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ABSTRAKT

Predlozend bakalafskda prace se v prvni Casti zaméfuje na esencidlni oleje. Zabyva se
zejména jejich chemickym slozenim, ziskdvanim, izolaci a v neposledni fadé jejich biolo-
gickou aktivitou. Dale je zde uvedeno mozné vyuziti esencialnich oleji v potravinaiském
a kosmetickém pramyslu. Druhd ¢ast prace se vénuje podstaté fototoxicity se zamétenim na
prubeh a mechanismus reakce. Blize jsou popsany 1 metody vyuzivané ke stanoveni fototo-
xicity. Pozornost je také vénovana anatomii klize a problematice slune¢niho zareni. Posledni

kapitola pojednava o fototoxicité esencialnich olejii v zavislosti na obsahu furokumarinti.

Klicova slova: esencialni oleje, slune¢ni zafeni, fototosenzibilizace, fototoxicita

ABSTRACT

The first part of the bachelor thesis focuses on essential oils. In particular, it describes their
chemical composition, acquisition, isolation and finally their biological activity. This part is
followed by description of the possible use of essential oils in the food and cosmetic industry.
The second part of the thesis is devoted to phenomena of phototoxicity with special attention
paid to the related physiological processes and reaction mechanism. The methods used for
determinatione of phototoxicity are described in more detail. Attention is also paid to the
anatomy of the skin and the issue of solar radiation. The last chapter describes the phototo-

xicity of essential oils depending on the amount of furocoumarins.

Keywords: essential oils, solar radiation, photosensibilisation, phototoxicity
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UvVOD

Esencialni oleje lze charakterizovat jako komplexni smési molekul syntetizované v riznych
castech rostlin. Po chemické strance nelze esencidlni oleje jednoznacné definovat. Nicméné
hlavni komponenty podléhaji déleni do tti zakladnich skupin, a to na terpeny, Sikimaty a do-
provodné slozky esencialnich oleji. Chemicka struktura esencidlnich oleji uzce souvisi s je-
jich biologickou aktivitou. Velky potencial maji zejména diky antimikrobialni aktivité
a slibné je také vyuziti esencialnich oleju jako konzervacnich latek v potravinarském a kos-
metickém primyslu. Z rostlinnych materialli se esencidlni oleje izoluji zejména lisovanim,

destilaci a extrakci, mezi kterou lze zaradit také enfleuraz.

Fotosenzibilizace je projevem negativniho u€inku ultrafialového zatfeni na organismus. Své-
telna aktivace chromoforu indukuje chemické zmény v jiné molekule, coz vede po vystaveni
slune¢nimu zéateni k vyvolani neZddouci toxické kozni reakce. Na zdkladé mechanismu po-
Skozeni organismu se déli na reakce fototoxické, fotoalergické a fotogenotoxické. V predlo-
zené bakalarské praci je kladen diraz zejména na fototoxicitu se zamétenim na prabeh a me-
chanismus reakce. V zavislosti na u€incich ultrafialového zéafeni na organismus je rozebrana

anatomie ktze i problematika slunecniho zafeni.

V této bakalatské praci je dale vénovana pozornost fototoxicité esencialnich olejti, zejména
metodam, kterymi lze fototoxicky ucinek stanovit. Jedna se o zkousku fototoxicity 3T3 NRU
in vitro, zkouSku fototoxicity vyuzivajici 3D model lidské kiize, zkouSku fototoxicity vyu-
Zivajici Cervené krvinky — fotohemolyzu a posledni zminénou zkousku fototoxicity pomoci

epikutannich testl, kterd se jako jedina v mé praci fadi mezi in vivo testovaci metodu.

Potencidl vyvolat fototoxické Gc¢inky esencialnich olejl je pfipisovan furokumariniim, je-

jichZz mechanismus piisobeni je podrobnéji rozebran v posledni kapitole této prace.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA ESENCIALNICH OLEJU

Francouzské agentura pro normalizaci: Agence Frangaise de Normalization (AFNOR) uvadi
nasledujici definici (NF T 75-006): esencialni olej je produkt ziskany z rostlinné suroviny
procesem suché ¢i parni destilace, anebo mechanickymi postupy z epikarpu citrusovych

plodu, kdy je vysledny esencialni olej oddélen od vodné faze fyzikalnimi metodami [1].

Esencidlni oleje, znamé takeé jako éterické oleje ¢i silice, 1ze chapat jako tékavé slouceniny,
syntetizované piirozen¢ v riznych ¢astech zivych organismi. Tyto organismy tvoii esenci-
alni oleje pro vlastni obranu, signalizaci nebo jako soucast svého sekundarniho metabolismu.
V rostlinach se esencidlni oleje tvofi pfevazné v olejovych buiikach, Zlaznatych trichomech
¢1 sekre¢nich kanalcich [2], [3]. Mezi klicové charakteristiky esencidlnich oleja patii jejich
aromati¢nost, lipofilita, kapalnost a predevsim té€kavost. Jsou to latky s hustotou obvykle
niz$i nez voda, bezbarvé s moznym nadechem do zluta, snadno oxidovatelné vystavenim
vzduchu, svétlu ¢i teplu a Casto obsahujici biologicky aktivni slozky [4], [5]. Podle toho,
z jakych ¢asti rostlinného materidlu, esencidlni olej pochdzi, se méni jeho slozeni. Vychozi
material pro izolaci tvofi cela rostlina, anebo pouze jeji jednotlivé casti. Nejcastéji jsou oleje
ziskavany z kvéta (raze, jasmin, pomerancové kvéty, Sefik), stonkil (mata, levandule), se-
men (kardamom, koriandr, anyz, ibisek), listi (kafr), plodl (citrusy, jalovec) nebo dieva

(cedr, santal, skofice) [6], [7].

Kvalitu esencialnich oleji vyznamné ovlivituje zpisob jejich ziskadvani. RozliSujeme tii
hlavni procesy, mezi né¢z fadime lisovani, destilaci (vodni parou, hydrodestilaci) a extrakci

(organickymi rozpoustédly, superkritickym oxidem uhli¢itym, enfleuraz) [6].

Po chemické strance predstavuji esencidlni oleje riznorodou skupinu latek, kdy zpravidla
zaklad oleje tvofi dvé az tfi majoritni slozky, které jsou zastoupeny ve vysokych koncentra-
cich. Ve stopovém mnozstvi Ize pak nalézt rtizny pocet neméné diilezitych minoritnich slo-
zek. Podle riznych kritérii je mozno tyto slozky klasifikovat do n€kolika tfid [8]. Tato ba-

kalafska prace se zabyva rozdélenim na terpeny, Sikimaty a dalSi doprovodné slozky.

Esencidlni oleje maji osvéd€ené primyslové vyuziti pii vyrobé parfémii a kosmetiky, pre-
devs$im mydel, krémi, Samponti a Cisticich prostfedkli. Zajimavym aspektem téchto olejl je
také jejich potencial jako terapeuticka ¢inidla v aromaterapii, ¢i objeveni alternativy novych
lé¢iv na zéklad¢ jejich biologickych vlastnosti. Dal§i vyznamna aplikace je v potravinaiském

primyslu, a to jak pro dochuceni potravin, tak pro jejich konzervaci [9].
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2 CHEMICKE SLOZENI ESENCIALNICH OLEJU

Esencialni oleje jsou komplexni smési molekul obsahujici vice nez 20 riznych slozek s niz-
kou molekulovou hmotnosti a ve velmi odlisSnych koncentracich. Mnohé z téchto molekul
se nachazi v nizkych koncentracich, zatimco jiné jsou hlavnimi slozkami a mohou tak pted-

stavovat az 70 % oleje [10].

Slozky esencidlnich oleju 1ze rozdélit do dvou, respektive tii, hlavnich skupin. Prvni, velmi
vyznamnou skupinou, jsou terpeny. Diky zna¢né variabilité v poctu izoprenovych jednotek
podléhaji dalSimu dé€leni, pfevazné na hemiterpeny, nejvice zastoupené monoterpeny a se-
skviterpeny. Druhou skupinu tvofi Sikimaty. Posledni, neméné diileZitou skupinou, jsou do-
provodné slozky esencialnich olejii. Mezi tyto komponenty lze zafadit neterpenoidni uhlo-

vodiky, laktony, estery anebo slouc¢eniny obsahujici dusik ¢i siru [2], [6].

Chemické sloZeni esencialnich oleji nelze v obecné roving jednoznacné definovat, nebot’ je
zavislé na mnoha faktorech, které mohou ovliviiovat tuto riiznorodost. Jedna se pfedevS§im
o klimatické podminky, s tim souvisejici prostiedi vyskytu rostlin a v neposledni fadé zpu-

sob sklizn¢. Rozdilné chemické slozeni se dale odrazi ve vlastnostech ptislusnych olejt [3].

2.1 Terpeny

Terpeny jsou jednou z nejrozmanitéjSich skupin zékladnich slozek esencialnich oleji. Nesou
také nazev izoprenoidy, nebot’ jsou tvofeny piesmykem jedné Ci vice izoprenovych jednotek.
Po chemické strance Ize tuto jednotku oznacit jako 2-methylbuta-1,3-dien (viz Obr. 1) [2].
Vsechny chemické struktury v predlozené bakalaiské praci jsou vytvofeny v programu

ChemSketch.

HEC\\\\
CH
HZC:/_ ’

Obr. 1 Chemicka
struktura  izopre-

nové jednotky

Terpeny je mozno dale délit na zédklad¢ poctu uhlikli v molekule, tedy poctu izoprenovych

A4

niz§i pocet uhliki maji hemiterpeny (CsHs). Ty jako menSinové slozky obsahuji pouze jednu
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izoprenovou jednotku. Molekuly tvoiené ze dvou izoprenovych jednotek se nazyvaji mono-
terpeny a lze je charakterizovat pritomnosti deseti atomi uhliku (CioHie). Seskviterpeny ob-
sahujici tfi izoprenové jednotky se vyznacuji ptitomnosti patnacti atomt uhlikti (C15Ho4).

WV v

Do skupiny terpent Ize dale zatadit i t€z$i slouceniny tvofené ze Ctyr ¢i Sesti izoprenovych
jednotek, tedy diterpeny (C20H32) a triterpeny (C3oHag). Obecné lze konstatovat, Ze pouze
hemiterpeny, monoterpeny a seskviterpeny jsou natolik te¢kavé, aby byly hlavnimi slozkami

esencialnich oleji [2], [6].

Terpeny jsou odvozeny z alifatickych prekurzort, jako je geraniol pro tvorbu monoterpend,

farnesol pro seskviterpeny, dale pak geranylgeraniol pro diterpeny a skvalen pro triter-

peny [2].

2.1.1 Hemiterpeny

Hemiterpeny tvofi minoritni slozky esencidlnich oleji. Patii mezi né velké mnoZstvi alko-
holi, aldehydi, ketonli a zejména esterti, které maji ve své struktufe obsazenu jednu izopre-
daci prenolu. Z chemického hlediska Ize tuto slouceninu pojmenovat také jako 3-methylbut-
2-en-1-ol (viz Obr. 2). Soucasti esencialnich olejit byvaji do znacné miry také derivaty tohoto

alkoholu. Napftiklad prenyl acetat 1ze nalézt v esencialnim oleji zvaném ylang ylang [6].

H3c>_\—r:uH

Obr. 2 Chemicka

struktura prenolu

2.1.2 Monoterpeny

Monoterpeny jsou acyklické, monocyklické ¢i bicyklické C-10-izoprenoidy, tedy latky od-
vozené od izoprenu. Jsou povazovany za sekundarni metabolity, které rostlin€ slouzi napti-
klad jako detoxikac¢ni faktory, morforegulatory, atraktanty nebo obranné latky a rostlina je
tedy neprodukuje za Gc¢elem vyuziti jako zdroje energie nebo zasobni latky. Monoterpeny
jsou v rostlinach nejcastéji syntetizovany v parenchymatickych bunikach za nasledného ulo-
zeni ve vakuolach, v bunécné sténe nebo ve specialnich exkre¢nich pletivech jako tzv. prys-

kyficné bunky [11].
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Vyznam monoterpentl spo¢iva predevsim v zajisténi komunikace mezi rostlinami, v ochrané
rostliny pied vysychanim ¢i napadenim Skadci, lakaji opylujici hmyz a v neposledni fadé
monoterpeny zprosttedkovavaji interakce mezi rostlinou a prostiedim. Dilezitou roli hraji
monoterpeny i pro vyssi organismy, pti¢emz jsou lidmi vyuzivany v potravinafstvi, kosme-

tice a farmacii pro své aroma nebo jako insekticidy a herbicidy pro svou toxicitu [11].

Mezi nejrozsitenéjsi monoterpeny patii a-pinen a [3-pinen, které jsou zaroven soucasti prys-
kytice jehlicnanti. Jako ptiklad acyklickych monoterpent lze uvést myrcen (viz Obr. 3) a ge-
raniol. Menthol, ktery nalezneme v silici maty peprné a limonen, obsazeny v silici citruso-

vych plodl, miiZzeme zatadit mezi tzv. cyklické monoterpeny [6], [11].

