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Keratinocyty jsou soucasti epidermis a predstavuji majoritni ¢ast bunék svrchni vrstvy
lidské ktize. Pti poSkozeni téchto bun¢k mutagennimi latkami mohou nastat zmény ve slozeni
genetického materialu, poptfipadé muize dojit i k zaniku bunky. Mezi latky, které navozuji
zmény v DNA a maji mutagenni potencial Ize zatadit i zpuchyiujici bojovou chemickou latku
sirny yperit.

Cilem této prace bylo porovnat bunécnou linii keratinocyti HaCaT s experimentalné
odvozenou bunécnou linii 3HSM4 v odpovédi na oxidacni stres indukovany peroxidem
vodiku. Bunky 3HSM4 byly pfipraveny selekci rezistentnich klonti bun¢k HaCaT, které byly
opakovang vystaveny cytotoxickym ucinkim sirného yperitu.

Vysledky porovnani ukazuji, ze buiiky 3HSM4 jsou rezistentngj$i vic¢i peroxidu
vodiku. Pokud byla u obou typt bun¢k blokovana syntéza glutathionu (GSH), byl cytotoxicky
ucinek peroxidu vodiku stejny. Piesto, ze se buitky 3HSM4 ukazaly jako odolnéjsi z pohledu
cytotoxicity, byla u nich zjiSténa mnohem vyssi hladina volnych radikalti nez u bun¢k HaCaT.
Pti analyze intracelularnich zasob GSH vSak nebyl mezi obéma typy buné¢k zjistén vyznamny
rozdil. Peroxid vodiku také indukoval stejnou mérou zanik bun€k mdédem apoptotické smrti.
Zmény mitochondridlntho membranového potencidlu, zmény v hladiné kaspazy 3/7
a poskozeni DNA nebylo vyznamné, protoZze po 24 hodinach jiz tyto zmény nebyly
zachyceny.

Z vysledkt plyne, Ze sirny yperit mohl v bunkdch 3HSM4 navodit trvalé zmény
v reakci buiky na oxidacni stres. Tyto zmény se pak zieym&€ omezuji na prvotni reakci
antioxidacnich ochrannych mechanismii. AvSak je pfipustné, Zze existuji dalsi faktory, diky
kterym bunka dokdze byt ve vysledku k peroxidu vodiku rezistentn&js$i nez ptivodni buiky

HaCaT a kter¢ se v nasich analyzach neprojevily.
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Keratinocytes are part of the epidermis and represent the majority of cells in the upper
layer of human skin. When these cells are damaged by mutagenic substances, changes in the
composition of the genetic material may occur, and even cell death may occur. Such
substances that induce changes in DNA and have mutagenic potential include the chemical
warfare agent sulfur mustard.

The purpose of this study was to compare the HaCaT keratinocyte cell line with the
experimentally derived 3HSM4 cell line in response to hydrogen peroxide-induced oxidative
stress. The 3HSM4 cells were prepared by selecting resistant clones of HaCaT cells that were
repeatedly exposed to the cytotoxic effects of sulfur mustard.

The results of the comparison show that 3HSM4 cells proved to be more resistant to
hydrogen peroxide. When glutathione (GSH) synthesis was blocked in both cell types, the
cytotoxic effect of hydrogen peroxide was the same. Although 3HSM4 cells were shown to be
more resistant in terms of cytotoxicity, they were found to have much higher levels of free
radicals than HaCaT cells. However, when intracellular GSH stores were analyzed, no
significant differences were found between the two cell types. Hydrogen peroxide also
induced cell death equally in the apoptotic death mode. Changes in mitochondrial membrane
potential, changes in caspase 3/7 levels, and DNA damage were not significant because these
changes were no longer detected after 24 hours.

These results suggest that sulfur mustard could induce permanent changes in the
cellular response to oxidative stress in 3HSM4 cells. These changes then appear to be limited
to the initial response of antioxidant protective mechanisms. However, it is conceivable that
there are other unknown factors that may make the cell more resistant to hydrogen peroxide

than the original HaCaT cells and that were not apparent in our analyses.
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1 Uvod

Lidska kiize pfedstavuje tiivrstvou bariéru, skrze kterou lidsky organismus
komunikuje s vnéjSim prostfedim. Keratinocyty jsou majoritni buiiky svrchni vrstvy kiize,
které se podileji na tvorbé epidermis. Svou neustdlou obnovou zajistuji kompaktnost klize,
nezbytnou pro vykon veskerych fyziologickych funkci. Tvorba novych keratinocyta v bazalni
vrstve epidermis je charakteristickd intenzivni proliferaci bunék. Tyto bunky se pak postupné
dostavaji do svrchnéjSich vrstev pokozky za soucasné totalni diferenciace bunck ve zraly
keratinocyt (1).

Zasah do vyvoje keratinocytu v podobé poskozeni genetického materidlu muze
znamenat indukci zmén, které mohou mit za néasledek smrt buiikky anebo jeji pteziti. To je
ovSem zavislé na bezchybném procesu opravy DNA a dalSich faktorech. Pokud nastane
v procesu reparace DNA pochybeni, naptiklad dojde-li k chybnému parovani bazi nebo
posunu ¢teciho ramce, mize to vést az ke vzniku mutace. Pfi¢inou alternativnich zmén
v buiice mohou byt 1 epigenetické faktory, které sice pfimo nesouvisi se zménami v DNA, ale
mohou pozménit expresi riznych genti, které pak ovliviiuji rizné bunééné pochody (2,3).

Jednou z latek, kterd je charakteristickd intenzivni interakci s DNA a dalSimi
bunéénymi makromolekulami je sirny yperit. Z hlediska toxikologie, je tato latka fazena mezi
vysoce toxické zpuchytujici bojové latky. Je znama pro své cytotoxické a cytostatické ti¢inky,
pro které je hojeni koznich 1€zi zasazenych osob znacné zdlouhavé a komplikované. V mnoha
piipadech se v misté¢ zhojené 1éze objevuji dalSi chronické komplikace vcetné rozvoje
zhoubného bujeni (4,5).

V této praci si klademe za cil porovnat senzitivitu bun¢k koznich keratinocyti HaCaT
a experimentdlné izolovanych bun¢k 3HSM4, vici u€inkim oxidacnimu stresu. Bunky
3HSM4 byly odvozeny od rezistentnich klont bun€k HaCaT, které byly opakované vystaveny
cytotoxickym koncentracim sirného yperitu. Chceme tak ovéfit hypotézu, zda sirny yperit
indukuje v buiice zmény, které ovlivituji jeji odolnost proti exogennim oxidantim, coz muze

napiiklad stat na pocatku jejiho nddorového zvrhnuti.



2 Teoreticka ¢ast

2.1. Oxidaéni stres

Oxidacni stres je definovan jako naruseni rovnovahy mezi tvorbou oxidantti (volnych
radikaltl) a antioxidantli ve prospéch oxidantl, coz vede k naruSeni redoxni signalizace,
kontroly a k molekuldrnimu poSkozeni bunéénych struktur (6-8).

V reakci na stresové faktory, jimiz jsou expozice ionizujicimu zéieni, toxické latky
nebo onemocnéni razné etiologie, muze dojit k produkci volnych radikali nad réamec
fyziologickych procesii a poruseni rovnovazného stavu. Tim se generuji fetézové reakce, které
poskozuji buiikku volnymi radikdly na molekularni trovni. Cilem poskozeni je cela tada
klicovych biologickych struktur véetné DNA, kterd mlze byt poSkozena fetézcovymi zlomy,
patologickymi vazbami mezi fetézci, deleci bazi a dal§imi modifikacemi. Ty mohou mit za
nasledek vznik mutaci, popfipadé indukovat zanik buiiky. Na trovni aminokyselin a proteinti
muze dojit k racemizaci, ztrat¢é enzymové aktivity, neenzymatické glykosylaci, denaturaci
nebo kovalentni modifikaci. Takto poSkozené struktury podléhaji abnormalnimu zesitovani

strukturdlnich proteind véetné kolagenovych vldken (2,9).

2.1.1. Volné radikaly

Volné radikdly vznikaji jako nevyhnutelny vedlej$i produkt mnoha biochemickych
reakci. Jsou to malé atomy, molekuly nebo ionty liSici se od vétSiny biologickych molekul
pfitomnosti neparového elektronu. Tvoii se béhem redoxnich reakci pii Stépeni chemické
vazby. Kazdy fragment molekuly si po rozstépeni zachovava jeden z elektronii ptivodni
vazby. Neparové elektrony udé€luji molekule vysokou reaktivitu, ktera je dostatecna k iniciaci
fetézové reakce a dalsi propagaci radikali. Biologicky vyznamné jsou radikaly odvozené od
reaktivnich forem kysliku a reaktivnich forem dusiku (2,7,8,10).

Aby molekuly obsahujici neparové elektrony dosahly stabilniho stavu, reaguji lokalné
pfijetim ¢i odevzdanim elektronu. Chemicka reaktivita je u jednotlivych radikald rizna.
ProtoZe vétSina molekul neni volnymi radikély, celd fada reakci se tyka i neradikalovych
slouc¢enin. Moznymi neradikalovymi cili v bufice jsou lipidy, proteiny, sacharidy a nukleové

kyseliny (7).



2.1.2. Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS) je obecny termin definujici Sirokou Skalu oxidacnich
molekul s velmi odliSnymi vlastnostmi a biologickymi funkcemi. Uplatiuji se v ramci
bunécné signalizace, ale i pifi patologickych reakcich, které poSkozuji buiku. Tvorba
reaktivnich forem kysliku je dasledkem ptizpisobeni se aerobnich organisml zivotu
v atmosféfe obsahujici kyslik. ROS spolu s reaktivnimi formami dusiku (RNS) ptedstavuji
neustaly zdroj utokii na geneticky material, ktery lze bud’ posilit nebo c¢astecné oslabit
nutri¢nimi, hormonalnimi ¢i environmentalnimi faktory (11,12).

ROS mohou byt produkovany endogennimi ¢i exogennimi vlivy. Mezi potencialni
endogenni zdroje patii vedlejSi produkty metabolismu napojeného na cytochrom C,
peroxizomy a imunitni buniky ucastnici se zanétlivého procesu. Hlavnim endogennim zdrojem
ROS v buiice jsou mitochondrie. ROS zde vznikaji jako vedlejsi produkty procesu oxidativni
fosforylace v komplexech I a III, kde probiha koncovéa ¢ast dychaciho fetézce (11,12).

Mezi reaktivni formy kysliku patii radikalové slouceniny jako je hydroxylovy radikal
(OH"), alkoxylovy radikal (RO") a superoxidovy aniontovy radikal (O;"), ale i neradikalové
slouceniny, kterymi jsou peroxid vodiku (H202), organické hydroperoxidy (ROOH) anebo
kyselina chlorna (HOCI). Nejsilnéjsim oxidantem zuvedenych radikali a neradikala je
hydroxylovy radikal. Ma kratky polocas rozpadu a reaguje okamzité s okolnimi molekulami
v misté svého vzniku. PoSkozeni molekul se pak S§ifi fetézovou reakci, coZ ma destruktivni
disledky na DNA, proteiny a dalsi intracelularni makromolekuly (7,13).

Superoxid vznikd bud’ metabolickymi procesy, nebo pii aktivaci kysliku fyzikdlnimi
procesy po piijeti neparového elektronu. Superoxid je povazovan za primarni ROS a muze
déle interagovat s dal§Simi molekulami za vzniku sekundarnich ROS. D¢je se tak ptimo, anebo
pfevazné prostfednictvim procesti katalyzovanych enzymy, popfipadé ionty kovi.
Superoxidovy radikal nereaguje piimo s polypeptidy, sacharidy ani nukleovymi kyselinami.
Jeho oxidacni vlastnosti jsou slabé, ale o to vétsi je vyznam jeho redukcnich vlastnosti
zejména ve spojeni s komplexy zeleza, které jsou soucésti cytochromu C. Mezi dalsi bézné
volné radikaly patii ionty pfechodnych kovt, jako je Zelezo a méd’ (7,12).

Biologicky vyznamnymi RNS je peroxynitrit (ONOO") a oxid dusnaty (NO). Oxid
dusnaty je ptikladem fyziologického radikalu, ktery hraje roli v intracelularnich signalnich
kaskadach jako druhy posel. Pfikladem neradikalovych sloucenin dusiku jsou alkylperoxinitrit

(ROONO), nitrosil (NO™) nebo kyselina dusita (HNO,) (7).
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2.1.3. PoSkozeni buiiky oxida¢nim stresem

Reaktivni formy kysliku vcetné superoxidového aniontu, H>O> a hydroxylového
radikalu piirozené vznikaji béhem oxida¢nich procesit metabolismu ve vSech aerobnich
organismech (9,14).

Nizké hladiny ROS nejsou pro buiiky Skodlivé a hraji dulezitou roli v bunétné
signalizaci a indukci obrannych gent hostitele. Avsak vlivem stresorti se miize hladina ROS
dramaticky zvysit ve prospéch indukce oxidacniho poskozeni. Rozsah poSkozeni zavisi na
mnoha faktorech véetné mista produkce ROS, reaktivity cile nebo dostupnosti kovovych
iontll. ROS poskozuje na molekularni urovni kli¢ové bunécné struktury zejména DNA, lipidy
a bilkovinné makromolekuly (2,9).

Veskeré molekularni modifikace v ptezivajicich buiikach mohou déle zptisobit zmény
v genové expresi. Podle zavaznosti, rozsahu a délky ptsobeni ROS dochazi bud’ k zastaveni
bunécného cyklu a opravé DNA, k aktivaci apoptotickych drah, nebo k nekroze a zaniku
buiiky (2,15,16).

Reparace oxida¢niho poskozeni DNA probihé cestou excize bazi. Nejprve se aktivuji
kontrolni body bunééného cyklu a ty ho zastavi. Dé&je se tak z diivodu zabranéni replikaci
poskozené DNA. Specialni proteiny potom detekuji poskozené useky DNA nebo zmény na
urovni chromatinu a aktivuji prenaSece, které se podileji na sestavovani reparacnich komplext
(15).

Pii apoptoze neboli fizeném zaniku bunky dochazi ke kondenzaci chromatinu
a aktivaci kaspaz, které aktivuji proces kontrolované bunécné smrti. Naproti tomu nekroza
predstavuje nekontrolovatelny pasivni proces, pro ktery je typické bobtndni organel, unik
nitrobunééného obsahu a fragmentl builky do extracelularniho prostoru. Soucésti procesu je

1 rozvoj zanétlivé reakce (16,17).

Poskozeni DNA

Pti interakci ROS s molekulou DNA dochazi k oxidaci bazi, vzniku abazickych mist
a zZlomim jednoho nebo i obou vlaken dvousroubovice. Guanin (Obr. 1a) je nejnachylné;si
bazi DNA kvili nizkému oxida¢nimu potencidlu. Dvé nejcastéjsi modifikace guaninu jsou 8-
0x0-7,8-dihydroguanin (8-oxoGua, Obr. 1b) a 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin
(FapyGua, Obr. 1c). Tyto modifikace probihaji adici OH" na dvojnou vazbu purinového
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heterocyklu za vzniku 8-hydroxy-7,8-dihydroguanylového radikalu (Obr. 1d), ktery mtze byt

nasledné oxidovan na 8-oxoGua nebo redukovan na kruhové otevieny FapyGua (2,18,19).

a b
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Obr. 1 Strukturni vzorec a) guaninu, b) 8-oxoGua, ¢) FapyGua a d) 8-hydroxyguaninu (zdroj: (18))

Vznikaji také odpovidajici modifikace adeninu (Obr. 2a) a to 8-oxo0-7,8-dihydroadenin
(8-ox0Ade, Obr. 2b) a 4,6-diamino-5-formamidopyrimidin (FapyAde, Obr. 2¢) (2,18).

a b c
NH, NH, NH,
N P P
= N N
(5 (- (-
\N N Ny A Ny NH,

Obr. 2 Strukturni vzorec a) adeninu, b) 8-oxoAde a c) FapyAde (zdroj: (18))

Pyrimidinové baze thymin (Obr. 3a) a cytosin (Obr. 3b) reaguji s hydroxylovymi
radikéaly v polohach 5 a 6 za vzniku nékolika bazickych 1ézi. NejcastéjSimi produkty reakce
jsou 5,6-dihydroxy-5,6-dihydrothymin (thymin-glykol, Obr. 3c) a 5,6-dihydroxy-5,6-
dihydrocytosin (cytosin-glykol, Obr. 3d) (2,19).

