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CiL PRACE

1.

Studium plisobeni UV zafeni na lidsky organismus predevsim se zaméienim na oblast

UVA a UVB v ptisobnosti na bunécné kultury ¢i tkanové modely ktize.

Zhodnoceni soucasné¢ho stavu znalosti v uvedené problematice a navrh metodiky

experimentalniho métfeni a vyhodnoceni namétfenych dat.

Souhrn vybranych morfologickych a funkénich zmén bunéénych kultur vystavenych
UV zafeni. Provedeni statistického vyhodnoceni experimentadlniho méfeni a diskuze

ziskanych vysledk.



1. UvVoD

Dlouhodobéd expozice ultrafialovym zafenim (UV) vyvolava v organismu fadu
chronickych zmén ¢i akutnich onemocnéni, jejichz intenzita a zavaznost je dana individualnimi
faktory jedince. Slunecni zéieni se poklada za vnéjsi Cinitel a nejveétsi zatéz lidského organismu
vSak klade na nejrozsdhlejsi organ téla, a to kiizi. Mnoho lidi bere tento diilezity organ
za samoziejmost a neuvédomuje si, kolik zivotnich funkci plni a jak moc je pro nas dilezity.
Lidska ktize pokryva celkovy povrch téla a tvofi bariéru viici okoli, podilejici se na ochrané
organismu proti pusobeni nejriznéjSich chemickych, fyzikalnich a biologickych faktort.
Nejen, ze zajistuje udrzovani stalé teploty téla, ale podili se i na imunitnich systémech.

UV zafeni ma tfi slozky UVA, UVB a UVC, ptficemz na zemsky povrch dopadaji pouze
slozky A a B. Nejskodlivéjsi ¢ast slunecniho zareni z celého UV spektra, jeZ miZe zpusobovat
riuzné patologické procesy v kuzi, slozka C, je zcela pohlcena ozonovou vrstvou. Pokud tato
ozonova vrstva je oslabena, muaze taktéz ptispivat patologii ktize. Presto vSak nachazi své
vyuziti jako u¢inny germicidni prostfedek k dezinfekci operacnich salu a laboratoti. Zbylé dvé
podslozky, tedy UVA a UVB maji své charakteristické vlastnosti a lisi se jak energii fotond,
tak 1 hodnotou vlnovych délek. UVA zafeni, diky své nizké energii a dlouhé vinové délce,
pronikd do hlubsich vrstev kiize. Pisobeni UVA fotonl spociva piedevSim v produkci
reaktivnich forem (ROS), které nasledn¢ atakuji ostatni bunécné molekuly. K pfimému
poskozeni molekul v§ak nema dostatecnou energii. UVB zéafeni ma naopak dostate¢nou energii
k vyvolani ptfimého poskozeni molekul. Z diivodu kratSich vlnovych délek, pronikne pouze do
svrchnich vrstev klize, zejména pokoZzky a v mens$i mife do Skary. Je opét inicidtorem masivni
produkce reaktivnich forem kysliku, ale studie dokazuji, Ze podporuje také vznik néddorti a jejich
Siteni. Vedle negativnich ucinki, ma UV zafeni i pozitivni stranky. UVA zajistuje stimulaci
oxidace melaninu a je Casto vyuzZivano k 1é€bé€ specialnich dermatologickych onemocnéni.

V soucasné dobé€, ve spojeni se solarnimi zafizenimi, za¢ind narlstat zdjem o pojem
»fotostarnuti* (photoaging) neboli ptedCasné starnuti kiaze. Fotostdrnuti je vyvolané
dlouhodobou expozici slune€niho zafeni a mé za nasledek fadu viditelnych zmén, jeZ jsou zcela
rozdilné od fyziologického starnuti, které si mnoho lidi spojuje dohromady. Mezi hlavni znaky
patfi zejména vysuSeni kiize, zdrsnéni, Casté vrasky, zazloutld barva a dal$i. Dlouhodoba
expozice kiize mize vést ke vzniku nadord. Naopak chronologické starnuti kiize je slozity
fyziologicky proces vyvijejici se pomoci u€inkii ¢asu. Mezi histologické rysy pfirozené¢ho
starnuti patii zejména depigmentace vlasi, ubytek fibroblastl a kolagenu, ubytek melanocyti

a zplosténi dermo-epidermalniho rozhrani.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Kuze

Kuze je nejrozsahlejsi organ lidského téla, jez tvoii zevni povrch a tim i bariéru vici
okoli. Celkovy povrch zaujima plochu 1,2-2,3 m? Specifickd stavba umoziuje kizi
prizptasobeni pohybiim a tvarové zmény téla. Plni funkci u¢inné ochrany pted chemickymi,
fyzikdlnimi a mikrobiologickymi vlivy zokoli. Nepovazuje se za vhodny vodi¢ tepla,
proto jejim prostfednictvim dochazi k regulaci stalé télni teploty a ovlada tak tepelné ztraty
do okoli pomoci ¢innosti potnich zlaz a zmén prutoku krve v cévnim fecisti. Dale se podili
na imunitnim systému organismu, nebot obsahuje imunokompetentni bunky, v kterych
se mohou tvofit protilatky. Vlivem slune¢niho svétla, zejména ultrafialového zafeni se v kuizi
vytvari z ergosterolu vitamin D, podilejici se na zlepSeni imunitnich funkei lidského organismu
(Cihak 2016).

Jeji sloZeni tvofi tii zdkladni vrstvy: pokozka (epidermis), Skara (dermis) a subkutanni

tkan neboli podkozni vazivo (hypodermis) (Obr.1) (Kanitakis 2002 cit. v Kolarsick a kol. 2011).

2.1.1 Pokozka (epidermis)

PokoZka je soulasti povrchové vrstvy kiize a je tvofena vrstevnatym epitelem
ektodermového ptvodu. Jeji hlavni funkce spociva v ochrané pied potencialné nebezpe¢nymi
hrozbami z vnéjSiho prostiedi a poskytnuti fyzikalni, chemické, biochemické a adaptivni
imunologické bariéry. Pokozka se obvykle rozdéluje do péti vrstev, dle morfologie a polohy
keratinocytl, na vrstvu zdkladni (stratum basale), vrstvu ostnitou (stratum spinosum),
vrstvu zrnitou (stratum granulosum), vrstvu svétlou (stratum lucidum) a v posledni fadé€ vrstvu
rohovou (stratum corneum) (Rajnochova Svobodova 2012).

Pokozka se majoritné¢ skladd ze dvou typi bunék, epidermdlné zrohovéjicich
keratinocytll a dendritickych bunck. Keratinocyty se lisi od ,.Cistych® dentrickych bunék
pfedevs§im tim, Ze keratinocyty maji mezibunécné mustky a dostatecné mnoZstvi zbarvené
cytoplazmy. V minoritnim poctu se zde objevuji také melanocyty, Merkelovy buiky

a Langerhansovy buiiky (Kolarsick a kol. 2011).

2.1.1.1 Buniky pokoZzky (epidermis)
Keratinocyty jsou vysoce specializované epitelové buinky oddélujici organismus

od vnéjsiho prostiedi a produkujici fibrilarni keratin podilejici se na ochrannych vlastnostech



pokozky. Tvoii ptiblizné 80 % bunék v epidermis a jsou zodpovédné za proces zvany
keratinizace, pfi kterém keratinocyty nejprve prochdzi syntetickou fazi a poté degradacni.
V syntetické fazi bunky vytvaii cytoplazmatickou zasobu keratinu a béhem degradace,
bunky ztraci organely (Kolarsick a kol. 2011). Keratinocyty z po¢atku vznikaji jako bazalni
bunky ve vnitini vrstveé epidermis, po bunééném deleni ¢ast bunék zistava v bazalni vrstve jako
kmenové buiiky, zatimco druhé ¢ast migruje do horni vrstvy epidermis. Cast migrujicich bunék
se nakonec diferencuje na vytvofeni tzv. mrtvé povrchové vrstvy kize (stratum corneum).
Tato vrstva je tvofena z mrtvych bun¢k (korneocytlt), které se neustdle odlupuji v podobé
Supinek (Eckert a Rorke 1989).

Melanocyty ptredstavuji heterogenni skupinu buné€k v lidském téle. Tvoii 4 % bunécné
populace a nejvétsi mnoZstvi se nachdzi v trvale osvétlenych &asti téla (Cihdk 2016).
Béhem embryologického vyvoje migruji a lokalizuji se predevSim ve vlasovych folikulech
ve stratum basale a stratum spinosum. Melanocyty a jejich produkce melaninového pigmentu
(proces zvany melanogeneze) maji v kozni fyziologii dilezitou roli. Nejviditelnéjsi
a nejstudovangjsi funkci melanocytl je syntéza melaninu, ktery proptjcuje kizi a vlasim ktru
a chréni epidermélni buiiky pfed zménami struktury DNA vyvolané ultrafialovym zafenim.
Odborné studie taktéZ dokézaly, Ze melanocyty jsou také aktivnimi faktory v imunitnim
systému ktize, ucCastni se imunitnich odpovédi a maji imunomodula¢ni vlastnosti
(Hong a kol. 2015).

Langerhansovy bunky jsou buiiky mesodermového ptiivodu, uloZené v ostnité vrstveé
v pravidelném uspotadani. Tvoii pfiblizné 2—8 % bunék epidermis a ptedstavuji tak nejmensi
populaci bunék v celé epidermis. Vznikaji v kostni dfeni z monocytt a do klize jsou vpraveny
krevni cestou. Hlavni funkce Langerhansovych bunék spociva v rozpoznavani antigenu a jeho
zpracovani. Patrné zprosttedkovavaji alergické reakce epidermis, a pfedevsim jsou velmi citlivé
na ultrafialové zateni (Cihdk 2016).

Merkelovy buniky a Merkelova nervova zakonceni predstavuji koZni
mechanoreceptory nachazejici se v bazalni vrstv€é pokozky ve hmatovych liStach. U ¢loveka
¢ini 4-6 % bun€k bazilni vrstvy epidermis a jsou tvoteny velkymi, svétlymi bunikami
synapticky spojené s termindlami sensitivnich nervil. Mechanicka stimulace Markelovych
nervovych zakonceni je doprovazena vstupovanim vapniku do Merkelovych bunék
anaslednym uvolfiovanim iontd véapniku. Poté nastavd exocytdéza medidtoru ve formé

glutamatu (Cihak 2016).
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Obr. 1: Schéma bunék epidermis a jejich usporadani. Upraveno (Cihdk 2016).

Z tohoto diivodu je nezbytné nutné Markelovy buiiky a Markelova nervova zakonceni
povazovat za sekundarni smyslové buiky pfispivajici k homeostaze kiize a rozvoji koznich
nervil. Cetné peptidy, které Markelovy buiiky syntetizuji, jim umoziuji komunikovat s mnoha

jinymi buiikami, nez jsou neurony (Boulais a Misery 2007).

2.1.2 Skara (dermis — corium)

Dermis je stiedni strukturalni vrstva pod epidermis, oddélené od sebe bazalni vrstvou.
Je piiblizné 15 az 40krat siln€jsi nez epidermis a zajist'uje tak kizi pruznost, ohebnost a pevnost
v tahu. Skladd se predevSim zvaziva se zvinénymi kolagennimi a elastickymi vlakny,
ktera jsou spojena v navzijem proplétajici se snopce. Chrani télo pifed mechanickym
poskozenim, podili se pifi regulaci teploty a obsahuje receptory senzorickych podnétu.
Hlavni slozkou dermis je fibrilarni kolagen obsahujici velké mnozstvi proteinti. Skaru tvoii dvé
vrstvy s odliSnymi charakteristikami. Prvni vrstva je povrchova (stratum papillare,
pars papillaris) a druhd vrstva se nazyva hlubsi (stratum reticulare) (Kolarsick a kol. 2011).

Povrchova vrstva (stratum papillare) je dermalni oblast promitajici se mezi epidermalni
hiebeny. Obsahuje pocetnd vldkna a vazivové buiky, které jsou propletené siti kapilar
zasahujici az do vrchnich papil (Cihdk 2016). Majoritnimi buiikami zde jsou fibroblasty
produkujici do okoli extracelularni matrix a riznd kolagenni vlakna. Fibroblasty

spojuji elasticka vldkna s extracelularni matrici dermis, ktera se sklada z glykosaminoglykand.



Minoritni skupinou bun¢k pak v této vrstvé mizeme najit zirné bunky lokalizované podél
krevnich kapilar, makrofagy a leukocyty (Kolarsick a kol. 2011).

Hlubsi vrstva (stratum reticulare) predstavuje nejvetsi cast skary s hustou pojivou tkani
obsahujici vlaknit¢ komponenty. Pocet bunék je v této vrstvé znacné mensi nez v povrchové
vrstvé z divodu hustych kolagennich svazkl a v mensi mite elastickych fibril. Vinity pribeh
snopcl kolagenniho vaziva umoziuje taznost kiize, pficemz elastické fibrily vraceji stav
do puivodniho stavu, poté co tah povoli. Elastickd vldkna postupné s pfibyvajicim vékem

ubyvaji a kiiZe tak ztraci svoji elasticitu a pruznost (Cihak 2016).

2.1.2.1 Nervova Cidla Skary

Nervové aparaty mizeme rozdélit na dvé podskupiny, prvnimi jsou volnd nervova
zakonceni a druhé jsou smyslova téliska.

Volna nervova zakonceni souvisi s nervovym zakonc¢enim v epidermis. V nervové siti
Skary se objevuji gangliové buniky. Volna nervova zakonceni jsou tvofena holymi nervovymi
vlakny pokryty Schwannovou vrstvou bez myelinové pochvy. Reaguji tak na chemické podnéty
a davaji vznik pocitim bolesti (Hajnis 1988).

Smyslova téliska (corpuscula sensitiva) vznikla vyraznym poklesem Markelovych
bunék z epidermis do dermis. Kolem téchto seskupenych bun€k vznikaji sensitivni tcliska
reagujici na rizné podnéty. Mezi smyslova téliska zafazujeme napiiklad Wagner-Meissnerova
téliska (corpuscula tactus) nachéazejici se tésné pod epidermis a jedna se o organ dotykového
Citi, tlaku a tahu. Ruffiniho télisko se nachéazi v hlubokych vrstvach Skary a podkoznim vazivu
a predstavuje tepelny receptor. Krausova téliska (corpuscula bulboidea) jsou ulozena
pod hmatovymi télisky v epidermis a byvaji pokladana za receptory tlaku, tahu a chladu.
Posledni smyslova téliska, obsazené v kiizi se nazyvaji Vater-Paciniho téliska (corpuscula
lamellosa) ajedna se o receptory ulozené velmi husté v podkoznim vazivu, a to zejména

na dlafiové strané prstli pro vnimani tlaku, vibraci a tahu (Hajni§ 1988).

2.1.2.2 Nervova zakonceni pokoZKky a Skary

Spole¢néd nervova zakonceni pro pokozku 1 Skaru existuji dvojiho typu, a to volna
nervova zakonceni a zakonceni na vlasovych pochvach (Hajnis§ 1988).

