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ABSTRAKT

Fototoxicita je bézna kozni reakce vznikajici po aplikaci fotosenzitivnich latek a nasledné
expozici pokozky slunec¢nimu zareni. Na ochranu pied skodlivymi G¢inky slunecniho svétla
zpusobenych ultrafialovym zafenim se v bézné praxi vyuzivaji produkty obsahujici
UV filtry. V dnes$ni dob€ se vSak v souvislosti s vyuzivanim bézn¢ dostupnych UV filtrt
¢asto mluvi s negativnimi dopady, jak na organismus, tak na zivotni prostiedi. Teoreticka
¢ast diplomové prace pojednava pravé o fototoxicité, jejim mechanismu a klinickych
projevech. Dale je popsano testovani fototoxicity, fototoxické latky vyuzivané
v kosmetickém primyslu a vyuziti fototoxického ucinku v medicing. Dalsi Cast teorie
se zabyva oxidativnim stresem, ktery muze byt zplsoben pravé fototoxickym ucinkem
na organismus. Konkrétné se zamétuje na reaktivni formy kysliku a diisledky oxidativniho
stresu. V ramci praktické ¢asti byly pfipravené koloidni suspenze vykazujici antioxida¢ni
vlastnosti, a to polyanilinovd a polypyrrolova koloidni suspenze za vyuziti
polyvinylpyrrolidonu jako stabilizdtoru. Nasledovalo urceni jejich vlastnosti, jako
je prumérna velikost ¢astic, index polydisperzity a cytotoxicita. Nakonec probéhlo testovani
fototoxicity vybranych fototoxickych esencialnich oleji a vlivu pfipravenych koloidl

na jejich fototoxicky tcinek.

Kli¢ova slova: fototoxicita, oxida¢ni stres, reaktivni formy kysliku, koloidni polypyrrol,

koloidni polyanilin



ABSTRACT

Phototoxicity is a common skin reaction that occurs after the application of photosensitizers
and subsequent exposure of the skin to sunlight. Products containing UV filters are
commonly used to protect against the harmful effects of sunlight caused by ultraviolet
radiation. Today, however, in connection with the use of commonly available UV filters,
there are often discussions about the negative effect on the organism and the environment.
The theoretical part of the diploma thesis is about phototoxicity, it’s mechanism and clinical
manifestations. Next, phototoxicity testing, phototoxic substances in the cosmetic industry
and the use of the phototoxic effect in medicine are also described. The next part of the
theory is about oxidative stress, which can be caused by a phototoxic effect on the organism.
Specifically, it focuses on reactive oxygen species and the consequences of oxidative stress.
In the practical part, a colloidal suspension showing antioxidant properties was prepared,
namely polyaniline and polypyrrole were prepared in the presence of polyvinylpyrrolidone
as a stabilizer. This was followed by the determination of their characteristics such as
average particle size, polydispersity index and cytotoxicity. Finally, the phototoxicity of
selected essential oils and the effect of prepared colloids on their phototoxic impact were

tested.

Keywords: phototoxicity, oxidative stress, reactive oxygen species, colloidal polypyrrole,

colloidal polyaniline
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UvVOD

Kize je nejsvrchnéjsi tkan lidského organismu s mnozstvim funkei, ze kterych je hlavni
ochrana organismu. Z tohoto diivodu je nesmirné diilezita jeji ochrana pied poskozenim
vnéj$imi vlivy. Kiize je neustale vystavovana okolnimu prostiedi a ¢asto je vystavena pitimo
slune¢nimu zafeni. SoucCasné je to organ, ktery je nejcastéji vystaven chemickym latkam
objevujicim se hlavné v kosmetickych ptipravcich, 1é¢ivech nebo potravinach. Nekteré
chemikalie, které se dostavaji do kontaktu s kizi diky topické aplikaci, neimysIné adhezi
nebo pfes cévni systém mohou predstavovat riziko a chovat se po ozafeni sluncem jako

fotosenzitizatory [1].

Fotosenzitivni latky mohou zptsobovat fototoxické nebo fotoalergické reakce. Fototoxicita
je neimunologickd svétlem indukovana odpovéd kuze (dermatitida) fotoaktivni latce.
Reakce je charakterizovand erytémem, nékdy edémem, vesikulaci a pigmentaci.
Fotoalergickd reakce naopak vznika, kdyz UV zafeni interaguje s chemikalii za vzniku

haptenu nebo antigenu, ktery spousti hypersenzitivni reakci typu IV [2].

Soucasti mechanismu fototoxickych reakci je vznik reaktivnich forem kysliku (ROS)
[3]. ROS mohou piimo nebo neptimo poskozovat buiiky a jejich ¢asti nebo zplsobovat
oxidaci lipida [4]. ROS se také vytvareji béhem bézného bunééného metabolismu
a v organismu zastupuji mnozstvi funkci. Zatimco nadmeérna produkce reaktivnich forem
kysliku mtze ptispivat k rozvoji nékterych onemocnéni a starnuti, mirné oxidacni zatizeni
zpisobuje pozitivni dopady pro biologické organismy a je dilezité pro jejich adaptaci
a preziti [5].

Pied nezddoucimi u€inky slunecniho zafeni a vzniku fototoxické reakce se v kosmetickych
ptipravcich vyuZivaji rizné UV filtry. V posledni dobé¢ se ale stale vice diskutuje jejich
toxicita k organismliim, dopad na Zivotni prostfedi a dalsi negativni vlivy. Z tohoto divodu

v

vznikem fotosenzitivnich reakci.

Z vyse uvedenych diivodll byla prace zamétena na popis fototoxicity, jejiho mechanismu,
moznosti ochrany a na oxidativni stres. Prakticka Cast byla poté zaméfena na piipravu
a charakterizaci vybranych koloidnich latek, a to konkrétné polypyrrolu a polyanilinu.
V ptedchozich studiich bylo zjiSténo, Ze dané koloidy maji schopnost vychytavat ROS, které
se podili na vzniku fototoxicity. Z tohoto diivodu je piedpoklad, Ze by tyto latky mohly

napomahat ke sniZeni projevu fototoxického ucinku. V dalsi casti byla tedy fototoxicita
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testovand u latek vyuzivanych v kosmetickém pramyslu a byl také stanoven vliv

ptipravenych koloidi na jejich fototoxicky ucinek.
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I. TEORETICKA CAST
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1 FOTOTOXICITA

Fototoxicita je akutni, svétlem-indukovana reakce, kterd se projevuje po aktivaci
fotoreaktivni latky slunec¢nim zafenim [3]. Tento jev muze byt také popsan jako excitace
chromoforu s naslednou tvorbou volnych radikalt, které mohou piimo nebo nepiimo

zpusobit poskozeni bunéénych membran a DNA, oxidaci lipidl apod. [4].

Podminkou fototoxické reakce je schopnost chemické latky absorbovat v oblasti viditelného
svétla a UV zéfeni. Na zacatku reakce absorbuje fotoreaktivni latka zafeni a jeji molekuly
pfechazi do excitovaného stavu. Dal$im krokem procesu miize byt reakce excitované
molekuly s endogenni molekulou nebo vznik sekundarnich produkti fototoxické latky.

V obou ptipadech dochazi k poskozeni bunéénych ¢asti a vzniku biologické odpovédi [3].

Fototoxicita patii spolu s fotoalergii mezi fotosenzibilizacni reakce. Na rozdil od fotoalergie
se ale jedna o neimunologickou reakci organismu s vyssi incidenci, bez nutné ptedchozi
senzibilace. Klinické projevy se objevuji pouze na exponované ¢asti kiize slune¢nimu zareni,
a napodobuji reakce vzniklé slunecnim spalenim jako je erytém, edém, vezikulace

a pigmentace [2, 6].

Mnozstvi chemickych latek pouZzivanych hlavné ve farmakologii, ale také v kosmetice,
potravinach nebo pesticidech vykazuji fototoxicky ucinek [3, 1], proto je nutné vyuzivat pro
testovani fototoxicity rizné metody jako in silico, in chemico (napf. méfeni generace
reaktivnich forem kysliku), in vitro (napft. test pfijmu barviva neutralni ¢ervené, 3D model

epidermis, test fotohemolyzy erytrocytil) nebo in vivo (napf. testy s pouzitim morcat nebo

mysi) [3].
1.1 Mechanismus fototoxicity

1.1.1 UV zafeni, viditelné svétlo

Fototoxickou reakci ma schopnost indukovat jak UV zafeni, tak viditelné svétlo [1].
Viditelné svétlo spada pod vinovou délku 400-700 nm [3]. UV zafeni zaujima oblast
vlnovych délek 100400 nm a podle nich se také d¢€li na tfi kategorie: UVA (315400 nm),
UVB (280-315 nm) a UVC (100-280 nm) [7].

UVA zéfeni neni zachytdvano ozonovou vrstvou a tvoii az 90 % celkového UV zéfeni
dopadajici na zemsky povrch. Diky svym vinovym délkam penetruje az do dermis
a zpusobuje vznik reaktivnich forem kysliku. Tyto reaktivni formy kysliku jsou schopné

prostfednictvim neptimych fotosenzitizujicich reakci poskodit DNA [8]. UVA zéfeni také
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zpusobuje ztmavnuti klze, ale pfiliSné vystaveni ma za nasledek ztvrdnuti epidermis,
oslabeni imunitniho systému nebo vznik Sedého zdkalu. Obecné je UVA povazované

za bezpeCné zareni [9].

UVB zéfeni tvoii na zemském povrchu 1-10 % z celkového UV zafeni, protoze je z vEtsi
¢asti zachytavané ozonovou vrstvou. UVB dosahuje pouze do epidermis, spada pod oblast
kratSich vinovych délek nez UVA, ale ma vétsi energii. Také je pfimo absorbovano DNA,
coz vede k jeho modifikaci a mutacim [8]. UVB je nezbytné pro syntézu vitaminu D, ale
priliSnou expozici vznika spaleni, Sedy zakal nebo karcinogenni procesy v kazi [3, 9].

UVC zafeni je ionizujici zafeni, takze pro zivé organismy pusobi jako silny mutagen
aze vSech UV zafeni je nejnebezpecnéjsi. Pro lidsky organismus to znamena moznost
rozvoje rakoviny nebo imunitné zprostiedkovanych onemocnéni. Diky atmosférickému

ozonu, je ale UVC zéfeni témé&f zcela absorbovano, tudiz na lidsky organismus Zadny efekt

nema [10].

Kvili rozdilnym vlastnostem jednotlivych UV zafeni je fototoxicita indukovana hlavné
UVA zafenim a viditelnym svétlem. Pro vétsinu fototoxickych latek je navic akéni spektrum

v oblasti vinovych délek UVA zéfeni [1].

1.1.2 Mechanismus fotosenzibilizace

Fototoxicita dané chemikalie zaleZi na vlastnostech prostiedi (teplota, vlhkost, povétrnostni
podminky apod.) a na stavu exponované osoby (absorpce gastrointestinalniho traktu,
metabolismu fototoxické latky, obsahu melaninu v kizi nebo tloustce stratum corneum)
[11]. Fotosenzitivni vlastnosti vykazuji nejCastéji latky s rezonan¢ni strukturou, nizkou
molekulovou hmotnosti (200500 Da) a planarni, tricyklickou nebo polycyklickou
konfiguraci. Zadny prvek ¢ molekula nemé automatickou schopnost vykazovat fototoxicitu,
nicméné nékteré strukturni elementy, jako jsou napf. aromatické substituenty chloru, jsou

Casto soucasti mnohych senzibilizatort [12].

Sluneéni
zareni
} ] } v s [ -
\ » | 4 g;;j\/léi | 4 Poskozeni | » Iritace
/QQT bunék klze
Fotoreaktivni Fotoaktivace Fotoreaktivita

latka

Obrazek 1: Schéma fototoxické reakce [3]
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Pro vznik fototoxické reakce, jejiz schéma se nachazi na obrazku 1, je nutnd akumulace
fotosenzitivni latky v bunikach kize, expozice kiize svétlu o vhodnych vinovych délkéach
a absorpce svétla fototoxickou latkou. Fototoxicka reakce muze vznikat raznymi
mechanismy, které probihaji bud’ samostatn¢ nebo v kombinaci. Obecné zalezi
na pritomnosti (fotodynamicky mechanismus) nebo nepfitomnosti (nefotodynamicky

mechanismus) kysliku [11].

Béhem fotodynamickych reakei je fotosenzibilizator excitovan energii zafeni a vétSinou
vytvati tripletovy stav. Tato excitovana molekula poté reaguje s kyslikem a tvoii bud’ volné
radikaly (typ I fotodynamické reakce) anebo tvoii singletovy kyslik (typ II fotodynamické
reakce). Tyto vysoce reaktivni formy kysliku [12] mohou zptisobit oxidaci aminokyselin,

nenasycenych mastnych kyselin a lipidi vedouci k poskozeni buné¢k a tkéni [11, 12].