HC
3 \‘WCHE

CHs CH;

Obr. 3 Chemicka struktura

myrcenu

2.1.3 Seskviterpeny

Seskviterpeny jsou tvofeny pridanim jedné izoprenové jednotky k monoterpenové molekule.
Jejich prekurzorem je farnesol (viz Obr. 4), ktery je Siroce distribuovan v kvétinovych sili-
cich, zejména z razi ¢i akatii. S vy$S§im poctem uhlikt v fetézci stoupa bod varu. Z toho vy-
plyva, ze seskviterpeny maji zfeteln¢ vyssi bod varu nez monoterpeny. JelikoZ jsou seskvi-
terpeny 1 daleko t&éz$1 nez monoterpeny, potfebuji vice energie na ptechod do plynné faze,
jsou tedy méné tékavé. Existuji v linearni, rozvétvené nebo cyklické formée. Cyklické seskvi-
terpeny podléhaji dal§imu déleni, nebot’ mohou byt monocyklické, bicyklicke ¢i tricyklické.
Seskviterpenové derivaty mivaji typickou vini silic z listd paculi a santalového ¢i cedrového

dfeva. Za nositele takovych viini 1ze oznacit cedren a cedrol [2], [6], [7].

Obr. 4 Chemicka struktura farnesolu
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2.2 Sikimaty

Kyselina Sikimova (viz Obr. 5) je pro rostliny zasadnim syntetickym meziproduktem. Slouzi
jako prekurzor zejména pro flavonoidy a lignin. Flavonoidy jsou nedilnou soucasti rostlin,
jako antioxidanty, barviva a v neposledni fad¢ jako ochranné prostiedky proti ultrafialovému
zateni. Lignin oproti tomu hraje kliCovou roli jako strukturni materidl rostlin v dfevnatych
tkénich. Kyselinu Sikimovou lze syntetizovat z fosfoenolpyruvatu a erytroza-4-fosfatu. Jeji
derivaty mohou byt obvykle rozpoznavany charakteristickym Sikimatovym vzorem Sesti-

¢lenného kruhu s jednim ¢i tfemi uhlikatymi substituenty v poloze 1 a kyslikem v poloze 3,

4 nebo 5 [2], [6].

HO

HO

Obr. 5 Chemicka struk-

tura kyseliny Sikimové
Jednou ze slozek esencidlnich olejit mohou byt 1 fenylpropanoidy syntetizované Sikimatovou
cestou prostifednictvim aminokyseliny fenylalaninu a kyseliny skoficové za ptisobeni mno-
hych enzymt véetné transferaz, oxidoreduktaz, lyaz a ligaz. Charakteristickym znakem pro
fenylpropanoidy je piitomnost benzenového kruhu na uhliku C6. Mezi vyznamné fenylpro-

panoidy fadime zejména eugenol, vanilin a derivaty kyseliny skoficové [2], [6].

2.3 Doprovodné slozKky esencidlnich olejta

Esencidlni oleje se sklddaji z mnoha doprovodnych komponent, které se vSak vyskytuji
pouze ve stopovém mnozstvi. Mohou to byt naptiklad neterpenoidni uhlovodiky, mezi néz
bolickou pfeménou, zejména degradaci fosfolipidii a mastnych kyselin. Dal$i hojné rozsite-
nou sloZzkou esencidlnich oleji jsou cyklické estery kyseliny mlé¢né, znamé jako laktony.
Po chemické strance obsahuji laktony péti ¢i viceCetny kruh, na ktery je heterocyklicky va-
zan kyslik. Podle ¢etnosti kruh je lze rozd€lit na dve skupiny. Laktony s péticetnym kruhem
oznacujeme jako y-laktony, s Sesticetnym kruhem jako 6-laktony. Mezi slozky esencidlnich

olejli 1ze zaradit také estery, isothiokyanaty a slouceniny obsahujici ve své molekule siru ¢i
dusik [2].
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3 ZPUSOBY ZISKAVANI ESENCIALNICH OLEJU

Esencialni oleje se z rostlinnych materiali nejcastéji ziskavaji tfemi zptisoby a to: 1) lisova-

nim, 2) destilaci, 3) extrakci. Zminované zpusoby jsou podrobnéji popsany dale.

3.1 Lisovani

Lisovani a enfleurdz, rozebrana podrobnéji v kapitole 3.3.1.2, patii mezi zptisoby ziskavani
silic za studena, tedy pii pokojové teploté, kdy nedochazi k pfimému zahtivani. S technolo-
gickym postupem lisovani se miizeme setkat vyhradné u citrusovych plodt s vysokym ob-
sahem silic, jako jsou napt. pomeranc, citrén, bergamot nebo grapefruit. Olejové buiky ci-
trusovych ploda se nachazi tésn¢ pod povrchem, piesnéji v epikarpu (viz Obr. 6) a lze je
snadno izolovat. Plisobenim vysokého tlaku a mechanickym naruSenim kiiry dojde k samo-
volnému vytékani oleje, ktery je nasledné odplaven vodou. Emulze olej-voda se poté rozd¢€li
centrifugaci. Zbyvajici slupku a ovocnou vldkninu je mozno vyuzit jako krmivo pro doby-

tek [21, [6], [12].

Epilcarp
—— Miezokarp

Obr. 6 Casti citrusovych plodii — upra-
veno podle [13]

Lisovat Ize celé plody citrust, nevyhodou je vSak kyselost §tavy, kterd mé tendenci zhorSo-
vat kvalitu esencidlniho oleje. Klicovym parametrem se stava i velikost ovoce [6], [12]. Diky
vysokému obsahu terpenti jsou citrusové oleje mnohem nachylnéjsi k oxidaci. Jednou
z moznosti, jak 1ze tomuto jevu predejit je hermetické uzavieni ve sklenéné nadobé¢, kterd je
jesté pred plnénim vymyta proudem dusiku. Nadoby je doporucovano skladovat ve tme na
suchém a dobfe vétraném misté. V ptipadech, kdy naroky na kvalitu oleje nejsou vysoké,

lze ziskat esencidlni olej z citrusovych plodu i destilaci [12].
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3.2 Destilace

Drtiva vétSina esencialnich oleji se v dnesni dob¢ ziskava destilaci, navzdory tomu, ze se
jednd o nejméné Setrnou metodu. Na druhou stranu lze ziskat oleje velmi vysoké kvality.
Vychozi rostlinny material se ¢asto pred samotnou destilaci rozméliiuje, aby se dosahlo vyssi
ucinnosti. Touto metodou se da zpracovavat velké mnozstvi materidlu najednou, coz patii
po ekonomické strance mezi jednu z nejvétSich vyhod. Nelze opomenout také nizkou prac-

nost a jednoduchost nutné¢ho vybaveni [6], [12], [14].

3.2.1.1 Destilace vodni parou

Princip je zaloZen na prostupu horké pary ptes dno kotle, respektive mi'izku z nerezové oceli,
na které je uloZen rostlinny materidl. Vodni para obohacena o uvolnéné silice prochazi pires
spirdlovy chladi¢, kde dochdzi k ochlazeni a vznikly kondenzat se po ustdleni v koncovém
zéasobniku rozd¢li na silici a vodnou fazi. Silici Ize snadno separovat, nebot’ se drzi na hla-
ding. Jednou z alternativ miize byt také vysokotlaky zptsob destilace. Pravé touto metodou

lze vyrazné snizit celkovy Cas procesu. [6], [12], [14].

Para obohacena o ——_
esenciinli olej C: L_‘-:::_::——H_____
/’>ﬁ ' KH\ ﬂhﬁ}%}ﬁ
Rostlinny —
material i_l .‘,F L
— f’;!" ‘%:‘ - Chladici Chladici voda

T Esenciilni olej
g
\T

Aromatizovana
I fj {JW =

Piivod tepla

Obr. 7 Destilace vodni parou — upraveno podle [15]

3.2.1.2 Hydrodestilace

Dalsi pomérné jednoduchy zplisob ziskavani silice z rostlinného materidlu je hydrodestilace.
Oproti jinym metoddm ma jednu velkou vyhodu. Hydrodestilaci 1ze minimalizovat tepelnou

degradaci, nebot’ teplota oleje by nikdy neméla presahnout 100 °C. Princip spociva v pova-
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feni rostlinného materialu ve vod¢. Esencialni olej, obsazeny v olejovych bunkach, difun-
duje ptes bunécné stény do vody. Poté, co je olej z olejovych bunek rozptylen, odpaiuje se
a odvadi proudem pary. Jakmile dojde ke kondenzaci destilatu zpét do kapaliny, esencialni

olej se na zaklad¢ rozdilné hustoty snadno odd¢li od vody [6], [16].

3.3 Extrakce

Esencidlni oleje se z rostlinného materialu mohou ziskavat krom vyse uvedenych metod také
extrakci. V tomto piipade se miize jednat o extrakci pomoci organickych rozpoustédel, jako
jsou pfedevSim hexan, benzin ¢i petroléther, nebo extrakci pomoci superkritického oxidu

uhli¢itého. Zvlastnim piipadem je enfleuraz, kdy dochazi k extrakcei kvéti do tuku.

3.3.1.1 Superkriticka fluidni extrakce (SFE)

Superkritickd fluidni extrakce se stala jednou z alternativ béznych extrak¢nich postupii
hlavné proto, zZe rozpoustéci silu extrakéniho média lIze upravit regulaci tlakovych a teplot-
nich podminek [17]. Dal§im aspektem pro vybér této metody je snizeni doby extrakce v za-
vislosti na snizeni spotfeby organickych rozpoustédel. Metoda je také vhodna pro latky cit-
livé na teplo [18]. Extrakty ziskané tékavymi rozpoustédly obsahuji zbytky, které kontami-
nuji kone¢ny produkt. Tato omezeni Ize prekonat extrakci pomoci oxidu uhli¢itého, ktery se

na konci extrakéniho procesu Uplné vylouci z produktu [19].

Pouziti CO; jako superkritického rozpoustédla k extrakci aromatickych latek je zptisobeno
jeho chemickymi a fyzikdlnimi vlastnostmi. Piedstavuje nizké kritické parametry (31,06 °C

a 73,82 bar) a je netoxicky, nehotlavy a chemicky stabilni [17], [19].

Jedna se o fyzikalni proces, pii némz nedochéazi k zddné chemické reakcei, véetné uvoliovani
tepla. Kapalny CO; je v uzkém kontaktu s rostlinou, z niz dochazi k uvoliiovani pozadované
silice. Tento uzavieny systém je uchovavan pod vysokym tlakem, jelikoZ za normalnich
podminek je CO; plyn. SniZenim tohoto tlaku se zméni kapalny CO- na paru, po extrakci se
odpafi a zbytek tvoti vysledna Cisté silice [16], [20]. Extrakci oxidem uhli¢itym v superkri-
tickém stavu lze ziskat vysoce kvalitni silice. Diky nutnosti specidlniho vybaveni je tento
proces ekonomicky ndkladny. Takto ziskané silice jsou proto omezené dostupné

a drah¢ [16].
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3.3.1.2 Enfleurdz;

Enfleurdz je jednou z nejstarSich metod vyuzivanych k izolaci vonnych latek. Ziskat silici
touto cestou je jednak cCasové i fyzicky naro¢né, navic i velmi drahé. Jedna se predevsim

o luxusni silice napft. z kvetl jasminu, rizi, a zejména pomeranc¢ovych kvéti.

Proces spociva v maceraci vychoziho materialu za studena v tuku ¢i oleji (viz Obr. 8). Na
natazené platno, poptipad¢ sklenénou desku, v dfevéném ramu je castecné nanesen tuk bez
pachu. Na tuto vrstvu se rovnomérné kladou Cerstvé kvéty. Ramy se nasledné naskladaji na
sebe, ¢imz dojde k vytvoreni hermeticky uzavieného systému, a po uplynuti 24 hodin se
kvéty odstrani a nahradi ¢erstvymi. Parfémovany tuk se extrahuje alkoholem, kdy za nasled-
né¢ho vymrazeni a filtrace ziskdme tzv. lavaz. Z této lavaze se poté oddestiluje ethanol za

vzniku vysledného produktu tzv. absolutni silice [6], [12], [21], [22].

Obr. 8 Enfleuraz [23]
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4 BIOLOGICKE UCINKY ESENCIALNICH OLEJU

Néekteré esencialni oleje maji velky potencidl, nebot’ plisobi jako antimikrobika, kterd u¢inné
ni¢i nékteré bakterialni, plisiové ¢i virové patogeny. Antimikrobialni aktivita esencialniho
oleje zavisi pfedev§im na povaze, slozeni a orientaci jeho funk¢nich skupin. Diky pfitom-
nosti riznych druhti fenolt, aldehydu, terpenti a dal§ich antimikrobialnich slouc¢enin mohou
byt esencialni oleje ucinné proti Sirokému spektru mikroorganizmi. Perspektivni je také
moznost vyuziti coby konzervacnich latek v potravindiském nebo kosmetickém pri-
myslu [3]. Je vSak tfeba brat v tivahu 1 neptiznivé vlastnosti esencidlnich oleji, zejména fo-
totoxicitu, kterd tvofi hlavni naplii této bakalaiské prace, a bude tedy podrobnéji rozebrana

v kapitolach 8 az 10.

