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Cile prace

1.

Vypracovat literarni resersi tykajici se

a) stavby a fyziologie ktze,

b) vlivu UV zafeni, predevsim UVB na kozni buiiky,

¢) endogennich ochrannych systémt v ktzi,

d) strategii ochrany kiize pted ptisobenim slune¢niho zafeni,

e) prirodnich latek ve fotoprotekei,

f) cytokinintl a jejich derivata.

Zjistit UVB fotoprotektivni vlastnosti cytokininii a jejich derivati na linii
keratinocytl HaCaT méfenim

a) aktivity laktatdehydrogenasy uvolnéné do média jako markeru nekrosy,

b) aktivity kaspasy-3 jako markeru apoptosy,

-----



1 UVOD

KiiZe je prvni obrannou linii, ktera chrani organismus pied piisobenim vnéjsiho prostiedi.
Slune¢ni svétlo patii mezi dilezité faktory ovlivitujici fyziologické déje nejen v kuzi.
(Rajnochova Svobodova, 2012)

Jednou z hlavnich slozek slune¢niho zéfeni je ultrafialové zéateni (UV). UV zaieni,
které ptijde do styku s kiizi, se d€li na UVB a UVA slozku. I kdyz UVB zéfeni tvofi jen
minoritni ¢ast (asi 1-5 %), je zodpovédné za piimé poskozeni biomolekul v koZznich
bunkach. UVB =zafeni je absorbovano aromatickymi slouceninami vcetné bazi
nukleovych kyselin. Toto zafeni je zodpovédné za vznik mutaci, a tedy i vznik rakoviny
ktze. UVB zéfeni vyvolava také produkci reaktivnich forem kysliku a tim se podili
na rozvoji oxidaéniho stresu. (D’Orazio et al., 2013)

Kuze je vybavena velmi sofistikovanym endogennim ochrannym systémem
(pigmentace, zesileni rohové vrstvy kiize, antioxidacni a reparacni enzymy, aj.), ktery je
schopen vyhled4vat, opravovat ¢i odstraiiovat poskozené biomolekuly, piipadné
odstrafiovat poSkozené buiiky pomoci apoptosy. Diky tomu je klize schopna se chranit
pred negativnim ptisobenim slunec¢niho zafeni. (Rajnochova Svobodova, 2012) Kapacita
tohoto ochranného systému kize mulze byt piekrocena. Dochdzi k hromadéni
poskozenych biomolekul a bunék v tkani, coz vede k rozvoji zavaznych onemocnéni.

V poslednich letech byl zaznamenan nartst vyskytu kozniho onemocnéni spojeny
s vyss§i davkou UVB zafeni, kterd dopada na zemsky povrch v disledku ubytku ozonové
vrstvy. Ale 1 ndrazovym pobytem osob na slunci, kdy kliZe neni adaptovana na tuto situaci
a jeji pfirozeny ochranny systém neni schopen eliminovat nezaddouci ucinky zafeni.
(Cavinato & Jansen-Diirr, 2017; Pehalova et al., 2021)

Proto se vyvijeji nové strategie exogenni ochrany kuaze, které by ochréanily
a minimalizovaly néasledky po nadmérné expozici slune¢nim zafenim. Jednou z moZnosti
je vyvoj textilii, které snizi prichod slunecniho zafeni odévem, ¢i hledani latek,
které se vyuziji jako UV filtry v opalovacich krémech. (Ettler, 2004)

V rostlinné tisi nachdzime celou fadu molekul, které maji schopnost chranit rostliny
pied piisobenim UV zateni. Takovéto latky s ochrannymi vlastnostmi jsou poté zdkladem
pro piipravu derivati, které by mély jeste lepsi ochranné vlastnosti. Takovou molekulou
muze byt i rostlinny hormon kinetin, ktery je zndm pro své pfiznivé antisenescencni
ucinky na kozni tkan a bylo u néj zjisténo, Ze ma UVA 1 UVB protektivni €inky. (Honig

et al., 2018; Kadlecova et al., 2019)



2 TEORETICKA CAST

2.1 Stavba lidské kuze
Nejveétsim organem lidského téla je kize. Pokryva cely vnéjsi povrch téla. Ma primérnou
tloustku 0,1 — 4 mm. (Rajnochovd Svobodova, 2012) V dospélosti miize mit rozmér
v priiméru od 1,5 do 2 m? a podili se tak v priméru na 15-20 % celkové t&lesné hmotnosti.
(Mescher, 2018)

Kuze je slozena ze ti hlavnich vrstev, kterymi jsou pokozka, $kara a podkozni vazivo.

Tyto vrstvy jsou slozeny ze specifickych bunék v zavislosti na jejich funkci (viz obr. 1).
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Obr. 1 Stavba kuze

2.1.1 Pokozka (epidermis)

Pokozka je vrchni vrstvou ktize. Ma primérnou tloustku 0,1 — 0,15 mm. Sklada se
pfevazné z vrstevnatého dlazdicového rohovéjiciho epitelu. Hlavnimi buiikami jsou
keratinocyty, dale se zde nachazi melanocyty, Langerhansovy a Merkelovy buiky.
(Rajnochova Svobodova, 2012)

Keratinocyty se postupné piesouvaji z vnitinich vrstev pokozky smérem na povrch
pokozky (korneocyty), kde jsou v kontaktu s vné&jSim prostfedim. Keratinocyty se
v pribéhu keratinizace méni (sloZeni, metabolickd aktivita) na korneocyty. (Murphrey
et al., 2021) Cely proces trva asi 30 dni. (Bragulla et al., 2009) Pokozka neobsahuje cévy
a vyziva je obstardna difuzi molekul ze Skary pfes bazalni membranu (Rajnochova

Svobodova, 2012).



Keratinocyty vytvafi v pokozce pét charakteristickych vrstev (stratum basale, stratum
spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum a stratum corneum). Jednotlivé vrstvy
keratinocytlh se 1iSi obsahem a typem proteinti (keratinu), lipidi a vody, tvarem

a mitotickou aktivitou. (Rajnochova Svobodova, 2012)
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Obr. 2 Vrstvy pokozky

2.1.1.1 Bazalni vrstva (stratum basale)

Stratum basale je tvotena jednou vrstvou bunék kubického az sloupcovitého tvaru,
které jsou navzdjem propojeny desmosomy. Jednd se o nejspodnéjSi vrstvu spojujici
Skaru a pokozku. Od Skary je oddélena bazalni membranou, k niZ jsou tyto bunky
pfipojeny hemidesmosomy. S vrstvou keratinocytl (stratum spinosum) jsou buiky
bazalni vrstvy spojeny desmosomy. (Mescher, 2018; Yousef et al., 2021)

Keratinocyty bazalni vrstvy jsou mitoticky aktivni progenitorové bunky. Jejich
délenim vznikaji bunky stratum spinosum. (Murphrey et al., 2021) Pro keratinocyty
bazélni vrstvy je typickd produkce keratinu 5 a 14. (Colombo et al., 2017) Spolecné
s keratinocyty jsou v této vrstvé pritomny melanocyty, které produkuji pigment melanin.
Melanin je transportovan melanosomy do bazdlnich keratinocytii a chrani jejich DNA

pted poskozenim. (Rajnochovéa Svobodova, 2012; Moreiras et al., 2021)

2.1.1.2 Ostnita vrstva (stratum spinosum)

Tato vrstva je nad vrstvou bazalni. Je sloZzena z5-10 vrstev bunék kubického,
polygonalniho a nepravidelného polyedrického tvaru. Keratinocyty v této vrstvé maji
stale schopnost se mitoticky délit. Jednotlivé vrstvy bun€k drzi pohromadé desmosomy,

coz zajistuje velkou pevnost a mechanickou odolnost. (Mescher, 2018; Yousef et al.,

3



2021) Keratinocyty, které jiz ukoncily proces diferenciace, produkuji keratin 1 a 10.
(Colombo et al., 2017)

Oproti bazalni vrstve je tato vrstva obohacena i o Langerhansovy a Merkelovy buriky.
V extracelularnim prostoru koluje tzv. tkanovy mok, ktery vyzivuje pfitomné buiky
a odvadi latky odpadni. U tlustého typu pokozky (kiize chodidel) ma tato vrstva vice
vrstev téchto bunék. (Mescher, 2018; Yousef et al., 2021)

2.1.1.3 Zrnita vrstva (stratum granulosum)
Zritad vrstva je slozena ze 3-5 vrstev bunck zplostélého polyedrického tvaru,
které prochazi prvotnimi fazemi diferenciace. Cytoplasma piitomnych keratinocytl
obsahuje bazofilni keratohyalonovad alamelarni granula, které jsou pro tyto bunky
charakteristické. Konkrétné u keratohyalonovych granuli se jedna o téliska obsahujici
prekurzor keratinu (keratohyalin). (Mescher, 2018; Rajnochova Svobodova, 2012)
Lamelarni granula jsou téliska ovoidniho tvaru, kterd maji ve svém obsahu lipidy
a glykolipidy. Tyto latky jsou keratinocyty pfenaSeny do extracelularniho prostoru,
kde vyplituji mezibunécny prostor a zajistuji soudrznost této vrstvy. (Mescher, 2018;

Rajnochova Svobodové, 2012; Murphrey et al., 2021)

2.1.1.4 Svétla vrstva (stratum lucidum)

Svétla vrstva je tenka, skladajici se z2-3 vrstev velmi plochych mrtvych bunék,
které nemayji zietelné jadro ani organely. Buiky pievazné obsahuji hustou sit’ filament,
napf. eleidin. Eleidin je protein vznikajici z keratohyalynu, ktery je v korneocytech

pfeméiovan na keratin. Tato vrstva je pfitomna v tlustém typu pokozky. (Yousef et al.,

2021)

2.1.1.5 Rohova vrstva (stratum corneum)
Nejvyssi vrstvou pokozky je rohova vrstva, ktera je vystavena pifimému kontaktu
s okolim. Tato vrstva je prvni obrannou bariérou téla, tvoii rozhrani mezi vnéjSim
a vnitinim prosttedim organismu. (Mescher, 2018)

Tato vrstva je slozena piiblizné z 15-20 vrstev plochych korneocytd, coZz jsou
bezjaderné keratinocyty, které proSly konecnou féazi diferenciace. Jejich cytoplasma je
velice bohatéd na keratinova vlakna. Mezibunécny prostor je lipidového charakteru. Tyto
lipidy vyznamné napomahaji mechanické odolnosti kiize a jsou zapojeny do ochrannych

mechanismt téla. Korneocyty se neustdle odlupuji z povrchu rohové vrstvy. Stratum



corneum se d€li na dvé Casti, na stratum conjuctum, coz je spodni vrstva, a stratum
disjunctum, coz je horni odlupujici se vrstva. (Murphrey et al., 2021)

Stratum corneum muze byt dvojiho typu, a to tlustého a tenkého. Hlavni rozdil spociva
v umisténi na téle, kdy se tlusty typ vyskytuje v mechanicky vice namahanych ¢astech

téla (napf. dlané, chodidla), kdezto tenky typ pokryva zbytek téla. (Mescher, 2018)

2.1.2 Skara (dermis)

Skara je stfedni vrstvou kiize. Skara spojuje pokozku s podkoznim vazivem. Je sloZena
z kolagenniho vaziva. Tato vrstva je prostoupena velkym mnozstvim krevnich
a lymfatickych cév zajistujicich vyzivu pokozky pies bazalni membranu a obsahuje
nervova zakonceni.

