 %. Kultivaéni médium se sérem, ve kterém byly buriky kultivovany, bylo
nahrazeno médiem bez séra s testovanymi latkami o poZzadovanych koncentracich SG
(vysledné koncetrace SG se pohybovaly v rozmezi 0,125 — 5 yM a DHSG v rozmezi
0,388 — 50 pyM). Kontrola obsahovala stejny alikvot DMSO. Nasledovala inkubace
bunék v inkubatoru pfi 37 °C.

3.3.4. Cytotoxicita alkaloidt

Bunky byly inkubovany v kultivaénim médiu s alkaloidy o rlizné koncentraci 24
hod, pak bylo médium odebrano pro stanoveni aktivity LDH v médiu a bylo provedeno
stanoveni Zivotnosti bunék pomoci neutralni gerven& (NC). Cytotoxicitu alkaloid(i bylo

nutno stanovit pro dalSi experimenty.

3.3.4.1. Méreni cytotoxicity stanovenim aktivity LDH v médiu

Laktatdehydrogenasa LDH (EC.1.1.1.27) je stabilni cytoplazmaticky enzym
pritomny ve vSech burikach, ktery pfi poskozeni buriky je uvolfiovan ven. Tento test je
rychlou, jednoduchou a levnou metodou pro stanoveni zmén v plazmatické membrané
zpusobenych inkubaci s toxickymi latkami. Enzym redukuje pyruvat na laktat oxidaci
NADH na NAD" a méfi se zmé&na absorbance pfi 340 nm.

pyruvat + NADH + H* —  laktat + NAD"

K 50 ul vzorku média odebraného po 24 hodinové inkubaci s alkaloidy/¢i bez bylo

pridano 150 pl pufru pro méfeni aktivity LDH a byla sledovana zména absorbance pfi

340 nm po dobu 3 min.

3.3.4.2. Méreni cytotoxicity pomoci neutralni éervené

Podstatou testu s NC je fakt, Ze jen Zivé buriky jsou schopné NC absorbovat do
lysozomu, u poskozenych ¢&i mrtvych bunék se tato schopnost snizuje. MnoZstvi
akumulovaného barviva je tak pfimo umérné poctu Zivych bunék.
Po odsati média bylo na burnky aplikovano 40 ul roztoku neutralni Cervené. Po
3 hodinové inkubaci pfi 37 °C byly bufky omyty 200 pl fixaniho roztoku. Nasledné

bylo pfidano 200 ul extraéniho roztoku. Po rozpusténi barviva byla zméfena
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absorbance pfi 540 nm a stanovena hodnota 1Csy, odpovidajici koncentraci testované

latky, pfi které pfeziva 50 % bunék.

3.3.5. Fototoxicita alkaloidu

3.3.5.1. Ozareni bunék

Principem testu fototoxicity je inkubace bunék se studovanymi latkami a nasledné
ozafeni bunék netoxickou davkou UVA zafeni. Po aplikaci UVA zafeni je sledovan
narast toxicity. Toxicita se sleduje méfenim Zivotnosti bunék pomoci inkorporace
neutralni Cervené. Vysledky fototoxicity se srovnavaji s toxicitou samotnych latek.
Pokud je pozorovan narUst toxicity, latka ma fototoxické vlastnosti. Protoze slunecni
zafeni obsahuje také UVB slozku, byla testovana fototoxicita vyvolana i netoxickymi
davkami UVB zafeni.

Po 24 hodinové inkubaci s latkami bylo médium ostranéno, buriky byly
oplachnuty PBS (3 krat) a na buriky byl aplikovan roztok PBS. Objem PBS byl
polovi¢ni, nez je obvykly objem média pfi kultivaci bunék. Bunky byly ozafeny
netoxickymi davkami UVA (2,5 J/cm?) nebo UVB (25, 50, 100 mJ/cm?) zafeni pomoci
solarniho simulatoru SOL-500 po dobu vypocitanou podle vzorce (4). Doby ozareni pro
UVA pfi primérné intenzité 5,3 J/cm? nebo UVB zafeni pfi prdmérné intenzité 1 J/cm?
jsou uvedeny v Tab. 3.

davka (J/cm?)+«1000
namétend intenzita (J/cm?)+60

doba ozateni (min) =

(4)

Tab. 3 Doby ozafeni bunék UVA nebo UVB zarenim.

Davka UVA zafeni Nameérena intenzita
(Ilem?) (Jlem?)
2,5 5,3 7 min52s

Doba ozareni

Davka UVB zafeni  Nameéfena intenzita L
Doba ozareni

(Jlcm?) (Jlcm?)
25 1 25s
50 1 50s
100 1 1min40s

Pfi ozafovani byly desky chlazeny, aby se pfedeslo prehfati bunék. Paralelné byl
provadén experiment, kdy buiky nebyly ozafovany UVA nebo UVB zafenim. Kontrolni

bunky byly v dobé ozafovani inkubovany v PBS a ulozeny v inkubatoru. VSechny
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manipulace byly shodné. Po ozafeni byly bunky inkubovany v médiu bez séra 0 —
4 hod a nasledné bylo provedeno méfeni pfislusnych parametrd (Zivotnost bunék
pomoci NC, hladiny reaktivnich forem kysliku, poskozeni DNA pomoci jednobuné&&né

gelové elektroforézy, biodostupnost a biotransformace SG a DHSG).

3.3.6. Stanoveni reaktivnich forem kysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou reaktivni molekuly obsahujici kyslik, jejichz
reaktivita je zplUsobena pfFitomnosti neparového elektronu ve valenéni vrstvé. Pro
méreni ROS je pouzivana fluorescencni sonda dihydrofluorescein acetat, ktery pronika
do buriky, kde dochazi k hydrolyze acetatu intercelularnimi esterasami. Vznikly
dihydrofluorescein reaguje s oxidanty uvnitf burky, dochazi kjeho oxidaci na
fluorescein, jehoz fluorescenci Ize detekovat (Hempel et al., 1999).

K preinkubovanym bufikdm na 6-jamkovych deskach s testovanymi latkami
(vysledna koncentrace SG: 1 uM a DHSG: 1 yM) a ozafenych UVA zafenim o davce
2,5 Jicm? byl po 0, 1, 2, 3, 4 hodiné od ozafeni aplikovan pracovni roztok
fluorescenéni sondy dihydrofluoresceinu acetatu v PBS o vysledné koncentraci 5 uM.
Po 15 min inkubaci v inkubatoru, kde byly chranény pfed svétlem, bylo médium se
sondou odsato a bunky byly oplachnuty nesterilnim PBS. Po pfidani PBS byly buriky
seSkrabany a sonikovany na ledu (10 — 15 impulsu). Nasledovala centrifugace pfi
1250 x g, po dobu 5 min a teploté 4 °C. U supernatantu byla zméfena fluorescence
(excitace pfi 500 nm a emise pfi 525 nm) pro stanoveni ROS a zméfena koncetrace

proteinu.

3.3.6.1. Stanoveni proteinti bicinchoninovou metodou (BCA)

Bicinchoninova metoda je zaloZzena na redukci médnatého iontu na médny, se
kterym vytvari kyselina bicinchoninova purpurovy komplex (Smith el al., 1985).

Pro stanoveni protein bylo k 10 ul supernatantu pfidano 200 ul smési Cinidla A
s Cinidlem B v poméru 50:1. Nasledovala inkubace 15 — 30 min. Absorbance byla
méfena pfi 562 nm. Pro kazdy zasobni roztok barviva je nutno pfipravit kalibracni
kfivku — zavislost vzrlstajici koncentrace sérového hovéziho albuminu (do 0,4 mg/ml)
ku Asg.

3.3.7. Transformace SG a DHSG
Po dosazeni monovrstvy bunék na Petriho miskach byly pfidany latky (vysledna
koncentrace SG: 0,5 uM a DHSG: 0,5 uM). Nasledovala 24 hodinova inkubace (37 °C,
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5% CO,), po které byly buriky oplachnuty dvakrat PBS a ozafeny UVA zafenim o
davce 2,5 Jicm? v PBS. Po ozafeni bylo PBS nahrazeno médiem. Po 0, 1, 2, 3,
4 hodinové inkubaci bylo z bunék odsato médium, bufky byly oplachnuty PBS,
seSkrabany do 1 ml PBS a centrifugovany (150 x g, 5 min, 4 °C). Supernatant byl odlit
a pelet rozsuspendovan v PBS, centrifugace (150 x g, 5 min, 4 °C). Po centrifugaci byl
supernatant odsat a bunécny pelet rozpustén v 200 pl mobilni faze A vortexovanim
(1 min), sonikovanim (2 min) a naslednym vortexovanim (1 min). Poté byl homogenat
centrifugovan pfi 14 000 x g pfi pokojové teploté (3 min). Supernatant byl nasledné
analyzovan pomoci HPLC/ESI-MS dle kapitoly 3.3.11.