Vsechny tyto 1éze nejsou pro bunku letalni, ale jsou vysoce mutagenni. Nejcastéji poté
dochazi k lokalnimu naruseni vodikovych vazeb, naruseni interakce s molekulami vody anebo

s kladnymi ionty jako je Na*, které molekulu DNA obklopuji (19).
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Obr. 3 Strukturni vzorec a) thyminu, b) cytosinu, ¢) thymin-glykolu a d) cytosin-glykolu (zdroj: (20))
Poskozeni lipidi

Lipidy a zejména fosfolipidy jsou hlavni slozkou bunécné membrany. Peroxidace
lipidii je proces, kdy dochazi k pfeméné nenasycenych lipidd na polarni lipidové
hydroperoxidy. To ma za nésledek poskozeni bunééné membrany, zvysSeni jeji fluidity a tinik
cytosolu do extracelularniho prostiedi. Rovnéz mize byt narusena i funkce membranove
vazanych receptori nebo enzymi. Peroxidace lipidd vede také ke vzniku riznych
oxidovanych produkti v€etné reaktivnich elektrofilt z fad epoxidi a aldehydd, které jsou dale
schopny modifikovat DNA, proteiny a dal$i makromolekuly uvnitf buiky (2,21).

Lipidova peroxidace miize byt i jednim z faktorii podilejicich se na rozvoji lidskych
onemocnéni jako napiiklad diabetes mellitus, nadorova onemocnéni, akutni poskozeni plic ¢i

degenerativni onemocnéni centralniho nebo periferniho nervového systému (2,22).
Poskozeni proteinii

Proteiny v buiice zastavaji mnoho vykonnych funkci. Ugastni se bun&éné signalizace,
metabolickych procest, tvoii slozky cytoskeletu nebo se podileji na udrzeni homeostazy.
Proto ma jejich poSkozeni zasadni vliv na osud celé buiiky. Mezi proteiny citlivé na oxidaci
patii fosfatdzy, kindzy, transkripéni faktory a dal§i enzymy podilejici se na metabolismu
buniky. Nachylnost proteini k oxidaci zvySuje pfitomnost vazebnych mist pro kovy,
lokalizace proteinu v bunice, konformace molekuly nebo rychlost jeji degradace (2,21,23,24).

K poskozeni proteinli vlivem ROS vedou mechanismy zahrnujici nékolik typt
oxida¢nich reakci. Jednd se o oxidaci katalyzovanou kovy, S§t€peni proteind, oxidaci
aminokyselin a konjugaci produkti po peroxidaci lipidi. Indukce oxidace proteini je

katalyzovana kovy, které jsou navazany v proteinech. V tomto misté se pak odehrava vlastni

13



reakce s H»O» za vzniku hydroxylovych radikéld, jez napadaji okolni struktury tvotfené
aminokyselinami (2,25,26).

Dal8im mechanismem je indukce §tépeni peptidovych vazeb prostfednictvim ROS, pfi
kterém vznikaji alkoxylové radikaly. Stépeni probiha bud’ diamidovou cestou, kde vznikaji
peptidové fragmenty jako diamid a isokyanat anebo a-amidacni cestou za vzniku amidu
a N-a-ketoacylu (2,27).

Aminokyseliny mohou byt rovnéz modifikovany ROS piimo prostfednictvim reakce
postranniho fetézce. Nejnachylnéjsi k oxidaci jsou aminokyseliny, které ve své molekule
obsahuji aromatické jadro, naptiklad fenylalanin nebo histidin. Dale pak aminokyseliny

obsahujici sulfhydrylové skupiny, kam je fazen methionin a cystein (2,28).

2.1.1. Ochranné mechanismy buiiky v reakci na oxidacni stres

Pti poruseni rovnovahy mezi antioxidanty a oxidanty ve prospéch volnych radikald
dochazi k poskozeni biologickych struktur. Pro tento pfipad jsou v téle vyvinuty antioxidacni
ochranné mechanismy, které tyto vykyvy dokaZou eliminovat. Patfi k nim nejen intracelularni
mechanismy, které chrani vnitini struktury buiiky, ale 1 membranové a extracelularni
mechanismy. Ty se pak podileji na ochrané na irovni organismu jako celku (7,29).

Intracelularni  ochranu buiikky pied volnymi radikdly zajiStuji enzymatické
antioxidanty jako je superoxid dismutaza, kataldza nebo glutathion peroxidaza. Déle buiika
disponuje neenzymatickymi antioxidanty, z nichZ nejvyznamnéjsi je tripeptid glutathion (12).

Na povrchu membran se pak uplatiuji dal$i neenzymatické antioxidanty ztad
vitamind, jakou jsou vitamin C, vitamin E nebo naptiklad karotenoidy ¢i flavonoidy. Mezi
hlavni extracelularni antioxidacni obranné systémy patii proteiny schopné vazat Zelezo a
méd’. Pokud jsou kovy vazany ve struktufe proteinu, nemohou interagovat s volnymi radikaly.
K témto vazebnym proteinim patii napiiklad transferin, laktoferin, albumin nebo

ceruloplazmin (7,30).

2.1.1.1. Enzymatické antioxidanty

Superoxid dismutaza

Superoxid dismutdza (SOD, EC 1.15.1.1) je jeden z nejucinnéjSich intracelularnich
enzymovych antioxidanti. SOD v cytosolu a v mitochondriich katalyzuje dismutaci

superoxidu na kyslik a méné reaktivni peroxid vodiku (1-1).
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SOD
202_ + 2H+ — H202 + 02 (1-1)

Superoxid zde podléha disproporcionaci a vykazuje jak oxidacni, tak i redukcni
vlastnosti. SOD existuje ve tiech izoformach SOD1, SOD2 a SOD3. Vzijemné se od sebe lisi
polohou aktivniho centra tvofeného kovem, aminokyselinovou slozkou, po¢tem proteinovych
podjednotek a kofaktordt. SOD1 je dimer obsahujici zinek a meéd. Je lokalizovan
v cytoplazmé, v mezimembranovém prostoru mitochondrii, v jadfe a v lysozomech. SOD2
obsahuje mangan a SOD3 obsahuje kovy zinek a méd’. Tyto dvé izoformy jsou tetramery
lokalizovany v mitochondriich a extracelularni matrix. SOD1 vychytdva superoxidové

radikaly. SOD2 a SOD3 pot¢é katalyzuji jeho dismutaci na H>O; a kyslik (7,12,31).
Glutathion peroxidaza

Glutathion peroxiddza (GPx, EC 1.11.1.9) se podili na metabolismu H>O», ktery je
generovan SOD. Jeho cinnost je lokalizovana v cytoplazmé a v mitochondriich. GPx je
strukturné tvofena tetramerem, ktery obsahuje v kazdé podjednotce seleno-cysteinovy zbytek.
Vyskytuje se ve dvou izoforméch a to na selenu nezavisla glutathion-S-tranferaza (GST, EC
2.5.1.18) a na selenu zavisla glutathion peroxiddza (GPx, EC 1.11.1.19). GPx mé zasadni
ulohu v ochrané proti endogenné i exogenné vyvolané peroxidaci lipidii bunééné membrany.
(12,32,33).

Substratem pro katalytickou reakci GPx je H2O2 nebo organicky hydroperoxid. H>O> je
rovnéz i substraitem pro CAT a spolu s GPx o tento substrat soutézi. H>O» je rozkladédn na
vodu za soucasné oxidace neenzymatického thiolového antioxidantu GSH. Soucasné béhem
reakce vznika oxidovany glutathion (GSSH) (2-1). Hydroperoxid je za ucasti oxidace GSH na
GSSH obdobnou reakci pfeménén na alkohol a vodu (2-2) (12):

GP
2GSH + H,0, — GSSG + 2H,0 @-1)
GPx
2GSH + ROOH — GSSG + ROH + H,0 (2-2)
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Katalaza

Enzym katalaza (CAT, EC 1.11.1.6) se vyskytuje v buiikach zivocichti, rostlin, hub
a dalSich aerobnich organismt. CAT se v buiice nachazi v organele zvané peroxizom. Rovnéz
ji najdeme 1 v cytoplazmé erytrocytli. Tento enzym katalyzuje pfeménu H»O; na vodu

a molekularni kyslik (3-1):

CAT
2H202 — 2H20 + 02 (3-1)

CAT ma jednu z nejvysSich rychlosti pfemény substratu na produkt ze v§ech enzymd.
Jedna molekula kataldzy dokaZe kazdou minutu pfeménit okolo 6 miliond molekul H>O2 na

vodu a kyslik (12).

2.1.1.2. Neenzymatické antioxidanty

Antioxidanty neenzymatické povahy jsou nizkomolekularni latky s malou
molekulovou hmotnosti. Jedna se pfedevsim o vitaminy a thioly. Z fady exogennich latek jsou
to predevSim antioxidanty rostlinného ptivodu. Mezi neenzymatické antioxidanty ale patfi
rovnéz endogenni makromolekularni latky jako je albumin, transferin, feritin, ceruloplazmin
nebo haptoglobin (33).

V porovnani s enzymatickymi antioxidanty se odliSuji svoji nizkou specifitou
k substratu. Diky tomu eliminuji negativni G€inky ROS i RNS rychlou terminaci radikalové
fetézove reakce (34,35).

Piikladem pftirodnich exogennich neenzymatickych antioxidantti jsou flavonoidy,
vitaminy C, E, A, karotenoidy, rostlinné polyfenoly nebo kurkumin. Né&které z téchto
antioxidantl jsou rozpustné ve vodé¢ a nachazeji se pievazné v cytosolu nebo cytoplazmatické
matrix, zatimco jiné€ jsou rozpustné v tucich a jsou pfitomny v bunéénych membranach (33).

Kromé¢ pfitomnosti antioxidantii je pro odolnost vii¢i Skodlivym u¢inkiim volnych

radikalt dilezita i struktura membran s vhodnym pomérem cholesterolu a fosfolipida (12).
Vitamin C

Vitamin C (kyselina L-askorbova) je ve vodé rozpustnd sloucenina vykazujici

optickou aktivitu. Jeji antioxidacni u€inek spocivd v odevzdani protonu z hydroxylové
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skupiny v poloze 3 a vzniku rezonancné stabilizovaného askorbatového aniontu. Tim dojde
k terminaci radikdlové fetézové reakce (4-1). Pritomnost konjugovanych dvojnych vazeb
stabilizuje deprotonovany aniont a rovnéz prispiva ke stabilité¢ askorbatového radikalu, ktery

vzniké pfi reakci aniontu s volnymi radikaly (4-2) (33).

T
n\\\\\\O
jas
e

H

(4-1)

(4-2)

Dalsi hlavni funkci vitaminu C je regenerace vitaminu E ve formé tokoferolového
radikélu zpét do jeho vychoziho aktivniho stavu. Tokoferolovy radikal, ktery zachyti elektron
pii1 odbourdvani kyslikovych radikéli je mnohem méné reaktivni a pomoci vitaminu C je zpét
pfeménén na a-tokoferol. Tim dojde k preruSeni fetézové reakce prenosu volnych radikalt
a zaroven 1 k pferuSeni jejich Skodlivého plisobenim na organismus (7,33).

Regenerace molekuly vitaminu E probiha v bunéénych membranéach ve spojeni s GSH
nebo jinymi reduktanty (33).

Vitamin C plsobi jako antioxidant i jako redukéni ¢inidlo tim, Ze je schopen odevzdat
elektrony do rGznych enzymatickych a neenzymatickych reakei. Tyto ionty jsou redukovany
pfechodnymi kovy, které jsou soucasti nékolika biosyntetickych enzymi. Tim je zabranéno
dalsi biologické oxidaci makromolekul (33).

V ramci ochrany bunééné membrany muze skupina vitamind C, E a karotenoidd

kooperovat s antioxida¢nimi enzymy (12).

Vitamin E

Vitamin E (tokoferol) je soubor opticky aktivnich derivatd 6-hydroxychromanu

s hydrofobnim fytylovym fetézcem. Jsou zndmé Ctyfi izomery tokoferolt a Ctyfi izomery
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tokotrienolll. Nejbéznéjsi a biologicky nejaktivnéjsi z izomert je o-tokoferol. Vitamin E je
fazen do skupiny lipofilnich vitaminti, a proto je v bufice lokalizovdn v membrané, kde je
zaroven nejsilnéjSim membranové vazanym antioxidantem. Poskytuje ochranu nejen pired
ROS, ale i pted RNS (33).

Vitamin E redukuje lipidové peroxylové radikaly pfenosem atomu vodiku z fenolové
skupiny 6-hydroxychromanu, ¢imz vznikd relativné stadly a rezonancné stabilizovany
tokoferolovy radikal, ktery neni schopen vyvolat dalSi peroxidaci lipidd (5-1). Radikal
a-tokoferolu mtize byt redukovan zpét na pltvodni aktivni formu a-tokoferolu pomoci
kyseliny askorbové, respektive askorbatu (5-2) nebo koenzymu Q10. Piipadné miize byt
zhasen druhym peroxylovym radikélem (33,36).

(5-1)

(5-2)

Vitamin A

Vitamin A (all-trans retinol) tvofi skupinu nenasycenych organickych sloucenin
rozpustnych v tucich, mezi néz patii retinol, retinal (R-CHO), kyselina retinova (R-OOH),
retinylestery (R-OO) jako retinylpalmitat a mnoho provitaminl A, naptiklad B-karoten. Jejich
spolecnou chemickou strukturou je diterpen (CaoH3z2). VSechny formy maji dale spole¢ny
B-iononovy kruh, na ktery je navdzana izoprenoidni vazba v podobé& retinylové skupiny. Obé
¢asti molekuly jsou pro aktivitu vitaminu A klicové (33,37).

Antioxida¢ni ochrannd funkce vitaminu A spoc¢ivda v zachyceni peroxylového
lipidového radikalu prostfednictvim adi¢ni reakce na B-iononového kruhu retinolu. Kromé

eliminace volnych radikalii hraje vyznamnou roli pfi udrZovani zraku. Retinal je v sitnici
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potfebny pro tvorbu rodopsinu. Tato svétlo pohlcujici molekula je nezbytna pro barevné

1 skotopické vidéni (33).
Glutathion

Glutathion je tripeptid syntetizovany z prekurzori aminokyselin L-cysteinu,
L-glutaméatu a glycinu. Patfi mezi neenzymové antioxidanty, které¢ obsahuji thiolové funk¢éni
skupiny. V bufice se nachdzi hlavné v cytosolu, a to v relativné vysoké koncentraci, ktera
mize dosahovat az 5 mmol-1"!, tedy velmi podobnych hodnot jako glukéza, draslik nebo
cholesterol. Mén¢ je pak GSH obsazen v bunécném jadie a mitochondriich. Syntéza GSH
probihd ptevazné de novo v jatrech (12,38).

GSH se vyskytuje ve dvou formach, a to jako redukovany glutathion (GHS, Obr. 4)
a oxidovany glutathion disulfid (GSSG, Obr. 5). Oxidovana forma glutathionu je tvofena
dvéma molekulami ptivodni redukované formy, které jsou navzijem spojeny disulfidickym

mustkem ptivodnich SH-skupin cysteinu (12).
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Obr. 4 Redukovana forma glutathionu (GSH, zdroj: (12))
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Obr. 5 Oxidovana forma glutathionu glutathion disulfid (GSSG, zdroj: (12))

GSH predstavuje redukcéni chemickou bariéru, kterd brani nadmérné oxidaci citlivych
bunéénych sloZzek. V bunice se vétSina GSH nachéazi v redukované formé, kterd je stabilni.
K oxidaci GSH dochazi nejen pfimou chemickou reakci s radikalem, ale je také oxidovan

v ramci reduk¢nich enzymatickych reakei s peroxidy (39,40).
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Thiolova (-SH) skupina proptijcuje GSH schopnost chranit ostatni thiolové funkcni
skupiny v proteinech pied oxida¢nim poskozenim. Thiolové skupiny jsou v buiikach Siroce
rozsitené a vysoce reaktivni ¢asti biomolekul. Vytvaieji komplexni slouceniny s ionty kov,
ucastni se oxidacnich reakci, kde se samy oxiduji na sulfonové kyseliny a vytvareji thiolové
radikaly a disulfidy (33).