Volnd nervovd zakonCeni predstavuji sit rozvétvenych dendritl sensitivnich

vlaken spojené do tzv. svazeckili. Zacinaji v hlubokych vrstvach pokozky a pronikaji az do



Markelovych bunék. Pfevazna ¢ast volnych nervovych zakonceni funguji, jako cidla bolesti
zaroven je jimi také snimano nepiesné ohranicené Citi dotykové (Hajnis 1988).

Zakonceni na vlasovych pochvach usti pod mazovymi zldzami. Pfi zménach sklonu
vlasu dochdzi k podrazdéni témto nervovym zakonceni. Timto zpisobem se jak chlupy, tak

1 vlasy ucastni na ptenosu hmatovych podrazdéni na nervova zakonceni ve skare (Hajnis 1988).

2.1.3 Podkozni vazivo (Hypodermis)

Podkozni vazivo je definovano jako vrstva tukové tkané nachazejici se mezi dermis
a aponeurozou (Geerlings 2009). Jeho tloustka se 1i$i dle individudlnich faktord,
jako je naptiklad anatomické misto, v€k, pohlavi a vyziva jedince. Zakladnimi buiikami
podkozniho vaziva jsou tzv. tukové buiky (adipocyty), které mohou hromadit velké mnozstvi
tuku. Tukové buiikky mohou poslouzit nejen jako zdsobarna vitaminl rozpustnych v tucich,
ale 1zasobarna energie (Rajnochova Svobodova 2012). Podkozni vazivo spojuje kizi
se svalovymi povazkami, anebo s okostici. V uréitych mistech se mohou nachazet tuzsi
vazivové pruhy (retinacula cutis), které se ptipojuji k mezodermni tkani fibrozniho kolagenu,
(viz obr. 2). Subkutanni tukova tkan je strukturdlné¢ a funkén€ dobfe integrovana

prostiednictvim nervovych, vaskularnich siti a kontinuity epidermdlnich ptivéskil, jako jsou

chlupy a nervova zakonceni (Hajni§ 1988, Geerlings 2009).

Obr. 2: Schématicky ndkres (a) a histologicky rez (b) podkozniho vaziva neboli subkutanni
tukové tkané, zobrazujici bilé tukové bunky (adipocyty) s jadrem na periferii. Adipocyty jsou
v kontaktu s krevnim obéhem prostrednictvim arteriol, které se vétvi na veétsi tepny (A)

a zily (V). Prevzato (Geerlings 2009).



3.1  Elektromagnetické spektrum zareni

Elektromagnetické vInéni je dé&j, pii kterém dochézi k Sifeni piicného viInéni
elektrického a magnetického pole prostorem. Elektromagnetické zateni z pravidla rozdélujeme
dle vlnové délky, frekvence, energie a zdroji zafeni na neionizujici a ionizujici zafeni.
Neionizujici slozka (radiofrekvenéni, infradervené (IC), viditelné (VIS), ultrafialové (UV))
je charakterizovana vysokymi hodnotami vinové délky a zanedbatelnou energii. Naopak pro
ionizujici slozku (rentgenové, gama, elektromagnetickd komponenta kosmického zatfeni) jsou
typické nizké hodnoty vinové délky zateni o vysoké energii, jak vyplyva z nasledujiciho vztahu

zavislosti energie zafeni na vlnové délce

E=—, (1

h-c
A

kde / zna¢i Planckovu konstantu, jejiz hodnota ¢ini h = 6,626:-10* J-s, A zna&i vlnovou délku
zafeni, ¢ znaci rychlost svétla, kterou urazi svétlo nebo jiné magnetické zareni ve vakuu.
Tato hodnota ¢ini ¢ = 3-10% m-s™ (Fairbridge R. W. 2005).

Na zemsky povrch vSak dopada pouze infradervené zafeni (760-1000 nm), viditelné
zateni (400-760 nm) a dil¢i slozky ultrafialového zéteni, jako jsou UVA (400-315 nm) a UVB
(315-280 nm) (obr. 3). Stratosféricky ozon blokuje zafeni o vinové délce mensi, nez 290 nm,
ucinné tak brani celé slozce UVC spektra a ostatnim ionizujicim slozkam piijit do styku
s lidskou ktzi (Farage a kol. 2010).

Slune¢ni zéafeni je vyznamné nejen pro fadu pochodi probihajicich na zemi
a v atmosféfe, ale 1 pro vitalni funkce Zivych organismi. Pfedstavuje nezbytny zdroj energie
pro fotosyntézu rostlin a syntézu biologicky aktivni formy vitaminu D. Vyuziti jednotlivych
slozek slune¢niho zafeni se naSlo v terapeutické 1écbé raznych koznich onemocnéni,
jako je napfiklad lupénka ¢i zanétlivé stavy. Navzdory pfiznivym ucinkiim slune¢niho zareni
zde nachdzime i1 fadu nepfiznivych uCinkl, zejména plsobeni UV svétla na kizi ¢i o€i

(Rajnochova Svobodova 2012).
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Obr. 3: Elektromagnetické spektrum. Upraveno (Fairbridge R. W. 20035).

3.2 UV zareni

Ultrafialové zafeni miizeme dale rozdélit podle velikosti jejich vinovych délek a energie
na podslozku UVAl (340-400 nm), UVA2 (315-340 nm), UVB (280-315 nm)
a UVC (100-280 nm). Kazda ztéchto slozek méa za nasledek rtizné biologické ucinky,
avSak s rostouci hodnotou energie dané slozky, zavaznost biologického uc€inku se zvySuje
(Rajnochova Svobodova 2012). Dlouhodoba ¢i opakovana expozice ultrafialového zareni (UV)
muze zpusobovat fadu chronologickych onemocnéni jednotlivel, jejichz zavaznost
je modifikovéna individualnimi faktory, jako jsou naptiklad doba a intenzita ozafovani,
expozice dil¢i slozky UV zafeni, geneticky podminéna odolnost jednotlivce a jeho aktualni stav

(Rostova a kol. 2006).

3.2.1 UVA zaireni
UVA zafeni tvofi majoritni ¢ast, vice nez 90 % z celkového UV zéfeni, dopadajici
na zemsky povrch. Vinové délky se pohybuji v intervalu hodnot 315-400 nm a v odborné

literatufe je Casto oznacovano jako tzv. mékké zareni neboli Cerné svétlo, protoze vyzatuje

UVAL zéteni o vlnovych délkach 340-400 nm a UV A2 zateni o vinovych délkach 315-340 nm.
Ve srovnani s UVB zatfeni, UVA zafeni neni absorbovano ozonovou vrstvou a jeho intenzita

nezavisi jak na nadmoiské vysce, tak denni a ro¢ni dobé (Rajnochova Svobodova 2012).



UVA fotony maji na rozdil od ostatnich dil¢ich slozek UV zéfeni schopnost pronikat az
100 pm hluboko do kiize. Na rozhrani epidermis-dermis mize proniknout az 80 % UVA fotonii
a 10 % dosahuji az do podkozniho vaziva. Dil¢i slozka UVA zéfeni byla dlouho povazovana
za irelevantni k procesu poskozeni ktize diky své nizké energii, ale nyni byva ¢asto spojovana
s fyziologickym procesem fotostarnuti. Studie prokazaly, Ze se znacné podili na chronickém
poskozovani nejen koznich bunck, ale i1 zpiisobovani nekrézy endotelidlnich bunck.
Energie UVA fotont vSak neni dostatecné velka na to, aby mohla zptsobit piimé poskozeni
molekul anarozdil od UVB slozky, je Spatn¢ absorbovano DNA a pusobi nepiimo
prostiednictvim endogennich fotocitlivych latek excitovanych UVA zafenim (Rajnochova
Svobodova 2012; Puch a kol. 2010). Mechanismus poskozeni bun¢k spociva v masivni
produkci reaktivnich forem kyslikovych (ROS) a dusikovych sloucenin (RNS) vznikajicich
za pomoci interakce UVA fotonli s endogennimi nebo exogennimi molekulami zvanymi
fotosenzitizéry ¢i chromofory. Vzniklé ROS a RNS atakuji okolni molekuly a zpiisobuji jejich
vazné poskozeni. UVA také stimuluje oxidaci melaninu v kizi a zajistuje jeho pienos
z melanocytl do keratinocyti. I pfes negativni stranky UV A zafeni v rdmci poSkozeni molekul
se Casto vyuziva ke specidlnim dermatologickym terapiim pii 1é€bé lupénky (Rajnochova

Svobodova 2012).

3.2.2 UVB zareni

Vlnové délky UVB zéfeni se pohybuji v intervalu hodnot od 280 nm po 315 nm a tvofi
piiblizné 1-10 % UV zafeni na zemském povrchu. Velka ¢ast intervalu vinovych délek o velké
energil, je absorbovana ve stratosféfe ozonovou vrstvou. Na rozdil od UVA slozky, UVB zafeni
ma mnohem vé&tsi energii, jeho plsobeni na rtizné molekuly zpasobuji 1000x ucinngjsi
destrukci, a proto je v odbornych studiich ¢asto ozna¢ovan za vysoky karcinogen. Jeho intenzita
se zmeénou zemepisné €1 nadmoiské vySky se meéni a zavisi tak na denni a rocni dobé¢
(Rajnochova Svobodova 2012).

UVB zafeni uz neprostupuje do tak hlubokych vrstev lidské kiize, jako UVA slozka.
Nejcastéji je absorbovana v pokozce, pricemz okolo 70 % UVB fotont je pohlceno v rohové
vrstvé. Zbylé zafeni plisobi na bunééné kultury jiz v bazalni vrstveé. Minoritni ¢ast UVB fotont,
zejména v intervalu hodnot od 1 % do 10 % muze proniknout do samotné skary (viz obr. 4).
Diky své vysoké energii iniciuje vznik nddort a potencuje Uc¢inky jinych karcinogeni. UVB
zateni vyvolava stejné jako UV A nepiimé poskozeni bun¢k za vzniku ROS a RNS, ale ve vétsi
mife. Molekularni ucinky se casto objevuji ve formé edému, erytému, zanétlivych
¢i alergickych onemocnéni. Tyto ti¢inky mohou zna¢né ptispivat k fotoimunosupresi vedouci
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ke karcinogenezi (Ettler 2007). Opakovand expozice UVB =zafeni znacné pfispiva
k fyziologickému procesu ptredcasného starnuti (fotostarnuti), nebot dochazi k ubytku
fibroblastii, kolagenu a elastinu na histologické¢ urovni. Rovnéz tlumi odezvu imunitniho
systému. Vedle negativnich ucinkt, UVB zafeni je nezbytné pro lidské télo v ramci produkce
aktivni formy vitaminu D, jenZ je pfeménén v provitamin D3 a zplsobuje tak stimulaci syntézy

melaninu a nasledné opaleni kiize (Rajnochova Svobodova 2012).

3.2.3 UVC zafeni

UVC zafeni pretrvava na intervalu vlnovych délek od 100 po 280 nm a ma tak nejvyssi
energii z celého UV spektra, proto je mozné ocekavat, ze jeho biologické ucinky budou
nejintenzivnéjsi. AvSak vinové délky pohybujici se okolo hodnot 100 az 294 nm jsou zcela
pohlceny ozonovou vrstvou, a proto tato dil¢i slozka UV zafeni na zemsky povrch zcela
nedopadd a nepodili se tak na patologickych procesech v kiizi. Pfesto, Ze piisobi vysoce
mutagenné¢ a genotoxicky na vsSechny formy zivota i pfi velmi kratkych expozicich,
svoje vyuziti nachéazi jako baktericidni prostfedek k dezinfekci zdravotnickych zfizeni,

operacnich salt ¢i laboratoti (Rajnochova Svobodova 2012).
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Obr. 4: Struktura kiize a pronikani slunecnich ultrafialovych paprskii (UVR) do pokozky.
Upraveno (Chih-Hung 2013).
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3.3  Molekularni podstata ptisobeni UV fotont

Podminkou k vyvolani biologického uc¢inku po expozici slunecniho zafeni, musi byt
fotony pohlceny vhodnou endogenni nebo exogenni molekulou. Molekula ¢i latka, kterd ma
schopnost absorbovat elektromagnetické zateni se nazyva chromofor. Za chromofory v lidském
téle mizeme povazovat napt. makromolekuly typu proteinti, DNA nebo jednoduché latky
jako jsou aminokyseliny ¢i heterocyklické slouceniny. Tyto chromofory jsou schopny
pohlcovat zafeni jen o urcité vinové délce, jenz zavisi na jejich absorpcnim spektru. Absorpce
UV fotonil odstartuje sérii biologickych reakci, které mohou probihat dvéma riiznymi zptsoby.
RozliSujeme piimy a nepiimy mechanismus.

Pfimy mechanismus je typicky pro heterocyklické baze DNA a aromatické
aminokyseliny. Princip pfimého mechanismu je zalozen na piimé absorpci UV fotont danym
chromoforem (Rajnochova Svobodova 2012).

Naopak nepiimy mechanismus zahrnuje tzv. fotosenzitizaéni proces. Po absorpci
energie dochdzi uvnitt chromoforu k zméné distribuce elektronii. To ma za nasledek vybuzeni
chromoforu ze zidkladniho singletniho stavu S, do stavu excitované¢ho singletniho Sj,
kde si stale udrzuje dva elektrony s opa¢nym spinem. V tomto stavu vSak chromofor nesetrvava
dlouho (nanosekundy) a svoji energii miize nahle ztratit emisi zafeni (fluorescence), vnitini
konverzi pfeménou na teplo nebo podstoupit fotochemickou reakci za vzniku fotoproduktu
(Rajnochova Svobodova 2012). Postranni moznosti chromoforu je tzv. mezisystémovy
piechod, pii kterém dochazi k pfechodu do excitovaného tripletového stavu za podminky,
ze se chromoforu zméni spiny na paralelni a molekula se stdvd velmi nestabilni. Neptimy
mechanismus mize probihat dvéma zpiisoby, nepfimym mechanismem typu I a typu II

(Davies a Pattison 2006).

3.3.1 Neprimy mechanismus biologického ptsobeni UV fotoni typu I a typu II

Nepiimy mechanismus typu I zahrnuje ptenos elektronu z excitovaného chromoforu na
jinou molekulu vedouci k tvorbé volnych radikald. Mechanismus nevyzaduje pfitomnost
kysliku pro vyvolani biologického poskozeni a je typicky zejména pro DNA baze v zavislosti
na oxidacnim potencidlu DNA bdzi ¢i redukénim potencidlu excitovaného chromoforu
(Rajnochova Svobodova 2012; Davies a Pattison 2006).