3.3.8. Jednobunécna gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza jednotlivych bunék (SCGE - single cell gel electroforesis) je
elektroforeticka metoda pro zjisténi posSkozeni DNA v jednotlivych burikach. Bufiky jsou
imobilizovany v agar6ze na mikroskopickych sklickach a lyzovany v mirné alkalickém
roztoku, jehoz pusobenim jsou z bunék odstranény membrany a cytoplazma. Nasledné
je DNA denaturovana elektroforetickym pufrem. Pfi samotné elektroforéze migruje
poSkozena DNA rychleji, proto po obarveni fluorescenénim barvivem poskozena DNA
pfipomina kometu (Dvofak & Matéjovi€ova, 2008).

Mikroskopicka podlozni sklicka byla vyvarena v H,O, (v poméru 1:4 s H,0) a
potazena 1% standardni agarézou rozpusténé v destilované vodé. Po uschnuti
agarézy byla skla vloZzena na 30 min pfi 60 °C do susSarny, aby doSlo k zapeceni
agarézy. Na sklicko potazené agardzou bylo naneseno 85 ul 1% standardni agarézy
(HMP) v PBS, ktera byla ihned pfikryta krycim skliCkem. Po ztuhnuti bylo kryci skli¢ko
odtranéno.

Bunky po inkubaci s testovanymi latkami byly oplachnuty PBS, k bufikdm bylo
pfidano 50 pl trypsinu a po jejich uvolnéni bylo pfidano 50 pl fetalniho séra pro
zastaveni Stépici reakce (zastavovaci roztok). Po nafedéni suspenze PBS byly burky
centrifugovany 5 min, pfi teploté 4 °C a 160 x g. Supernatant byl odstranén a pelet
rozsuspendovan v 200 upl PBS. Ze vzork( bunék v PBS bylo odebrano 20 ul a
smichano s 85 pl 1% nizkotuhnouci agarézy (LMP — low melting point) v PBS. Na
podlozni sklicko bylo napipetovano 85 ul smési agardzy a bunék (koncentrace bunék
na sklicku by méla byt 10* — 2.10%) a smés byla pfikryta krycim sklikem.

Po ztuhnuti gelu s bufikami bylo kryci skli¢ko stazeno a skla vloZzena na 1 hod do
vychlazeného lyza¢niho roztoku. Po lyze bunék nasledovalo alkalické rozleptani, kdy
sklicka s burikami v agaré6zovém gelu byla umisténa do elektroforetické vany a prelita

vychlazenym elektroforetickym pufrem. Samotna horizontalni elektroforéza probihala
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20 min pfi napéti 20 V. Po skonceni byla sklicka proplachnuta 3 x 5 min vychlazenym

neutralizaénim roztokem, oplachnuta destilovanou vodou a nechana volné uschnout.

3.3.8.1. Vyhodnoceni

PoSkozeni DNA bunék bylo analyzovano pomoci fluorescenéniho mikroskopu.
Vizualizace komet byla provedena fluorescenénim barvivem ethidium bromid. Na
plochu s burfikami bylo aplikovano 20 ul barviva a prekryto krycim sklickem. U kazdého
vzorku bylo hodnoceno 100 bunék, které byly manualné kategorizovany do 5 tfid podle
rozsahu poskozeni DNA (Obr. 13). Podle uvedeného vzorce (5) bylo vypocitano

celkové podkozeni DNA, které nabyva hodnot od 0 do 400.

Celkové poskozeni = 0.Ng+ 1.N; + 2.N, + 3.N3 + 4.N, (5)

No, N1, N2, N3, N; = mnozstvi bunék v jednotlivych kategoriich

Obr. 13 Pét tfid pro vizualni hodnoceni rozsahu poskozeni DNA bunék (0 — neposSkozena bunka, 1 —
mirné poskozena burika, 2 — stfedné poskozena burika, 3 — silné poSkozena burika, 4 — UpIné poSkozena
bunka).

3.3.9. Stanoveni zivotnosti pomoci mitochondrialniho potencialu
Mitochondridlni potencial (w) je napéti mezi vnitfni a vnéjSi membranou v
mitochondriich. Pokles y vede k otevieni kanald ve vnitfni mitochondrialni membrané
pro nizkomolekularni latky, coz ma za nasledek uvolnéni cytochromu c a dalSich
proapoptickych protein( iniciujicich bunéénou smrt.
K preinkubovanym burfikdm na 96-jamkovych deskach s testovanymi latkami
(vysledna koncentrace SG a DHSG: 1, 1,25; 1,5; 2; 2,5 uM) a ozafenymi UVA zafenim
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o davce 2,5 Jlem? byl 4 hodiny od ozafeni aplikovan pracovni roztok fluorescenéni
sondy tetramethylrhodamin ethyl ester v DMSO o vysledné koncentraci 0,5 yM. Po
inkubaci 15 — 30 min bylo medium se sondou odsato, buriky byly oplachnuty PBS a

v objemu 0,1 ml PBS byla zmé&fena fluorescence bunék.

3.3.10. Transdermalni transport

Zakladnim laboratornim zafizenim pro testovani transdermalniho transportu
chemickych latek in vitro jsou difuzni komUrky (Kotingova et al., 2009).

Pouzité komurky jsou vyrobeny ze skla a skladaji se ze dvou &asti. Horni ¢ast je
oznaCovana jako donorova, spodni €ast jako receptorova. Kize po rozmrazeni nebo
Cerstva byla upevnéna mezi tyto dvé &asti pokozkou nahoru. Spodni vrstva klze
(dermis) lezela na hladiné receptorové tekutiny, kterou byl fosfatovy pufr (PBS) nebo
médium o objemu 9 ml.

Na plochu pokozky v komurce (1,7 cm?) byly aplikovany 2 ml roztoku SG nebo
DHSG o vysledné koncentraci 100 pM ve fosfatovém pufru o pH 6,8 a 8,5 (donorova
tekutina). Jako kontrola byl aplikovan pufr bez testovanych latek. Soucasné byl
sledovan vliv zmény polarity prostfedi na transdermaini transport studovanych latek
pridavkem ethanolu (20 a 45 %). Tekutina v receptorové ¢asti byla neustale michana
pomoci magnetického michadla. V prabéhu experimentu byly komuarky ulozeny ve
vodni lazni o teploté 37 °C, coz zajistuje pfibliznou normalni teplotu kuze lidského téla
(32 °C). Donorova ¢ast a plnici otvor receptorové c&asti komurky byly pfikryty
parafilmem.

Po 20 hodinach byla kGze vyjmuta z komurky a nastfihana na tenké prouzky,
které byly zafixovany do arabské gumy. Po ztuhnuti gumy byla kiize nafezana pomoci
kryostatu na tenké fezy, které po pfeneseni na mikroskopické podlozni sklicko a zaliti
fosfatovym pufrem byly prekryty krycim skliCkem. Preparaty kize byly okamzité
pozorovany fluorescenénim mikroskopem, do které vrstvy kuzZe latky penetrovaly.

Pomoci HPLC/ESI-MS byl testovan obsah SG a pfipadnych jeho metabolickych
produktd v kdzi, plvodnim vzorku nanaseném na kuzi, v receptorové tekutiné a v
roztoku, kterym byla kiZe po ukonéeni transdermalniho transportu oplachnuta (2 ml
PBS). Kize byla homogenizovana v mobilni fazi A v poméru 1:3, homogenizovana
smés byla centrifugovana (2383 x g, 10 min), supernatant a dalSi vzorky byly nafedény
mobilni fazi A v poméru 1:1. Nafedéné vzorky byly centrifugovany (2383 x g, 10 min) a

analyzovany pomoci HPLC/ESI-MS.
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3.3.11. HPLC/ESI-MS

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je analyticka metoda, pfi které jsou
separovany jednotlivé slozky vzorku pro zjiténi jejich pfitomnosti a koncentrace.
Vzorek je aplikovan do proudu mobilni faze protékajici kolonou, v niz je stacionarni
faze o velikosti nékolika mikrometru.

