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ABSTRAKT

Fototoxicita muze zpusobit docasné i trvalé zmény na pokozce a je zpiisobena reakci
fototaktivnich latek s UV zarenim. Nékteré fotoaktivni latky se pouzivaji jako kosmetické
ingredience, a proto je nutné tyto latky testovat a legislativné fidit. Teoreticka ¢ast této prace
je zaméfend na fototoxicitu a jeji dopady na lidskou pokozku. Také se zabyva moznou
ochranou pted fototoxickou reakci a popsané jsou i samotné fototoxické latky. V ramci
praktické c¢asti byla stanovend fototoxicita vybranych esencialnich oleji a UV filtrt.
Testovani fototoxicity bylo provedeno s pouzitim mysich fibroblasti a vyhodnoceno pomoci

testu MTT.

Klic¢ova slova: fototoxicita, esencialni oleje, UV filtry, pokozka

ABSTRACT

Phototoxicity can cause temporary and permanent skin changes and is caused by interaction
of phototoxic substance and UV light. Some of the phototoxic substances can be used as
cosmetics ingrediences and therefore it is necessary to test photoactive materials and
legislatively manage them. The theoretical part of this thesis is dealing with photoxicity and
its effect on the human skin. Moreover, the possible protection against the phototoxicity and
some phototoxic substances is also decribed. Regarding the experimental part, the
phototoxicity of chosen essential oils and UV filtres was tested. Testing of the phototoxicity

was done by using mice fibroblasts and the evaluation was done by MTT test.

Keywords: phototoxicity, essential oils, UV filters, skin
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UvVOoD

Fototoxicita je definovana jako toxicka odpoved’ latky aplikované na kizi, ktera je vyvolana
vystavenim daného mista UV zafeni, nebo ktera vznika po ozateni kiize po systémovém
podani této latky. Jina definice fik4, Ze je to neimunologickd odpovéd’ kize po ozafeni

UV zéafenim (vznik dermatitidy) k fotoreaktivni latce [1].

Projevy fototoxicity jsou podobné jako pii poSkozeni kiize sluneCnim zafenim: erytém,
edém, vezikulace, pruritis apod., tyto pfiznaky se objevuji pouze na misté¢ vystaveném
UV zafeni, a to po n€kolika minutach az hodindch po expozici [2]. Z téchto divodu je
v zajmu nejen farmaceutickych a kosmetologickych firem, ale i samotnych spotiebiteld se
timto problémem zabyvat. Rozsah, vlastnosti a zptsob vzniku fototoxicity jsou ovlivnény
chemickou strukturou latek, dobou expozice UV zafenim a fyziologickym stavem kiize

a bung¢k, které jsou radiaci vystavovany apod. [2, 3].

Pro zjisténi fototoxického potencidlu latek se pouzivaji testy in silico, in vitro, in chemico a
test in vivo, ktery je ale pouzivan v mensi mife kvli etickym naleZitostem. Mezi doporucené
testy patii spektrdlni analyza UV zafeni (UV-visible spectral analysis),
zjisténi zivotaschopnosti bunék s vyuzitim barviva neutrdlni cervenn (3T3 Neutral Red
Uptake Phototoxicity test/3T3 NRU PT)a detekce reaktivnich oxygennich molekul
(ROS assay). V soucasnosti je fototoxicita prokdzand u mnoZzstvi ingredienci pouZivanych

v kosmetickém a farmaceutickém pramyslu [1].
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I. TEORETICKA CAST
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1 STAVBA KUZE

Lidska kize se sklada =ze tfi hlavnich vrstev: epidermis (pokozka), dermis
(Skéra) a panniculus (subkutanni tkan). Nejsvrchnéjsi vrstva epidermis je slozena
ze specifického usporadani bun¢k — keratinocytl, které syntetizuji keratin, coz je dlouhy
vlaknity protein s ochrannou funkci. Stfedni vrstva dermis je slozena hlavné z fibrilarniho
strukturalniho proteinu kolagenu a lezi na subkutanni vrstvé obsahujici tukové bunky, které
se nazyvaji lipocyty. Tloustka téchto vrstev se lisi podle jejich umisténi na lidském téle,
pticemz nejtenci je kize na o¢nich vickach (méné jak 0,1 mm) a nejtlustsi byva na dlanich

a chodidlech (asi 1,5 mm) [4].

1.1 Pokozka

Epidermis je nejsvrchnéjsi a neustale se obnovujici vrstva ktize, ktera se sklada prevazné
z keratinocytd a dendritickych bunék. Keratinocyty se li§i od dendritickych bunék tim,
ze obsahuji intracelularnich spojeni a velké mnozstvi barvitelné cytoplazmy. V epidermis se
také nachazi dalsi bunééné populace jako jsou melanocyty, Langerhansovy bunky
a Merkelovy bunky, nicméné keratinocyty tvoii vétSinu bunék. Podle morfologie a umisténi
keratinocytll v kiizi béhem jejich diferenciace na korneocyty se epidermis déli na ctyfi
vrstvy: horni zrohovatéld vrstva (stratum corneum), vrstva zrnitych bunck (stratum
granulosum), vrstva ostnitych bun¢k (stratum spinosum) nebo také squamozni vrstva
(stratum squanosum) a nejspodnéj$i bazalni vrstva (stratum basale/stratum germinativum).

Tyto vrstvy jsou pod mikroskopem zobrazeny na obrazku 1[4].
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V bazélni vrstvé se nachazi keratinocyty tvorici jedinou vrstvu a pftiléhajici jak k sobé,
tak k vySe pfilehlym squamoznim buitkdm skrze desmozomdalni spojeni. Dalsi
charakteristikou téchto buné¢k je s podlouhlé jadro a pfitomnost melaninu, ktery se do nich
dostal ze sousedicich melanocytti. Bazalni vrstva je hlavni misto mitoticky aktivnich bunék,
které déavaji vzniknout buitkdm vnéjSich epidermalnich vrstev. V bazalni vrstvé jsou
ptitomny také kmenové builky pokozky, které jsou klonogenni a za normdlnich podminek
je jejich bunéény cyklus velmi pomaly. Pii nepfiznivych podminkéach jako je naptiklad
poranéni kiize, se miiZze zvysit pocet neustale se obméiujicich bunék kiize, prave diky vyssi
stimulaci déleni kmenovych bunék. Cetnost déleni bunék muize také ovlivnit poikozeni

DNA, které miize zménit mechanismus jejich proliferace [4].

Obrazek 1: Vrstvy epidermis, dermis (DE), stratum

basale (SB), stratum spinosum (SS), stratum
granulosum (SG), stratum corneum (SC), méfitko
30um, [5]
Stratum spinosum je vrstva tlustd 5—10 bunék, pticemz jejich tvar, struktura a vnitini obsah
zélezi na jejich umisténi. V nejspodnéjsich vrstvach jsou tzv. suprabazalni spindzni buiky

polyhedralniho tvaru obsahujici kulaté jadro, zatimco buiiky ve vyssich vrstvach jsou vétsi,
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ploché a obsahuji lamelarni granula. Tyto granula jsou organely pfiléhajici k membrang a je
v nich mozné najit glykoproteiny, glykolipidy a fosfolipidy, volné steroly, dale také kyselé
hydroldzy jako protedzy, lipazy, fosfatazy a glykosidazy. Velké mnozstvi hydrolytickych
enzymu nachdzejicich se v granulich ukazuje na to, ze lamelarni granula mohou byt typem
lyzozomi. Mezibunééné prostory mezi spindznimi builkami jsou vyplnény znaénym
mnozstvim desmozomu, které zajiStuji spojeni mezi bunikami epidermis a odolavani
fyzickému stresu. Kolem jadra jsou v cytoplazmé bunék koncentricky organizovany
keratinova vlakna, které jsou jednim koncem pfipojeny k Gtvarim, kterymi se desmozom
pfipojuje k buikdm (k tzv. ,plakim®) a druhy konec blize k jadru zGstava volny.
Desmozomalni ,plaky* jsou slozeny zSesti polypeptidl, které se nachazi
1 na cytoplazmatické membrané bunck a hraji dileZitou roli pfi regulaci vapniku, ktery je
potiebny pro vznik a udrZzovani desmozomu. Dal§im typem spojeni bunék jsou tzv. t€sné
spoje (tight junctions) umoznujici fyziologickou bunécnou komunikaci, ktera je nezbytna
pro spravny bunéfny metabolismus, rist a diferenciaci. Tésné spoje a desmozomy

pod mikroskopem je moZné vidét na obrazku 2 [4].

Obrazek 2: Rez kizi zobrazujici tésné

spoje (TJ) a desmozomy (D), [6]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

Granularni vrstva je posledni vrstva obsahujici zivé buiky. Tloustka vrstvy je zavisla
na tloust’ce zrohovat€lé vrstvy — v mistech na téle, kde je zrohovatéla vrstva tenkd mize byt
granularni vrstva sloZzena z 1 az 3 vrstev bunék, zatimco na naptiklad na dlanich muaze byt
tato vrstva az desetkrat tlust§i. Granularni vrstva obsahuje zplostélé bunky
zodpovidaji za syntézu a modifikaci proteinii ucastnici se keratinizace a v jejich cytoplazmé
je mnozstvi keratohyalinnich granuli. Jsou to bazofilni granula, kterd jsou nezbytna
pii vzniku interfibrilarniho matrixu drzici vlakna keratinu u sebe a pii vzniku vldken
v korneocytech. V bunikach jsou pfitomny ve velkém mnozstvi i lyzozomalni enzymy,
protoze je zde pripravovano rozpousténi organel granularnich buné¢k, které¢ zde podstupuji

konec¢ny proces diferenciace na korneocyty [4].

Ve zrohovaté€lé vrstvé se nachazi korneocyty, které poskytuji kiizi mechanickou ochranu,
tvoti bariéru pted vstupem cizich latek do téla a zabranuji ztrat€ vody. Tyto bunky obsahuji
vysoké mnozstvi proteinti, malo lipidii a béhem terminalni diferenciace ztratili jadro, takze
jsou technicky povazovany za mrtvé. Jejich fyziologické a biologické vlastnosti zavisi
na jejich umisténi ve zrohovatélé vrstvé. Buiiky ve stiedni vrstvé maji vysokou schopnost
vazat vodu diky pfitomnosti aminokyselin v jejich cytoplazmé a buiiky v hlubsich vrstvach
jsou vice pfipojeny k sobé aoproti povrchové vrstvé vykazuji pfitomnost mnohych

intracelularnich spoja [4].