Neptimy mechanismus typu II vyuzivd principu pifenosu energie z molekuly,
ktera ptivodné absorbovala UV fotony (chromofor) na molekularni kyslik s naslednou tvorbou
reaktivnich forem kysliku (ROS) (Davies a Pattison 2006). Mechanismus probihd majorité

¢1 minoritn€. Majoritné prechdzi energie z excitované¢ho chromoforu na molekularni kyslik
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za vzniku singletového kysliku ('02), ktery podléha reakcim s fadou molekul véetné DNA.
Minoritn¢ dochazi k pfenosu energie elektronu na molekuldrni kyslik za vzniku
superoxidového aniontu Oze-, ktery se naslednou reakci pieméni na peroxid vodiku. Vzniklé
reaktivni formy kysliku ROS interaguji s biomolekulami a zptsobuji jejich vazné poskozeni

(Rajnochova Svobodova 2012).

3.4  ROS a jejich biologické piisobeni

Ve vystavéné kizi sluneénimu zatfeni dochazi k masové produkci reaktivnich forem
kysliku ROS a dusiku RNS. Nejcastéji jsou reaktivnimi formami tzv. volné radikaly. Za volny
radikdl povazujeme biomolekulu ¢i atom, kterd ma alesponi jeden nesparovany elektron,
jenz zpusobuje jeji velkou reaktivitu a pohotové dokaze reagovat s riiznymi biologickymi
strukturami. Reaktivni formy kysliku Ize rozdélit na dv€ skupiny. Prvni skupinu tvoii
radikélové reaktivni formy, kam fadime hydroxylovy radikdl («OH), peroxyl (ROO¢),
alkoxyl (RO¢), hydroperoxyl (*OH2) a superoxid (Oz¢-). Druhou skupinou neradikalovych
reaktivnich forem tvoii peroxid vodiku (H20:), kyselina chlornd (HCLO), o0zén (O3)

a singletovy kyslik (10,). Rozd&leni je ptehledné ¢lenéné v tabulce &. 1.

Tabulka ¢.1: Reaktivni formy kysliku vznikajici v ktizi.

Radikaly Reaktivni slouceniny
Hydroxylovy radikal *OH Peroxid vodiku H20;
Peroxyl ROQO- Kyselina chlorna HCIO
Alkoxyl RO- Ozén O3
Hydroperoxyl *OH; Singletovy kyslik 10,
Superoxid Oae-

Reaktivni slouceniny atakuji okolni bunécné makromolekuly, zejména DNA, lipidy
a proteiny. Interakce DNA s reaktivnimi formami kysliku ROS mé za nasledek oxidaci bazi
nebo deoxyribézu. Tyto chemické procesy zpusobuji nezadouci destrukce biologickych
struktur jako je naptiklad jedno — ¢i dvouvlaknové zlomy DNA nebo vznik kiizkovych vazeb
DNA s proteiny. Nizky ioniza¢ni potencial zplisobuje nejcastejsi oxidaci guaninovych bazi.
keto-forma 8-oxo-7,8-dihydroguanin (8-0x0-G), jejiz potencial je silné mutagenni, nebot

muze dojit k vyméné purinového nukleotidu za pyrimidinovy a naopak. Oxidované baze jsou
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pocatkem samotné kancerogeneze a casto jsou spojovany se vznikem maligniho nadoru
(Rajnochova Svobodova 2012).

Tyto reaktivni formy kysliku maji také svoji pozitivni stranku. ROS se tvofi béhem
normalniho bunééného metabolismu a jsou zapojeny do mnoha fyziologickych procesii,
vcetné aktivace imunitniho systému. Naptiklad aktivované fagocyty jsou soucasti imunitniho
systému a uvolnény peroxid vodiku dokaze zabijet patogeny. Superoxidovy anion je také

znamy tim, Ze se G€astni v boji proti infekcim (Ahmad a kol. 2017).

3.5 Antioxidacni systémy

Nadmérna tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS) mize vyvolat oxidacni stres,
cozvede kpoSkozeni a nékdy i k samotné smrti buinky. Proto jsou kozni bunky
vybaveny tzv. antioxidanty, které omezuji aktivitu kyslikovych radikéli a chrani molekuly pied
oxidaci z divodu nadmérné produkce ROS/RNS. Rovnovéha mezi produkei a inaktivaci ROS
vede obecné k homeostdze. Rovnovaha je vSak spiSe posunuta na stranu smérem k tvorbé
volnych radikalii. Antioxidanty mohou zmirnit Skodlivé uc¢inky ROS in vitro a zpozdit mnoho
udalosti, které piispivaji ke starnuti buné€k. Rovnovadha mezi ROS a antioxidanty je velmi
dilezita, protoze kdyz pocet volnych radikalt prevysi pocet dostupnych antioxidantd,
nastava proces, oznacovany jako oxidacni stres a dochazi k poskozeni a ni¢eni koznich buné¢k
(Polsjak 2013).

Antioxidanty zahrnuji jak enzymové, tak i neenzymové molekuly. Mezi nejznamé;jsi
enzymové  antioxidanty  patii  katalasa  (KAT), glutathionreduktasa  (GSR),
glutathion-S-transferaza (GST), hemoxygenasa (HO), thioredoxinreduktasa (TRX-R),
NAD(P)H chinonoxidoreduktasa-1 (NQO-1) a superoxiddismutasa (SOD), ktery je jednim
z hlavnich antioxidantnich enzymi ptispivajici k udrzeni fyziologické hladiny ROS v pokozce
(Rajnochova Svobodova 2012).

Mezi neenzymové antioxidanty nejCastéji zafazujeme nizko 1 vysokomolekularni
slou€eniny. Nizkomolekularni antioxidanty jsou nepostradatelné v Siroké Skéle fyziologickych
¢i patologickych d&jt, jako jsou napiiklad starnuti, hojeni ran a modulace imunitniho systému.
Nejznamé;jsi nizkomolekularnim antioxidantem je zejména GSH, thioredoxin, mocova kyselina
a lipoova kyselina. Antioxidanty, jez ziskdvame z potravy, jsou vitamin E, kyselina askorbova,
karotenoidy a fenolové latky. Vysokomolekularni slouc¢eniny vazou ptrechodné kovy a méni

jejich redukéni vlastnosti tak, aby jim nebylo umoZznéno katalyzovat nebezpecné radikalové
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reakce. Mezi vysokomolekularni slouceniny fadime transferin, laktoferin, feritin a albumin

(Rajnochova Svobodova 2012).

3.6  Reparacni mechanismy

V této kapitole navazeme na jiz zminéné mechanismy, které chrani bunku pied vznikem
reaktivnich forem kysliku vlivem expozice UV zafeni. Vedle antioxidanti ma bunka dalsi
ochrannou funkci, tzv. reparacni mechanismy slouzici k opraveni ¢i odstranéni modifikovanych

molekul.

3.6.1 PosSkozeni lipidi a proteint

Pokud se oxidacné posSkodi lipidy, nastdva tzv. ireverzibilni proces postihujici
predev§im nenasycené mastné kyseliny. Tento proces probihd nejcastéji v biomembranach
buné¢k za vzniku riznych reaktivnich molekul, jako jsou lipidové alkoxylové radikaly, alkeny,
aldehydy, lipidové peroxidy, alkoholy a v posledni fad¢ hydroperoxidy, které zplsobuji
razantné&jsi poskozeni bunécnych molekul. Tyto nezddouci produkty je tfeba odstranit pomoci
antioxidaCnich  systémul, napf. glutathionperoxidasa (GPX), nebo jiz zminény
glutathion-S-transferaza (GST) (Rajnochova Svobodova 2012).

Vedle uvedenych reaktivnich forem kysliku ROS a dusiku RNS se zde nachazi dalsi
produkty, které jsou schopny modifikovat molekuly proteinti. Jednim z nich si pfedstavime
tzv. malondialdehyd podilejici se na oxidaci samotné¢ho proteinu. Nejnachylné;si
vici oxidaci jsou sirné a aromatické kyseliny. Na ireverzibilné pozménéné proteiny
se aplikuji specifické enzymové systémy, glutathion (GSH)/glutathionreduktasa (GSR)
¢i glutathion (GSH)/ glutathion-S-transferaza (GST), pficemZ jejich hlavni kol spociva
v odstranéni disulfidovych mustkid. Detoxicitu exogennich a endogennich latek zajiStuje
izoforma cytochromu P450, zejména CYP1Al a CYPIBI. Jejich aktivace vSak nepfimo
zpiisobuje poSkozeni DNA a nasledkem jeproces kancerogeneze (Rajnochova

Svobodova 2012).

3.6.2 Reparacni mechanismus DNA

24

po expozici UV zatenim, nebot” jeho nésledky vedou ke vzniku mutacim a v nejhor$im ptipadé
1 k bunécné smrti. V nejnovéjsich studii bylo dale prokézano, ze poskozeni DNA vyvolané¢ UV

zafenim ma dva odlisné Gc¢inky: mutagenezi a toxicitu (Britt 1995).
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3.6.2.1 Oprava vystrizenim nukleotidu

Buniky jsou vybaveny dostatecné ochrannym mechanismem, ktery funguje na zakladé
kontrolnich bodii bunééného cyklu. Mé celkovou kontrolu nad strukturou DNA a po zjisténi
lokalniho poskozeni, zastavuje bunécny cyklus. Poté nasleduje proces odstranéni posSkozeni.

Syn-cyklobutan-pyrimidinové dimery (CPD) a pyrimidin-pyrimidinové
-6-4- fotoprodukty (6-4PP) tvofi pfiblizné 25 9% produktd poskozujicich DNA
zptisobenych UV zéfenim a eliminuji opravny systém DNA na zéklad¢ vysttizeni nukleotidu
(Britt 1995). Presto, Zze pyrimidinové dimery nemohou ucinn¢ sparovat par bazi s jinymi
nukleotidy, nejsou pifimo mutagenni, ale spiSe nachazi svoji funkénost jako bloky replikace
DNA. Vzniklé léze v aktivné piepisovanych oblastech genetické informace se nasledné
odstranuji procesem, nazyvanym transkripéné¢ vazand oprava. Ostatni poskozeni na DNA
se odstraniuji pomalej$im procesem tzv. globalni genomové opravy. Procesu se uc¢astni ptiblizné
25 navzijem se liSicich proteint, ale poSkozeni je z genomu odstranovano obdobnymi kroky.
Rychlost provadéné opravy zavisi na tom, kde je léze lokalizovdana a na jejim typu.
Proces opravy vystfizenim nukleotidu nebyva neomylny, a proto zbytky 1ézi mohou ziistat

ve struktuie DNA (Rajnochové Svobodova 2012).

3.6.2.2 Oprava jednovlaknovych zlomi DNA

Chyba sparovanych bazi ma velky vliv na udrzovani genetické stability. Proces opravy
chybného parovani se snazi snizovat vyskyt chybné sparovanych bazi o dva fady, nebot’ jedna
chyba 7ada 10° zkopirovanych nukleotidii z ptivodni chyby majici 107 zkopirovanych
nukleotidd (Bruce 2005). Mechanismus opravy je téméf srovnatelny s pfedchozim
mechanismem opravy pomoci vysttizeni nukleotidu. Proteiny, jez jsou zahrnuty v mechanismu
opravy, rozpoznavaji béhem replikace DNA chybné zatazeného nukleotidu v dcefiném fetézci

a poté je tento nuklid odstranén a nahrazen spravnym (Rajnochova Svobodova 2012).

3.6.3 Bunécna smrt

Bunééna smrt je konecné stadium bunky, pokud je vzniklé poSkozeni DNA velmi
rozsahlé a neopravitelné. Nastava proces, tzv. apoptdza neboli fizend smrt bunky, kterd plni
funkci dal§itho obranného mechanismu zabrafujici hromadné mnoZeni bunck s poSkozenou
genetickou informaci a predchazi tak vzniku kancerogeneze. Pomoci eliminace bunék nesouci
genetickou mutaci, hostitel je schopen zabranit dal$i inkorporaci poSkozenych anebo

mutovanych gentl v ndsledné expanzi eklondlnich bun¢k. Fyziologicky proces, apoptdza, byva
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zprostiedkovavana geny, které zaptiCiniuji mutace a prenos mutace na dalsi generace bunck
(Rajnochova Svobodova 2012).

Béhem apoptozy se vyrazné uplatiiuje protein p53. Apoptické ti¢inky mohou zaviset
na davce a typu ozarenych bunék zahrnujici nejen apoptickou drahu v zavislosti na proteinu
p53, ale i na receptoru smrti a mitochondrialni disfunkci (obr. 5). Nékolik studii prokazalo, ze
oprava DNA je narusena pfi absenci funk¢niho proteinu p53. Taktéz hraje velikou roli jako
regulator opravy DNA, ale nepodili se na apoptéze bazalnich keratinocytl. Soucasné studie
piedpokladaji, ze protein p53 zprostiedkovava apoptdzu prostfednictvim piimé interakce
se samotnou mitochondrii nebo ¢leny rodiny BCL-2 proteinii regulujicich apoptozu. Zména
propustnosti membrany mitochondrii ma nasledek uvolnéni mitochondridlnich proteint,
jakou jsou napftiklad cytochrom c¢ (Chih-Hung 2013).

Proces bunécné apoptozy je slozen z nékolika jdoucich po sobé biochemickych procest.
Dochézi tak k degradaci cytoskeletu, kterd ma za nasledek agregace chromatinu, zménu tvaru
jadra a bunééné membrany. Buika néasledn¢ vypudi vodu, svrasti se a na povrchu bunécéné
membrany se objevi puchyiky, které se po ur¢ité dobé oddéluji na malé utvary, ozna¢ované
jako apopticka téliska. Tato téliska jsou klicova pro rozpoznani builkky imunitniho systému
a nasledné odstranéna (Rajnochova Svobodova 2012).

(3) Bax translokace
(4) ROS

(1) Poskozeni DNA vlivem UV zai'eni
h @\ cpas e
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Obr. 5: Mechanismy apoptozy indukované UV zarenim. (1) UV zareni indukuje poskozeni DNA
a pote dochazi k aktivaci proteinu p53 a uniku cytochromu ¢ mitochondrii. (2) UV zdreni také
miize aktivovat a seskupit celularni membranové receptory smrti, coz vede k aktivaci kaspazové
kaskady a apoptozy. Dale miize nastat situace (3), kdy UV zareni miize podporovat translokaci
Bax na mitochondrie, coz opét vede kuvolneni cytochromu c. V posledni

rade (4) UV zareni miize vyvolat nadprodukci reaktivnich forem kysliku ROS zpiisobujici nejen
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poskozeni nekolika duleZitych strukturdlnich a funkcnich proteinii ¢i DNA, ale taky uvoliuji

cytochrom c z narusenych mitochondrii. Upraveno (Chih-Hung 2013).

3.6.4 Bunécné preziti a proliferace

V okamziku poskozeni bunky, vlivem expozici UV zafenim, se aktivuji mechanismy
vedouci k apoptdze, ale i k zajisténi jejich pteziti a proliferaci. Tyto ochranné procesy buiky
jsou zalozeny predevsim na fadé specifickych kinasach.