Sklada se ze dvou vrstev (s. papillare a s. reticulare). S. papillare (povrchova vrstva)
je ulozena pod epidermis a vybiha do ni v podobé¢ papil. Je tvofena fidkym kolagennim
vazivem s elastickymi vldkny a malym mnozstvim buné¢k (leukocyty, fibroblasty). Druha,
spodnéjSi vrstva, se nazyva retikularni. Oproti povrchové vrstvé je mnohem Sirsi,
obsahuje mnohem vys$s§i mnozstvi neuspofddaného hustého vaziva (kolagenni a elasticka
vlakna) s podstatné mensim podtem bundk. Skara obsahuje i tukové buiiky, jelikoZ volng

prechéazi do podkozniho vaziva. (Mescher, 2018)

2.1.3 Podkozni vazivo (hypodermis)

Podkozni vazivo je nejhlubsi vrstvou kiize. Mezi jeji hlavni slozky patii tukové bunky
(adipocyty) a fidké kolagenni vazivo. (Mescher, 2018) Tuk mé zasobni funkci, je v ném
ulozena energie, je to izolant a chrani tkan€ uloZené pod kizi. Obsah tuku se 1isi podle
lokality na téle. Také se zde nachéazi vitaminy rozpustné v tucich. Tato vrstva obsahuje

receptory tlaku a hmatu. (Rajnochova Svobodova, 2012)

2.2 Slunec¢ni zareni

Slunecni zateni je elektromagnetické zareni dopadajici na nasi planetu. Jeho spektrum se
déli podle vinovych délek od nejkratsi po nejdelsi: gama, rentgenové, ultrafialové (UV),
viditelné (VIS) a infracervené (IR). Konecnym zafenim, které dopadne na zemsky
povrch, a tudiz i na lidskou kiizi, je pouze ¢ast UV zéfeni, pak VIS a nakonec IR, jelikoz

atmosféra nepropusti zatfeni o kratsi vinové délce nezZ 294 nm. (Rajnochova Svobodova,

2012)
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Obr. 3 — Elektromagnetické zateni (Barakova et al., 2015)

2.2.1 Infracervené zareni

IR zafeni ma vinovou délku v rozmezi 760-3000 nm a zaujima 45 % dopadajiciho zafeni.
IR zafeni je schopno prostoupit kazdou jednotlivou vrstvou klize a zpuisobit jeji piehiati.
Tim dochazi ke zvySeni vibraci a rotaci molekul. Je jednim z faktorti kozniho starnuti.

(Ettler, 2004; Rajnochova Svobodova, 2012)

2.2.2 Viditelné zareni

VIS zéfeni je tvotfeno zafenim o vinovych délkéach v intervalu 400-760 nm a tvoii 50 %
dopadajiciho slune¢niho zafeni na zemsky povrch. (Ettler, 2004)

Ma vyznamny vliv na pribéh fotosyntézy u rostlin a celkové na béh Zivotnich funkci
vétSiny organismul. Obdobnég, jako IR zéfeni, prostupuje VIS vSemi vrstvami kize, kde je
pohlcovano pfitomnymi chromofory (bilirubin, melanin, riboflavin, hemoglobin).
Z patologického hlediska bylo zjisténo, ze tyto fotony podporuji tvorbu radikald, coz vede
k oxida¢nimu poskozeni biomolekul (nukleové kyseliny a nenasycené mastné kyseliny).

(Rajnochova Svobodova, 2012)

2.2.3 UV zareni
Dalsi slozkou elektromagnetického spektra je UV zéateni. Podle hodnoty vinovych délek
se déli na UVC (100-280 nm), UVB (280-315 nm) a UVA (315-400 nm). Tyto druhy UV
zateni odlisné ovliviiyji fyziologické procesy ve vSech organismech, ale také piispivaji
ke karcinogenezi, jen odliSnym mechanismem. (D’Orazio et al., 2013)

V zemské atmosféte jsou piitomny latky, které¢ funguji jako selektivni filtry (hlavné

03, O2 a H20). Tyto latky jsou schopny absorbovat téméf v§echno UVC a vétsinu UVB



zateni, proto slunecni energie dopadajici na zemsky povrch po prichodu atmosférou

obsahuje 90-95 % UVA a5 — 10 % UVB. (D’Orazio et al., 2013; Mohania et al., 2017)

2.2.3.1 UVC zareni

Jak uz bylo feceno, veskeré UVC zéteni byva pohlceno zemskou atmosférou. Toto zareni

.....

jako silny mutagen a mize zpusobit i rakovinu (Mohania et al., 2017)

2.2.3.2 UVB zareni

UVB zéfeni je nejSkodlivéjsi soucasti sluneniho zateni dopadajici na lidskou kuzi.
V posledni dobé je jeho obsah mnohem vétsi v disledku ztenovani ozonové vrstvy
v atmosféte. Zatreni prostupuje vSemi vrstvami pokozky az do horni ¢asti Skary, kde je
absorbovano predevsim bazemi DNA, ale také aromatickymi aminokyselinami i jinymi
chromofory, coz zplsobuje tzv. pifimé poskozeni biomolekul kozni tkdné. (Cavinato
& Jansen-Diirr, 2017)

Soucasné, pfi vystaveni kiize UVB zafeni, dochazi ke zvySené produkci reaktivnich
forem kysliku (ROS) a dusiku (RNS), coz vede k oxida¢nimu stresu. UVB zafeni
stimuluje zanétlivou reakci, vyvolava produkci cytokind, vazoaktivnich a neuroaktivnich
mediatord. To se projevi zCervendnim, otokem a zvySenou bolestivosti v misté
dlouhodobé expozice kize slune¢nimu zateni, dojde k tzv. spéaleni pokozky a rozvoji
zanétlivé reakce. (Zhao et al., 2021)

Poskozené biomolekuly ptedev§im DNA jsou opravovany reparacnimi
enzymatickymi systémy. ZvySena expozice klize UVB zafeni je spojend se zvySenou
tvorbou a akumulaci poSkozenych biomolekul. To vede také k aktivaci apoptosy
v keratinocytech a odstranéni poSkozenych bunék. VSechny tyto faktory vedou
k predéasnému starnuti kiize, tzv. ,,photoaging™ a podili se na vzniku rakoviny kize
(D’Orazio et al., 2013)

Pres vSechny negativni vlivy mlZeme pozorovat i pozitivni Uc€inky tohoto
elektromagnetického zafeni, mezi které patii naptiklad zvySeni produkce a akumulace
melaninu v k71, ktery ji chrani pfed dal$im poSkozenim UV zatfenim, (D’Orazio et al.,
2013) a Gcast v pfeméné provitaminu D (7-dehydrocholesterol) na vitamin D3. (Sima

& Turek, 2015)



2.2.3.3 UVA zareni

Oproti UVB zafeni prostupuje UVA zafeni kizi pres pokozku, skdru a muaze projit
az k podkoznimu vazivu, ¢imz ovliviiuje nejen keratinocyty, ale také fibroblasty
a endotelialni buiiky. Na rozdil od UVB zafeni nema UVA zafeni tak vysokou energii,
aby bylo schopné poskozovat molekuly piimo. UVA zafeni reaguje s chromofory,
které predaji ziskanou energii na kyslik a dochazi k produkci ROS. Hlavni mechanismem
toxického ucinku UV A zafeni je produkce ROS, ale 1 RNS. Jak ROS, tak RNS mohou
oxidacné posSkozovat DNA, bilkoviny, nenasycené¢ mastné kyseliny a dal$i molekuly.
Také aktivuje metaloproteinasy, které Stépi komponenty extracelularni matrix (kolagen
a elastin). UVA zéfeni ovliviiuje pigmentaci, je zodpovédné za pfedcasné starnuti kiize
a rozvoj rakoviny ktze (Svobodova et al. 2010, Rajnochova Svobodova, 2012; D’Orazio

etal., 2013)

2.3 Funkce ktiZe a endogenni ochranné systémy v kazi

Jednou z hlavnich funkei klize je ochrana téla pfed ptisobeni vnéjSich vliviim. Vytvari
barieru pred prunikem nejen slune¢niho zéfeni, ale i mikroorganismd, které kolonizuji
povrch kiize (at’ jiz jsou slozkou fyziologické ¢i patogenni mikroflory) a brani priniku
cizorodych latek (smog, cigaretovy kouf, slozky piipravkll osobni hygieny, praci
prostiedky, produkty mikroorganismi). (Moreiras et al., 2021)

Kuze se podili na udrzovani télesné teploty a homeostazy vody v téle. Nezbytnou
soucasti je i pigmentovy systém, ktery je také zodpovédny nejen za barevnou riznorodost
koznich znakd, ale i ochranu organismu jako celku. (Moreiras et al., 2021)

Na ochrané kize pred Gc¢inky vnéjSiho prostiedi se podili tzv. endogenni ochranné
systétmy. Mezi tyto ochranné systémy patii pigment melanin, keratinizace, nizko

a vysokomolekularni antioxidanty.

2.3.1 Pigmentace kiize

Jednim zendogennich systémt v kUzi je pigmentace. Za pigmentaci kize jsou
zodpoveédné melanocyty. Tyto butiky jsou pfitomny v bazalni vrstvé epidermis a maji
mnoho vybézk (dentritll). Jsou ulozeny mezi keratinocyty, se kterymi nejsou propojeny
desmosomy, jsou vSak ukotveny k bazalni lamin€ pomoci hemidesmosomu. Melanocyty
produkuji ochranny pigment melanin. Jedna buitka miZe svymi dentrity ovliviiovat aZ 40
okolnich keratinocytll v bazalni a ostnité vrstvé. Pigmentace kiize je vysledkem tfi

mechanismii — biogeneze melaninu v melanocytech, pfenos molekul melaninu



do keratinocyti a jeho naslednym skladovani v buiikach. Melanin se hromadi nad jadry
keratinocytli, kde chrani jejich geneticky materidl pfed poskozenim UV zafenim.

(Moreiras et al., 2021; Svobodova et al., 2010)

2.3.1.1 Melanin a jeho biogeneze

Melanin patii do skupiny biopolymeri. Je to koZni pigment. Radi se do prvni obranné
linie proti poskozeni UV zarenim. V podstat¢ dokaze blokovat prostup UV zafeni
do hlubsich vrstev klize tim, Ze ho absorbuje a tuto energii prevadi na mén¢ toxicke teplo.
(Mohania et al., 2017) Syntéza melaninu probihd v melanosomech. Jsou to specialni
organely melanocytli podobné lysosomiim. (Moreiras et al., 2021)

Syntéza melaninu zac¢ind pfeménou aminokyseliny tyrosinu na dihydroxyfenylalanin
(DOPA) a nasledné na dopachinon za  Ucasti  kysliku  piisobenim
L-tyrosin,L-DOPA :kyslik oxidoreduktasy (tyrosinasa, EC 1.14.18.1) (m&d’ obsahujici
enzym). DOPA je dale preménovan za vzniku dalSich meziprodukt (5,6-dihydroxyindol,

dopachrom a indol-5,6-chinon) na melanin. (Mohania et al., 2017)

2.3.1.2 Transport melanini z melanocyti do keratinocyta

Melanosomy se po melanocytech pohybuji z perinukledrni ¢asti buniky dvoustupiiovym
koopera¢nim systémem, ktery je zavisly na mikrotubulech a na kinesinu 2. Melanosom
je prenesen k periferii melanocytu, konkrétnéji do dentritového prostoru, kde se ptichyti
k aktinovému cytoskeletu. (Moreiras et al., 2021)

Doposud nebyl zcela popsan ptenos melaninu do keratinocytd. Jednim z moznych
mechanismi je exocytosa melanosomill z melanocyti a nasledna fagocytosa keratinocyty.
Po splynuti membrany melanosomu s cytoplasmatickou membranou melanocytu
anasledném uvolnéni obsahu melanosomu do extracelularniho prostoru, dochazi

k jeho fagocytose sousednimi keratinocyty. (Moreiras et al., 2021)

2.3.1.3 Melaniny v keratinocytech

V keratinocytech je melanin skladovan v organelach podobnych lysosomiim tzv. melano-
kerasomech. Tyto dosud malo popsané organely maji jistou podobnost s lysosomy. Avsak
neddvné studie potvrdily, Ze jsou specializované pro uchovavani melaninu
v keratinocytech a neobsahuji autofagické a typicky kyselé markery. Melano-kerasomy

jsou ulozeny v okoli jadra keratinocyti pomoci mikrotubulll a aktinové sité, kde tvofi



tzv. nadjadernou cepicku ,,parasol”. Svou polohou jsou schopny chranit DNA d¢licich

se keratinocytd pred ucinky UV zéfeni (Moreiras et al., 2021)

2.3.2 Zesileni rohové vrstvy pokozky

UV zéfeni mé vyznamny vliv na stimulaci mitotického déleni u dermis i epidermis.
Po ovlivnéni pokozky zafenim dojde ke zvysSené syntéze DNA, RNA a proteint. ZvySena
proliferace a diferenciace keratinocytii vede k ztlusténi pokozky, vcetné rohové vrstvy.
Takto zesilend epidermis a rohova vrstva Iépe chrani k0zi pfed ucinky
elektromagnetického zatfeni. Dochdzi k odrazu sluneéniho zatfeni, omezuje se jeho
pronikani do hlubsich vrstev kiize a dochazi k snizeni rizika poskozeni DNA intenzivné

se délicich buné&k. (Svobodova et al., 2010; Rajnochova Svobodova, 2012)