1.2 Skara

Rozhrani mezi epidermis a dermis je sloZeno z porovité bazalni membrany (basal lamina),
kterd umozZiluje vyménu bungk, tekutin a udrZuje obé vrstvy spojené. Tato membrana
obsahuje v nejvétsim mnoZstvi bazalni keratinocyty a v mensi mife také dermdlni
fibroblasty. Bazéalni bunky jsou pfipojeny k bazdlni membrané tzv. hemidesmozomy.
Spojeni mezi epidermis a dermis funguje jako opora pro epidermis, urcuje polaritu bunék
a smér jejich rastu, fidi organizaci cytoskeletu bazalnich bunék, vydava ristové signaly

a funguje jako semipermeabilni membrana mezi obéma vrstvami [4].

Dermis je integrovany systém fibrilarni, filamentdlni a amorfni mezibun&tné hmoty,
ve které se nachazi sit’ nervii, cév, vybézkl epidermis, fibroblasty, makrofagy a mastocyty.
Kwvtli riznym podnétim mohou do dermis vstupovat také krevni bunky jako jsou leukocyty,
lymfocyty a plazmatické bunky. Dermis také obsahuje v normalnim stavu malé mnoZstvi

mukopolysacharidu kyseliny hyaluronové, ktera se ale v dermis pti patologickych stavech
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kumuluje. Skara vytvaii objem kiiZe a jeji funkei je zajistovat ohebnost, pevnost v tahu
a elasticitu. Déle je diky ni té€lo chranéné proti mechanickému poskozeni, je schopna vézat
vodu a pomaha pfi termoregulaci. Dermis je v kontaktu s epidermis a spole¢né interaguji

pfi remodelaci a spravovani klize béhem procesu hojeni ran [4].

Hlavnim komponentem dermis je kolagen, coz je latka pattici do skupiny proteind s nejméné
patnacti typy v lidské kazi. Kolagen se mimo jiné také nachézi ve vazech a §lachach.
V dermis se vyskytuje hlavné kolagen I. Kolagenni vldkna odolavaji tahu a tlaku a neustéle

dochazi k jejich obméné diky degradaci proteolytickymi enzymy kolagendzami. [4].

Elasticka vldkna jsou strukturné¢ i chemicky odlisnd od kolagenu a jsou slozena
z proteinovych filament a elastinu. Tato vldkna zajiStuji elasticitu klize, ale na rezistenci
proti stresu a tahu se témét nepodili. Kolagenni vlakna, fibroblasty a elasticka vlakna jsou

zobrazeny na obrazku 3 [4].

Obrazek 3: Rez kiizi zobrazujici kolagenni vlakna
(Col), fibroblasty (FB), elastické vlakna (EF),
méfitko 0,25 pm, [5]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

1.3 Subkutanni tkan

V této vrstvé se vyskytuji tukové bunky lipocyty, které jsou oddéleny vldknitymi septy,
tvofenymi velkymi krevnimi cévami a kolagenem. Tuto vrstvu je mozné povazovat
za endokrinni organ a probihd zde hormonalni pfeména a produkce hormonu leptin, ktery se
podili na regulaci télesné vahy. Subkutanni tkan také funguje jako zasobarna energie a v ni

nachazejici se tukové buiiky se podili na termoregulaci [4].
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2 BUNECNE LINIE V KUZI

vvvvvv

buiky, Merkelovy buniky a mastocyty [4].

2.1 Keratinocyty

Jak jiz bylo zminéno vyse, epidermis je slozena pievazné z keratinocytli a dendritickych
bunck. Keratinocyty migruji z bazalni vrstvy na povrch klize a tento proces se nazyva
keratinizace. Keratinizace probihd ve dvou fazich, a to v syntetické a degradacni fazi.
V prvni fazi si buiika vytvofi cytoplazmatickou zasobu keratinu — fibrilarni intermedialni
filamentum, které je soucasti cytoskeletu. Svazky téchto keratinovych filament se sbihaji
a konéi na cytoplazmatické membrané, kde formuji intracelularni spoje — desmozomy.
V degradacni fazi dochazi ke ztraté bunécnych organel, obsah bunék je sjednocen do vladken
a amorfnich bunéénych obaltl a z buiiky se stdva korneocyt. Proces zrani bunék, ktery konci
jeji smrti, se nazyva termindalni diferenciace. Jak bunky postupuji k povrchu, desmozomy
v této vrstvé podstupuji proteolytickou degradaci a pomahaji k vylucovani korneocytii
béhem deskvamace. Migrace bunék do zrohovatélé vrstvy trva nejméné 14 dni a dalSich 14

dni poté trva, nez se buniky dostanou do nejzevnéjsi ¢asti epidermis [4].

2.2 Melanocyty

Melanocyty jsou buiiky obsahujici melanozomy, coZ jsou organely syntetizujici pigment
melanin z esencidlni aminokyseliny fenylalaninu. Melanocyty se nachazeji pod bazalni
vrstvou a jejich vybézky prostupuji bazalni bunky. Kazdy vybézek je ukotven v cytoplazmé
bazélni buiiky a ptendsi do ni melanozomy. Pocet a velikost melanozomi v keratinocytech
ur¢uje charakteristickou pigmentaci kize. Pisobenim UV zatenim dochazi ke zvySeni
produkce melanocytil a pfenos melanozomu. Pigmentaci také ovliviiuje geneticka vybava,

pohlavni hormony a melanocyty-stimulujici hormon z podvésku mozkového [7].

2.3 Langerhansovy bunky

Langerhansovy buniky jsou dendritické¢ buiiky podilejici se na imunitnich odpovédich
organismu a tvortici 2—8 % celkové bunétné populace v epidermis. Vyskytuji se pievazné
ve squamozni a granularni vrstvé, v mensSim mnoZstvi také v bazalni vrstv€. Langerhansovy

buniky maji schopnost rozpoznat antigen v epidermalni tkani, pfijmout ho endocytézou
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a vytvorit bunééné granula. Obsah téchto granuli putuje do lyzozomi obsahujici podobné
hydrolytické enzymy, jaké obsahuji makrofagy. V prvni fazi jejich Zivota pouze slabé
stimuluji T-bunky a spiSe rozpoznavaji a pfijimaji antigeny, zatimco v druhé fazi se stavaji
efektivnimi aktivatory T-bunék. Langerhansovy buiiky jsou spolu s melanocyty zobrazeny

na obrazku 4 [4].

Obrazek 4: Rez epidermis s Langerhansovymi buiikami

(LC) ve Stratum spinosum (SS) a s melanocyty (MC)
ve Stratum basale (SB), métitko — 20um, [5]

2.4 Merkelovy bunky

Mezi dal$i buiiky nachazejici se v kiizi, konkrétné v epidermis patii Merkelovy bunky. Tyto
buiiky jsou mechanoreceptory ptfipojené k bazalnim keratinocytim a nachazi se v prstech
(hlavné v koneccich prstll), ustech a ve vnéjSim obalu kotfene vlasového folikulu. Pouze
malou deformaci pfiléhajicich keratinocyti dochéazi ke stimulaci Merkelovych bunék,
které vylouci chemicky signal generujici ak¢ni potencial v pfiléhajicim aferentnim neuronu,

ktery ptenasi signal do mozku [4].

2.5 Mastocyty

Mastocyty jsou specializované sekre¢ni bunky vzniklé z kostni diené a distribuované
v pojivove tkani po celém téle. Nachazeji se ve velkém mnoZstvi nejen v dermis, ale také
v subkutanni tkéni, a to hlavné kolem krevnich cév. V normalni dermis jsou mastocyty
ovalného az vietenovitého tvaru s kulatym az ovalnym jadrem a nachdzejici se ve stiedu

bunky. Obsahuji mnozstvi bunécnych granuli obsahujici histamin, heparin, serin-proteinazy
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a urcité cytokininy a na povrchu bunck jsou umisténé glykoproteinové receptory
pro imunoglobulin E. Mastocyty se déli na typ I (mastocyty pojivové tkan¢€), ktery se
vykytuje ve Skafe a submukdze a na typ II (mukdzni mastocyty), ktery se nachézi ve strevech
a sliznici dychaciho ustroji. Mastocyty se v kiizi kumuluji, pokud dojde k abnormalni
proliferaci, migraci nebo pfi selhdni apoptozy, kdy vznikd mastocytéza. Mastocyty mohou
byt aktivovany diky alergenim nebo antigenim putsobicich prostiednictvim
vysoko afinitniho imunoglobulinu E, superoxidy, komplementarnimi proteiny, neuropeptidy
a lipoproteiny. Po aktivaci buniky produkuji histamin, leukotrieny, prostanoidy, protedzy a
dalsi cytokininy a chemokininy. Tyto medidtory mohou byt poté stézejni pii zahéjeni

zanétlivé reakce [4].
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3 MECHANISMUS FOTOTOXICITY

Fototoxicita vznika plsobenim slunecniho zafeni na fotoreaktivni latku. Energie zafeni
a mira jeho prostupu do kiiZe zaleZi na jeho vlnové délce. Cim je vinova délka zateni kratsi,
tim je jeho energie siln€jsi. Naopak, ¢im je vlnova délka zareni delsi, tim je zafeni schopno
hloubéji prostupovat do klize, protoze zareni s delsi vinovou délkou snadno piedava na jeho

trajektorii energii sousednim tkanim [8].

Hlavnim ptedpokladem pro fototoxicitu latek je jejich schopnost absorbovat slunecni zafeni
ve vlnové délce 290—700 nm. K fototoxicit¢ dochazi jak pti absorpci UVA zéieni (320—400)
nm, tak 1 UVB zafeni (290-320) nm. UVB je svétlo s nejkratsi vinovou délko, které dopada
na Zemi a je schopno asi 1000krat silngji poSkozovat DNA a zplsobovat spaleni klize nez
UVA. UVB zafeni ale prochdzi pouze do epidermis, zatimco UVA muze prochazet

az do subkutanni tkan¢ [8].