Kromé detoxikace volnych radikald hraje GSH vyznamnou roli pii regeneraci
oxidovanych forem vitamint C a E. V bunécném jadie udrzuje GSH spravné redoxni poméry
proteini, které jsou nezbytné pro opravu DNA a genovou expresi. Dale GSH plni dulezitou
ulohu pii detoxikaci metaboliti xenobiotik a v procesu apoptdézy se podili na interakci
s pro-apoptickymi a anti-apoptickymi signaly (12,38,40).

Prevaha oxidantll v intracelularnim prostfedi vede k rychlé¢ modifikaci SH-skupin
proteini. Podle poctu elektronli, které se na reakci podileji, mize proces probihat jako
dvouelektronova nebo jednoelektronova oxidace. Produktem jsou pak pftislusné sulfenové

kyseliny (protein-SOH) a thiolové radikaly (GS®) (6-1).

GSH + R* > GS* + RH (6-1)

Zivotnost takto vytvofenych thiylovych radikali miize byt vyrazné del$i neZ u mnoha
jinych radikald. Vzniklé GS® mohou dimerizovat za vzniku neradikalového produktu GSSG
(6-2):

GS® + GS* - GSSG (6-2)

Ptili§ vysoka koncentrace GSSG miize oxidacné poskodit dalsi enzymy. GSSG muze
dale reagovat se sulfhydrylovymi skupinami (protein-SH) za vzniku protein-glutathion

smiSenych disulfidi (protein-SSG) (6-3):

GSSG + protein — SH <> protein — SSG + GSH (6-3)

Protein-SSG je dale redukovan v glutathionovém cyklu prostiednictvim glutathion
reduktazy a malych proteint jako jsou glutaredoxin a thioredoxin za G¢elem obnoveni —SH
skupiny proteint. Pokud vSak proces oxidace bilkovinnych sulthydrylt neni zachycen GSH,
vede dalsi oxidace ke vzniku nevratné oxidovanych forem, jako jsou kyseliny sulfinové

(protein-SO,H) a sulfonové (protein-SO3H) (12).
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Karotenoidy

Karotenoidy, téz tetraterpenoidy, jsou skupinou fytonutrienti produkovanych
rostlinami, fasami, n¢kterymi bakteriemi a houbami. Bylo identifikovano vice nez
1 100 karotenoida, které se deli do dvou hlavnich skupin: xantofyly obsahujici kyslik
a karoteny, které jsou slozeny pouze z uhlovodikii. VSechny karotenoidy maji zaklad
ve struktufe tetraterpenu, ktery je tvofen z osmi izoprenovych jednotek obsahujicich 40 atomt
uhliku (33).

Antioxidacni aktivita téchto latek vyplyva piedev§im z konjugovaného systému
dvojnych vazeb, které maji schopnost delokalizovat neparové elektrony. pB-karoten se tak
vyznacuje vynikajici schopnosti eliminovat singletovy kyslik bez jakékoli degradace nebo
chemické reaktivity karotenu s volnymi radikaly (12).

Diky dlouhému nenasycenému alkylovému fetézci jsou karotenoidy dobie rozpustné
v tucich. Z toho divodu hraji kli¢ovou roli, podobné jako vitamin E, v ochrané lipoproteint
a bunéénych membran pted peroxidaci lipidt, zpisobenou piedevsim peroxylovymi radikaly

(33).

Flavonoidy

Flavonoidy jsou exogenni antioxidanty s bohatou strukturni rozmanitosti. Jsou
zastoupeny u vysSich rostlin a v nékterych dalSich organismech schopnych fotosyntézy.
Dosud bylo identifikovano a charakterizovano vice nez 8 000 polyfenolovych derivata
(12,33).

Jejich spolecnym strukturnim rysem je difenylpropanova ¢ast skladajici se ze dvou
aromatickych kruhli spojenych tfemi atomy uhliku, které spolu obvykle tvoii kyslikaty
heterocyklus (12).

Fenolické slou€eniny jsou terminatory fetézovych reakci volnych radikald a chelatory
redoxné aktivnich iontl kovi, které jsou schopny katalyzovat peroxidaci lipidd. Fenolické
antioxidanty zasahuji do oxidace lipidii a dalSich molekul rychlou donaci atomu vodiku
radikalovym slouc¢enindm (12).

Fenolické slouceniny vSak mohou pulsobit i jako prooxidanty, pokud jsou piitomny

ve vysokych koncentracich za pfitomnosti kovll a v prostfedi s vysokym pH (33).
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2.2. Peroxid vodiku

Peroxid vodiku (H20.) je dvouprvkova anorganicka slou¢enina kysliku vodiku. Atomy
kysliku jsou navzijem spojeny jednoduchou peroxidickou vazbou. Tato vazba je mimoiadné
nestabilni a snadno se $tépi. Produktem Stépeni peroxidické vazby je pak vysoce nestabilni
a reaktivni Castice s neparovym elektronem, tedy hydroxylovy radikal (41,42).

V distém stavu je HxO» bezbarvd, az svétle modra viskozni kapalina s hustotou
1,44 g-cm™. S vodou je volné misitelny v jakémkoliv poméru. H>O» ma Siroké vyuziti jako
bélici prostfedek v papirenském, textilnim i potravinaifském primyslu. V chemickém
pramyslu ma uplatnéni pfi vyrobé anorganickych i organickych sloucenin. Stabilizovany 3%

roztok H>O: se pouziva v 1€katstvi jako lokalni antiseptikum (43,44).

2.2.1. Interakce peroxidu vodiku s Zivymi systémy

Peroxid vodiku je hlavni reaktivni formou kysliku, ktera se vyskytuje v biologickych
syst¢émech. Je vedlejSim produktem aerobniho dychani, konecnym produktem fady
metabolickych reakcei a také prenaseCem bunécnych signali (45,46).

Ackoli se jednd o silné oxidacni ¢inidlo, H2O2 nereaguje s vétSinou biologickych
molekul pfimo, vcetné nizkomolekuldrnich antioxidanti. Dlvodem je vysoka aktivacni
energie potfebna k zahdjeni reakce, kterou H2O2 neni schopen piekonat. K pifimé reakci H,O»
dochazi s thioly, ovSem u vétSiny nizkomolekularnich thiolli a cysteinovych zbytkl je tato
reakce pomald. Nejsnadnéji HoO» reaguje s biomolekulami za ptitomnosti iontd prechodnych
kovli vazanych v proteinech. Patii sem selenoproteiny, nékteré¢ proteiny bohaté na thiolové
skupiny, ochranné antioxidacni enzymy CAT, GPx, SOD a dalsi peroxidazy (45).

V abiotickém prostiedi, pfi stalé teploté¢ a neutralnim pH je H2O: stabilni. Diivodem
jeho nestability, zejména v biologickém prostiedi a ptfi kontaktu s buiitkami, je pfitomnost
zeleznatych kationtd (Fe?"). Zelezo je Siroce vyuzivano vsemi typy bunék pfi katalyze mnoha
zdkladnich metabolickych reakci. Protoze H20: snadno pronikd bunéénou membranou,
dochazi v piitomnosti Fe** k jeho $tépeni (47).

Hydroxylové radikdly, jako produkt Stépeni H>O: za ptitomnosti iontll Zeleza, jsou
schopny oxidovat Sirokou Skalu substrati a zpiisobovat jejich poskozeni. Soubor reakci, pfi
kterych se uplatiluji oxida¢ni i redukéni vlastnosti H2Oz je oznaCovana jako Fentonova reakce.

(48,49).
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Principem reakce je zvyseni oxida¢niho potencidlu H,O» v piitomnosti Fe?" iontti
v kyselém prostiedi. Pfi této reakci daruje Fe*" jeden elektron molekule H,O», coz zpiisobi

jeho rozklad (7-1) (47,50):

Fe?* + H,0, —» Fe3* + OH* + OH~ (7-1)

Vznikly hydroxylovy radikal a Zelezité ionty se Ucastni dalSich reakci, které jsou

soucasti Fentonovy reakce (7-2 az 7-5) (50):

OH* 4+ H,0, —» HOO® + H,0 (7-2)
Fe?* + OH® — Fe3* + OH™ (7-3)
Fe3* + HOO® — Fe** + 0, + H* (7-4)
OH® + OH* - H,0, (7-5)

2.2.2. PoSkozeni buiiky vyvolané peroxidem vodiku

Vysoce toxické hydroxylové radikaly vzniklé Fentonovou reakci spousti kaskadu déju,
jejichz vysledkem je poSkozeni lipidil, proteinii a DNA. Rychlost reakci OH" je fizena difuzi,
proto v mistech jeho vzniku probihaji oxidacni procesy. Dlivodem je pfitomnost pfechodnych
prvkil (zelezo nebo meéd’), které jsou nespecificky navazany pravé na lipidy, proteiny
anukleové kyseliny. Reakci s témito komplexy (biomolekula-kov) vznikaji poskozené
molekuly zahrnujici peroxidy lipidi, karbonylované fetézce proteinii nebo hydroxylované
baze nukleovych kyselin. Takto mize vznikat nejméné pét hlavnich tfid oxidacnich poskozeni
zprosttedkovanych hydroxylovymi radikaly vcetné oxidovanych bazi, abazickych mist,
vnitrovlaknovych nebo mezivlaknovych adukti DNA, zlomi fetézce DNA a pfi¢nych vazeb
DNA-protein (51-53).

Signalni drdhy v bunice nasledné reaguji na tato poskozeni tim, Ze zah4ji jeho opravu
anebo eliminaci potencidln¢ Skodlivych struktur iniciaci apoptdzy (54).

Pokud neni mozZzné poskozeni zplsobené¢ H>O: opravit, spousti se kaskady déji

vedoucich k apoptdze nebo nekréze. Mechanismy apoptdzy zahrnuji molekularni d&je zavislé

23



na energii. Existuji dvé hlavni cesty, jimiz apoptéza probihd. Vnéjsi cesta neboli draha
receptortl smrti a vnitini cesta neboli mitochondrialni draha. Kazd4 drédha aktivuje vlastni
iniciatorovou kaspazu, kterd nasledné aktivuje efektorovou kaspazu-3. Stépeni kaspazy-3
vede k fragmentaci DNA, degradaci cytoskeletalnich a jadernych proteini, zesitovani
proteinil, tvorbé apoptickych télisek a expresi ligandii pro fagocytarni bunécné receptory.
Nakonec jsou fragmenty bunky pohlceny makrofagy. Proces apoptéozy probiha bez

ptitomnosti zanétlivé reakce (55,56).

2.3. Kiize a jeji struktura

KuzZe je nejvétsi organ lidského téla a pokryva cely jeho povrch. Je slozena ze tii
vrstev epidermis (pokozka), dermis (Skara) a hypodermis (podkozni vazivo), pficemz kazda
vrstva se odliSuje jak anatomicky, tak i funkéné (Obr. 6). Kliize slouzi jako bariéra proti
fyzikdlnim, chemickym ale i biologickym faktorim. Udrzuje télesnou homeostazu, podili
sena regulaci teploty téla a hospodafeni s vodou. Zarovenn funguje jako endokrinni
a exokrinni orgdn. Endokrinni funkce ktize zahrnuje produkci vitaminu D a exokrinni funkci
plni potni a mazové zlazy. Dalsi dilezitou ulohou je i senzitivni vnimani tepla, chladu, bolesti

a tlaku (57,58).

Vlas

} Epidermis

Sval arrector pili ——
Vlasovy folikul ———— —Dermis
Mazova Zlaza—"
@’
1/ =
—Hypodermis
Vlasovy koiinek e

Receptor vlasového i v/ - E_k:rinni potni 7liza
folikulu ~ P 4 y &, — Pacinianovo télisko
Tukova tkan [ \f - s ~— Kozni vaskularni plexus

Senzorické nervové vlakno <

Obr. 6 Struktura kaze a jeji vrstvy epidermis, dermis a hypodermis (zdroj: (57))
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2.3.1. Epidermis

Nejsvrchnéjsi vrstvou klize je pokozka (epidermis). Je to dynamicka neustale se délici
tkan, ve které jsou bunky v nepfetrzitém nesynchronizovaném pohybu. Je tvofena
vrstevnatym dlazdicovym epitelem, ktery je slozen z nékolika morfologicky odlisnych vrstev
keratinocytl, jejichz funkci je tvorba nerozpustného skleroproteinu keratinu. Nejhlubsi
vrstvou epidermis je strarum basale. Na tuto vrstvu navazuje stratum spinosum, stratum

granulosum, stratum lucidum a stratem corneum (Obr. 7) (1,59).

— ~——— Odumielé bunky
Stratum corneum —— naplnéné keratinem

Stratum lucidum

Stratum granulosum — :

Lamelarni granule

Stratum spinosum —— —— Keratinocyty

Stratum basale

7 : Merkelovy buiky
Melanocyty y . _
Dermis o I#: ————Senzoricky neuron

Obr. 7 Bunky keratinocyti tvofici epidermis (zdroj: (57))

Stratum basale (bazélni vrstva) je nejhlubsi vrstvou epidermis. Od dermis ji oddéluje
bazalni lamina. Buiky se ve stratum basale vazou k dermis prostfednictvim propletenych
kolagenovych vldken. V povrchové €asti dermis se rovnéZz nachdzi dermélni papily v podobé
vybézki. Tyto vybéZzky zvySuji pevnost spojeni mezi epidermis a dermis. Nachazi se zde také
kmenové bunky kvadrového tvaru, které jsou mitoticky aktivni a neustdle se diferencuji
v keratinocyty. Dal$imi buitkami ve stratum basale jsou Merkelovy buiiky. Tento typ bunék
plni funkci koZnich mechanoreceptort. Nejvice jich je lokalizovano na koneccich prstil na
rukou a na nohou. Soucésti stratum basale jsou také melanocyty, které produkuji tmaveé hnédy
pigment melanin, ktery je zodpovédny za zbarveni kliZze do rGznych odstini hnédé.
Akumulace melaninu v pokoZzce zptsobuje jeji ztmavnuti, dodava vlasim barvu a téz pomaha
chranit bunky epidermis pted poskozenim UV zéafenim. Do keratinocytii se melanin pfenasi
prostfednictvim bunécného vezikula zvaného melanosom. Melanosomy jsou docasné

struktury, které jsou nakonec degradovany fuzi s lysozomy. Diky odlupovani svrchni vrstvy
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keratinocytll je ztmavnuti pokozky zplsobené slunecnim zafenim nestalé. Nepravidelné
hromadéni melanocytd v klizi se projevuje v podobé pigmentovych skvrn nebo pih (57,58,60).

Stratum spinosum (vrstva ostnitych bunck) se skladd z 8 az 10 vrstev keratinocytu,
které vznikly v disledku bunécného déleni ve stratum basale. Keratinocyty zde zahajuji
syntézu keratinu. Ten diky tvorbé a sekreci lipidit poskytuje epidermis odolnost vic¢i vode.
Nové keratinocyty jsou produkovany ve stratum basale a vytlacuji ostatni keratinocyty ze
stratum spinosum do stratum granulosum. Nachdzeji se zde také nepravidelné, polyedrické
bunky s cytoplazmatickymi prostory a dendritick¢é bunky, které jsou rozptyleny mezi
keratinocyty. Jedna se o Langerhansovy bunky, které maji funkci makrofagli. Pohlcuji
bakterie, cizi ¢astice a poskozené bunky vyskytujici se v této vrstvé. Langerhansovy bunky
se diferencujici v kostni dfeni a jsou soucasti specifické imunity (1,57,60).