Za zcela klicové kinasy jsou povazovany mTOR a Akt (proteinkinasa B) patiici
do rodiny proteind fofatidylinositol-3-kinasy (PI3K). Jejich aktivace zplsobuje bunécné
procesy ke kontrole transkripce a translace gend. Kinasa mTOR plni funkci ,hlavniho
vypinace® bunééného katabolismu a anabolismu. Dale slouzi jako regulator bunécné apoptozy,
ptedevsim expresi proteint p53, Bad ¢i Bel-2. K udrZeni energetické rovnovahy slouzi protein
kinasa aktivovana 5'-adenosinmonofosfitem (AMPK). Svoji funkei plni v aktivaci
katabolickych drah produkujici ATP a v regulaci aktivity riznych proteinti, zejména p53, p38
amTOR (Rajnochova Svobodova 2012).

3.7  Starnuti kiiZe

Starnuti kize neboli senescence je slozity fyziologicky proces, ktery se s Casem vyviji
a zahrnuje vnitini starnuti a faktory prostiedi, ptedstavujici vnéjsi starnuti. Tyto dva rozdilné
procesy ovliviiuji starnuti ktize soucasn¢ a navzajem se kombinuji (Sachs 2009).

Lidska kize nejen podléhd chronologickym zménam, ale i vystaveni komutativnim
vlivlim prostiedi, zejména UV zafeni. V priib&hu Zivota mizZe ptispét k fadé onemocnéni lidské
kaze. Nezavisle na véku, zejména v diisledku zmén zivotniho stylu v kombinaci se zvySenim
opakované expozice slune¢nim zafenim se vyskyt rakoviny razantné podili na onemocnéni ktize
a za poslednich 20 let se dramaticky zvySuje. Tento disledek UV zéfeni na lidsky organismus

se oznacuje jako fotokancerogeneze (Gilchrest a Krutmann 2006).

3.7.1 Chronologické starnuti kiize

Chronologické starnuti kGze zahrnuje ty zmény, ke kterym dochazi v disledku
endogenniho poskozeni kontinudlni tvorbu reaktivnich forem kysliky (ROS) generovanych
béhem oxidace bunécného metabolismu. Navzdory antioxidaénim obrannym systémiim bunky,

generované reaktivni formy kysliku poskozuji nékolik bunéénych slozek, véetné membran,
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enzymi a DNA, ale také ovliviluji interakce DNA-protein a protein-protein
(Gilchrest a Krutmann 2006). Dalsi faktor podilejici se na chronologickém starnuti ktze
jsou telomery, tzv. terminalni ¢asti chromozomu. S kazdou bunéénou divizi se délka lidského
telomeru zkracuje. Kriticky kratké telomery signalizuji apoptézu buiky a pfispivaji
tak k bunéénému starnuti. (Gilchrest a Krutmann 2006). Podobné jako starnuti jinych systémi
je chronologické starnuti kiize ovlivnéno zménami rastovych faktord a hormont, jejichz
funkcnost s pribyvajicim vékem znaéné klesa. Nejveétsi pokles byl zaznamenan u pohlavnich
steroiddi, jako jsou napiiklad estrogeny, testosterony, dehydroepiandrosterony (DHEA),
sulfatové estery DHEAS a jiné hormony vcetné melatoninu, kortizolu a tyroxinu. Také aktivni
forma vitaminu D, 1,25-dihydroxyvitamin D3 a molekuly ovliviiujici tkané véetné kiize a jejich
pokles konstitu¢nich hladin uréitych signalnich molekul postupem véku dochazi ke zhorSeni
koznich funkeci. AvSak pokles hladin signalnich molekul neni obecné pravidlo pro zmény,
které jsou doprovazeny starnutim kize zdivodu existence signalnich molekul, které
se s rostoucim vékem zvysuji (Gilchrest a Krutmann 2006).

Taktéz dulezitym faktorem ve fyziologickém procesu senescence jsou oznacovany
skleroproteiny kolagen a elastin. Produkce kolagenu se s pfibyvajicim vékem zpomaluje
a elastin se stavd mén¢ pruzny. Odumfelé kozni buiiky neopadavaji tak rychle, ale obrat novych
koznich bunék se miiZze zna¢né snizit (Sjerobabski-Masnec a Situm 2010). Mezi klinické
projevy chronologického starnuti ktize se fadi xer6za neboli suchost pokozky, dale ¢asté vrasky,
nepravidelnd pigmentace, laxnost kiize, ibytek kostni hmoty, neschopnost se potit, ztrata tuku,
ochablost a mozZny vyskyt rlznych benignich neoplazmi (Gilchrest a Krutmann 2006).

Klinické a histologické projevy chronického starnuti pokoZzky jsou shrnuty v tabulce €. 2.

Tabulka ¢&.2 Prehled histologickych rysti chronologického starnuti lidské kize. Upraveno
(Gilchrest a Krutmann 2006).

Epidermis Dermis Ostatni
Zplosténé dermo-epidermalni Atrofie (ztrata dermalniho Depigmentace vlast
rozhrani objemu)
Variabilni tloustka Zmény struktury pojivé tkané Ubytek vlast
Variabilni velikost a tvar bunky Ubytek fibroblastt Ubytek 7laz
Obcasna atypie jadra Ubytek zirnych bungk Abnormalni nehty
Ubytek melanocyti Mén¢ krevnich cest -
Ubytek Langerhansovych Abnormalni nervova zakon¢eni -
bun¢k
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3.7.2 Predcasné starnuti kuZe — fotostarnuti

Dalsi faktory, podilejici se na starnuti lidské pokozky jsou ionizujici zafeni, fyzicky
a psychicky stres, nadmérné stravovani, a naopak kalorické omezeni. Ze vSech vyjmenovanych
faktorti prostiedi, je slunecni UV zafeni rozhodujici pro urychleni tohoto fyziologického
procesu. Pojem fotostarnuti (photoaging) se vztahuje k u¢inkiim dlouhodobé ¢i opakované
expozice UV zéfeni a podle odbornych studii, u¢inénych v poslednich letech vyzkumu, je nyni
ziejmé, ze jak slozka UVB zafeni o vinovych délkéch 280 az 315 nm, tak i slozka UVA zéfeni

o vlnovych délkach 315 az 400nm k nému znacné ptispivaji (Gilchrest a Krutmann 2006).

3.7.2.1 Mechanismus pred¢asného starnuti

Pred¢asné starnuti kiize je nasledkem dlouhodobé ¢i opakované expozice UV zafeni
se vyznacuje urcitymi znaky pfislusné pravé tomuto fyziologickému jevu. Mezi nejastéjsi
ptiznaky fadime tvorbu vrasek, zaZloutlou barvu pokozky, drsnost, ¢asté olupovani, vyschlost,
snizeni tonu kiize a abnormalni pigmentace. Hlavni indukované zmény se nachazi na urovni
dermis a taktéz jsou z velké casti odpovédné za fenotyp kiize (Gilchrest a Krutmann 2006,
Rajnochova Svobodova 2012). Nejvice se projevuji v oblasti obliceje, krku, hibetu rukou a také
predlokti, avSak nejzavazné&ji postihuje jedince se svétlej$i pokozkou (Rabe a kol. 2006).

Molekularni podstatou fyziologického procesu fotostarnuti je pfimé ¢i nepiimé
poskozeni DNA oxidaci reaktivnich forem kysliku a dusiku. Mira urychleni procesu starnuti
nepiimo koreluje s rychlosti a spolehlivosti opravy DNA buiiky. V kombinaci se skutecnosti,
ze poSkozeni DNA doprovazi chronologické starnuti, se musi brat v tivahu, Ze dédi¢nost a vliv
okolniho prostiedi maji za nasledek velky podil na zméné stavu DNA v priibéhu zivota jedince
(Gilchrest a Krutmann 2006). Molekuldrni zmény v DNA vyvolané expozici ultrafialového
zafeni byly studovany na zakladé fotokancerogeneze. Chromofory v lidské tkani absorbuji
fotony o urcité energii a dosdhnou tak excitace do vysSich energetickych stavii. Dochdzi
k chemické zmén¢ a prevedeni energie na jiné molekuly nebo vyzateni energie ve formé tepla.
UV zafeni o vinovych délkach 245 az 290 nm je absorbovdno maximalné pomoci DNA,
pricemz dochézi k riznym poskozenim ¢i mutacim. Mutace DNA mohou byt klinicky spojeny
se specifickymi pfiznaky fotostarnuti (Rabe a kol. 2006).

Masivni produkce ROS/RNS také zplsobuje aktivaci povrchovych receptort
keratinocytl a fibroblasti. Dochazi ke stimulaci mitogen-aktivované kinasy proteinli (MAPK)
vedouci kindukci transkripce aktivatniho proteinu-1 (AP-1). Tento aktivovany

protein stimuluje expresi matrixovych metaloproteindz (MMP) zodpovédné za tvoru kolagenu.
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Ptitomné reaktivni formy mohou oxidovat produkty MMP, coz miize za normalnich okolnosti
zpusobit zpomaleni, jejich rychlé degradace (Rajnochova Svobodova 2012).

Mitochondrie jsou organely, jejichz hlavni funkce spocivd v generovani energie
pro bunku. Pokud dojde k posSkozeni mitochondrialni DNA, jeji reparace je omezena a nasledky
mohou vést az k naruSeni metabolickych procest buiky, zejména schopnosti produkovat
energii ATP. Toho je dosazeno vicestupiiovym procesem nazyvanym oxidativni fosforylace
nebo fetézec prenosu energie, pii kterych dochéazi k tvorbé reaktivnich forem kysliku ROS
a nasledujici mitochondrialni mutace. Z odbornych studii vyplyva, ze mutace mtDNA hraji roli
u degenerativnich nemoci, jako je Alzheimerova choroba, chronicka progresivni oftalmoplegie
(Gilchrest a Krutmann 2006; Rajnochova Svobodova 2012).

Déale po opakované ¢i dlouhodobé expozici UV zafenim miize dochazet k lokalni
imunosupresi. Langerhansovy buiiky po vystaveni UV zéfeni podléhaji numerickym, funkénim
a morfologickym zménam, které vedou k jejich poskozeni (Rabe a kol. 2006). Znaéné tak opét

prispivaji k fotostarnuti.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1  Pristrojové vybaveni

MS 3 basic Lab Shaker — Vortex, Heracell™ 150i CO» Incubators with Staniless Steel
Chambers, spektrofluorimetr FLS-980 (Edinburgh Instruments, Skotsko), UVA zafivka
(PL L 36W/10/4P UV A (PUVA)) Phototherapy Philips), UVB zatrivka (PL L 36W/01/4P UV
B NarrowbandPhototherapy), UV — metr Dr. Honle (UV technology Némecko), pH metr
pfenosny Milwaukee MWI101, magnetickd michadla s ohfevem IKAMAG RH basic,
Spektrofotometr pro méfeni absorbance a fluorescence Tecan Infinite®200 PRO (Tecan,

Svycarsko), univerzalni centrifuga, laminarni box, laboratorni vaha Steinberg systém.

13cm
1

38 cm

Obr. 6: Umisteéni a velikost zarivek v UV zdrojich.

4.2  Pouzity biologicky material:

K experimentim nam byly Ustavem lékatské biofyziky, Lékaiské fakulty Univerzity
Palackého poskytnuty builkky typu HaCaT. Jedna s o imortalizované lidské keratinocyty
stavéjici se jako modelovy bunéény systém pouzivajici se k riznym studiim. Tento typ bunék

se hojné pouziva predevsim pro svou vysokou kapacitu diferenciace a proliferace in vitro.

4.3  Pouzité materialy a pomiicky

Kultiva¢ni desky, kultiva¢ni 1ahve, 24-jamkové a 96-jamkové desti¢ky (Dispolab, CR),
alobal, parafilm, vaZenky, kopisti, kadinky, plastové mikrozkumavky, pipety a Spicky
(Eppendorf, CR), centrifugaéni zkumavky (Biotech, CR) a Petriho misky.
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4.4  Pouzité chemikalie a roztoky:

Dulbecco’s Modified Eagles médium (DMEM, D5523, Sigma-Aldrich), hovézi sérum
albumin (S-1810, Biowest), ethanol (EtOH; CoHsOH p.a., 96%), trypsin-EDTA 10x (T4174,
Sigma-Aldrich), penicillin-streptomycin (P4333, Sigma-Aldrich), chlorid draselny (KCl),
chlorid sodny (NaCl), dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2POs), kyselina chlorovodikova
37% (HCI), methanol (MeOH; CH3OH-), dimethylsulfoxid (DMSO; (CHs3)2S0)),
hydrogenuhlic¢itan sodny (NaHCO3), D-glukosa (C6H1206, > 99,5), ethanol (EtOH; C2H50H
p.a., 70%).

Byly zakoupeny produkty: fluorescenéni znacka CM-H.DCFDA (C6827, Life
Technologies) na detekci ROS, MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide) (M5655, Sigma-Aldrich) pro zobrazeni zivotaschopnych bunék, fluorescenéni
znatka SOSG (S36002, Life Technologies) k detekci singletového kysliku, fluorescencni
znatka MitoTracker Orange (M7510, Life Technologies) k detekci membranového
potencidlu  mitochondrii, fluorescencni znacka Amplex Red (CAYMI10010469,
CaymanChemicalCompany) k detekeci peroxidu vodiku a kienova peroxidasa (VWRO0417,
VWR Life Science).

4.5  Pouzité zasobni a pracovni roztoky
4.5.1 Roztoky pro kultivaci HaCaT bunék
* Meédium se sérem: Praskové DMEM bylo rozpusténo ve sterilizované
destilované vod¢. Do média bylo pfidano sterilné prefiltrované hovézi sérum
BSA (100 ml), hydrogenuhli¢itan sodny NaHCO; (3,7 g/l), a 10 ml roztoku
antibiotika (10 ml/l). Vysledné pH roztoku bylo 7,4.
= Fosfatovy pufr PBS 10x: 80 g NaCl; 2,0 g KCI; 14,4g Na,HPOy4; 2,4g KHoPO4
a destilovana voda. Hodnota pH na 7,4.
» Fosfatovy pufr PBS 1x: z jiZ pfipraveného zasobniho roztoku fosfatového pufru

PBS 10x zménime koncentraci na 1x.

4.5.2 Roztoky pro fluorescenéni znacku DCF
= Zasobni roztok: RozpuSténim 50 ug CM-HDCFDA v 87 pul DMSO byl
pfipraven 1mM zéasobni roztok.
=  Me¢fici roztok PBS s glukosou (PBS-G): Glukosa GC Sigma ultra 5mM,
fosfatovy pufr PBS 1x.
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4.5.3 Roztoky pro stanoveni viability pomoci testu MTT

Pracovni roztok MTT: MTT bylo rozpusténo v rastovém médiu o vysledné
koncentraci Smg/ml. U analyzy bunécné viability byl tento roztok piidan
k bunéénym kulturam tak, aby vysledna koncentrace ¢inila 0,5 mg MTT na 1 ml
rustového média.