Nefotodynamické reakce mohou probihat nékolika cestami. Mize naptiklad dojit
ke kovalentnimu vazani excitované chemikélie a bunéénych makromolekul. Fototoxicka
latka miize také interagovat s ¢astmi bunky pienosem elektronti nebo atomi vodiku.
V dal$im ptipad¢ se excitovana fototoxickd chemikalie rozklad4d na fotoprodukty, které

muzou reagovat s ¢astmi buiiky nebo se chovat jako novy fotosenzibilizator [13].

1.2 Projevy fototoxicity

Vsechny projevy fototoxicity jsou dependentni na davce jak fototoxicke latky, tak zateni,
kterému je clovék vystaven [14]. Poskozeni tkani je dale ovlivnéno biodistribuci
fotosenzitivni latky, kdy se topicky aplikované ptipravky akumuluji hlavné ve svrchnich
vrstvach epidermis a poSkozuji keratinocyty. Oralné¢ nebo parentdlné aplikované latky
se dostavaji ke kiizi pres krevni obeh, tim padem se shromazd'uji v dermis [11]. Subcelularni
cile fototoxickych latek ovliviiuje jejich rozpustnost v tucich. Hydrofilni latky zpiisobuji
poskozeni bunéfnych membran, zatimco hydrofobni difunduji do bun€k a plisobi
na intracelularni ¢asti jako jsou mitochondrie, lyzozomy a jadro, coz poté vede k uvolnéni
erytrogennich medidtort. Biologicky aktivni latky ucastnici se procesu fototoxicity jsou

eikosanoidy, histamin, proteazy a latky komplementu [13].

Fototoxické reakce je mozné rozdélit na akutni, které se projevuji minuty az hodiny
po expozici sluneCnimu zafeni a na chronické, projevujici se po dlouhodobém plisobeni

fototoxicke latky a dlouhodobé expozici zéateni [11].

Akutni reakce se podobaji spaleni sluncem a projevi se béhem minut az hodin po slune¢ni

expozici jako ostfe ohraniceny erytém doprovazeny palenim a bolesti pfitomnym hlavné
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na mistech vystavenych slunci [14]. Dale mtze dochazet k pfimému poSkozeni keratinocyta,
doprovazené edémem, vazodilataci a zanétem [14, 15]. Behem dalSich dnli se svrchni
nekrotickd vrstva epidermis oddéli a muze dojit k hyperpigmentaci. Pii systematickém
podavani fototoxické latky se projevy objevuji za n€kolik dnii ¢i tydni. Na obrazku
2 je zobrazena pseudoporfyrie, coz je fotosenzitivni onemocnéni vyvolané po podavani
fototoxickych 1é¢iv. Mezi dalsi fotosenzitivni onemocnéni patii fotoonycholyza,

hyperpigmentace nebo hypopigmentace, teleangiektazie nebo purpura [15].

Obrazek 2: Pseudoporfyrie [17]

Chronické fototoxické reakce jsou spojeny s dlouhodobym uzivanim IéCiv Casto
doprovazené fototerapii (napt. uzivanim psoralenti a UVA terapii). Dtsledkem chronickych
reakci miZou byt zmény a poSkozeni DNA vedouci k pred€asnému starnuti pleti, lentigu

nebo spinoceluldrnimu karcinomu a melanomu [14].

Hlavni zpisob ptfedchézeni fototoxickym reakcim je vyhybani se slunecnimu zafeni
a fototoxické latce po jeji identifikaci, dale pouzivani fotoprotektivniho obleceni a ptipravki
na opalovani s UVA filtry. Pfi setrvavajicich problémech je vhodné vyhledat 1ékatskou
pomoc, kdy se pro zmirnéni zanétlivych reakci pouzivaji topické steroidni ptipravky nebo

A%

antihistaminika. V téZSich ptipadech jsou steroidni piipravky poddvany systémove [11].

1.3 Testovani fototoxicity kosmetickych pripravki

Testovani bezpecnosti kosmetickych piipravkid v Evrop€ je povinné podle legislativy

Evropské unie [18]. Konkrétn¢ je tato povinnost zakotvena v nafizeni Evropského
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parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 ze dne 30.11. 2009 o kosmetickych ptipravcich [19].
Testovani kosmetickych ptipravki na zvifatech je v EU zak4zdno od roku 2009, navic
celosvetove roste pocet zemi zakazujici a omezujici testovani na zvifatech pro kosmetiku.

Z téchto diivodl bylo nutné vyvinout alternativni relevantni testy in vitro [20].

1.3.1 Strategie pro testovani fototoxicity

Pro hodnoceni fototoxicity je doporucend nékolikastupniova strategie s cilem maximalizovat
potencial kazdého testu a snizit jejich mnozstvi. Tato strategie je schematicky zndzornéna
na obrazku 3. Soucasti strategie jsou biologické i nebiologické testy. Prvnim krokem urceni
fototoxického potencialu latky je testovani UV/VIS absorpéniho spektra. U latek s molarnim
absorpénim koeficientem niz§im nez 1000 I'mol~'cm™ je pravdépodobné, ze nejsou
fotoreaktivni, a proto dalsi testovani neni nutné. Pokud je ale molarni absorpcni koeficient
vys$si, nez je 1000 1-mol~'cm™, pravdépodobnost fotoreaktivity se zvysuje. U takovych latek
je dalsim doporuc¢enym krokem test generace ROS. Pokud je vysledek testu negativni, dana
latka je pravdépodobné nefototoxicka a neni tedy vyZadované dalsi testovani. Pti pozitivité
testu generace ROS nasleduji in vitro testy, pokud je béhem nich fototoxicky potencial latky

potvrzen, je mozné piejit na testy in vivo [21].

Prvnim stupném biologického testovani je test 3T3 NRU (test piijmu barviva neutralni
Cervenl) [21]. V roce 1997 byl tento test validovany ECVAM (Evropské centrum pro validaci
alternativnich metod) a po dalSich validacich vroce 2004 pfijat jako norma OECD
(Organizace pro hospodaiskou spoluprici arozvoj) ¢.432 [22]. Cilem testu je urceni
fototoxického potencidlu testované latky aktivovaného po expozici svétlu. Pfi vyhodnoceni
testu dochazi ke srovnani Zivotaschopnosti ozafenych a neozarenych bunék, které byly
vystavené testované latce. Cytotoxicita je v ramci testu vyjadiena jako koncentraéné zavisla
redukce piijmu barviva neutralni ¢ervené buitkami [23]. Pro testovani jsou pouzité mysi
embryonalni fibroblasty linie BALB/c 3T3 [23, 24]. Test 3T3 NRU predikuje akutni
fototoxicitu na zvifatech a lidech in vivo, nicméné neadresuje dalsi neptiznivé G€inky vzniklé
z kombinace plsobeni svétla a testované latky. Nevyhodou tohoto testu je také, ze neni
vhodny pro testovani neptimého mechanismu fototoxicity nebo u¢inku metabolitli testované

latky [23].
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UV/VIS absorpéni |:>| MEC<1()()()Icm—1mn|71E> Dai testouinineri
spektrum

Y

Negativnil Dal3i testovani neni nutné
Test generace E>| g E> |
ROS l:>| Pozitivni |:> Mozna fototoxicita |
&D 3T3 NRU test E>| Negativni:> Dalii testovani neni nutné

fototoxicity I:>| Pozitivni l:> Mozna fototoxicita |

E> RhE test E>| NegativniE> Dal3i testovdni neni nutné |

fototoxicity l:>| Pozitivni l:> Moiné fototoxicita |

In vivo testy

Obrazek 3: Schéma strategie testovani fototoxicity [21]

Pokud je vysledek testu 3T3 NRU pozitivni a latka vychazi jako potencialné fototoxicka,
pro dal$i stupeni testovani je vhodné pouzit 3D rekonstruovany model lidské ktze [21].
Konkrétn¢ je doporucovand norma OECD ¢. 498: Testova metoda pro in vitro fototoxicitu
na rekonstruované lidské epidermis (RhE). Fototoxicky potencial testované latky
je identifikovan po jeji aplikaci na epidermis jako ubytek viability bunék exponovanych
testované latce v pfitomnosti a nepfitomnosti simulovan¢ho slunecniho zafeni [25].
Rekonstruovand tkan je =zaloZzena na trojrozmérném systému tvofeném vysoko
diferenciovanymi lidskymi keratinocyty. Tyto modely lidské kiize obsahuji mnohovrstevnou
strukturu zahrnujici bazalni, spindlni, granularni a rohovou vrstvu — stratum corneum
s mitoticky a metabolicky aktivnimi buitkami kiize Z tohoto diivodu Iépe simuluji strukturu
lidské epidermis nez test 3T3 NRU. Oproti lidské kiiZi jsou ale 3D modely vice permeabilni

a nejsou schopny dokonale napodobit podminky in vivo [21].

Poslednim krokem ve stanoveni fototoxického ucinku latky mtze byt potvrzujici fotokutanni
test na skupiné dobrovolnikii. Testovand latka se v tomto ptipadé aplikuje na kuzi zad
dobrovolnika. Vybér pouzitych koncentraci se odviji od prvni nefototoxické koncentrace
zjiSténé RhE testem. Po 24 hodinach je latka odstranéna a misto je ozafené UVA zéfenim.
Reakce klize se pozoruji ihned po iradiaci a také po 24, 48 a 72 hodinach, pokud
je pozorovana reakce oproti kontrole. V ptipad¢€ systematicky podévanych testovanych 1éciv
je mozné pouzit testovani na zvitatech, kdy je mozné pozorovat akumulaci latky v kiizi nebo

jeji zadrzovéni ve tkanich [21].
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1.4 Fototoxické latky v kosmetice

Mnoho latek vyuzivanych v kosmetice miize zpiisobovat fototoxicitu findlniho produktu
po expozici slune¢nimu zareni. Zaroven miize dochazet i k interakci mezi t€émito slozkami
a biomolekulami obsazenymi v kizi. Mezi celosvétové rozsifené fototoxické latky patii
hlavn¢ esencialni oleje a jejich spotfeba neustile roste diky zvysujici se poptavce
po piirodnich ingrediencich. Z chemického hlediska zpusobuji fototoxicitu téchto latek

nejcastéji cyklické aromatické slouceniny [26].

1.4.1 Esencialni oleje

Esencialni oleje mohou byt definované jako tékavé nepolarni organické rostlinné extrakty,
které jsou zodpovédné za charakteristicky odér rostliny [27]. Esencialni oleje jsou vyuzivané
jak pro svoje vonné vlastnosti, tak pro svou biologickou aktivitu VyuZivaji
se v parfumérském, potravinarském nebo i1 farmaceutickém primyslu. Hlavni slozky
obsazené v esencidlnich olejich zodpovédné =za jejich fototoxicky Uuc¢inek jsou

tzv. furokumariny [28].

Furokumariny jsou pfirodni latky syntetizované pfirozen¢ rostlinami a vznikaji splynutim
kumarinu a furanového kruhu. Podle pozice furanového kruhu tvoti derivaty tzv. linearnich
(napt. psoralen) nebo anguldrnich (napf. angelicin) izomerid. Strukturni vzorce téchto
izomeri jsou zobrazeny na obrazku 4 [29]. Furanovy kruh je u linearnich typa pfipojeny
na pozici C6/C7 kumarinové baze, anguldrni izomery obsahuji furanovy kruh na C7/C8
pozici kumarinu. Nej€astéji jsou syntetizovany rostlinami z ¢eledi mitikovitych (Apiaceae),

rourovitych (Rutaceae), morusovnikovitych (Moraceae) nebo bobovitych (Fabaceae) [30].

Rl Rl

Obrazek 4: Strukturni vzorec line4rniho (vlevo) a angularniho (vpravo) typu izomeru

furokumarinii [30]
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Fototoxické reakce furokumarinti vznikaji ptisobenim UVA zafeni a jejich vysledkem jsou
DNA adukty a zesitovani DNA [31]. Furokumariny linedrniho typu vykazuji silnou
fototoxicitu. Anguldrni izomery diky své chemické struktufe nejsou zesitovani DNA
schopny, proto je jejich fototoxicky potencidl slabsi [30]. Mezi nejvice ucinné fototoxické
furokumariny se ftadi bergapten, jako dal$i fototoxické furokumariny se povazuji

bergamottin, citropten, herniarin nebo oxypeucedanin [32].

Nejvice fototoxicky furokumarin — bergapten je ve velkém mnozstvi obsazen
v bergamotovém (Citrus bergamia) esencialnim oleji, a proto se tento olej fadi k nejvice
fototoxickym olejii. Kromé bergaptenu tento olej obsahuje furokumariny jako je citropten,
bergamoten a dal$i. Organizace IFRA (Mezinarodni asociace parfémt) doporucuje
maximalni koncentraci 0,4 % bergamotového oleje ve finalnich leave-on produktech pro
aplikaci na c¢asti kize vystavené slunecnimu zateni [33]. V soucasnosti se pro topickeé

aplikace pouziva bergamotovy olej bez furokumarinii [34].