Stratum granulosum (vrstva zrnitych bun€k) obsahuje 3 az 5 bunéfnych vrstev.
Bunky se smérem k povrchu zplostuji a jejich bunécné membrany se ztlust'uji. Zaroven také
generuji keratin, ktery je vlaknity a keratohyalin, ktery se hromadi v podob¢ lamelarnich
granul. Lamelarni granula obsahuji glykolipidy, které se vylucuji na povrch bunék a drzi je
pohromadé. Tyto dva proteiny tvofi vétSinu hmoty keratinocytd ve stratum granulosum
a dodévaji této vrstvé zrnity vzhled (58,60).

Stratum lucidum (vrstva jasnych bun¢k) je tvofena 2 az 3 vrstvami bun¢k pfitomnych
v mistech silnéjsi kize jako jsou dlan€ nebo chodidla. Je to hladka, tenka a zdanlivé Cird
vrstva. Keratinocyty, tvofici tuto vrstvu, jsou jiZz mrtvé a zplosStélé. Bunky keratinocytl jsou
vyplnény proteinem bohatym na lipidy tzv. eleidenem. Tento protein dodava keratinocytim
jejich prihledny vzhled a vytvaii hydrofobni bariéru (57,58).

Stratum corneum (zrohovatéla vrstva) tvoii 20 az 30 bunécnych vrstev, které jsou
pfimo vystaveny vnéjSimu prostiedi. Tato vrstva je tvofena keratinem a rohovitymi Supinami
z odumfelych keratinocytl. Vytvaii tak bariéru, chranici spodni vrstvy epidermis pied
moznym prunikem mikroorganismi, dehydrataci a mechanickym poskozenim. Buniky se zde
uvoliuji do okolniho prostfedi a jsou nahrazovany bunkami ze stratum granulosum nebo,
v piipad¢ dlani a chodidel, ze stratum Ilucidum. Cely tento proces vyvoje keratinocytu,

vedouci ke vzniku stratun corneum, je nazyvéan terminalni diferenciace (1,57,58).

2.3.2. Dermis

Dermis je stiedni vrstva kiize, chrani t€lo pfed mechanickym poskozenim, pomaha pfi

tepelné regulaci a obsahuje receptory pro smyslové vniméni. Neustdle interaguje s epidermis
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a ob¢ tyto vrstvy se vzdjemné ovliviuji pii1 reparaci a piestavbé pokozky béhem hojeni ran.
Dermis se sklada ze dvou vrstev — papilarni a retikularni (Obr. 8a). Ob¢ vrstvy jsou tvofeny
pojivovou tkani, kterd je propojenou siti elastinu a kolagennich vldken (1,59).

Horni papilarni vrstva vytvafri prstovité¢ dermalni vybézky smérem k epidermis. Uvnitf
papilarni vrstvy jsou builky pojiva (fibroblasty), maly pocet tukovych bunék (adipocytl)
a mnozstvi malych cév. Papilarni vrstva také obsahuje fagocyty jako slozku imunitniho
systému, které¢ pomahaji eliminovat bakterie nebo jiné patogeny, které mohou proniknout do
kGze. Tato vrstva rovnéZz obsahuje lymfatické kapilary, nervovd vldkna a hmatové

mechanoreceptory tvoifené Meissnerovymi télisky (Obr. 8b) (1,57).

b

Obr. 8 Histologicky preparat dermis a) papilarni a retikularni vrstva, b) Meissnerovo télisko (Sipka),
zvétseno 10 x (zdroje: modification of work by "kilbad"/Wikimedia Commons) (57))

Na papilarni vrstvu navazuje vrstva retikularni, kterd je slozend z husté nepravidelné
pojivové tkané. Tato vrstva je dobfe prokrvena a bohaté inervovana senzorickymi nervovymi
vlakny a sympatikem. Elastinova vlakna dodavaji pokoZce pruznost a umoznuji jeji pohyb.
Kolagenova vldkna poskytuji opérnou strukturu a pevnost v tahu. Vldkna kolagenu zasahuji
jak do papilarni vrstvy, tak 1 do hypodermis. Kolagen navic vaze vodu a udrzuje pokozku
hydratovanou. V dermis jsou dale umistény potni Zlazy, vlasové folikuly, nervy, krevni

a lymfatické cévy a svaly vzptimovace chlupii (57-59).

2.3.3. Hypodermis

Hypodermis je nejhlubsi vrstvou klize. Obsahuje tidké kolagenni vazivo, kterym je
tato vrstva pripevnéna k podkladu (sval, kiize). V kolagennim vazivu jsou pak vmezeteny
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ostrivky tukové tkan€, které obsahuji adipocyty. Tyto buiiky slouzi jako mechanicko-tepelné-
izolacni vrstva a rovnéz jako energetickd rezerva. Velikost tukové vrstvy je zavisla na télesné
lokaci, nutricnim stavu a pohlavi jedince. Dale jsou zde ulozeny senzorické neurony a vétsi

cévy (58,59).

2.4. Fyziologicky vyznam kiize
2.4.1. Ochranna funkce

Kiize mechanicky chrani télo pied prirodnimi zivly jako je vitr, voda a slune¢ni zareni.
Diky keratinu a glykolipidiim v rohové vrstvé epidermis pisobi jako ochranné bariéra proti
ztratdm vody. Déle tvofi prvni obrannou linii zabrafnujici priniku patogent nebo Skodlivych
chemickych latek. Potni zlazy, vylucujici pot, brani mikrobiim v nadmérném osidleni povrchu

klze a zaroven napomahaji ochlazovani organismu (60,61).

2.4.2. Termoregulacni funkce

Kuze ptispiva k regulaci télesné teploty diky tésnému spojeni se sympatickym
nervovym systémem. Parasympatikus kU0Zi neinervuje. Sympaticky nervovy systém
nepretrzit¢ monitoruje télesnou teplotu a iniciuje ptislusné motorické reakce. Kdyz teplota
téla prekroci ur€itou mez, potni zlazy vylu€uji na povrch kiize vodu, stl a dalsi latky. Vlivem
odpafovani vody z povrchu epidermis dochazi k ochlazovéani kize. Denné dojde k vylouceni
pfiblizn€ 500 ml potu. Pii nadmérné zatézi je mnoZstvi potu vétsi (57,61).

Kromé& termoregulace prostfednictvim odpafovani potu, dochazi i1 k rozSifovani
arteriol v dermis a piebytecné teplo se tak odvadi ptfes kiizi do okolniho prostfedi. To
vysvétluje zarudnuti pokozky pii nadmérném zahiati. Naopak pii poklesu télesné teploty
dochazi ke zazeni arteriol, aby se minimalizovaly tepelné ztraty. Déje se tak zejména na
koneccich prsti nebo na Spicce nosu. Kize pak ziskava bily odstin z divodu nizkého
prokrveni. Pfestoze teplota kiize klesa, hloubé&ji uloZené struktury organismu jsou chranény

pted pasivnimi tepelnymi ztratami (57,61).

2.4.3. Smyslova funkce

Diky pfitomnosti nervovych zakonceni je prostfednictvim kliZze vnimano mnoho

senzitivnich vjemu rtizné povahy. Jedna se o receptory doteku, tepla, chladu nebo bolesti.
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Meissnerovy téliska a Merkelovy buiky pak reaguji na lehky dotyk. Pacinianova lamelova
téliska reaguji na vibrace. Kromé téchto receptorti jsou soucasti kize i senzitivni nervy

vedouci k jednotlivym vlasovym folikulim (57,62).

2.4.4. Syntéza vitaminu D

Vitamin D3 (cholekalciferol) je syntetizovan v epidermalni vrstvé kiize pomoci UV-B
zéteni o vlnové délce 290 az 320 nm. Vlivem tohoto zafeni dochazi k preméné
7-dehydrocholesterolu na previtamin D3, pfi¢emz dalSim krokem tepelné izomerizace vznika
vitamin D3. Tento vitamin neni biologicky uc¢inny, dokud nedojde k jeho aktivaci pomoci
enzymatické hydroxylace. V jatrech se nejprve pfeménuje na 25-hydroxyvitamin D3
(kalcidiol). Poté dojde v ledvinach k pfeméné na aktivni formu 1,25-dihydroxyvitamin D3
(kalcitriol) (61,63).

Vitamin D3 je nezbytny pro fyziologické vstfebavani a udrzovani sérovych
koncentraci vapniku a fosforu prostfednictvim kontroly stfevni absorpce véapniku, rendlni

resorpce fosforu a uvolnovani vapniku ze skeletu (57,63).

2.5. KozZni buniky a oxidacni stres

Kuze tvofi vyznamnou bariéru mezi vnitinim a vnéj$im prostfedim. Je tedy vystavena
plusobeni nejen fyzikalnim vlivim jako je zafeni UV-A, UV-B, viditelnému svétlu ¢i
tepelnému infracervenému zafeni, ale 1 chemickym latkdm pochdzejicim ze znecisténého
zivotniho prostfedi, v€etné ozonu a pevnych ¢astic. Nadmérné mnozstvi volnych radikald,
ROS a RNS negativné ovliviluji pigmentaci a starnuti klze, které dale vede
k nerovnomérnosti barevného tonu pleti, pigmentovym porucham, drsnosti pleti, vraskam
a celkové jejimu poskozeni. Ke spravné funkci klize prispiva i jeji mikrobiom. Ten muze byt
narusen jmenovanymi faktory, coz ma za nésledek vytvoteni nerovnovahy vedouci k riznym

koznim onemocnénim (11).
2.6. Sirny yperit
Sirny yperit bis(2-chlorethyl)sulfid je vysoce toxickéd organicka sloucenina pattici do

skupiny zpuchyfujicich bojovych chemickych latek (Obr. 9). PouZiti sirného yperitu jako

bojového prostiedku je zakdzano na zékladé mezinarodni umluvy ,,Umluva o zakazu vyvoje,
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vyroby, hromadéni zasob a pouziti chemickych zbrani a o jejich zniCeni“, ktera byla
Parlamentem Ceské republiky ratifikovana v roce 1995 (5,64).

Sirny yperit byl pouzit béhem prvni svétové valky jako prvni bojova chemicka latka,
ktera byla za timto ucelem vytvofena. Déle pak byl nasazen i béhem nékolika dalSich
konflikth vcetné Iracko-irdnské valky vletech 1980-1988 nebo béhem obcanské valky
v Syrii, kterd zacala v roce 2011 (64).

NI

Obr. 9 Strukturni vzorec sirného yperitu (zdroj: (4))

V Cistém stavu je destilovany sirny yperit ¢ira, bezbarva olejovita kapalina. Tuhne jiz
pii +14 °C a vie pii +218 °C. Ptitomnost produkti degradace nebo vedlejSich produkta
syntézy sirného yperitu zptisobuje Zluté az tmavé hnédé zabarveni kapaliny, kterd pak ziskava
1 charakteristicky zapach po hoi¢ici, kfenu ¢i spalené gumé. Sirny yperit je Spatné misitelny
s vodou a podléha hydrolytickému rozkladu. V tucich a organickych rozpoustédlech je vSak
velmi dobfe rozpustny, coz piedurcuje jeho snadny prunik nejen skrz textilie, ale predevSim
jeho snadnou absorpci pokozkou. Kvili jeho destruktivnim vlastnostem pfii kontaktu s Zivou

tkani a nepfitomnosti kauzalniho antidota je sirny yperit velice nebezpecnou latku (65).

2.6.1. Projevy akutni toxicity sirného yperitu

Branami vstupu sirného yperitu do lidského organismu jsou kiize, dychaci cesty, o€i
a minoritné 1 gastrointestinalni trakt. Vzniku prvnich klinickych pfiznakl pfedchdzi rizné
dlouhé bezptiznakové obdobi. Délku této periody ovliviiuje cela tfada faktori, z nichz
nejvyznamnéjsi jsou skupenstvi sirného yperitu (kapalina, aerosol, para), zasazeny organ (oci
jsou nejvice citlivé), vlhkost, teplota a mechanické namahani postizeného mista (podpazi,
oblast genitalu) (65—67).

Klinicky obraz otravy je dobfe zndmy z tisicli obéti béhem prvni svétové valky. Sirny
yperit zplisobuje na exponované kuzi typické velké puchyte vyplnéné Cirym nazloutlym
exsudatem. Vznik puchyie je disledkem toxické dermo-epidermdlni nekrolyzy struktur
v oblasti spodni vrstvy bazalni membrany na rozhrani dermis a epidermis. Po separaci obou

vrstev se pak ve vzniklém prostoru za¢ne hromadit tekutina, ktera tento prostor dale rozsitfuje

a zvetSuje. Tim dochazi ke vzniku rozsahlych puchyit. PoSkozeni dychacich cest je
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provéazeno posSkozenim tracheobronchyalni sliznice s postupnym rozvojem plicniho edému,
hemorhagické bronchitidy a tvorbou pseudomembram. VSechny tyto komplikace velmi
znesnadnuji dychani, a tedy i dostatecné zasobovani organismu kyslikem (4,66).

Zasazené o€i reaguji na piitomnost sirn¢ho yperitu do jedné hodiny. Klinické ptiznaky
se projevuji otokem ocnich vicek, zanétlivou reakci spojivky, fotofobii a silnou bolesti.
Prechodna slepota je pak zplsobena kieCovitym sevienim vicek, tzv. blefarospasmem (4,66).

Po priniku do krevniho feciste se sirny yperit dostava az k mitoticky aktivnim bunikam
kostni dfen¢, kde svym cytostatickym plsobenim zastavuje krvetvorbu. Rozsdhlé poskozeni
organismu, utlum imunitniho systému a vysoké riziko sekundarni infekce pak klade velké
naroky na péci o postizeného. Rekonvalescence je znacné zdlouhava a provazena mnoha
pfidruzenymi komplikacemi. Na zakladé poznatkl zjisténych na nékolika tisicich obétech
chemického toku sirnym yperitem béhem Irdcko-iranské valky trpi tito lidé fadou pozdnich
nasledkl expozice. Nejcastéji se jednd o chronickou obstrukéni plicni nemoc, plicni fibrozu,
opakujici se viedovou chorobu rohovky, chronicky zanét spojivek, abnormalni pigmentaci ¢i

depigmentaci klize a zvySeny vyskyt nddorovych onemocnéni (4,66).

2.6.2. Cytotoxické ucinky sirného yperitu

Toxicita sirného yperitu se na bunécné trovni projevuje nékolika mechanismy. Jedna
se o alkylaéni poSkozeni makromolekul vcetn€ DNA, inhibici glykolyzy, vy€erpani
intracelularnich zasob nikotinamidadenindinukleotidu (NAD"), zvySeni intracelularni hladiny
vapniku, zvySeni hladiny mediatori apoptdzy, oxidacni stres, zanét a vycerpani bunéénych
antioxidantl (68).

Sirny yperit je ve vodném prostiedi vysoce reaktivni. Tato reaktivita je zplsobena
pfitomnosti chlormethylové skupiny, kterd se vyznacuje vysokou polaritou. V polarnim
prostiedi dochdzi k intramolekularni cyklizaci sirného yperitu a vzniku nestabilniho
meziproduktu 1-(2-chlorethyl)thiiranium chloridu. Vlivem silného vnitiniho pnuti
sulfoniového iontu dochazi k otevieni propanového heterocyklu za vzniku vysoce reaktivniho
karbokationtu (8-1). Tento silny elektrofil reaguje mechanismem nukleofilni substituce
se sloueninami bohatymi na elektrony, jako jsou sulthydrylové skupiny (-SH) nebo

aminoskupiny (-NH) pfitomné v DNA, RNA, proteinech a dalSich slouceninéch (4,67).
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Sirny yperit ovliviluje DNA bud’ piimo interakci s nukleotidy, nebo nepiimo
ovlivnénim replikacniho a transkripéniho systému DNA. Pfi pfimé interakci sirného yperitu
s molekulami DNA dochazi k tvorbé jednoduchych nebo dvojitych alkylacnich adukti.
Monoadukty sirného yperitu vznikaji pfevazné s molekulou guaninu v poloze N7
(N7-hydroxyethylthioethyl-guanin, Obr. 10a). Méné¢ Casto vznikaji na adeninu v polohach N1
a N3 (N3-hydroxyethylthioethyl-adenin, Obr. 10b). Monoadukty, které obsahuji v molekule
2-chlorethylovy fetézec, dale reaguji s bazemi na stejném nebo protilehlém vldkné DNA za
vzniku vnitrofetézcovych nebo mezifetézcovych piicnych vazeb v podobé bifunkénich adukta
jako je bis(N7-guanin-ethyl)sulfid (Obr. 10c). Tyto bifunkéni adukty vytvaii kovalentni
spojeni komplementarnich fetézci DNA, které jsou za normalnich okolnosti propojeny pouze

vodikovymi miistky (69,70).