Podle prvniho fotochemického zakona (Grotthaustiv-Drapertiv zdkon) k fotochemické
reakci dochazi az pii dostateCné absorpci svételného kvanta. DalSim predpokladem
pro fototoxicitu latek je vykazovat absorpéni molarni koeficient! vétsi nez 10 mol/l [9].
Kazda fotoaktivni latka absorbuje pouze uréitou vinovou délku svétla, kterd se nazyva
absorp¢ni spektrum. Specifické vinové délky, které zplisobuji fotoaktivni reakci se nazyvaji
aktivni spektrum, tim padem je aktivni spektrum obsaZeno v absorpénim spektru dané

chemikalie [10].

Po absorpci svételné energie dochazi k excitaci molekuly. Pfi tomto procesu muze dojit
ke ztraté energie dané molekuly, a to fluorescenci nebo fosforescenci [10]. Pfi fluorescenci
1 fosforescenci dochdzi k vyzareni svétla zexcitované molekuly po absorpci
elektromagnetického zafeni. U fluorescence nedochazi pii tomto procesu ke zméné
elektronového spinu, zatimco u fosforescence ke zméné elektronového spinu dochazi.
V jiném ptipadé mulze dojit ke zmeéné struktury molekuly, reakci molekuly s okolim
nebo ke vzniku reaktivnich kyslikovych molekul. Tyto neradia¢ni procesy jsou hlavnim
diivodem pro vznik fototoxicity, ke které dochazi mechanismem piimym nebo nepiimym.

Mechanismus fototoxicity je graficky zndzornén na obrazku 5 [11].

! Absorpéni molarni koeficient je konstanta vyjadfujici schopnosti latky absorbovat

elektromagnetické zareni, ktera je vztazena na urcitou latku o dané koncentraci.
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Ptimy mechanismus — excitovand molekula reaguje pfimo s ostatnimi latkami,
které jsou obsazené v dané topicky aplikované nebo pozité latce, s kyslikem nebo
jinymi molekulami vyskytujicimi se v tkdnich, coz miize zptisobovat poskozeni

DNA, ztratu funkce proteini nebo smrt bun¢k [8].

Neptimy mechanismus — dochazi k produkci dalsich reaktivnich molekul, které
vznikaji, kdyz se excitovand latka vraci do zékladniho stavu. Mezi tyto molekuly se
fadi hlavné tzv. ROS (reaktivni oxygenni molekuly, reactive oxygen species) mezi
néz patii: Oz, H202, 027!, OH, které mohou také zplisobovat jiz zminéné poskozeni
DNA, ztratu funkce proteini nebo smrt bunck. Po systémovém podani chemické

latky mtze dochazet diky ROS 1 k oxidaci dané chemikalie, nejcastéji 1éCiva [8].

fororeaktivni
latka

UV radiace
’ Excitovany stav

l
I |

MNepfimé plsoheni

Al ——
fluorescence

Pfimé pOsobeni

| | |
Pfenos Vznik volnych Reakce
energie radikali excitovans
| O Eastice pfimo =
0: kyslikem nebo
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Singletovy Superoxid n'Iu:uIEku_Iamlla_
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Obrazek 5: Schéma mechanismu fototoxicity, [8]
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4 PROJEVY FOTOTOXICITY

Lokace fototoxickych reakcich zalezi na fyziochemickych vlastnostech daného
fototoxického ¢inidla. Lokaln¢ aplikované latky diky jejich nejvétsi koncentraci v epidermis
poskozuji nejcastéji keratinocyty, zatimco systémoveé podavané latky zplsobuji nejvetsi
Skodu v dermis, a to konkrétné¢ u mastocytii a endotelovych bunék. Hydrofilni latka nici
hlavné bunécné membrany, zatimco lipofilni latka se dostava dovnitf buiikky a mize poskodit
bunécéné organely jako jsou napi. lysosomy, mitochondrie nebo jadro. Poskozeni bunék
zpisobuje uvolnéni mediatort, které vyvolavaji zanétlivou reakci. Mezi tyto medidtory patii
eikosanoidy, histamin a komplement. V erytému vzniklém po expozici UVB zafenim byly
detekovany cytokininy jako je interleukin-1, interleukin-6 a nddorovy nekroticky faktor a,
které se mohou ucastnit fototoxické reakce zptisobené chemikaliemi nebo 1é¢ivy, nicméné

pro vétSinu latek chybi experimentélni potvrzeni této mySlenky [13].

Projevy fototoxicity lze rozd¢lit na akutni, subakutni a pozdni nebo opozdéné [14].

4.1 Akutni projevy

Mezi akutni projevy fototoxicity, coz jsou projevy, které vznikaji kratce po ozafeni, patii
pfesné vymezeny akutni erytém nebo edém doprovdzeny palenim, ktery je zobrazen
na obrazku 6. Po delsi dobé, konkrétné 12-24 hodin po expozici mize dojit ke vzniku
puchyiti a dale dokonce k hyperpigmentaci. Projevy fototoxicity jsou podobné jako
po spéleni slunecnim zafenim a byvaji doprovazeny i systematickymi symptomy jako je

napt. horecka [14].

Obrazek 6: Projev akutni

fototoxicity, [14]
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4.2 Subakutni projevy

Mezi subakutni ptiznaky, které se projevuji dny nebo tydny po expozici nebo akutné pouze

ziidka se tadi: pseudoporpfyrie, fotoonycholyza a dyschromie [14].

Pseudoporfirie je reakce vyznacujici se chronickou kiehkosti kiize, vznikem puchyit
a vyjimecné 1 vznikem milii v pozdé€j$im stadiu [14].

Fotoonycholyza se projevuje ptilmési¢itou onocholyzou? jednoho nebo vice nehtti 2-3 tydny
po expozici a jeji vizudlni projev je zobrazen na obrazku 7. Onocholyza je zptisobena vice
faktory: nehtové ldzko neni ni¢im chranéno pied slunecnim zafenim, obsahuje méné
melaninu nez kliZze, samotny nehet mize slune¢ni zatreni odrazet a zanétliva reakce zplisobi

odlouceni nehtu z nehtového lizka [14].

Obrazek 7: Fotoonocholyza, [14]

Dyschromie je hyperpigmentace, kterd Casto vznikd diky rezidualni hyperpigmentaci
zpisobené zvysenou aktivitou nebo poctem melanocytli. Hlavnim diivodem dyschromie je
nahromadéni chemikalii nebo jejich metabolitlh v dermis. Projevuje se zlatohnédym, Sedym
nebo namodralym zbarvenim kuze, ktera byla vystavena slune¢nimu zafeni u malého
procenta lidi s nizkym fototypem. Na rozdil od hyperpigmentace zptisobené zvySenou
aktivitou nebo poctem melanocytli se dyschromie projevuje pozdé€ji a pigmentace kiize

pretrvava déle [14].

2 Onocholyza je bezbolestné odlouceni nehtové ploténky od ltzka.
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4.3 Pozdni a opozdéné projevy

Mezi pozdni a opozdéné ptiznaky fototoxicity se fadi lupus erythematodes. Pfi tomto
autoimunitnim onemocnéni dochdzi ke vzniku prstencovych 1€zi v oblastech obliceje, krku,
horniho hrudniku nékolik tydnii az mésich po vystaveni slunecnimu zafeni,
a to u subakutniho lupusu. V krajnich pfipadech miizou vzniknout chronické 1éze na obliceji

nebo krku [14].

Mezi dal$i pozdni projevy patii chronicka aktinickd dermatitida, kterou nejcastéji trpi starsi
muzi. Projevuje se jako ekzém nebo castéji jako dlouhotrvajici chronicky ekzém
doprovéazeny hnédosedou hyperpigmentaci, edémem a lichenifikaci®, které jsou zobrazeny
na obrazku 8. Léze se objevuji na mistech vystavenych sluneénimu zéafeni a dalSim
vystavenim UV zafenim dochazi k jejich zhorSeni. Timto onemocnénim trpi lidé s extrémni

fotocitlivosti, ¢asto zpiisobenou piedchozi dermatitidou [14].

Je prokéazana souvislost mezi vnitiné podanymi fotoaktivnimi latkami a zvySenym vyskytem
aktinické keratdzy, nemelanomové rakoviny ktize ¢i maligniho melanomu. Fototoxické
latky mohou také podporovat starnuti kiize zplisobené slunecnim zafenim, tzv. photoaging

[14].

Obrazek 8: Lichenifikace a

hyperpigmentace clovéka s chronickou

aktinickou dermatitidou, [14]

3 Lichenifikace — zhrubéni kiize



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

5 LECBA FOTOTOXICITY

Lécba projevu fototoxicity vzniklych po topicky aplikovanych latkach zéalezi na rozsahu

a druhu poskozeni kaze [15].

Pti vzniku akutnich fototoxickych reakci je nutné ihned ptestat pouzivat fototoxické 1é¢iva
a kosmetiku [16]. Ke zmirnéni pfiznakl, které se jevi jako spaleni od slunce staci
30 % povrchu téla, je doporuceno pfijmout pacienta na popaleninové oddéleni nemocnice,
kde poté dochazi k chlazeni akutniho poskozeni kiize a pomoci topické aplikace
kortikosteroidd je mozné zmirnit projevy. Pokud vzniknou zédvazné zénétlivé 1éze je nutna
1é¢ba zalozena na vnitinim uzivanim kortikosteroidu. V piipadé risku bakterialni infekce se

podavaji antibiotika [15].

Konkrétni pretrvavajici pozdni a opozdéné projevy se poté fesi individualné a podle typu

problému bud’ kosmetickym nebo 1ékaiskym zplisobem [17].

Béhem celé 1écby je nutné pouzivat fotoprotekci jako je fotoprotektivni obleceni (textil ma
pouze omezenou ochranu proti UVA zéfeni a je nutné brat na ohled jeho typ, tloustku,
poréznost a barvu), slunecni bryle, pouzivani krému s vysokym SPF faktorem a ochranou

proti UVA zafeni a také je nutné se vyhybat ptimému slunci [15].
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6 FOTOALERGIE

Podobné projevy jako fototoxicita ma 1 fotoalergie. Fotoalergie je definovana jako
hypersenzitivni reakce zprostfedkovanad pomoci T-bunck k alergenu, ktery se zformoval

pfi expozici UV zafenim [14].