Analyzy byly provedeny na HPLC systému vybaveném odplyfiovacim zafizenim
(SRD-3400, 4 DEGASSER CH), binarni pumpou pro vytvareni vysokotlakého gradientu
(HPG-3400SD), autosamplerem (WPS-3000 TSL ANALYTICAL), kolonovym
termostatem (TCC-3000RS) a detektorem s diodovym polem - DAD (DAD-3000, 190-
400 nm).

K separaci byla pouZita chromatograficka kolona (150 mm x 2,1 mm, 5 ym). Na
kolonu byly aplikovany vzorky v mobilni fazi A, linearni gradientova eluce probihala dle
programu (%, v): 0-9 min (10-55 % B), 9-12 min (55-60 % B), 12-12,1 min (60-10 % B),
12,1-16 min (10 % B). Pritok mobilni faze B &inil 0,4 ml.min™, teplota autosampleru
byla udrzovana na 10 °C a teplota kolony byla 30 °C. Chromatograficky systém byl
napojen na ESI-MS systém.

Pro MS analyzy byl pouzit pfistroj LCQ Fleet vybaveny linearni iontovou pasti.
Vzorky byly ionizovany elektrosprejem v pozitivnim mddu s nasledujicimi parametry:
napéti spreje (4,75 kV), teplota kapilary (375 °C) a napéti kapilary 30 V. Dusik byl
pouzit jako susici plyn, jeho prutok byl 50, 5 a 1 relativnich jednotek. Jako kolizni plyn
bylo pouzZito hélium. Méfena byla intenzita MS? fragmentd s pouzitim kolizné
indukované disociace (CID), intenzita CID byla 35 % maximalini intenzity. Sledovana

byla fragmentace m/z 332 — pro sanguinarin a 334 — pro dihydrosanguinarin.

3.3.12. Statisticka analyza

VSechny experimenty in vitro byly provedeny nejméné v tripletech ve tfech
nezavislych opakovanich. Vysledky byly vyhodnoceny v programu MS Excel 2007 a
jsou vyjadreny jako primér + smérodatna odchylka (SD). Statistické vyhodnoceni dat

bylo provedeno pomoci Studentova t-testu.
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4. VYSLEDKY

4.1. Toxicita sanguinarinu (SG), dihydrosanguinarinu (DHSG) na
lidskych koznich fibroblastech mérena zménou aktivity
laktatdehydrogenasy (LDH) v médiu

V pritomnosti nékterych latek s toxickym uc¢inkem dochazi k naruSeni bunéénych
membran a uvolnéni vnitrobunéného enzymu LDH do extracelularniho prostoru
(média).

Po 24 hodinové inkubaci bunék s rdznymi koncentracemi testovanych latek, SG a
DHSG byla sledovana aktivita LDH uvolnéného do kultivaéniho média. Zména aktivity
LDH byla méfena jako pokles absorbance AAss/min, ktery byl zplsoben oxidaci
NADH. Triton byl pouZzit jako pozitivni kontrola (maximalni poSkozeni bunék).

Narast aktivity LDH v médiu byl pozorovan u SG v koncentraci 1,25 umol/l
(191 % kontroly), k vyraznému narustu doslo u koncentrace 2,5 ymol/l a 5 pmol/l (566,
resp. 661 % kontroly) (obr. 14).
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0,039 0,078 0,156 0,312 0,625 1,25 2,5 5  triton
koncentrace (umol/l)

% kontroly

Obr. 14 Vliv raznych koncentraci SG na aktivitu LDH v kultivaénim médiu. Data pfedstavuji prGmér hodnot

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

U bunék inkubovanych s DSHG o koncentraci v rozmezi 0,39 - 50 pmol/l nebyla
pozorovana zména aktivity LDH v médiu (obr. 15). DHSG ma v porovnani s SG

vyrazné nizsi toxicitu.
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Obr. 15 Vliv riznych koncentraci DHSG na aktivitu LDH v kultivaénim médiu. Data pfedstavuji prdmér
hodnot ze tfi nezavislych méfeni. * Hodnota je statisticky vyznamné odliSna od bunék inkubovanych s

tritonem (p < 0,05).

4.2. Fototoxicita SG, DHSG vyvolana slozkami UV zareni na
lidskych koznich fibroblastech mérena inkorporaci neutralni
cervene

Po 24 hodinové inkubaci lidskych koznich fibroblastd s SG (0-5 pymol/l) a DHSG

(0-50 pmol/l) byly buriky ozafeny netoxickymi davkami UVA (2,5 Jicm?) nebo UVB (25,

50, 100 mJ/cm?) a po 4 hod inkubaci pfi 37 °C bylo sledovano po$kozeni bunék

méFenim inkorporace NC do bunék. Neozafené a ozafené burnky bez studovanych

alkaloidl byly pouzity jako kontroly Zivotnosti bunék a netoxické davky pfislusného UV

zareni.

4.2.1. Fototoxicita vyvolana UVA zarenim

Vlivem UVA doSlo k prohloubeni toxicity samotného SG (Obr. 16 a 17).
ICs0 samotného SG méla hodnotu 1,94 pmol/l, plsobenim UVA zafeni o davce
2,5 Jicm? hodnota ICs, klesla na 0,865 pmol/l, dochazi tedy k 2,25x vySSimu narustu
toxicity. Tento narlst toxicity neni povazovan za dostacujici, abychom mohli prohlasit

latku za fototoxickou.
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Obr. 16 Poskozeni fibroblast( plsobenim SG a v kombinaci s UVA zafenim o davce 2,5 Jicm? sledované
inkorporaci neutréini ¢ervené. Data pfedstavuji primér hodnot ze tfi nezavislych méfeni. * Hodnota je
statisticky vyznamné odliSna od ozarené kontroly (p < 0,05). # Hodnota je statisticky vyznamné odliSna od

neozafené kontroly (p < 0,05).

Obr. 17 PoSkozeni fibroblastl po inkubaci s riznymi koncentracemi SG 4 hod po ozafeni
UVA a bez ozafeni. (A) Kontrolni bufiky, (B) UVA (2,5 Jlcm?), (C) SG (0,315 umol/l), (D) SG
(0,315 pmol/l) + UVA (2,5 Jicm?), (E) SG (0,625 pmol/l), (F) SG (0,625 pmol/l) + UVA (2,5
Jiem?), (G) SG (1,25 umolll), (H) SG (1,25 umol/l) + UVA (2,5 Jicm?), (CH) SG (2,5 umol/l),
() SG (2,5 umol/l SG) + UVA (2,5 Jicm?). Zvétseno 100x. Buriky byly barveny krystalovou

violeti.
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Toxicky ucinek samotného DHSG nebyl zaznamenan ani pfi davce 50 pmol/l.
Pusobeni UVA zafeni vyvolalo vyrazny narlst toxicity (obr. 18 a 19). Hodnota
ICso DHSG v kombinaci s UVA zafeni o davce 2,5 J/cm? dosahla hodnoty 0,625 pmol/l.
| kdyZ nebylo mozné zjistit pfesnou hodnotu ICsy samotného DHSG (> 50 ymol/l), je

narust toxicity minimalné 80-ti nasobny. DHSG je tedy mozné povazovat za fototoxicky.
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Obr. 18 Poskozeni fibroblastii pisobenim DHSG a v kombinaci s UVA zafenim o davce 2,5 J/icm? pomoci
inkorporace neutralni ¢ervené. Data predstavuji pramér hodnot ze tfi nezavislych méfeni. * Hodnota je
statisticky vyznamné odliSna od ozafené kontroly (p < 0,05). # Hodnota je statisticky vyznamné odliSna od

neozarené kontroly (p < 0,05).
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Obr. 19 Poskozeni fibroblastl inkubovanych s rdznymi koncentracemi DHSG 4 hod po ozareni
UVA a bez ozafeni. (A) Kontrolni buriky, (B) UVA (2,5 J/icm?), (C) DHSG (0,39 umol/l), (D) DHSG
(0,39 umol/l) + UVA (2,5 Jicm?), (E) DHSG (1,56 pmol/l), (F) DHSG (1,56 pmolll) + UVA
(2,5 Jlcm?), (G) DHSG (3,125 umol/l), (H) DHSG (3,125 pmol/l) + UVA (2,5 Jicm?), (CH) DHSG
(6,25 pmol/l), (I) DHSG (6,25 pmol/l) + UVA (2,5 J/cm?), (J) DHSG (50 pmol/l), (H) DHSG
(50 pmol/l) + UVA (2,5 Jicm?). Zvétseno 100x. Buriky byly barveny krystalovou violeti.