! 0 P NH,
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DNA DNA

Obr. 10 Strukturni vzorec a) N7-hydroxyethylthioethyl-guaninu, b) N3-hydroxyethylthioethyl-
adeninu a c¢) bis(N7-guanin-ethyl)sulfidu (zdroj: (71))

Tyto patologické modifikace vedou ke vzniku genotoxického stresu, dvouretézcovych
zlomi DNA, k modifikacim proteinii nebo genomu, zéastavé replikacnich a transkripcnich

pochodlt v DNA, zastavé bunécného cyklu, apoptdoze nebo nekrotické bunééné smrti. Sirny
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yperit téZ muze interagovat pfimo s proteiny a naruSovat jejich normalni funkce
prostfednictvim alkyla¢niho poskozeni. Dal$im cilem sirného yperitu jsou lipidy, které mohou
byt peroxidovany za tvorby volnych radikalt jako vedlejSich produkti reakce (68).

Aby bunka mohla reagovat na kritické poSkozeni DNA, je nutno toto poskozeni
nejprve detekovat prostfednictvim senzorickych proteini. Existuji tfi vzajemné propojené
systémy schopné rozpoznat poskozeni DNA. Patii mezi n¢ kinazy jako ataxia-telangiectasia
mutated (ATM), ataxia telangiectasia and Rad3-related (ATR) a DNA-dependentni
proteinkinaza (DNA-PK). Vlivem téchto enzymii se spousti kaskada reakci, kterd aktivuje
proteiny diilezit¢ pro preziti buniky nebo proteiny iniciujici bunénou smrt. Aktivaci
kontrolniho bodu se zastavi bunécny cyklus a aktivuji se proteiny pro opravu DNA (72).

Hlavnimi repara¢nimi mechanismy DNA jsou reparace excizi bazi (BER), reparace
excizi nukleotidd (NER), homologni rekombinace (HR) a nehomologni spojovani koncii
(NHEJ). Pfi reparaci alkylovych aduktii se vyuzivaji predevS§im drahy BER a NER. Pti draze
BER specifickda DNA glykosylaza nejprve rozpozna 1éze a katalyzuje odstranéni poskozené
baze Stépenim glykosylové vazby. Po odstranéni zde z(stava abazické misto. Poté
endonukledza APEI pferusi fetézec DNA a vytvoifi jednovlaknovy zlom. Prostfednictvim
DNA polymerdzy B dojde k vloZeni jednoho nukleotidu a odstranéni 5'-deoxyribdzového
fosfatu (5'-dRP). Vznikly zlom uzavirda DNA ligaza III-XRCC1 a dochazi k vytvoteni kratké
zaplaty (SP) (Obr. 11 SP). Pokud poSkozeni nelze opravit kratkou zaplatou, probihaji opravy
pomoci dlouhé zaplaty (LP). DNA polymeraza d/¢ pfivadi dva az osm nukleotidii za abazické
misto. Previsla DNA je zde vyfiznuta prostiednictvim endonukleazy FEN1 a DNA ligéza I
poté uzavie vznikly zatez (Obr. 11 LP) (69,73,74).

DNA glykosylaza
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Obr. 11 Schématické znazornéni drdhy BER a reparace poskozeni cestou kratké
a dlouhé zaplaty (zdroj: (71))
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Draha NER je zprostiedkovana postupnym sestavovanim opravnych proteini v misté
opravnych proteintl, které jsou soucasti nékolika krokového mechanismu. Tyto kroky zahrnuji
rozpoznani poSkozeni, lokalni denaturaci dvousroubovicové struktury DNA, vyfiznuti
kratkého jednotetézcového useku DNA piesahujiciho 1ézi, postupnou syntézu nového fetézce
prostiednictvim DNA polymerazy ¢ a ligaci vldken DNA ligazou I (69,75).

DalSim metabolickym tc¢inkem yperitu, co se ty€e akutni toxicity, je inhibice bunécné
glykolyzy. NarusSeni této metabolické drahy se d¢je v disledku interference s hexokinazami
bohatymi na SH-skupiny. Inhibice glykolyzy je vSak nepfimym dusledkem poSkozeni
a opravy nukleovych kyselin. Zpocatku, kdy yperit rychle alkyluje purinové baze DNA
(guanin a adenin), dochazi k aktivaci endonukledz. Ty depurinaci odstrainuji alkylované baze
a ponechavaji v DNA apurinova mista, kde snadno dochazi ke zlomim. Potfeba opravy DNA
aktivuje jaderny enzym poly(ADP-rib6ézu)polymerazu typu 1 (PARP-1), kterd je rozhodujicim
faktorem mezi iniciaci apoptdzy nebo nekrdzy. Aktivace PARP-1 stimuluje opravu poskozené
DNA, ktera je vSak energeticky naro¢na, a vede k vyCerpani substratu NAD'. Deplece
bun&éného NAD", ktera za¢ind b&hem hodiny po expozici a dosahuje maxima piiblizné po
¢tyfech hodinéach, inhibuje glykolyzu. Tim dochézi i k inhibici tvorby energie ve formé
adenosintrifosfatu (ATP) v bufice. ATP je také spotiebovano na resyntézu NAD™. V dusledku
ztraty intracelularniho ATP poté dochazi k nekrotické bunééné smrti. Pfi leh¢ich expozicich
sirnému yperitu iniciuje PARP-1 rovné€Z opravu DNA. Pokud poskozeni neni opravitelné,
nasleduje apoptéza a PARP-1 se Stépi. Tyto biochemické zmény probihaji soubéZné

s rozvojem poskozeni tkané (66,67,69).

2.6.1. Utinky sirného yperitu na kiiZi

Sirny yperit zplsobuje, v zavislosti na intenzité¢ expozice a dalSich faktorech, poskozeni
kaze, které Ize klasifikovat jako mirné, stfedné tézké a té€zké. Mirna poranéni, jako je erytém,
otok a popaleniny prvniho stupné se vyskytuji po expozici pardm o koncentraci

L. m? nebo pfimym kontaktem kapalné faze s ki pii aplikaci 0,1 az 1 pg-cm™.

50 mg-min’
Stfedné tézké poranéni, vcetné t€zkého otoku a puchyiti nasleduje po pfimé aplikaci kapalné
fize v mnozstvi 1 az 2,5 ug-cm. Té7ka poranéni zpiisobuji lokalni nekrozu obklopenou ifici

L.m3 nebo pii

se vezikulaci. Takova poskozeni vznikaji ptfi ddvkach 200 az 1 000 mg-min
piimém zasaZeni kiize kapalnou fazi v mnoZstvi vice nez 2,5 ug-cm?. Projevy dermalni

toxicity se zvySuji 1 s rostouci teplotou a vlhkosti zasazeného mista. Nejcitlivéjsi k poSkozeni
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jsou ty Casti téla, kde je vyssi vyskyt potnich Zlaz jako je krk, podpazi, loketni a podkolenni
jamky nebo tiisla (65,67).

Prvni mikroskopické zmény tkané za€inaji 3 az 6 hodin po expozici. Ve vrstvé bazalnich
keratinocytl v epidermis zpocatku dochézi k degeneraci bunéénych jader a ztraté
karyoplazmy. Postupné zahusténi obsahu jader vede k jejich pyknotickému vzhledu. Progrese
poskozeni mé za nasledek degeneraci bun¢k bazalnich keratinocytli, tvorbé intracelularnich
a extracelularnich vakuol, rozpusténi bazalni bunééné vrstvy a oddéleni dermis od epidermis.
Formuje se tak prostor vymezeny vrstvou epidermis a dermis, ve kterém se pocina hromadit
tkanovy mok. Vznikajici puchyft se poté vyviji jesté n¢kolik dni od expozice (67).

Hojeni koznich 1ézi po zasazeni sirnym yperitem je dlouhodobé a odviji se od
zavaznosti poSkozeni. Lécba je symptomatickd. Po mirnych expozicich se erytém obvykle
stupné. V zavislosti na celkové zasazené plose a hloubce erytému, mize rekonvalescence
trvat nékolik tydnti az mésict. Pii t€zkych poSkozenich kiize spojené s velkymi puchyii mize
byt indikovano jejich chirurgické odstranéni vcetné prilehlé nekrotické tkané. Proces hojeni
pak muze byt urychlen transplantaci koznich $tépl.. Protoze se jedna o léCbu Spatné
se hojicich ran, je celkova terapie komplikovana vysokou nachylnosti k sekundarni infekci

(4,67).

2.6.2. Mutagenni potencial sirného yperitu

Sirny yperit byl prvni chemickou latkou s prokdzanymi mutagennimi G¢inky. Tyto
ucinky se projevuji zejména po dlouhodobé nebo opakované expozici. | kratka expozice vSak
mize zpusobit chromozomadlni poskozeni. Ackoli vétSina bunék disponuje uUCinnymi
opravnymi mechanismy DNA, v pfipad¢ jejiho poSkozeni sirnym yperitem nejsou vzdy plné
ucinné a bezchybné. Genotoxické U€inky sirného yperitu zahrnuji alkylacni poSkozeni DNA,
tvorbu kovalentnich mezifetézcovych vazeb, alkylacni modifikaci bazi, zastavu bunécného
cyklu, inhibici syntézy a opravy DNA, bodové mutace a indukci aberaci chromozomového
a chromatidového typu. To v§e muize byt molekularnim podkladem pro vznik nddorového

bujeni (67,66,70).

2.6.3. Trvalé zmény v burice vyvolané sirnym yperitem

VétsSina koznich 1ézi zplsobenych kontaktem s parami sirného yperitu se pomérné
rychle hoji a pokud nedojde k jejich sepsi, dochazi obvykle k uplnému zhojeni do ¢ty tydnt.
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Poskozeni DNA koznich bunck, které je chybné opraveno, mitize vést k vysoce
frekventovanym mutacim a pozdnim nasledkiim. Ty se projevuji v pribéhu béhem rtzné
dlouhého obdobi (az desitky let) od expozice (65,76,77).

Chronické potize se projevuji v podobé nadorovych onemocnéni, neuropatickych
bolesti, trvalych zmén oc¢ni rohovky ¢i spojivky, kiize a dychaciho tstroji. Objevuje
se rakovina hrtanu, plic, rakovina kiize nebo leukémie. Mezi obtizemi respira¢niho charakteru
se miiZze rozvinout astma bronchiale, fibréza plic, bronchiektazie, chronicka obstrukéni plicni
nemoc, plicni infekce nebo poskozeni hlasivek. Trvalé kozni problémy jsou téz velmi
ruznorod¢. Projevuji se zvysSenou suchosti a citlivosti kiize, pocity svédéni nebo paleni,
zvysené poceni, hypopigmentaci nebo naopak hyperpigmentaci, alopecii a vyrazkami. Trvalé
nasledky zasazeni oka mohou mit za pfiinu neostry vizus, svétloplachost, zjizveni rohovky,

keratitidu, zdkal o¢ni ocky nebo neovaskularizaci rohovky (4,76).
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3 Cil prace

Cilem prace je porovnat dvé bunécéné linie v odpovédi na oxidacni stres vyvolany
peroxidem vodiku. Bunécéna linie HaCaT, kterd je tvofena buikami lidskych spontdnné
imortalizovanych keratinocyti byla porovnavana s bunkami 3HSM4. Tyto bunky byly
experimentalné odvozeny od rezistentnich klonti bunécné linie HaCaT, ktera byla opakované
vystavena cytotoxickym u¢inkiim sirného yperitu. Rozdily v reakci na oxidacni stres mohou
indikovat mechanismus, jakym by mohly byt plivodni buiky HaCaT vlivem sirného yperitu

pozménény.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1. Seznam chemikalii

e dodecylsiran sodny (Sigma-Aldrich, USA)

e peroxid vodiku 30 % (Sigma-Aldrich, USA)

e Acetylester 5-chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrofluoresceindiacetatu (Life Technologies
Corporation, USA)

e Komer¢ni kit: Count® & Viability (Luminex Corporation, USA)

e Dimethyl sulfoxid (Sigma-Aldrich, USA)

e Disodna stl para-nitrofenylfosfatu (Thermo Scientific, USA)

e Dulbecco’s Modified Eagle's High Glucose Medium (Biosera, Francie)

e Fetalni bovinni sérum (Biosera, Francie)

e Fyziologicky roztok pufrovany fosfaty (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Sigma-
Aldrich, USA)

e Glutamin (Biosera, Francie)

e Hydroxid sodny (Penta, CR)

e Kyselina octova 99 % (Penta, CR)

e L-buthionin-sulfoximin (Sigma-Aldrich, USA)

e Monochlorobiman (Life Technologies Corporation, USA)

e QOctan sodny trihydrat (Lachema, Neratovice)

e Penicillin-Streptomycin (Biosera, Francie)

e Trypsin EDTA (Biosera, Francie)

e Triton x-100 (Sigma-Aldrich, USA)

e Komer¢ni kit: Muse Annexin V & Dead Cell Assay, kat. ¢. MCH100105 (Luminex
Corporation, USA)

e Komer¢ni kit: Muse Mitopotential Kit, kat. ¢. MCH100110 (Luminex Corporation, USA)

e Komer¢ni kit: Muse Caspase-3/7 Kit, kat ¢. MCH100108 (Luminex Corporation, USA)

e Komer¢ni kit: Muse Multi-Color DNA Damage Kit, kat ¢. MCH200107 (Luminex
Corporation, USA)
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4.2. Priprava roztoki

Kompletni medium pro kultivaci bunék

Kompletni Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) obsahovalo 10 % fetalniho
bovinniho séra (FBS), 1 % roztoku antibiotik (penicilin-streptomycin) a 2 mmol-1"! glutaminu.
Pro ptipravu media bylo suplementovano 450 ml DMEM 5 ml glutaminu, 5,5 ml roztoku
antibiotik a 50 ml FBS. Hotové medium bylo ozna¢eno datem pfipravy a uchovavano pii

teplote 4 °C.

Zasobni roztok disodné soli para-nitrofenylfosfatu

Na 100 ml zdsobniho roztoku disodné soli para-nitrofenylfosfatu (pNPP) o koncentraci
50 mmol-I"! bylo navazeno 1,8557 g pNPP. Navazka byla pirevedena do odmérné baiiky
o objemu 100 ml, rozpusténa a roztok byl doplnén sterilni destilovanou vodou po rysku.
Nasledovala sterilizace roztoku pies membranovy filtr (0,22 pm) a roztok byl rozplnén po

alikvotech o objemu 1 ml. Alikvoty byly skladovany pfi teploté -18 °C.

Acetatovy pufr

Na 1 000 ml acetadtového pufru bylo navdzeno 13,608 g trihydratu octanu sodného,
ktery byl rozpustén v 900 ml destilované vody. Nasledn¢ byla provedena tprava pH na
hodnotu 5,5 ptidanim nékolika ml ziedéného roztoku koncentrované kyseliny octové. Na
zavér bylo k roztoku ptidano 1 000 pl Tritonu x-100. Pufr byl nasledné pfeveden do odmérné

banky o objemu 1 litr a doplnén destilovanou vodou po rysku.

1 N hydroxid sodny

Na piipravu 1 N roztoku NaOH bylo navazeno 10 g NaOH. Po rozpusténi ve 150 ml
destilované vody byl roztok pfeveden do 250 ml odmérné baniky a doplnén po rysku.
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Roztok dodecylsiranu sodného

5% roztok dodecylsiranu sodného (SDS) byl pfipraven navazenim 5 g SDS a po

rozpusténi byl roztok doplnén sterilni destilovanou vodou na 100 ml.