Antimikrobidlni u¢innost se odviji od jedné ¢i dvou hlavnich slozek, které tvoti esencidlni
olej. Mezi témito slozkami miZze dochazet k tzv. synergismu. NejvysSiho synergetického
efektu Ize dosahnout kombinaci monoterpenoidniho fenolu s monoterpenoidnim alkoholem.
MIluvime zde o kombinacich, jako jsou naptiklad eugenol, linalool a menthol nebo eugenol,

karvakrol a thymol [24].

Antimikrobiadlni u¢inky esencialnich oleju se projevuji predevsim zménou integrity a funkce
bunééné membrany organismli. Expanze a zména fluidity membrany, zejména zvysena te-
kutost, mohou vést k naruseni membranové integrity, ktera dovoluje malym intracelularnim
slozkam jako jsou vodik, draslik a sodik prochazet bunéénou membranou. Ztrata téchto ionti
vede ke snizeni membranového potencidlu, a tedy naruseni iontového gradientu mezi vniti-
nim a vnéj$im prosttedim buiiky [25]. Tato zména v bunéné organizaci miize zpuisobit kas-
kadovy efekt ovliviiujici dalsi organely [3]. Zatimco ztrata nizkych hladin malych ionti ne-
musi byt pro buniku nutné smrtelnd, ztrata makromolekul, jako jsou proteiny ¢1 DNA, téméf
jisté naznacuje smrt bunék [25]. Né&které terpenoidy s funkénimi skupinami mohou také in-
terferovat s membranové integrovanymi enzymy, jako jsou enzymy dychacich cest, které

inaktivuji a preruSuji tak Zivotné dilezité funkce bunck [26].

4.1 Antibakterialni u¢inky

Grampozitivni bakterie jsou, prakticky aZ na vyjimky, citlivéjsi na esencialni oleje nez gram-
negativni bakterie. Vnéj$i membrana gramnegativnich bakterii je slozitéjsi, poskytuje tedy

zvySenou toleranci k hydrofobnim antimikrobidlnim slou¢enindm, nachazejicich se v esen-
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tvarejicich bariéru pro makromolekuly a hydrofobni slou¢eniny. Grampozitivni bakterie jsou
na misto toho obklopeny silnou buné¢nou sténou, tvoienou prevazné z peptidoglykanu, ktera
ale zdaleka neni tak hustd, aby dokézala odoldvat malym antimikrobialnim moleku-

1am [7], [24].

Antibakterialni aktivita silic mtize mit za nasledek celkové znieni bakterialni bunky (tedy
baktericidni pisobeni), nebo miize riist bakterii inhibovat pouze ¢astecné (tedy bakteriosta-
tické piisobeni). Pocatecni interakce mezi slozkou esencialniho oleje a mikrobialni bunikou
je pasivni difuze latek pres bunécnou sténu grampozitivnich bakterii nebo pres membranu
gramnegativnich bakterii [25]. Antimikrobidlni aktivita esencialnich oleji je do zna¢né miry
spojend s jejich hydrofobnosti, ktera je zodpoveédna za zvySeni permeability bunécné stény,
ktera nakonec vede ke smrti bakteridlnich bunék v disledku ztraty zivotné dilezitych intra-
celularnich obsahti a iniku iontii ven z buiiky [3], [5] a [24]. Za tyto G¢inky jsou zodpovédné
jednotlivé slozky esencialnich olejti. Kuptikladu thymol a menthol zpiisobujici naruseni li-
pidovych frakei bakterialnich plazmatickych membréan, coz vede k ovlivnéni propustnosti
membrany a Uniku intraceluldrnich materialti. DalSim ptikladem je hydrofobni sloucenina
karvakrol, kterd je vyznamna svou schopnosti ovlivnit slozeni mastnych kyselin v bunéc-
nych membranach, coz pak ovliviiuje jejich propustnost a fluiditu [3]. Je taky zodpovédna
za sniZzeni bodu tani lipidi pritomnych v lipidové dvojvrstvé vedouci ke zméné fluidity

membrany [25].

Diky stale se zvySujici rezistenci mikroorganizmu vici antibiotikim by esencialni oleje
v dneSni dobé mohly byt potencidlnim zdrojem alternativnich antimikrobialnich latek

a mohly by tak v blizké budoucnosti hrat vyznamnou roli [3].
4.2 Antivirové acinky

Virova onemocnéni jsou z hlediska lidského zdravi stale celosvétovym problémem, nebot’
mame k dispozici pouze omezeny pocet 1ékil (antivirotik). Vyrobky na bazi rostlin a bioak-
tivni 14ky mohou byt novym zdrojem protivirovych lékt. Jednou z pfednosti esencialnich
olejli je inhibice virové aktivity béhem ranych stadii infekce, nebot” potlacuji syntézu viro-
vych proteinll a inhibuji asny proces genové exprese viru. Nesou tedy obrovsky potencial

jako jedna z alternativ k syntetickym antivirovym léktim [3].
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Viry jsou submikroskopické organismy (v rozmezi 20-300 nm), které mohou infikovat
buiiky. JelikoZ postradaji vlastni proteosynteticky aparat, jsou samy o sob& inaktivni a k roz-
mnozovani potfebuji hostitelskou buniku [6]. Esencialni oleje vykazuji schopnost snizit vi-
rulenci inhibici replikace viru béhem faze pied adsorpci viru na hostitelskou bunku, ptipadné
naruSenim virovych obalovych struktur, které jsou pro adsorpci na hostitelskou buiiku dile-
zité [27]. Déle zabranuji Sifeni virové infekce z buiiky do bunky ihned po piidani do bunéc-
nych kultur jiz infikovanych hostitelskych bunék [6], [25]. Antivirova aktivita esencidlnich
olejii byla zaznamenéna zejména u DNA a RNA virQ s virovym obalem, z nichZ lze uvést
nejznaméjsi herpes virus. Viry bez virového obalu nejsou aktivitou esencialnich oleji ovliv-

nény [28].

Mechanismus ptsobeni esencialniho oleje na submikroskopické organismy je dan piede-
v§im pfimymi virucidnimi u€inky (denaturace virovych strukturnich proteinii nebo glyko-
proteinil). Esencidlni oleje interferuji s virovym obalem za soucasné inhibice specifickych
procesil v replikacnim cyklu viru nebo inaktivaci virovych €asti, které jsou nezbytné pro
adsorpci nebo vstup do hostitelskych bunék, ¢imz zabranuji difazi viru na buiiku [29]. Mezi
nejucinngjsi antivirové esencialni oleje Ize zaradit eukalyptovy a tymianovy olej, znamé
svym pozitivnim inhibi¢nim G¢inkem proti herpes viru [6]. Za jednotlivé slozky vySe zmi-
nénych esencidlnich oleji vykazujici antivirové G¢inky lze zminit flavonoidy a fenolické
latky. Fenolické latky interaguji s proteinovym obalem virti, coz vede k inhibici vazby viru
na povrch hostitelské buiiky [30]. Ackoli existuje dostate¢né mnozstvi informaci o jednotli-
vych virech, pfesny mechanismus virucidnich G¢inka esencidlnich olejii neni zatim presné
znam [27].

4.3 Antioxidacni ucinky

O antioxidantech lze obecné fici, ze jde predevS§im o organické latky, jejichz molekuly jed-
nak omezuji aktivitu volnych kyslikovych radikalii (ROS), tak snizuji pravdépodobnost je-
jich vzniku a dokézi je pfevést na méné reaktivni ¢i zcela nereaktivni formy [2], [6]. Volny
radikal je molekula, atom nebo iont, ktery mé jeden nebo vice neparovych elektronti. Béhem
patogeneze chronickych onemocnéni zplsobuje nadprodukce volnych radikalli v tkanich
oxidacni poskozeni lipidd, proteinii a DNA z divodu vysoké reaktivity vii¢i jingym moleku-
lam. SniZeni oxida¢niho stresu prostiednictvim vychytavani volnych radikalt je slibnou al-

ternativou pro zabranéni ¢i oddéleni vyskytu chronickych onemocnéni [31].
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Peroxid vodiku mé za nasledek oxidativni poSkozeni DNA v butikach a zptsobuje pero-
xidaci lipidt. Prave diky témto vlastnostem se stal jednou z nejvice studovanych reaktivnich

forem kysliku. Za silné antioxidanty povazujeme esencialni oleje s vysokym obsahem feno-
lickych latek [2], [6], [32].

Vysoky potencial fenolickych latek k zachyceni volnych radikald je zptisoben jejich schop-
nosti darovat atom vodiku ze svych hydroxylovych skupin [2]. Mohou také reagovat ne-
piimo, coz spociva ve schopnosti vazat ptechodné kovy (zelezo, méd’) a ménit jejich re-
duk¢ni vlastnosti tak, Zze nemohou katalyzovat nebezpecné radikalové reakce. Esencialni
oleje disponuji schopnosti zachytit tyto volné radikaly, hraji tedy dilezitou roli v prevenci
nékterych onemocnéni, jako je dysfunkce mozku, srde¢ni onemocnéni €i pokles aktivity

imunitniho systému [33].
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5 VYUZITI ESENCIALNICH OLEJU

Esencialni oleje jsou dnes hojné vyuzivany diky vSestrannosti jejich pouziti v riznych pri-
myslovych oblastech. Diky svym antiseptickym t¢inkiim se esencidlni oleje vyuzivaji k vy-
rob¢ zdravotnickych prosttedkti a mydel pro prevenci pfenosu patogeni v chirurgickém pro-
stiedi. Jakmile esencidlni oleje obsahuji ve své molekule naptiklad limonen, thymol, gera-
niol, citronellol ¢i vanilin, lze je vyuzit jako repelenty. Nicméné tyto latky na hmyz neptisobi
jako kontaktni jed, nebot’ vynikaji vybornou odpuzujici aktivitou, a tim brani hmyzu v bod-
nuti a sani krve. Potravinatsky a kosmeticky primysl je blize popsan dale [4], [5], [12].
Vétsina esencialnich oleji se vSak pouziva piimo jako vychozi materidl pti vyrobé aroma-
tickych a vonnych smési [22]. Esencidlni oleje se diky schopnosti inhibovat kli¢ivost semene
také hojné vyuzivaji jako tzv. ptirodni herbicidy. Na druhou stranu mohou usnadiiovat opy-

lovéni jako specificky zddouci hmyzi atraktant, zatimco odpuzuji ostatni organismy [34].

5.1 Potravinarsky primysl

Zajem o vyuziti esencialnich oleji v potravinarském primyslu vzriista, predevsim diky oba-
vam spotiebiteli vii¢i chemickym konzervacnim latkam. Esencialni oleje jsou vhodnym
zdrojem né€kolika bioaktivnich sloucenin, které maji antioxidacni a antimikrobialni vlast-
nosti, coz umoziuje jejich pouziti pro prodlouzeni doby trvanlivosti nékterych potravino-

vych vyrobku [4], [35].

Ackoli se ukézalo, Ze esencialni oleje jsou slibnou alternativou k chemickym konzervacnim
latkam, jejich pouziti ma nékterda omezeni, ktera musi byt feSena jesté pied samotnou apli-
kaci ve vyrobcich potravinaiského primyslu. Jedna se predevs§im o nizkou rozpustnost olejit
ve vodé, vysokou tékavost a v neposledni fadé i o jejich silnou aromaticnost ¢i
barvu [4], [35]. Tyto vlastnosti mohou potraviny znehodnocovat. V dnesni dob¢ se zkoumaji
nové formy aplikace, které¢ by t€émto problémim piedesly. Mezi jedny z novych aplikaci
patii naptiklad zapouzdienim olejli pfimo do potravinové matrice ve formé¢ emulze, popfi-

padé nanoemulze, anebo jejich pouZiti v obalovych materidlech [4].
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5.2 Kosmeticky primysl

Esencialni oleje jsou v kosmetickych ptipravcich hojné zastoupeny, nebot’ nabizeji fadu vy-
hod. Hlavnim divodem vyuziti v kosmetickém primyslu je jejich pfijemna viné. Mastné
kyseliny, lipidy a povrchové aktivni latky pouzivané ve vyrobnim procesu kosmetickych

ptipravkl disponuji nepfijemnou vini, kterou Ize esencialnimi oleji dobfe maskovat.