4.2.2. Fototoxicita vyvolana UVB zarenim
pfimo reaguje s biomolekulami, hlavné s bazemi nukleovych kyselin a posSkozuije je.

Za stejného experimentalniho uspofadani jako pfi testovani fototoxicity vyvolané
UVA zafenim bylo provedeno testovani fototoxicity vyvolané netoxickymi davkami UVB
zafeni (25, 50, 100 mJ/cm?). Vlivem nejvy$si davky UVB zafeni (100 mJ/cm?) doslo
v porovnani s niz$imi davkami UVB (25, 50 mJ/cm?) k vyraznému prohloubeni toxicity
alkaloidu uz pfi koncentraci SG 1,25 pymol/l (obr. 20). Davky UVB zateni 25 mJ/cm? a
50 mJ/cm? v kombinaci s rdznymi koncentracemi SG vykazuji téméF srovnatelné

vysledky a narlst toxicity nebyl pozorovan. PFi vy$Sich davkach SG 2,5 a 5 ymol/l je
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samotny alkaloid uz tak toxicky, ze pfi sou¢asném pusobeni UVB zafeni nedochazi

k narlstu toxicity.
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Obr. 20 Stanoveni poskozeni bunék plsobenim SG a v kombinaci s UVB zafenim o davce 25 md/cm?,
50 mJ/cm?, 100 mJ/cm? pomoci inkorporace neutralni ¢ervené. Data predstavuji primér hodnot ze tfi
nezavislych méfeni. * Hodnota je statisticky vyznamné odliSna od ozafené kontroly (p < 0,05). # Hodnota

je statisticky vyznamné odliS$na od neozarené kontroly (p < 0,05).

Pfi studiu fototoxicity DHSG vyvolané UVB zafenim byl pfi davce UVB
100 mJ/cm? pozorovan postupny nardst toxicity DHSG. PFi koncentracich DHSG 2,5 a
5 umol/l bylo pozorovano na davce zavislé prohloubeni toxicity pfi pouziti vSech davek

UVB zéfeni (obr. 21).
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Obr. 21 Stanoveni poskozeni bunék pusobenim DHSG a v kombinaci s UVB zafenim o davce 25 md/cm?,
50 mJ/cm?, 100 mJ/cm? pomoci inkorporace neutralni ¢ervené. Data pfedstavuji primér hodnot ze tfi

nezavislych méreni. * Hodnota je statisticky vyznamné odliSna od ozarené kontroly (p < 0,05).
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4.3. Poskozeni DNA fibroblasti po plUsobeni SG, DHSG a
v kombinaci s UV zafenim metodou SCGE

Samotné alkaloidy, SG a DHSG, jsou schopny od urcité koncentrace vyvolavat
poskozeni DNA. UVA na rozdil od UVB zareni, které je schopno pfimo interagovat
s bazemi nukleovych kyselin, vyvolava poskozeni DNA az pfi vy$Si davce. Fibroblasty
byly inkubovany s vybranymi koncentracemi SG (0,158 - 1,25 pmol/l ) a DHSG
(0,195 - 3,125 pmol/l) po dobu 24 hod a po ozafeni UV byly inkubovany dalSi 4 hodiny
pfi 37 °C. Poté bylo studovano poskozeni DNA (jednoviakenné zlomy) pomoci
jednobunécné gelové elektroforézy za alkalickych podminek (SCGE). Mira poSkozeni
DNA byla zjisténa po rozfazeni bunék do 5 tfid (obr. 13) a dle vzorce (5) bylo
vypocitano celkové poskozeni DNA nabyvajici hodnot od O do 400. Hodnota
400 predstavuje 100% poskozeni bunék.

4.3.1. Fototoxicita vyvolana UVA zarenim

PoSkozeni DNA fibroblastd pusobenim samotnych alkaloidd SG, DHSG a pfi
kombinaci alkaloid(i s netoxickou davkou UVA zafeni (2,5 J/cm?) zachycuje obr. 22.
Mira poskozeni DNA vlivem nizkych koncentraci SG (< 1,25 pmol/l) a DHSG
(< 3,125 ymol/l) bez ozafeni UVA nepfesahuje 12-15 %. Samotnym UVA zafenim
doSlo k naristu poskozeni asi o 14 %. UVA zafeni vyrazné zvysilo toxicitu obou
alkaloidd. TéméF 100% poSkozeni DNA bylo dosazeno pfi koncentraci 1,25 pmol/l SG
a 1,56 umol/l DHSG v kombinaci s UVA zafenim o davce 2,5 Jicm® UVA zafeni
vyrazné zvySuje poSkozeni DNA vyvolané obéma alkaloidy. UVA prohlubuje

genotoxicky potencial obou alkaloidu, pfedevsim DHSG.
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Obr. 22 Poskozeni DNA vyvolané SG, DHSG a jejich kombinace s UVA zafenim o davce 2,5 Jiem?
metodou SCGE. (A) - SG, (B) - DHSG. Data predstavuji pramér hodnot ze tfi nezavislych méreni.
* Hodnota je statisticky vyznamné odliSna od ozafené kontroly (p < 0,05).
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4.3.2. Fototoxicita vyvolana UVB zarenim

Vliv UVB zareni na toxicitu alkaloidll SG a DHSG méfenou jako poSkozeni DNA
koznich bunék bylo testovano pfi davce UVB zareni 100 mJ/cm?.

Samotna davka UVB zareni (100 J/cm?) méla vyraznéjsi toxicky Gcinek na buriky
kiize nez UVA o davce 2,5 Jicm? (obr. 23). Zvolend davka UVB zplisobila nar(ist
toxicity o 28 %.

Samotny SG vykazoval mirny narlst poSkozeni se vzrlstajici koncentraci.
nez SG pfi zvolenych koncentracich, ale toxicita nevykazuje koncentracni zavislost.

Pokud byly bufiky ozafeny UVB zafenim bylo kromé neposkozenych jader a
kometek mozné pozorovat vznik jader s naruSenym okrajem, které ale nemély
charakter typickych kometek. Tato jadra byla poéitana do nizZsi 8kaly poSkozeni (tfida
1). Kombinace SG s UVB zafenim vedla k narustu toxicity pfi koncentraci 2 pmol/l. U

DHSG UVB zafeni zvysilo toxicitu uz pfi niz8i koncentraci 1 ymol/Il.
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Obr. 23 Poskozeni DNA vyvolané SG, DHSG a jejich kombinace s UVB zafenim o davce 100 mJ/cm?
sledované metodou SCGE. Data predstavuji primér hodnot ze tfi nezavislych méfeni. * Hodnota je

statisticky vyznamné odliSna od ozafené kontroly (p < 0,05).
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Obr. 24 Stanoveni poskozeni DNA pusobenim ruznych koncentraci SG a DHSG v kombinaci s UVB
zafenim o davce 100 mJd/cm?. (A) uvB (100 mJ/cmz), zvétdeno 400x, (B) SG (0,158 pmol/l) + UVB
(200 mJ/cmZ), zvétSeno 400x, (C) SG (0,625 pmol/l) + UVB (100 mJ/cmz), zvétSeno 400x, (D) SG
(1 umol/l) + UVB (100 mJd/cm?), zvétseno 400x, (E) SG (1,25 umol/l) + UVB (100 mJ/cm?), zvétseno 400x,

(F) DHSG (0,39 pmol/l) + UVB (100 mJ/cmz) zvétdeno 400x, (G) DHSG (1,56 pmol/l) + UVB (100 mJ/cmZ),
zvétSeno 200x, (H) DHSG (3,125 uymol/l) zvétseno 200x.

4.4. Stanoveni fototoxicity SG a DHSG méfenim mitochondrialniho

potencialu

Pro sledovani toxicity/fototoxicity bylo vyuzZito méfeni zmén potencialu vnitfni
mitochondrialni membranu (Ay), k ¢emuz byla pouzita fluorescen¢ni sonda ethyl ester
tetramethylrhodaminu (TMRE). Fluorescenéni molekula se hromadi v matrix
mitochondrii Zivych bunék a v pfipadé ztraty @ dochazi k poklesu intenzity
fluorescence (Scaduto & Grotyohann, 1999).