4.3. Seznam pristroji a pomicek

e Centrifuga (Hettich, Némecko)

e (O inkubator (Binder, Némecko)

e Laminarni box (EuroClone S.p.A., Itlie)

e Spektrofotometr Synergy 2 Multi-Mode Microplate Reader (Biotek, USA)

e Mikrotitracni destiCka pro méteni fluorescence (BRAND GMBH + CO KG, Némecko)

e Multikanalova pipeta Xplorer Plus (Eppendorf, Némecko)

e Mikropipety (Eppendorf, Némecko)

e Sterilni plastové pomtcky pro kultivaci bunék (TPP, SV}'Icarsko; Corning, USA; Costar,
USA)

e Vodni lazen (Polyscience, USA)

e 24jamkova transparentni desticka (Corning Incorporated, USA)

4.4. Biologicky material

e buné&cna linie HaCaT (CLS Cell Lines Service GmbH, Eppelheim, Némecko)
e bunécna linie 3HSM4 byla izolovana jako rezistentni klon bunék, které byly opakované
vystaveny pusobeni sirného yperitu (Katedra toxikologie a vojenské farmacie, Fakulta

vojenského zdravotnictvi, Univerzita obrany, Ceska republika)

4.5. Kultivace bunék HaCaT a 3HSM4

Linie bun¢k HaCaT a 3HSM4 byly kultivovany v kompletnim mediu DMEM.
Inkubace bunék probihala pii 37 °C v CO: inkubatoru za ptitomnosti 5 % oxidu uhli¢itého
a95-99 % relativni vzduS$né vlhkosti. Buiikky byly kultivovany v kultivacnich lahvich
o velikosti plochy dna 75 cm?.
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4.6. Pasazovani bunék a nasazeni bunék do mikrotitracnich desti¢ek

Nasledujici postup je shodny pro obé pouzité¢ bunécné linie. Z kultivacni lahve bylo
odsato medium DMEM a buiiky byly oplachnuty 4 ml PBS. Prevedeni adherentnich bun¢k do
suspenze bylo provedeno ptidanim 2 ml roztoku trypsinu/EDTA. Po 15 minutach inkubace pfi
teploté 37 °C byla suspenze pipetovana z kultivacni lahve do 15 ml zkumavky a doplnéna do
objemu 14 ml mediem DMEM. Nasledovala centrifugace pti 600 otackach za minutu po dobu
4 minut. Supernatant byl odsan a peleta resuspendovana v 1 ml media DMEM. Suspenze byla
nasledné¢ doplnéna na objem 10 ml a promichana. Poté byl stanoven pocet bunék a suspenze
byla nafedéna v mediu DMEM tak, aby v kazdé jamce mikrotitracni desticky bylo
10 000 bun¢k ve 100 ul media.

Za ucelem méfeni absorbance (test viability bunék) byly bunky linie HaCaT 1i linie
3HSM4 nasazeny do transparentni 96jamkové desticky s plochym dnem. Pro méfeni hladiny
intracelularniho glutathionu (métfeni fluorescence) byly builkky obou linii nasazeny do
96jamkové desticky s Cernymi sténami a ¢irym, plochym dnem.

Pro méteni fluorescence (test na indukci oxidac¢niho stresu) byla pfipravena suspenze
bun¢k tak, aby v kazd¢ jamce mikrotitra¢ni desticky bylo 15 000 bunék ve 100 pl media
DMEM. Bunky linie HaCaT 1 linie 3H4 byly nasazeny do 96jamkové desticky s Cirym,
plochym dnem a ¢ernymi sténami.

Pro detekci apoptozy, aktivované ATM kindzy, analyzy zmény mitochondridlniho
membranového potencidlu a aktivity kaspaz 3/7 byla pouzita transparentni 24jamkova
mikrotitracni desti¢ka s plochym dnem. Suspenze bunék linie HaCaT i linie 3HSM4 byla
pfipravena tak, aby v kazdé jamce bylo 200 000 bun€k v 1 ml media DMEM. Bunky byly
dale inkubovany v CO; inkubatoru pii 37 °C.

4.7. Ovlivnéni bunék butionin sulfoximinem

Po 4 hodinach od nasazeni bun€k do mikrotitracni desticky byly buiiky ovlivnény
butionin sulfoximinem (BSO). Toto ovlivnéni se provadélo v ramci méfeni bunééné viability,
hladiny oxida¢niho stresu a intraceluldrniho glutathionu (GSH). Nejprve byl pfipraven
zdsobni roztok BSO o koncentraci 40 mmol-1"' navaZzenim 6,05 mg BSO a jeho rozpusténim
v 680 pl sterilni destilované vody. Z tohoto zasobniho roztoku byl pfipraven pracovni roztok
(2x) o koncentraci 100 umol-1I" a to smichanim 20 pl zasobniho roztoku BSO a 7 980 pl
media DMEM. K bunkédm v mikrotitra¢nich destickach bylo pipetovano 100 pl pracovniho

41



roztoku BSO. Vysledna koncentrace BSO byla 50 umol-I"!. Do kontrolnich jamek bylo
pipetovano medium. Jako blank pro spektrofotometrické méteni a mefeni fluorescence byl
k buiikkam pipetovan 5% roztok SDS (100 pl), ktery bunky kompletné zlyzoval. Inkubace
bun¢k s BSO probihala po dobu 18 hodin v CO; inkubatoru pti 37 °C.

4.8. Ovlivnéni bunék peroxidem vodiku

Po 18hodinovém intervalu inkubace bun¢k s BSO bylo veskeré medium
z transparentni 96jamkové mikrotitrani desticky odsato. Do desticky bylo pipetovano 100 pl
kompletniho media DMEM a bunky byly nasledné ovlivnény koncentracni fadou peroxidu
vodiku. Ta byla pfipravena z pracovniho roztoku, ktery byl pfipraven smichanim 34 pl
zasobniho roztoku 30% peroxidu vodiku a 521 pl PBS. Daéle byla pfipravena 8¢lennd
koncentra¢ni fada. Nejvyssi koncentrace, 6 400 umol-I!, byla pfipravena smichanim 48 ul
pracovniho roztoku a 2352 pl media DMEM. Z tohoto roztoku pak bylo sériovym fedénim
v poméru 1:1 pfipraveno dalSich 7 koncentraci. K buitkdm, ve 100 ul media, bylo pfidano
100 pl roztoku peroxidu vodiku v mediu. Do kontrolnich jamek bylo pfidano medium
DMEM.

Pro méteni hladiny intraceluldrniho glutathionu byl postup ovlivnéni peroxidem
vodiku obdobny, ov§em byla pouZita jina koncentracni fada. Ta byla pfipravena z pracovniho
roztoku, ktery byl pfipraven smichdnim 10 pl zasobniho roztoku 30% peroxidu vodiku
a990 ul PBS. Déle byla pfipravena 8¢lenna koncentracni fada. Nejvyssi koncentrace,
400 umol-1!, byla p¥ipravena smichanim 51 pl pracovniho roztoku a 6 611 ul media DMEM.
Z tohoto roztoku bylo stejnym zplsobem jako u méfeni viability pfipraveno dalSich
7 koncentraci. Nasledné byly bunky ovlivnény koncentraéni fadou peroxidu vodiku pfidanim
100 pl od kazdé koncentrace pomoci 8kanédlové pipety. Do kontrolnich jamek bylo

pipetovano 100 pl media.

Poznamka: Ptesna molarni koncentrace 30% peroxidu vodiku byla stanovena
manganometrickou titraci za pouziti dihydratu kyseliny S$tavelové jako zakladni latky.
Technicky byla titrace provedena elektronickou byretou s piesnosti odecteného objemu na
dvé desetinnd mista (ml). Stanovena molarni koncentrace 30% peroxidu byla
10 446,80 mmol-I"!. Tato koncentrace byla pouZita jako vychozi hodnota pro dalsi fedéni.
Stanoveni pfesné koncentrace peroxidu vodiku neni soucasti zadani této diplomové préce, a

proto zde nebude vice popisovano.
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Pro detekci apoptozy, aktivované ATM kindzy, analyzy zmény mitochondridlniho
membranového potencidlu a detekci aktivovanych kaspdz 3/7 bylo ovlivnéni bunék
peroxidem vodiku provedeno nésledovné. Veskeré médium v transparentni 24jamkové
mikrotitracni desticce bylo odsato a nahrazeno 1 ml nového media DMEM. Nasledn¢ byly
buiiky ovlivnény roztokem peroxidu vodiku. Z 10 pl zasobniho roztoku 30% peroxidu vodiku
a 990 ul PBS byl pfipraven pracovni roztok o koncentraci 104,5 mmol-1'. Ze 164 ul
pracovniho roztoku peroxidu vodiku a 15,416 ml media DMEM byl piipraven 1 100 umol-1"!
roztok (2x koncentrovany). Builkky byly ovlivnény 1 ml tohoto roztoku a vysledna
koncentrace peroxidu vodiku byla 550 pmol-1!. Do kontrolnich jamek bylo pipetovano

medium.

4.9. Méreni viability bunék

Zivotaschopnost bungk byla méfena spektrofotometrickou metodou zaloZenou na
méteni absorbance p-nitrofenolu, ktery je produktem pfemény substratu 4-nitrofenylfosfatu na
p-nitrofenol a fosforecnan vlivem enzymu kyseld fosfataza (AP, EC 3.1.3.2) (9-1). Tento
enzym je piitomen pouze v cytoplazmé zivych bunék. Pro stanoveni viability byl pfipraven

pracovni roztok smichanim 1 ml 50 mmol-1"! roztoku pNPP a 9 ml acetatového pufru.

0@ ° P

\N@_< >_° b H,0 —— O\<L< >7 | (9-1)
0® + —p= -

O// \P/ 2 //N OH HO 1|a 0

& \\O 0 e

Po 24 hodinéch inkubace bunck ovlivnénych peroxidem vodiku bylo z desti¢ky odsato
veSker¢ medium. Builkky byly oplachnuty 200 pl PBS a bylo k nim pipetovano 100 pl
pfipraveného pracovniho roztoku pNPP. Buiiky byly inkubovany pti 37 °C po dobu 45 minut.
Po 45 minutach bylo do kazdé jamky pipetovano 15 pl IN roztoku NaOH. Absorbance

zlutého produktu reakce byla zaznamenana pii vinové délce 405 nm.

4.10. Méreni pritomnosti reaktivnich forem kysliku

Pro méfeni reaktivnich forem kysliku byl pfipraven roztok intracelularni fluorescencni
sondy CM-H>DCFDA. Do mikrozkumavky s 50 ng CM-H>DCFDA bylo ptfidano 20 pl
DMSO. Veskery obsah byl smichan s 6 ml DPBS. Ze vSech jamek mikrotitracni desticky pro
meéfeni fluorescence bylo odsato medium, buiiky byly oplachnuty 200 ul PBS a do kazdé
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jamky bylo pfidano 50 pl 1,45 pmoll! roztoku CM-H,DCFDA v DPBS. Nasledovala
inkubace 45 minut pii 37 °C. Koncentra¢ni fada peroxidu vodiku byla pfipravena podle
postupu popsané¢ho v kapitole 4.8., pouze s tim rozdilem, Ze koncentracni tada byla
piipravena v DPBS. Testovany byly koncentrace v rozmezi 50 az 6 400 umol-1"\. Po uplynuti
inkubaéniho intervalu byl obsah jamek odsan a buiiky byly oplachnuty 200 pl PBS. Do vSech
jamek bylo pfedlozeno 100 ul DPBS. Do kontrolnich jamek bylo pipetovano 100 ul DPBS
a do testovacich jamek piipravena koncentracni fada peroxidu vodiku. Nasledovala inkubace
2 hodiny pfi 37 °C. Méfeni fluorescence bylo provedeno pii excitacni vinové délce 485/20 nm

a emisni spektrum bylo méfeno pfi vinové délce 528/20 nm.

4.11. Méreni hladiny intracelularniho glutathionu

Po 24 hodinach inkubace bunék ovlivnénych peroxidem vodiku (koncentrac¢ni fada
6,25 az 400 umol-1"") bylo odsito veskeré médium. Buiiky byly oplachnuty 200 pl PBS a do
jamek bylo pridano 50 pl DPBS. Ze 40 pl 10 mmol-I'! zdsobniho roztoku monochlorbimanu
a 8 ml PBS byl pfipraven 50 umol-I" pracovni roztok monochlorobimanu. K buitkdm bylo
pipetovano 50 pl pracovniho roztoku a ihned bylo zpusténo méteni fluorescence pii vinovych
délkach ex. 360/40 nm a em. 460/40 nm. Méfeni probihalo v kinetickém modu pii 37 °C.

Hodnoty fluorescence byly zaznamenény v intervalu 1 minuta po dobu 20 minut.

4.12. Priprava vzorki pro hodnoceni apoptozy, mitochondrialniho
membranového potencidlu, aktivity kaspazy 3/7 a poskozeni DNA

Po 24 hodin4ch inkubace buné&k s 550 pmol-I"! peroxidu vodiku bylo medium z jamek
pipetovano do 15 ml zkumavky. Nasledné byly buiiky pfevedeny pomoci 0,5 ml trypsinu do
suspenze a piidany k mediu v pfislusné zkumavce. Po centrifugaci pfi 1 000 otackach za
minutu po dobu 4 minut byl supernatant odsan, peleta resuspendovéana v 0,5 ml media DMEM
a veskery obsah byl pfeveden do mikrozkumavek o objemu 1,5 ml. Bunky byly opét

centrifugovany a resuspendovany v piislusné roztoku podle nédvodi k jednotlivym testm.

4.12.1. Detekce apoptozy/

K detekci zivych bun€k, casnych a pozdnich apoptotickych bunék a mrtvych bunék
byl pouzit komercni test Muse Annexin V & Dead Cell Assay. Bunécna peleta byla
resuspendovana ve 100 pl media DMEM nésledné bylo pfiddno 100 pl reagencie Muse
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Annexin V. Po 20minutové inkubaci v temnu za laboratorni teploty byla provedena analyza.

Z kazdého vzorku bylo analyzovano 5 000 bun¢k.

4.12.2. Aktivita kaspaz 3/7

Pro stanoveni aktivace kaspaz 3 a 7 byl pouzit komer¢ni test Muse Caspase-3/7 Kit.
Bunky byly resuspendovany v 50 ul BA pufru. Podle navodu byl piipraven pracovni roztok
casp3/7 z 10,1 pl ¢inidla Casp3/7 a 70 pul PBS. K 5 ul pracovniho roztoku casp3/7 bylo
piidano 50 pl suspenze bunék. Bunky byly 30 minut inkubovany pti 37 °C. Z 32 ul 7-AAD
stock a 2 368 ul testovaciho pufru byl pfipraven pracovni roztok 7-AAD. Po 30 minutich
inkubace bylo k buitkdm ptiddno 150 pl pracovniho roztoku 7-AAD. Vzorky byly 5 minut
inkubovény pii laboratorni teploté a nasledné analyzovany. Z kazdého vzorku bylo méfeno

5 000 bunék.

4.12.3. Analyza zmény mitochondrialniho membranového potencialu

Na analyzu zmény mitochondrialniho membranového potencidlu byl pouzit komeréni
test Muse Mitopotential Kit a postup se tidil dle pfiloZzeného ndvodu. Smichanim 2 pl barviva
(MitoPotential Dye) a 2 ml testovaciho pufru (assay buffer) byl pfipraven pracovni roztok.
Buiikky v mikrozkumavce byly resuspendovany ve 100 pl pracovniho roztoku a 95 ul
MPWorking solution. Buiiky byly inkubovany pii 37 °C po dobu 20 minut. Po 20 minutach
inkubace byly pfidany 3 pl roztoku 7-AAD. Vzorky byly 5 minut inkubovany pfti laboratorni

teplote. V kazdém vzorku bylo analyzovano 5 000 bungk.