Na rozdil od fototoxicity, fotoalergie se vyskytuje pouze u omezené¢ho poctu lidi, k jejimu
projeveni sta¢i malad davka UV zafeni a ptiznaky se objevuji az po dlouhé dobg,
ale i na mistech, které nebyly zéafeni vystaveny. Typickymi ptiznaky fotoalergie je ekzém
a erytém, ty ale neovliviiuje mnozstvi fotoaktivni latky. Fotoalergie se neobjevuje po prvnim
kontaktu s fotoaktivni latkou jako fototoxicita, ale pro reakci je potieba piechozi
senzibilizace danou substanci. Rozdily mezi fototoxicitou a fotoalergii jsou zobrazeny

v tabulce 1 [14].

I ptes znacné rozdily obou reakei existuji latky, které je mohou vyvolavat ob¢. Fotoalergeny
mohou byt fotoaktivni molekuly s vlastni fototoxicitou, ktera miiZze iniciovat samotnou

senzibilizaci [14].

Tabulka 1: Rozdily mezi fototoxicitou a fotoalergii, [14]

FOTOTOXICITA FOTOALERGIE
CETNOST VYSKYTU Vysoka Nizka
PRITOMNOST LATENTNI Ne Ao
PERIODY
Dz:sVKA,UV ,
ZARENI/FOTOSENZITIVNI | Vysoka Nizka
LATKY
POSTIZENI ZAKRYTYCH N .
OBLASTI © 0
REZIDUALNI A .
HYPERPIGMENTACE no ©
LECBA Rychla Mozne Op"‘}‘ova.m’

perzistentni projevy
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7 TESTOVANI FOTOTOXICITY

Vetejnost se o fotoreaktivni latky zacala zajimat, kdyz se u zdkazniku a pacientli zacaly
vyskytovat projevy fototoxicity v diisledku vyssi intenzity UV zateni, které dopadalo na zem
kvtli poSkozeni ozonové vrstvy. Produkty zanechavaly u zdkaznikll negativni dojem
a farmaceutické a kosmetické firmy méli problém predpovédét nebo se vyhnout
fototoxickym latkam, protoze neexistovali normy a ustalené testy. Kolem roku 2000 byly
ustanoveny regulatornimi spoleénostmi: FDA — Food and Drug Administration (Utad pro
kontrolu potravin a 1éCiv), European Medicines Agency (Evropskd 1ékova agentura)
a OECD — Organization for Economic Cooperation and Development (Organizace pro
hospodarskou organizaci a rozvoj) normy a navody pro testovani fototoxicity [3]. Od roku
2000 je také zakazano in vivo pro akutni fototoxicitu u zvirat. V dal$ich letech byly postupné

vyvinuty dalsi testy a postupy [1].

7.1 Invivo

Pro testovani in vivo se pouzivaji laboratorni zvitata jako je mys nebo morce. Zvifatim je
topicky nebo systémoveé aplikovana testovana latka a jsou vystaveny urcité davee UV zareni
(10 J/m? pro morée a 20 J/cm? pro my%). Vnikly edém a erytém se béhem 72 hodin
pozorovani hodnoti ¢islem 0—4, hodnoceni se pro kazdé zvife zprimeruje a tento primér se
nazyva iritacni index. Index fototoxicity se poté spocita jako odecet iritacniho indexu pred
ozatreni od iritatniho indexu po ozafeni zvifete. Pokud index fototoxicity piekroc¢i hodnotu
0,6, tak se testovana latka povazuje za potencialné fototoxickou. Tyto testy dobte zobrazuji
patofyziologické procesy fototoxicity, které jsou podobné u lidi, ale faktory jako vysoka
cena testll, dlouha doba trvani testu a stale vétsi zajem vetejnosti o etiku a wellfare zvirat
zpisobuji ustup od téchto testt [8].

Jako in vivo se také pouziva lidsky photopatch test a pfi tomto testu se stanovuje
tzv. minimalni davka zpusobujici erytém (MED — minimal erythema dose) na lidskych
dobrovolnicich. Tento test mtize byt pouzit pouze po zhodnoceni rizika po provedeni in vitro

testll a s dodrzovanim vSech etickych zasad [1].

7.2 In vitro

Pro svou vysokou specificitu a selektivitu je povazovan a doporu¢en podle normy OECD

¢. 432 jako hlavni in vitro test a jako alternativa pro in vivo testy test 3T3 Neutral Red Uptake
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Photoxicity test (3T3 NRU PT) a pokud latka neni povazovana za fototoxickou, tak je
to vétSinou jediny pozadovany test [1]. Tento test byl vyvinut jako alternativni metoda pro
in vivo testy fototoxicity a ptedlozen organizaci ECVAM — European Centre for the
Validation of Alternative Methods (Evropské centrum pro validizaci alternativnich metod)
a organizaci COLIPA — European Cosmetics, Toiletry and Perfumery Association (Evropska
kosmetickd a parfuméiska asociace) organizaci OECD [15]. Principem je srovnani
cytotoxicity vybrané chemikalie, kterd je testovdna v pfitomnosti a absenci necytotoxické
davky simulovaného UV zéfeni. Cytotoxicita je poté vyjadiena jako redukce vychytaného
barviva Neutral red butikami. Tato redukce se méti 24 hodin po pfidani chemikalie a ozatreni.
Neutral red je slabé kationické barvivo, které snadno prostupuje bunécné
membrany a intraceluldrné se akumuluje v lyzozomech. Zmény na bunéném povrchu
a na citlivé lizozomalni membrané vedou ke kiehkosti lyzozomi a dal§im zménam, které se
postupné stanou nevratnymi. Takové zmény zplsobuji snizeni vazani barviva na buiiku,
a tudiz je mozné od sebe rozlisit Zivé, poSkozené nebo mrtvé buiky [9]. Pro tento test se
pouziva bunétnd linie BALB/3T3 zobrazena na obrazku 9, coZ jsou fibroblasty ziskané
z embrya mySi domaci starého 14 aZ 17 dni. BALB/3T3 byly vyvinuty jako jedna z mnoha
linii v roce 1968, linie je hypotetraploidni a vétSina buné€k této linie obsahuje telocentrické

nebo akrocentrické chromozomy [9].

Obrazek 9: Vlevo: nizka hustota bunék BALB/3T3,
vpravo: vysoka hustota bunek BALB/3T3, métitko
100pm, [19]
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Test 3T3 NRU PT bohuzel ¢asto poskytuje falesné pozitivni vysledky a zavéry z téchto
zkousek ne vzdy odrazeji dalsi typy in vitro risku fototoxicity jako je fotogenotoxicita,
fotoalergie nebo in vivo fototoxicity. Z toho diivodu jsou vyvinuty dalsi testy a metody, které
mohou jinym zptisobem zhodnotit fototoxicitu. Mezi né patii i ROS assay — test detekce
reaktivnich oxygennich molekul. Detekce vzniklych molekul singletového kysliku probiha
spektrofotometrickym métfenim béleného p-nitrosomethylanilinu a naslednym snizenim
jeho absorbance. Detekce vzniklych molekul superperoxidového aniontu je urcena
pozorovanim redukce latky nitroblue tetrazolia. Test ROS je urcen pro latky spliiujici urcita

kritéria jako je specificka rozpustnost a dalsi [18].

Mezi dalsi in vitro pouzivané testy se fadi test hemolyzy erytrocytd. Bunééné membrany
jsou velmi citlivé na fotochemicky vzniklé ROS, tim padem dochazi k poskozeni bun&k
a k hemolyze, jejiz mnoZstvim (konkrétné méfenim optické hustoty latky) lze poté urcit

fotochemicky potencial testované latky [8].

Pro testovani se také pouzivaji rekonstruované 3D modely lidské ktize, které se diky své
bariérové funkci podobaji lidské epidermis, nicméné jsou vyuzivany spise jako dodate¢né
testy pro oveéfovani vysledkl z testu 3T3 NRU PT nebo pokud z n&jakych diivodl neni
mozné pro danou latku test 3T3 NRU PT vyuzit [1]. Princip testu je podobny jako 3T3 NRU
PT test, kdy se testuje Zivotnost tkané pii pfitomnosti a neptitomnosti UV zateni po ptidani

konkrétni latky [8].

7.3 In chemico

Za test in chemico 1ze povaZovat jiz vySe zminény test ROS. Déle je mezi testy in chemico
pro fototoxicitu mozné fadit test, kdy je pozorovano poSkozeni DNA. V tomto testu je pouZit
plazmid, ktery je rozpustén v pufru s testovanou latkou. Smés je poté ozarena UV zafenim
a vzorky jsou podrobeny elektroforéze. Diky technologii zaloZené na fluorescenci je uréeno
mnozstvi poSkozenych DNA fetézcil, které zavisi na testované latce a ddvce ozafeni. Tento
test nevyzaduje zivé bunky ¢i tkan a pfi testovani fototoxicity miize zvysit variabilitu
vysledki. Tyto metody jsou ale limitované pro nedostatek aktivniho metabolismu,
nemoznost pouzit ve vod¢ nerozpustné latky a neschopnost testu predpovedét
fotogenotoxicitu, fotoalergii nebo fotokarcigenocitu. Tento test je tedy limitovany pouze pro

posouzeni nebezpeci a risku, ne pro piesné urceni fototoxického potencialu [8].
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8 FOTOTOXICITA A KOSMETIKA

8.1 Legislativa

V Evropskeé unii jsou kosmetické ptipravky a ingredience v nich obsazené kontrolovany dle
Natizeni evropského parlamentu a rady (ES) ¢. 1223/2009 ze dne 30. listopadu
o kosmetickych piipravcich. V tomto nafizeni je mimo jiné seznam latek povolenych
k pouziti do kosmetickych ptipravkil véetné jejich ndzvu podle spole¢né nomenklatury,
maximalni povolené koncentrace v piipravku pfipraveném k pouziti, podminky pouziti

a upozornéni [20].

Pokyny o bezpec¢nosti kosmetickych pfipravki a ingredienci jsou zakotveny v Pokynech
k priloze I Natizeni (ES) ¢. 1223/2009 o zpravé o bezpecnosti kosmetického ptipravku.
Konktrétné fototoxicita je zafazena mezi cilové parametry, které mohou byt relevantni pro
toxikologicky profil. Toxikologicky profil se urCuje pomoci stanoveni nebezpeci

a charakterizace odezvy na urcitou davku latky [21].