Burniky inkubované s testovanymi latkami SG a DHSG (1,0; 1,25; 1,5; 2,0;
2,5 umol/l) byly ozafeny netoxickou davkou UVA zafeni o davce 2,5 Jicm® a po
4 hodinach byla aplikovana fluorescenéni sonda TMRE v DMSO o vysledné
koncentraci 0,5 uymol/l. Fluorescence byla méfena pfi excitaéni vinové délce 556 nm a

emisni vinové délce 577 nm.
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Po zméfeni fluorescence predstavuji kontrolni buriky 100 % kontroly. Bylo
zjisténo, ze SG (2,5 ymol/l) snizuje uroven mitochondrialniho potencialu na polovinu
v porovnani s kontrolnimi burikami, v pfipadé ozareni UVA dochazi k poklesu y jiz pfi
koncentraci 0,5 pymol/l a dale klesa v zavislosti na koncentraci (obr. 25). Nicméné
pusobenim UVA na nejvyssi testovanou koncentraci SG (2,5 umol/l) nedochazi ke
zméné potencialu, protoze vysledna hodnota je shodna s hodnotou bez ozafeni. Toto
zjisténi je mozné vysvétlit tim, ze samotny SG snizuje g a pfi davce 2,5 ymol/l je
pokles y tak vyrazny, ze UVA neprohloubi jeho toxicky ucinek. U vSech pouzitych
koncentraci DHSG nebyl pozorovan jeho toxicky ucinek, naopak doslo k zvyseni y,
pusobeni UVA nezvySilo vyrazné toxicitu, i kdyz doSlo k poklesu g asi o 20%. P¥i
zadné testované koncentraci alkaloidu ¢i jejich kombinace s UVA nedoslo k poklesu az
na hodnotu 100% toxicity (buriky lyzované tritonem).

160 - Oneozarené bunky @ ozarené bunky

140 A
120 A
100 A %

80 H #ox
60 -
40 ~ 7

procento kontroly

0 0,25 0,5 1 2,5 0,25 0,5 1 2,5 triton
SG (umol/l) DHSG (umol/l)
Obr. 25 Stanoveni zivotnosti bunék pomoci mitochondridlniho potencialu plsobenim riznych koncentraci
SG, DHSG a v kombinaci s UVA zarenim o davce 2,5 Jiem?. Data predstavuji primér hodnot ze tfi

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

4.5. Produkce ROS pfi UVA- a UVB-fototoxické reakci vyvolané
studovanymi alkaloidy

Buniky byly s SG (1 pmol/l) a DHSG (1 umol/l) inkubovany 24 hod, po ozafeni

UVA (2,5 Jicm?) a UVB (100 mJ/cm?) byly inkubovany 0, 1, 2, 3, 4 hod pii 37 °C.

Ke sledovani produkce ROS byla pouzita fluorescenéni sonda acetat

dihydrofluoresceinu, ktera po reakci s ROS pfechazi na fluorescein. Po inkubaci bunék

se sondou byla zméfena fluorescence pfi excitaci 500 nm, emisi 525 nm a stanoveny

proteiny bicinchoninovou metodou.
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4.5.1. UVA zareni

Samotné UVA zafeni nevyvolavalo vyznamnou tvorbu ROS ve fibroblastech
(130 a 143 % kontroly). Pokud v8ak byly buriky preinkubovany s alkaloidy nedos$lo
ihned po ozareni UVA k produkci ROS (obr. 26 A). Tvorba ROS byla pozorovana 1. a
2. hod po ozafeni. NejvétS§i mnozstvi ROS bylo zjisténo zejména u bunék
inkubovanych s DHSG (374 % kontroly 1. hod po UVA, 356 % kontroly 2. hod po UVA)
a méné po aplikaci SG (153 % kontroly 1. hod po UVA, 233 % kontroly 2. hod po UVA)
(obr. 26 B, C). Pfi méfeni produkce ROS pusobenim SG a DHSG a UVA opakované
nedochazelo k vzniku ROS 3 hod po ozafeni (Obr. 26 D), ale 4 hod od ozafeni UVA se
opét zvySuje produkce ROS (SG 182 % kontroly a DHSG 291 % kontroly), ale toto

mnozstvi je mensi nez mnozstvi ROS, které vznikalo za 1 a 2 hodiny od ozafeni.
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Obr. 26 Stanoveni ROS s odliSnou dobou inkubace po ozareni UVA davkou 2,5 Jiem?. (A) 0 hod po
ozareni; (B) 1 hod po ozafeni; (C) 2 hod po ozafeni; (D) 3 hod po ozafeni; (E) 4 hod po ozafeni. Data
predstavuji prGmér hodnot ze tfi nezavislych méfeni. * Hodnota je statisticky vyznamné odliSna od
ozarené kontroly (p < 0,05).

4.5.2. UVB zareni

Mechanismus poskozeni bunék UVB zafenim je jiny nez pfi pusobeni UVA, u
kterého jeden z hlavnich mechanisml zahrnuje vznik ROS. Zvolena davka UVB zareni
nevyvolava tvorbu ROS a pokud byly burky pfed ozafenim inkubovany s alkaloidy,
nebyla pozorovana produkce ROS, spiSe naopak byl pozorovan pokles fluorescence
(1-3 hod) (obr. 27). AvSak 4 hod od ozafeni byl pozorovan velmi mirny narust

fluorescence, ktery je vyraznéjsi u DHSG a mohl by byt zplsoben vznikajicimi ROS.
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Obr. 27 Stanoveni ROS s odliSnou dobou inkubace po ozafeni UVB davkou 100 mJ/cm?. (A) 0 hod po
ozareni; (B) 1 hod po ozafeni; (C) 2 hod po ozareni; (D) 3 hod po ozafeni; (E) 4 hod po ozafeni. Data
pfedstavuji primér hodnot ze tfi nezavislych méreni.
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4.6. Transformace SG a DHSG

Na lidskych koznich fibroblastech byla testovana biodostupnost alkaloidi a zda
jsou kozni buiky schopny metabolizovat SG, podobné jako hepatocyty (Vrublova,
2010). Dale jsme se zaméfili na sledovani vlivu UVA zafeni na obsah alkaloidd v
bunce.

Studované latky (SG, DHSG; 0,5 umol/l) byly aplikovany na bufiky a po 24 hod
inkubaci byly buriky: A) ozafeny UVA zafenim o davce 2,5 J/cm?; B) nebyly ozafeny.
Poté bylo na burnky aplikovano médium. Obsah alkaloidd SG a DHSG byl sledovan
ihned po ozéafeni a 1, 2 a 4 hod po ozafeni metodou HPLC/ESI-MS.

Zjistény obsah obou alkaloidi byl pfepoéitan na procenta (tab. 4).
Z naméfenych dat vyplynulo, ze 87 - 90 % SG se pfeménuje na DHSG. Po ozareni
UVA pfechazi zmetabolizovany méné toxicky DHSG zpét na toxicky SG (77 % SG a
23 % DHSG). 1 hod po ozafeni se obsah SG snizil na 47 % a 53 % SG se pfeménilo
na DHSG. Podobny vysledek byl zaznamenan i 2 hod po ozafeni (49 % SG a 51 %
DHSG). Po 4 hodinové inkubaci po ozafeni doslo k dalSimu mirnému poklesu obsahu
SG (59 % DHSG).

DHSG se nachazel z 93 - 95 % ve formé DHSG. Pasobenim UVA vsak doslo k
oxidaci DHSG na SG (80 % SG, 20 % DHSG). Béhem 1 hod po ozafeni se obsah
toxického SG v burikach snizil z 80 % na 50 %. Po 2 a 3 hodinové inkubaci po UVA
dochazi k dalSi zpétné konverzi SG na DHSG. Po 4 hod od ozafeni bylo v burikach
inkubovanych s DHSG zjisténo 43 % ve formé SG a 57 % ve formé& DHSG.

Z vysledk( také vyplynulo, Ze v burikach je SG pfeméfnovan na DHSG. Po
ozafeni bunék preinkubovanych s SG ¢i DHSG dochazi v bunikach k vytvofeni
rovnovahy mezi SG a DHSG. Kozni bufiky spontanné ekatalyzuji konverzi netoxického

DHSG na vyrazné toxictéjsi SG.
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Tab. 4 Metabolizace SG a DHSG lidskymi koznimi fibroblasty a konverze DHSG na SG

vyvolana UVA zafenim.