4.12.4. Detekce poSkozeni DNA

Na detekcei aktivované ATM kindzy a fosforylované formy hystonu H2A.X byl pouzit
komer¢ni test Muse Multi-Color DNA Damage Kit. Vzorek bun¢k byl resuspendovan v 50 pl
roztoku testovaciho pufru ptipraveného z 2 ml testovaciho pufru a 8 ml sterilni destilované
vody. Déle bylo pfidano 50 pl fixa¢niho pufru a buiiky byly inkubovany 10 minut na ledu. Po
10 minutach byl vzorek centrifugovdn a supernatant odsan. Builky byly resuspendovany
v 90 ul testovaciho pufru. Déle bylo pfidano celkem 10 pl koktejlu protilatek anti-ATM (5 pl)
a anti-H2A.X (5 pl). Buiiky byly 30 minut inkubovany v temnu pii laboratorni teploté. Po

30 minutach bylo pfidano 100 pl testovaciho pufru. Obsah byl centrifugovdn a supernatant
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odsan. Peleta byla resuspendovana ve 100 pl testovaciho pufru a nasledné¢ byly vzorky

analyzovany. Pfi kazdém méfeni bylo analyzovano 5 000 bungk.

4.13. Zpracovani dat a statistické vyhodnoceni

Statisticka analyza a grafické zpracovani dat bylo provedeno v programu GraphPad
Prism verze 9.3.1 pro Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Experimenty (bunécna viabilita, méfeni hladiny ROS a intracelularniho GSH) byly
provedeny v replikatu n = 3 a vysledek reprezentuje priimérnou hodnotu ze 3 nezavislych
experimentd.

Hodnoty koncentrace ICso byly vypocitdny ctyfparametrickou nelinearni regresni
analyzou logaritmické zavislosti koncentrace na % viability bun¢k. Hodnota koncentrace 1Cso
byla vyjadfena jako aritmeticky primér =+ stiedni chyba praméru (SEM). Statisticky
vyznamné rozdily hodnot ICso byly ur¢eny na zakladé¢ jednocestné analyzy rozptylu (one-way
ANOVA) v kombinaci s Tukeyeho post hoc testem.

Vysledky zobrazené formou sloupcovych grafii (analyza GSH a ROS) reprezentuji
aritmeticky primér = SEM. Statisticky vyznamné rozdily hodnot primérd byly urCeny na
zaklad¢ dvojcestné analyzy rozptylu (2way ANOVA) v kombinaci s Bonferroniho post hoc
testem.

Vysledek experimentt, kde byla analyzovana apoptdza, mitochondrialni membranovy
potencial, aktivita kaspaz 3/7 a poSkozeni DNA, byly ziskany ze tifi nezavislych méfeni,
provedenych v duplikatu. Vysledek reprezentuje aritmeticky primér £ SEM. Statisticky
vyznamné rozdily hodnot priméri byly ureny na zakladé dvojcestné analyzy rozptylu (2way
ANOVA) v kombinaci s Bonferroniho post hoc testem.

Hodnoceni statistické vyznamnosti rozdilu hodnot na konkrétni hladiné vyznamnosti

je oznaceno *, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001 a **** p<0,0001.

46



5 Vysledky

5.1. Bunéc¢na viabilita

Viabilita bunék HaCaT a bun¢k 3HSM4 byla stanovena v intervalu 24 hodin po
ovlivnéni koncentra¢ni fadou peroxidu vodiku. Cytotoxicita peroxidu vodiku byla vyjadiena
jako koncentrace ICso, tedy koncentrace, pti které dojde v daném inkubacnim intervalu ke
snizeni viability bunék o 50 % v porovnani s kontrolou (Obr. 12). Cytotoxicita peroxidu
vodiku byla sledovana za dvou podminek. V prvnim piipad€ byly oba typy bun¢k ovlivnény
peroxidem vodiku bez ptedchoziho ovlivnéni buthionin sulfoximinem (BSO, inhibitor
syntézy GSH) a v druhém ptipad¢ byly buiky inkubovany 18 hodin s BSO o koncentraci
50 umol-I'! a 0 vyméné& media bylo provedeno ovlivnéni koncentra¢ni fadou peroxidu vodiku
jako v prvnim piipadé. Z pribchu kiivek je ziejmé, Ze BSO ma zasadni vliv na zvySeni
senzitivity obou typt bun¢k k toxickym ucinkiim peroxidu vodiku v celém rozsahu pouzitych

koncentraci.
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Obr. 12 Zavislost bunééné viability na koncentraci peroxidu vodiku. Bunky byly ovlivnény
koncentraéni fadou peroxidu vodiku v rozmezi 50 az 6 400 pmol-I"'. Po 24 hodinich byla stanovena
bunécnd viabilita. Buniky oznacené HaCaT/BSO a 3HSM4/BSO byly pied ovlivnénim koncentracni
fadou peroxidu vodiku inkubovany 18 hodin s buthionin sulfoximinem (BSO) o koncentraci
50 pmol-1".
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Pro buitky HaCaT byla koncentrace 1Cso = 536,6 + 23 pumol-I"". Pro buiiky 3HSM4
byla stanovena koncentrace I1Cso = 624,3 + 16,8 umol-1I"!. Rozdil obou hodnot byl zjitén jako
statisticky vyznamny. Na druhou stranu nebyl nalezen signifikantni rozdil mezi obéma typy

bunék, pokud byla cytotoxicita peroxidu vodiku hodnocena po pifedchozi inkubaci s BSO

(Obr. 13, sed¢ sloupce).
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Obr. 13 Porovnani hodnot koncentraci ICsy peroxidu vodiku u bunék HaCaT a 3HSM4 bez ovlivnéni
buthionin sulfoximinem (BSO, ¢erné sloupce) a za podminek 18hodinové preinkubace s BSO.
Statisticky vyznamny rozdil hodnot je oznacen **, p<0,002.

48



5.2. Hladina intracelularnich ROS

Intracelularni zmény hladiny ROS byly porovnavany mezi buitkami HaCaT a 3HSM4.
Buriky byly ovlivnény peroxidem vodiku v koncentraénim rozsahu 50 az 6 400 umol-I"' po
dobu 2 hodin a nésledn¢ byla métena fluorescence (Obr. 14). V koncentra¢nim rozsahu 50 az
1 600 umol-I"" peroxidu vodiku nebyly nalezeny signifikantné vyznamné rozdily mezi obéma
typy bun¢k. Na druhou stranu je v tomto koncentracnim rozsahu patrny koncentraéné-zavisly
nardst fluorescence oproti kontrole. V koncentraci 3 200 umol-1"! bylo zji§téno zvyseni
hodnoty fluorescence u bunék 3HSM4 o 140,3 % v porovnani s buikami HaCaT. Podobné
i v koncentraci 6 400 umol-I"! byl zjistén statisticky signifikantni rozdil, kde u bunék 3HSM4

byla fluorescence vyssi o 245,0 % v porovnani s HaCaT.
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Obr. 14 Zmény v intracelularni hladiné ROS u bunék HaCaT a 3HSM4 po ovlivnéni peroxidem
vodiku a dvouhodinové inkubaci. Statisticky vyznamny rozdil hodnot je oznacen ****, p<0,0001.

Dale byl sledovan vliv BSO na miru oxidac¢niho stresu indukovaného peroxidem
vodiku na buriky HaCaT (Obr. 15). Koncentrace 50 a 100 pmol-I"" nevyvolaly statisticky
vyznamné zmény ROS. Statisticky vyznamné hodnoty rozdili mezi bunkami HaCaT
neovlivnénymi BSO a bunikami preinkubovanymi s 50 pmol-I" BSO pak byly zjistény
v koncentracich 200 az 6400 umolI' peroxidu vodiku. Konkrétng& u koncentrace

200 pmol-I"" byl rozdil ve prospéch bungk HaCaT/BSO vyssi o 211,7 %, u 400 pmol-1!
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0220,8 %, u 800 pmol-1"! 0 234,8 %, u 1 600 pmol-1"! 0 333,0 %, u 3 200 pmol-1"! 0 366,5 %
au 6400 pmol-1! 0297,1 %.
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Obr. 15 Porovnani hladiny ROS u bun¢k HaCaT s buiikami HaCaT preinkubovanymi 18 hodin
s 50 umol-I"" BSO. Intenzita fluorescence byla méfena po 2hodinové inkubaci. Statisticky vyznamny
rozdil hodnot je oznacen *, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. Nesignifikantni

hodnoty jsou oznaceny zkratkou ns.

Vliv BSO byl hodnocen rovnéZ i na buitky 3HSM4 (Obr. 16). V rozmezi koncentraci
50 az 1 600 pmol-1"" nebyl zjistén signifikantni rozdil. Statisticky vyssi hodnoty fluorescence
byly zjistény u koncentraci 3 200 umol-I"!, kde butiky 3HSM4 vykazovaly o 140,3 % vyssi
fluorescenci v porovnani s bunkami 3HSM4 preinkubovanymi s BSO. U koncentrace
6 400 umol-1"! byl tento rozdil u bunék 3HSM4 vyssi o 245,0 % oproti buitkim 3HSM4
preinkubovanymi s BSO.
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Obr. 16 Vliv BSO na hladinu ROS u bun¢k 3HSM4 po ovlivnéni peroxidem vodiku po dobu 2 hodin.
Statisticky vyznamny rozdil hodnot je oznafen ***, p<0,001; **** p<0,0001. Nesignifikantni

hodnoty jsou oznaceny zkratkou ns.
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5.3. Hladina intracelularniho GSH

Zmény hladiny intracelularniho obsahu GSH byly méfeny u bun¢k HaCaT a 3HSM4.
Nejprve byly porovnany buitky HaCaT a 3HSM4, které byly ovlivnény pouze peroxidem
vodiku v rozsahu koncentraci 6,25 az 400 pmol-I"" a inkubovany 24 hodin (sloupce v grafu na
Obr. 17). Porovnani bylo hodnoceno v kontextu bunéc¢né viability (kiivky v grafu na Obr. 17).
Rozdily v obsahu intracelularntho GSH mezi obéma typy buné¢k nebyly zjistény jako
statisticky vyznamné. Pokles hodnot intracelularniho GSH oproti kontrole u koncentrace
peroxidu vodiku 400 pmol-I! souvisi s poklesem Zivotaschopnosti bun&k, tedy mnoZstvi

zivych bungk, ve kterych 1ze GSH analyzovat.
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Obr. 17 Porovnani hladiny intracelularntho GSH u bun¢k HaCaT (Cerné sloupce) a 3HSM4 (Sedé
sloupce) ovlivnénych peroxidem vodiku po dobu 24 hodin. Statisticky signifikantni zmény mezi
obéma typy bunék nebyly zjistény. Viabilitu buné¢k HaCaT reprezentuje ¢erna kiivka, viabilita bunék
3HSM4 je zobrazena Sedou kiivkou.

V druhé casti experimentu byly buiky HaCaT a 3HSM4 preinkubovany s BSO
(Obr. 18). Ani zde nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi bunéénymi liniemi. Je zde
vSak patrny pokles hodnot jak obsahu GSH, tak i bunétné viability v rozmezi testovanych

koncentraci peroxidu vodiku 100 az 400 umol-I"!.
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Obr. 18 Porovnani hladiny intracelulirntho GSH u bun¢k HaCaT (Cerné sloupce) a 3HSM4 (Sedé
sloupce) preinkubovanych 18 hodin s 50 umol-1""! BSO a poté ovlivnénych peroxidem vodiku po dobu
24 hodin. Statisticky signifikantni zmény mezi obéma typy bunck nebyly zjistény. Viabilitu bunék
HaCaT reprezentuje cerna kiivka, viabilita bunék 3HSM4 je zobrazena Sedou ktivkou.
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5.4. Porovnani modu bunécéné smrti

Buiiky HaCaT a 3HSM4 byly ovlivnény peroxidem vodiku o koncentraci 550 pmol-1"!

a inkubovany po dobu 24 hodin. Poté byly stanoveny populace bunék zivych, v ¢asné nebo

pozdni fazi apoptdzy a buriky nekrotické (Obr. 19). Mezi obéma typy bunék ovlivnénych

peroxidem vodiku nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily.
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Obr. 19 Porovnani zplsobu bunééné smrti bunék HaCaT a 3HSM4 ovlivnénych peroxidem vodiku
o koncentraci 550 pmol-I"!. Bufiky byly inkubovany s peroxidem vodiku po dobu 24 hodin. Statisticky
vyznamny rozdil hodnot je oznacen *, p<0,05; **** p<0,0001. Nesignifikantni hodnoty jsou

oznaceny zkratkou ns.
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5.5. Zmény v mitochondriidlnim membranovém potencialu

Buitky HaCaT a 3HSM4 byly ovlivnény 550 pmol-1"! peroxidu vodiku po dobu
24 hodin a poté nasledovala analyza mitochondridlniho membranového potencialu. Byly
hodnoceny populace zivych bunék, zivych bunék s depolarizovanou membranou
mitochondrii, mrtvych bun¢k s depolarizovanou membranou mitochondrii a samotna
populace mrtvych bunék (Obr. 20). Byl zjistén statisticky vyznamny pokles populace zivych
bunék HaCaT ovlivnénych peroxidem vodiku a to o 12,9 %, oproti buikam 3HSM4
ovlivnénych peroxidem vodiku. Dalsi signifikantni rozdil mezi obéma typy bunck
ovlivnénymi peroxidem vodiku byl zjistén v populaci mrtvych bunck. Zde byla populace

mrtvych bunék HaCaT o 15,4 % vétsi nez populace mrtvych bunék 3HSM4.
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Obr. 20 Porovndni zmén mitochondridlniho membranového potencidlu bunék HaCaT a 3HSM4
ovlivnénych peroxidem vodiku o koncentraci 550 pumol-I"'. Bufiky byly inkubovany s peroxidem
vodiku po dobu 24 hodin. Statisticky vyznamny rozdil hodnot je oznacen ***  p<0,001; ****
p<0,0001. Nesignifikantni hodnoty jsou oznaceny zkratkou ns.
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5.6. Zmény v aktivité kaspaz 3/7

Buitky HaCaT a 3HSM4 byly ovlivnény 550 pmol-1"! peroxidu vodiku po dobu
24 hodin a poté¢ nasledovalo stanoveni aktivovanych forem kaspazy 3/7 (Obr. 21). Mezi
obéma typy bun¢k ovlivnénych peroxidem vodiku byly zjiStény statisticky vyznamné zmény
v populaci zivych bunék, kde buiikky 3HSM4 vykazovali o 12,6 % vétsi zivotnost nez bunky
HaCaT. Dalsi rozdil byl zjistén v populaci mrtvych buné€k, které jsou zaroven kaspaza 3/7

pozitivni. Zde byla populace bunck HaCaT o 15,7 % vétsi nez 3HSM4.
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Obr. 21 Porovnani zmén aktivity kaspazy 3/7 u bun€k HaCaT a 3HSM4 ovlivnénych peroxidem
vodiku o koncentraci 550 umol-1" po dobu 24 hodin. Statisticky vyznamny rozdil hodnot je oznaen *,

p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. Nesignifikantni hodnoty jsou oznaceny zkratkou
ns.
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5.7. Poskozeni DNA

Poskozeni DNA bylo hodnoceno dvéma molekuldrnimi markery. Prvnim z nich byla
fosforylovand ATM kindza a druhym fosforylovany histon H2A.X (Obr. 22). U bun¢k HaCaT
a 3HSM4 vystavenych ucinku peroxidu vodiku byl zjistén maly, ale statisticky vyznamny
rozdil v populaci bunck, které nevykazuji poskozeni DNA. Populace bunék 3HSM4,
nevykazujici zadné poskozeni DNA z hlediska hodnocenych markert, byla o 3,2 % vétsi nez
populace bun¢k HaCaT. Dalsi signifikantni rozdil byl zjistén v populaci bunék pozitivnich na
oba hodnocené¢ markery. Buitky HaCaT vykazovaly o 5,4 % vy$§i miru poskozeni vlivem

peroxidu vodiku nez buiitky 3HSM4.
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Obr. 22 Poskozeni DNA hodnocené¢ dle pfitomnosti fosforylované formy ATM kinazy
a fosforylovan¢ho histonu H2A.X. Analyza byla provedena u bun€¢k u bun€¢k HaCaT a 3HSM4
ovlivnénych peroxidem vodiku o koncentraci 550 pmol-I"! po dobu 24 hodin. Statisticky vyznamny
rozdil hodnot je oznafen *, p<0,05; *** p<0,001; **** p<0,0001. Nesignifikantni hodnoty jsou
oznaceny zkratkou ns.
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6 Diskuze

Bunky keratinocytl tvoti svrchni vrstvu pokozky. V bazalni vrstvé epidermis tyto
buniky intenzivné proliferuji a ve svrchnéjSich vrstvach epidermis se diferencuji ve zralé
keratinocyty. Ty pak tvofi zdklad kozni bariéry. Sirny yperit, jakozto vysoce toxicka latka
s cytostatickym uc¢inkem dokéze zdvaznym zpusobem naruSit normalni procesy v epidermis.
V disledku toxické dermo-epidermalni nekrolyzy dochézi k rozruseni spojeni mezi dermis
a epidermis. To ma za nasledek rozvoj typickych klinickych znadmek zasaZeni touto
zpuchytujici chemickou bojovou latkou. Regenerace takto postizené tkan¢ je velmi zdlouhava
a kvuli riziku sekundarni infekce mohou nastat i dalsi komplikace, které znesnadiiuji hojeni.
Obnova keratinocytl je také znesnadnéna zasahem sirného yperitu do struktury DNA, ktera je
poskozena piimou alkylaci bazi a vznikem mezifetézcovych kovalentnich spojeni. Tyto
patologické vazby brani procesu denaturace vodikovych vazeb uvnitt dvousroubovice DNA,
ktery je potiebny pro zah4jeni jeji replikace, nez buiika vstoupi do faze mitozy (58,66,67).