2.3.3 Apoptosa keratinocytii
Dalsi soucésti endogennich ochrannych systému kiize je apoptosa tzv. programovana
bunéénd smrt poSkozenych keratinocytil, diky které dochdzi ke snizeni rizika vzniku
rakoviny kuaze. V keratinocytech, poskozenych UV zafenim, dochazi k aktivaci,
jak vnitini (naruseni rovnovahy mezi pro — a antiapoptotickymi faktory), tak vnéjsi cesty
(aktivace receptorti smrti) bunécné smrti. Pfi poSkozeni DNA keratinocytli a mitochondrii
se z mitochondrii uvolni cytochrom ¢ a dale dojde k aktivaci dalSich proapoptickych
faktori. To ma za nasledek tvorbu apoptosomu a nasledné aktivaci kaspasy-3 (EC
3.4.22.56), kaspasy 7 (EC 3.4.22.60) a kaspasy 9 (EC 3.4.22.62). PoSkozen¢ keratinocyty
uvoliuji do okoli velké mnoZstvi molekul, kter¢é mohou vyvolat imunitni reakci
(autoantigenll) a zanétlivych cytokind. Tyto molekuly jsou rozpozndvany
Langerhansovymi buiikami nebo bilymi krvinkami. To vede k jejich aktivaci, rozvoji
zanétlivé reakce a odstranéni poskozenych bunck fagocytosou. (Mohania et al., 2017)
Nejsou-li poskozené buiiky eliminovany, mize se z téchto bunék vyvinout malignita,
ktera je vétSinou spojena s mutacemi v genu pro jaderny protein p53. Da se tedy fict,
Ze apoptosa je unikova cesta proti vzniku rakoviny. (Mohania et al., 2017) Poskozeni
DNA vede k aktivaci transkripéniho faktoru p53, coz vede k zastavé bunécného cyklu
v G1 fazi a zvyseni aktivity cyklin dependentnich kinas. Poskozené bunky tak mohou
vtéto dobé provést opravu poskozené DNA, nebo dochazi k odstranéni velmi

poskozenych bun¢k apoptosou. (Svobodova et al., 2006)
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2.3.4 Antioxidacni systém kuZe

Lidska kaze disponuje vlastnim propracovanym endogennim antioxidacnim systémem
(EAS), ktery eliminuje radikaly, prooxidanty a oxida¢né modifikované molekuly. EAS je
tvofen vysokomolekularnimi a nizkomolekuldrnimi antioxidanty, které spolu kooperuji
pii odstraiiovani prooxidantii a radikdli vznikajicich v kiizi po ptasobeni slunec¢niho
zafeni.

Mezi vyznamné vysokomolekularni antioxidanty s enzymatickou aktivitou patii
superoxiddismutasa (superoxid:superoxid oxidoreduktasa, SOD, EC 1.15.1.1),
glutathionperoxidasa (glutathion:peroxid vodiku oxidoreduktasa, GPx, EC 1.11.1.9),
glutathion-S-transferasa ~ (RX:glutathion = R-transferasa, GST, EC 2.5.1.18),
glutathionreduktasa  (glutathion:NADP* oxidoreduktasa, GSR, EC 1.8.1.7),
thioredoxinreduktasa (thioredoxin:NADP* oxidoreduktasa, TxR, EC 1.8.1.9) a katalasa
(peroxid vodiku:peroxid vodiku oxidoreduktasa, KAT, EC 1.11.1.6).

Neenzymatické antioxidanty délime na nizko a vysokomolekuldrni. Mezi
vysokomolekularni antioxidanty s neenzymatickou aktivitou patii transferin, feritin,
ceruloplasmin, thioredoxin, albumin aj. Mezi nizkomolekuldrni antioxidanty pafi
glutathion, ubichinon, kyseliny moc¢ova, kyselina lipoova, vitaminy C a E, karotenoidy

a polyfenoly. (Chen et al., 2012; Svobodova et al., 2006; Svobodova et al., 2010)

2.4 Strategie ochrany kuze pred pusobenim slune¢niho zareni

Vzhledem ke zvySujicimu se mnoZzstvi UV zafeni pronikajiciho atmosférou vlivem
ztencujici se ozonové vrstvy a také vzhledem ke zvySené expozici kiize slune¢nimu zéateni
spojené¢ s narazovym, anebo dlouhodobym pobytem osob na slunci, neni schopen
pfirozeny obranny systém kize eliminovat neZadouci ucinky v tkdni. To vede
k zvySenému vyskytu rakoviny ktize.

Tuto skutednost potvrzuji zavéry studie, ktera probshla v Ceské republice.
Ve sledovaném obdobi 2009-2018 doslo k primérnému ro¢nimu nartistu rakoviny kize
u Zen 0 3,3 % a u muzi o 4,0 %. Hned po infarktu myokardu je v Ceské republice druhou
nejcastéj$i pri¢inou tmrti nddorové onemocnéni. V piipadech rakoviny tlustého stieva,
ledvin a slinivky biisni je v Ceské republice dokonce nejvyssi pocet diagnostikovanych
pacientd s t¢émito chorobami v Evropé€. Vyskyt rakoviny kiize je z vySe uvedenych niZzsi,

ale urcité neni zanedbatelny. (Pehalova et al., 2021)
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Proto jsou hleddny moznosti, jak tento nezadouci trend snizit. V pifipadé rakoviny ktize
se zaméfujeme na zvyseni informovanosti obyvatel o nezddoucich ucincich slune¢niho

zafeni a vyvoji novych postupt ochrany ktize, které by tento nezddouci trend zménily.

2.4.1 Stinéni a ochranny odév
Jeden znejefektivnéjSich a nejucinnéjSich zplsobli, jak omezit mnozstvi zafeni
dopadajici na kazi, je omezit pobyt na slunci pfedevsim v polednich hodinach (10—
15 hod) a eliminovat vystaveni kiize piimému pusobeni slune¢niho zafeni nosenim
odévu, klobouku ¢i Satku, bryli, pouzivani slune¢nikl a objektl vytvaiejicich stin.
Ptirozenou a nejméné zatézujici strategii fotoprotekce je noseni odévu. Zde je hlavnim
uskalim pozadavek spottebitele na material, ze kter¢ho je odév vyroben, protoze by
v letnim obdobi nemél zahtivat t€lo. Navic material musi odpovidat médnim trendim
a hlavné chranit pted UV zafenim. Vyuzivanymi materidly pro letni odévy jsou bavlna,
viskosa, umélé hedvabi, len, polyester a rizné jejich kombinace. Jejich schopnost
sniZzovat prunik zéfeni, a tak poSkozeni kiize, zavisi na hustoté tkaniny. Polyester ma
nejlepsi ochranné vlastnosti. Vyrobci v sou¢asné dobé mohou udévat u svych vyrobkd,
jakou maji ochranu vuc¢i UV zateni. Pokud je bavlna, nebo viskosa, nebélend, poskytuje
vyssi fotoprotekei nez bélend, a to diky pfitomnosti ptirozenych pigmenti. Obecné plati
¢im tmavsi barva, tim materiadl skytd lepsi ochranu proti u¢inkiim slune¢niho zafeni.

(Ettler, 2004)

2.4.2 UV filtry (sunscreens)

UV filtry jsou chemické latky, které maji schopnost omezovat koncentraci fotont
dopadajicich na pokozku a tim snizovat negativni G¢inky UV zafeni. Podle mechanismu
pusobeni se déli na fyzikalni a chemické.

Princip fyzikalnich UV filtrii (tzv. blokatory) spoc¢iva v zabranéni pifimého dopadu
slunecniho svétla na kizi. Podle velikosti jsou schopny rozptylovat, odrazet,
nebo absorbovat UV, VIS i IR zafeni. Z chemického hlediska to jsou anorganické latky
nerozpustné ve vodé. Mezi fyzikalni filtry patti napt. TiO2, ZnO, FeO, FeO, a MgSiOa.

Chemické UV filtry (tzv. absorbéry) jsou organické latky schopné pohlcovat UV
fotony. Molekuly absorbujici fotony pfejdou do excitovaného stavu. Nasledné molekula
muze pfijatou energii vyzafovat ve form¢ tepla, emitovat formou fluorescence, nebo ji
pifedat do vazebnych struktur, ¢imz dojde ke zméné molekularni struktury. Mezi

chemické UV filtry patii naptiklad aminobenzoaty, benzofenony, salicylaty, derivaty
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kafru a derivaty kyseliny skoficové. Tyto latky jsou schopny rizné efektivné absorbovat

fotony v UVB, UV A nebo v obou vinovych pasmech. (Rajnochova Svobodova, 2012)

2.4.2.1 Opalovaci krémy

Opalovaci krémy jsou komeréni vyrobky vyuzivané spotiebiteli pfi vystavovani kize
slunecnimu zaieni. Opalovaci krémy se aplikuji lokalné€. Jsou to vétSinou smési filtra,
které absorbuji nebo rozptyluji UV svétlo, dopadajici na ktizi. Uéinnost zavisi na tloust'ce,
technice aplikace, odolnosti proti otéru a ponoteni do vody. Opalovaci piipravky by mély
byt aplikovany opakované béhem pobytu na slunci. (Diffey, 2009)

Prvni ptipravky, slouzici ke snizeni ucinku slunce na lidskou pokozku, byly pouzivany
jiz v roce 4000 pt. n. 1. v Egypté. AvSak spis, nez k ochrané, bylo jejich hlavnim tcelem
sniZzeni pigmentace pokozky, jelikoZ se v té dob¢ bleda klize povazovala za atraktivngjsi.
Pro tyto ptipravky se pouzivaly vytazky z ryze, jasminu a lupiny, coz jsou slozky, které
se vyuzivaji v kosmetickém priamyslu i dnes. Na zac¢atku 19. stoleti se zacalo s hledanim
latek, které by zabranily spéaleni pokozky. V roce 1891 vznikl prvni chemicky opalovaci
krém v historii. Jeho hlavni sloZkou byl okyseleny chinin sulfat. (Ma & Yoo, 2021)

Opalovaci krémy vyuzivané dnes obsahuji fyzikalni a chemické UV filtry. Nejcastéji
vyuzivanymi fyzikalnimi UV filtry jsou oxid zineCnaty a titanicity. Mezi chemické UV
filtry absorbujici UVA zafeni jsou zafazeny napiiklad methylanthranilat, avobenzon
a ecamsule (3,3'-(1,4-fenylenedimethylen)bis(7,7-dimethyl-2-oxobicyklo-[2.2.1]heptan-
I-methansulfonovéd kyselina a jeji soli). Mezi latky absorbujici UVB zafeni patii
napiiklad p-aminobenzoovd kyselina (PABA), padimate O (2-ethylhexyl-4-
(dimethylamino)benzoat) a trolamin salicylat. Slou¢eniny schopné absorbovat oba typy
UV zatfeni (UVA i1 UVB) jsou 2-ethylhexyl-4-(dimethylamino)benzoat (sulisobenzon,
benzofenon-4), ensulizole (2-fenylbenzimidazol-5-sulfonova kyselina a jeji draselna,
sodné nebo triethanolaminova siil) a octisalate (2-ethylhexyl-salicylat). (Fivenson et al.,
2021; Rajnochova Svobodova, 2012)

Po opalovani je doporuceno aplikovat poopalovaci krémy, které obsahuji hydratujici

slozky a podporuji regeneraci kiize (vraci kizi pfirozenou pruznost). (Ma & Yoo, 2021)

2.4.2.2 ZvySeni pigmentace

Soucésti endogenniho ochranného systému kiize je pigmentace vyvolana slune¢nim
zafenim. Pro posileni tohoto systému se vyuZziva synteticky pfipraveny melanin,

ktery se aplikuje na kiizi a vstupuje az do 10. vrstvy bunék rohové vrstvy. Pro zachovani
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hnédého zbarveni je potfeba melanin pouZzivat opakované v pravidelnych intervalech 2-3
dny, jelikoz pti obnové kiize dochdzi k odlupovani nejsvrchnéjsi vrstvy keratinocytl

(korneocyt). (Rajnochova Svobodova, 2012)

2.4.2.3 Aplikace antioxidanti

V kapitole 2.2 je uvedeno, ze UVA zafeni ma schopnost vytvaret ROS, které poskozuji
biomolekuly a urychluji ptirozené starnuti ktize, tzv. photoaging.