SG (%) * SD (%) DHSG (%) + SD (%)

0 hod SG 11+29 89+29
SG + UVA 77+1,2 23+1,.2
DHSG 5+0,8 95+0,8
DHSG + UVA 80+1,4 20+14
1 hod SG 11+£31 89+31
SG + UVA 47+0,8 53+0,8
DHSG 6+14 94+1,4
DHSG + UVA 50+1,2 50+1,2
2 hod SG 13+11 87+1,1
SG + UVA 49+9,8 51+9,8
DHSG 7+25 9325
DHSG + UVA 38+2,0 62+20
4 hod SG 10+£45 90+4,5
SG + UVA 41+20 59+20
DHSG 7+04 93+0,4
DHSG + UVA 43+1,0 57+1,0

Hodnoty jsou primérem ze tfi nezavislych méfeni.
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4.7. Transdermalni transport

Ke studiu transdermalniho transportu pfes lidskou kizi in vitro byly pouzity
statické vertikalni Franzovy difuzni komUrky ze skla. Byl sledovan vliv pH (fosfatovy
pufr o pH = 6,8 a 8,5) a obsah organickych latek (20 % a 45 % ethanolu) v donorovém
roztoku na transdermalni transport alkaloidd, ktery byl hodnocen mikroskopicky a
nasledné HPLC/ESI-MS.

Kuze byla pouzita jak Cerstva, metabolicky aktivni, tak kize zmrazena pfi - 20 °C,
ktera byla pfed experimentem rozmrazena a ponechana pfi pokojove teploté alespon
1 hod. V pruab&hu experimentu byly komurky vyhfivany ve vodni lazni o teploté 37 °C
po dobu 20 hod. Poté byla kize vyjmuta, €ast byla pouzita na pfipravu homogenatu
pro HPLC/ESI-MS analyzu a ¢&ast byla nakrajena kryostatem a pouzita pro

mikroskopickou analyzu.

4.7.1. Transdermalni transport SG

Na fotografiich z fluorescenéniho mikroskopu (obr. 28) jsou shrnuty vysledky
metabolicky aktivni i neaktivni kiize po aplikaci SG v difuznich komarkach. Vyplyva z
nich, Zze i samotna nejvrchnéjsi vrstva epidermis SC a hlubSi vrstvy vykazuji
autofluorescenci zejména u rozmrazené kuze (obr. 28A, 28E). U rozmrazené kuze lze
pozorovat narust fluorescence v SC po aplikaci SG v obou testovanych pufrech o pH
6,8 a 8,5. Po pfidani ethanolu (25 a 40 %) byla pozorovana fluorescence i v hlubSich
vrstvach epidermis, pfi¢emz vy3Si fluorescence je viditelna v kyselém prostfedi (pH =
6,8).
fluorescence (obr. 28CH - 280). Vyraznéjsi fluorescence SG v kuzi byla pozorovana
po aplikaci SG v donorovém roztoku o pH = 8,5. Pfi pouziti donorového roztoku o
pH = 8,5 s pfidavkem ethanolu nedoslo k nartstu fluorescence. Opacny vysledek je
pozorovan v kyselém prostfedi, ve kterém se zvySuje fluorescence v zavislosti na

koncentraci ethanolu.
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Obr. 28 Rezy kuZe po transdermalnim transportu SG ve statickych difuznich komarkach. (A) kontrolni
kGze, pH = 6,8, rozmrazena klize, (B) SG, pH = 6,8, rozmrazena klze, (C) SG, 20 % C,HsOH, pH
6,8, rozmrazena kuze, (D) SG, 45 % C,HsOH, pH = 6,8, rozmrazena klze, (E) kontrolni kiize, pH
8,5, rozmrazena kuze, (F) SG, pH = 8,5, rozmrazena kuze, (G) SG, 20 % C,HsOH, pH = 8,5,
rozmrazena klze, (H) SG, 45 % C,HsOH, pH = 8,5, rozmrazena kuze, (CH) kontrolni kuze, pH = 6,8,
Cerstva kuze, (l) SG, pH = 6,8, Cerstva klze, (J) SG, 20 % C,HsOH, pH = 6,8, Cerstva klze, (K) SG, 45
% C,HsOH, pH = 6,8, Cerstva kuze, (L) kontrolni kize, pH = 8,5, €erstva kaze, (M) SG, pH = 8,5,
Cerstva kuze, (N) SG, 20 % C>HsOH, pH = 8,5, Cerstva kize, (O) SG, 45 % C,HsOH, pH = 8,5, Cerstva

ktaze. ZvétSeno 200x.
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Po transdermalnim transportu SG na zivé kuzi byl vyuzitim HPLC/ESI-MS
stanovovan obsah SG a pfipadnych jeho metabolickych produktd v kizi, v receptorové
tekutiné a v roztoku, kterym byla kiZze po ukonCeni transdermalniho transportu
oplachnuta.

V receptorové tekutiné nebylo zjisténo zadné mnozstvi SG, coz znamena, ze SG
neprochazi pres vrstvy kiize a nasledné do krevniho obéhu. Roztok po oplachu kuze
obsahoval stopy SG, které nebylo mozné kvantifikovat. V homogenatu z kuze byl
zZjistén SG a DHSG (tab. 5). Zjisténé mnozstvi SG a DHSG v kuzi znamena, Ze oba
alkaloidy se v ki0zi zadrzuji, jejich koncentrace je uvedeno vtab. 5. Vzhledem
k malému mnozstvi DHSG byla zjiS§téna nizSi konverze SG na DHSG, nez to bylo
pozorované v samotnych fibroblastech. Tento vysledek potvrzuje, ze SG se vaze

v horni vrstvé klze. Ethanol snizil mnozstvi vazaného SG do Cerstvé kilize pfi obou pH.

Tab. 5 Distribuce SG a DHSG v kGzi po transdermalnim transportu SG.

Kuze
SG (mg/l) £ SD DHSG (mg/l) £ SD

Kontrola 0 0
ol sG 4,984 + 1,274 0,108 + 0,085
11 SG + 20 % ethanolu 4,938 + 0,834 1,290 + 1,734
2| SG + 45 % ethanolu 4,285+ 1,389 0,780 + 0,987
o Kontrola 0 0
| SG 5,637 + 0,435 0,151 + 0,139
11 SG + 20 % ethanolu 4,506 + 1,188 0,303 + 0,355
2| 3G + 45 % ethanolu 3,568 + 0,018 0,503 + 0,546

Hodnoty jsou priimérem ze dvou reprezentativnich méreni.
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4.7.2. Transdermalni transport DHSG

Transdermalni transport DHSG byl proveden pouze na rozmrazené kuzi. Opét
byla pozorovana nizka autofluorescence SC a hlubokych vrstev klze (obr. 29A, 29E).
DHSG fluoreskuje v SC nepatrné vice pfi pH = 8,5 v porovnani s pH = 6,8. Ethanol

v donorovém roztoku zvySuje fluorescenci, jak v kyselém, tak v zasaditém pH.

Kontrolni kiize 100 yM DHSG 100 yM DHSG 100 uM DHSG
+ 20 % C,H;OH + 45 % C,H;OH

Rozmrazena kize

Obr. 29 Rezy kiZe po transdermainim transportu DHSG ve statickych difuznich komorkéach.
kontrolni kdze, pH = 6,8, (B) DHSG, pH = 6,8, (C) DHSG, 20 % C,HsOH, pH = 6,8, (D) DHSG, 45 %
C2HsOH, pH = 6,8, (E) kontrolni kiize, pH = 8,5, (F) DHSG, pH = 8,5, (G) DHSG, 20 % C,HsOH, pH =
8,5, (H) DHSG, 45 % C,HsOH, pH = 8,5. ZvétSeno 200x.

6,8

pH =

pH=8,5
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5. DISKUSE

Diky resorpéni funkci kiize je mozné transdermalné podavat IéCiva v podobé
masti. Vyhodou topické aplikace je hlavné lokalni plsobeni u¢inné latky na postizené
misto, ktera nezatézuje gastrointestinalni trakt a cely organismus (Hrabalek et al.,
1999). Pouzivani masti je také hojné rozSifené v alternativni mediciné pfi aplikaci
prirodnich latek, smési, rostlinnych extraktu a frakci. Pouziti mnohych pfirodnich latek
v alternativnim |écCitelstvi vychazi z dlouhodobé tradice a zkuSenosti. Bohuzel, ne vzdy
je znama bezpec€nost pouziti téchto latek. Nékteré z nich mohou v kombinaci se
slune¢nim zafenim vyvolavat drazdéni, fotoalergické a fototoxické reakce na kizi (Bark
et al., 2010).