Vzhledem k antimikrobidlnimu piisobent silic, kosmetické ptipravky jako jsou krémy, gely
a lotiony, nevyzaduji nutn¢ dal$i chemické konzervanty, pokud obsahuji jako u¢innou latku
esencialni olej. Samoziejmé nelze opomenout fakt, ze mohou byt pouZity jen v minimalnim
mnozstvi a koncentraci, z divodu moznych alergickych reakci [36]. Mezi slozky esencial-
nich oleji vyvolavajici alergické reakce lze zatadit napf. linalool, limonen, bergapten, citral
¢i eugenol. Oxidace jednotlivych slozek zvySuje jejich senzibiliza¢ni potencial, diky cemuz
je diilezité volit vhodné podminky skladovani, které¢ by mohly ovlivnit bezpe¢nost kosme-

tického piipravku [26].

Tea tree esencidlni olej nachazi v kosmetickém primyslu hned né€kolik moznych vyuziti.
Aplikuje se v ptirodnich alternativach tustnich vod, nebot’ pomahéd zmirnit vznik zubniho
plaku a nepiijemnému zapachu z ust. Dle zdroje [36] se uvadi n¢kolik studii, které naznacuji,
7e by tea tree olej mohl byt t€inny proti choroboplodnym zarodktim, které zptisobuji zubni

kaz. Vyuziva se také pii lécbé houbovych infekci nehti [36].
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6 ANATOMIE KUZE

Lidské ktze je jednim z plo$né nejvétsich a nejvSestrannéjsich organt naseho téla. Jeho spe-

cificka stavba umoziuje kizi prizptisobovat se pohybiim a potiebam téla [37].

Stavbu kize definuji tfi zakladni vrstvy tvotfeny specifickymi bunikami s urcitou funkci.
Jedna se tedy o pokozku (fec. epidermis, lat. epikutis), Skaru (fec. dermis, lat. corium) a pod-
kozni vazivo (fec. hypodermis, lat. subcutis). Ke kizi patii také vlasy, nehty, mazové, potni

a apokrinni Zlazy povazovany za ptidatné kozni organy [37], [38] a [39].

6.1 Pokozka

Jedna se o bezcévnatou vnéjsi vrstvu kiize, kterd je vyzivovana prostiednictvim difize ze
Skary. PokozZka je tvofena ¢tyfmi zékladnimi typy bungk, pticemz nejhojnéji zastoupeny jsou
pfedevsim keratinocyty, buniky rohovéjiciho dlazdicového epitelu. Dalsi nedilnou soucasti
pokozky jsou pigmentové buiiky neuroektodermalniho ptivodu, melanocyty, potfebné k syn-
téze melaninu. Langerhansovy bunky jsou dendritické bunky zodpovédné napt. za kozni
alergické reakce, nicméné za jejich hlavni funkci povazujeme prezentaci antigenu lymfocy-

tam. Poslednim typem jsou Merkelovy buiiky, slouzici jako mechanoreceptory [37] a [39].
Pokozku lze rozd€lit na pét vrstev:

e zakladni vrstva (lat. stratum basale),

e ostnita vrstva (lat. stratum spinosum),
e zrnitd vrstva (lat. stratum granulosum),
e svétla vrstva (lat. stratum lucidum),

e rohova vrstva (lat. stratum corneum).

Hlavni naplni pokoZky je tvorba keratinu procesem diferenciace a keratinizace. Keratinocyty
se v zakladni vrstve neustale intenzivné mitoticky déli, smérem k povrchu se oplostuji a po-
stupem zrani ztraci své jadro a méni se na rohovinu — keratin. Po dovrSeni keratinizace se
bunky rohové vrstvy neustéle v tenké vrstvicce odlucuji v podobé Supinek. Tento proces za-
hrnujici pfeménu bunék od vrstvy zékladni az po vrstvu rohovou trva v priméru 28 dni.

Vyjimku tvofi oblast obli¢eje, kde se cely proces zkracuje asi na 14 dni [37], [38] a [39].
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Obr. 9 Struktura pokozky — upraveno podle [40]

Melanin

Z diavodu zaméteni této prace si dovolim rozebrat podrobnéji problematiku kozniho pig-
mentu — melaninu. Melanin je pigment s vysokym obsahem tyrosinu spadajici pod poly-
chinony a ackoli neni povazovan za funkcni slozku epidermalni bariéry, jeho funkci je pre-
vazné fotoprotekce [39]. Melanin redukuje mnozstvi zafeni pronikajiciho do pokozky svou
schopnosti rozptylit UV paprsky a absorbovat UVB, UVA, VIS a IR fotony, za soucasné
pfemény energie fotonil na teplo. Existuji dva hlavni typy melaninu lisici se v z4vislosti na
sloZeni a barvé. Jednd se o tmavy hnédo-Cerny eumelanin, vyskytujici se silné pigmentova-
nych jedincl s tmavymi vlasy a o svétly Zluto-Cerveny feomelanin, ktery je rozpustny v al-
kalickém prostfedi a pfevlada u lidi se zrzavymi vlasy [37]. Feomelanin lze také charakteri-
zovat jako sulfatovy pigment, ktery je vysledkem inkorporace cysteinli do prekurzori mela-
ninu [41]. Tmavsi kiize s vy$§im obsahem eumelaninu je vyrazné odolngjsi vii¢i u¢inkiim
UV zafeni na DNA neZ svétlejsi kiize tvofena pievazné€ vyS$im obsahem feomelaninu. Pfi-
¢inou toho je aminokyselina cystein ve struktufe feomelaninu. Diky této aminokyseliné ma
feomelanin vyssi obsah siry nez eumelanin. Konstruktivni hladiny eumelaninu a feomela-

ninu v kiizi jsou dany geneticky [42].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 28

6.2 Skiara

Bazalni membrana, odd€lujici pokozku od skary, umoziuje svou propustnosti prostup latek
mezi obéma vrstvami, a zajistuje tak dokonalé vyziveni bezcévnaté pokozky. Skara je
stiedni a zaroven nejsiln€jsi vrstva slozend prevazné z vazivovych vlaken, které jsou pod-
statou pruznosti, odolnosti a zaroven pevnosti kiize. Nejhojnéji jsou zde zastoupeny kola-
genni, elastinova a retikularni vlakna [37] a [38]. Tloustka Skary zavisi na lokalizaci a véku
jedince, nebot’ s ptibyvajicimi lety dochazi ke snizovani vlhkosti kiize, a také k poklesu

mnozstvi elastinu a kolagenu, coZ ma za nasledek sniZeni tloustky Skary [43].

Mezi hlavni buiiky stfedni vrstvy klize 1ze zaradit fibroblasty, cozZ jsou nejdilezitéjsi bunky
pro syntézu vSech proteinovych vldken ptitomnych ve Skare [37]. Dale histiocyty, jejichz
aktivni formy oznacujeme jako makrofagy, které fagocytuji antigeny spolu s odpadnimi pro-

dukty metabolismu. Poslednim typem jsou tzv. zirné¢ buiniky, nazyvané jako mastocyty [39].

Soucasti Skary jsou jiz zmiflované kozni adnexa a koncova nervova zakonceni, kterd nam
umoziuji vnimat podnéty. Jedna se o Meissnerova téliska, receptory hmatu, ktera Ize nalézt
v hornich vrstvach Skéry. Vater-Pacciniho téliska zprostfedkovavajici pocit vibrace, tahu
a predevsim tlaku. Krauseho téliska prendsejici pocit chladu a Ruffiniho téliska, které je

mozno oznacit za receptory tepla [37] a [39].

6.3 Podkozni vazivo

Podkozni vazivo je jakozto nejspodnéjsi vrstva kuze slozeno z fidkého vaziva a tukové
tkan€, tvorené tukovymi bunikami — adipocyty, slouzici jako zdsobarna energie ¢i vitamina
rozpustnych v tucich (zejména A, D, E, K) [37] a [39]. Jedna z hlavnich funkei podkozniho
vaziva je ochrana hloubéji uloZzenych organti proti mechanickému poskozeni, podili se vSak
také na regulaci teploty celého téla véetné ktize [37] a [38]. Tukova vrstva se v zavislosti na
lokalité téla méni od minimalni, vyskytujici se napiiklad na vickéach, az po znacné silnou,

kterou lze nalézt v oblasti bficha, hyzdi ¢i stehen, kde vytvari tukovy polstar [39].
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7 SLUNECNI ZARENI

Slunec¢ni zafeni hraje svymi pozitivnimi i negativnimi ucinky klicovou roli v rozvoji zivota
na Zemi [44]. Sluneéni zéafeni je definovano jako spektrum elektromagnetického vinéni,
které je tvotfeno n€kolika oblastmi: gama, rentgenovou, ultrafialovou (UV), viditelnou (VIS)

a infracervenou (IR). Zafeni dopadajici na zemsky povrch je filtrovano prichodem atmosfé-

rou a neobsahuje vinové delky krat$i nez 294 nm [37].
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Obr. 10 Prinik jednotlivych slozek zareni do lidské kiize — upraveno podle [37]
7.1 Ultrafialové zareni

Ultrafialové zateni tvofi nejmensi ¢ast slunecniho svétla dopadajiciho na zemsky povrch,
piiblizn€ 5 %. Zahrnuje vinové délky v rozmezi 100400 nm, pficemZ nejSkodlivéjsi ¢ast
UV zéteni (100294 nm) je absorbovdna ozénovou vrstvou ve stratosfére. Podle Mezina-
rodni komise pro radiaci (International Commission on [llumination) podléhd UV oblast dé-
leni na tfi ¢asti:

1) UVA (315400 nm),

2) UVB (280-315 nm),

3) UVC (100-280 nm).
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7.1.1 UVA

Dlouhovinné UV A zéfeni je tvoteno vinovymi délkami v rozmezi 315400 nm [37]. Jakmile
UV zafeni zasdhne kazi, ¢ast zafeni se odrazi a ¢éast je absorbovdna rliznymi vrstvami
kaze [45]. UVA fotony pronikaji hluboko do ktize, pti¢emz 10 % prostupuje az k podkozni
vazivové vrstve, coz je divodem mozného poskozeni koznich bunék. Nejsilnéji pronika
UVA k rozhrani pokozky a Skary (viz Obr. 10). Ve srovnani s UVB neni UV A absorbovano
standartnim okennim sklem ani ozénovou vrstvou a jeho intenzita se v pribéhu dne piilis
neméni [37]. Kromé toho, ze je UV A zéfeni silnym imunosupresivem, tzn. ze tlumi ¢innost
imunitniho systému, je také zodpovédné za masivni produkci reaktivnich forem kys-
liku — ROS (superoxid, peroxid, hydroxylovy radikal) a dusiku — RNS v dasledku interakce

UVA fotonil s endogennimi ¢i exogennimi chromofory [37], [45].

Chromofory jsou nazyvany molekuly absorbujici fotony. Chemicka struktura chromoforu
urcuje vinové délky zareni, které absorbuje — jeho tzv. absorpéni spektrum [46]. Mezi nej-
dualezitéj$i endogenni chromofory patii DNA, ktera absorbuje predevSim UVB, ale i ¢ast
UVA zéieni. Déle zde miizeme zaradit melanin, kyselinu urokanovou, aromatické aminoky-
seliny, porfyriny a flaviny. Do skupiny exogennich chromofort lze zahrnout fotosenzitivni

léc¢iva jako fluorochinolony, ketoprofen a 8-methoxypsoralen [47].

7.1.2 UVB

UVB oblast definuji vinové délky vrozmezi 280-315 nm. Nicméné nebezpetnad cCast
UV zéfeni 280-294 nm je eliminovana v ozonové vrstvé ve stratosfére. UVB zafeni je né-
gen. Narozdil od UVA pronikd UVB zatfeni do mensi hloubky kiiZe, kdy do Skary prostupuje
jen minimdlni mnozstvi, pficemz vétSina UVB zlstdvd absorbovana v po-
koZce (viz Obr. 10) [37]. Nadmotské vyska, zemépisna $itka, ro¢ni a denni doba jsou fak-
tory ovliviiujici intenzitu tohoto zéafeni, kterd dosahuje maxima v dobé kolem poledne [37],
[45], [47]. Schopnosti odrazet UV zéfeni disponuje mnoho povrchil, zejména pisek ¢i snih,
ktery dokaZe odrazit az 85 % zafeni. Z tohoto diivodu je dilezité klast diraz na ochranu

1 v zimnim obdobi [45].

UVB je pric¢inou fady fototoxickych reakci, nebot’ zplisobuje zmény ve struktuie a funkci
ktze. Expozice tohoto zafeni zplisobuje vétSinu koznich 1€zi, coz miize vést az ke spaleni
ktze ¢i vzniku erytému s typickymi projevy zanétu jako jsou bolest kiize, zarudnuti, piehrati

a napé€ti [37] a [45].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

Intenzivni expozici UVB zéfeni dochdzi k poskozeni DNA ptimo indukci tvorby dimert
bazi DNA, anebo nepiimo prostiednictvim volnych radikali (ROS, RNS), které¢ nasledné
atakuji DNA, lipidy a proteiny. V obou ptipadech toto poskozeni mize vést ke vzniku mu-

taci, které mohou byt detekovany a napraveny obrannym systémem [45], [47].