Enzymatické a neenzymatické slozky EAS spolu kooperuji a pii prekroCeni jejich
kapacity (schopnosti eliminovat ROS), v disledku vysoké davky slune¢niho zareni
na pokozku, dochazi k oxida¢nimu stresu. Proto se také ptidavaji souCasti EAS,
pfedevS§im nizkomolekularni antioxidanty a jejich smési (vitamin C, A a E a jejich
syntetické derivaty, selen aj.) do opalovacich krémt a produktt péce o plet. V soucasné
dob¢ je velmi popularni pridavat do téchto ptipravkil také rostlinné antioxidanty
napt. polyfenoly zeleného caje ¢i ostropestice marianského. (Chen et al., 2012;
Rajnochova Svobodova, 2012)

Dalsi moznosti je vyuziti latek (napf. isothiokynat sulforafan obsazeny v brokolici)
¢i extrakt (kurkumin z kurkumy) aktivujicich signalni drdhu Keapl/Nrff2/ARE,
ktera kontroluje expresi antioxida¢nich enzymut (GST, GPx, aj.). (Gggotek et al., 2015;
RysSava et al., 2021)

2.5 Prirodni latky ve fotoprotekci

Latky pfijimané potravou maji neodmyslitelny vliv na zdravotni stav organismu. Stejné
tak slozky stravy mohou vyznamné formovat strukturu, vlastnosti a celkovou kvalitu
ktize. Potraviny rostlinného ptivodu jsou dulezitou soucasti lidské vyzivy. Konzumaci
ovoce, zeleniny, bylin, obilovin, caje, kakaa a dalSich rostlinnych produkti se
do organismu dostava Sirokd Skala primérnich i1 sekundarnich metabolitli, pfirozené se
vyskytujicich sloucenin rizného strukturniho charakteru. Jedna se napf. o karotenoidy,
vitaminy, fenolové latky atp.

Fenolové latky obsahuji ve své molekularni struktute fenol. DéEli se dale na fenolové
kyseliny, flavonoidy a vysokomolekularni polyfenoly. V zéavislosti na molekularnim
sloZeni flavonoidu a fenolovych kyselin se odviji jejich schopnost reagovat s ROS, RNS
a vazat ionty piechodnych kovii (Cu, Fe), ¢imz snizuji riziko tvorby ROS tzv. Fentonovou

reakci. Mnozi zastupci z téchto dvou skupin jsou dokonce lepSimi antioxidanty, nez jsou
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vitamin C a E. To znamend, Ze jsou prospé&S$ni pii prevenci vzniku ROS vznikajicich
pusobenim UV zafeni na pokozku. (Nichols & Katiyar, 2010; Heinrich et al., 2011)

Polyfenoly jsou velice rozsifenou skupinou latek rostlinnych produktt. Jedna
se prevazné o zluté, ¢ervené nebo fialové pigmenty. Diky tomu jsou schopny pfi lokalni
aplikaci absorbovat UV zafeni a zabranit tak jeho priniku do klze. Konkrétnéji
se do skupiny polyfenolii tadi latky jako katechin, genistein, resveratrol
a antioxidac¢ni vlastnosti, ¢imz se fadi mezi zajimavou skupinu sloucenin v prevenci
riznych koznich onemocnéni. (Heinrich et al, 2011)

Dalsimi latkami s fotoproteknimi vlastnostmi jsou vitaminy A a Bj3. Vitamin A
(retinol) s jeho esterifikovanou formou, kterd vznikla esterifikaci retinolu s volnymi
mastnymi kyselinami, jsou ve znaéném mnoZstvi skladovany v jatrech, dermis
a epidermis. Obé formy maji schopnost absorbovat vinové zafeni v rozmezi 300
az 350 nm. V kazi spolupracuji i s dalSimi chromofory, které absorbuji zafeni. (Antille et
al., 2003) Fotoprotektivni Gc¢inek vitaminu B3 neboli nikotinamidu (amidu kyseliny
nikotinové) je zaloZen na ochrané proti imunosupresi a inhibici vyvoje rakoviny kiize
vyvolané UV zafenim, ma protizanétlivy a antimikrobialni i¢inek. Nikotinamid ale také
zesvétluje pokozku reversibilni blokaci pienosu melanosomli z melanocytl
do keratinocytl (odstraniovani pigmentovych skvrn) (Wohlrab & Kreft, 2014)

Pomérné novou skupinou ptirodnich latek s fotoprotektivnimi vlastnostmi jsou

cytokininy.

2.5.1 Cytokininy a jejich derivaty
Cytokininy byly objeveny v poloviné dvacétého stoleti. Jsou, spolu s auxiny a gibereliny,
rostlinnymi hormony — fytohormony. Jejich G€inek je rozmanity, podileji se na regulaci
déleni buné€k, vyvoji rostliny, ristu a diferenciaci. Ovliviiuji tvorbu chloroplastti a vyvoj
cév, stimuluji syntézu fotosyntetickych barviv, zpomaluji starnuti listd, reguluji jejich
postaveni na nedfevnatém stonku a zvé€tSuji jejich plochu. Dale snizuji apikalni
dominanci, ¢imz podporuji vétveni nadzemnich ¢asti rostlin. (Prochézka, 1998)

Z chemického hlediska se jedna pievazné o NS-substituované derivaty adeninu. Podle
typu postranniho fetézce jsou dale fazeny na isoprenoidni a aromatické. Mezi
isoprenoidni patii trans-zeatin [trans-6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-enylamino)purin], cis-

zeatin a N°-(A%-isopentenyl)adenin. Do skupiny cytokininii s aromatickym postrannim
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fetézcem patii napiiklad 6-benzyladenin a kinetin (K, 6-furfuryladenin). (Prochazka,

1998; Honig et al., 2018)

2.5.1.1 Kinetin a jeho derivaty

Kinetin (K) byl prvnim objevenym cytokininem. Jeho nazev byl odvozen od schopnosti
stimulovat bunécéné déleni v riznych rostlinnych tkanich. (Kadlecova et al., 2019) Byl
izolovan z DNA autoklavovaného spermatu sled¢ obecného. Pavodné byl povazovan
za syntetickou latku, ale nedavné studie identifikovaly K v rostlinnych i v zivocisnych
bunkach. Byl nalezen i v lidské moci. Vyrazné vétsi mnozstvi K bylo nalezeno v moci
pacientii s rakovinou, kdy vznika z oxidacné posSkozené DNA, ktera je opravovana
reparacnimi enzymy. K je produkt vznikajici oxidaci deoxyribosy za vzniku furfuralu,
coz vede ke vzniku N°-furfuryladeninu. K je tedy prvni znidmy stabilni produkt
sekundarniho poskozeni DNA. (Barciszewski et al., 2007; Kieber & Schaller, 2018)

Utinek K se lisi podle typu bunék. Vieobecné je povazovan za latku zpomalujici
starnuti rostlinnych 1 Zivo¢iSnych bunék a prodluzuje délku Zivota hmyzu. U K bylo
zjisténo, ze ovliviiuje bunécny cyklus, a reparac¢nich enzymu (Barciszewski et al., 2007).

Ka jeho derivat 6-benzyladenin vykazovali antioxida¢ni vlastnosti, ovliviiovali
aktivitu antioxidac¢nich enzymii (KAT, GSR, GPx), hladinu redukovaného glutathionu
a produktii lipoperoxidace v koZnich fibroblastech in vitro. (Jablonska-Trypué et al.,
2016) V in vivo studii provedené na bezsrstych psech, nebyl po stodenni topické aplikaci
K pozorovan zadny vedlejsi u¢inek na kiizi, naopak bylo pozorovano zlepSeni struktury
ktize, zpomaleni jejiho starnuti a snizeni hyperpigmentace. (Kimura & Doi, 2004)
U K bylo zjisténo, Ze u potkanti, kterym byla aplikovana podkozné G-galaktosa,
dochazelo nejen ke zpomaleni starnuti, ale K také ptiznive ptisobil na lymfocyty sleziny.
U lymfocytli bylo pozorovano snizeni jejich apoptosy, stimulace proliferace a taktéz
sniZzeni hladiny interleukinu 6 (IL-6). (Li et al., 2014)

V soucasné dobé se K vyuzZiva v kosmetickych a dermatologickych ptipravcich.
Tyto ptipravky jsou doporuovany ke zpomaleni pfirozeného starnuti a starnuti
akcelerovaného slune¢nim zafenim. (Wanitphakdeedecha et al., 2015)

Diky témto pfiznivym G¢inkim K na kizi byly a jsou syntetizovany jeho nové
derivaty, které by mohly byt efektivngjsi. Jednim ztakovych derivati je nyni jiz
komeréné¢ vyuzivany pyratin (6-furfurylamino-9-(tetrahydropyran-2-yl)-9H-purin).
(Kadlecova et al., 2019)
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Dal8im derivatem je trans-zeatin. Trans-zeatin podobné ovliviioval starnuti fibroblasti
jako K a taktéz byla u n¢j prokazana schopnost potladit nezadouci U¢inky vyvolané
na lidskych fibroblatech ozéatrenych UVB zarenim. (Yang et al., 2009) U cytokininu para-
topolinu izolovaného z list topolu (Populus robusta) bylo zjisténo, ze prodluzuje dobu
zivota had’atka obecného. (Kadlecova et al., 2019)

V roce 2018 olomoucka skupina védcl pfipravila sérii dalSich derivati K, které
vykazovaly UVA a UVB protektivni vlastnosti na lidskych koznich fibroblastech a linii
keratinocyt HaCaT. Mezi testovanymi latkami byl K a derivat 6-(thiofen-2-
ylmethylamino)-9-(tetrahdyrofuran-2-yl)purin (H6). Fotoprotektivni ucinky byly zjistény
pouze testem bunécné Zivostnosti (inkorporace neutralni ¢ervené do lysosomu zivych

bunck). (Honig et al., 2018)

Obr. 4 Strukturni vzorce K a jeho derivati

Toto zjisténi nds vedlo k detailngjsSimu ovéfeni UVB ochrannych vlastnosti K a H6
zmétenim aktivace kaspasy-3 a extracelularni hladiny IL-6 v bun&€né linii keratinocytt
(HaCaT) vystavené ptsobeni UVB zéfeni. Vedle K a H6 byly studovany mozné ochranné
vlastnosti u dalSich derivati: 6-furfurylamino-9-(2-tetrahydropyran-2-yl)purin (P), 6-
furfurylamino-9-(2-tetrahydrofuran-2-yl)purin (F) a 6-(tetrahydrofuran-2-
ylmethylamino)-9-(tetrahydrofuran-2-yl)purin  (H). Struktury studovanych latek
viz obr 4. U téchto latek K, P, F, H a H6 byla popséna schopnost zvySovat translokaci
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Nrf2 do jadra a modulovat hladinu proteinu hemoxygenasy 1 (EC 1.14.14.18) v lidskych
dermaélnich fibroblastech ozarenych UVA zafenim. (RySava, 2021)
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Biologicky material
K experimentim byla pouzita bunétna linie spontanné transformovanych lidskych
epitelidlnich bunék z dospé€lé ktze, imortalizované lidské keratinocyty (HaCaT). Tyto
buniky jsou nesmrtelné se zachovalou schopnosti epidermalni diferenciace a s expresi
hlavnich specifickych markerti charakteristickych pro jednotlivé faze diferenciace.
(Boukamp et al., 1988)

HaCaT byly dodany firmou CLS Cell Lines Service GmbH Eppeheim, Némecko.