Alkaloid SG je znamy tim, Ze ma protizanétlivy, antibakterialni, antimykoticky,
antiplakovy a analgeticky ucinek a je pouzivan v tradi¢nim IéCitelstvi, ale i v pfipravcich
ustni hygieny a mastich. Jeho toxicita je vSak stale stfedem diskuse (Cienki & Zaret,
2010). Doposud nejsou znama zadna fakta o jeho prostupnosti do kuze, pripadné
metabolizaci v kGizi a o bezpecnosti jeho pouziti v kombinaci s UV zafenim. Protoze
SG je metabolizovan hepatocyty predevSim na DHSG (Vrublova, 2010), byl do

experimentu vzat kromé SG také DHSG.

Z literatury je znamo, ze SG je toxicky k burfikam. Metodou inkorporace neutralni
Cervené do fibroblastl jsme stanovili ICsy na hodnotu 1,94 umol/l, ktera je pfiblizné
srovnatelna s publikovanou hodnotou na lidskych fibroblastech 1Csq = 1,6 pmol/l
(Debiton et al., 2003). Tyto hodnoty mezi sebou koreluji, i kdyz byly pouzity rizné doby
inkubace a metody stanoveni. Toxicita SG na normalni lidské fibroblasty je niz§i nez na
lidské keratinocyty (HaCaT), ale vySSi nez k lidskym gingivalnim fibroblastim (HGF - 1)
a epidermalnim keratinocytim (NHEKS) (Zdafilova et al., 2006).

Fototoxicka reakce je nezadouci reakce klze po spoleéném plsobeni
chemickych latek a UV nebo viditelného zafeni. Takové latky se oznaluji jako
fotosenzitiéry (Bark et al.,, 2010). Vliv UV zafeni byl studovan na oba alkaloidy.

Vysledné hodnoty ICs, pro SG a DHSG jsou shrnuty v tabulce 6.
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Tab. 6 ICso pro SG a DHSG u lidskych fibroblastu.

ICso (MmMoI/T)
+ UVA + UVB + UVB +UVB
(2,5J/cm®  (25mJicm® (50 mJ/cm?) (100 mJ/cm?)
SG 1,94 0,865 2,77 2,21 1,0
DHSG > 50 0,625 3,96 2,49 2,17

Toxicita SG v kombinaci s UVA se prohloubila pouze 2,25x, a tudiz SG
nepovaZujeme za fototoxicky. PFi aplikaci vzrastajicich davek UVB (25-100 mJ/cm?)
dochazi k prohloubeni toxicity SG aZz pfi davce 100 J/cm?®. Nizsi davky UVB (25 a
50 mJ/cm?) toxicitu SG nezvysily, hodnoty se pohybuji mirné nad ICs, samotného SG.
Na rozdil od UVB SG pohicuje vyraznéji UVA (zafeni o delSi vinové délce), &imz
dochazi k tvorb& ROS a prohloubeni toxicity. Protoze slunecni zafeni obsahuje hlavné
UVA slozku (95 %) a pouze 5 % UVB (Pattison & Davies, 2006), efekt UVA tak hraje
vyraznéjSi podil ve fototoxicité vyvolané slune¢nim zafenim. | kdyz UVB pfedstavuje
velmi malou ¢ast UV zafeni, nejvyssi nami testovana davka UVB byla SG pohlcovana,
¢imz se prohloubila toxicita.

DHSG nebyl toxicky ani pfi davce 50 ymol/l, avSak aplikace UVA i UVB zafeni
vyvolala vyrazny narust toxicity. UVA ma vhodnou vinovou délku, ktera je alkaloidem
snadno absorbovatelna. DHSG je tak lepSim chromoforem v porovnani s SG. UVB
zvySuje toxicitu DHSG méné.

Toxicita SG a DHSG v kombinaci s UVA je srovnatelna. U DHSG je ICso mirné
niz8i, coz muze byt vysvétleno produkci ROS pfi konverzi DHSG na SG, které se podili
na narustu toxicity. Jak se prokazalo, ROS vznikaji po ozafreni bunék inkubovanych s
DHSG UVA zafenim. Produkce ROS je vy$Si nez u bunék, které byly inkubovany se
SG. K produkci ROS pfi inkubaci s obémi alkaloidy pfispiva také skuteCnost, ze
alkaloid SG reaguje s SH-skupinami bilkovin, ale také nizkomolekularniho antioxidantu
glutathionu (Debiton et al., 2003). Pokles tohoto antioxidantu snizuje schopnost bunék

se chranit pfi nadprodukci ROS v pribéhu konverze DHSG na SG slunecnim zarenim.

Vzhledem k tomu, Ze alkaloidy vstupuji do DNA (Urbanova et al., 2009) jsme
chtéli zjistit, zda pfi fototoxické reakci dochazi k prohloubeni genotoxicity obou
alkaloid. Muzeme potvrdit, ze UVA zvySuje poSkozeni DNA bunék inkubovanych s SG
i DHSG. Zvolena davka UVB zafeni vyvolala méfitelné poskozeni bunék, coz ovlivnilo
méfeni fototoxického potencialu alkaloidd. Na zakladé zvySeni toxicity SG v kombinaci
s UVB pfi koncentraci 2 umol/l a pfipadé DHSG jiz pfi koncentraci 1 ymol/l, mizeme

znovu potvrdit vysSi fototoxicky potencial DHSG, avSak pouziti niz§i davky UVB by
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mohlo |épe zachytit fotogenotoxické plsobeni alkaloidd. Bohuzel tento experiment jiz
nemohl byt proveden a bude pfedmétem dalSiho studia.

Pfekvapivé u bunék inkubovanych s DHSG a nasledné ozafenych UVA
(2,5 J/cm?) nedo$lo k vyraznému sniZeni g ani pfi koncentracich, které v kombinaci
s UVA byly jiz toxické. Na rozdil od DHSG samotny SG snizuje g v zavislosti se
zvysujici se koncentraci SG a uc€inkem UVA doSlo jesté ke snizeni y. Samotny DSHG
(2,5 upmol/l) neovliviiuje @ a nezpusobuje depolarizaci vnitini mitochondrialni
membrany. Z naméfenych hodnot vyplyva, ze pouze SG aktivuje vnitfni cestu aktivace
apoptézy, ktera souvisi pravé s mitochondriemi. Stejny pokles potencialu jako u SG byl
oCekavan i u bunék inkubovanych s DHSG a ozafenych UVA. Pfi ozafeni bunék
s DHSG dochazi k produkci ROS a sou¢asné k preméné DHSG na SG, coz by se mélo
projevit snizenim . Tento vysledek jsme nezaznamenali, proto studium ovlivnéni
DHSG bude pfedmétem dalsiho studia.

ProtoZe je znamo, Ze SG je pfemérfovan v lidskych hepatocytech na DHSG
(Vrublova, 2010), chtéli jsme prokazat, zda SG prostupuje do koznich fibroblastl a je
v nich metabolizovan.

Experimenty prokazaly, ze SG i DHSG do fibroblastl vstupuji a DHSG je hlavnim
metabolickym produktem pfemény SG. Po 24 hodinové inkubaci bylo 89 % SG
redukovano na DHSG. V pfipadé bunék inkubovanych s DHSG bylo nalezeno 95 % ve
formé DHSG a zbylych 5 % by mohly byt dal$i metabolity, které jsme nebyly schopni
zidentifikovat. Z experimentld vyplynulo, Ze UVA zafeni je schopno vyvolat zpétnou
konverzi intracelularnino DHSG zpét na SG, ktera je spojena s produkci ROS. Tato
konverze je reverzibilni a po pfeméné DHSG na SG jsou metabolicky aktivni buriky
schopné katalyzovat zpétnou konverzi na méné toxicky DHSG. Tento jev je
podobny obranné reakci rostlin, v nichz DHSG, ktery je ulozen v zasobnich organelach,
je v pritomnosti elicitord biotického nebo abiotického pivodu pfeménovan na SG. Ten
je zpétné prfeménovan reduktasou na méné toxicky DHSG. To znamena, Ze i kozni
fibroblasty jsou schopné pfeménovat toxicky SG na netoxicky DHSG mechanismem,
kterého se zifejmeé ucastni nespecifické reduktasy (Psotova et al., 2006).