Jako dals$i fototoxické esencidlni oleje se povazuji podle Svatopluka Bindera a kol. [35]
pomerancovy olej (Citrus aurantinum dulcis), jehoz fototoxicita byla zjisténa pfi testovani
na mysSich fibroblastech. Pti testu 3T3 NRU, a za pouziti fosfatové pufru pro zfedéni silic
vykazoval fototoxicitu také olej z vaviinu kubébového (Litsea cubeba) nebo citronu (Citrus
limonium) [32]. Vysledkem testovani na bunikach zkrali¢i rohovky ana mySich
fibroblastech vykazoval fototoxicitu i olej z citronové travy (Lemongrass cymbopogon

citratus) [36].

1.4.2 Dalsi fototoxické latky

Mezi dalsi fotosenzitizujici latky je moZzné tadit napf. silymarin. Silymarin je extrakt
ze semen ostropestfce marianského (Silybum marianum). Tato latka je tvofena nejméné
sedmi flavonolignany, jejichZ pfesné zastoupeni se 1i$i v zavislosti na podminkach ristu
rostliny. Hlavni sloZkou je silybin, dale obsahuje také isosilybin nebo 2,3-dehydrosilybin.
Pravé minoritni 2,3-dehydosilybin byl identifikovan jako latka s fototoxickym potencidlem
[37]. V nékterych studiich byl ale naopak prokazan ochranny efekt sylimarinu proti
poskozeni bun€k po UVA zéfeni. Nicméné bylo zjiSténo, Ze se fototoxicky a antioxidacni
efekt sylimarinu mtize projevit soucasné, a to diky riznorodym bioaktivnim falvonoidiim,

ze kterych je sylimarin slozen [38].

Tiezalka tecCkovana (Hypercium perforatum) obsahuje biologicky aktivni latky jako

je hlavné hypericin, ale také flavonoidy (napt. quercetin) nebo acylfloroglucinoly (napf.
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hyperforin). Hypericin je fototsenzitizator schopny vyvolat fototoxické reakce. Kromé
hypericinu fototosenzitivni vlastnosti vykazuji také jeho prekurzor pseudohypericin nebo

hyperforin [39].

1.4.3 UV filtry

UV filtry jsou Castd slozka kosmetickych pfipravkll vyuzivana jako ingredience chréanici
uzivatele pfed slune¢nim zéafenim, ale i jako fotostabilizator dané¢ho ptipravku [40]. Kvili
ochrané proti fotodegradaci se ptidavaji i do primyslovych vyrobkt, jako jsou napiiklad

plasty nebo textilie [41]. Obecné se UV filtry rozdéluji na dvé kategorie:
e Organické, které se podle spektra ucinku déli na:
o UVA filtry — napt. benzofenony, avobenzon
o UVB filtry — napf. derivaty kyseliny p-amino benzoové, oktokrylen
o Sirokospektré filtry — napf. ekamsul, bemotrizinol

e Anorganické — ZnO (oxid zine¢naty, mikro a nano forma), TiO; (oxid titanicity,
mikro a nano forma). Anorganické UV filtry slouzi jako Sirokospektré filtry chranici

pted UVA i UVB zafenim [42].

Chemické filtry absorbuji UV zafeni, dochazi k jejich konformacnim zméndm a energii
zateni uvoliluji ve formé tepla. Fyzikalni filtry UV zafeni odrazeji, rozptyluji nebo absorbuji

[42].

V poslednich dekadach dochazi ke zpochybiiovani bezpecnosti UV filtrii jak k lidskému
organismu, tak k Zivotnimu prostfedi [43]. Extenzivni pouzivani UV filtrii vede k jejich
pfitomnosti ve vodnich matricich, sedimentech a dalSich mistech environmentu [44].
Rezidua UV filtri byla nalezena ve vodnich organismech, ale i v lidském mateiském mléce,
lidské placenté nebo ve vzorcich moci [43, 44]. Jejich schopnost bioakumulace je dana

predevsim lipofilitou, stabilitou a perzistenci [44].

Ptitomnost chemickych skupin mize zplsobit akutni, vyvojovou nebo reprodukéni toxicitu
ruznych organismu [43, 44]. Byla naptiklad popséna toxicita nano formy TiO2 a ZnO vici
rybam, fasam a moiskym bezobratlovcim [45]. DalSim zdvaznym ucinkem je efekt
endokrinni disrupce. Naptiklad u benzofenoni, jejichz strukturni vzorec je mozné vidét
na obrazku 5, byl tento u¢inek pozorovan pii testech in vitro a in vivo, a to pro receptory

estrogend, androgenil, progesteronil a dalSich jadernych receptorii. Jako dalsi bezpecnostni
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problém je fotostabilita UV filtrd. V tomto pfipadé dochazi k fotoizomeraci nebo ke vzniku
toxickych produktd pii fotodegradaci a ztrat€ ochrannych vlastnosti. Toxické produkty
mohou poskozovat c¢asti bun€k, navic ovliviiuji stabilitu dalSich ingredienci pfitomnych

ve formulaci piipravku [43].

O

Obrazek 5: Strukturni vzorec UV filtri typu benzofenon
1.5 Fotodynamicka terapie

Fotoreaktivni schopnosti nékterych latek jsou vyuZzivané pro tzv. fotodynamickou terapii
(PDT). PDT je neinvazivni zptsob 1écby vyuzivany v mnoha oblastech mediciny hlavné
v onkologii, ale také v oblasti dermatologie, gynekologie nebo urologie. PDT je zalozena
na topickém nebo systematickém podani fotosenzitivni latky, tzv. fotosenzitizatoru (PS).
Tato latka se akumuluje v patologickych tkanich a absorbuje svétlo o vhodnych vinovych
délkach [46]. Vysledkem je aktivace procesti vedouci ke generaci ROS, bunééné smrti,
cévnimu poskozeni nebo imunitni odpovédi [47]. Molekularni mechanismus PDT je stejny
fotodynamické reakce typu II. Mnozstvi podilu obou reakci ale zilezi na koncentraci

kysliku, dielektrické konstanté a pH tkan€ a chemické struktuie fotosenzitivni latky [46].

Oproti chemoterapii je PDT vysoce lokalizovana technika, kterd neposkozuje zdravé bunky
[48]. PS se akumuluji ve vétSich koncentracich v rakovinnych buiikach nez v béznych
bunkach. Divodem muze byt jejich tendence se vazat na lipoproteiny s nizkou hustotou
(LDL). Funkci LDL je zasobovat tkan¢ cholesterolem, ktery buiika vyuziva pro vytvareni
membran béhem bunécného de€leni. Intenzivné se dé€lici bunky, jako jsou buiikky nadorové,
vykazuji zvySeny piijem LDL lipoproteintl, které transportuji fotosenzitizator do rakovinné

tkan¢. Jako dal§i divod pro lokalizované pisobeni léCiva je vysSi piitomnost LDL
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lipoproteinovych receptorti na povrchu bunék se zvySenou mitotickou aktivitou. Afinita
PS k sérovym lipoproteiniim, obzvlasté k LDL hraje poté dulezitou roli pro dodani 1é¢iva

do rakovinnych tkani [46].

Jako svételné zdroje se pouzivaji Sirokopasmova svétla ze zarovek nebo obloukovych lamp,
dale monochromatické svétlo z diodovych a barvivovych laser. VEtSina fotosenzitizatorti
ma sekundarni absorpéni piky a pouziti Sirokopasmovych svétel zvySuje jejich
fotodynamicky ucinek [49]. Pouzité svétlo je neionizujici, tudiz nedochazi k poskozeni
a mutacim DNA a ke karcinogenezi [48]. Optimalni vlnové délky jsou mezi 600-850 nm
anazyvaji se terapeutické okno. Niz8i vlnové délky hiife prostupuji tkani, naopak vyssi
nevykazuji dostatecnou energii pro excitaci molekularniho kysliku do singletového stavu

[49].

1.5.1 Fotosenzitizatory

Vhodny fotosenzitizator vyuzivany v PDT by mél byt netoxicky a zarovein by mél mit
znamou a stabilni strukturu. Existuji fotosenzitizatory tii generaci. Pfirozené se vyskytujici
porfyriny a jejich derivaty se fadi do prvni generace fotosenzitizatort [50]. Jako prvni latka
byla pro PDT pouzita smés porfyrint tzv. hematoporfyrin (Hp), dale také jeho vice selektivni
derivat (HpD). Pozdé¢ji byla smés dimert a oligomert izolovanych z HpD ptedstavena jako
fotofrin [51]. I pes Siroké rozsifeni prvni generace fotosenzitizatoru, je jejich priichod pies
tkan¢ nedostateCny diky maximalni absorpci 630 nm a akumulace v kazi naopak pfrilis
vysokd. Za jejich dalSi nevyhodu se povazuje hypersenzitivita kize nékolik tydnt

po aplikaci lé¢iva a nizkad chemicka Cistota [46].

Fotosenzitizatory druhé generace byly vyvinuty, aby ptekonaly problémy spojené s prvni
generaci. Mezi druhou generaci se fadi latky, které zahrnuji nebo maji pivod v porfyrinech,
bakteriochlorinech, ftalocyaninech, chlorinech, benzoporfyrinech, dale derivaty kurkuminu,
methylenové modie a dalsi [52]. PS druhé generace jsou charakterizovany vyssi chemickou
¢istotou a vysSim mnozstvim vzniku singletového kysliku. Diky jejich maximalni absorpci
vlnovych délek 650-800 nm 1épe penetruji do hlubsich tkani, navic se vyznacuji mensim
mnozstvim neptiznivych G€inkl. PS druhé generace jsou vice selektivni pro rakovinné tkané
a dochazi k jejich rychlejsi eliminaci. Hlavni nevyhodou je Spatné rozpustnost ve vod¢, coz

je vyznamné limitujici faktor pfi intravendzni aplikaci [46].

Tteti generace fotosenzitizatori zahrnuje vétSinou chemické latky druhé generace, které byly

modifikované nebo enkapsulované [51]. Modifikace zahrnuje spojeni s cilovymi skupinami
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napf. s protilatkami, sacharidy, aminokyselinami nebo peptidy. Mezi formy vzniklé
enkapsulaci se fadi lipozomy, micely nebo nanocéstice [52]. Zminénd tprava
fotosenzitizatorti zlepSuje jejich selektivitu a akumulaci v cilenych tkanich vedouci

k moznosti snizeni davky 1é¢iva pii zachovani jeho terapeutickych vlastnosti [46].
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2  OXIDATIVNI STRES

Oxidativni stres je fenomén zplisobeny nerovnovahou mezi produkci reaktivnich forem
kysliku a antioxidacnim mechanismem organismu. Antioxida¢ni mechanismy jsou typem
ochrannych mechanismi, které slouzi k eliminaci ROS se schopnosti detoxikovat reaktivni

molekuly nebo opravit vzniklé poskozeni zptisobené peroxidy a volnymi radikaly [53].

ROS jsou chemicky aktivni molekuly produkované zivymi organismy, kter¢ jsou vysledkem
bézného bunécného metabolismu a v nizkych koncentracich se ucastni fyziologickych
procestt buniky. Naopak, zvySené mnozstvi ROS ma schopnost poskozovat bunécné
komponenty jako je DNA, RNA, lipidy a proteiny, coz mize vést k apoptoze a nekroze

bunck, nebo také zplisobovat zmény v bunéénych drahéch a signalizacich [53, 54].

Tzv. endogenni ROS, které organismus vytvaii pfi normalnim stavu, jsou generovany
plazmatickymi membranovymi proteiny, jako je napf. skupina NADPH oxidaz,
metabolismem lipidG uvnitf peroxizomti a aktivitou rdznych cytosolickych enzymut
napf. cyklooxygenaz. Tyto zdroje sice pfispivaji do celkového mnozstvi generovanych ROS,
ale nejvétsi mnozstvi bunéénych ROS (kolem 90 %) pochéazi diky oxidativni fosforylaci
z mitochondrii [54]. ROS plni mnohé biologické funkce, napi. mohou slouzit jako signdlni

molekuly a jejich ptitomnost je tedy nutna pro fungovani organismu [55, 56].