Po dodéni veskerych informaci potfebnych k provedeni posouzeni bezpecnosti jednotlivych
latek, smési a konec¢ného piipravku jako je napt. kvalitativni a kvantitativni slozeni
kosmetického ptipravku, fyzikdlni a chemické vlastnosti, stabilita, mikrobiologicka kvalita,
toxikologicky profil latek atd. mize posuzovatel bezpecnosti slozeni piipravku pfijmout,
odmitnout nebo pfijmout za urcitych podminek. Posuzovatel bezpe¢nosti musi byt odbornik
s potfebnymi znalostmi a odbornymi védomostmi k tomu, aby vypracoval pfesné posouzeni
bezpecnosti, a to v souladu s kvalifikaénimi pozadavky uvedenymi v ¢l. 10 odst. 2 nafizeni
(ES) ¢. 1223/2009. Piipravek, ktery neni v souladu s nafizenim (ES) ¢. 1223/2009 musi byt

odmitnut a nesmi byt uveden na trh [21].

Organizace odpovédna za kontrolu kosmetickych piipravki v USA je Utad pro kontrolu
potravin a 1é¢iv FDA, ale Federalni zdkon o potravinach, 1é¢ivech a kosmetiky nepozaduje
schvaleni produktti FDA ptedtim, nez jsou vpustény na trh s vyjimkou piidavnych barviv,
které nejsou urceny jako vlasova barviva z uhelného dehtu. Vyrobky a ingredience musi byt
nicméné pro zdkazniky bezpecné a sami vyrobci nesou za bezpecnost produktii pravni

zodpovédnost [22].
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8.2 UV filtry

UV filtry jsou chemické latky vyuzivané jako ochrana kize proti slunecnimu zafeni
v pripravcich nejen na opalovani. V kosmetice zabrainuji degradaci produkti slunecnim
zafenim a tim padem zvySuji jejich dobu trvanlivosti, dale se ptidavaji jako aditiva do plastt,
obleceni Ci pracich praska. UV filtry se podle zplsobu ochrany déli na anorganické

a organické [1].

Organické UV filtry, jsou lipofilni latky, které pii expozici UV zafenim zméni svoji
chemickou strukturu, absorbuji UV zéfeni a preméiuji ho na teplo. Z chemického hlediska
jsou to nejcastéji aromatické latky schopné odstépit nebo pfijmout elektron, coz je
znazornéno na obrazku 10 a 11, kde je zobrazen strukturni vzorec avobenzonu a kyseliny

p-aminobenzoové. Podle druhu absorbovaného UV zafeni se d¢€li na:

e UVA filtry — avobenzon, methyl anthranilat, tris-bifenyl triazin

e UVB filtry — 3-benzylidyn kamphor, 4-methylbenzylidyn kamphor, kyselina
benzylidyn-kamphor sulfonovd, PABA — kyselina 4-aminobenzoovd, salicylaty
(homosalat), cinnamaty (izoamyl p-methoxycinamat,ethylhexyl methoxycinnamat),
polysilikon-15,0ktokrylen

e UVA i UVB filtry — benzofenon 3,4,5 [12]

O O

Obrazek 10: Strukturni vzorec avobenzonu

Vyse zminéné latky jsou ptiklady UV filtri povolenych v Evropské unii k pouziti
do kosmetickych ptipravkll v rtizné koncentraci k datu 11.4.2020. Dnesni kosmetické
ptipravky obsahuji alespont dva UV filtry, a to vzdy jeden UVA a UVB filtr, zkombinované
tak, aby jejich synergicky efekt zplisoboval maximalni ochranu proti UV zafeni a aby byly

pfipravky fotostabilni. Reaktivni meziprodukty fotonestabilniho UV filtru, které jsou
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v piimém kontaktu skuzi, se mohou chovat jako foto-oxidanty nebo zplsobovat

fototoxickou a fotoalergickou reakci [1].

Fototoxicita byla prokdzana pii in vitro testu 3T3 NRU PT a u 3D modelu lidské kuze
u avobenzonu [1]. Nejvyssi povolend koncentrace avobenzonu v piipravku piipraveného

k pouziti v EU je 5 % [20].

OH

H,N

2

Obrazek 11: Strukturni vzorec kyseliny p-aminobenzoové

Anorganické UV filtry rozptyluji nebo odrazeji zaroveit UVA 1 UVB zafeni a k absorpci
dochdzi pouze v malém mnozstvi [12]. Mezi povolené anorganické UV filtry v Evropskeé

unii se fadi oxid titani€ity a oxid zinec¢naty vcetné jejich nano forem [20].

Fototoxicita byla prokazana u oxidu titani¢itého pii testu na lidskych keratinocytech
po osviceni UV zafenim, béhem néhoZ doslo ke generaci ROS, které zplsobili poskozeni
bun&k. Nejvétsi poskozeni vyvolaly &astice mensi nez 25 nm. Cim v&tsi astice byly, tim
mensi poSkozeni vyvolaly. Testovany byly také dvé formy oxidu titani¢itého: rutil a anatas.
Testy na modifikaci rutil, kterd se Casto vyuziva jako tzv. titanova béloba, prokazaly mensi
fototoxicitu nez minerdlni forma oxidu titani¢itého anatas [23]. Nejvy$$i povolena
koncentrace oxidu titani¢itého obou forem v ptipravku ptipraveného k pouziti v EU je 25 %.
Pti pouziti nano formy jsou povoleny ¢astice pouze splitujici tyto podminky: sttedni velikost
¢asti musi byt >30nm, Cistota nanocastic musi byt >99 %, modifikace musi byt rutil nebo

rutil s obsahem nejvyse 5 % anatasu a dalsi [20].
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8.3 Antioxidanty

Mezi latky, které chrani pokozku pfe UV zafenim Ize fadit také antioxidanty. Antioxidanty
jsou latky, které jiz v nizkych koncentracich zabranuji nebo zpomaluji oxidaci biologicky
relevantnich molekul bud’ specifickym potlacovanim volnych radikali nebo chelataci

redoxnich kovi [24].

Do antioxidantl, které se pouzivaji hlavné v pfipravcich proti starnuti, patfi derivaty
vitamind A, C a E. Mezi derivaty vitaminu A patii vitamin A palmitat neboli retinyl palmitat,
ktery se pfidava do kosmetiky pro jeho zvlaciujici ucinky na pokozku a plisobeni proti
abnormalni keratinizaci pokozky. Jeho dalsi vlastnosti je schopnost absorpce UV zafeni
vlnové délky 300-350 nm s maximalni absorpci vinové délky 325 nm, takze muze byt
pouzivan jako slaby UV filtr. Pfes vSechny jeho vyuziti a vyhody bylo prokdzana jeho
schopnost generovat ROS po expozici UV zafenim a v kombinaci s vySe zminénym
avobenzonem fototoxicitu avobenzonu zvySoval. Z téchto divodi je =zafazen
FDA a Narodnim toxikologickym programem (NTP — National toxicology program) jako
hlavni latka pro studium fototoxicity a fotokarcinogenity [1]. V Evrpské unii neni pouziti

vitaminu A ani jeho derivati v kosmetickych ptipravcich legislativné omezeno [20].

8.4 [Esencialni oleje

Esenciélni oleje nemaji pfesnou kosmetickou definici, nicméné European Pharmacopoeia
(Organizace pro kontrolu kvality 1é¢iv) si osvojila definici podobnou, kterd vydala
Mezinarodni organizace pro standardizaci pro aromatické piirodni ingredience. Jsou
to vonné produkty vétSinou s komplexnim slozenim, ziskané z botanicky definovaného
Cerstvého rostlinného materidlu destilaci parou, suchou destilaci nebo vhodnym
mechanickym procesem bez zahtivani. Esencialni oleje jsou vétSinou oddéleny z vodné faze

fyzikalnim procesem, ktery vyrazné neovliviiyje jejich sloZeni [26].

Esencidlni oleje jsou chemikalie Casto vyuzivané nejenom v kosmetice, pficemz latky, které
mohou zpiisobovat fototoxicitu obsahuji Celedé: Routovité (Rutaceae), Mitikovité
(Apiaceae), Hvézdnicovité (Asteraceae) a MoruSovnikovité (Moraceae). Esencialni oleje
rostlin z téchto ¢eledi obsahuji bohaté spektrum latek vcetné tzv. kumarint a do této skupiny

patficich furokumarind, které jsou intenzivné studovany jako fotoreaktivni latky [15].
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8.4.1 Kumariny

Kumariny jsou fenolické latky nachdzejici se v rostlinach, které vznikly spojenim
benzenovych a a-pyronovych jader. Rostliny kumariny nejspiSe syntetizuji jako jejich
chemickou obranu proti predatorim a bakteriim. Nekteré studie navrhuji, ze slouzi jako
rustové regulatory nebo jsou pouze odpadnimi produkty, nicméné jejich funkce jesté nebyla
zcela pochopena [15]. Vyskytujici se v celé Casti rostliny, ale jejich nejvyssi koncentrace je
v ovocnych plodech a jejich pfitomnost miize byt ovlivnéna podminkami prostiedi
azménami roc¢niho obdobi. Mnozstvi kumarini v esencialnich olejich zalezi také
na zpusobu vyroby oleje (v mensi mife se nachazeji u destilovanych oleji nez naptiklad

u olejl lisovanych za studena) nebo na zptisobu skladovani [15].

Furokumariny jsou typem kumarinti charakterizované plochymi polycyklickymi
molekulami, coz je zndzornéno na obrazku 12, kde je zobrazen strukturni vzorec psoralenu.
Pti ozateni UV zafenim dojde k jejich fotoaktivaci a stavaji se vysoce reaktivni vii¢i uritym
castem buiiky jako jsou proteiny a nukleové kyseliny, kde formuji komplexy mezi pary bazi.
Mezi fotoaktivni furokumariny patii psoralen, 8-methoxypsoralen (8-MOP, xantotoxin)
a 5-methoxypsoralen (5-MOP, bergapten). angelicin (isoproralen), citropten, bergamottin,

herniarin a dalsi [15].