Roztok pro extrakci MTT: Vysledny bunéény produkt MTT, formazan, byl
rozpustén po odstranéni média z jamek v 100 ul DMSO.

454 Roztoky pro fluorescen¢ni znacku SOSG

Zasobni roztok: 100 pg fluorescen¢ni znacky SOSG bylo rozpusténo v 330 ul
methanolu, ¢imz byl ziskan 0,5 mM zasobni roztok.
Pracovni roztok: zasobni roztok s fluorescencni znackou byl zfedén 250x

pomoci zasobniho roztoku PBS-G na vyslednou koncentraci 2uM.

4.5.5 Roztoky pro fluorescen¢ni zna¢ku MitoTracker Orange

Pracovni roztok: 50 pg fluorescen¢ni znacky MT Orange bylo rozpusténo
v 117 pl dimethylsulfatu sodném DMSO na vyslednou koncentraci 1 mM.
Zasobni roztok: Zasobni roztok PBS s glukosou (PBS-G): Glukosa GC Sigma
ultra 5SmM, fosfatovy pufr PBS 1x.

Me¢fici roztok: Ziedénim pracovniho roztoku v PBS-G byl obdrZen méfici

roztok s vyslednou koncentraci 200nM.

4.5.6 Roztoky pro fluorescen¢ni zna¢ku Amplex Red

Pracovni roztok:1,3 mg fluorescencni znacky Amplex Red bylo rozpusténo
v 100 pl dimethylsulfatu sodném DMSO na koncentraci S0mM.

Zasobni roztok: Zasobni roztok PBS s glukosou (PBS-G): Glukosa GC Sigma
ultra 5SmM, fosfatovy pufr PBS 1x.

Mg¢ftici roztok: Po 1000 nasobném zfedénim pracovniho roztoku s PBS-G byla

vysledna koncentrace v méticim roztoku 50 pM.
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4.6  Pouzité metody a pracovni postupy:
4.6.1 Kaultivace a pasaZovani bunék

Pted kazdym pouzitim byla vyjmuta kultivacni ldhev z inkubétoru a splnén nasledujici
postup. Pro absolutni sterilitu byl, té€sn¢ pted vlozenim do flow boxu, aplikovan 70% ethanol
rovnomeérné po otvoru kultivaéni naddoby. Staré rustové médium bylo vyjmuto z kultivacni
lahve a nadoba byla 3krat promyta fosfatovym pufrem PBS 1x. Pro uvolnéni bun¢k ze dna
nadoby byl pouzit Trypsin v poméru 1:10 s fosfatovym pufrem PBS. Nasledné byla kultivaéni
lahev opét vlozena do inkubatoru na 3 az 8 minut pti 37 °C v atmosféfe obsahujici 5 % COa.
V uvedeném Casovém intervalu byla kultiva¢ni lahev kontrolovana pod mikroskopem, zdali uz
nejsou builkky uvolnéné. Trypsinizace byla zastavena pfidanim cerstvého rlstového média
s 10% sérem. Nov¢ oSetfenou kultivacni ldhev je mozné opét vlozit do inkubatoru.

Na ptipravu experimentu bylo nutné uréit mnozstvi bun¢k v médiu spocetnou metodou
za pomoci Biirkerovy komirky. Nésledné¢ byly buiky sbunéénym médiem vysety
do 96- jamkovych analytickych mikrodesti¢ek v koncentraci 10%/jamka. Pro nase experimenty
bylo pfipraveno 7 analytickych mikrodesti¢ek, tedy 3 desticky po 96- jamkach pro expozici
UVA zéafenim a 3 desticky po 96- jamkach pro expozici UVB zafenim. Posledni desticka byla
neozafend. Piipravené desticky na nésledujici experimenty byly nasledné inkubovany po dobu

24 hodin pii 37 °C v atmosféfe obsahujici 5 % COs.

4.6.2 Méreni spekter UV zdroju

Pro kvalitni vysledky experimentu byla ovétena spektra pouZitych laboratornich UVA
a UVB zdrojt pomoci spektrofluorimetru FLS-980. UV trubice byly vloZeny do pfistroje tak,
aby jejich vyzafovani bylo nasmérovano na vstupni stérbinu emisniho monochromaétoru. Velka
opatrnost byla kladena na peclivé uzavieni poklopu pfistroje, z divodu eliminace proniknuti
denniho svétla v laboratofi. Pocet vyzatfovanych fotonli byl naméfen v rozmezi vinovych délek

220 az 800 nm. Vysledna spektra byla zpracovana v programu MS Excel 2016.

4.6.3 Ozarovani bunék

Pted samotnou expozici UV zafenim byly odebrany 96-jamkové desti¢ky z inkubéatoru.
Ristové médium bylo nahrazeno 80 pl PBS-G obsahujici rozdilné znacky o vyslednych
koncentracich 6 pM CM-H>DCFDA; 2 uM SOSG; 50 uM Amplex Red spole¢né s kienovou

peroxidasou o aktivité 0,125 U/ml. U stanoveni vlivu UV zafeni na viabilitu bunék a u méfeni
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zmén mitochondridlniho membranového potencialu, ozafovani probihalo pouze v 80 pul
PBS-G. Byly zvoleny ¢asové intervaly ozafovani 0, 2, 5, 10, 20, 40 a 80 minut pro vétSinu
fluorescen¢nich sond, vyjimkou byla sonda MitoTracker Orange, kde byly stanoveny ¢asové
intervaly 0, 5, 15 a 35 minut. V odborné literatute se uvadi i pfepocet na davku ozéfeni, jez

vychazi ze vztahu €. 1

davka zareni (cn]n_z) - 1000 = (intezita zareni (sz)) - (doba ozarenti [s] ). (2)

Ozarovani bunék bylo provedeno ve flowboxu ve vzdéalenosti 20 cm od zdroje s primérnymi

hodnotami ozafeni 6,5 mW/cm? u UVA zdroje a 2,3 mW/cm? u UVB zdroje, (viz obr. 7).

Obr. 7: Ozarovani bunécnych kultur UVA a UVB zdrojem.

4.6.4 Pozorovani viability bunék po dobu 9 dni

Pomoci MTT testu je mozZné stanovit Zivotaschopnost buné€k. Princip testu MTT spociva
vtom, ze u vétSiny zivotaschopnych buné¢k je mitochondridlni aktivita konstantni,
a proto zvySeni ¢i sniZzeni poctu zivotaschopnych bunék souvisi linearn€ s mitochondrialni
aktivitou.  Mitochondridlni  aktivita  bun€k se  odrdazi  pfeménou  barviva
MTT 3- (4,5- dimethylthiazol — 2-yl) -2,5- difenyl tetrazolium bromid na jeho vodou

nerozpustny formazan, jehoz barva je intenzivné fialova. Mnozstvi produkovaného formazanu

25



zivymi bunkami je tedy piimo Umémé poctu Zzivotaschopnych bun¢k (Van Meerloo
a kol. 2011). Princip metody spocivéa na zdkladé Lambert-Beerova zakona, tedy se zvysujici
se koncentraci formazanovych krystali, které jsou produkovany zivymi bunikami, se zvySuji
také hodnoty absorbance.

Po extrakci bun€k byly analytické mikrodesticky inkubovany v ristovém médiu
po dobu 24 hodin pii konstantni teploté 37 °C a atmosféie obsahujici 5 % CO». Po vyméné
rastového média za 80 pl roztoku PBS-G, adherované buiiky na destickach, prosly expozici
UVA a UVB zdrojem v pravidelném ¢asovém rozmezi, nasledn¢ bylo ptidano 220 pl riistového
média a opét byly vloZzeny do inkubatoru. Po 24 hodinové inkubaci bylo ristové médium
ziedéno v poméru 1:10 s pracovnim roztokem (5 mg MTT na 1 ml, ristového média),
tak ze vysledna koncentrace MTT v riistovém médiu byla 0,5 mg/ml. Poté byly opét desticky
vlozeny do inkubatoru na 3 hodiny. Po inkubaci bylo ristové médium odsato a do jamek
ptfidano 100 pl rozpoustédla dimethylsulfoxidu DMSO. Pro stanoveni absorbance odpovidajici
koncentraci formazanovych krystalii byly desticky pfeneseny do spektrofotometru
Tecan — Infinite M200 PRO. Nastaveni pfistroje probihalo obdobné, jako v méfeni produkce
ROS v koZnich bunikach HaCaT, avSak tentokrat byla méfena absorbance pti 570 nm. Vysledna
data byla zpracovana v programu MS Excel 2016.

Obr. 8: Spetrofotometr Tecan — Infinite M200 PRO.
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4.6.5 Stanoveni produkce peroxidu vodiku

Princip detekce produkovaného peroxidu vodiku H»>O», je zaloZen na fluorescencni
znace Amplex Red. Amplex Red (N-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazin) je bezbarvy derivat
dihydroresorufinu, jez vchazi do reakce s peroxidem vodiku v pfitomnosti peroxidazy
ve stechiometrii 1:1 a hodnoti extracelularni pfitomnost peroxidu vodiku. Vlivem UV zafeni
dochazi k produkci peroxidu vodiku bézné€, obzvlasté pokud jsou ve vodnych roztocich
pfitomny organické latky. Peroxid vodiku je vSak latka, kterd pronikd snadno pies bunécné
membrany, a proto i ¢ast intracelularni produkce se mtize dostat do extracelularniho prostiedi
a reagovat s fluorescencni znaCkou Amplex Red v pfitomnosti peroxiddzy na vysoce
fluorescen¢ni produkt tzv. resorufin. Maximum emise probiha na hodnotach vinové délky
590 nm a excitace na 535 nm (Zhou a kol. 1997).

Po 24 hodinové inkubaci bylo z analytickych mikrodesti¢ek odebrano riistové médium.
Za predpokladu pfilnutych bunék na dné jamek desti¢ek bylo aplikovano opét 80 pl zasobniho
a pracovniho roztoku s fluorescencni sondou Amplex Red (PBS + Glukéza SmM, Amplex Red
50 uM, HRP 0,125 U/ml). Poté byly bunky ozatovany UVA a UVB zdrojem ve stanovenych
casovych intervalech. Nasledné byly 96- jamkové desticky pfeneseny do spektrofotometru
pro luminiscenci — Infinite M200 PRO. Méfeni emise probihd na vlnové délce 590 nm pii

excitaci 535 nm. Vysledna data byly zpracovana v programu MS Excel 2016.

4.6.6 Stanoveni produkce ROS v buiikach

Tato technika spociva v pasivni difuzi nefluorescencni latky
2', 7" — dichlordihydrofluoresceinu diacetatu (H>DCFDA), ptipadné jejich derivati
(napf. chlormetylovy CM-H>DCFDA) do bun€k a uvnitf cytosolu doSlo k odstranovani
acetatovych  skupin esterdzami, za vzniku nefluorescencniho produktu 2, 7-
dichlorodihydrofluoresceinu (H2DCF). Tato latka v blizkosti ROS, zejména peroxidu vodiku
H>0; oxiduje, coz ma za nasledek intracelularni produkci vysoce fluorescen¢ni latky DCF.
V mensi mife mize byt latka HoDCF neptimo citliva na singletovy kyslik, ktery mliZze nepfimo
ptispivat tvorbé DCF prostiednictvim jeho reakce s bunéénymi substraty produkujici
peroxidové produkty ¢iperoxylové radikaly. DCF se detekuje pomoci fluorescenéni
spektrometrii pii excitaci 480 nm a emisi 530 nm (Reineirs a kol., 2011).

Pted expozici HaCaT bunc¢k UV zafenim, bylo nahrazeno ristové médium roztokem
PBS-G se 6 uM CM-H>DCFDA a poté byly bunky ozafovany UVA a UVB zdrojem

po stanovenych casovych intervalech. Po ozareni byly analytické mikrodesticky pfeneseny do
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spektrofotometru Tecan — Infinite M200 PRO. Vysledné hodnoty byly zpracovany v programu
MS Excel 2016.

4.6.7 Stanoveni produkce singletového kysliku v buiikach

Fluorescen¢ni znacka Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG) je vysoce selektivni pro
detekci singletového kysliku 'O, a zarovenl nevykazuje Z4dnou vyraznou odpovéd
hydroxylového radikalu (OHe) nebo superoxidu (Oz¢-). V pfitomnosti singletového kysliku,
tato fluorescen¢ni sonda vykazuje zelenou fluorescenci.

HaCaT bunky v 96-jamkovych destickach byly inkubovany v riistovém médiu po dobu
24 hodin pfi konstantni teploté 37 °C a atmosféte obsahujici 5 % CO». Po 24 hodinové inkubaci
bylo odsato ristové médium a do jamek 96- jamkové desticky bylo pfidano 80 pl zdsobniho
a pracovniho roztoku (PBS + Gluk6za SmM, SOSG 2 uM). Poté byly buiiky ozafovany UVA
a UVB zdrojem v pravidelnych ¢asovy intervalech. Nasledné byly analytické mikrodesticky
preneseny do spektrofotometru pro luminiscenci — Infinite M200 PRO. Méteni excitace probiha
na vlnové délce 488 nm a emise na 525 nm. Vysledna data nahle byla zpracovana v programu

MS Excel 2016.

4.6.8 Stanoveni zmén mitochondridlniho membranového potencidlu

Za pomoci kationtové fluorescencni sondy MitoTracker Orange je moZné méfit
potencidl mitochondrialni membrany v buiikdch. MitoTracker orange je kationt a miZe volné
difundovat pfes plazmatickou membranu bunky a na zdkladé jejiho redoxniho potencialu
se dokdze akumulovat v aktivnich a Zivotaschopnych mitochondrii bunék v zéavislosti na
velikosti ndboje na membrang, tzv. velikosti membranového potencialu. Intenzita fluorescence
je zavisla na gradientu membranového redoxniho potencidlu mitochondrii (Scorrano a kol.
1999).

Do 96-jamkovych destic¢ek bylo laboratorni pipetou aplikovano misto ristového média,
80 ul PBS-G, poté se byly buiiky ozafovany UVA a UVB zdrojem po stanovenych ¢asovych
intervalech. Po ozateni bylo do jamek pfidano stejné mnozZstvi roztoku PBS-G, avSak nyni s 400
nM MT Orange (vyslednd koncentrace byla 200 nM). Pouzitd sonda byla inkubovana
s buitkami po dobu 20 minut. Nésledné¢ byly analytické mikrodesticky pifeneseny do
spektrofotometru Tecan — Infinite M200 PRO. M¢fteni fluorescence probiha na vlnové délce

544 nm a emise na 576 nm. Vysledna data nahle byla zpracovana v programu MS Excel 2016.
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5. VYSLEDKY:

5.1  Méreni spektra UV zdroji

Nejprve bylo nutné proméfit spektra UVA a UVB zafici, které byly pouzity v laboratofi
k ozafovani HaCaT bunck. Zafice byly proméfeny spektrofluorimetrem FLS-980,
jehoz nejvétsi vyhodou je pouziti dvojitych monochromatort. V porovnani s jednoduchym
monochromatorem dokazou poskytnout veétsi disperzi a u luminiscencnich spektrometri se
projevi lepSim pomérem signal/Sum. Nameéfend spektra vykazuji zdvislost Cetnosti foton

pouzitého UV zdroje na vinové délce.