Pti nadmérném oxidacnim stresu v patologickych a stresovych situacich dochazi k otviradni
iontovych kanalkli, oxidaci lipidl, modifikaci proteinii a oxidaci DNA. Prozanétlivé
molekuly generované prostiednictvim ROS zplisobuji zanétlivé reakce, které poté hraji roli
pii  vyvoji nékterych onemocnéni, jako je arterioskleroza, diabetes mellitus,
neurodegenerativni onemocnéni jako je Alzheimerova a Parkinsonova choroba. ROS se také
podili pii procesu starnuti nebo komplikacich pti t€hotenstvi [53, 54, 57]. Stresové faktory
prostiedi (napf. UV zéfeni, ionizujici zafeni, t€zké kovy, koufeni, expozice k polutantim,
psychologicky stres) a néktera 1éc¢iva mohou produkci ROS zvySovat a tim padem zvySovat
1 oxidativni stres [55]. Lidsky organismus ma sice integrované antioxidacni systémy
zahrnujici enzymatické 1ineenzymatické antioxidanty, které jsou obvykle efektivni
pfi blokovani Skodlivych ucinkit ROS, nicméné pfi patologickych podminkédch mohou byt

antioxidac¢ni systémy pirekonany [53].
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2.1 Reaktivni formy Kysliku

Reaktivni formy kysliku jsou skupina molekul, odvozend od molekularniho kysliku
a formovana reduk¢né-oxida¢nimi reakcemi nebo excitaci elektronti [58]. ROS se mohou
délit na neradikdlové ROS (obsahujici dva elektrony) a na volné radikély (molekuly
obsahujici alespoii jeden volny elektron) [54, 58]. Termin ,,reaktivni formy kysliku “ neni
chemicky pfesny a spiSe nez skupinu molekul, popisuje piibuzné latky s riznou mirou
reaktivity. Kvili obtiznému rozeznavani jednotlivych molekul se ale v minulosti zacal
pouzivat. Dnes je jiz mozné diky soucasnym technologiim urcit pfesné slozeni latek

a je doporucovano danou molekulu piesné specifikovat [58].

2.1.1 Neradikalové ROS

Mezi neradikalové ROS se fadi peroxid vodiku (H203), organické hydroperoxidy (ROOH),
singletovy molekularni kyslik (0.), elektronové excitovany karbonyl (R—C=0), ozon (O3)
a kyselina chlorna a bromna (HCIO, HBrO) [58].

Peroxid vodiku vznikd z molekularniho kysliku redukci dvou elektronti prevazné NADPH
oxidazami ve spojeni se superoxidovymi dismutdzemi mitochondridlnim elektronovym
transportnim fetézcem a dal$imi enzymy. Peroxid vodiku je relativné stabilni a je schopny
oxidovat proteiny obsahujici atomy siry — glutathion, cystein a methionin. Dal$i jeho
vlastnosti je rozpustnost v tucich a schopnost snadno difundovat pies bunééné membrany

[59, 60].

Organické hydroperoxidy zahrnuji hydroperoxidy vytvofené enzymaticky a neenzymaticky
(vznikajici napf. pii oxidaci lipidll) z polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) a sterolt
(napf. z cholesterolu). Jejich hlavni funkci je bunécéna signalizace, pfevdzné v imunitnim

systému a podileji se na napf. ferroptoze'[58].

Singletovy molekularni kyslik je excitovana forma O Proces generovani 'O, miize probihat
fotoexcitaci (v ¢astech téla, které jsou vystavené svétlu) a chemickou excitaci enzymaticky,
kterda miize fungovat bez ptistupu svétla [58]. Singletovy kyslik mlze piimo oxidovat
proteiny, DNA a lipidy a ¢astni se také oxidace cholesterolu, kterd se miize byt soucasti

Diels-Alderovych reakcich [61].

! Ferroptoza je typ bunééné smrti, ktery je vétSinou doprovazen velkym mnoZzstvim nahromadéného Zeleza
a oxidaci lipida [62].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

Ozon je velmi reaktivni oxidac¢ni ¢inidlo, jenz v oblastech se znec€isténym ovzdusim zvySuje

oxidativni stres v plicich a dalsich exponovanych tkanich, jako jsou pokozka, ¢i oko [58].

Kyselina chlornd a bromna jsou latky produkované z peroxidu vodiku myeloperoxidazou
ve fagocytickych vakuolach v neutrofilech pii obrané proti patogenim [58]. Kyselina
chlornd ma schopnost snadno oxidovat proteinové konstituenty, napf. thiolové skupiny,

aminoskupiny nebo methionin [60].

2.1.2 Radikalové ROS

Mezi volné radikaly se fadi superoxidovy radikal (anion O2°), hydroxylovy radikal (¢OH),
peroxylovy radikal (ROQe¢) a alkoxylovy radikal (RO¢) [58].

Superoxidovy radikal vznikd redukci jednoho elektronu kysliku Oz nebo je katalyzovan
superoxidovymi dismutdzemi na H>Oz a O a slouzi jako hlavni zdroj peroxidu vodiku [56],
[58]. Protonovana forma Oz, je perhydroxylovy radikdl HOze ktery neni nabity a muze
se rozpoustét v lipidech. Superoxidovy radikal efektivné reaguje s dalSimi radikaly
napt. s oxidem dusnatym (NO) a timto vytvaii peroxonitrit (ONOQO"), ktery slouzi jako

nitra¢ni ¢inidlo tyrosinu [58].

Hydroxylovy radikal je nejreaktivnéjsi forma ROS a je nespecifickym oxidacnim ¢inidlem.
Je tvofen z peroxidu vodiku redukci Fentonovou reakci za Gicasti Fe*" a reaguje piimo
s nejblizsi molekulou v mist€ jeho vzniku [58]. Hydroxylovy radikal je schopen poskozovat

proteiny, dale také mtize zptisobit rozstépeni fetézce DNA a oxidaci lipidu [63].

Peroxylovy radikal vzniké po iniciaci fetézové reakce volnych radikalli polynenasycenych
mastnych kyselin pfi oxidaci lipiddi. Peroxylové radikaly propaguji fetézové reakce volnych
radikalt odebranim protonu jiné PUFA a tim padem vytvaii lipidovy hydroperoxid a dalsi
uhlikovy radikél. Alkoxylovy radikal vznika jako meziprodukt oxidace lipidi rozkladem

hydroperoxidl a mtize zesilovat fetézové reakce oxidace tuku [58].

2.1.3 Endogenni zdroje ROS

ROS wvznikaji diky vSudypfitomnému kysliku v buiikdch a snadno akceptujici volné
elektrony, které jsou generovany normalnim oxidativnim metabolismem uvniti buiky.
Hlavnim zdrojem ROS jsou mitochondrie, které je produku;ji pii oxidativni fosforylaci [64].
Dalsi bunétné soucasti, jako jsou na endoplazmatické retikulum se véazici enzymy
a cytoplazmatické enzymatické systémy se mohou produkce ucastnit také [56]. Na zvySeni

mnozstvi ROS se také podili mnohé enzymatické systémy, napf. jsou syntézy oxidu
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dusnatého, xantinoxiddza, enzymy fagocytdzy, enzymy syntézy prostaglandinid a dalsi
enzymy ucastnici se zanétlivych procest (cyklooxygenaza a lipoxygenaza). Mnozstvi ROS
zvySuji déale kovy jako je Zzelezo, méd’ a mangan, které mohou byt uvolnény

z metaloproteinovych komplext [56, 60].

2.1.4 Exogenni zdroje ROS

Jak uz bylo zminéno vyse, ROS nebyvaji produkovany pouze piirozenymi procesy v téle,
ale mohou byt generovany i diky vnéjsSim vliviim. Mezi exogenni zdroje se fadi chemické
latky, jenz reaguji za vzniku peroxidi nebo ozonu, chemické latky, které podporuji tvorbu
superoxidi (napf. quinony, aromatické slouceniny s dusikem), slouceniny, které jsou
metabolizovany na radikdly (napf. polyhalogenované alkany, fenoly, aminofenoly)
a chemikélie uvolnujici Zelezo a m&d’ a podporujici vznik hydroxylovych radikald. ROS
mohou byt také generovany ozarenim vody ionizujicim zatenim (RTG zéfeni a y zéteni)
nebo UV ozafenim peroxidu vodiku [65], dale také expozici k ozonu, t€Zkym kovl nebo
koufenim (cigaretovy kout obsahuje oxida¢ni Cinidla, jako jsou superoxidy a oxid dusny)

[64].

2.2 Dausledky oxidativniho stresu

Oxidativni stres zptisobuje poskozeni proteint, lipidd, DNA a dalSich bunéénych
komponenti. Dale hraje ulohu v rozvoji fady onemocnéni, jako je rakovina,
kardiovaskularni onemocnéni, zdravotni problémy souvisejici s vékem, neurologickeé
onemocnéni jako je Alzheimerova a Parkinsonova choroba a v neposledni fad€ se podili

na mnohych zanétlivych onemocnénich [65].

2.2.1 PoSkozeni bunék a biomolekul
Proteiny

ROS mohou zplsobit oxidaci nebo modifikaci proteinl. Nejvice nachylné bilkoviny
k oxidaci jsou sloZzené z aminokyselin jako je methioninu, cysteinu, argininu, a histidinu
[60]. Oxidace bilkovin mlize byt rozd€lena na ireverzibilni a reverzibilni. Ireverzibilni
oxidace vétSinou vede k agregaci a degradaci bilkovin. Tento typ oxidace zahrnuje vznik
karbonyll bilkovin, nitrotyrosinu a sulfonovych kyselin, coZ mé za nasledek ztratu funkce
proteinii a jejich degradaci nebo akumulaci. Reverzibilni oxidace se vétSinou ucastni
redoxnich signalnich cest a regulace struktury a funkce bilkovin, ¢asto k ni dochazi

na cysteinovém zbytku a vede ke vzniku disulfidi, S-sulfonace, S-nitrosylace,
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a S-glutathionylace, dale také ke vzniku methioninu sulfoxidu, coz je reverzibilni proces

ucastnici se ochrany proti ischemii [66].

Lipidy

Produkce ROS v biomembréanach je velmi vysoké diky vysoké rozpustnosti molekularniho
kysliku. Tim padem jsou k napadeni reaktivnimi formami kysliku nachylné fosfolipidy
obsahujici vysoké mnozstvi polynenasycenych mastnych kyselin. Ty jsou dale schopné
se po reakci s ROS pfeménit na reaktivni volné radikdly, které iniciujici fetézové reakce

oxidace lipidii [67]. Dalsim cilem ROS mohou byt také glykolipidy nebo cholesterol. Lipidy

mohou byt také oxidovany enzymaticky pomoci napft. lipoxygenaz, cyklooxygenaz [68].

Pisobenim volnych radikalti mize dojit k oxidativnimu poskozeni lipida k tzv. peroxidaci
lipidd, jejiz mechanismus je zobrazen na obrazku 6. Peroxidace lipidu je reakce, béhem niz
dochdzi k odebrani elektroni molekulam tukovych latek. Odebranim elektronii dojde
ke vzniku reaktivni slouceniny ucastnici se dalSich reakci. Peroxidace lipidd ptimo
poskozuje fosfolipidy a hraje roli pfi apoptdze a zanétlivych onemocnénich [68]. Tato
radikalova reakce probihd ve tfech nésledujicich krocich: iniciaci, propagaci a terminaci.
Béhem iniciace prooxidanty, jako je napt. hydroxylovy radikéal, dochazi k odstépeni
allylového vodiku za vzniku lipidového radikalu (L), ktery byva stabilizovan molekularnim
preskupenim za vzniku konjugovaného dienu. V propagacéni fazi lipidovy radikal reaguje
s kyslikem za vzniku peroxylového radikalu (LOOe), ten odejme vodik z dals$i molekuly
mastné kyseliny za vzniku nového radikélu a hydroperoxidu (LOOH) [66]. V posledni fazi
spolu reaguji dva radikdly za vzniku stabilnich molekul a ziroven antioxidanty ucinné
rozkladaji radikaly, ¢imZ inhibuji fetézovou reakci [68]. Primarnim produktem oxidace
lipidii jsou hydroperoxidy. Sekundarnimi produkty jsou aldehydy, jako je malondialdehyd,
ktery miZze mit mutagenni u¢inky nebo dale také propanal, hexanal nebo 4-hydroxynonenal,

ktery se fadi mezi cytotoxické latky [66].
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Obrazek 6: Mechanismus peroxidace lipidi [69]
DNA

PoSkozenim DNA se rozumi fyzikdlné-chemické zmény jak v jaderné DNA, tak hlavné
v mitochondridlni DNA, ktera je vice nachylna k oxidativnimu poskozeni diky pfitomnosti
dychaciho fetézce, v némz probihd generace ROS v nejvétsi mife. ROS reaguji v DNA
s dusikatymi bazemi a deoxyribozou a zplisobuji oxidativni reakce, majici za disledek vznik
mutaci, apoptézu a nekrézu bunck nebo dédicnd onemocnéni. Oxidace DNA m4 také za
disledek roztrZzeni dvousroubovice nebo zménu v DNA béazich. ROS plsobi oxida¢né
riznym zpusobem, napf. hydroxylovy radikdl zplsobuje oxidativni poskozeni
pyrimidinovych a purinovych bazi excizi vlakna nebo reaguje s deoxyriboézou, kdy dochazi

k odstranéni vodiku molekuly, coz vede ke tvorbé oxidacnich produktti [69].