~

Obrazek 12: Strukturni vzorec psoralenu

Psoraleny jsou schopny zptsobovat fotomodifikace riznych molekul. Na rozdil od jinych
fotoaktivnich latek, psoraleny primarné ptisobi na DNA a zptisob interakce lze rozdélit
na dvé faze. Nejprve neozafeny psoralen v zakladnim stavu piejde do duplexu nukleové
kyseliny, po ozateni UVA zéafenim dojde k excitaci psoralenovych molekul a vytvofi se
psoralen-DNA adukty s pyrimidinovymi bazemi, a to hlavné s thyminem, ale i s cytosinem
a uracilem. Toto poSkozeni DNA zplsobuje dalsi problémy jako je mutagenita a rakovina

kize [15].
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V evropské unii je pouziti furokumarint s vyjimkou jejich ptirozeného obsahu v pouzitych
pfirodnich esencich zakdzéno. V piipravcich na ochranu proti slunecnimu zafeni

a v pripravcich pro zhnédnuti klize musi byt obsah furokumarintt mensi néz 1 mg/kg [20].

Furokumariny nejsou jediné latky v rostlindich zodpovédné za fototoxicitu. Mezi mozné

fotoaktivni 1 latky patii naptiklad i sekunddrni metabolit rostlin a-terthienyl [15].

8.4.2 Bergamotovy olej

Esencialni olej z bergamotu (Citrus bergamia) je v kosmetice Casto pouzivana ingredience
jako vonna latka. Tento olej pfirozen€ obsahuje fotoaktivni furokumariny jako je bergapten

a 5 a 8-methoxypsoralen [15].

Bylo provedeno nékolik studii, jejichz vysledky prokazovali fototoxicitu u bergamotového
oleje. Fototoxicita byla prokdzana naptiklad pfi in vitro testu fotohemolyzy, kdy byla
pouzita suspenze lidskych erytrocytl. Suspenze obsahujici testovanou latku byla ozatrena
zdrojem obsahujici UVA i UVB zéfeni. Vysledky studie ukazovali, ze bergamotovy olej
indukoval po ozafeni UV A zéieni fotohemolyzu. Kromé tohoto oleje fotohemolyzu ve studii

zpisobovali také olej limetovy, pomerancovy a citronovy [28].

Prokazana fototoxicita toho oleje vedla k zdkazu jeho pouzivani do kosmetickych ptipravkil
nebo 1€Civ pro topické pouziti. Aby byla zajiSténa bezpe€nost, bylo navrZzeno odstranéni
bergamotu a dalSich fototoxickych latek z tohoto oleje destilaci. Vysledkem je pouzivani
tzv. furocoumarin-free (bez furokumarinil) nebo bergapten-free (bez bergaptenu) oleji. Déle
IFRA — International Fragnance Association (Mezinarodni organizace pro parfémy) navrhla
maximalni koncentraci 0,4 % oleje pro leave-on kosmetické piipravky pro pouziti na kizi.
I ptes bezpecnostni opatfeni zlistava bergamotovy olej potencidlnim nebezpecim pii pouziti

v aromaterapii, kde mize dojit k expozici aerosolizovaného oleje [15].

8.4.3 Dalsi esenicalni oleje

Jak uz bylo vySe zminéno mezi fototoxické oleje se tadi i olej citronovy, limetovy
a pomerancovy. V citronovém oleji, ktery se ziskava z ploda citrusu limonového (Citrus
limon) byla ve studii prokézdna ptitomnost fototoxického bergaptenu a oxypeucedaninu.
Nicméné oxypeucedanin vykazoval pouze ctvrtinvou fototoxicitu oproti bergaptenu.
Koncentrace téchto furokumarini v oleji se také lisila v zavislosti na geografické poloze,

kde byly plody sklizeny [15].
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Olej z limety (Citrus aurantifolia) obsahuje ve slupce a v duziné ovoce kumariny schopné
vyvolavat fototoxicitu jako je limettin, bergapten, isopimpinellin, xanthotoxin a psoralen,
pricemz limettinu obsahuje nejvice a psoralenu nejméné a jejich mnozstvi se 1isi podle toho,

jestli jde o limetu perskou nebo mexickou [30].

Pomerancovy olej se ziskava ze slupky pomerancovniku ¢inského (Citrus sinensis). Z vice
jak 90 % je sloZen z d-limonenu. Pfi testech na mySich fibroblastech bylo pouzita mala
koncentrace oleje — niz$i nez 0,0464 % obj. %, a i pfi této nizké koncentraci byl olej

povazovan za fototoxicky [31].

V esencialni oleji andéliky 1ékatské (Angelica Archangelica) se nachazeji fototoxické
furokumariny jako je 5- a 8-methoxypsoralen. Nicmén¢ do tohoto data nebyla provedena

studie presné dokazujici fototoxicitu tohoto oleje [15].

Ttezalka teckovana (Hypericum perforatum) se vyuziva pro produkci tfezalkového oleje,
ze kterého je mozné dale destilovat esencidlni olej. Esencidlni olej se miize topicky aplikovat
Cisté formé nebo rozptyleny v jiném oleji. Pro pfitomnost latky hypericinu, jehoz struktura
je zobrazena na obrdzku 13, a ktery patii mezi prokadzané fotoaktivni latky, mohou byt

produkty z tfezalky potencidlné fototoxické [15].

OH O OH

H3C OH
H3C OH

OH O OH

Obrazek 13: Strukturni vzorec hypericinu
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8.5 DalSi kosmetické ingredience

Mezi ingredience zpusobujici fototoxicitu patii také vonné latky, jiné nez esencialni oleje.
Pti jiz vySe zminéné studii, kdy byl proveden in vitro test pro fotohemolyzu, vykazoval
fototoxicky efekt pfi ozafeni UVA 1 UBV zdfenim oakmoss. Oakmoss je extrahovan
z liSejniku Evernia prunastri, ktery roste na kmenech a vétvich dubu a pouziva se

do formulaci parfému jako vonna latka [28].

Dalsi mirny fototoxicky efekt byl prokazan v té samé studii po ozafeni UVA zafenim
u vonnych latek benzyl alkoholu, a-amyl cinnamaldehydu, oleje z listu vaviinu vznesené¢ho
(Laurus nobilis) a po ozéateni UVB =zafenim u latek o-amyl cinnamaldehydu,
hydroxycitronellalu, cinnamil alkoholu, cinnamic aldehydu a opét u oleje z vaviinu

vzneseného [28].

Mezi dalsi latky, které maji fototoxicky potencidl patii silymarin. Silymarin je
standardizovany extrakt ze semen ostropestfce marianského (Silybum marianum) a jeho
hlavni slozka silybin je vyuzivan jako aktivni latka v oblasti doplikii stravy, kosmetiky
a dermatologie. Sillybin a dalsi komponenty jako je isosilybin, silychristin, silydianin a 2,3-
dehydrosilybin patii do skupiny tzv. flavonolignani. Byl proveden 3T3/NRU test
a vysledkem byla identifikace 2,3-dehydrosilybinu jako latky s fototoxickym potencidlem
[32].

Mezi barviva pouzivané v kosmetice vykazujici fototoxicitu se fadi tzv. disperse blue 7 [33].
Barvivo disperse blue 7 je v Evropské unii zakazano, pokud se pouziva jako latka

v ptipravcich k barveni vlast [20].
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II. PRAKTICKA CAST
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9 METODIKA

V ramci bakalaiské prace byla testovana fototoxicita vybranych latek podle normy OECD
432 na bunécné linii BALB/3T3, klon 31 s urcitymi modifikacemi, kdy misto testu piijmu

barviva neutralni cerven byl pouzit test MTT.

9.1 Testované latky

Pro testovani fototoxicity byly vybrané latky bézné pouzivané v kosmetickém pramyslu,
které byly popsané v teoretické casti. Testované byly ptirodni esencidlni oleje a UV filtry.
Konkrétné se jednalo o nasledujici esencilni oleje: Grep (INCI: Citrus paradis; Salus, Ceska
republika), Citron (INCI: Citrus limon; Salus, Ceska republika), Kafrovnik (INCI:
Cinnamomum camphora; Salus, Ceska republika), Mata peprna (INCI: Mentha piperita;
Salus, Ceska republika), Bergamot (INCI: Citrus aurantium; Slow-natur, Slovenska
republika), Mandarinka (INCI: Citrus reticulata; Slow-natur, Slovenskd republika). Z UV
filtrd byly vybrané filtry avobenzon (Sigma Aldrich, USA) a oktinoxat (Sigma Aldrich,
USA).

9.2 Pouzité bunécné linie

Pro testovani byla pouzita fibroblastova bunécéné linie BALB/3T3, klon 31 (ECACC
86110401). Jako kultivaéni medium bylo pouzito DMEM (Biosera, Francie) doplnéno
0 10% novorozenecké teleci sérum (Biosera, Francie), 2mM glutamin (Biosera, Francie),

100 U mL™! penicilin a streptomycin (Biosera, Francie). Inkubace bun&k probihala

v inkubatoru HeraCell 150i (Trigon, Ceska republika) p¥i 37 °C a 5 % CO» za stalé vlhkosti.

9.3 Pouzité pristroje

Flow box HeraSafe KS (Thermo Fisher, USA), inkubéator HeraCell 1501 (Trigon, Ceska
republika), solarni simulator SOL 500 (Honle, Némecko), centrifuga 5702 R (Eppendorf,
Némecko), vodni lazen (Memmert, Némecko), ultrazvukova lazen, spektrofotometr Infinite

M200 PRO (Tecan, Svycarsko).

9.4 Priprava testovanych latek

Testov esencialni oleje ébyly rozpustény ve fostatovém pufru (PBS, Biosera, Francie). Oleje

nejsou misitelné s vodou a pufr PBS je na bazi vody, tudiZ byly vzorky homogenizovany 15
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minut v ultrazvukové lazni, aby doSlo ke vzniku emulze. Vzorky byly pfipraveny

v koncentracich: 1; 0,5; 0,1; 0,05 a 0,01 obj. %.

UV filtry byly rozpusténé v oleji také za pomoci ultrazvukové lazné. Nejvyssi pouzita
koncentrace byla stanovena podle Natizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES)
¢. 1223/2009, kde v ptiloze VI je uvedena nejvyssi povolena koncentrace UV filtru
v kosmetickém piipravku. Avobenzon byl testovan v koncentracich 5, 1 a 0,5 hm. %.

Oktinoxat v koncentracich 10, 5 a 1 obj. %.

9.5 Podminky ozareni

Podle OECD normy je davka zafeni 5 J/cm? necytotoxickd pro pouZitou bun&nou linii
a dostate¢n¢ silnéd pro excitaci chemikalii k vyvolani fototoxické reakce. Pro docileni této

davky se Cas ozaieni spocita jako [9]:

__ iradia¢ni davka (J-cm™2) - 1000

iradiace (mW-cm~2) - 60

[min] (1), [9]
Realna doba ozareni byla: 45 minut.