5.1.1 Spektrum UVA zdroje

UVA =zifeni je clenéno na dvé podslozky, UVA1 zafeni o vlnovych délkach
340-400 nm a UVA2 zafeni o vinovych délkach 315-340 nm. Graf ¢. 1 predstavuje zavislost
cetnosti fotont UVA zdroje na vinové délce. Pii tvorbé grafu byl kladen diiraz na odecteni
pozadi neboli Sumu, které je zplisobeno vniknutim okolniho svétla v laboratoti do Stérbiny
spektrometru z divodu velkého rozméru zafice, kdy poklop piistroje nemohl byt dostate¢né
utésnén.

Zmgfené spektrum pozadi vSak ukazalo zanedbatelny vliv na vyzafovacich
charakteristikich UV zdroji. Maximalnich hodnot v poctech registrovanych fotond bylo
zaznamenano ve viditelné oblasti, a to shodnotou kolem 5-10° pii takto nastavenych
parametrech.
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Graf ¢ 1: Emisni spektrum UVA zdroje.
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Obr. 9: Vyzarovaci charakteristika UVA trubice dand vyrobcem. Prevzato

(https://www.assets.signify.com/is/content/PhilipsLighting/f{p927903421007-pss-global)

Z grafu ¢. 1 mizeme vycist vyzarovani UVA zdroje na rozmezi hodnot 352-395 nm
vlnové délky. Tyto hodnoty vinovych délek odpovidaji UVAI1 zdroji zafeni. Namétenim
spektra jsme ovéfili vyzatovaci charakteristikou UVA trubice danou vyrobcem,
viz obrazek €.7. Nalezeny peak v rozmezi hodnot vinovych délek 352 az 395 nm se zcela
shoduje se spektrem od vyrobce. Avsak rozdil obou spekter miizeme najit ve viditelné oblasti,
kde u namétené vyzafovaci charakteristiky se objevuji spektralni ¢ary, naopak ve spektru
danym vyrobcem tyto spektralni ¢ary chybi. Usp&$né byl ovéien charakter pouzitého UVA

zdroje a vysledky v nasledujicich metodach tak predstavuji vétsi kvalitu.

5.1.2 Spektrum UVB zdroje

Vinové délky UVB zafeni se pohybuji v intervalu hodnot vinovych délek od 280 nm
po 315 nm. Graf €. 2 pfedstavuje zavislost Cetnosti fotonit UVB zdroje na vinové délce.
Pti tvorbé grafu byl opét kladen diiraz na odecteni pozadi neboli Sumu, které jsou zplisobeny
vniknutim okolniho svétla v laboratofi z divodu velkého rozmeéru zatice, kdy poklop pfistroje

nemohl byt dostate¢né utésnén.
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Graf ¢. 2: Emisni spektrum UVB zdroje.
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Obr. 10: Vyzarovaci charakteristika UVB trubice dand vyrobcem. Prevzato

(https://www.assets.signify.com/is/content/PhilipsLighting/fp927903400121-pss-global)

Z grafu €. 2 mizeme nalézt vyzafovani UVB zdroje na rozmezi hodnot vinovych
délek 308 az 315 nm, které zcela odpovidaji UVB zdroji zafeni. Naméiené spektrum potvrdilo
vyzatfovaci charakteristiku UVB trubice danou vyrobcem, viz obrazek ¢. 8. Nalezeny

peak v rozmezi hodnot vinovych déle 308 az 320 nm zcela odpovida peaku ve spektru
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daném vyrobcem zafiCe. AvSak opét muzeme pozorovat spektralni cary objevujici
se ve viditelné oblasti, jez ve spektru daném vyrobcem zcela chybi. Charakter pouzitého UVB

zdroje byl ovéten a vysledky v nasledujicich metodach jsou tak reprodukovatelné.

5.2 Pozorovani viability bunék po dobu 9 dnt
Cilem zvolené metody je sledovani zivotaschopnosti HaCaT bun¢k ozéarené UVA
a UVB zdrojem, 0, 2, 5, 10, 20, 40 a 80 minut po dobu deviti dnti. Konkrétné¢ bylo provadéno
pozorovani zivotaschopnosti bunék prvni druhy, ¢tvrty, Sesty a devaty den. Tato studie nam
pomtize vice nahlédnout do procesti spojenych se schopnosti bunék vypotadat se se skodlivymi
Gginky UVA a UVB zafeni. Zivotaschopnost bunék byla detekovana pomoci znatky MTT
pracujici na zdklad¢é premény tetrazoliového barviva na formazanové krystaly fialové barvy.
Koncentrace formazanovych krystali je pfimo Umérméd poctu zivotaschopnych bunék.
Spektrofotometr pro luminiscenci nam vydal hodnoty absorbance, jez vychazi
z Lambert-Beerova zakona, tedy se zvySujici se absorbanci se bude zvySovat i
koncentrace formazanovych krystald, jeZ jsou produkovany zivymi bunikami.
Bunééné médium bylo aplikovano do prostfednich fad 96-jamkové desticky
z diivodu eliminace vzniku moznych artefakti. Na kazdy pozorovaci den byly k dispozici
4 jamky z 96- jamkové desticky a v rannich hodinach byl k bunéénému médiu aplikovan

pracovni roztok se znackou MTT. Hodnoty absorbance byly zprimérovany a byla urcena

_ ,Z(x'—f)z
Uy = ka i~(;—1) ’ 3)

kde u,y je hodnota smérodatné odchylky, x zna¢i ndmi namétenou hodnotu veli¢iny, i je pocet

nejistotu typu A dle vztahu

méieni a ka znaci koeficient poctu malych dat. Pro 4 hodnoty, koeficient ka ¢ini 1,7.
Nasledné byly sestrojeny grafy €. 3 az €. 7 zndzornujici pribéh mechanismu v bunkach

po ozafeni UVA a UVB zdrojem.
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Graf ¢ 3: Graf zobrazujici prvni den pozorovani zivotaschopnosti bunek ozarenych UVA

a UVB zdrojem. Vysledky jsou vyjadreny jako priumer £ SD (n = ).

Prvni den pozorovani vykazuje znacny pokles koncentrace Zivotaschopnych bunégk,
schopné produkovat krystaly formazanu, ozafené jak UVA, tak i UVB zdrojem. Markantni
pokles je vSak znacny po expozici UVB zafenim, kde mnoZstvi bunék po 80 minutach
ozatovani, klesl t¢éméf na 25 % s relativni odchylkou méteni 2,84 %, zatimco po UV A expozici,
vysledna koncentrace bunék po 80 minutové expozici klesla na 41 %.
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Graf ¢. 4: Graf zobrazujici druhy den pozorovani zivotaschopnosti bunék ozarenych UVA

a UVB zdrojem. Vysledky jsou vyjadreny jako prumer = SD (n = 4).
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Graf ¢ 5: Graf zobrazujici ctvrty den pozorovani zZivotaschopnosti bunék ozarenych UVA

a UVB zdrojem. Vysledky jsou vyjadreny jako priimer £ SD (n = 4).

Druhy a ¢tvrty den pozorovani, vykreslené v grafech €. 4 a €. 5, vykazuji témét srovnatelny
pribéh. Po expozici UVA =zafeni, se mnozstvi bun¢k v prvnich minutach se zvétsilo
témeét o 40 % a naslednym rapidnim ubytkem az k 20 % po 80 minutové expozici. Bunky
ozafené UVB svétlem zcela ztraci zivotaschopnost jiz po 2 minutach ozareni a po 80 minutoveé
expozici sniZi svoji koncentraci pod 20 %.
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Graf ¢. 6: Graf zobrazujici Sesty den pozorovani Zivotaschopnosti bunek ozarenych UVA a UVB

zdrojem. Vysledky jsou vyjadieny jako primeér £ SD (n = 4).
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Sesty den pozorovéani, znazornény v grafu &. 6, vykazuje pouze 20 % navyseni
koncentrace zivotaschopnych bunék, schopné produkovat krystaly formazanu po 10 minutové
expozici UVA zdrojem a po 80 minutové expozici, vysledné mnozstvi zivych bunék kleslo
na pouhych 22 %. UVB expozice opét zndzorfiuje markantni pokles jiz po 2 minutach
ozafovani, pficemz vysledné mnozstvi zivych bun¢k po 80 minutové expozici ¢ini 18 %.
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Graf ¢ 7: Graf zobrazujici devaty den pozorovani zZivotaschopnosti bunék ozarenych UVA

a UVB zdrojem. Vysledky jsou vyjadreny jako prumer = SD (n = 4).

V grafu €. 7 je vykreslen pribéh Zivotaschopnosti bunék v devatém dnu pozorovani.
UVA expozice zpusobuje hned po 2 minutdch ozafeni nartist zivotaschopnych bunéck
schopnych produkovat krystaly formazanu o 27 %, poté nasleduje témeét linearni pokles
mnozstvi Zivych bun€k na pouhych 10 %. Expozice UVB zafenim, znac¢i opét pokles
jiz po 2 minutém ozafovani a vysledna koncentrace po 80 minutach ¢inni pouhych 8 %

zivotaschopnych bunék.

5.3  Detekce produkce peroxidu vodiku

Expozice 96-jamkovych desticek sbunéénym médiem a pracovnim roztokem
fluorescenéni sondy Amplex Red byla provedena obdobnym zplisobem jako pfedchozi méteni
v ¢asovych intervalech 0, 2, 5, 10, 20, 40, 80 minut ozafovani. Buniky s pracovnim roztokem
byly opét zamérné aplikovany do prostiednich péti jamek 96-jamkové desticky z diivodu
eliminace pisobeni okolnich rusivych vlivi.

Ozatovani UVA a UVB zdrojem probihalo zaroveni v uzavieném flow boxu. Pomoci

laboratorniho pfistroje spektrofotometru— Infinite M200 PRO byly detekovany hodnoty
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intenzity fluorescence, kterd je vyvoland vysoce fluorescencnim produktem roserufinem
v reakci fluorescencéni znacky Amplex Red s peroxidem vodiku v pfitomnosti peroxidazy.
Z vyslednych hodnot intenzity fluorescence byla naleznuta primérna hodnota a dale byly
urceny nejistoty typu A. Nasledné byl sestrojen graf ¢. 8 zavislosti intenzity fluorescence
na davce ozareni HaCaT bun¢k UVA a UVB zéfenim.

Predpokladany vliv pouzité fluorescencni znacky je takovy, Ze s rostoucim Casem
expozice by hodnoty intenzity fluorescence znacici produkci peroxidu vodiku, mély mit
v idealnim ptipad¢ linearni pribéh. Tomuto predpokladu také témer naSe namérené vysledky

odpovidaji, viz graf ¢. 8.
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Graf ¢. 8: Detekce produkce peroxidu vodiku zpiisobené fluorescencni znackou Amplex Red po

expozici UVA a UVB zaricem. Vysledky jsou vyjadreny jako prumer £ SD (n = 5).

HaCaT bunky ozafené UVA zdrojem dle grafu €. 8 vykazuji témé&f linearni zavislost
produkce reaktivni formy, zejména peroxidu vodiku, na ¢asu expozice, avSak po 80 minutich
ozatovani bylo dopusténo markantni relativni odchylky Cinici 41,14 %. Naopak po expozici
UVB zdrojem, HaCaT bunky dosahuji maximum své produkce peroxidu vodiku jiz
na 10 minuté, pficemz bylo dopusténo chyby méfeni 7,7 % a poté produkce reaktivnich forem

vykazuje mirny pokles. Nejvétsi relativni odchylky bylo dopusténo na 20 minuté, jejiz hodnota
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¢ini 12,78 %. Rychlost zmény fluorescence jsme charakterizovali regresni kifivkou prvnich
20 minut expozice UVA zdrojem a pro UVB zdroj prvnich 10 minut expozice. Smérnice
regresni kiivky znac¢i nartist zmény fluorescence, viz graf €. 8.

Tento znacny rozdil prabéhti hodnot fluorescence miizeme opét piipsat vyssi energii

a krat§im vinovym délkdm UVB zafeni oproti UVA zéfeni.

5.4  Stanoveni produkce ROS v buiikach

Buiiky s pracovnim roztokem byly opét aplikovany zamérné do prostfednich jamek,
z diivodu eliminace okolnich rusivych elementl. Pro kazdou davkou ozareni bylo k dispozici
5 jamek z 96-jamkové desticky pro fluorescenéni znacku DCF.
Hodnoty produkce reaktivnich forem kysliku ndm spektrofotometr—Infinite M200 PRO vydal
ve form¢ hodnot intenzity fluorescence, které by se v idealnim ptipad€ mély zvySovat spolu
s rostoucim ¢asem expozice bun¢k. U zdravych neozarenych bunck jsou kyslikové radikaly
eliminovany rtiznymi bunénymi enzymy ¢i pfirodnimi antioxidanty, a tudiz hodnoty
fluorescence by mély byt minimalni na rozdil od bun€k postizenych expozici UVA a UVB
zdrojem. Hodnoty intenzity fluorescence byly zprimérovany a byla urcena nejistoty typu A dle
vztahu €. 3. Tentokrat koeficient ko pro 5 hodnot ¢ini 1,4. Nésledné byl sestrojen graf ¢. 9

zavislosti velikost intenzity fluorescence na davce ozaieni pro UVA a UVB zafic.
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Graf ¢. 9: Detekce produkce H>O: pomoci fluorescencni sondy DCF po expozici UVA a UVB
zaricem. Vysledky jsou vyjadreny jako prumér = SD (n = 5).

Z grafu €. 9 je moZné zpozorovat srovnani pribéht produkce reaktivnich forem kysliku,
zejména peroxidu vodiku, po expozici jak UVA zéfenim, tak i UVB zafenim. Pfi takto
nastavenych podminkéach méteni doslo k nasyceni fluorescen¢ni sondy H>O> u UVB zétenti jiz
po 20 minutach, oproti UVA zafeni, které dosdhlo maximum svého nasyceni aZ po 40 minutach
a kde se zaroven dopoustime velké relativni odchylky ¢inici 18,8 %.

V porovnani obou pribéhi mizeme zpozorovat velké rozdily v rychlosti zmény
fluorescence, znazornujici produkci ROS, zejména peroxidu vodiku H»O,. U expozice UVA
zafenim dochazi v prvnich 10 minutich k poklidnému ptirGstku ROS. Rozdil zmény naristu
fluorescence jsme charakterizovali regresni kiivkou prvnich 10 minut expozice UVA zdrojem
zateni a pro UVB zéfeni byla sestrojena regresni kiivka prvnich 5 minut expozice. Smérnice

regresnich kiivek znac¢i nartist zmény fluorescence, viz graf €. 9.
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5.5  Stanoveni produkce singletového kysliku v buiikach

Buriky s pracovnim roztokem byly opét zamérmné aplikovany do prostfednich jamek,
z divodu eliminace okolnich rusivych element. Pro kazdou dévkou ozéfeni bylo tedy
k dispozici 5 jamek z 96- jamkové desticky pro fluorescencni znacku SOSG.