Nejuniverzaln€j$im mechanismem opravy DNA je vystiizeni nukleotidu, kdy po rozpoznani
abnormalniho nukleotidu dochéazi ptisobenim helikas a endonukleas k rozpojeni vldkna
DNA na obou stranach 1éze a nasledného vysttizeni poSkozeného fragmentu DNA. Pot¢ na-
stava syntéza odstranéného tiseku DNA, piiCemz neposkozené vlakno slouzi jako vzor.
Oprava chybného parovani bazi je dalSim mechanismem, ktery zahrnuje fadu proteint s §i-
rokym spektrem enzymovych funkci. Pravé tyto proteiny na zédkladé porovnani s matrico-
vym fetézcem rozpoznaji chybné vloZzenou bazi béhem replikace DNA a nahradi ji. Mize
také dochézet k opraveé vysttizenim baze. Tento mechanismus slouzi k odstrafiovani oxi-
da¢né modifikovanych bazi, anebo k opraveé jednovldknovych zlom DNA, které se vytvaii
poskozenim sacharidové slozky ve struktufe DNA. V piipad€, kdy mutace rapidné nartstaji
a obranné systémy nestaci poskozeni DNA eliminovat, dochazi k apoptdze (bunécna smrt),
coz je forma systémové obrany pro prevenci mnozeni postizenych bunék, které by mohly

vést ke vzniku nadoru [37].

7.1.3 UVC

Nejvyssi energii ma oproti vyse zminénym pasmim kratkovinné UVC zareni, které se na-
chazi v rozmezi vinovych délek 100-280 nm. V celém svém rozsahu je UVC zateni pohlco-
vano ozonovou vrstvou, a tudiz se nepodili na patologickych procesech v kuzi [37] a [45].
Nicméné diky jeho germicidnim G¢inkitim se hojn€ vyuziva jako ucinny prostredek k prosto-
rové desinfekcei (laboratote, operacni saly) [37], [48]. Absorpcni maximum DNA spada do
oblasti UVC zafeni a Ize jej nalézt v rozmezi vlnovych délek 260-265 nm. V dusledku toho
pusobi UVC zéfeni, byt jen ve velmi kratkych expozicich, mutagenné a genotoxicky na

vSechny formy Zivota [37].
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7.2 Viditelné zareni

Viditelné zatreni tvoti az 50 % dopadajiciho slune¢niho svétla na zemsky povrch. Vinové
délky viditeIného zateni se pohybuji v rozmezi 400—760 nm. VIS zatfeni pronika hluboko do
kaze, presnéji az k podkozni vazivové vrstvé, kde dochazi k jeho absorpci fadou chromo-
fort [37]. Ve viditelném spektru absorbuje svétlo jen nékolik chromoforti, mezi nez lze za-
fadit melanin, hemoglobin a eosin [46]. Podle zdroje [48] zatim nejsou viditelnému zareni

ptipisovany skodlivé u€inky na kizi, vyjma nekterych fotodermatoz.

7.3 Infracervené zareni

Infracervené zateni zahrnuje vinové délky 760 nm az 1 mm a Ize je d€lit na tfi oblasti:

1) TIRA (760-1 440 nm),
2) IRB (1 440-3 000 nm),
3) IRC (3 000 nm az 1 mm).

Na zemsky povrch dopadé asi 45 % slune¢niho svétla tvofeno IR zafenim, oproti viditel-
nému zafeni ma tedy mensi energii. IRA proniké az do skéry, zatimco IRB je spole¢né s IRC
pohlcovano piedevsim v oblasti pokozky (viz Obr. 10) [37]. Infracervené zaieni ma schop-
nost pievadét energii na teplo, v disledku ¢ehoz se mtize teplota lidské kiize, vystavené
piimo IR zéfeni, zvysit az o 40 °C. Chronické vystaveni teplu mlize zptsobit napt. erytém

¢1 hyperpigmentaci [45].
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8 UCINKY UV ZARENi NA ORGANISMUS

Chemické a fyzikalni faktory plisobici na kiizi jsou jedny z projevi, které se nejzasadnéji
podepisuji na vzhledu nasi kiize, proto je tieba se pred nimi patiicné chranit. Lidska ktze
poskytuje komplexni ochranny systém, ktery snizuje pronikani fotont slune¢niho zafeni do
kozni tkan€ zahrnujici napf. syntézu kozniho pigmentu ¢i zesileni rohové vrstvy klize.
Nicméng, 1 kdyzZ se tyto obranné mechanismy snazi poskozeni eliminovat, nedisponuji neo-
mezenou kapacitou a je tfeba zminit fakt, ze veSkera poskozeni spojena se slune¢ni expozici

jsou kumulativniho charakteru [37].

Fotosenzibilizace spada pod nezadouci ucinky slune¢niho zateni a podle mechanismu po-
Skozeni organismu se déli na reakce fototoxické, fotoalergické a fotogenotoxické. Fotosen-
zibilizace je definovana jako proces, ve kterém svételna aktivace chromoforu indukuje che-
mické zmény v jiné molekule. Nasledné dochazi k vyvolani nezddouci toxické kozni reakce

na slune¢ni zareni [49].

8.1 Fototoxicka reakce

Vystaveni pokozky slune¢nimu zéafeni a fotoreaktivnim xenobiklim mutiZze zptisobit abnor-
malni kozni reakci, fototoxicitu. Fototoxicita je akutni, svétlem indukovana odezva latky,
ktera nastava v dob¢, kdy jsou fotoreaktivni latky aktivovany slunec¢nim zafenim a transfor-
movany na latky cytotoxické vici koznim bunikdm (viz Obr. 11). Fototoxicita se také mize
projevit systémove absorbovanymi latkami, které jsou indukovany ozatrenim po podani. Pii-
kladem takového typu latek mohou byt fluorochinolova antibiotika [50]. Dle mezinarodné
uzndvané smérnice Organization for Economical Cooperation and Development (OECD
TG 432) pro testovani chemikalii je fototoxicita definovana jako: toxicka odezva latky apli-
kované na kizi, kterd je bud’ vyvolana nebo zvySena (pii niz$ich davkéach) po nasledném

vystaveni svétlu, nebo kterd je indukovana ozafenim kiize po systémovém podani latky [51].

ZDROJUV

L p* ) CYTOTOXICITA PODRAZDEN]
i ' / VUCTKOZNIM KUZE
o o BUNKAM

VYSTAVENI UV ZARENI  FOTOAKTIVACE FOTOREAKTIVITA

Obr. 11 Priibeh fototoxické reakce — upraveno podle [50]
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K vyvolani biologického ucinku slune¢niho zafeni je potieba absorpce fotonti (energie) [37].
Pro kazdy foton svétla absorbovaného chemickym systémem muize byt aktivni pro fotoche-
mickou reakci pouze jedna molekula. UV nebo VIS zafenim mohou byt aktivovany mole-
kuly, které maji vhodné chromofory (skupiny schopné absorbovat UV nebo VIS zareni
v rozmezi vlnovych délek 290—700 nm) [52]. Pfi dopadu slune¢niho zatfeni na kizi se ¢ast
zateni ihned odrazi z jejiho povrchu, ¢ast se pii prostupu vrstvami kiize rozptyli a kone¢na
Cast je absorbovana chromofory. Dulezitou charakteristikou je absorpcni spektrum, které
udava schopnost chromofort pohlcovat zareni prislusné vinové délky [37], [48]. V kapitole

7.1.1 byly podrobnéji rozebrany piiklady jednotlivych chromofort.

Po vystaveni kiize slune¢nimu zafeni dochdzi k rapidnimu zvysSeni produkce ROS a RNS
spolu s jejich soucasnou neutralizaci pisobenim antioxidanti. Nicméné¢ pfi intenzivni expo-
zici slune¢nimu zatfeni jsou ROS/RNS produkovany v takovém mnozstvi, kdy je antioxi-
dacni systémy nestaci eliminovat. V diisledku toho dochazi ke vzniku oxida¢niho stresu ve-
douciho k naruseni homeostazy (udrZeni stdlosti vnitfniho prostiedi organismu) v expono-
vané tkani. Nasledkem interakce DNA, lipida a proteint s nevychytanymi reaktivnimi slou-

¢eninami dochdzi k jejich oxidacnimu poskozeni [37].

8.1.1 Mechanismus fototoxické reakce

Mechanismus fototoxické reakce Ize klasifikovat podle plsobeni na pifimy a ne-
piimy (viz Obr. 12). V prvnim pfipad¢ se jedna o ptimou absorpci fotonti endogenni mole-
kulou — chromoforem. Nepiimy mechanismus vyvola absorpci energie zménu distribuce
elektronti v molekule chromoforu, coz ma za nasledek piechod ze zakladniho do excitova-
ného stavu [37]. Aktivované elektrony se vraceji do zdkladniho stavu — stabilnéjsi konfigu-
race a prenaseji svou energii na kyslik, pfi€emz dochézi k tvorbé reaktivnich meziprodukta
kysliku (singletovy kyslik, superoxidové anionty, peroxid vodiku) vedouci k poskozeni bu-
néénych membran a DNA. To zahrnuje signalni transdukéni cesty, které vedou k produkei
protizanétlivych cytokinli a metaboliti kyseliny arachidonové, pfedstavujici hlavni slozky

zanétlivé reakce [53].

V zavislosti na chemickém slozeni a vlastnostech chromoforu mize nepfimy mechanismus

probihat dvéma zptsoby:

1) typl,
2) typ Il
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8.1.1.1 Nepiimy mechanismus typu 1

Jedna se o jednoelektronovy pienos z excitovaného chromoforu na jinou molekulu, pficemz
dochazi k tvorbé volnych radikali. Vzniklé volné radikély se podili na oxidacné-redukénich
reakcich, nebot’ tento mechanismus zavisi predevsSim na oxidacnim potencidlu DNA bazi
a redukénim potencialu excitovaného chromoforu. V pfitomnosti kysliku tvofi vzniklé radi-

kaly hydroperoxidy, které maji za nasledek oxidacni poskozeni [37], [54].

8.1.1.2 Nepiimy mechanismus typu I1

Na rozdil od mechanismu typu I je vznik volnych radikalli podminén pfenosem energie z ex-
citovaného chromoforu na molekularni kyslik [37], [54]. Majoritné¢ mize dochazet béhem
pienosu energie k tvorbé singletového kysliku, ktery je jakoZzto silné oxidacni Cinidlo
schopny reagovat s fadou molekul véetné DNA. Minoritn€é dochéazi ke vzniku superoxido-
vého aniontu vlivem pifenosu elektronu na molekularni kyslik. Peroxid vodiku, vznikly dis-
mutaci superoxidového aniontu, vyvolava v pfitomnosti zeleznatych a méd'nych iontt po-
Skozeni molekul, nebot’ touto reakci vznika hydroxylovy radikdl — nejreaktivnéjsi zastupce

ROS [37].

. UV zafeni . -
F_otoreakmm _ I Excitovany stav I
latka T

oTessenis
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endogenni
molelulu
Singlatovy Hydro-
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Oreidace DNA,
lipidt 2 proteind

Fototoxicita

Obr. 12 Mechanismus fototoxické reakce — upraveno podle [50]
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8.2 Fotoalergicka reakce

Fotoalergické reakce jsou mén¢ Casté, tedy vzacnéjsi, postihujici jen mensinu jedinct po
predchozi expozici. Jedna se o imunologickou akutni nebo chronickou opozdénou reakci
z precitlivélosti zprostiedkovanou T-lymfocyty [48]. Na rozdil od fototoxickych reakei zde
nedochézi k hyperpigmentaci a t€¢inky nejsou zavislé na koncentraci latky. Fotoalergické
reakce se podobaji alergické kontaktni dermatitidé s distribuci omezenou na oblasti vysta-
vené slune¢nimu zareni, s moznym rozsitenim do pokrytych oblasti kiize [53]. Je charakte-
rizovéana predevS§im zarudnutim, pupinky a puchyiky v mistech expozice fotoalergenu a ul-
trafialového zateni. Za fotoalergeny lze oznacit mnohé¢ latky z vnéjSiho prostiedi, mezi které
fadime antibakterialni latky (napf. triclosan, hexachlorofen, sulfoamidy), slozky parfému
(napf. syntetické pizmo), latky s ochrannym uc¢inkem proti UV zafeni (napf. cinnamaty,
salicylaty, benzofenony) a v neposledni fad¢ 1é¢iva. Principem reakce je aktivace chemickeé
latky fotony slune¢niho zatreni (pfedevSim oblasti UVA vlnovych délek) a jeji nasledna
vazba na bilkovinu, ¢imz dochéazi ke vzniku antigenu [37], [48]. Langerhansovy bunky mi-

gruji do lymfatickych uzlin a prezentuji tyto antigeny T-lymfocytim [46].