Testovane latky

K (6-furfyurylaminopurin) byl dodan firmou Merck (CR). Testované latky byly
syntetizovany v Laboratofi rlstovych regulatorGi Ptirodovédecké fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci. Ptiprava 6-furfurylamin-9-(2-tetrahydropyran-2-yl)purinu (P)
a 6-furfurylamin-9-(2-tetrahydrofuran-2-yl)purinu  (F) byla publikovdna v ¢lanku
Sziicova et al., 2009 a syntéza (6-(tetrahydrofuran-2-ylmethylamin)-9-(tetrahydrofuran-
2-yhpurinu  (H) a 6-(thiofen-2-ylmethylamin)-9-(tetrahydrofuran-2-yl)purinu (H6)
v praci Honiga et al., 2018. Zasobni roztoky testovanych latek pfipraveny
v dimethylsulfoxidu (DMSO, 99%, v/v) a nasledn¢ nafedény na pottebnou koncentraci
pro experimenty Vv kultivaénim médiu. Vysledna koncentrace v DMSO v médiu

neptesdhla 0,5 % (v/v).
3.2 Pristroje, chemikalie, roztoky, ostatni material

3.2.1 Pristroje

Fotometr Infinite M200 pro métfeni 96-jamkovych mikrotitranich desticek od firmy
Tecan (Svycarsko) vyuzivajici softwaru I-control™ nebo Magellan™; centrifuga
MiniSpin® od firmy Eppendorf (Némecko); chlazena centrifuga Jouan BR4i od firmy
Jouan (Francie); odsdvacka Gilson Safe Aspiration Station od firmy Gilson (USA); CO>
inkubétoru od firmy Trigon Plus (CR); laminarni box Jouan MSC 9 Standard od firmy
Jouan (Francie); inverzniho mikroskop CK-40 firmy Olympus (CR); vortex Mixer VX-
200 od firmy Labnet International (USA); termomixér Comfort s riznymi ndstavci
od firmy Eppendorf (CR); ledni¢ka s mrazni¢kou na -20 °C Elektrolux (Svédsko);
hlubokomrazici box VX 380 od firmy Tecan (Svycarsko); solarni simulator SOL-500
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s UV absorp¢nim filtrem H2 a UVB detektor od firmy Dr. Honle UV technology
(Némecko); systém Direct-Q®3 UV na ptipravu deionizované vody od firmy Millipore

(USA); pH-metr inoLab pH Level 1 s elektrodou SenTix41 od firmy WTW (Némecko);

3.2.2 Ostatni vybaveni

Plastové mikrozkumavky, automatické pipety rtiznych rozsaht a jednorazové Spicky
riznych objemt od firmy Eppendorf (Némecko); sterilni kultivacni 1dhve, 6-jamkové
kultivacni desky, jednorazové sterilni pipety, centrifugacni zkumavky, filtry pro ptipravu
sterilnich roztokd od firmy Biotech (CR); sterilni $krabky od firmy Biologix Research
Company (USA); nesterilni 96-jamkové desky, zkumavky, Birkerova komiirka,

ubrousky a buni¢ina od firmy Dispolab (CR)

3.2.3 Chemikalie

Chemikalie od firmy Merck (CR): dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného
(Na;HPO4-12H20), Dulbecco’s Modified Eagles médium (DMEM), dimethylsulfoxid
(DMSO, 99%, v/v), dithiotreitol (DTT), ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA),
fetalni bovinni sérum (FBS), trypsin-EDTA (0,25%, m/v),
redukovany nikotinamidadenindinukleotid (NADH), N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N‘-2-
ethansulfonova kyselina (HEPES), trypanova modf (0,4%, v/v), roztok penicilinu (PNC,
10 000 U-ml), substrat pro stanoveni aktivity kaspasy-3 (Caspase-3 Substrate II,
Fluorogenic, Ac-DEVD-AMC), inhibitor pro stanoveni aktivity kaspasy-3 (Caspase-3
Inhibitor I, Ac-DEVD-CHO) a streptomycinu (STR, 10 mg-ml!), koktejl inhibitorii
proteas cOmplete™ a Triton X-100. Chemikalie od firmy Lach-Ner (CR): ethanol (EtOH,
96%, v/v), chlorid sodny (NaCl), chlorid draselny (KCI), H3POs (85 %, v/v)
a dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4). Chemikalie od firmy Serva (Némecko):
hovézi sérovy albumin (BSA) a Coomassie Brilliant Blue G-250. Firma PeproTech®
(CR): ELISA kit pro stanoveni lidského IL-6 (Human IL-6 Standard ABTS ELISA
Development kit).

3.2.4 Roztoky

Zasobni roztok fosfatového pufru (PBS 10krat): 137 mmol-lI"" NaCl; 2,68 mmol-1!
KCl; 8,96 mmol-1"! Na,HPO4-12H,0; 1,47 mmol-I"! KH,PO4; pH = 7,4;

Redény fosfatovy pufr (PBS): 50 ml PBS 10krat a 450 ml deionizované vody (ddH,0)
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Riistové médium: 500 ml Dubelcco’s Modified Eagel‘s medium — high glucose, 50 ml
FBS (10 %, v/v), 5 ml smési streptomycinu (0,1 mg-ml ™) a penicilinu (100 U-ml ™)
Kultiva¢ni médium: 500 ml Dubelcco’s Modified Eagel‘s medium — high glucose, 5 ml
smési streptomycinu (0,1 mg-ml™!) a penicilinu (100 U-ml™!)

Roztok PBS k ozatovani: 50 ml PBS 10krat, 450 ml deionizované vody, 0,5 g glukosy
Roztok PBS s EDTA: 0,05% (m/v) EDTA v PBS

Roztok trypsin-EDTA: 0,25 % (m/v) trypsinu a 0,02 % (m/v) EDTA

Pufr pro stanoveni aktivity laktatdehydrogenasy: 50 mmol-1"! fosfatovy pufr (pH 7,5)
s 1,22 mmol-1"'pyruvatem sodnym (0,1342 g-1'") a NADH (0,326 g-1™)

Lyzacni roztok: 50 mM HEPES, pH 7.4; 0,5% Triton X-100, tableta cOmplete,
5 mmol-I"! DDT. DDT se pfidava do roztoku pied pouZitim.

Reakéni pufr pro stanoveni aktivity kaspasy-3: 20 mmol- 1" HEPES, pH 7,1,
2 mmol-I"! EDTA, tableta cOmplete, 5 mmol-1'DDT. DDT se pfidavd do roztoku
pted pouzitim.

Zasobni roztok substratu pro kaspasu-3: 10 mmol-1"! Ac-DEVD-AMC v DMSO
Zasobni roztok inhibitoru pro kaspasu-3: 2 mmol-1"'Ac-DEVD-CHO v DMSO
Potahovaci protilatka: 51 ug kralici protilatky Anti-Human IL-6 s 0,5 mg D-manitolu
se rozpusti v 0,51 ml sterilni vody na koncentraci u 100 ug-ml!

Detekéni protilatka: 101 pg biotinylované kozi protildtka proti Anti-Human IL-6
s 2,2mg BSA a 11 mg D-manitolu se rozpusti v 1,01 ml sterilniho PBS obsahujiciho
0,1 % (m/v) BSA na koncentraci roztoku 100 pug-ml!

Standardni roztok lidského IL-6: 1 pg rekombinantni lidsky IL-6, s 2,2 mg BSA
a's 11 mg D-manitolu se rozpusti v 1 ml sterilni vody na koncentraci 1 pg-1"!

Roztok konjugatu avidinu s ki‘enovou peroxidasou (konjugat Avidin-HRP)
Promyvaci pufr: 0,05% (v/v) Tween-20 v PBS

Blokovaci pufr: 1% (m/v) BSA v sterilnim PBS

Redici roztok: 0,05% (v/v) Tween-20, 0,1% (m/v) BSA v sterilni PBS

Roztok 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové kyseliny (ABTS) substratu
pro ELISU

Standardni roztoky BSA v PBS: 0,0625 — 1,0 mg-ml!

Roztok pro stanoveni bilkovin pomoci Bradfordovy metody (Bradfordovo ¢inidlo):
100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250; 50 ml etanolu (96%, v/v); 100 ml H3PO4 (85%,
v/v) se doplni do 1000 ml ddH,O
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3.3 Metody a pracovni postup

3.3.1 Prace s bunéc¢nou linii lidskych keratinocytii HaCaT

Linie HaCaT je dlouhodobé¢ ulozena v tekutém dusiku (-190 °C). Po vyjmuti z tekutého
dusiku byly bunky rozmrazeny a okamzit¢ pieneseny do rastového média ve sterilni
kultivaéni lahvi (plocha 25 cm?). Buiiky byly kultivovany v inkubatoru pfi teploté 37 °C
v atmosféte obohacené o COz (5 %, v/v). Po vytvofeni monovrstvy bun€k bylo riistové
médium vylito a buiiky byly 10 min inkubovany v PBS s EDTA (37 °C, inkubator).
Roztok byl vylit z kultiva¢ni lahve a bylo aplikovano 0,5 ml trypsin-EDTA. Lahev
s buiikkami byla ulozena na 10 min do inkubatoru (37 °C). Uvoliiovani bunék bylo
prabézné kontrolovano mikroskopicky. Po jejich uvolnéni od dna lahve bylo pfidano
5-10 ml ristového média. Bunécna suspenze byla prenesena do kultivaéni lahve o plose
25 cm? HaCaT mohly byt pouZity pro experimenty miniméalné Sest az sedm pasazi

od rozmrazeni. Béhem kultivace bylo médium ménéno dvakrat tydné.

3.3.1.1 Priprava HaCaT pro experiment

Aby bylo pro experiment pfipraveno dostatecné mnozstvi bunck, byly HaCaT
kultivovany v nékolika kultivaénich lahvich o plose 75 cm?. Buiiky byly uvolnény
z kultivacnich lahvi po 10 min inkubaci v PBS s EDTA (37 °C, inkubator) a naslednym
pusobenim trypsinu (1 ml). Ostatni kroky byly stejné, viz. 3.3.1 Prace s bunécnou linii
lidskych keratinocytii HaCaT.

Bunéénd suspenze HaCaT byla pfipravena spojenim suspenzi bunék z nékolika
kultivac¢nich lahvi. Bunécna suspenze byla centrifugovéana pti 150 x g a pelet bunék byl
resuspendovan v ristovém médiu. Pocet bun€k v suspenzi byl zjiSt€n pocitanim
v Biirkerové komirce. Pro rozliSeni Zivych a mrtvych bun¢k byly buiiky pted pocitanim
barveny trypanovou modii (0,4 %, m/v). Trypanova modi prostupuje pies
cytoplasmatickou membranu poskozenych bunék, které se zbarvi modfe. Zivé buiiky
nejsou obarveny, maji svétlou barvu pii pozorovani v mikroskopu.

Na Biirkerovu komitrku se poloZi kryci sklo a mezi skla se nanese suspenze bun¢k
pfipravena smichanim roztoku trypanové modfi a suspenze bunék v poméru 9:1.
Komirka se vlozi na mikroskop a po zaostieni se pii zvétSeni 100x pocitad pocCet bunck
ve velkych ¢tvercich ohrani¢enych trojitymi ¢arami. Spocita se pocet bunék vzdy ve tiech
téchto ctvercich na jedné strané komirky a pak ve tfech ctvercich na druhé strané

komurky. Pak se vypocita primérny pocet bunék v tomto ctverci. Plocha tohoto ctverce
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je 1 mm? a jeho hloubka je 0,1 mm, tzn. Ze objem je 0,1 mm?. Podet bunék v 1 ml je tedy:
primérny pocet bunék v jednom ctverci ohrani¢eného trojitymi ¢arami - 10 000 - fedéni
(10krat).

Bunky pro experiment byly vysévany v ristovém médiu na sterilni 6-jamkové desky
v objemu 1,5 ml tak, aby koncentrace byla 100 000 bun&k na 1 cm?. Plocha 6-jamkové
desky je 9,6 cm?, to tedy znamena, Ze buiiky byly nafedény na koncentraci 640 000 bunék
na 1 ml a poté bylo aplikovano po 1,5 ml suspenze do jednotlivych jamek na kultivacni
desce. Desky s bunikami byly vlozeny do inkubatoru (37 °C s atmosférou obohacenou

0 CO2 5%, v/v) do nasledujiciho dne.

3.3.1.2 Aplikace latek a ozarovani UVB zarenim

Zasobni roztoky K a jeho derivata (F, H, P, H6) byly nafedény kultivaénim médiem
na vyslednou koncentraci 1, 5 a 25 umol-l"!; koncentrace DMSO v ptipravenych
roztocich byla 0,5 % (v/v).

Roztoky testovanych latek v objemu 1,5 ml byly nanaSeny do dvou jamek 6-jamkové
desky s narostlymi bunikami, tedy na jedné 6-jamkové desce byla jedna studovana latka
ve tfech koncentracich.

Pro kazdou latku byly pfipraveny dvé desky. Dale byly pfipraveny dvé 6-jamkové
desky, kde bylo na bunky aplikovano kultivaéni médium s 0,5% (v/v) DMSO; jedna
deska byla pouzita jako pozitivni kontrola, byla vystavena plisobeni UVB zafeni a druha
jako negativni kontrola, tedy nebyla ozatfovana.

Po hodinové inkubaci buné€k s testovanymi latkami v inkubétoru pii 37 °C a atmosféte
obohacené o 5 % COz bylo médium odstranéno. Buiky byly dvakrat oplachnuty
roztokem PBS a poté bylo k bunkdm napipetovano 1,5 ml roztoku PBS k ozafovani.
Takto byly pfipraveny dvé 6-jamkové desky.

Jedna deska s buitkami byla vloZena pod UVB lampu a buiiky byly vystaveny davce
UVB zateni o hodnoté& 150 mJ-cm™. Druh4 paralelni deska byla béhem ozafovani vloZena
do inkubatoru.