Toto zjisténi dopliuje a vysvétluje zmény toxicity SG a DHSG po ozafeni UVA.
Nasim cilem bylo zjistit, zda oba alkaloidy mohou pfekonat kozni bariéru a dostat se po

topické aplikaci do krevni cirkulace.

Vzhledem ktomu, Ze vlastnosti KBA jsou ovlivhiovany hodnotou pH (pfi pH
niz§im nez 7,0 se vyskytuji ve formé kvartérniho kationtu; pfi pH vy$8im nez 7 dochazi

k adici hydroxidového aniontu za vzniku neutralni formy, tvz. pseudobaze) (Dostal
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et al., 2000), byl transdermalni transport studovan pfi pH = 6,8 a 8,5. pH donorovych
tekutin vyrazné neovlivnilo absorbci alkaloidi do kGze. Taktéz nebyl prokazan vliv
obsahu ethanolu v donorové tekutiné na schopnost alkaloidd prostupovat do hlubsich
vrstev klize pfi obou pH. Bariéra Cerstvé kize je vySSi nez pfi pouziti zmrazené. Tento
fakt je nutno brat v avahu, a proto je vhodné pro tyto experimenty upfednostriovat
vyuziti Cerstvé, nerozmrazené kize.

Pfi pouziti vertikalnich difuznich komurek bylo prokazano, ze SG i DHSG jsou
v kGizi zadrzeny. ProtoZe v receptorové tekutiné nebylo zaznamenano zadné mnozstvi
alkaloidu, zjistili jsme, ze alkaloidy kozni bariéru nepfekonaji. SG nebyl v k(zi
preménovan na DHSG tak intenzivné jako ve fibroblastech. Z tohoto vysledku nepfimo
usuzujeme, ze SG je zachycen v metabolicky malo respektive neaktivnich burikach SC
a nedostava se do hlubSich vrstev kGize. Kdyby se alkaloidy dostavaly do hlubSich
vrstev kize s metabolicky aktivnimi bufkami, pfeména by mohla byt intenzivngjsi. Ke
zminéné redukci muze pfispét i napf. NADH bez ucasti enzymu (Kovar et al., 1985). A
DHSG, ktery se nachazi ve vrstvé SC, by mohl byt také spontanné oxidovan na SG.
VSechny tyto faktory se mohou podilet na ustaveni rovnovahy mezi obémi alkaloidy.

PFi pouziti lidské kGze je nutné brat v Uvahu i fakt, Ze kazdy ¢lovék ma kizi jinak
tlustou, ktera je v pribéhu Zzivota vystavovana odliSné zatézi, a proto je nutné pro
experimenty pouzit kGizi nékolika darcu a nejlépe z jedné oblasti téla.

Aplikace SG na kizi mGze byt bezpecna, pokud je aplikovana na oblast klze,
ktera je zdrava, nepoSkozena a tedy nedochazi k jeho penetraci do hlubSich vrstev
kGize, kde by mohl byt SG pfeménovan na DHSG. Pokud dojde k pfeméné SG na
DHSG, dochazi v kombinaci se sluneénim zafenim k fototoxické reakci, ktera je
nezadouci. Na druhou stranu tohoto jevu mize byt cilené vyuzito napf. v terapii
koznich nadoru, kdy se vyuziva toxické a fototoxické reakce. Diky témto skuteCnostem
by se mélo nakladat s pfipravky pro topickou aplikaci obsahujicimi tyto alkaloidy velmi

obezietné.
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6. ZAVER

Z vysledku diplomové prace vyplyva, Ze:

cytoxicita SG na lidskych koznich fibroblastech je vyrazné vy$Si v porovnini
s DHSG. Hodnota ICso pro SG je 1,94 umol/l, u DHSG nebyl prokazan toxicky
ucinek do koncentrace 50 umol/l.

UVA zéfeni (2,5 J/cm?), které samo nevyvolava toxicitu (méFenim Zivotnosti
pouzitim neutralni ervené), zvysuje toxicitu SG. Hodnota ICsqy SG v kombinaci
s UVA je 0,865 pmol/l. UVB zafeni v davce 100 mJ/cm? zvySuje toxicitu SG,
niz&i davky UVB, 25 a 50 mJ/cm?, toxicitu SG nezvysuiji.

UVA zéfeni (2,5 Jicm?) vyrazné zvysuije toxicitu DHSG. Hodnota DHSG ICs, pfi
aplikaci UVA zéfeni klesla na 0,625 umol/l. UVB (25, 50 a 100 mJ/cm?) taktéz
zvysuje toxicitu DHSG. DHSG ma vyraznou fototoxicitu.

metodou jednobunééné elektroforézy (SCGE) bylo prokazano poskozeni DNA
vyvolané SG, ale predevSim DHSG v kombinaci s UVA zafenim, vysledky
meéfeni jsou srovnatelné s metodou méfenim inkorporace neutralni ¢ervené.

SG o koncentraci 2,5 umol/l zplUsobuje snizeni membranového potencialu
v mitochondriich na 50 %. UVA ovliviiuje y jiz pfi koncentraci 0,5 pmol/l SG a y
klesa v zavislosti na zvySujici se koncentraci SG. Aviak DHSG v kombinaci
s UVA neovliviiuje @ do koncentrace 2,5 pmol/l.

vlivem UVA (2,5 J/lcm?) dochazi v bufikach inkubovanych s SG a DHSG (1
pmol/l) k zvySeni produkce reaktivnich forem kysliku (ROS), nejvice 1 a 2 hod
od ozafeni. V bunkach inkubovanych s SG a DHSG (1 umol/l) a ozafenych
UVB o davce 100 mJ/cm? nedochazi k narGstu produkce ROS.

SG i DHSG se akumuluji v koznich fibroblastech.

toxicky SG je pfemériovan na méné toxicky DHSG.

netoxicky DHSG je pusobenim UVA zafeni pfeméfovan na toxicky SG.

SG i DHSG penetruji v prabéhu transdermalniho transportu pouze do
zrohovatélé vrsvy epidermis SC. ZvySeni obsahu ethanolu (25-45 %) v
donorovém roztoku s alkaloidy nezvysilo jejich obsah v SC.

zvySeni obsahu alkaloidi v SC v rozmrazené kizi v porovnani s kuzi ¢erstvou
je zplsobeno naru$enim jeji integrity v prabéhu zamrazovani.

v Cersvé kUzi po transdermalnim transportu nebyla pozorovana tak vyrazna
konverze SG na netoxicky metabolit DHSG, coz nepfimo potvrzuje, ze SG
penetruje jen do rohové vrstvy, kde jsou jiz odumielé Ci méné metabolicky

aktivni burnky.
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8. SEZNAM ZKRATEK

BCA
BCC
DHBO
DHSG
DMSO
DNA
dsDNA
EDTA
FBS
G, G
GSH
HPLC/ESI-MS

IR

KBA
LDH
NADH
NADP*
NADPH
PBS
PCD
ROS

S. canadensis
SC

SG
SGOH
SR
TNF
uv
UVA
uvB
uvc
WHO

Bicinchoninova metoda

Bazocelularni karcinom (Basal cell carcinoma)
Dihydrobenzofenanthridinoxidasa

Dihydrosanguinarin

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonukleova kyselina

Dvouretézcova DNA (double strand DNA)
Ethylendiamintetraoctova kyselina

Fetalni hovézi sérum (fetal bovine serum)

Gram pozitivni, Gram negativni

Glutathion

Vysokouc&inna kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii (ionizace elektrosprejem) (high-performance liquid
chromatography electrospray ionization mass spectrometry)
InfraCervené zareni (infrared)

Kvartérni benzo[c]fenantridinové alkaloidy
Laktatdehydrogenasa

Nikotinamidadenindinukleotid, redukovana forma
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat, redukovana forma
Fosfatovy pufr (Phosphate buffered saline)
Programovana bunééna smrt (Programmed cell death)
Reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
Sanguinaria canadensis

Stratum corneum

Sanguinarin

Sanguinarin-pseudobaze

Sanguinarinreduktasa

Tumor nekrotizujici faktor

Ultrafialové zareni (ultraviolet)

A slozka UV zéafeni

B slozka UV zareni

C slozka UV zareni

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
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