8.3 Fotogenotoxicka reakce

Fotogenotoxicita na rozdil od fototoxicity popisuje genotoxické ucinky slunecniho zatfeni na
zivotaschopnou bunku zprostfedkovanou chromofory. Mezi fotogenotoxické chromofory
lze zatadit napt. 8-methoxypsoralen, o kterém je znamo, ze se interkaluje do spiraly DNA
a po ozateni podstoupi mezisvazkové zesiténi. Chromofor chlorpromazin po ozafeni UV
svétlem indukuje tvorbu dechlorovanych volnych radikali, které jsou schopny kovalentni
vazby na DNA a jsou zodpovédné za fotogenotoxicitu. Pfi naruSeni DNA dochézi ke vzniku

mutace a chromozomalni aberace, coz mize vést ke vzniku nadort [55].

8.4 Solarni erytém

Nejnapadnéjsi akutni kozni odpoveédi na UV zéfeni je solarni erytém doprovazen piiznaky
zangtu — zvySena teplota, bolest hlavy, otok a v piipad¢ tézkého spaleni sluncem je moZny
vyskyt puchyit [37]. Erytém je ostfe ohranicené Cervené zabarveni kiize, které se objevi pti
zvySeni objemu krve v povrchovych a hlubokych pletenich Skary v priméru o 38 % nad nor-
malni Groven [48]. Zanétlivy proces je zahdjen nerovnovahou mezi produkci volnych radi-

kalt a jejich eliminaci antioxida¢nimi systémy, za souc¢asného vzniku oxida¢niho stresu
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ovlivilyjiciho genovou expresi. Pisobenim ROS dochazi k peroxidaci membranovych li-
pidl, coZ ma za nasledek naruSeni biomembran, které propoustéji zanétlivé mediatory. Pri-
kladem mediatoru erytémové reakce je histamin, ktery je zodpovédny za zvySeni permeabi-

lity a vazodilataci cév [37].

Minimalni erytémova davka — MED, je definovana jako minimalni jednorazova davka UV
zateni, kterd vyvola jasné ohraniceny erytém na ozaiené ¢asti kiize. MED je vyjadiena jako
energie na jednotku plochy. Mezi faktory ovlivitujici vznik erytému piisobenim UV zéfeni
patii doba ozafeni, ddvka energie pohlcend kiizi a charakteristika jedince zahrnujici fototyp,
tloustku kize a vék. V neposledni fadé zavisi také na vlnovych délkach pouZitého

zdroje [37], [48].

8.5 Dalsi ucinky UV zareni na kiizi

Dalsi odezvou plisobeni UV zafeni na kiizi miize byt jeji zvysena pigmentace. Casna pig-
mentace kiize se projevuje jiz béhem expozice a dosahuje maxima bezprostiedné po ni. Je
vysledkem oxidace melaninu jiz pfitomného v kiizi a jeho distribuce z melanocytt do kera-

tinocyt. Pozdni pigmentace je vysledkem zvySené¢ novotvorby epidermdlniho melaninu,

ktera je patrna asi za 3 dny po ozéieni [37], [48].

Chronické UV zafeni ma za nasledek piredcasné starnuti kiize nazyvané také jako fotoaging.
Fotoaging se na pleti vyznacuje zejména drsnosti a suchosti klize s viditelnymi jemnymi

1 hrubymi vrasky doprovéazené nerovnomérnou pigmentaci [42].

Fotokarcinogeneze zahrnuje veskera poskozeni zptsobena slunec¢nim zaifenim se schopnosti
vyustit az ke vzniku koZnich nadord. Mechanismus vniku naddoru zahrnuje poskozeni gene-
tické informace, které neni reparacnimi mechanismy opraveno. Nasledné dochazi k pfenosu
poskozené DNA z matetské buiiky do bunck dcefinych. Posledni fize zahrnuje ptechod
buniky v potencidlné metastazujici tumor. Aktinickd keratdza, bazaliom a spinaliom patii
mezi nejfrekventovanéjsi typy koznich naddort a jsou oznacovany jako nemelanomové kozni
nadory. Nejnebezpecnéjsi typ kozniho nadoru je maligni melanom, ktery se vyskytuje pouze

vzéacné a vznika akutnim popélenim aZ do vzniku puchytka [37].

Krom negativnich ti¢inkti UV zafeni na kiiZi nelze opomenout také jeden pozitivni — syntéza
aktivni formy vitaminu D. V prvni fad€¢ 7-dehydrocholesterol absorbuje zafeni o vinovych
délkach kratSich nez 320 nm za sou€asné piemény na provitamin D3. Nésledné¢ dochdzi

k jeho izomeraci na formu vitaminu D3 [48].
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9 METODY STANOVENI FOTOTOXICITY

Spole¢nym charakteristickym rysem fototoxickych latek je schopnost absorbovat svételnou
energii v oblasti slune¢niho svétla. Pfed zvaZzenim biologického zkouseni musi byt stano-
veno UV/VIS absorp¢ni spektrum zkousené chemické latky podle Metodiky OECD TG 101,
ktera vychazi z ptredpokladu, ze pokud je molarni absorpéni koeficient latky niz$i nez
10 /mol/cm, neni doty¢nd chemicka latka s nejvétsi pravdépodobnosti fotoreaktivni. Takto
identifikované latky nemusi byt zkouSeny zkouskou fototoxicity 3T3 NRU in vitro ani ji-
nymi biologickymi zkouSkami na nepfiznivé fotochemické ucinky (viz Obr. 13) [37], [50],

[51].

Testovana latka

Neabsorpes

Testovani latek na
::> fototoxickou reakei

neni nutne
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Ichu?;ka fototoxicity 3T3 NEU in w’n'ol

a'nebo jiné metody

Obr. 13 Pristup ke zkousce fototoxicity 373 NRU

in vitro — upraveno podle [51]

Pro vyhodnoceni potencidlu fototoxicity chemickych latek byly zavedeny rizné testovaci
invitro a in vivo metody [50], [56]. V souvislosti se sniZenim poctu zvifat potiebnych
k in vivo metodam jsou Siroce vyuZzivany testy fototoxicity in vitro, které jsou zaloZeny na
moznych toxickych reakcich zprosttedkovanych buiikami ¢i modely kiize po pfimém kon-
taktu s chemickymi latkami, nasledované expozici UV zateni. Tyto testy zarovenl umoziuji
urcit troven fototoxicity na zakladé faktorti jako je mnoZstvi a koncentrace aplikované latky,

doba kontaktu latky s modelovym systémem a doba vystaveni UV zéteni [57].
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Jsou-li latky vyvijeny tak, aby byly soucasti vyrobkll pro osobni péc¢i uréenych k aplikaci na
kazi, je nutné provést posouzeni potencidlniho fototoxického ucinku [56]. Mezinarodné
uznavanym postupem zkousky fototoxicity je in vitro test oznacovany jako 3T3 Neutral Red
Uptake (3T3 NRU). Postup zkousky definuje smérnice OECD TG 432 z roku 2004 [51].
Tato zkouska je také definovana v Natizeni Komise (ES) ¢. 440/2008, kterym se stanovi
zkusebni metody podle natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1907/2006 o regis-
traci, hodnoceni, povolovani a omezovani chemickych latek. Postup byl vyvinut s cilem vy-
tvofit platnou alternativu in vitro k pouzivanym zkouSkam in vivo. Vysledky porovnani uka-
zaly, ze zkouSka fototoxicity 3T3 NRU in vitro umoziuje predpovidat akutni fototoxické
ucinky u zvifat a u €loveka in vivo. [37], [51]. Zkouska fototoxicity vyuZzivajici trojrozmérny
(3D) model lidské kiize je dalsi vhodnou in vitro alternativou k in vivo testovani na zvitatech
[57]. Jednou z vyhod této metody je moznost aplikace nefedénych a nerozpustnych latek na
3D modely lidské kaze [37]. DalSim moznym postupem zjisténi fototoxického potencidlu
chemickych latek je zkouska vyuZzivajici Cervené krvinky, nazyvana také jako fotohemolyza.
Nicméné vysledky z této zkousky nejsou natolik prikazné, aby byla metoda zafazena mezi
hlavni postupy testovani fototoxicity latek [50]. Poslednim zminénym postupem zkousky
fototoxického ucinku chemickych latek je tzv. epikutanni test fototoxicity provadény na dob-
rovolnicich [37]. Jedna se o jedinou in vivo testovaci metodu pouZzitou v této bakalarské

praci.
9.1 Zkouska fototoxicity 3T3 NRU in vitro

Zkouska fototoxicity 3T3 NRU in vitro piinadsi informace, které slouzi k identifikaci fototo-
xického potencidlu zkousené latky. Lépe feceno existenci ¢i neexistenci mozného nebezpeci,
které mizZe plynout ze zkouSené latky ve spojeni s expozici UV zéafeni nebo viditelnému
svétlu [37]. Mezi latky, které 1ze identifikovat touto zkouskou patii jednak slouceniny, které
jsou fototoxické in vivo po systémovém podani a po naneseni na klizi, tak 1 slouceniny, které
plsobi po naneseni na pokozku jako fotoiritanty. Co vSak zkouska fototoxicity 3T3 NRU
in vitro neumoziuje je hodnotit stupenl fototoxicity. Zkouska také neni urcena pro predpo-
véd jinych neptiznivych u¢inkt, které mohou plynout z kombinovaného pisobeni chemické
latky a svétla, jako je fotoalergie, fotokarcinogenita ¢i fotogenotoxicita. Byt by mnoho che-
mickych latek, které vykazuji tyto specifické vlastnosti, mohlo na tuto zkouSku pozitivné
reagovat [37], [50], [51]. Mezi ptednosti této zkousky lze zahrnout ptfedevsim vysokou cit-

livost, specificitu a reprodukovatelnost [56].
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9.1.1 Podstata zkuSebni metody

Pti absorpci svétla chromoforem muze dojit k fototoxické odezve, které vede k poskozeni
buiiky. Zkouska fototoxicity 3T3 NRU in vitro je zalozena na srovnani cytotoxicity che-
mické latky pii expozici necytotoxické davee simulovaného slune¢niho svétla a bez této ex-
pozice. Cytotoxicitu lze v této zkouSce vyjadrit jako koncentracné zavislé snizeni piijmu
vitalniho barviva neutralni ¢ervené¢ (NR) 24 hodin po plsobeni zkousené chemické latky
a ozafeni [37], [S1]. Neutralni Cerven Ize charakterizovat jako slabé kationické barvivo, které
nedifuzné snadno pronikd bunéénymi membranami a akumuluje se intracelularné v lysozo-
mech Zivotaschopnych bunék. Zmény povrchu citlivych lysozomalnich membran plisobe-
nim toxickych latek zpusobuji ztratu pevnosti lysozomt a dal§i zmény, které se postupem
Casu stavaji nevratnymi. Tyto zmény vedou ke snizeni schopnosti pfijmu a vazani neutralni
cervené. Nicméné pravé na zaklad€ téchto zmeén lze identifikovat pocet Zivotaschopnych,
poskozenych a mrtvych bunck, coz je principem zkousky fototoxicity 3T3 NRU
in vitro [37], [50], [51].

9.1.2 Popis metody

Pro testovani se pouziva zakladni bunécna linie — buiika Balb/c 3T3, klon 31. Jedna se o mysi
fibroblast vyvinuty z mysSich embryi [50]. Jednim z doporucenych zdroji bunék je banka
ATCC (American Type Culture Collection) v Manassasu (Virginie, USA). Jako dalsi zdroj
lze uvést banku ECACC (European Collection of Cell Cultures) v Salisbury (Wiltshire,
Velka Britanie). Jiné buniky ¢i bunécné linie mohou byt pfi stejném zkuSebnim postupu po-
uzity za predpokladu, Ze je prokézana jejich rovnocennost s ohledem na kultivacni podminky

ptizplisobeny specifickym pottebam bunék [37], [51].

Bunky Balb/c 3T3 se 24 hodin kultivuji, coZ umoziuje jejich regeneraci, ptichyceni a expo-
nencidlni rist k vytvofeni monovrstvy. Pro kazdou chemickou latku se bunky vyseji stejnym
zpiisobem do dvou 96 jamkovych desticek. Ob& destiCky se poté preinkubuji osmi riiznymi
koncentracemi zkousenych chemickych latek po dobu jedné hodiny. ZkouSené chemické
latky musi byt vhodné rozpoustény, napt. v Earlové fyziologickém roztoku (EBSS), nebo
v jinych fyziologicky vyvaZzenych pufrovanych roztocich, které nesmi obsahovat proteinové
slozky a slozky absorbujici svétlo (pH indikatory, vitaminy), aby neruSily pfi ozafovani.
Mezi doporucena rozpoustédla lze zatadit 1 dimythylsulfoxid a ethanol. Desticky jsou po-

drobeny celému postupu zkousky za stejnych podminek az po nasledujici krok, kdy je jedna
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z desticek ozarena nejvyssi davkou zateni, kterd neni cytotoxickd (UV+) a druha je udrzo-
vana v temnu (UV-). U obou desti¢ek se poté expozicni médium nahradi kultivacnim mé-
diem a po dalSich 24 hodinach inkubace je Zivotaschopnost bunék stanovena pomoci pfijmu
neutralni ¢ervend (NRU) [37], [51]. Zivotaschopnost bunék je vyjadiena v procentech vzhle-
dem k neexponované kontrole s rozpoustédlem a pro kazdou zkusebni koncentraci chemické
latky je vypoctena zvlast. Pro predpoveéd fototoxického potencidlu se porovnaji koncen-
traéné zavislé odezvy ziskané po expozici zafeni a bez expozice v hodnoté 1Cso, tj. koncen-
trace zkouSené chemické latky odpovidajici 50% ubytku Zivotaschopnych bunck ve srovnani

s neexponovanymi kontrolami [51].