Po ozatfeni byl roztok PBS k ozatovani odsan zbunék a do kazdé jamky bylo
aplikovano po 1,5 ml kultivaéniho média. Desky s buiikami byly vloZeny na 4 hod
do inkubatoru. Poté bylo odebrano médium pro stanoveni hladiny IL-6

a laktatdehydrogenasy a buniky byly lyzovany pro stanoveni aktivity kaspasy-3.
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3.3.1.3 Lyze bunék

Buiiky byly oplachnuty vychlazenym roztokem PBS (~ 10 °C). Roztok PBS byl odsan
a na buiiky bylo aplikovano 50 ul lyza¢niho roztoku. Kultiva¢ni desky byly polozeny
na S min na chlazeny panel. Buiikky byly seSkrabnuty Skrabkou z povrchu misky
6-jamkové desky. Lyzat bunék byl pfenesen do Eppendorf zkumavky. Lyzaty byly

zamrazeny a pouzity posléze ke stanoveni aktivity kaspasy-3.

3.3.2 Stanoveni laktatdehydrogenasy v médiu

S-laktat:NAD" oxidoreduktasa (laktatdehydrogenasa, LDH, EC 1.1.1.27.) je enzym
katalyzujici redukci pyruvatu na laktat za ptitomnosti NADH podle rovnice na obr. 5.
Pti nekrose dochazi k uvolnéni tohoto enzymu do extracelularniho prostoru (média) a je
povazovan za marker nekrosy. (Chan et al., 2013) Mnozstvi LDH v médiu lze zjistit
z méfeni Ubytku NADH v reakéni smési v ¢ase spektrofotometricky pti vinové délce

340 nm. Mira poklesu absorbance pii 340 nm je pifimo umeérna aktivité ptitomné LDH.

pyruvat + NADH + H" —— laktat + NAD"

Obr. 5 Rovnice redukce pyruvatu na laktat

3.3.2.1 Postup stanoveni LDH

Do jamek 96-jamkové mikrotitraéni desticky bylo napipetovano 150 pl média. Kazdy
vzorek byl pipetovan v tripletech. Ke kazdému vzorku bylo pfidano 150 pl pufru
pro stanoveni aktivity LDH. Takto ptfipravena desticka byla vloZzena do spektrofotometru
a byla méfena zména absorbance za minutu (AA - min~?) pti 340 nm po dobu 3 min.

Aktivita LDH (nkat-1") byla vypo¢itana dle vzorce:

AA - min~! - fedéni- 1 000 000 000
absorpc¢ni koeficient - délka optické drahy - 60

aktivita LDH (nkat-171) =

Molarni absorpéni koeficient NADH 6220 I-mol'-cm™; délka optické drahy 0,9375 cm;

fedéni 2
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3.3.3 Stanoveni hladiny IL-6 v médiu metodou ELISA

IL-6 je jednim z cytokint, ktery je tvofen bunkami jako nespecifickd obranna reakce
na pusobeni fyzikalnich a chemickych faktort, nebo pii infekci. (Racek & Rajdl, 2021)
UVB zafeni, jako fyzikalni faktor, zvySuje tvorbu IL-6 v HaCaT. (Shibata et al., 2010)
Stanoveni hladiny IL-6 se provadélo ELISA metodou, coz je kvantitativni analyticka
metoda. Tato metoda se vyuziva ke stanoveni hormonti, vitamint, léCiv, peptidd,
piipadné proteinti. Metoda je zalozena na specifické interakci mezi antigenem (analytem)
a protilatkou. Vznikly komplex protilatky antigenu se detekuje reakci s protilatkou viici
tomuto komplexu, na kterou je navazan enzym (enzymovy konjugét). Mnozstvi
navdzan¢ho enzymového konjugatu se zjiStuje piidavkem specifického substratu.

To se projevi barevnou zménou, kterou méfime pomoci spektrofotometru.

3.3.3.1 Postup stanoveni IL-6 pomoci Human IL-6 Standard ABTS
ELISA Development kit

Stanoveni hladiny IL-6 bylo provedeno dle firemniho navodu. Do jamek 96- jamkové
mikrotitracni desticky bylo napipetovano 100 ul roztoku potahovaci protilatky (vici
lidskému IL-6) v PBS o koncentraci 0,5 ug-ml ™. 96-jamkovéa mikrotitra¢ni desticka byla
prekryta folii. Po inkubaci ptes noc pti pokojové teploté byl obsah jamek vylit a jednotlivé
jamky byly 4x promyty 300 pl promyvaciho pufru. Roztok z jamek byl vylit a zbytek
roztoku odstranén oklepanim desticky o buni¢inu. Potom bylo aplikovano 300 pl
blokovaciho pufru do kazdé jamky a desticka byla opét pokryta folif a inkubovéana 1 hod
pii pokojové teploté. Potom byla folie odstranéna, blokovaci pufr vylit a kazda jamka
byla promyta 4x promyvacim pufrem. Roztok z jamek byl odstranén (oklepanim desticky
o buni¢inu). Mikrotitra¢ni desticka byla pfipravena pro stanoveni.

Pro stanoveni byla pfipravena sada standardnich roztokli IL-6 za pouziti fediciho
roztoku (2; 1,5; 1; 0,75; 0,5; 0,325; 0,25; 0,1625; 0,125; 0,0645; a 0,035 ng-ml™).
Standardni roztoky a vzorky byly aplikovany do jamek potaZzené 96-jamkové
mikrotitracni desticky po 100 pl v dubletech. Po naneseni roztokii byla deska potaZzena
folii a inkubovana pii pokojové teplot€é 2 hodiny. Po inkubaci byla folie z desky
odstranéna. Obsah jamek byl vylit. Jamky 96-jamkové mikrotitracni desticky byly 4x
promyty promyvacim roztokem. Poté byla aplikovana detekéni protilatka (1 pg-ml;
100 pl na jamku) a nasledovala inkubace pfi laboratorni teploté po dobu 2 hodin. Béhem

inkubace byla desticka pokryta folii. Po odstranéni folie byl roztok detekéni protilatky
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vylit a jamky desticky byly 4x promyty promyvacim pufrem. Roztok konjugatu Avidin-
HRP byl nafedén fedicim roztokem v poméru 1:2000 a do jamek bylo napipetovano
po 100 pl tohoto roztoku a nasledovala inkubace 30 minut pii pokojové teploté. Obsah
jamek byl vylit a jamky desticky byly 4x promyty promyvacim pufrem. Poté bylo
do kazdé¢ jamky napipetovano 100 pl roztoku ABTS (substrat pro HRP). Barevna zména
roztokll byla métfena pii vinové délce 405 nm a 650 nm. Z hodnot absorbanci standardt
a jejich koncentraci byl vytvoien kalibra¢ni graf, ktery byl pouzit k zjisténi koncentrace

IL-6 ve vzorcich.

3.3.4 Stanoveni aktivity kaspasy-3 v bunécnych lyzatech

Kaspasa-3 (EC 3.4.22.56) patti do skupiny endoproteas s cysteinem a kyselinou
asparagovou (kaspasy) v aktivnim misté. Tento enzym patii mezi klicové mediatory
procesu apoptosy. (Asadi et al., 2021) K zjisténi aktivity kaspasy-3 byl pouzit substrat,

ktery je pfeménovan na fluorescencni produkt. (Ochu et al. 1998)

3.3.4.1 Postup stanoveni aktivity kaspasy-3

Do reak¢niho pufru pro stanoveni aktivity kaspasy-3 (995 ul) bylo pipetovano 5 ul
zasobniho roztoku substratu pro kaspasu-3, vyslednd koncentrace substratu Ac-DEVD-
AMC byla 50 umol-I"'. Nésledné byla pfipravena reakéni smés s inhibitorem obsahujici
50 pmol-1"! substratu Ac-DEVD-AMC a 1 umol-1"! inhibitoru Ac-DEVD-CHO. Bunééné
lyzaty byly centrifugovany 10 minut pii 4 °C pti 12 000 x g. Poté byly 4 ul supernatantu
pipetovany v dubletu do jamek 96-jamkové mikrotitracni desticky. K jednomu alikvotu
supernatantu bylo napipetovano 80 pl reakéni smési se substratem a k druhému alikvotu
80 pl reakéni smési s inhibitorem. Poté byla desti¢ka se vzorky vloZena do termobloku
a inkubovana pii 37 "C po dobu 60 minut za stilého michani. Po uplynuti inkubace byla
zmétena fluorescence (excitacni vinova délka 380 nm a emisni vinova délka 450 nm).

Hodnota fluorescence byla vztazena k obsahu proteinti v lyzatu.

3.3.5 Stanoveni bilkovin

Pro stanoveni koncentrace bilkovin v bunécnych lyzatech byla pouzita Bradfordova
metoda. Barvivo Coomassie Brilliant Blue G-250 interaguje s postrannimi fetézci
aromatickych (fenylalanin, tyrosin, tryptofan) a bazickych aminokyselin (lysin, arginin,
histidin) proteinu, coz se projevi zménou barvy pii 595 nm. Zména barvy je pfimo tmérna

koncentraci proteinti. (Bradford & Marion; 1976)
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3.3.5.1 Postup stanoveni bilkovin

Nejprve byly pfipraveny roztoky hoveéziho sérového albuminu s koncentracemi 0,0625
az 1 mg-ml™. Vzorky (bunétné lyzaty) byly 10x zfedény roztokem PBS. Do jamek
96-jamkové mikrotitraéni desticky bylo v tripletu pipetovano po 10 ul fedéného vzorku
a 10 ul standardnich roztokd. Nasledné bylo k vzorkim a standardiim napipetovano
0,2 ml Bradfordova c¢inidla. Obsah jamek byl promichan a jejich absorbance byla

naméfena po 5 min pii 595 nm.

3.3.6 Statisticka analyza

Prezentovand data jsou prumérem =+ S.D. zedltyf nezavislych experimentt.
Pro statistickou analyzu byl pouzit Studentiv test. Statisticka signifikance je vyjadiena

na hladiné p = 0.05.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

O kinetinu je znamo, Ze ma piiznivé U¢inky na lidsky organismus. Mimo jin€ je schopen
zpomalit pfirozené starnuti kiize a ma UVA a UVB ochranné vlastnosti. Tato bakalarska
prace je zaméfena na zjiSténi mechanismu UVB protektivniho G¢inku K a jeho derivati

(P, F. H a H6). (Honig et al., 2018; Kadlecova et al., 2019; Wanitphakdeedecha et al.
2015)

4.1 Stanoveni LDH v médiu

Stanoveni aktivity LDH v médiu se vyuziva k zjiSt€ni miry poSkozeni bunck, tedy
k zjisténi toxického potencidlu testovanych latek. Vyrazné zvySeni aktivity LDH,
uvolnéné z poskozenych bun¢k do média, je povazovano za marker toxicity a jako

ukazatel probihajici nekrosy bun¢k. (Chan et al., 2013)
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Obr. 6 Vliv K a jeho derivatl na aktivitu extracelularni LDH v buné&¢né linii HaCaT
ozatenych UVB zatenim. Bunky byly inkubovany 1 hodinu s testovanymi latkami (1, 5
a 25 umol‘l"") a poté ozateny UVB zaienim (150 mJ-cm™). Aktivita LDH byla méfena
v médiu 4 hod po ozareni. Vysledky jsou vyjadieny jako primér + S.D ze 4 nezavislych
experimenti (pouzity bunky v riznych pasazich).
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Samotné latky nebyly toxické ve studovaném rozmezi koncentraci (1,5
a 25 pmol-1™"). Pouze u K doslo ke koncentraéné zavislému poklesu aktivity LDH (viz
obr. 6), coz by mohlo souviset se schopnosti K stabilizovat buné¢nou membranu, a tak
snizovat bazalni hladinu LDH v médiu (mnozstvi LDH uvolnéné do média pfi pfirozené
regeneraci bun¢k).

Cilem experimentalniho uspotadani bylo vyvolat apoptosu v HaCaT plisobenim UVB

2 UVB zifeni doslo ke zvyseni hladiny

zafeni. Pfi zvolené déavce 150 mlJ-cm”
extracelularni LDH asi o polovinu (obr. 6). Takové navySeni aktivity LDH v médiu
ukazuje, ze nedosSlo k nekrose. Pokud by doslo k nekrose HaCaT, tedy k poSkozeni
nepublikované vysledky. I kdyz bylo poSkozeni HaCaT UVB zafenim nizké (aktivita
extracelularni LDH), piekvapivé jednohodinova preinkubace bunék s latkami K, P a H
pii nejvyssi pouzité koncentraci (25 pumol-1"!) snizovala bunééné poskozeni zptisobené
UVB zarenim. U latky H byl pozorovany ochranny efekt koncentra¢né zavisly. Ochranny

efekt nebyl pozorovan u latek H6 a F pti zadné pouzité koncentraci (viz obr. 6).