Ozaiovani UVA a UVB zdrojem probihalo zaroven v uzavieném flow boxu
v obdobnych ¢asovych intervalech jako u ptedeslych fluorescencnich sond, tedy 0, 2, 5, 10, 20,
40 a 80 minut expozice UVA a UVB zdrojem zéafeni. Hodnoty produkce singletového kysliku
nam spektrofotometru pro luminiscenci — Infinite M200 PRO opét vydal ve form¢ hodnot
intenzity fluorescence, které by se v idealnim ptipad€ mély zvySovat spolu s rostoucim ¢asem
expozice HaCaT bungk. Tato hypotéza byla ovéiena viz graf ¢. 10 az na malé kolisani hodnot
u druhé a paté minuty po expozici obou UV zdroji. Hodnoty intenzity fluorescence
byly zprimérovany a dale byly urCeny nejistoty typu A. Nésledné byl sestrojen graf ¢. 10
zavislosti velikost intenzity fluorescence na dob€ ozafeni HaCaT bun¢k UVA a UVB zéfenim.
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Graf ¢. 10: Detekce produkce singletového kysliku ' O; pomoci fluorescencni sondy SOSG po
expozici UVA a UVB zaricem. Vysledky jsou vyjadreny jako primér = SD (n = 5).
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V grafu ¢. 10 je mozné zpozorovat srovnani priabéhti produkce singletového kysliku
po expozici jak UVA zafenim, tak i UVB zéafenim. Mizeme zde zpozorovat téméi linearni
narast produkce singletového kysliku v zévislosti na ¢ase expozici UVA a UVB zdrojem.
Mirny pokles se nachazi mezi druhou a patou minutou, pii¢emz tento zajimavy fenomén
je zrcadlen v obou ptipadech. Pfi ozafovani UVA zdrojem se dopoustime znacné relativni
odchylky pfti 80 minutové expozici az 59,06 %. Identicky v grafu nachazime zna¢nou relativni
odchylku 80 minutové expozici 21,31 % pro UVB zafteni.

Rychlost zmény fluorescence jsme charakterizovali regresnimi kiivkami 80 minutové
expozice UVA a UVB zdroj, zndzornéné v grafu ¢. 10. Smérnice regresnich kiivek

pro jednotlivé UV zdroje znaci rychlost zmény nértstu fluorescence.

5.6  Stanoveni zmén mitochondridlniho membranového potenciilu

Bunky s pracovnim roztokem byly opét zdmérmé aplikovany do prostfednich jamek,
z diivodu eliminace okolnich rusivych elementt. Pro kazdou davkou ozatreni bylo k dispozici
5 jamek z 96- jamkové desticky pro fluorescenéni znacku MitoTracker Orange. Ozatovani
UVA a UVB zdrojem probihalo zaroven v uzavieném flow boxu. Hodnoty intenzity
fluorescence byly zprimérovany a déale byly ur€eny nejistotu typu A. Nasledné byl sestrojen
graf €. 11 zavislosti velikost intenzity fluorescence na davce ozareni HaCaT bunék UVA a UVB
zafenim.

Ozatovani HaCaT bunék probihalo obdobnym zplisobem jako v pfedchozich
ptipadech, aviak jinych ¢asovych intervalech. Casové intervaly byly zvoleny na 0, 5, 15,
35 minut expozice. Byly zmétfeny hodnoty intenzity fluorescence, kterd zna¢i mnozstvi bunck
s aktivnimi mitochondriemi. Pfedpoklady by tedy mély byt takové, ze s ptibyvajici dobou
ozéfeni by se hodnoty intenzity fluorescence mély zna¢né snizovat, v piipadé, Ze dochazi
k poskozeni mitochondrii, jeZ je spojeno s poklesem mitochondridlniho membranového
potencialu. Nase namétend data tomuto predpokladi vSak odpovidaji pouze u ozatovanim UVA

zdrojem, viz graf ¢. 11.
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Graf ¢. 11: Detekce intenzity fluorescence zpusobené fluorescencni znackou MitoTracker

Orange po expozici UVA a UVB zaricem. Vysledky jsou vyjadreny jako priimér + SD (n = 5).

Graf ¢. 11 vykresluje porovnani prubéhit vzniklé fluorescence v riznych ¢asovych
intervalech po expozici jak UVA, tak i UVB zafenim. Mlizeme zpozorovat mirny pokles po péti
minutach ozatovani UVB zéficem, ktery odpovidd nami stanovenému piedpokladu. AvSak
v delsich casech expozice, tedy na patnacté a tficaté minuté, bunky vykazuji vyssi fluorescenci
nez pred samotnym ozafenim. Naopak vznikld fluorescence po expozici UVA zdrojem
ma ocekdvany pribe¢h a oveéril tak naSe stanovené predpoklady.

Rychlost zmény fluorescence jsme charakterizovali regresni kiivkou prvnich
80 minut expozice UVA a UVB zdrojem. Smérnice regresni kiivky zna¢i nariist zmény

fluorescence, viz graf ¢. 11.

41



6. DISKUZE:

Slune¢ni zafeni je tvofeno kontinudlnim spektrem skladajici se ztady oblasti.
Na zemsky povrch vSak nedopadaji vSechny, pouze ¢ast ultrafialového (UV), viditelného (VIS)
a infraCerveného zareni (IR). Tato prace se zabyva zejména UV slozkou, protoze pravé ona
je schopna vyvolat fadu chronologickych zmén ¢i akutnich onemocnéni v lidském organismu.
Zavaznost je dana individudlnimi faktory, jako jsou naptiklad, veék, pohlavi, ale také aktudlni
zdravotni stav jedince. Kvili vnéjSimu vystaveni na povrchu téla, ziskava lidska kiize nejvétsi
zatéz negativnich UcCinkt, jez plni funkci ochranné bariéry pred vnéjSim okolim. Ta se vSak
muze dostat do kontaktu pouze s UVA a UVB sloZzkou z celého UV spektra. Agresivni UVC
paprsky zafeni jsou téméf pohlceny ozonovou vrstvou a svoji vysokou mutagennost
a genotoxicitu neuplatni v patologickych procesech klize. Naopak slozky UVA a UVB se zcela
podili na mechanismech vedouci k poskozovani DNA, apoptdze bunék, inhibici rastu bun¢k
a néslednym karcinogennim u¢inkiim. Dlouhodoba ¢i periodickd opakovanost expozice ma
fotostarnuti (Rajnochova Svobodova, 2012).

Fotostarnuti popisuje zmény v klinickych, histologickych a funkénich vlastnostech ktize
pfi obvyklému vystaveni na slunci. Sklada se jak z chronologického slune¢niho poSkozent,

tak 1 ztzv. vnitiniho nebo programovaného starnuti. Obé vSak maji za nasledek
nezadouci zmény vhledu ktize, jako jsou naptiklad abnormalni pigmentace, vétsi pocet vrasek,
vyschlost kiize a zazloutld barva. Tyto rysy se vyskytuji v oblastech téla, jez jsou casto
vystaveny slunecnimu zéfeni, tedy krk, dekolt, oblicej, predlokti a ruce. Nejvyznamnégjsi
epidermalnimi zménami jsou pigmentové zmény, jako jsou lentiginy a difuzni
hyperpigmentace. Podle nejnovéjsich studii je prokazano, Ze proces fotostarnuti je obecné
vyrazngj$i u jedinct se svétlou pokozkou (Gilchrest a Krutmann 2006, Berneburg a kol. 2000).

PtedCasné starnuti postihuje vSechny kozni vrstvy, nejvice vSak pokozku (epidermis)
a pojivou tkan dermis. Typickym histologickym projevem je ztrata usporadané¢ho charakteru
kolagenu a ubytek vladken. TlouStka bazalni membrany se zvétSuje, coz pravdépodobné odrazi
poskozeni keratinocytd a distribuce melanocytii v bazadlni membrané je nepravidelna
(Rajnochova Svobodové 2012; Berneburg a kol. 2000).

Proces predCasné starnuti je predevsim zptusobeno masivni produkei reaktivnich forem
kysliku (ROS) po expozici UV zéatenim. Podminkou vzniku téchto reaktivnich forem kysliku
je pohlceni fotonti vhodnou endogenni ¢i exogenni molekulou, jez odstartuje sérii biologickych

reakci probihajici dvéma zpisoby. Prvni zplsob, pfimy mechanismus, je zalozen na pfimé
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absorpci UV fotoni danou molekulou. Druhy zptsob, nepiimy mechanismus, mtize opét
probihat dvéma zpiisoby. Nepiimy mechanismus typu [ zahrnuje pienos -elektronu
z excitovaného chromoforu na jinou molekulu, coz mé za nasledek tvorbu volnych radikalda.
Dilezitym rozdilem od nepfimého mechanismu typu II je, Ze nevyzaduje pfitomnost kysliku
pro vyvolani biologického poskozeni. Oproti tomu, nepfimy mechanismus typu II, vyuziva
princip pienosu energie chromoforu na molekularni kyslik za tvorby reaktivnich forem kysliku
(ROS), jez maji schopnost atakovat ostatni makromolekuly a zpisobovat jejich vazné
poskozeni, zejména DNA, lipida a proteinti. Mezi nejzndmé¢jsi reaktivni formy kysliku fadime
hydroxylovy radikal (OHe), peroxyl (ROO¢), alkoxyl (RO¢), hydroperoxyl (OHz*) a superoxid
(O2¢9), predstavujici tzv. radikalové reaktivni formy a mezi neradikdlové reaktivni formy
zatazujeme peroxid vodiku (H203), kyselinu chlornou (HCLO), 0z6n (O3) a singletovy kyslik
('02). Nadmérma produkce reaktivnich forem kysliku vede ke vzniku maligniho nidoru
a k samotné kancerogenezi. Na ochranu pied ROS, jsou bunky vybaveny tzv. antioxidaénim
systémem, ktery ma schopnost omezit aktivitu kyslikovych radikalii a chrani tak bunku ptred
samotnou oxidaci.

K detekci zminénych reaktivnich forem kysliki (ROS), se casto vyuZivaji
tzv. fluorescencni barviva neboli fluorescenéni znacky. Fluorescence biologickych objekti
obvykle rozdélujeme na primérni a sekundarni. Primarni fluorescence se vyskytuje pfirozené
atika se jim také autofluorescence. Sekundarni fluorescence vyzaduje umélé vlozeni
fluorescen¢nich sond ¢i znafek do objektu. Fluorescencni znacka se nejCastéji pouZzivaji
k fluorescen¢nimu znaceni riiznych makromolekul, naptiklad proteinti, lysozomu nebo lipida,
ke kterym se vazou kovalentni vazbou. V na$i experimentdlni praci byly pouzita k detekci
reaktivnich forem kysliku, zejména peroxidu vodiku H>O; fluorescenéni znacka
CM-H,DCFDA a Amplex Red, k detekci singletového kysliku ('0,) fluorescenéni znacka
Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG) a k detekci membranového potencidlu mitochondrii,
fluorescenéni znacka MitoTracker Orange (MT Orange). Tyto fluorescencni znacky, zejména
CM-H>DCFDA byla pouzita nedavno v praci H. Kolafové a kol. (2007) zabyvajici se detekei

reaktivnich forem kysliku pfi fotodynamické reakci in vitro.

6.1  Pozorovani viability bunék po dobu 9 dnu

Pomoci uvedené metody v kapitole 6.2 byla sledovana zivotaschopnost HaCaT bungk,
ozafované UVA a UVB zdrojem, v Casovych intervalech 0, 2, 5, 10, 20, 40 a 80 minut po dobu
deviti dnii. Pozorovaci dny byly stanoveny na prvni, druhy, ¢tvrty, Sesty a devaty den.

Zivotaschopnost bun&k byla detekovana pomoci znadky MTT, jez pracuje na principu piemény
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tetrazoliového barviva na formazanové krystaly. Koncentrace formazanovych krystala fialové
barvy slouzi jako odhad poc¢tu mitochondrii, a proto pocet zZivotaschopnych bunék ve vzorku.
MTT znacka je Siroce pouzivana jako rychlé a citliva metoda pro zobrazovani protinddorovych
1éCiv a hodnoceni cytotoxicity materiald (Wan a kol. 1994). Na rozdil od ostatnich
tetrazoliovych slouc¢enin (MTS, XTT a WST-1), MTT znacka, diky jejimu kladnému naboji
snadno pronikd zivotaschopnymi eukaryotickymi bunkami a formazanovy produkt MTT
tetrazolia se hromadi jako nerozpustna sraZenina v blizkosti bunécného povrchu
(Riss a kol. 2013).

Porovnanim expozice UVA a UVB zafenim jsou na prvni pohled vidét markantni
rozdily v procentudlnim vyjadfeni zivotaschopnych bunék. UVB zareni se od UVA lisi vyssi
energii fotoni, jez zplsobuji razantnéjsi poskozeni bunék, v naSem ptipadé keratinocytl typu
HaCaT. Této tezi odpovidaji vysledky vykreslené v grafech ¢. 3 az ¢. 7. Bunky ozatené UVB
zdrojem vykazuji v celém pribehu procesu ozarovani po pravidelnych intervalech nizsi
zivotaschopnost bun¢k nez po expozici UVA zdrojem. Ptesto, ze UV A zafeni ma dost vysokou
energii na poSkozeni buné€k, grafy pozorovani v jednotlivych dnech znaci v prvnich 10 az
20 minutach ozatfovani narlst koncentrace Zivotaschopnych bunck a pokles nastava obvykle
na 40 minuté ozafovani. | piesto, ze bunky byly ozafené UVA zdrojem, dokazaly proliferovat
a navySovat své mnozstvi. Po pfekroceni urcitého Casového intervalu expozice, se produkce
ROS pferostla na masivni produkci a negativni ¢inky vedouci k bunééné smrti se objevuji
vétSinou na 40 minuté ozafovani. Oproti tomu UVB zéfeni, diky své vysoké energii, dokaze
vyvolat pfimé poSkozeni bun€k hned po prvnich minutach ozafovani. Buiiky uz tedy nejsou
schopné proliferovat a poSkozeni UVB fotony vede okamzité k bunécné smrti. Rozdil pribéhi
mechanismu, jimiz prochazi buniky pozorované po dobu deviti dnil, hraje svoji roli. Prvni
a posledni den pozorovani v konecném stadiu, tedy po 80 minutové expozici, se procentualni

Zivotaschopnost bunék lisi o témet 31 % pro UVA zareni a téméf o 17 % pro UVB zafeni.