9.1.3 Interpretace vysledkii

Vysledkem zkousky je fotoiritacni faktor (PIF), coz je faktor ziskany srovnanim dvou stejné
uc¢innych cytotoxickych koncentraci (ICso) zkouSené chemické latky, a to pfi necytotoxic-
kém ozateni UVA/VIS svétlem (UV+) a bez né¢ho (UV-). Hodnota PIF < 2 neptedpovida
existenci fototoxického potencidlu, zatimco hodnota > 5 tuto existenci piedpovidd. Hodnoty
PIF v rozmezi 2—5 piedpovidaji zkousenym chemickym latkdm moznou pravdépodobnost

vyskytu fototoxického potencialu (viz Obr. 14) [37], [51], [56].

PIF < 2 => Nefototoxicka

IC,
PIF =————— 2< PIF <5 —p  Moma

fototoxicita

PIF < 5 => Fototoxicka

Obr. 14 Predikcni model fotocytotoxicity pomoci PIF — upra-
veno podle [50]

Pozitivni vysledek zkousky fototoxicity 3T3 NRU in vitro (PIF > 5) znamend, ze zkouSena
latka ma fototoxicky potencial. Pokud bylo dosazeno vysledku pfi nizkych koncentracich je
také pravdépodobné, Ze latka bude pusobit za riiznych expozi¢nich podminek jako fototo-
xicka in vivo. Jsou-li pozitivni fototoxické ucinky pozorovany jen piinejvyssich zkousenych
koncentracich, mohou byt pro posouzeni nebezpecnosti ¢i intenzity fototoxicity nezbytné

dalsi Givahy, které se mohou tykat jednak Uidaji o penetraci, absorpci a mozné akumulaci
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chemické latky v ktizi a jednak udajti z jinych alternativnich zkousek (napt. pouziti modelu

lidské kuze in vitro) [37], [51].

Negativni vysledek zkousky fototoxicity 3T3 NRU in vitro (PIF < 2) znamena, ze zkousena
latka nebyla za pouzitych podminek fototoxicka. Jestlize bylo negativniho vysledku dosa-
zeno pii vysokych koncentracich fototoxicita in vivo neni pravdépodobna. V ptipadé, ze jsou
koncentrace zkousenych chemickych latek omezeny jeji malou rozpustnosti ve vod¢ a foto-
toxicita neni prokdzana, neni patrné zkouska fototoxicity 3T3 NRU in vitro pro takovou
latku vhodna a mélo by byt zvazeno provedeni jiné potvrzujici zkousky (zkousSka in vivo

nebo zkouska in vitro vyuzivajici 3D model lidské ktze) [37], [51].

9.2 Zkouska fototoxicity vyuzivajici 3D model lidské kiize

Trojrozmérny model rekonstruované lidské kiize dokaze vérné imitovat redlnou situaci
v ktizi a jeho citlivost k fototoxickym latkam je srovnatelna s testem fototoxicity 3T3 NRU
in vitro. Nicmén¢ oproti buné¢né kultutre pouzité v testu 3T3 NRU in vitro umoziuji 3D mo-
dely lidské kaze aplikaci jednak nefedénych a nerozpustnych latek, tak i latek s nefyziolo-
gickym pH [37]. Mezi nevyhody této zkousky lze zatradit pomérné kratkou Zivotnost nor-
malnich geneticky neupravenych koznich buné€k, proto je nutna jejich opakovand izolace.
Kultivacni média pro primarni kultury (kozni bunky) jsou finan¢né¢ velmi nékladné ve srov-
nani s liniemi, které se vyuzivaji ve zkousce fototoxicity 3T3 NRU in vitro. V neposledni
fad¢ je tfeba zminit jistou variabilitu darct v genetickém pozadi, ¢imz jsou ovlivnény vlast-

nosti primarnich kultur, a tedy vysledky experimentt [37].

9.2.1 Podstata zkouSky

Princip testu je v podstaté podobny testu 3T3 NRU in vitro, a to stanoveni rozdilu Zivota-
schopnych koznich bunék MTT testem po aplikaci riiznych koncentraci testované chemické
latky a nasledném ozafeni ¢i neozéfeni nejvyssi necytotoxickou davkou UV zafeni [37],
[50]. Podstata metody je zaloZena na ptedpokladu, Ze drazdivé latky vykazuji schopnost
proniknout difuzi pfes rohovou vrstvu 3D modelu a plisobit cytotoxicky pro bunky v pod-
kladovych vrstvach [37]. Na 3D model rekonstruované lidské kiize se topicky nanese testo-
vana chemicka latka, pfi¢emz se jedna sada tkdni nechd ozatit davkou UV zéfeni, kterd neni
cytotoxicka. Zivotaschopnost bungk se stanovuje pfeménou vitalniho Zlutého barviva MTT

(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid) na siil modrého formazanu,
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ktery se kvantitativné méfi po extrakci z tkani. Reakce probihd na mitochondrialni mem-
bran¢ c¢inkem bunécnych dehydrogenas a dochazi k ni pouze v zijicich, metabolicky aktiv-
nich bunikach. Vytvofeny modry formazan se extrahuje z tkané¢ pomoci vhodného rozpous-
tédla (napf. izopropylalkohol). Optick4 hustota formazanového extraktu se stanovuje spek-
trofotometricky. Vysledky primérnych hodnot tkan€ v pfitomnosti a neptitomnosti UV za-
feni byly porovnany a latka byla oznacena za fototoxickou v ptipadé, kdy jedna nebo vice
testovanych koncentraci dané chemické latky vykazovaly po ozafeni sniZzeni Zivotaschop-

nosti koznich bunék o vice nez 30 % ve srovnani s identickou koncentraci neozarené dané

latky [37], [58].

9.3 Zkouska fototoxicity vyuzivajici ¢ervené krvinky — fotohemolyza

Fotohemolyza je povazovana za jednu z nejstarSich in vitro technik k testovani moznych
fototoxickych schopnosti chemickych latek [37]. Pro posouzeni fototoxického potencidlu se
vyuziva UVA indukované poSkozeni erytrocytii a jejich nasledna fotohemolyza. Ke stano-
veni se vyuzivaji ov¢i Cervené krvinky, které jsou inkubovany spolecné s testovanou che-
mickou latkou. Po nasledném ozéfeni UV svétlem dochazi k dalsi inkubaci a stanoveni fo-
tohemolyzy pomoci Drabkinova ¢inidla spektrofotometricky méfenim absorbance UV za-
feni pti vinové délce 540 nm. Rozsah fototoxicity je imeérny mnozstvi hemoglobinu uvolné-
ného z ovCich erytrocytl a lze jej vyjadrit rovnici fotohemolytické aktivity (viz Obr. 15).
Nicméné v dnesni dob¢ se od metody stanoveni fototoxicity vyuzivajici ¢ervené krvinky
upousti z divodu nizké citlivosti, specificité a presnosti, v zavislosti na vyse zminéném testu
fototoxicity 3T3 NRU in vitro, ktery poskytuje relevantnéjsi vysledky, a je tedy pro stano-

veni fototoxicity hojné vyuzivan [50].

ADE - AD
—— x 100

Fotohemolyticka aktivita (%) =
ADE: opticka hustota exponovaného roztoku chemické
latky s erytrocyty

AD: opticka hustota exponovaného roztoku chemicke
latky bez erytrocyti

C: opticka hustota 100% hemolytického kontrolniho
roztoku

Obr. 15 Rovnice fotohemolytické aktivity — upra-
veno podle [50]
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9.4 Zkouska fototoxicity in vivo

Fototoxické t¢inky chemickych latek in vivo se provadi na dobrovolnicich pomoci tzv. epi-
kutanniho testu fototoxicity. Studie musi byt schvalena Etickou komisi a dobrovolnici ucast-
nici se tohoto testu musi byt piedem sezndmeni s jejim pribéhem, coz potvrdi v informova-
ném souhlasu [37]. Epikutanni test fototoxicity spociva v aplikaci dvou sad potencialné fo-
totoxickych latek na kiizi zad. Pfed samotnym pouzitim se vzorky testovanych latek natedi
na pozadovanou koncentraci. K tomuto uc¢elu slouzi napt. vazelina, sterilni voda ¢i olej po-
uzivany do dermatologickych ptipravki, kde jako priklad Ize uvést sezamovy olej. K apli-
kaci vzorkl se vyuziva techniky, kdy je latka pomoci saturovanych ter¢ikii papiru nanesena
do prislusnych naplasti zvanych Finn Chamber. Nasledn¢ je jedna sada zakryta obvazem
nepropoustejici zafeni a slouzi jako kontrola, zatimco druha Cast zad je ozafena UV A zare-
nim, poté nastava odecitani reakce. Odecet se provadi pfed expozici, ithned po ozafeni a v in-
tervalech 24, 48 a 72 hodin po expozici. Vzhledem k omezené testovaci ploSe zad je touto

technikou mozno aplikovat maximalné 30 latek [37], [58].

Obr. 16 Priklad epikutanniho testu [59]
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9.4.1 Interpretace vysledkii

Negativni (zddnd) reakce u kontrolniho i ozéafené¢ho panelu piedpovida, ze zkouSena latka
nevykazuje fototoxické ucinky. Slaba pozitivni reakce se vyznacuje vznikem slabého ery-
tému az edému v kombinaci se suchosti ¢i Supinaténim na vét§iné mist aplikace testované
latky. U silné pozitivni reakce lze pozorovat zietelny erytém piesahujici misto aplikace do-
provazeny edémem, puchyiky, Supinaténim, pfipadné strupy. Velmi silna reakce se proje-
vuje vznikem silného erytému zietelné piesahujici misto aplikace doprovazeny edémem,

velkymi puchyii, hemoragii €1 tvorbou krusty [37].

Je tfeba poznamenat, Ze vysledky epikutanniho testu fototoxicity jsou pouhymi indikatory
moznych reakénich mechanismti, zejména fototoxicity a fotoalergie. Zakladni mechanismus
musi byt potvrzen pifipadnym provedenim dal$i zkousky €1 experimentélnich laboratornich
studii. Mnoho chemickych latek vykazuje schopnost vyvolat jak fototoxickou, tak alergic-
kou reakci, pficemz vysledek epikutanniho testu dava fotoreaktivni obraz vyplyvajici z oka-

mzité (fototoxické) a zpozdéné (fotoalergické) reakce [60].
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10 FOTOTOXICITA ESENCIALNICH OLEJU

Esencialni oleje se povazuji za bezpecné piedevsim z divodu svého piirodniho ptivodu.
Nicméné oznaceni prirodni ptivod nevylucuje toxické ¢i alergické vlastnosti produktu. Esen-
cialni oleje maji potencial pro vyvolani nékolika nezddoucich vlastnosti, projevujicich se na
kazi, mezi néz lze zaradit podrazdéni, senzibilizaci, a predevsim fototoxickou ¢i alergickou

reakci [26].

Fototoxicita je zapfi¢inéna interakci mezi slozkou esencidlniho oleje, kiizi a slune¢nim za-
fenim [14]. Mezi hlavni sloZzku esencidlnich oleji zodpovédnou za fototoxické €inky patii
furokumariny, nachdzejici se ptevazné v zastudena lisovanych olejich z citrusovych
plodi [61], [62] . Jedna se o skupinu ptirodnich slozek rostlin se zakladni strukturou kuma-
rinu pfipojenou k furanovému kruhu. Na zaklad¢ vazby kumarinu k furanovému kruhu roz-
liSujeme dva typy: 1) linearni furokumariny, kdy dochéazi k vazb& na uhliku 6. a 7. (napf.
psoralen) a 2) angularni furokumariny, kdy dochdzi k vazbé na uhliku 7. a 8. (napf. angeli-

cin) (viz Obr.17) [31].

Linearni furokumariny vykazuji vyssi potencial k fototoxické aktivité nez angularni furoku-
mariny. Substituce, které¢ zvysuji polaritu molekuly obvykle snizuji jeji aktivitu. Zavedeni
skupiny poskytujici elektrony (napt. methylové skupiny) zvysuje fotosenzibilizacni aktivitu
furokumarinti, zatimco zavedeni skupin odebirajici elektrony (napft. nitro a hydroxylové sku-

piny) tuto aktivitu snizuji [63].