2.2.2 Oxidativni stres a onemocnéni

Pti nizkych koncentracich jsou ROS zapojeny do riznych bunécnych procest (proliferace,
diferenciace, apoptéza) nebo funguji jako signalni molekuly. Vys$s§i koncentrace ROS
a jejich produkce v nechténych bunéénych ¢astech nebo jejich uvoliovani pii ptirozenych
procesech v nevhodnych formach muize byt spousté¢em vyvoje nékterych chronickych

onemocnéni [64].
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Kardiovaskularni onemocnéni (KVO)

Hlavnim rizikovym faktorem ve vyvoji KVO je hypertenze. Ackoliv je vysoky krevni tlak
zpusobeny mnoha pfi¢inami (Zivotni styl, genetické predispozice, komorbidity), spole¢nym
znakem na molekularni urovni je oxidativni stres [70]. A. C. Montezano a R. M. Touyz
[71] ve své studii zminuji, ze pii zvySeném krevnim tlaku pochdzeji oxidanty hlavné
z NADPH oxidaz (NOX), dale mtze byt spojitost oxidativniho stresu a KVO podpotena tim,
ze u pacienti svysokym krevnim tlakem bylo pozorovano zvySené mnoZstvi
superoxidovych aniontti a peroxidu vodiku [72]. Kauzalni role oxidativniho stresu nicméné

u hypertenze nebyla jesté ustanovena [70].

Reaktivni formy kysliku v malém mnozstvi v kardiovaskularnim systému poskytuji benefity
jako je ochrana proti ateroskleréoze a podpora angiogeneze. Vyss§i mnozstvi ROS ale
zpusobuje sniZeni bunécné viability a oxidacni stres se podili na vyvoji a postupu KVO jako
je endotelidlni dysfunkce, aterosklerdza, selhani srdce, arytmie nebo ischemicka choroba

srdecni [64].
Nadorova onemocnéni

Rozvoj rakoviny v lidském organismu je komplexni proces, ktery zahrnuje zmény
na bunécné a molekuldrni trovni, které jsou zplisobeny endogennimi i exogennimi vlivy
[64]. Bylo zjisténo, ze stald expozice k vysokym mnozstvim ROS miize poskodit DNA
a ROS jsou pritomny pii ristu nadort, proliferaci, angiogenezi a jejich metastazi [70, 73].
Tato tvrzeni byla mnohokrat prokazana, naptiklad H.P.Chang a kol. [74] mé&fili mnoZstvi
H>O2 v kondenzovaném vydechnutém vzduchu u pacienti snové diagnostikovanym
nemalobunéénym karcinomem plic a zméfili zvySené mnozstvi H>O» a sniZenou

antioxidacéni kapacitu oproti normalu.
Neurodegenerativni onemocnéni

Alzheimerova choroba je onemocnéni charakterizované postupnou akumulaci
extracelularnich f-amyloidnich plakii a neurofibrilarnich pletenin uvnitt neuronti, dale také
neourodegeneraci, kterd vede ke ztrat€¢ paméti a k demenci [70, 75]. Hlavni pfi¢ina
onemocnéni neni jasna, ale rizikové faktory jako je ve€k, genetika, pohlavi a zneciSténi
ovzdu$i pfispivaji k rozvoji nemoci. Mnohé studie ukazuji, ze v mozcich pacientil
s Alzheimerovou chorobou byl zvySeny oxidacni stres. Napiiklad v ¢elnim, temennim

a spankovém laloku bylo zjisténo zvySené mnozstvi oxidovaného jaderného
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a mitochondridlntho DNA oproti kontrole stejného véku nebo byl zjiStén narist oxidace

proteinli v hypokampu a proteinovych karbonylt v kiite mozkové [70].

Parkinsonova choroba je chronické neurodegenerativni onemocnéni diagnostikované
predevsim svymi klinickymi projevy a vyznacuje se poskozenim dopaminergni neuront
v Cerné substanci a ptitomnosti Lewyho télisek v cytoplazmé téchto neuronti. Dopaminergni
neurony jsou diky extrémni metabolické aktivité a pfitomnosti snadno oxidovatelnych latek
napt. PUFA a zelezo, nachylné k oxidativnimu posSkozeni [76]. Pacienti s Parkinsonovou
chorobou méli zvySené mnozstvi poskozeni DNA a oxidaci lipidi v nervovych buiikach,
dale také snizené mnozstvi cytoplazmatického glutathionu, ktery ma v mozku antioxidacni

funkci [77].
Diabetes mellistu I1. typu

Diabetes mellitus druhého typu je typ diabetu, ktery mlize byt zptisoben genetickymi faktory,
ale také vngjSimi vlivy, napf. obezitou. Tento typ onemocnéni se vyznacuje nefunkénimi
mechanismy, regulujicimi tkanovou citlivost na inzulin, coz vede ke zhorSené sekreci
inzulinu pankreatickymi beta buiikami a snizenému ucinku inzulinu diky inzulinové
rezistenci [78]. Oxidativni stres stimuluje produkci zanétlivych mediator a zanétlivé
procesy naopak podporuji produkci ROS, chronicky zanét je tedy spojovan s vyvinem
diabetu [79].

Starnuti kuze

Reaktivni oxygenni molekuly indukuji a zrychluji procesy starnuti, véetné starnuti kize.
V kiizi je 1,5-5 % ptijimaného kysliku pfeménéno na ROS, které poté aktivuji signalni cesty,
jejichz vysledkem je sniZeni produkce kolagenu, syntéza a aktivace metaloproteinaz, které

jsou zodpovédné za degradaci pojivové tkdn€ a sekreci sekre¢niho fenotypu spojeného

se starnutim, ktery podporuje starnuti kiize [80].

ROS se také ucastni procesu starnuti kiize pres photoaging. Photoaging je proces starnuti
ktze zpisobené vystavenim kiize UV zafeni a je zodpovédny za vice nez 80 % starnuti pleti
[80]. Ozafenim kize UV zafenim dochéazi ke zvysSeni produkce ROS, které zpiisobuji
oxidativni stres, aktivuji drdhy kyseliny arachidonové a zprostiedkovavaji zanétlivé

odpovédi [80, 811].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 METODIKA

V ramci diplomové prace prob¢hla ptiprava koloidniho polyanilinu (PANI) a koloidniho
polypyrrolu (PPy) v pfitomnosti polyvinylpyrrolidonu (PVP) jako stabilizatoru. Dale
probéhlo testovani fototoxicity vybranych fototoxickych latek podle normy OECD ¢. 432
s ur¢itymi modifikacemi na bunééné linit BALB/c 3T3. Jiz dfive bylo prok4zané, ze koloidni
polyanilin je schopen vychytédvat reaktivni formy kysliku [82]. Antioxidac¢ni schopnosti byly
prokazany také u dal§iho vodivého polymeru a to polypyrrolu [83]. Pravé vznik ROS
je jednim z mechanismt vzniku fototoxicity. Proto byly polyanilin a polypyrrol pouzity

ke zmirnéni fototoxického ucinku.

3.1 Pouzité chemikalie

Anilin hydrochlorid (AH, Lach-Ner, Ceské republika), amoniumpersulfat (APS, Sigma-
Aldrich, Rakousko), polyvinylpyrolidon (PVP, Sigma-Aldrich, USA), pyrrol (Sigma-
Aldrich, Cina), chlorid Zelezity (FeCls IPL Ceska republika), kyselina chlorovodikova (HCI,
Lach-Ner, Ceska republika), kultivaéni médium DMEM (Dulbecco‘s Modified Eagle
Medium, Biosera, Francie), novorozenecké teleci sérum (Biosera, Francie), penicilin
a streptomycin (Biosera, Francie), glutamin (Biosera, Francie), 3-[4,5-dimethylthiazol-2-
yl]-2,5-difeynyltetrazolium bromid (MTT, Duchefa Biochemie, Nizozemsko), dimethyl
sulfoxid (DMSO, Penta, Ceska republika), esencialni bergamotovy olej (M&H, Ceska

republika), esencialni citronovy olej (Salus, Slovenska republika).

3.2 Pouzité pristroje

Inkubator HeraCell 150 i (Trigon, Ceska republika), flow box HeraSafe KS (Thermo Fisher,
USA), centrifuga 5702 R (Eppendorf, Némecko), vodni lazen (Memmert, Némecko),
ultrazvukova lazenn (Memmert, Némecko), solarni simulator SOL 500 (Honle, Némecko),
spektrofotometr Infinite M200 PRO (Tecan, Svycarsko), homogenizator Sonoplus HD 2070

(Bandelin Sonopuls, Némecko), zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Velka

Britanie).
3.3 Pouzita bunééné linie

Jako bunky pro testovani byla pouzita bunécna linie mysSich fibroblastt BALB/c 3T3 klonu
A31. Tato linie byla pouzita na zéklad¢ doporuceni normy OECD ¢. 432. Linie byla vyvinuta
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z disagregovanych mysich embryi starych 14—17 dni a vétSina bunék obsahuje pouze

telocentrické nebo akrocentrické chromozomy [24].
3.4 Priprava testovanych latek

3.4.1 Priprava koloidi

Koloidni PANI byl piipraven podle standardu [IUPAC (Mezindrodni unie pro Cistou a uzitou
chemii) [84]. Nejprve bylo 0,26 g AH rozpusténo v 5 ml vodného roztoku PVP o koncentraci
2 hm. %. Poté bylo 0,57 g APS rozpusténo v 5 ml destilované vody. Roztok APS byl pfidan
k roztoku AH s PVP a smés byla ponechéna 10 minut polymerizovat pii laboratorni teploté.
Koloid byl poté dialyzovan v celulosové membran¢ Spectra/Por 1 (Spectrum Medical
Instruments, USA, Mw 7 000D) proti roztoku 0,1 M HCI po dobu 10 dni za stalého michani.
HCl byla kazdy den vyménéna za Cistou. Dialyza byla provedena kvili odstranéni necistot

a nezreagovanych zbytklti monomeru a oxida¢niho ¢inidla.

Ptiprava koloidniho PPy zacala rozpusténim 0,1675 g pyrrolu ve 25 ml vodného roztoku
PVP o koncentraci 2 hm. %. Vysledny roztok byl ponechdn 30 minut na sonikatoru pro jeho
homogenizaci. Dal§im krokem bylo rozpusténi 0,676 g FeClz ve 25 ml destilované vody
a pridani rozpusténého FeCls k roztoku PVP a PPy. Pfipravend smés byla poté ponechana
24 hodin polymerizovat. Koloid byl opét dialyzovan pies celulosovou membranu
Spectra/Por 1 (Spectrum Medical Instruments, USA, Mw 7 000D) v roztoku 0,1 M HCI
po dobu 10 dnil, za stadlého michani. HCI byla kazdy den vyménéna za Cistou, stejné jako

v piipad¢ ptipravy PANI. Vysledné ptipravené koloidy je mozné vidét na obrazku 7.

Obrézek 7: Koloidni PANI (vlevo) a Ppy (vpravo)
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3.4.2 Priprava emulzi esencidlnich olejii

Jako fototoxické latky byly vybrany esencialni oleje, a to konkrétn€¢ olej citronovy
a bergamotovy, jejichz fototoxicky ucinek je prokazatelné znam [85, 86]. Vybrané silice
byly ptidany do fosfatového pufru, ktery je zalozen na vodni bazi. Pro nemisitelnost silic
s vodou byla smés ponechdna 10 minut v ultrazvukové 1azni kvili lep$i homogenizaci.

Esencidlni oleje byly pfipraveny v koncentracich v rozmezi 0,01 az 1,0 obj. %.

3.5 Podminky kultivace

Bunky byly kultivovany v kultiva¢énim médiu DMEM s piidavkem 10% novorozeneckého
teleciho séra, 100 U m/L penicilinu a streptomycinu a 2mM glutaminu. Kultivace probihala
na tkafiovém plastiku TPP (Techno Plastic Products AG, Svycarsko) v inkubatoru HeraCell
pfi teploté 37 °C, 5 % COz za stalé vlhkosti. Pfed samotnym testovanim museli byt vzdy

buiky rozmrazeny a rozkultivovany, takze bunky byly pravidelné pasazovany.

3.5.1 Pasazovani bunék

Na zacatku pasadzovani byly builkky promyty 8 ml fosfatového pufru. Po promyti byly
na do kultivaéni lahve ptfiddny 4 ml trypsinu a lahev byla ponechéna kolem 5 minut
v inkubatoru pro rozvolnéni buné¢k a jejich uvolnéni ze dna kultivaéni lahve. Po rozvolnéni
bunck bylo do kultivacni lahve pfidano stejné mnoZstvi média jako trypsinu a bunécna
suspenze odpipetovana do zkumavky. Suspenze byla poté odstfedéna v centrifuze po dobu
3 minut pfi 37 °C a rychlosti ota¢ek 1100 rpm. Po centrifugaci byl supernatan odsan a bunky
rozsuspendovany v kultivaénim médiu. V poslednim kroku probéhlo fedéni bunécné
suspenze na pozadovanou koncentraci. VSechny testy byly zahdjeny pii dosdhnuté

konfluenci pfiblizn€ 80 %.