4.2 Stanoveni aktivity kaspasy-3

UVB-zateni vyvolava v koznich buiikach apoptosu doprovazenou aktivaci kaspasy-3.
(Xu et al., 2010). K zjisténi aktivace kaspasy-3 je mozné méfit mnozstvi aktivniho
enzymu nebo piimo aktivitu. Aktivita kapsasy-3 byla méfena s pouzitim substratu,
ktery byl Stépen za vzniku fluorescen¢niho produktu. (Ochu et al., 1998)

Aplikace samotnych latek na buiiky nijak zasadn€ nepfispivala ke zvySeni aktivity
kaspasy-3. Pouze u P byly hodnoty mirné nesignifikantné¢ zvySeny. Nejvyssi aktivita
kaspasy-3 byla nalezena pii koncentraci 5 pumol-l"l. Pouzitd ddvka UVB zafeni 150
mJ-cm? signifikantné zvysila aktivitu kaspasy-3. To zjisténi odpovida4 literatute, kde jsou
pouzivany podobné davky UVB zéaieni napi. 200 J-cm™. (Vostalova et al., 2010)

Jednohodinové inkubace HaCaT s testovanymi latkami pfed expozici UVB zéfeni
vedla ke snizeni aktivace kaspasy-3. Mimo latku P byl ochranny G¢inek latek pozorovan
u viech latek pfi vSech pouzitych koncentracich (1, 5 a 25 umol-1"!). Tento efekt nebyl
koncentra¢né zavisly. Nejvyraznéjsi efekt byl pozorovan u latky F pfi nejvyssi pouzité
koncentraci 25 umol-1"!, pti pouzité koncentraci 1 umol-l"! byl efekt nizi, ale stale

vyrazny.
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Obr. 7 Vliv K a jeho derivatt na aktivitu kaspasy-3 v bunécné linii HaCaT ozatenych
UVB zafenim. Bufiky byly inkubovany 1 hodinu s testovanymi latkami (1, 5 a 25 umol-1")
a poté ozafeny UVB zéaienim (150 mJ-cm™). Aktivita kaspasy-3 byla mé&fena v buné&nych

lyzatech, které byly ptipraveny 4 hod po ozaieni. Vysledky jsou vyjadieny jako
pramér = S.D ze 4 nezavislych experimentt (bunky v riznych pasazich). # hodnota je
signifikantné odlisna od kontroly (neozarenych bun¢k) na hladiné p=0,05; * hodnota je

signifikantné odli$na od pozitivni kontroly (ozatfenych buné€k) na hladin€ p=0,05.

4.3 Stanoveni hladiny IL-6 v médiu
Kbyl schopen snizit zanétlivou reakci u potkanit po aplikaci galaktosy. Tento
protizanétlivy efekt byl sledovan métenim hladiny IL-6. (Li et al., 2014) Po expozici kiize
UVB zéfeni dochazi k aktivaci zanétu, tedy 1 zvySenim hladiny IL-6. (Zhao et al., 2021)
Jednou z moznosti, jak zjistit fotoprotektivni ucinky zkoumanych latek, je stanoveni
hladiny zanétlivych mediétori jako je IL 6 v médiu bunck.

Z vysledki je patrné, Ze vSechny studované latky nesignifikantné zvysuji hladinu IL-
6. UVB zafeni zvySovalo produkci IL-6 (285,319 pg:ml!) v porovnani s kontrolou
(51,969 pg:ml') bylo toto navyseni nesignifikantni, protoze zde byl vysoky rozptyl

hodnot mezi jednotlivymi experimenty.
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I kdyz ziskané vysledky diky vysokému rozptylu (rozdily mezi jednotlivymi
meéfenimi) je mozné sledovat u K, P a H ve v§ech pouzitych koncentracich ochranny efekt

vuci zanétu vyvolanému UVB zéfeni.
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Obr. 8 Vliv K a jeho derivatii na extracelularni hladinu IL-6 v buné¢né linii HaCaT
ozatenych UVB zafenim. Buiiky byly inkubovany 1 hodinu s testovanymi latkami (1, 5
a 25 pmol-1") a poté ozafeny UVB zafenim (150 mJ-cm™). Hladina IL-6 byla mé&fena 4

hodiny po ozatreni. Vysledky jsou vyjadreny jako prumér & S.D ze 4 nezavislych
experimentd (buiiky v rznych pasazich).

O fotoprotektivnich vlastnostech K a jeho derivati doposud bylo zvefejnéno minimum
informaci. V pilotni studii Honig et al. byl studovan UVA a UVB ochranny efekt K, H6
a dalSich derivati na normadlnich lidskych fibroblastech (NHDF) a HaCaT stanovenim
viability. (Honig et al., 2018)

Nase pozorovani rozsifuje tyto znalosti o UVB ochrannych vlastnostech i dalSich
derivath P, F a H. I kdyZ v naSem experimentalnim uspofadani byla Zivotaschopnost
bun¢k métena jako aktivita extracelularni LDH minimalné modulovana UVB zéfenim,
stale Ize pozorovat, ze dochézi ke snizeni nezddouciho u¢inku UVB zafeni na HaCaT.

U dalsiho cytokininu trans-zeatinu, ktery byl studovan, byly popsany UVB ochranné
vlastnosti na NHDF. (Yang et al., 2009) Trans-zeatin byl schopen snizit pokles viability
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po u¢inku UVB zéifeni a dale snizit expresi metaloproteinasy 1 (EC 3.4.24.80).
Metaloproteinasa 1 je enzym, ktery $tépi proteiny extracelularni matrix, coz vysvétluje
priznivy efekt trans-zeatinu na zpomaleni fyziologického procesu a predcasného starnuti.
Na NHDF ozaienych UVA zéatfenim byl prokdzan piiznivy efekt K a jeho derivatu na jiny
enzym ze skupiny metaloproteinasa fibroblastovou elastasu (EC 3.4.21.11). Tato zjisténi
by mohla vysvétlit pfiznivé U¢inky i u ostatnich cytokinind, které se pouzivaji
v dermatologickych preparatech pro zpomaleni starnuti kize. Dale bylo zjisténo, ze K a
jeho derivaty ovliviuji translokaci Nrf2 do jadra, ¢imz zvySuji antioxidacni kapacitu

koznich buné¢k. (Rysava, 2021)
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5 ZAVER

Vysledky prezentované v této bakalaiské praci rozsifuji informace o studovanych latkach
K, jeho derivatech (F, P, H a H6) a jejich schopnosti snizit poSkozeni bunék vyvolané
UVB zafenim. I kdyz Zadn4 z testovanych latek nevykazovala vyrazné lepsi vlastnosti
nez puvodni cytokinin K, jevi se tyto derivaty jako mozné aktivni soucasti piipravka
na ochranu ktize pted ptisobenim slune¢niho zaieni. Diky schopnosti modulovat produkci
IL-6 a aktivitu kaspasy-3 by mohly byt soucdsti dermatologickych piipravka
s regeneracnim ucinkem. Tyto latky rozsituji rozsahlou skupinu latek, které se vyuzivaji
jako filtry v ochran¢ kize pfed UVB slozkou slune¢niho zafeni. I kdyz se nékteré
cytokininy pouzivaji v dermatologickych piipravcich, mechanismus jejich u€¢inku neni

znam a je stale pfedmétem studia.

33



6 LITERATURA

Antille, C., Tran, C., Sorg, O., Carraux, P., Didierjean, L., & Saurat, J. -H. (2003).
Vitamin A Exerts a Photoprotective Action in Skin by Absorbing Ultraviolet B
Radiation. Journal of  Investigative Dermatology, 121(5), 1163-1167.
https://doi.org/10.1046/].1523-1747.2003.12519.x

Asadi, M., Taghizadeh, S., Kaviani, E., Vakili, O., Taheri-Anganeh, M., Tahamtan, M.,

& Savardashtaki, A. (2021). Caspase-3: Structure, function, and biotechnological
aspects. Biotechnology and Applied Biochemistry, 10.1002/bab.2233. Advance online
publication. https://doi.org/10.1002/bab.2233

Bardkova, M., Sysel, S., Kana, T., & Kadetdbek, Z. (2015). Maturitni matrialy pro

seminar z fyziky ve 4. rocniku: 24. Elektromagnetické vinéni. Gymnazium Brno,
Kienovda, pfispévkovd  organizace. Retrieved May 6, 2022, from
https://www.gymkren.cz/wp-content/uploads/24.-Elektromagnetick%C3%A9-
kmit%C3%A 1n%C3%AD-a-vin%C4%9Bn%C3%AD.pdf

Barciszewski, J., Massino, F., & Clark, B. F. C. (2007). Kinetin—A multiactive

molecule. International Journal of Biological Macromolecules, 40(3), 182-192.
https://doi.org/10.1016/].ijbiomac.2006.06.024
Boukamp, P., Petrussevska, R. T., Breitkreutz, D., Hornung, J., Markham, A., & Fusenig,

N. E. (1988). Normal keratinization in a spontaneously immortalized aneuploid human
keratinocyte cell line. The Journal of Cell Biology, 106(3), 761-771.
https://doi.org/10.1083/jcb.106.3.761

Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical

Biochemistry, 72(1-2), 248-254. https://doi.org/10.1016/0003-2697(76)90527-3

Bragulla, H. H., & Homberger, D. G. (2009). Structure and functions of keratin proteins
in simple, stratified, keratinized and cornified epithelia. Journal of Anatomy, 214(4),
516-559. https://doi.org/10.1111/1.1469-7580.2009.01066.x

Cavinato, M., & Jansen-Diirr, P. (2017). Molecular mechanisms of UVB-induced

senescence of dermal fibroblasts and its relevance for photoaging of the human
skin. Experimental Gerontology, 94, 78-82.
https://doi.org/10.1016/j.exger.2017.01.009

Colombo, 1., Sangiovanni, E., Maggio, R., Mattozzi, C., Zava, S., Corbett, Y., Fumagalli,
M., Carlino, C., Corsetto, P. A., Scaccabarozzi, D., et al. (2017). HaCaT Cells as a

34


https://doi.org/10.1046/j.1523-1747.2003.12519.x
https://doi.org/10.1002/bab.2233
https://www.gymkren.cz/wp-content/uploads/24.-Elektromagnetick%C3%A9-kmit%C3%A1n%C3%AD-a-vln%C4%9Bn%C3%AD.pdf
https://www.gymkren.cz/wp-content/uploads/24.-Elektromagnetick%C3%A9-kmit%C3%A1n%C3%AD-a-vln%C4%9Bn%C3%AD.pdf
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2006.06.024
https://doi.org/10.1083/jcb.106.3.761
https://doi.org/10.1016/0003-2697(76)90527-3
https://doi.org/10.1111/j.1469-7580.2009.01066.x
https://doi.org/10.1016/j.exger.2017.01.009

Reliable In Vitro Differentiation Model to Dissect the Inflammatory/Repair Response
of  Human Keratinocytes. Mediators of  Inflammation, 2017, 1-12.
https://doi.org/10.1155/2017/7435621

Diffey, B. (2009). Sunscreens: expectation and realization. Photodermatology,
Photoimmunology & Photomedicine, 25(5), 233-236. https://doi.org/10.1111/1.1600-
0781.2009.00459.x

D'Orazio, J., Jarrett, S., Amaro-Ortiz, A., & Scott, T. (2013). UV radiation and the
skin. International ~ Journal of Molecular  Sciences, 14(6), 12222-12248.
https://doi.org/10.3390/ijms 140612222

Ettler, K. (2004). Fotoprotekce kiize: ochrana kiize pted ucinky ultrafialového zateni.
Triton. ISBN 80-7254-463-2.