Obr. 17 Chemicka struktura psoralenu (1) a angeli-
cinu (2)
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Systémova a dermalni expozice furokumarinim ma za nasledek fototoxicitu. Po ozareni
UVA zéfenim mohou furokumariny prochézet fotoaktivaci, ktera je ¢ini vysoce reaktivnimi

vici cilovym biomakromolekuldm, jako jsou proteiny nebo nukleové kyseliny [64], [65].

Jako nejucinnéjsi fotoaktivni furokumarin Ize uvést bergapten (5-methoxypsoralen) a dalsi
derivaty jako jsou bergamottin, herniarin, citropten a oxypeucedanin [62]. Furokumariny vy-
kazuji sviij fototoxicky potencial jiz pii nizkych koncentracich, ptesnéji 0,001 %. U bergap-

tenu a citroptenu lze pozorovat i potencidlni fotokarcinogenni u¢inek [61], [66].

Mezinarodni asociace pro vonné latky (International Fragrance Association, IFRA) stano-
vuje omezeni pro pouziti bergamotoveého oleje v kosmetickych ptipravcich, aplikovanych
v oblastech klize exponované slune¢nimu zatfeni. S vyjimkou ptipravki do koupele, mydel
a piipravkl uréenych k oplachu z pokoZky by maximalni obsah bergamotového oleje v kos-
metickych ptipravcich nemél presdhnou hladiny 0,4 %. Divodem je omezit nebezpeci foto-
toxicity a fotokarcinogeneze [58], [67]. Omezeni se vztahuje také na sloZku bergamotového
oleje — bergapten. Celkovy obsah bergaptenu v kosmetickych ptipravcich, aplikovanych
v oblastech klize exponované slune¢nimu zatreni, nesmi piekrocit hladinu 0,0015 % [68].
V dnesni dobé¢ I1ze vyrobit bergamotovy olej bez nebezpecnych furokumarinti. Bergapten se
odstrani spole¢né¢ s dal§imi derivaty furokumarinu v oleji frak¢ni destilaci ve vakuu. Takto

ziskany olej se nazyva bergamot FCF (furocoumarin-free) [58], [69].

10.1 Mechanismus piisobeni furokumarini

Fototoxicky potenical spoc¢iva ve vazbé furokumarinii na pyrimidinové baze DNA. Opti-
malni vlnova délka pro aktivaci furokumarinti se nachdzi v UVA spektru (320400 nm).
Furokumariny tvoii s DNA komplex zprostiedkovany slabymi interakcemi, jako jsou Van
der Waalsovy sily a vodikové mustky. Po vystaveni UVA zafeni je aktivni molekula furo-
kumarinu vdzana cykloadici na pyrimidinové baze (zejména na thymin) za vzniku silné ko-
valentni vazby. Vznikly monofunkéni adukt miiZze absorboval dalsi foton, coZ indukuje re-
akci s jinou skupinou pyrimidinové baze na opacném konci fetézce DNA, coz vede k zesi-

téni mezi protilehlymi fetézci DNA [46], [73].
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10.2 U¢inky furokumarini na organismus

Esencialni oleje obsahujici furanokumariny mohou po pocateCnim fotosenzibilizaénim
ucinku vyvolat fototoxické reakce, které lze pozorovat jako erytém a edém doprovazeny
vznikem puchyid. Po pocatecni tvorbé erytému dochazi k vyrazné pigmentaci [70]. Takto
zprostfedkovana kozni reakce nese oznaceni fytofotodermatitida. Za aktivni chemické slou-
¢eniny identifikované pii fytofotodermatitidé 1ze oznacit psoraleny. Psoraleny zptisobuji ze-
siténi DNA, ¢imz inhibuji bunéény rust a déleni. Psoraleny jsou také zodpovédné za aktivaci
fotoprotekce stimulaci zvySené tvorby melaninu, zvySené syntézy keratinu a stimulovanim
zesileni rohové vrstvy. Nasledkem toho dochézi k hypergimentaci. Tato reakce probiha ne-
zavisle na imunitnim systému hostitele, coz dokazuje, ze se nejedna o fotoalergickou re-

akci [71].

Obr. 18 Projev fytodermatitidy [72]

V terapeutickych davkach a omezené aplikaci se furanokumariny vyuZzivaji pti [écbé psori-
azy (lupénka) a vitiliga, coZ je koZni onemocnéni zprostfedkované ztratou pigmentu. Foto-
toxické ucinky vykazuji esencidlni oleje z citrusovych plodd, jednd se zejména o bergamo-

tovy olej, kde hlavni slozkou zodpovédnou za fototoxické ucinky je bergapten [70].
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10.3 Fototoxicita jednotlivych furokumarini

Hlavni nevyhodou pii hodnoceni rizika fototoxicity furokumarinti je skutecnost, ze se v rost-
linach vyskytuje vzdy smés nékolika jednotlivych furokumarinti a u vétsiny téchto sloucenin

nejsou k dispozici zadné udaje o jejich fototoxickém ucinku [65].

Obecny mechanismus G¢inkl furokumarini je popsan v piedchozi kapitole 10.1, pfi¢emz
vSechny furanokumariny pisobi stejnym mechanismem, i kdyz se 1i§i v chemické strukture.
Z diavodu nedostatku odborné literatury na pti¢inu a mechanismus fototoxické reakce jed-
notlivych furanokumarini bude tato kapitola vénovana odborné studii. Pfedlozena studie se
zabyva zejména stanovenim minimalni koncentrace bergaptenu vyvolavajici fototoxickou

reakci na kuzi.

10.3.1 Bergapten (5-methoxypsoralen)

Bergapten se fadi mezi hlavni slozku bergamotového oleje zodpovédnou za vyvolani foto-
toxické reakce. Pomoci epikutanniho testu fototoxicity (viz kapitola 9.4) lze stanovit kon-
centraci bergaptenu potfebnou k tvorbé erytému na kiizi. Studie prokazala negativni vy-
sledky, tedy Zadnou viditelnou reakci na kizi po ozaieni UV A zatfenim, pii aplikaci bergap-
tenu o koncentraci 0,0001 %. S postupnym zvySovanim koncentrace dochdzelo k rapidnimu
rustu kozni toxické reakce. Erytém byl pozorovan u aplikace bergaptenu o koncen-
traci 0,001 %. Vznik erytému doprovazeny edémem se projevil po aplikaci bergaptenu o
koncentraci 0,01 %. Velmi silnou kozni reakci zptsobila aplikace bergaptenu s koncen-
traci 0,1 %. Reakce se projevovala zejména vznikem erytému a edému doprovazenych tvor-

bou puchyit [66].

Obr. 19 Chemicka struk-

tura bergaptenu
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ZAVER

Predlozena bakalarska prace je zaméfena na soucasny stav znalosti v oblasti esencialnich
olej. Kvalitu esencidlnich olejii vyznamné ovliviiuje zptsob jejich ziskavani. RozliSujeme
tfi hlavni procesy, mezi néz fadime lisovani, destilaci a extrakci. Lisovanim se ziskavaji
esencialni oleje vyhradné z citrusovych plodii. Esencidlni olej velmi vysoké kvality 1ze zis-
kat destilaci, kterd se navzdory nejméné Setrnému zptsobu vyuziva nejcastéji. NevSednim
ptikladem extrakce je enfleurdZ, kdy dochéazi k extrakci do tuku. Esencidlni oleje nesou
z hlediska jejich biologické aktivity velky potencial. Perspektivni je zejména jejich antimi-
krobialni aktivita. Diky stale se zvySujici rezistenci mikroorganizmi vii¢i antibiotikim a an-
tivirotikiim by esencialni oleje v dneSni dobé mohly byt potencionalnim zdrojem alternativ-

nich antimikrobidlnich latek a antivirovych léki.

Vystaveni pokozky slune¢nimu zéafeni a fotoreaktivnim xenobiklim muiiZze zptisobit abnor-
malni kozni reakci — fototoxicitu. Fototoxicita je akutni, svétlem indukovana odezva latky,
které nastava v dob¢, kdy jsou fotoreaktivni latky aktivovany slunec¢nim zafenim a transfor-
movany na latky cytotoxické vii¢i koznim bunikam. Nejnapadnéjsi akutni kozni odpoveédi na

UV zéfeni je solarni erytém doprovazen ptiznaky zanéctu.

Pro vyhodnoceni potencialu fototoxicity chemickych latek byly studovany rizné testovaci
in vitro a in vivo metody. Mezindrodn¢ uznavanym postupem zkousky fototoxicity je in vitro
test oznacovany jako 3T3 Neutral Red Uptake. Zkouska je zaloZena na srovnani cytotoxicity
chemické latky pii expozici necytotoxické davce simulovaného slune¢niho svétla a bez této
expozice. Cytotoxicita je vyjadiena jako koncentracné zavislé snizeni ptijmu vitdlniho bar-
viva neutralni ¢ervené 24 hodin po plisobeni zkousené chemické latky a naslednym ozate-
nim. Diky své vysoké citlivosti, specificité a reprodukovatelnosti se fadi mezi nejhojnéji
vyuzivanou metodu. Doplitkovou metodou k testu fototoxicity 3T3 NRU in vitro je zkouska
fototoxicity vyuzivajici 3D model lidské kize, ktery dokdze vérné imitovat redlnou situaci
v kizi. Principem zkousky je stanoveni rozdilu Zivotaschopnych koznich bunék MTT testem
po aplikaci riznych koncentraci testované chemické latky a ndsledném ozéfeni ¢i neozareni
nejvyssi necytotoxickou davkou UV zafeni. Zivotaschopnost bunék se stanovuje pfeménou
vitalniho Zlutého barviva MTT na siil modrého formazanu. Posledni zminénou in vitro me-
todou je zkouska fototoxicity vyuzivajici cervené krvinky. Pro posouzeni fototoxického po-
tencidlu se vyuzivd UVA indukované poSkozeni erytrocytl a jejich nasledna fotohemolyza.

Nicméné vysledky z této zkousky nejsou natolik pritkkazné, aby byla metoda zatazena mezi
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hlavni postupy testovani fototoxicity chemickych latek. Jedinou zminénou in vivo alterna-
tivni metodou pro stanoveni fotoxického t¢inku chemickych latek v predlozené bakalaiské
praci je epikutanni test fototoxicity. Podstata této zkousky spociva v aplikaci dvou sad po-
tencionalné fototoxickych latek na kiizi zad dobrovolnikd. Nasledné je jedna sada zakryta
obvazem nepropoustéjici zatfeni a slouzi jako kontrola, zatimco druha ¢ést zad je ozafena
UVA zarenim. Odecty reakce se provadi pted expozici, ihned po ozafeni a v intervalech 24,
48 a 72 hodin po expozici. Pozitivni reakce se projevuje vznikem erytému, edému, puchyit
¢1 hemoragii.

Fototoxicita je zapfi¢inéna interakci mezi slozkou esencidlniho oleje, kiizi a slune¢nim za-
fenim. Fototoxicky potencial spoc¢iva ve vazbé furokumarint na pyrimidinové baze DNA.
Nasledkem toho dochézi k zesiténi DNA, ¢imz je inhibovan bunéény rist a déleni. Vysled-
kem této reakce je vznik erytému a edému s naslednou tvorbou puchyit. Poté dochazi k vy-
razné pigmentaci. Za fototoxické ucinky esencialnich oleji jsou zodpovédné linearni furo-
kumariny, které lze nalézt v zastudena lisovanych olejich z citrusovych plodii. Jedné se

zejména o bergapten, nazyvany také jako S-methoxypsoralen.

Zameérem bakalatské prace bylo popsat mechanismus a ptic¢inu fototoxického uc¢inku jednot-
livych furokumarinii v esencidlnich olejich. AvSak ani ¢eské, ani zahrani¢ni literarni zdroje
momentalné tyto informace neposkytuji. Na zakladé dostupné odborné literatury bylo zjis-
téno, ze vSechny furokumariny, byt se li§i chemickou strukturou, ptisobi stejnym mechanis-
mem. V kosmetickych piipraveich uréenych k aplikaci na klizi zalezi pouze na mite pouzité

koncentrace furokumarin.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

3D

Trojrozmérny model.

AFNOR Agence Francaise de Normalization.

ATCC
COz
DNA
EBSS
ECACC
FCF

ICso

IFRA
IR
MED
MTT
NR
NRU
OECD
PIF
RNA
RNS
ROS
SFE
uv

VIS

American Type Culture Collection.
Oxid uhlicity.

Deoxyribonukleova kyselina.

Earluv fyziologicky roztok.
European Collection of Cell Cultures.
Furocoumarin-free.

Koncentrace latky odpovidajici 50% ubytku Zivotaschopnych bun¢k ve srovnani

s kontrolou

International Fragrance Asociation.

Infracervené zateni.

Minimalni erytémova davka.
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
Neutral Red

Neutral Red Uptake

Organization for Economical Cooperation and Development.
Fotoirita¢ni faktor.

Ribonukleova kyselina.

Reaktivni forma dusiku.

Reaktivni forma kysliku.

Superkritické fluidni extrakce.

Ultrafialové zateni.

Viditelné zareni.
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