6.2  Detekce reaktivnich forem kysliku pomoci fluorescen¢nich znacek

Prvni pouZitou fluorescenéni znaCkou byla Amplex Red, ktera hodnoti extracelularni
pfitomnost reaktivnich forem kysliku, zejména peroxidu vodiku (H202). Vlivem ultrafialového
zafeni dochazi k produkci peroxidu vodiku ve vodnych roztocich béZné€, obzvlasté pokud
jsou ptitomny organické latky. Peroxid vodiku je vSak latka, ktera pronika docela snadno pies
bunécné membrany, a proto 1 Cast intraceluldrni produkce se mize dostat do extracelularniho

prostiedi a reagovat tak s fluorescen¢ni znackou Amplex Red v pfitomnosti kienové peroxidazy

44



na fluorescen¢ni resorufin. Pii vysokych koncentracich miize byt resorufin dile oxidovan
za vzniku jiz nefluorescen¢niho produktu.

Byly sestaveny zavislosti intenzity fluorescence na dob¢ ozatovani jak UVA, tak i UVB
zdrojem. Vysledné zavislosti znaci rozdilny prabéh jak pro expozici UVA zarenim, tak i UVB
zafenim. Smérnice piimky charakterizujici rychlost zmény fluorescence béhem prvnich
10 minut expozice UVB zafenim vykazuje cca tfikrat vys$§i hodnotu nez pro UVA,
coz vypovida o vétsi produkei H>O» pii UVB zéieni.

Existuji studie, zaloZzené na detekci peroxidu vodiku fluorescencéni znackou Amplex
Red, pomoci niz dokazali, ze peroxid vodiku je dulezitym mediatorem fosforylace
EGF-receptoru indukovany pravé UVB slozkou zéafeni v kultivovanych keratinocytech.
Peroxid vodiku mé pak potencidl iniciovat nebo modulovat v€asné signalni udalosti
zprostfedkované epidermalnim ristovym faktorem EGFR, které by mohly hrat dilezitou roli
v bunééné reakci na oxidacni stres (Peus a kol. 1998). Tato pozorovani dokazuji akutni
a chronické kozni odezvy ultrafialového svétla véetn€é soldrniho erytému, starnuti kiize
a karcinogeneze, které mohou byt zprostiedkovavany alespont ¢astecné H>O> a dalSimi ROS
produkovanymi epidermalnimi keratinocyty.

Druhd pouzitad fluorescenéni znacka, Casto pouzivand k detekci peroxidu vodiku
se nazyva CM-H,DCFDA, ktera je zalozena v pasivni difuzi nefluorescencni
latky 2', 7' — dichlordihydrofluoresceinu diacetaitu (H:DCFDA) do bunék. Esterazy uvnitt
cytosolu odstranuji acetatové skupiny za vzniku nefluorescenéniho derivatu H>DCF.
Pti vystaveni reaktivnich forem kysliku, zejména peroxidu vodiku, UV svétlu, dochazi
k oxidaci dvou elektront latky HoDCF, coz vede k tvorbé vysoce fluorescencni DCF. Na rozdil
od fluorescen¢ni znacky Amplex Red, zde dochdzi hlavné k méfeni intracelularni produkce
peroxidu vodiku. V souladu s tim je velikost fluorescence DCF povaZovéana jako méfitko
stupné oxidacniho stresu, tj. stav, ve kterém generovani ROS pievazuje nad antioxidacni
schopnosti buiiky (Reineirs a kol. 2011).

Nase vysledné hodnoty intenzity fluorescence zavislé na dobé ozatfovani vykazuji
rozdilné pribéhy pro UVA a UVB expozici. Smérnice piimky charakterizujici rychlost zmény
fluorescence béhem prvnich 5 minut expozice UVB zédfenim vykazuje pfiblizn€ ¢trnactkrat
vys$$i hodnotu nez pro UVA, coz vypovida o zna¢né vyssi energii UVB zatfeni. Tuto rychlost
zmény fluorescence opét miizeme piipsat rychlosti nartastu produkce reaktivnich forem kysliku,
zejména H>O». Ve srovnani extracelularniho a intracelularniho méfeni, je mozné zpozorovat
nartst intenzity fluorescence u UVB vici UVA zéafeni pouze pfiblizné tiikrat veétsi,

tak pfi intracelularnim méfeni dosahoval az ¢trnactinasobku.
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Je bezprosttedné znadmo, ze peroxid vodiku se iniciuje v negativnim pusobeni
na bunécné molekuly a je zejména spojen s poSkozenim DNA, mutacemi a genetickou
nestabilitou. Také se Casto uvazuje, ze poskozeni DNA vyvolané H>O» je zprostiedkovano
hydroxylovym radikdlem OH generovanym z Fentonovy reakce. Hromadné dikazy naznacuji,
ze peroxid vodiku mtze hrat dilezitou roli ve vyvoji karcinogeneze, jak jiz toto tvrzeni
T. Nakayama a kol. (1983) popsal ve své studii ,,Generation of hydrogen peroxide and
superoxide anion from active metabolites of naphthylamines and aminoazo dyes: its possible
role in carcinogenesis‘. Experimentalni data dalSich odbornych studii ukazala, ze rakovinné
bunky produkuji vysoké mnozstvi H2O2, a ze za vyvolani rakoviny kiize je zodpovédna
pfedevsim UVB slozka zateni (Lopez — Léazaro 2006, de Gruijland Van der Leun 1994
v Shorrocks a kol. 2008). Nasledn¢ pak Agaret a kol. (2004) ve své studii ukazal, ze UVA
a UVB pfispivaji rovnomérné k mutacnimu spektru pozorovanému u lidského spinocelularniho
karcinomu (Agaret a kol. 2004 v Shorrocks a kol. 2008).

K detekci singletového kysliku 'O, byla pouzita fluorescenéni znacka Singlet Oxygen
Sensor Green (SOSG). V pfitomnosti singletového kysliku v bunééném médiu, fluorescencni
znacka SOSG vykazuje zelenou fluorescenci. AvSak z upozornéni experimentdlnich studii
je nutné brat v uvahu, ze tato zelena fluorescence mizi pod UV svétlem v disledku fotobéleni
fluorescen¢ni znaCky SOSG zprosttedkovaného radikalovymi druhy (Ragas a kol. 2009).
Nami naméfené vysledky ovéfily hypotézu, Ze srostoucim délkou expozice, se hodnoty
fluorescence plynule zvySuji. Smérnice pfimky charakterizujici rychlost zmény fluorescence
béhem 80 minut expozice UVB zafenim vykazuje minimalni rozdil od hodnoty smérnice
udavajici UVA expozici. Tato rychlost zmény fluorescence odpovidd rychlosti nardstu
produkce singletového kysliku. Zna¢nd produkce singletového kysliku ma vSak nejvice
negativni ucinky ze vSech reaktivnich forem kysliku. Znaci se jako vysoce reaktivni kyslikovy
druh, ktery mize poskodit biologické bunééné slozky, jako jsou lipidy proteiny nebo nukleové
kyseliny. Svymi negativnimi G¢inky pfispiva ke kancerogenezi €i fotostarnuti. Své vyuZiti
vSak nachazi ve fotodynamické terapii k odstranéni nadort (Ragas a kol. 2009).

K detekci zmén mitochondridlniho membranového potencidlu v buiikdch byla pouzita
kationtové fluorescencni sonda MitoTracker Orange. Tato fluorescencni sonda volné difunduje
pies plazmatickou membranu bunky a na zaklad¢ redoxniho potencidlu se dokaze akumulovat
v aktivnich a zivotaschopnych mitochondrii buné¢k. Oxidovana forma reaguje s SH skupinou
protein a znaCka se stdva fixovana v mitochondriich (Scorrano a kol. 1999). S ptibyvajici
davkou ozéfeni by se hodnoty intenzity fluorescence mély znacné snizovat, v disledku

depolarizace mitochondridlni membrany navozené jejim poskozenim ROS pfi expozici k UVA
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nebo UVB zafeni. Nami naméfeny graf bohuzel tomuto pfedpokladu neodpovidé pro expozici
UVB svétlem, jehoz hodnoty neklesaji, naopak je zaznamenan mirny narast hodnot.

Prestoze tada studii poukazuje, ze UV zatfeni vyvolava jak morfologické, tak i funkcni
zmény mitochondrii, které jsou obecné spojené se ztratou mitochondridlniho membranového
potenciadlu (Paz, M.L., Gonzalez Maglio, D.H., Weill, F.S., Bustamante, J., Leoni, J. (2008)
Mitochondrial dysfunction and cellular stress progression after ultraviolet b irradiation
in human keratinocytes. Photodermatol. Photoimmunol. Photomed. 24, 115—-122; Denning
M.F., Wang Y., Tibudan S., Alkan S., Nickolo B.J., Qin J.Z.(2002) Caspase activation and
disruption of mitochondrial membrane potential during UV radiation-induced apoptosis of
human keratinocytes requires activation of protein kinase c. Cell Death Di er. 9, 40-52), tak
nedavno byla zvefejnéna prace, jez naopak ukazala, Ze UVB ozéfeni u lidskych keratinocytl
muze vést k hyperpolarizaci mitochondridlni membrany a ke zvySeni produkce ATP (Hegediis
C., Boros G., Fidrus E., Kis G.N., Antal M., Juhész T., Janka E.A., Janko L., Paragh G., Emri
G., Bai P., Remenyik E. (2020) PARPI Inhibition Augments UVB-Mediated Mitochondrial
Changes-Implications for UV-Induced DNA Repair and Photocarcinogenesis. Cancers, 12, 5.).
Domnivame se proto, ze odlisné vysledky mohou s nejvétsi pravdépodobnosti byt zplisobeny
rozdilnostmi v aplikovaném UV spektru, davce, v dobé méfeni od aplikace, ptipadné i v druhu

bunék.

6.3  Srovnani expozice UVA a UVB zareni a jejich nasledky

V méteni byly pouzity dva typy osvétleni bunécného média, UVA a UVB zafeni.
Vz4jemné se lisi jak hodnotou vinové délky, dopadajici na lidskou pokozku. Pfestoze UVA
paprsky jsou méné zapojeny do akutniho poSkozeni kliZe, pronikaji hloubé&ji do dermalni
matrice koznich tkani a z tohoto diivodu se povazuji za zdroje Skodlivych chronickych koZnich
ucinkl. UVB slozka neni schopna proniknout do hlubokych vrstev kiize a nejvice se iniciuje
ve zptusobovani erytému pokozky. UVA slozka uplatiiuje svlij karcinogenni ti¢inek vytvafenim
reaktivnich forem kysliku (ROS), vcetné superoxidového radikalu, peroxidu vodiku
a hydroxylového radikdlu se singletovym kyslikem, coZz zpiisobuje oxidacni poSkozeni
makromolekul, véetné DNA a bunécnych struktur (Bowden 2004). Pfimé poskozeni molekul
zpusobuje UVB slozka, jejiz nasledky vedou k tvorbé cyklopirimidinovych dimera a dalSich
fotoproduktii, o nichZ se predpoklada, Ze jsou zapojeny do iniciace rakoviny kize
(Syed a kol. 2012).

Nase namétend porovnani UVA a UVB zéfeni na keratinocyty typu HaCaT znaci jasné

rozdily, jez jsou vykresleny v grafu €. 3 az ¢.11. U méfeni viability bun€k pomoci MTT testu
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v pozorovacich deviti dnech, byla vykreslend zavislost pro UVB a UVA zafeni, jez Cinila
opacny pribéh. Expozice UVA zafenim zpusobila v prvnich minutdch ozafovani narast
bunék na minimalni hodnoty. Mzeme tedy usoudit, Ze UVB slozka byla zodpovédna za piimé
usmrceni bunék pti kratkodobych expozicich na rozdil od UVA slozky. Méteni pomoci
fluorescencnich slozek detekujici reaktivni formy kysliku, zejména peroxid vodiku a singletni
kyslik, taktéz prokazaly vyssi kinetiku jejich produkce pro UVB zdroj. Ackoliv nase méteni
znacn¢ dokazuji vétsi produkci ROS zptisobené UVB slozkou, obé slozky se povazuji za uplné
karcinogeny a nasledky expozice ptispivaji jak ke karcinogenezi, tak i fyziologickému procesu

fotostarnuti.
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7. ZAVER

Vramci této bakalaiské prace bylo zkoumano ptlisobeni UV zédfeni na lidsky
organismus, pfedevs§im se zaméfenim na oblast modelového stresového faktoru UVA a UVB
zafeni v pusobnosti na bunééné kultury typu HaCaT. Byla méfena zejména produkce
reaktivnich forem kysliku, jejichz vznik je nasledkem opakované ¢i dlouhodobé expozice UV
svétlem na lidskou kiizi. Detekce reaktivnich forem kysliku byla realizovana pomoci
fluorescencnich znacek: Amplex Red, CM-H>DCFDA, Singlet Oxygen Sensor Green,
MitoTracker Orange a MTT test pro stanoveni viability bunék. V neposledni fad¢ byly shrnuty
vybrané morfologické a funkéni zmény bunéfnych kultur vystavenych UV zafeni a bylo
provedeno srovnani negativnich uc¢inkti obou podslozek UV zafeni.

Pomoci MTT testu byla méfena zivotaschopnost bunék v pozorovani po dobu 9 dnt.
Byly nalezeny rozdilné pribéhy pro UVA a UVB slozku ozafovani. Po UVA expozici byl
zjiStén mirny narast zivotaschopnych bunék v prvnich minutdch ozatovéani a poté nasledny
pokles zivotaschopnych bunék. Po UVB expozici byl naopak zaznamendm zna¢ny pokles
zivotaschopnych bunék jiZ po prvnich minutach ozatrovani.

Pomoci fluorescencni znacky Amplex Red a CM-H>DCFDA byl pozorovan narast
produkce peroxidu vodiku v zavislosti na case expozice UVA a UVB ozafovanim.
Byl zaznamenan narlst produkce reaktivnich forem kysliku pro obé podslozky UV zafeni,
avSak markantni rozdil byl zjistén u UVB expozice, jehoZ smérnice regresni kiivky byla
mnohonésobné vyssi oproti UVA expozici.

Za pomoci fluorescencni znacky Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG) byla detekovana
produkce singletového kysliku, jeZ byla pfiblizn€ srovnatelna pro oba typy UV expozice. Byl
zaznamenan témert linearni nartst produkce singletového kysliku jak pro UVA, tak 1 UVB
zafeni.

Posledni nami pouzitd fluorescencni znacka byla MitoTracker Orange k detekci zmén
membranového potencidlu mitochondrii. Byly nalezeny opacné pribéhy regresnich kiivek
pro UVA a UVB expozici. U UVB expozice byl nalezen mirny nartst hodnot, zatimco u UVA
doslo k poklesu.

Ze ziskanych vysledktl je moZné usoudit, Ze vliv UV zéfeni zplisobuje negativni u¢inky
na lidskou kiizi, v podobé nadmérné produkce reaktivnich forem kysliku, jez jsou schopny

atakovat bunécné makromolekuly, zejména DNA, lipidy a proteiny. Tyto destrukce bunéénych
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makromolekul mohou vést k pocatku kancerogeneze a také ptispivaji k fyziologickému déji,

zvanému fotostarnuti.
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