9.6 Priprava bunék a iradiace

Prvni den byla do 96- jamkovych mikrotitraénich desti¢ek (TPP plastic, Svycarsko) pro
tkanové kultury napipetovana bunéénd suspenze 1x10° bunék/ml kultivaéniho média.
Do kazdé jamky bylo naneseno 100 pl suspenze, pficemz se obvodové jamky desticky
ponechali volné. Pro kaZzdou testovanou koncentraci latky byly pfipraveny dvé desticky,
pficemzZ na kazdé desticce byla kazda koncentrace ve 4 opakovanich. Bunky byly poté
24 hodin ponechany v inkubatoru. Tato doba inkubace umoZznila buiikdm adhezi

a exponencialni rust.

Druhy den se po inkubaci dekantovalo kultivaéni medium a buniky byly jemné oplachnuty
150 pl fosfatovym pufrem pouZitého pro inkubaci. Do vyplachnutych jamek bylo ptidano
100 pl pufru obsahujici pozadovanou koncentraci testované chemikalie a s testovanou latkou
byly inkubovany ve tmé 60 minut. Z kazdé ze dvou desticek byla nahodné jedna vybrana
pro urceni cytotoxicity (-Irr) jako kontrolni desticka a jedna pro urceni fotocytotoxicity
(+Irr). Pro provedeni expozice +Irr byly pii pokojové teploté skrz vicko ozéafeny bunky
45 minut. Neozéafené desticky s bunikami (-Irr) byly ponechany pii pokojové teploté

na tmavém misté stejné dlouhou dobu jako trvalo ozafovani bunék. Ihned po ozéafeni byl
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testovany roztok dekantovan a buniky byly dvakrat promyty 150 pl pufrovaného roztoku
pouzitého pro inkubaci ale neobsahujici testované latky. Pufr byl nakonec nahrazen
kultivatnim mediem a buiikky byly ponechdny pfes noc v inkubatoru. Nasledn¢ byla

stanovena bunécna zivotaschopnost pomoci MTT testu.

9.7 MTT test

MTT test je test wviability bunck zaloZzeny na schopnosti bunck pfeménovat
na mitochondridlni membrané Zluty rozpustny MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
difenyltetrazolium bromid) na nerozpustny fialovy formazan. Test je poté
spektrofotometricky vyhodnocen a ¢im vys$si je naméfena absorbance roztoku, tim vyssi je

mnozstvi zivych bunék.

Bunky byly oplachnuty pomoci 150 pl ohfatého pufru. Pufr byl poté odstranén jemnym
vyklepanim z desticek. Do jamek bylo pfidano 100 ul MTT o koncentraci 0,5 mg/ml
v médiu a buiiky byly 4 hodiny inkubovany. Po inkubaci bylo médium odstranéno a vznikly
formazan byl rozpustény v DMSO (dimethylsulfoxid). Po patnécti minutach byla zmétena
absorbance na pfistroji Infinite M200 pti vinové délce 540 nm. Jako reference byly pouzity

bunky kultivované pouze v mediu a u nich byla métena absorbance pti 690 nm.

9.8 Vysledky testovani

Byla zjiSténa zivotaschopnost bun¢k pomoci testu MTT. Statistické rozdily relativni
bunééné viability mezi ozafenymi a neozafenymi buiitkami byly vyhodnoceny pomoci

Tukeyho testu.

Pro urceni fototoxicity latek je podle OECD normy nutné spocitat PIF — Photo-Irradioation-

Factor (Foto-iradia¢ni faktor) [9].

__ 1G5 (~Irr)
PIF = ICso (+1rr) (2), %]
ICs (-Irr) polovi¢ni maximalni inhibi¢ni koncentrace bez ozareni

ICso (+11r) polovi¢ni maximalni inhibi¢ni koncentrace s ozafenim

Poloviéni maximdlni inhibi¢ni koncentrace urcuje mnozstvi latky, které je nutné
ke zpomaleni biologického procesu o polovinu. Pro piesné stanoveni ICso je nutné naméteni

vétSiho rozsahu koncentraci testovanych latek, coz z divodu pandemie onemocnéni
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COVID-19 nebylo mozné provést, tudiz také nebylo mozné piesné urcit fototoxicky

potencial latek.

Pti testovani fototoxicity bergamotového esencialniho oleje doslo po ozareni ke statisticky
vyznamnému rozdilu ve snizeni relativni viability bun¢k u koncentraci 0,5 a 0,1 obj. % oproti
neozafené kontrole, tyto rozdily jsou graficky zndzornéné na obrazku 14. Pii koncentracich
1; 0,05 a 0,01 obj. % nedoslo po ozareni ke staticky vyznamné zmén¢ relativni viability
bunck oproti neozafené kontrole. Pii koncentraci 1 obj. % byla ale bunecna viabilita
neosvicenych bun¢k tak nizka, ze k vysoké redukci viability bun€k po osviceni dojit

nemohlo.
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Obrazek 14: Graf zavislosti relativni bunécné viability nakoncentraci
bergamotového esencidlniho oleje pii Irr+ (ozéafeni) a Irr- (neozareni),
ns — mezi vzorky neni statisticky vyznamny rozdil, * — mezi vzorky je

statisticky vyznamny rozdil pfi hladiné vyznamnosti p <0,05
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Z obrazku 15 lIze vidét, Ze pii testovani fototoxicity citronového esencidlniho oleje
po iradiaci UV lampou se u koncentraci 0,5 a 0,1 obj. % vyznamné¢ snizila relativni buné¢na
viabilita oproti neozafené kontrole, naopak pfi koncentracich 1; 0,05 a 0,01 obj. % nedoslo
po ozafeni ke staticky vyznamné zméng relativni viability bun€k oproti kontrole bez ozareni.
Pti koncentraci 1% se ale opakoval stejny efekt jako pii oleji z bergamotu, tedy ze bunécéna

viabilita osvicenych i neosvicenych bun¢k byla velmi nizka.
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Obrazek 15: Graf zavislosti relativni bunééné viability na koncentraci
citronového esencialniho oleje pfi Irr+ (ozéfeni) a Irr- (neozafeni), ns —
mezi vzorky neni statisticky vyznamny rozdil, * — mezi vzorky je

statisticky vyznamny rozdil pfi hladin€ vyznamnosti p <0,05
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Na obrazku 16 je zobrazenad bunec¢na viabilita osvicenych a neosvicenych bunék s riiznou
koncentraci grepového esencialniho oleje. Z grafu je patrmé, Ze pii koncentraci
0,05 obj. % améné nedochazi ke statisticky vyznamnému rozdilu mezi buiikami
vystavenymi a nevystavenymi UV zafeni. Vyznamny statisticky rozdil nebyl zaznamenany
ani pfi nejvyssi testované koncentrace (1 obj. %), ale stejné¢ jako pfi predchozich dvou
testovanych olejich (bergamot a citron) zde byly velmi nizké hodnoty viability bunck.
Naopak, ke statisticky vyznamnému rozdilu mezi vystavenim a nevystavenim UV zéfeni

doslo pfi koncentraci 0,5 a 0,1 obj. %.
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Obrazek 16: Graf zavislosti relativni bunécné viability na
koncentraci grepového esencidlniho oleje pfi Irr+ (ozafeni) a
Irr- (neozafeni), ns — mezi vzorky neni statisticky vyznamny

rozdil, * — mezi vzorky je statisticky vyznamny rozdil pii

hladin€ vyznamnosti p <0,05
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Dalsim testovanym esencialnim olejem, byl olej mandarinkovy. Vysledky tohoto testovani
jsou zndzoréné na obrazku 17. Na rozdil od piechozich esencialnich oleji z citrusovych
plodii, které patfi stejné jako mandarinka do Celedi routovité se statisticky vyznamné snizila
bunécna viabilita na rozdil od bunék, které¢ nebyly vystvené UV zafeni u vétSiho mnozstvi

koncentraci, a to u koncentraci 1; 0,5; 0,1 a 0,05 obj. %. Jedind koncentrace, kdy ke

v
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Obrazek 17: Graf zavislosti relativni bunééné viability na
koncentraci mandarinkového esencialniho oleje pii Irr+
(ozéfeni) a Irr- (neozéfeni), ns — mezi vzorky neni statisticky
vyznamny rozdil, * — mezi vzorky je statisticky vyznamny

rozdil pfi hladin€ vyznamnosti p <0,05
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Pti testovani fototoxicity kafrovnikového esencidlniho oleje nedoslo pii zddné koncentraci
po ozafeni ke staticky vyznamnému zméné relativni viability bun€k oproti neozatrené
kontrole, a to ani pfi pouziti nejvyssi koncentrace 1 obj. %. Graficky jsou tyto vysledky

zobrazeny na obrazku 18.
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Obrazek 18: Graf zavislosti relativni bunééné viability na
koncentraci kafrovnikového esencialniho oleje pii Irr+
(ozéfeni) a Irr- (neozéteni), ns — mezi vzorky neni statisticky
vyznamny rozdil, * — mezi vzorky je statisticky vyznamny

rozdil pfi hladin€ vyznamnosti p <0,05
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Na obrazku 19 lze vidét, Ze stejné jako u kafrovnikového oleje se pfi ani jedné z pouzitych
koncentraci matového olej po iradiaci bun¢k nesnizila viabilita natolik, aby jeji redukce byla
statisticky vyznamna. Pfi pouziti nejvyssi koncentrace 1 obj. % byla bunécné Zivostnost

velmi mala stejn¢ jako u predchoziho oleje bergamotového, citronového a grepfruitového.
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Obrazek 19: Graf zavislosti relativni bunécné viability na
koncentraci matovéhoo esencidlniho oleje pii Irr+ (ozafeni)
a Irr- (neozafeni), ns — mezi vzorky neni statisticky
vyznamny rozdil, * — mezi vzorky je statisticky vyznamny

rozdil pti hladin€é vyznamnosti p <0,05
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Jako prvni z UV filtri byla testovan na fototoxicitu avobenzon. Jako jedind z koncentraci,

u které se statisticky snizila viabilita ozafenych bunék oproti buitkam, které ozairené nebyly,

byla nejvyssi koncentrace, a to 5 hm. %, coz lze vidét v grafu na obrazku 20.
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Obrazek 20: Graf zavislosti relativni bunééné viability na

koncentraci avobenzonu pii Irr+ (ozareni) a Irr- (neozafeni), ns —

mezi vzorky neni statisticky vyznamny rozdil, * — mezi vzorky je

statisticky vyznamny rozdil pfi hladin€ vyznamnosti p <0,05
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Jako druhy UV filtr byl testovan oktinoxat. Z obrazku 21 lze vidét, ze zadnd z pouzitych

koncentraci nezpiisobila statisticky vyznamné sniZzeni bunécné zivotnosti po ozafeni