3.6 Charakterizace koloidu

Po ptipravé koloidii byly charakterizovany jejich vybrané materidlové a biologické
vlastnosti. Z materidlovych vlastnosti byla stanovena jak velikost koloidnich ¢astic, tak
index polydisperzity. Oba tyto parametry byly stanovené na Cerstvé ptipravenych koloidech
ve fyziologickém prostiedi a po pul roce jejich skladovéani. Z biologickych vlastnosti byl
stanoveny zdkladni parametr biokompatibility. Konkrétné byla vyhodnocena cytotoxicita

koloidnich disperzi.
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3.6.1 Velikost ¢astic a index polydisperzity

Velikost ¢astic a index polydisperzity (PDI) byly méfeny na piistroji Zetasizer Nano ZS90
(Malvern Instruments, Velka Britanie). Standartni méfeni probéhlo v 1M 2x filtrované HCI,
pro zjisténi pH stability ve fyziologickém prostfedi méfeni probéhlo v PBS. Na zacatku byl
koloid smichan s méticim médiem (20 pl koloidu a 3 ml HCI nebo PBS). Dalsim krokem
bylo pfidani 1 ml pfipravené smési do sklenéné Cisté kyvety, kterd bylo poté vloZena do
pristroje pro méteni. Testovani v HCI probéhlo na Cerstvé piipravenych koloidech a taktéz
byla stanovena Casova stabilita, a to po pul roce od jejich ptipravy. Testovani v PBS bylo
z diivodu zjisténi pH stability ve fyziologickém prostiedi, které PBS s pH 7,4 predstavuje.

Vyhodnoceni poté probéhlo pomoci softwaru Zetasizer.

3.6.2 Cytotoxicita koloidi

Cytotoxcita koloidnich disperzi byla stanovena podle ¢eské technické normy CSN ISO
10993-5: Biologické hodnoceni zdravotnickych prosttedkd — Cast 5: Zkousky
na cytotoxicitu in vitro. Prvni den byla do 96- jamkové mikrotitraéni desticky nasazena
bunééna suspenze v koncentraci 2x10/ml média. Do kazdé jamky bylo
napipetovano 100 pl suspenze, pticemz krajni jamky desticky byly ponechény volné. Buiiky
byly poté ponechdny adherovat na povrch plastiku po dobu 24 hodin v inkubétoru.

Druhy den byl koloidni PANI a PPy rozpustén v médiu v koncentracich: 0,5; 1; 2,5; 5; 7,5
a 10 obj. %. Kultivaéni médium bylo dekantovano, nahrazeno meédiem s jednotlivymi
koncentracemi koloidi a jeden sloupec jamek byl ponechan pouze s ¢istym kultivacnim

médiem jako reference. Desticka byla poté opét nechana 24 hodin v inkubatoru.

Treti den byla cytotoxicita koloidii vyhodnocena pomoci testu MTT. Test MTT
je kolorimetricky test zivotaschopnosti bun¢k zaloZzen na redukci ve vod€ rozpustného
Zlutého barviva MTT na ve vodé nerozpustny fialovy formazan. Tuto reakci je moZné vidét
na obrazku 8. MTT je schopné prochédzet skrz bunéfnou a mitochondrialni membranu
pravdépodobné diky svému pozitivnimu naboji a lipofilnim vlastnostem. Redukce potom
probihd metabolicky aktivnimi butikami, kde je barvivo MTT pifeménovano enzymy
na mitochondridlni membrang. Takze ¢im vice je metabolicky aktivnich bunék, tim vice
barviva je pfeménéno a tim vyssi je hodnota absorbance. Z ¢ehoz vyplyva, ze ¢im vyssi
je absorbance, tim je viabilita bun€k vysSi. Tato zavislost je graficky zndzornéna
na obrazku 9. Intracelularni redukce MTT mulZe byt zprostiedkovand enzymy

oxidoreduktazy a dehydrogendzy a donory elektrontd (hlavné NADPH) rtiznych fazich
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glykolytickych drah k mitochondridlnimu transportnimu fetézci elektort. I pfesto,
zese MTT test povazuje jako wukazatel mitochondridlni aktivity, biochemické
a mikroskopické testy lokalizovaly formazanovéa granula i v endoplazmatickém retikulu

nebo plazmatické membrané bunék [87].

N /@ reduktaza N Q
~N NH
—N s —_ S

CH,

MTT formazan

Obrazek 8: Pfeména ve vode rozpustného MTT na ve vod¢ nerozpustny formazan [88]

Na zacatku provedeni testu MTT byly testované latky dekantovany, bunky byly
2x proplachnuty fosfatovym pufrem a bylo k nim ptidano 90 pl €erstvého média. Do kazdé
jamky bylo poté pfidano 10 pl roztoku MTT v koncentraci 5 mg/ml. Desticka byla poté
ponechana v inkubatoru. Po 4 hodinach bylo médium s MTT dekantovano a do jamek bylo
pfidano na 15 minut 80 pl DMSO pro rozpusténi vzniklého formazanu. Test byl nakonec
spektrofotometricky vyhodnocen méfenim absorbance pomoci multifunkéniho readeru
Infinite M 200 PRO. M¢feni probéhlo pfi vinové délce 570 nm a referencni vlnova délka

byla nastavena na 690 nm.
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Obrazek 9: Graf zavislosti absorbance na relativni bunééné viabilité

pfi testu MTT, pfi vlnové délce 570 nm
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Vysledné absorbance byla piepoctena na relativni hodnoty, kde reference znamenala 100 %
Zivotaschopnost bunék a odpovidala hodnoté 1. Zivotaschopnost bunék po expozici
koloidem byla vypo¢itana dle rovnice 1, ktera je podle ¢eské technické normy CSN ISO
10993-5: Biologické hodnoceni zdravotnickych prosttedki — Cast 5: Zkousky

na cytotoxicitu in vitro [89]. VSechny testy byly provedeny ve ¢tyfech opakovani.

., vy e 1 oD
relativni buné¢na viabilita = —2°¢ (1)
Ds70b
OD570e stfedni hodnota zméfené absorbance vzorku
ODs70b stfedni hodnota zméfené absorbance reference

Cim niz§i byla hodnota relativni bun&éné viability, tim vyssi byla cytotoxicita testované

latky.
3.7 Test fototoxicity a vlivu koloidi na fototoxicitu

3.7.1 Cas iradiace

Doba ozafeni bunék byla spocitina podle OECD normy 432 [25]. Pro bunéénou linii
BALB/c 3T3 je podle normy davka iradiace uréena jako 5 J/cm?. Davka je necytotoxicka,
ale zarovei dostadujici pro vznik fototoxické reakce. Cas iradiace byl poté spoéitan podle

rovnice 2:

davka iradiace [J/cm?]

t [min] = (2)

vykon iradiace [mW/cm?]

Realné doba ozatfeni byla 35 minut.

3.7.2 Priprava bunék a ozareni

Prvni den byla nasazena bunéfna suspenze na 96- jamkovou multititraéni desticku
o koncentraci bunék 5x10°/ml, pii¢emz krajni jamky byly ponechany volné. Pro vSechny
kombinace byly pfipraveny dvé desticky a znich jedna byla pouzita pro zjisténi
fotocytotoxicity (Irr+) a druhd pro zjisténi cytotoxicity (Irr-). Desticky byly poté ponechany
24 hodin v inkubatoru. Druhy den bylo médium dekantovano a do jamek byl ptfidan
fostatovy pufr s oleji o koncentracich 0,01; 0,05; 0,1; 0,5 a 1 obj. %. Silice byly testovany
jednak samotné a také byly k silicim pfidany koloidy v koncentraci 1 obj. %. Desticky byly
poté s testovanymi latkami ponechany 30 minut inkubétoru. Po 30 minutach byla jedna
desticka ozéatena pod UV lampou a druhd byla po stejnou dobu ponechdna na tmavém miste.

Na obrazku 10 lze pravé vidét ozatfovani destiCky UV lampou. Po 35 minutach byly buiiky
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promyty fosfatovym pufrem, do jamek pfiddno médium a desticky byly opét ponechény

24 hodin v inkubatoru.

Obrazek 10: Ozatovani desticky UV lampou

Tteti den probéhlo urceni viability bunék pomoci testu MTT zplisobem popsanym v kapitole
3.6.2. Pomoci softwaru GraphPad Prism byla stanovena hodnota ICso pro buiiky ozarené

1 neozéfené. Tato hodnota byla nasledné pouZita pro vypocet tzv. fotoiritacniho faktoru.

3.7.3 Fotoirita¢ni faktor

Vysledky ziskané diky testu MTT, byly poté zhodnoceny pomoci fotoiritacniho faktoru
(PIF). PIF je hodnota piedpovidajici fototoxicitu testované latky. Podle normy OECD ¢. 432

je mozné hodnotu PIF spocitat podle rovnice 3.

IC5o(—Irr
PIF = LosoCID) 3)

IC50(+II'I')
ICso(-Irr) maximalni polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace bez ozafeni
ICso(+Irr) maximalni polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace s ozafenim

Norma OECD také¢ tikd, Ze podle hodnoty PIF faktoru je mozné piedpovédéet fototoxicitu

testované latky. Jak Ize vidét na obrazku 11, PIF faktor <2 ptedpovida, ze latka neni
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fototoxicka, PIF faktor vétsi nez 2, ale mensi nez 5 predpovida ,,moznou fototoxicitu*

chemikalie, PIF faktor vétsi nez 5 potom predikuje, ze testovana latka je fototoxicka.

PIF <2 I::> Nefototoxicita
2< PIF <5 I::} Mozna fototoxicita

5< PIF |::> Fototoxicita

Obrazek 11: Predikéni model fototoxicity podle fotoiritacniho faktoru
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Materialova charakterizace koloidu

Byly pfipravené dva typy koloidnich systémi, a to poyanilinovy a polypyrrolovy koloid.
Jako bylo zminéné uz diive, oba tyto polymery vykazuji antioxidac¢ni vlastnosti Tyto
polymery mohou byt pfipravené v riznych formach jako je prasek, tenky film, ¢i koloidni
suspenze. Z hlediska zpracovani a vyuziti pfi testovani fototoxicity byla forma koloidu
zvolena jako nejidedlnéjsi. Na rozdil od prasku, ktery je nerozpustny ve vodnim prostredi,
a dokonce 1 v béznych organickych rozpoustédlech, koloidni forma je lehce misitelna
ve vodnim prostfedi. Koloidni disperze vznikaji, kdyZ polymerizace probihé za pfitomnosti
vhodného stabilizatoru. Stabilizator vytvaii na povrchu vznikajicich ¢astic obal, ktery ¢astice
chrani pred agregaci. Jako stabilizatory se pouzivaji jak rizné syntetické polymery, tak
biopolymery. Pro wvyuziti v biologickych aplikacich by se mél jednoznacné volit
biokompatibilni stabilizator. Proto byl zvolen pro stabilizaci ptipravovanych koloidii

vvvvvv

je biokompatibilita, rozpustnost ve vod¢ a vyborna stabilita [90].

Koloidni ¢astice jsou definované na zaklad¢ jejich struktury a podle definice se za koloidni
Castice povazuji ¢astice majici jakykoliv rozmér mensi jako 1 pm, ale zaroven vétsi jako
10 nm [91]. Dilezitym charakterizaénim ukazatelem koloidnich disperzi je jejich velikost

¢astic a index polydisperzity (PDI).

Index polydisperzity reprezentuje distribuci velikosti ¢astic daného vzorku. Jeho Ciselné
hodnoty se pohybuji od 0,0, kdy se jedné o perfektni monodisperzni vzorek, az do 1,0, kdy

hovotime o vysoko polydisperznim systému s Sirokou velikostni distribuci [92].

Dalsim dtlezitym ukazatelem je stabilita koloidnich ¢astic. Koloidni stabilita se tyka prave
velikosti Castic, a to konkrétné zmén v jejich velikosti, které muizou naznacovat
napf. agregaci nebo aglomeraci. Pokud velikost c¢éastic nepodléhd zméndm, disperze
se povazuje za koloidné stabilni. Stabilita miZe byt riizného charakteru. V ramci diplomové
prace byla stanovena Casova stabilita a vzhledem k planovanému pouziti koloidu i pH
stabilita. Casova stabilita byla stanovena po 6 mésicich od piipravy koloidnich disperzi.
S ohledem na vyuziti koloidu v biologickych systémech, byla pH stabilita méfena

ve fyziologickém prostiedi.
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Jako prvni byly zméfeny vlastnosti koloidniho PANI. V tabulce 1 lze vidét, ze primérna
velikost ¢astic byla naméfena jako 277,0+5,0 nm, méfenim v PBS byla velikost castic
zjisténa jako 277,0+0,3 nm. Z téchto hodnot Ize usuzovat, ze velikost ¢astic koloidniho
PANI zustala ve fyziologickém prostfedi stabilni a Castice nem¢li tendenci agregovat.
Tabulka 2 zobrazuje namétfenou velikost ¢astic PANI po 6 mésicich jako 292,0+12,0 nm.
Srovnanim s vysledky namétenymi ihned po piipravé koloidii doslo pouze k mirnému
zvyseni velikosti Castic, a proto Ize konstatovat, Ze primérna velikost ¢astic koloidniho
PANI se v ¢ase neméni a koloid byl stabilni i po 6 mésicich. Naméteny index polydisperzity
koloidniho PANI dosahoval po 6 mésicich hodnoty 0,240+0,020. Ve srovnani s PDI
naméfeného ihned po piipravé vzorku, jehoz wvelikost byla 0,160+0,070 av PBS
0,112+0,017, se PDI po ptl roce zvysil. V Case zlstavala tedy velikost ¢astic PANI koloidu

stabilni, ale 1 pfes neménnou velikost ¢astic doslo v Case ke zhorSeni jeho homogenity.