Fivenson, D., Sabzevari, N., Qiblawi, S., Blitz, J., Norton, B. B., & Norton, S. A. (2021).
Sunscreens: UV filters to protect us. International Journal of Women's
Dermatology, 7(1), 45-69. https://doi.org/10.1016/1.1jwd.2020.08.008

Gegotek, A., & Skrzydlewska, E. (2015). The role of transcription factor Nrf2 in skin
cells metabolism. Archives of Dermatological Research, 307(5), 385-396.
https://doi.org/10.1007/s00403-015-1554-2

Heinrich, U., Moore, C. E., De Spirt, S., Tronnier, H., & Stahl, W. (2011). Green tea

polyphenols provide photoprotection, increase microcirculation, and modulate skin
properties of  women. The Journal of  Nutrition, 141(6), 1202-1208.
https://doi.org/10.3945/jn.110.136465

Honig, M., Plihalova, L., Spichal, L., Graz, J., Kadlecova, A., Voller, J., Svobodova, A.
R., Vostélova, J., Ulrichova, J., Dolezal, K., et al. (2018). New cytokinin derivatives

possess UVA and UVB photoprotective effect on human skin cells and prevent
oxidative stress. European Journal of Medicinal Chemistry, 150, 946-957.
https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2018.03.043

Chan, F. K. -M., Moriwaki, K., & De Rosa, M. J. (2013). Detection of Necrosis by

Release of Lactate Dehydrogenase Activity. In A. L. Snow & M. J. Lenardo
(Eds.), Immune Homeostasis (pp. 65-70). Humana Press. https://doi.org/10.1007/978-
1-62703-290-2_7

Chen, L., Hu, J. Y., & Wang, S. Q. (2012). The role of antioxidants in photoprotection:

A critical review. Journal of the American Academy of Dermatology, 67(5), 1013-
1024. https://doi.org/10.1016/1.jaad.2012.02.009

35


https://doi.org/10.1155/2017/7435621
https://doi.org/10.1111/j.1600-0781.2009.00459.x
https://doi.org/10.1111/j.1600-0781.2009.00459.x
https://doi.org/10.3390/ijms140612222
https://doi.org/10.1016/j.ijwd.2020.08.008
https://doi.org/10.1007/s00403-015-1554-2
https://doi.org/10.3945/jn.110.136465
https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2018.03.043
https://doi.org/10.1007/978-1-62703-290-2_7
https://doi.org/10.1007/978-1-62703-290-2_7
https://doi.org/10.1016/j.jaad.2012.02.009

Jabtonska-Trypu¢, A., Matejczyk, M. & Czerpak, R. (2016). N6-benzyladenine and
kinetin influence antioxidative stress parameters in human skin fibroblasts. Molecular
and Cellular Biochemistry 413, 97—-107. https://doi.org/10.1007/s11010-015-2642-5

Kadlecova, A., Makova, B., Artal-Sanz, M., Strnad, M., & Voller, J. (2019). The plant

hormone kinetin in disease therapy and healthy aging. Ageing Research Reviews, 55.
https://doi.org/10.1016/j.arr.2019.100958

Kieber, J. J.,, & Schaller, G. E. (2018). Cytokinin signaling in plant
development. Development, 145(4). https://doi.org/10.1242/dev.149344

Kimura T, Doi K. (2004). Depigmentation and rejuvenation effects of kinetin on the aged
skin of hairless descendants of Mexican hairless dogs. Rejuvenation Res, 7(1):32-9.
https://doi.org/10.1089/154916804323105062

Li, M., Ouyang, W., Wu, X., Zheng, Y., Wei, Y., & An, L. (2014). Kinetin inhibits

apoptosis of aging spleen cells induced by D-galactose in rats. Journal of Veterinary

Science, 15(3). https://doi.org/10.4142/jvs.2014.15.3.353

Ma, Y., & Yoo, J. (2021). History of sunscreen: An updated view. Journal of Cosmetic
Dermatology, 20(4), 1044-1049. https://doi.org/10.1111/jocd.14004

Mescher, A. L. (2018). Junqueirovy zdaklady histologie. Galén. ISBN 978-80-7492-324-
1.

Mohania, D., Chandel, S., Kumar, P., Verma, V., Digvijay, K., Tripathi, D., Choudhury,
K., Mitten, S. K., & Shah, D. (2017). Ultraviolet Radiations: Skin Defense-Damage
Mechanism. In S. I. Ahmad (Ed.), Ultraviolet Light in Human Health, Diseases and

Environment (pp. 71-87). Springer International Publishing.
https://doi.org/10.1007/978-3-319-56017-5_7
Moreiras, H., Seabra, M. C., & Barral, D. C. (2021). Melanin Transfer in the Epidermis:

The Pursuit of Skin Pigmentation Control Mechanisms. International Journal of
Molecular Sciences, 22(9). https://doi.org/10.3390/1jms22094466
Murphrey, M. B., Miao, J. H., & Zito, P. M. (2021). Histology, Stratum Corneum.

In StatPearls. StatPearls Publishing.

Nichols, J. A., & Katiyar, S. K. (2010). Skin photoprotection by natural polyphenols: anti-
inflammatory, antioxidant and DNA repair mechanisms. Archives of Dermatological
Research, 302(2), 71-83. https://doi.org/10.1007/s00403-009-1001-3

Ochu, E. E., Rothwell, N. J., & Waters, C. M. (1998). Caspases Mediate 6-

Hydroxydopamine-Induced Apoptosis but Not Necrosis in PC12 Cells. Journal of

36


https://doi.org/10.1016/j.arr.2019.100958
https://doi.org/10.1242/dev.149344
https://doi.org/10.1089/154916804323105062
https://doi.org/10.4142/jvs.2014.15.3.353
https://doi.org/10.1111/jocd.14004
https://doi.org/10.1007/978-3-319-56017-5_7
https://doi.org/10.3390/ijms22094466
https://doi.org/10.1007/s00403-009-1001-3

Neurochemistry, 70(6), 2637-2640. https://doi.org/10.1046/].1471-
4159.1998.70062637.x
Pehalova, L., Krejci, D., Snajdrova, L., & Dusek, L. (2021). Cancer incidence trends in

the Czech Republic. Cancer Epidemiology, 74.
https://doi.org/10.1016/].canep.2021.101975
Prochazka, S. (1998). Fyziologie rostlin. Academia. ISBN 80-200-0586-2.

Racek, J., & Rajdl, D. (2021). Klinicka biochemie (Tteti, pfepracované¢ a rozsifené
vydani). Galén.

Rajnochova Svobodové, A. (2012). Poskozeni klze plsobenim sluneéniho zafeni,
moznosti ochrany a prevence. Univerzita Palackého v Olomouci. ISBN 978-80-244-
3183-3.

RySava K (2021): Viiv UV zareni na kozni buiiky. [Diplomova prace]. Univerzita
Palackého v Olomouci, Ceska republika

Rysava, A., Vostalova, J., & Rajnochova Svobodova, A. (2021). Effect of ultraviolet
radiation on the Nrf2 signaling pathway in skin cells. International Journal of
Radiation Biology, 97(10), 1383-1403.
https://doi.org/10.1080/09553002.2021.1962566

Shibata, A., Nakagawa, K., Yamanoi, H., Tsuduki, T., Sookwong, P., Higuchi, O.,

Kimura, F., & Miyazawa, T. (2010). Sulforaphane suppresses ultraviolet B-induced
inflammation in HaCaT keratinocytes and HR-1 hairless mice. The Journal of
Nutritional Biochemistry, 21(8), 702-709.
https://doi.org/10.1016/].jnutbi0.2009.04.007

Svobodova, A., & Vostalova, J. (2010). Solar radiation induced skin damage: Review of
protective and preventive options. International Journal of Radiation Biology, 86(12),
999-1030. https://doi.org/10.3109/09553002.2010.501842

Svobodova, A., Walterova, D., & Vostalova, J. (2006). ULTRAVIOLET LIGHT
INDUCED ALTERATION TO THE SKIN. Biomedical Papers, 150(1), 25-38.
https://doi.org/10.5507/bp.2006.003

Sziicova L, Spichal L, Dolezal K, Zatloukal M, Greplovéa J, Galuszka P, Krystof V, Voller

J, Popa I, Massino FJ, et al. (2009). Synthesis, characterization and biological activity
of ring-substituted 6-benzylamino-9-tetrahydropyran-2-yl and 9-tetrahydrofuran-2-
ylpurine derivatives. Bioorg Med Chem, 17(5):1938-47.
https://doi.org/10.1016/;.bmc.2009.01.041.

37


https://doi.org/10.1046/j.1471-4159.1998.70062637.x
https://doi.org/10.1046/j.1471-4159.1998.70062637.x
https://doi.org/10.1016/j.canep.2021.101975
https://doi.org/10.1080/09553002.2021.1962566
https://doi.org/10.1016/j.jnutbio.2009.04.007
https://doi.org/10.3109/09553002.2010.501842
https://doi.org/10.5507/bp.2006.003

Sima, P., & Turek, B. (2015). Vitamin D a imunita. Ziva: Rozhled v oboru veskeré
prirody, 2015(6), 279-281. https://ziva.avcr.cz/files/ziva/pdf/vitamin-d-a-imunita.pdf

Vostalova, J., Zdatilova, A., & Svobodova, A. (2010). Prunella vulgaris extract and
rosmarinic acid prevent UVB-induced DNA damage and oxidative stress in HaCaT
keratinocytes. Archives of  Dermatological  Research, 302(3), 171-181.
https://doi.org/10.1007/s00403-009-0999-6

Wanitphakdeedecha, R., Meeprathom, W., & Manuskiatti, W. (2015). Efficacy and safety

of 0.1% kinetin cream in the treatment of photoaging skin. Indian Journal of
Dermatology, Venereology, and Leprology,81(5). https://doi.org/10.4103/0378-
6323.157446

Wohlrab, J., & Kreft, D. (2014). Niacinamide - Mechanisms of Action and Its Topical

Use in Dermatology. Skin Pharmacology and Physiology, 27(6), 311-315.
https://doi.org/10.1159/000359974
XuH, Yan Y, Li L, Peng S, Qu T, Wang B. (2010) Ultraviolet B-induced apoptosis of

human skin fibroblasts involves activation of caspase-8 and -3 with increased
expression of vimentin. Photodermatology Photoimmunology Photomedicine.
26(4):198-204. https://doi: 10.1111/].1600-0781.2010.00522.

Yang, B., Ji, C., Kang, J., Chen, W., Bi, Z., & Wan, Y. (2009). Trans-Zeatin inhibits

UVB-induced matrix metalloproteinase-1 expression via MAP kinase signaling in
human skin fibroblasts. International Journal of Molecular Medicine, 23(4), 555-560.
https://doi.org/10.3892/ijmm_00000164

Yousef, H., Alhajj, M., & Sharma, S. (2021). Anatomy, Skin (Integument), Epidermis.

In StatPearls. StatPearls Publishing.

Zhao, H.-C., Xiao, T., & Chen, Y.-J. (2021). Ultraviolet Induced Skin
Inflammation. International Journal of Dermatology and Venereology, 4(4), 229-235.
https://doi.org/10.1097/J1D9.0000000000000144

38


https://ziva.avcr.cz/files/ziva/pdf/vitamin-d-a-imunita.pdf
https://doi.org/10.1007/s00403-009-0999-6
https://doi.org/10.4103/0378-6323.157446
https://doi.org/10.4103/0378-6323.157446
https://doi.org/10.1159/000359974
https://doi.org/10.3892/ijmm_00000164
https://doi.org/10.1097/JD9.0000000000000144

7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A
BSA
DMEM
DMSO
DNA
DOPA
DTT
EAS
EC
EDTA
ELISA
EtOH
F

FBS
GPx
GSR
GST

H

H6
HEPES
IL-6

IR

K

KAT
LDH
NADH

PABA
PBS
PNC
RNS
ROS
SOD
STR
TxR
uv
UVA
UVB
uvcC
VIS

absorbance

hovézi sérovy albumin

Dulbecco’s Modified Eagles médium
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina
dihydroxyfenylalanin

dithiotreitol

endogenni antioxidacni systém

enzyme commission number

kyselina ethylendiaminotetraoctova
enzyme-linked immuno sorbent assay

ethanol
6-furfurylamino-9-(2-tetrahydrofuran-2-yl)purin
fetalni bovinni sérum

glutathionperoxidasa

glutathionreduktasa

glutathion-S-transferasa
6-(tetrahydrofuran-2-ylmethylamino)-9-(tetrahydrofuran-2-
yl)purin
6-(thiofen-2-ylmethylamino)-9-(tetrahdyrofuran-2-yl)purin
N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N*-2-ethansulfonova kyselina
interleukin-6

infracervené

kinetin

katalasa

laktatdehydrogenasa

redukovany nikotinamidadenindinukleotid
6-furfurylamino-9-(2-tetrahydropyran-2-yl)purin
p-aminobenzoova kyselina

fosfatovy pufr

roztok penicilinu

reaktivni formy dusiku

reaktivni formy kysliku

superoxiddismutasa

streptomycin

thioredoxinreduktasa

ultrafialovy

ultrafialovy A (dlouhoving)

ultrafialovy B (stfednévinné)

ultrafialovy C (kratkovinné)

viditelné
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