UV lampou.
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Obrazek 21: Graf zavislosti relativni bunééné viability na
koncentraci avobenzonu pfi Irr+ (ozéafeni) a Irr- (neozareni), ns
— mezi vzorky neni statisticky vyznamny rozdil, * — mezi vzorky

je statisticky vyznamny rozdil pfi hladin€ vyznamnosti p <0,05

9.9 Diskuse

Vramci bakalaiské prace byly testované latky béZzn€ pouzivané jako ingredience
do kosmetickych piipravk. Vzhledem k tomu, Ze se vradmci UTB jednalo o zavedeni
a optimalizaci nové metodiky, byly vybrané takové latky, jejichZ fototoxicita byla
pfedmétem jinych studii a zaroven takové latky, které prokdzané vykazuji a nevykazuji
fototoxicitu. Vyuziti téchto latek je popsané v teoretické casti této bakalatské prace
v kapitolach 8.2 a 8.4. Pro sviij fototoxicky ucinek jsou znamé citrusové esencialni oleje
[15,27, 31]. Z citrusovych oleji, které byly v rdmci testovani pouzité, byl vybran olej
bergamotovy, citronovy, grepovy a mandarinkovy. Jako oleje, které by fototoxicitu neméli

vykazovat byl vybran olej matovy a kafrovnikovy.
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Vysledky testovani vSech esencidlnich citrusovych olejii dopadly podobné. Pro testovani
byly pouzity koncentrace 0,01-1 obj. %. V pfipadé bergamotového, citronového
1 grapefruitového oleje nebyl pti koncentraci 1 % zaznamenany statisticky vyznamny rozdil
mezi ozafenymi a neozaienymi vzorky, ale bunécna zZivotnost byla velmi nizka, (ptiblizné
40 % a mén¢), tudiz nemtize dochéazet pred a po ozateni k velkym rozdilim viability. Naopak
pti koncentraci citrusovych olejia 0,5 a 0,1 obj. % doslo ke statisticky vyznamnému rozdilu
viability mezi ozafenymi a neozafenymi bunkami, zcehoz vyplyva, ze pii téchto
koncentracich dochéazelo k fototoxickému efektu. U bergamotového, citronového
a grapefruitového oleje se tento rozdil ztracel pti koncentraci 0,05 obj. %. Olej kafrovnikovy
a matovy nevykazovaly statisticky vyznamny rozdil ani u jedné pouzité koncentraci
a zaroven viabilita bun€k byla v celé Skdle cytotoxicity (od siln¢ cytotoxického efektu —
mensi jak 40 % viability buné¢k, aZ po necytotoxicky efekt — vice jak 80 % viability bungk),
nebylo nutné tedy testovat dalsi koncentrace. Jak uz bylo zminéno vyse, tyto oleje nejsou

prokazané fototoxické, coz se v ramci bakalarské prace potvrdilo.

Fototoxicita vznikd plsobenim UV zafeni na fotoaktivni latku, coZz u kosmetickych
pfipravkll v praxi znamend vystaveni kize slunecnimu zatfeni, na kterou byl aplikovan
pripravek obsahujici fotoaktivni latku. Nejcastéji se bezprosttedné po aplikaci vystavuji
slunecnimu zareni piipravky na opalovani obsahujici UV filtry. UV filtry byly také proto
vybrany jako dal$i chemikdlie pro testovéani, a to konktrétné¢ avobenzon a oktinoxat.
Nejvyssi pouzité koncentrace u obou UV filtri odpovidaly nejvyssi legislativné povolené
koncentraci této latky do kosmetickych ptipravki, a to konkrétné u oktinoxatu
1; 5 aobj. 10 obj. % auavobenzonu 0,5; 1 a 5 hm. %. Pfi testovani oktinoxatu nedoslo
k Zddnému statisticky vyznamnému rozdilu mezi ozafenymi a neozafenymi buikami,
coz znamena, ze tento UV filtr nevykazoval znamky fototoxicity. U testovani avobenzonu
dochazelo naopak pii nejvysSi pouzit€é koncentraci 5 hm. % k velkému rozdilu mezi
buiikami, které byly vystavené a témi, které nebyly vystavené UV zéteni. Tyto vysledky jsou
shodné s vysledky védeckych studii, které ukazuji, Ze oktinoxat nevykazuje fototoxicitu,

zatimco u avobenzonu byla fototoxicita prokdzana [1, 34].
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ZAVER

V teoretické Casti prace byla popsana fototoxicita a jeji projevy. Vzhledem k tomu, Ze se
fototoxicita nejcastéji projevuje zménami na kuzi, tak je na zacatku prace popsand stavba
ktze, na kterou navazuje popis bunécnych linii, které se v kiizi nachazi. Dale je prace
zamétfena na samotnou fototoxicitu, kdy je popsan nejen mechanismus a projevy, ale také
1écba a testovani fototoxicity. Konec teoretické ¢asti je vénovany fotototoxickym latkam

pouzivanych jako ingredience do kosmetickych piipravki a s tim souvisejici legislative.

Cilem praktické ¢asti bakalatské prace bylo stanovit fototoxicitu aktivnich latek, které se
pouzivaji v kosmetickém prumyslu. Nejednalo se pouze o samotné stanoveni, ale také
o zavedeni metodiky pro stanoveni fototoxicity za pouziti bunécné linie a také o optimalizaci
této metody. Z tohoto divodu byly pro testovani vybrané latky, které by méli a které
by neméli vykazovat fototoxicky efekt. Konkrétni vybrané chemikalie byly esencialni oleje
bergamotovy, citronovy, grepovy, mandarinkovy, kafrovnikovy a matovy, a také UV filtry
avobenzon a oktinoxat. Pro testovani byla pouzita bunécna linie BALB/3T3 klon 31,
na kterou byla dand latka aplikovand. Bunécna linie byla dale vystavena UV zafeni a test
byl vyhodnocen jako uréeni rozdilu Zivotaschopnosti bunék mezi ozafenymi a neozarenymi

bunkami s aplikovanou testovanou latkou.

Kviili pandemii COVID-19 nebylo moZzné zméfit vetsi rozsah koncentraci testovanych latek,
tudiZ nebylo mozné spocitat PIF faktor a urcit fototoxicitu latek ptfesné€. Diky rozdilu
viability mezi buitkami, které byly a nebyly vystavené¢ UV zafeni lze ale urcit, které latky

fototoxicitu vykazovali.

VSechny testované citrusové oleje méli fototoxicky ucinek. Vysledky vSech 4 oleji byly
podobné, ale mandarinkovy olej pfestal vykazovat fototoxicitu az pii koncentraci
0,01 obj. %, zatimco ostatni citrusové oleje prestali vykazovat fototoxicky efekt
uz pii koncentraci 0,05 obj. %. Kafrovy a matovy esencialni olej oproti vySe zminénym
citrusovym olejim fototoxicky ucinek neméli, coz odpovidéa vysledkiim z védeckych studii.
Pti testovani UV filtrli vykazoval fototoxicitu avobenzon, a to pouze pii pouziti nejvyssi

koncentrace 5 hm. %. Naopak oktinoxat fototoxicitu nevykazoval pii zadné pouzité

koncentraci. Tyto vysledky jsou opét v souladu s piedeslymi védeckymi studiemi.

Z uvedenych vysledkl je mozné konstatovat, ze se metodiku podafilo optimalizovat, tudiz

byl cil bakalatské prace splnény, tato metodika miize byt tedy na UTB vyuZivana.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

uv Ultrafialové (Ultravioltet)

3T3/NRU PT test piijmu barviva neutral red (3T3 Neutral Red Uptake Phototoxicity
test)

ROS Reaktivni oxygenni molekuly

mm Milimetr

DNA Deoxyrybonukleova kyselina

DE Dermis

SB Stratum basale

SS Stratum spisnosum

SG Stratum granulosum

SC Stratum corneum

TJ Tésné spoje (Tigh junctions)

Col Kolagenni vlakna

FB Fibroblasty

EF Elasticka vlakna

MC Melanocyty

nm Nanometr

UVA Ultrafialové A (Ultravioltet A)

UVB Ultrafialové B (Ultravioltet B)

0)) Kyslik

H20O2 Peroxid vodiku

0! Superoxidovy anion

OH Hydroxid

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv (Food and Drug Administration)
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OECD

MED

ECVAM

COLIPA

BALB/3T3
3D

NTP
8-MOP
5-MOP

IFRA

v/v
MTT

INCI

USA
DMEM
mM
UmL™!
CO2

°C

PBS

min

Organizace pro hospodaiskou organizaci a rozvoj (Organization for

Economic Cooperation and Development)
Joule
Minimalni erytémova davka (Minimal erythema dose)

Evropské centrum pro validizaci alternativnich metod (European

Centre for the Validation of Alternative Methods)

Evropska kosmetickd a parfuméska asociace (European Cosmetics,

Toiletry and Perfumery Association

Mysi fibroblasty

Troj-rozmérny (Three-dimentional)

Nérodnim toxikologicky program (National Toxicology Program)
8-methoxypsoralen

5-methoxypsoralen

Mezinarodni organizace pro parfémy (International Fragnance

Association)
Objemova procenta
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid)

Mezindrodni nomenklatura kosmetickych ptfisad (International

Nomenclature of Cosmetics Ingrediences)

Spopjené staty americké (United States of America)
Dulbecco's Modified Eagle Medium

Milimol

Jednotky na mililitr (Unit per millilitre)

Oxid uhlicity

Stupeni Celsia

Fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

Minuta
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Irr- Bez ptitomnosti UV zafeni

Irr+ Za ptitomnosti UV zéieni

DMSO Dimethylsulfoxid

PIF Foto-iradia¢ni faktor (Photo-Irradioation-Factor)

1Cso Polovi¢ni maximalni inhibi¢ni koncentrace
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