Tabulka 1: Métené vlastnosti koloidti ihned po ptiprave

Prostiedi Primérna Index
Koloid e wy s velikost 6 [nm] . . ¢ [nm]
priméfeni | . .. [nm] polydisperzity
PANI HCI 277,0 5,0 0,160 0,070
PANI PBS 277,0 0,3 0,112 0,017
PPy HCI 152,9 1,3 0,236 0,021
PPy PBS 116,0 4,0 0,207 0,017

Druhym testovanym koloidem byl PPy koloid. Hodnota velikosti ¢astic byla naméfena jako
152,9£1,3 nm. Ve fyziologickém prostiedi doSlo poté ke zmenSeni velikosti Castic,
atona 116,0+4,0 nm. Podobnym zpisobem doSlo ke zmenseni velikosti ¢astic
i po 6 mésicich, kdy velikost castic po pul roce byla naméfena jako 115,0+5,0 nm.
Homogenita koloidu se ve fyziologickém prostiedi zvysila, coz lze vidét na zméné PDI
z hodnoty 0,236+0,021 nm na 0,207+0,017 nm. V ptipad¢ méteni PDI doslo po piil roce také
ke sniZzeni hodnoty, a to z0,236+0,021 na 0,180+0,040. ZmenSeni Castic a zvySeni

homogenity bylo nejspise zapti¢inéné zranim koloidnich castic.

Tabulka 2: Métené vlastnosti koloidli po 6 mésicich

Prostredi Primérni Index
Koloid i méFeni velikost 6 [nm] olvdisverzity | © [nm]
P ¢astic [nm] polydisp y
PANI HCI 292.0 12,0 0,240 0,020
PPy HCI 115,0 5,0 0,180 0,040
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Navzdory drobnym zménam ve velikosti ¢astic nebo indexu polydisperzity pro oba vzorky
1ze vzhledem k hodnotadm konstatovat, ze oba koloidy byly jak ve fyziologickém prostredi,

tak v Case stabilni.

4.2 Test cytotoxicity

Pro vSechny materidly, které maji pfijit do kontaktu s biologickym prostfedim je dulezita
jejich biokompatibilita. Zakladnim ukazatelem biokompatibility je cytotoxicita materialu.
Vzhledem k zamyslenému vyuziti koloidu je tedy nutné ovéfit jejich cytotoxicitu a stanovit

prahovou koncentraci, ve které¢ budou koloidni disperze vyuzivané pro dalsi testovani.

Koloidy byly testované v rozmezi koncentraci 0,5-10 obj. %. Bunécna linie vybrand pro
testovani byla BALB/c 3T3, tedy linie doporu¢end normou OECD ¢&. 432 pro testovani
fototoxicity. Diivodem zjiSténi cytotoxicity koloidii bylo tedy urceni necytotoxické
koncentrace vhodné pro pouziti v nésledujicim testovani fototoxicity esencidlnich oleja.
Podle ¢eské technické normy CSN ISO 10993-5: Biologické hodnoceni zdravotnickych
prostiedki — Cast 5: Zkousky na cytotoxicitu in vitro jako necytotoxickou koncentraci latky

lze povazovat takovou, ktera nesnizi relativni bunécnou viabilitu pod hodnotu 0,7 [89].
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Nejprve probehlo testovani cytotoxicity koloidniho PANI. Na obrazku 12 lze vidét,
ze koncentrace koloidu 0,5 a 1 obj. % nesnizily relativni bunéénou zivotaschopnost pod
hodnotu 0,7, tudiZ nejsou povazovany za cytotoxické. Koncentrace 2,5 obj. % lezi na hranici
cytotoxicity, tudiz je mozné ji povazovat za potencialné cytotoxickou, a proto nebezpecnou
pro zamyslené aplikace. Naopak, pouzité koncentrace 5—10 obj. % zplsobily vyrazné snizeni
relativni bunécné viability, a to az pod hodnoty 0,4, tim padem jsou povazovany pro danou

bunécnou linii za cytotoxickeé.
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Obrazek 12: Graf zavislosti relativni bunééné viability na koncentraci koloidniho PANI
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Jako druhy byl testovan koloidni PPy. Graficky jsou vysledky testovani zobrazeny
na obrazku 13. Z vysledkl Ize vidét, Ze ani jedna z testovanych koncentraci nevykazuje
cytototoxicitu. Koncentrace koloidu 0,5-2,5 obj. % dokonce dosahuji relativni bunécné
zivotaschopnosti vy$si nez 90 %. I ptes to, Ze ani jedna z testovanych koncentraci nedosahuje
cytotoxického efektu, u koncentrace 5 obj. % a vice bunécna zivotaschopnost hodné poklesla
a vysledky jsou na hranici cytotoxického efektu. Z tohoto diivodu je bez dalsi tpravy tento

koloid mozné pouzivat aZ od koncentrace 2,5 obj. % a mén¢.
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Obrazek 13: Graf zavislosti relativni bunééné viability na koncentraci koloidniho PPy

Po testovani cytotoxicity koloidl byla ur¢ena nejvyssi spole¢na necytotoxicka koncentrace

koloidniho PANI a PPy jako 1 obj. %.

4.3 Test fototoxicity a u¢inku koloidii na fototoxicitu

Nékteré chemické latky mohou po ozareni slune¢nim zafenim vykazovat fototoxicitu. Jako
ochrana pfed fototoxicitou se Casto pouzivaji UV filtry, nicméné diky studiim casto
zpochybniujici jejich bezpecnost je vhodné hledat alternativy ochrany. Fototoxické reakce
muZou probihat mnoha mechanismy a jednim z nich je vznik reaktivnich forem kysliku
a jejich piisobeni na ¢asti bunék, biomolekul apod. U koloidniho PPy a PANI byla prokézana
schopnost putsobit antioxidaéné¢ a ROS vychytdvat. Z tohoto diivodu byla testovana
fototoxicita esencialnich oleji a vliv koloidl na jejich fototoxicky tc¢inek. Esencialni oleje

byly testovany v koncentraci 0,01-1 obj. %. Koloidy byly do silic v PBS piidany
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v necytotoxické koncentraci 1 obj. %, jak bylo zjisténo z ptfedchoziho testovani jejich

cytotoxicity.

Pro vypocet PIF faktoru bylo nejprve nutné urcit ICso ozafenych a neozarenych buné¢k. Jako
prvni probéhlo testovani bergamotového oleje, jehoz ICso(-Irr) a ICso(+Irr) bez piidavku
a s pfidavkem koloidi 1ze vidét na obrdzku 14. Uz na prvni pohled je znatelné, ze pridani
koloidu nemé¢lo vliv na hodnoty ICso pfi neozafenych bunkach a je tedy mozné konstatovat,
ze vybrana necytotoxickd koncentrace neméla vliv na bunécnou viabilitu. Pfi testovani
samotného bergamotového oleje dochazelo pii ozafeni k poklesu ICspo az na hodnotu
0,09 obj. % oproti hodnote 0,42 obj. % bez ozatfeni. Pfidanim koloidniho PPy rozdily mezi
ICso(Irr) a ICso(+Irr) byly pouze polovicni a to 0,43 obj. % oproti 0,23 obj. %. Koloidni
PANI byl schopen zmenSit rozdily mezi ICso ozafenych a neozafenych bunck jesté vice,
ato 0,42 obj. % pro ICso(Irr-) a 0,28 0bj.% pro ICso(Irr+). V obou piipadech byly koloidy
schopné snizit rozdily ICso ozafenych a neozatfenych bunék oproti samotnému
bergamotovému oleji a uz u téchto vysledkil je patrny pozitivni vliv obou koloidi

na fototoxicky ucinek oleja.

Bergamotovy olej

0.5+
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-

0.4 =3 Bergamot+PPy
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Obrazek 14: Polovi¢ni maximalni inhibi¢ni koncentrace neozatenych (Irr-) a ozatfenych

(Irr+) bun€k pro samotny bergamotovy olej a bergamotovy olej s koloidy
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Jako ukazatel fototoxicity latky se vyuziva PIF faktor. Tento faktor vyjadiuje pomeér
ICso bun€k neozarenych k ICso bun¢k ozarenych. V tabulce 3 je uveden PIF faktor ziskany
testovanim fototoxicity bergamotového oleje a PIF faktor bergamotového oleje s pridanim
koloidniho PPy a koloidniho PANI. Grafické zndzornéni je mozné vidét na obrazku 15. Pii
testovani samotného oleje dosahoval PIF faktor hodnoty 4,8, ve srovnani s PIF faktorem
silice s pfidanym PPy koloidem, u kterého doslo snizeni az na hodnotu 1,9. Na snizeni
fototoxického ucinku piisobil také koloidni PANI, a to snizenim PIF faktoru na 1,5 oproti

hodnot¢ 4,8 naméiené bez pridavku koloidu.

Tabulka 3: PIF faktory pfi testovani fototoxicity bergamotového oleje

Bergamot | Bergamot
Vzorek Bergamot + +
PPY PANI
PIF faktor 4,8 1,9 1,5
Bergamot
> T Il Bergamot
Bergamot+PPy
A Bergamot+PANI
§°7
-
o
L
a2 -
N\
. N

Obrazek 15: Grafické znazornéni PIF faktoru samotného bergamotového oleje

a bergamotového oleje s ptidanymi koloidy
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Jako druhy byl testovany citronovy olej. Na obrazku 16 lze vidét ICso ozafenych
a neozafenych bunck citronového oleje pro citronovou silici a silici s pfidanymi koloidy.
Stejn¢ jako pii testovani oleje bergamotového, ani zde nedoslo k ovlivnéni bunécné
zivotaschopnosti piidavkem koloidd. V pfipadé samotného oleje, ozaieni UV lampou
vyrazné snizilo ICso z hodnoty 0,76 obj. % az na hodnotu 0,12 obj. %. Pti ptidavku
koloidniho PPy byly hodnoty pro ICso(Irr-) naméteny jako 0,75 obj. %a pro ICso(Irr+) jako
0,34 obj. %. Koloidni PANI sniZil rozdily mezi polovi¢ni maximalni inhibi¢ni koncentraci
jesté ve vetsi mife nez PPy, a to jako 0,76 obj. % pro ICso(Irr-) a 0,69 obj. % pro ICso(Irr+).
Oba koloidy byly opét schopné vyraznym zplisobem snizit rozdily mezi I1Cso(Irr-)
a ICso(Irr+) oproti citronovému oleji bez koloidd, a tudiz mély opét pozitivni vliv na snizeni

fototoxického efektu silice.

Citronovy olej

1.0 .
Hl Citron

0.8+ I =3 Citron+PPy
o\"j 0.6 B3 Citron+PANI
= 0.
)
g 0.4-
Q
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Obrazek 16: Poloviéni maximalni inhibi¢ni koncentrace neozatenych (Irr-) a

ozatenych (Irr+) bunék pro samotny citronovy olej a citronovy olej s koloidy



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

Znovu byl i v piipadé citronového oleje pro stanoveni fototoxicity latky vypocitany PIF
faktor, ktery je pro testované kombinace uveden v tabulce 4. Pro lepsi zndzornéni jsou
graficky vysledky zobrazeny na obrazku 17. Schopnost snizovat fototoxicky ucinek
se projevila jak koloidniho PPy, tak u koloidniho PANI jak ukazuje tabulka 4. Hodnota PIF
faktoru se pfi pouziti koloidniho PPy snizila ze 7,2 na 2,2. Koloidni PANI byl schopen snizit

PIF faktor aZ téméf sedmkratato ze 7,2 na 1,1.

Tabulka 4: PIF faktory pfi testovani fototoxicity citronového oleje

Citron | Citron
Vzorek Citron + +
PPy | PANI
PIF faktor 7,2 2,2 1,1
Citron
8 1 Il Citron
Citron+PPy
[ Citron+PANI
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o
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Obrazek 17: Grafické znazornéni PIF faktoru samotného citronového oleje a

citronového oleje s ptidanymi koloidy

Byl testovan vliv koloidl na fototoxicky ucinek latek bézné vyuzivanych v kosmetickém
primyslu. Konkrétné byly vybrany fototoxické citrusové esencidlni oleje, a to bergamotovy
a citronovy olej. Fototoxicita téchto latek je popsana jiz v diive provedenych studiich.
Vystaveni fototoxické latky slune¢nimu zéafeni, ktera aplikovand topicky nebo systémovée
muze zpuisobovat akutni nebo chronické negativni fototoxické projevy. Tyto projevy jsou

popsany v kapitole 1.2. Jednim ze zplsobli pfedchézeni vzniku fototoxickych reakci
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je vyuziti UV filtrG. V soucasné dobé nicméné dochézi k jejich omezovani kviili novym
studiim o jejich biokompatibilité, dopadu na zivotni prostiedi apod. Z téchto divoda
je vhodné vyhledavat alternativni latky jako ochranu pted fototoxickymi reakcemi. Jednim
z mechanismii vzniku fototoxicity je produkce reaktivnich forem kysliku. Bylo zjisténo
ze koloidy PANI a PPy maji schopnost ROS vychytavat, proto probéhlo testovani vlivu

téchto koloidi na fototoxicky t¢inek.

Prvnim testovanym olejem byl olej bergamotovy. U tohoto oleje doslo ke snizeni PIF faktoru
z hodnoty 4,8 na hodnotu 1,9 diky pfidani koloidniho PPy. Podle normy OECD ¢. 432 doslo
tedy ke snizeni fototoxického ucinku latky z ,,potenciondlné fototoxické* na ,,nefotoxickou*.
V ptipad¢ sledovani fototoxického ucinku v ptitomnosti koloidniho PANI doslo ke snizeni

PIF faktoru na hodnotu 1,5, coz podle OECD normy taktéZz odpovida nefototoxické latce.

Nutno podotknout, Ze hodnota PIF samotného oleje, stanova jako 4,8 je uz na hranici
s hodnotou, ktera je hodnocena jako fototoxicka (PIF> 5), ale pfesto se jedna o vyznamny

pokles ve fototoxickém ucinku s pouzitim koloidnich disperzi.

Schopnost ptipravenych koloidl snizit fototoxicky tc¢inek se projevila i v pfipad¢ druhé
testované latky-citronového oleje. Koloidni PPy snizil hodnotu PIF faktoru ze 7,2 na 2,2. Pti
testovani vlivu koloidniho PANI na zmirnéni fototoxického u¢inku byla stanovena hodnota
PIF 1,1 a to z puvodnich 7,2. Podle OECD normy se jedna o zménu fototoxické latky

na latku nefototoxickou.

Vysledky testovani ukazuji na uc€inek koloidniho PPy i PANI snizovat fototoxicitu
bergamotového a citronového esencialniho oleje, a to pravdépodobné diky jejich schopnosti
vychytavat ROS. Tyto vysledky souhlasi s poznatky ptedchozich provedenych studii
[82, 83].
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ZAVER

Teoreticka Cast diplomové prace se zabyvala fototoxicitou, jejim mechanismem a projevy.
Protoze fototoxické ucinky mize mit mnozstvi latek z farmaceutického, kosmetického nebo
potravinaiského primyslu, bylo nutné vyvinout mnozstvi testli pro sledovani fototoxické
reakce. Dalsi ¢ast se tedy veénuje testovani fototoxicity a konkrétnimi latkami, které
fototoxicitu vykazuji a vyuzivaji se v kosmetice. Jako ochrana pied fototoxickymi reakcemi
slouzi predev§im UV filtry. Dalsi kapitola tedy pojednava o UV filtrech a jejich moznych
negativnich dopadech na organismus a zivotni prostfedi. Béhem fototoxickych reakci mtze
dochazet k mnozstvi procesii od poskozeni bunék a jejich ¢asti az po bunécnou smrt. Tohoto
ucinku vyuziva tzv. fotodynamicka terapie, na kterou je zamétena dalsi ¢ast teorie. Soucasti
vzniku fototoxickych reakei je produkce reaktivnich forem kysliku, tudiz posledni kapitola
teoretické Casti se zabyva oxidativnim stresem. Konkrétné jsou popsany reaktivni formy
kysliku a jejich zdroje a diasledky na lidsky organismus jak na molekuldrni Grovni, tak

na urovni celého organismu.

Kvili soucasnym rizikim spojenym s vyuZivanim UV filtrQi je na misté hledat vhodné
alternativy ochrany pted fototoxickymi reakcemi. V ptfedchozich studiich byla zjisténa
schopnost polyanilinu a polypyrrolu vychytavat ROS a vykazovat antioxidacni vlastnosti.
Naptiklad monitorovani generace reaktivnich forem kysliku pii tzv. respiracnim vybuchu
neutrofilii ukdzalo schopnost koloidniho PANI vychytavat ROS, pfi¢emz tento efekt byl
koncentra¢né dependentni [82]. Kumar A. a Somik Banerjee zase ukazaly antioxidacni
schopnost polypyrrolovych nanovlaken pfi DPPH testu [83] (DPPH je detekéni metoda
antioxidantll zaloZena na vychytavani radikalu 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu) [93]. JelikoZ
je produkce ROS soucésti vzniku fototoxické reakce, v ramci praktické casti probéhla
priprava koloidi z téchto polymert a testovani jejich vlivu na fototoxicky ucinek vybranych

latek.

Nejprve byl ptfipraven koloidni PANI a PPy v pfitomnosti PVP jako stabilizatoru. DalSim
krokem bylo urceni jejich materidlovych charakteristik, jako je velikost castic a index
polydisperzity. Méfeni probéhlo pomoci metody dynamického rozptylu svétla, jednak
standardné, po ptipraveé koloidnich suspenzi, ale 1 6 mésict po ptipravé koloida z divodu
ovéfeni Casove stability pfipravenych roztokt. Vzhledem k dalSimu zamySlenému vyuziti
v biologickych systémech, méfeni probéhlo i ve fyziologickém prostiedi, a to kviili ovefeni
pH stability pfipravenych vzorki. Pfi testovani koloidniho PANI byla velikost ¢astic v Case

a ve fyziologickém prostfedi stabilni, ale homogenita se v ¢ase mirné zhorsila. V ptipadé
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polypyrrolového  koloidu  doSlo k mirnému  zmenSeni  velikosti  Castic v Case
i ve fyziologickém prosttedi, a ke sniZzeni indexu polydisperzity v Case, coz bylo nejspise
zapticinéné zranim koloidnich castich. U obou koloidi bylo ale mozné vzhledem
k hodnotdm fici, Ze 1 pfes mensi zmény v jejich homogenité¢ a velikosti Castic, koloidy

zustaly stabilni jak v ¢ase, tak ve fyziologickém prostiedi.

Jako dalsi krok bylo nutné provést test cytotoxicity a zjiSténi necytotoxické koncentrace
vhodné pro nasleduji test fototoxicity. Jako spole¢na necytotoxicka koncentrace byla ur¢ena
koncentrace 1 0bj.% pro oba koloidy, tedy koncentrace, kterd nezplsobovala sniZeni

relativni viability bunék pod 0,7 podle normy CSN ISO 10993-5.

Nasledné probehlo testovani fototoxicity a vlivu pfipravenych koloidd na fototoxicky
ucinek. Fototoxicita byla testovana podle normy OECD ¢. 432 testu 3T3 NRU s urCitymi
modifikacemi na bunééné linii BALB/c 3T3 klonu A31. Pro test byly vybrany fototoxickeé
latky vyuzivané v kosmetice, a to esencidlni citrusové oleje, konkrétné olej bergamotovy
a citronovy. Oleje byly testované ve fosfatovém pufru v koncentraci 0,01-1 obj. % bez
a s ptidanymi koloidy. Pro kazdou testovanou kombinaci latek byla z vysledkti méteni
stanovena hodnota ICso, ktera urcuje polovinu maximalni inhibi¢ni koncentrace. Podle
normy OECD ¢. 432 byl nésledné z hodnoty ICso spocitan tzv. fotoiritacni faktor, ktery
predikuje fototoxicitu testované latky. Cim vys$si je hodnota PIF faktoru, tim vétsi
je fototoxicky ucinek chemikalie. Nejprve byl testovany bergamotovy olej. PIF faktor
samotného bergamotového oleje dosahoval hodnoty 4,8. Po ptidani PPy doslo ke sniZeni PIF
faktoru na 1,9; v pfipad€ koloidniho PANI PIF faktor klesl na hodnotu 1,5. Koloidy
vykazovaly schopnost snizeni fototoxicity 1 pfi testovani citronového oleje. Koloidni PPy
v tomto piipadé snizoval PIF faktor ze 7,2 na hodnotu 2,2. U¢inek koloidniho PANI
se projevil snizenim PIF faktoru ze 7,2 aZ na 1,1. Koloidni PANI a PPy tedy snizovaly
fototoxicky ucinek jak bergamotového, tak citronového oleje, pravdépodobné diky

vychytavani ROS, coZ odpovida poznatkiim z diive provedenych studii.

Je mozné tedy konstatovat, ze ptedpoklad vyuziti polyanilinového a polypyrrolového
koloidu jako preventivniho prostfedku pted negativnimi dopady UV zéfeni byl potvrzeny.
Samoziejmé pro dalsi vyuziti téchto latek v praxi je nutné provést dikladngjsi testovani
téchto latek metodami zminénymi v teoretické Casti této prace. Také je nutné provést
daslednéjsi testovani pripravenych materialti z hlediska jejich bezpecnosti na organismus.
Zavérem je ale mozné fici, Ze pfipravené koloidni materidly by mohly byt potencialné

vyuzivany jako u¢inny prosttedek v boji pted fototoxickymi reakcemi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

uv
ROS
DNA
UVA
UVB
UvC
Da

ES

EU
UV/VIS

3T3 NRU

ECVAM

OECD

RhE

IFRA
ZnO
TiO2
PTD
PS
LDL

Hp

Ultrafialové (Ultraviolet)

Reaktivni formy kysliku (Reactive oxygen species)
Deoxyrybonukleova kyselina

Ultrafialové A (Ultraviolet A)

Ultrafialové B (Ultraviolet B)

Ultrafialové C (Ultraviolet C)

Dalton

Evropska spolecenstvi

Evropské Unie

Ultrafialové-viditelné (Ultraviolet-visible)

Test fototoxicity piijmu barviva neutralni Cervené (3T3 Neutral Red

Uptake Phototoxicity Test)

Evropské centrum pro validaci alternativnich metod (European

Centre for the Validation of Alternative Methods)

Organizace pro hospodafskou spolupraci a rozvoj (Organisation for

Economic Co-operation and Development)

Testova metoda pro in vitro fototoxicitu na rekonstruované lidské

epidermis

Mezinarodni asociace parfémi (International Fragrance Association)
Oxid zine¢naty

Oxid titaniCity

Fotodynamicka terapie (Photodynamic therapy)

Fotosenzitizator

Lipoproteiny s nizkou hustotou (Low density lipoproteins)
Hematoporfyrin

Derivat hematoporfyrinu
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RNA
NADPH
H>0,
ROOH
10,
R—C=0
O3
HCIO
HBrO

PUFA

NO
FeZ+

RTG

LOO-
LOOH
KVO
NOX
PANI
PPy

PVP

Ribonukleova kyselina
Redukovana forma nikotinaminadenin dinukleotidu
Peroxid vodiku

Hydroperoxid

Singletovy molekularni kyslik
Elektronové excitovany karbonyl
Ozon

Kyselina chlorna

Kyselina bromna
Polynenasycena mastna kyselina (Polyunsaturated fatty acid)
Superoxidovy radikal
Hydroxylovy radikal

Peroxylovy radikal

Alkoxylovy radikal
Perhydroxylovy radikal

Oxid dusnaty

Zeleznaty kationt

Rentgenové

Lipidovy radikal

Peroxylovy radikal
Hydroperoxid

Kardiovaskularni onemocnéni
NADPH oxidéaza

Polyanilin

Polypyrrol

Polyvinylpyrrolidon
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AH Anilin hydrochlorid

APS Amoniumpersulfat

FeCl; Chlorid zelezity

HCl Kyselina chlorovodikova

DMEM Dulbecco‘s Modified Eagle Medium

MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difeynyltetrazolium bromid

IUPAC Mezinarodni unie pro ¢istou a uzitnou chemii (International Union of

Pure and Applied Chemistry)

Obj. % Objemové procento

Um/L Jednotky na mililitr (Unit per mililitre)

mM Milimolarni

CO2 Oxid uhli¢ity

Rpm Otacek za minutu (Revolution per minute)

PBS Fosfatotovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

ODs70e Stfedni hodnota zmétené absorbance vzorku

ODs70b Stfedni hodnota zmétené absorbance reference

Irr- Bez ptitomnosti UV zareni

Irr+ V pritomnosti UV zareni

ICso(-Irr) Maximadlni polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace bez ozareni
ICso(+Irr) Maximadlni polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace s ozarenim
PDI Index polydisperzity

c Smérodatna odchylka

DPPH? 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl
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