Za téchto podminek je bunéény cyklus zastaven, a pokud poskozeni buinky neni
neslucitelné s jejim prezitim, je zahdjena oprava DNA. Pfesné organizovanymi mechanismy
reparace jsou odstranény mezifetézcové kovalentni vazby a alkylované baze. Tim buiika mize
toto poSkozeni prekonat a déle se délit. Bylo ovSem prokazéno, Ze sirny yperit miize na
zaklad¢ svych epigenetickych modifikaci genomu pozménit rizné metabolické a jiné déje,
které mohou buniku trvale modifikovat (66,70).

Tato prace si kladla za cil zjistit, zda sirny yperit mize v buiikach keratinocytd HaCaT
vyvolat takové zmény, které jsou sice slucitelné s dalSim prezitim buniky, ovSem méni n¢které
jeji reakce na chemické stimuly. Prace byla zaméfena na sledovéani téchto bunck v jejich
biochemické odpovédi na indukci oxidacniho stresu.

Bunikky HaCaT jsou spontann¢ imortalizované lidské adultni keratinocyty. Jsou velmi
podobné normalnim lidskym keratinocytim, nevykazuji tumorogenni rlst in vivo a jejich
karyotyp je béhem dlouhodobé kultivace stabilni (78).

Buitkky 3HSM4 byly experimentalné odvozeny od bun¢k HaCaT. Na pocatku byly
buiky HaCaT ovlivnény sirnym yperitem a metodou klonogenniho testu byla ziskana
rezistentni kolonie bunék, kterd jako jedind ptezila nejvyssi koncentraci sirného yperitu. Tato
kolonie byla izolovana a po expanzi klonu byla pouZita pro dalsi klonogenni test, kde byla
opét ovlivnéna koncentra¢ni fadou sirného yperitu. Celkem byl tento klon 4 x po sobé

ovlivnén sirnym yperitem a vysledny izolat byl nazvan 3HSM4. Tyto bunky se tak staly 6,6 x
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rezistentnéjsi vaci sirnému yperitu nez ptivodni bunky HaCaT (tento vysledek neni soucasti
této diplomové prace).

Bunky HaCaT maji morfologii epitelovych bun¢k kubického tvaru. Cytoplazma tvofi
Siroky a protahly lem kolem struktury buné¢ného jadra (Obr. 23a). Kultura bun¢k 3HSM4
vytvari, v porovnani s buitkami HaCaT, kompaktné;jsi bunéénou monovrstvu o vyssi hustoté

bunék (Obr. 23b).

Obr. 23 Buiky linie HaCaT (a) a 3HSM4 (b). Svételny mikroskop s fazovym kontrastem, zvétSeno
200 x (zdroj: vlastni)

Peroxid vodiku je cytotoxicka slou€enina neradikalového charakteru, ktera byla v této
praci vyuzita jako induktor oxidac¢niho stresu. Nejprve byla hodnocena cytotoxicita peroxidu
vodiku, abychom ziskali zakladni informaci o senzitivité bun¢k k této latce. Vysledky ukazuji,
ze bunky 3HSM4 jsou rezistentn¢jSi vic¢i peroxidu vodiku, oproti buitkdim HaCaT.
Publikované udaje o senzitivit¢ bun€k HaCaT k peroxidu vodiku jsou variabilni.
Experimentalné zjisténa cytotoxicita peroxidu vodiku (koncentrace ICso) pro bunky HaCaT
po 24hodinové inkubaci je Casto méfena za ucelem stanoveni optimalni koncentrace peroxidu
vodiku pro dalSi experimenty nebo testovani. Autor Zhang a kol. ve své préci stanovil
piibliznou hodnotu ICso= 350 umol-I"' metodou MTT (79). V praci autora Cheng a kol. je tato
hodnota odhadnuta na 1200 umol-I!, mé&feno testem viability WST-1 (derivat tetrazoliové
soli) (80). Prace Ramanauskiené a kol. udava ICso peroxidu vodiku, stanovenou stejnou
metodou, 183,7 + 20 umol-I"! (81).

V dalsi praci autora Hu a kol. je uveden rovnéz pouze odhad hodnoty
ICso = 600 umol-I!, mé&feno pomoci derivatu tetrazoliové soli WST-8 (82). Tato posledni

hodnota je blizk4d vysledku naSeho méfeni. Nesoulad mezi hodnotami jednotlivych autort
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degradaci za pfispéni raznych faktort (83).

Z4dny z autort neuvadi, zda n&jakym zptsobem ovéfoval, popiipadé stanovil piesnou
koncentraci komercné dodaného peroxidu vodiku pfed jeho pouzitim. Pro nasi praci byla
molarni koncentrace 30% peroxidu vodiku stanovena manganometrickou titraci. Dal$im
faktorem muze byt ovlivnéni aktivity mitochondridlnich dehydrogenaz peroxidem vodiku,
které pfeméenuji tetrazoliové soli na formazan (84,85).

Déle byl hodnocen vliv inhibitoru enzymu glutamat-cystein ligazy (BSO). BSO
se pouziva v ramci onkologické 1€cby jako chemosensitizujici a radiosensitizujici latka, ktera
zvySuje ucinnost chemoterapie a radioterapie. Vlivem BSO je v buiice inhibovan prvni krok
v biosyntéze GSH a bunka tim ztraci jeden ze zasadnich ochrannych mechanismi pred
poskozenim ROS a RNS (86).

V naSich experimentech byly oba typy bunék inkubovany 18 hodin s BSO
o koncentraci 50 umol-1"!. Tato koncentrace byla zvolena tak, aby neovliviiovala viabilitu
bun¢k. Stejnd koncentrace BSO byla pouZzita pro ovlivnéni bunék HaCaT i1 v publikaci
Jacquoilleot a kol. (87). Vysledky experimentu neukazaly signifikantni rozdil v cytotoxicité
peroxidu vodiku, kterym byly bunky HaCaT i1 3HSM4 nasledné¢ ovlivnény. Ovsem
porovname-li tyto vysledky s buiikami, které byly ovlivnény pouze peroxidem vodiku, je tato
koncentrace téméetf o polovinu nizs§i. Tento rozdil potvrzuje zvySenou citlivost bun€k vici
peroxidu vodiku v disledku nedostate¢né antioxidac¢ni ochrany.

Hydroxylovy radikal vznikly mechanismem Fentonovy reakce z peroxidu vodiku po
jeho priiniku do cytoplazmy, je hlavnim zdrojem oxidac¢niho poskozeni v buiice. Hladina ROS
byla u bun€ék HaCaT a 3HSM4 detekovdna intracelularni fluorescenéni sondou
CM-H,DCFDA. Tato sonda je po priniku do bunky pfeménéna na slouceninu, ktera po
interakci s volnym radikalem vykazuje intenzivni zelenou fluorescenci. Buiky 3HSM4
se v naSich testech jevily jako senzitivnéj$i z pohledu indukce ROS, ktera se projevila az pfi
vysokych koncentracich peroxidu vodiku (3 600 a 6 400 umol-1""). V nizsich koncentracich
(50 az 1 600 umol-I"") byla fluorescenéni odezva obou typl bunék srovnatelna. Vysledek
muize poukazovat na rychlejsi vyc€erpani antioxida¢nich mechanismt u bun¢k 3HSM4, coz
muze byt pravé divodem k inicidlnimu naristu detekované hladiny ROS béhem dvou hodin
po ovlivnéni peroxidem vodiku.

Experiment jsme dale modifikovali preinkubaci bunék s BSO, abychom zjistili

vyznam GSH v antioxidac¢ni ochran& obou typl bunc¢k. Buiky HaCaT preinkubované s BSO
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vykazovaly vyssi intraceluldrni hladinu ROS oproti buitkdm bez preinkubace, coz je v souladu
s mechanismem puasobeni BSO. Vysledek tedy poukazuje na to, ze GSH tvofi v buitkach
HaCaT vyznamnou ¢ast antioxida¢ni ochrany. Na druhou stranu u bun¢k 3HSM4 bylo po
preinkubaci s BSO dosazeno opacného efektu. Tyto bunky vykazovaly nizsi hladinu ROS nez
bunky bez preinkubace. MoZnou pfiCinou miize byt alterace antioxida¢nich mechanismu,
nezavislych na GSH, kterd se projevuje v takto kratkém intervalu po ovlivnéni bunck
peroxidem vodiku. Vysledky cytotoxicity za 24 hodin pak poukazuji na srovnatelny efekt
BSO a peroxidu vodiku u obou typi bun¢k.

Hladina intracelularniho GSH pak byla dale analyzovana za vyuziti intracelularni
fluorescen¢ni sondy (monochlorbiman), ktera specificky reaguje s thioly jako je GSH. Reakce
s GSH je katalyzovana enzymem glutathion-S-transferaza, jejichz aktivita je méfena jako
nartiist fluorescencniho signalu v case (40). V naSich experimentech byl GSH méfen po
24 hodinach inkubace s peroxidem vodiku. Maximdlni koncentrace byla zvolena 400 pmol-1"!
peroxidu vodiku z divodu ptfedchoziho méteni, ze kterého bylo zndmo, Ze hodnota ICso
peroxidu vodiku se pohybuje v rozmezi pfiblizné 500 az 600 umol-1"! pro oba typy bunék.

Vysledky méfeni GSH neukazuji Zadné signifikantni rozdily v jeho intracelularnim
obsahu. Pokles hodnot u obou typti bunék je pak zaznamenin v koncentraci 400 pmol-1"!,
avSak zhodnotime-li tento pokles v kontextu bunécné viability jednd se o snizeni
koncentraci peroxidu vodiku. Obdobné situace byla zjiSténa i v ptipad¢, kdy byl obsah GSH
hodnocen i u bunék preinkubovanych s BSO. Zde se projevil strmy pokles hladiny GSH
v zavislosti na peroxidu vodiku, ale rozdil v poklesu mezi jednotlivymi typy bunck nebyl
signifikantni. Pokles bun&¢né viability kopiroval trend poklesu GSH. Vysledek je tedy opét
zkreslen postupnym sniZzenim celkového poctu bunék napii¢ koncentrac¢ni fadou peroxidu
vodiku, a tedy i1 poklesem intenzity fluorescen¢niho signalu.

Pro dalii analyzy byla zvolena koncentrace peroxidu vodiku 550 pmol-1", ktera lezi
v rozmezi hodnot ICso zjisténych pro bunky HaCaT a 3HSM4. V téchto analyzach jsme
porovnavaly oba typy bun€k z pohledu bunécné smrti. Testy byly provadény po 24 hodinach
inkubace s peroxidem vodiku.

Peroxid vodiku indukoval bunécnou smrt u obou typi bunék pievazné cestou
apoptozy, protoze procento nekrotickych bunék bylo minimdlni. Velikost populaci
apoptotickych bunck jak HaCaT, tak 1 3HSM4 se po ovlivnéni peroxidem vodiku vzdjemné

neli$ila. Vnitini cesta apoptdzy je indukovadna prostiednictvim mitochondrii. NaruSenim
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transmembranového potencialu spousti kaskadu déjti vedoucich k aktivné fizenému zaniku
buiiky (88). Nase vysledky ukazuji jen malé procento bun¢k s depolarizovanou membranou
mitochondrii u obou typt bunck. To miize byt vysvétleno Casovym nesouladem mezi
pusobenim peroxidu vodiku, rychlosti déjii probihajicich v buiice a ¢asem analyzy.

Interval 24 hodin byl vhodné zvolen zpohledu apoptdézy ovSem zmény
v mitochondridlnim potencialu, které piedchazeji apoptéze jiz nemusely byt v nasich
analyzach zachyceny. Tuto hypotézu rovnéz potvrzuje analyza aktivity efektorovych kaspaz
3/7, jejichz zvySena aktivita byla zjisténa u bunék HaCaT ovlivnénych peroxidem vodiku.
Tyto vysledky koresponduji s pozdni fazi apoptdzy, kdy je poruSena cytoplazmaticka
membrana a do buiky mlze volné pronikat barvivo propidium jodid nebo
7-aminoaktinomycin D, které se vaze do DNA mrtvych bunék.

Peroxid vodiku, prostiednictvim hydroxylového radikalu, zplsobuje jednovldknové
zlomy DNA (89). Mezi prvnimi, kdo na takové poskozeni reaguje je proteinkindza
ataxia-teleangiectasia mutated (ATM kinaza). V okoli dvouvlaknovych zloml pak dochazi
k rychlé fosforylaci histonu H2A.X (90). NaSe vysledky ukazuji, ze populace bunck
s fosforylovanou ATM kindzou zcela chybi. Jelikoz jsou jednoduché zlomy rychle
opravovany, nemusi byt jiz za 24 hodin detekovatelné, coz je v souladu s vysledkem autora

Benhusein a kol. (91).
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7 Zavér

Ptesné mechanismy, jakymi sirny yperit ovliviiuje zmény u bunck, které dokazi prezit
jeho cytotoxicky ucinek, opravit alkyla¢ni poskozeni a pokracovat dale v proliferaci nejsou
zcela objasnéné.

V této praci jsme porovnavali reakci bun¢k HaCaT a 3HSM4 na oxidacni stres.
Vysledky ukazuji, ze sirny yperit, kterému byly builkky 3HSM4 opakované vystaveny,
indukoval v téchto bunikach zmény, které jsme chtéli identifikovat. Cile této prace byly
zam¢efeny na zmeény v oblasti oxidacniho stresu. Ukazalo se, Ze bunky 3HSM4 jsou
senzitivnéjsi k indukci oxidac¢niho stresu, ktera vSak nema za nasledek progresivnéjsi zanik
burnky.

Role antioxida¢ni ochrany prosttednictvim GSH byla pro oba typy bun¢k vyznamna,
pokud byla jeho syntéza inhibovéna, avSak nebyl mezi bunikami HaCaT a 3HSM4 nalezen
vyznamny rozdil v jeho intracelularni hladin€. Peroxid vodiku indukoval apoptézu u obou
typti bun¢k, av§ak zmény mitochondridlniho membranového potencidlu, aktivitu kaspazy 3/7
a poskozeni DNA se po 24 hodinach jiz zachytit nepodafilo.

Mozné¢ modifikace bunck 3HSM4, které tato prace poodhalila, nezahrnuji celé
spektrum zmén, které mohou byt v téchto buitkach ptitomny. Pro dalsi komparativni analyzu

by bylo tfeba sledovat rozdily naptiklad na trovni genové exprese nebo na irovni proteomu.
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8 Seznam zkratek

3HSM4

7-AAD
BSO
CAT
CM-H,DCFDA
DMEM
DMSO
DNA
DPBS
FBS
GPx
GSH
GSSH
H>O
H>0,
HaCaT
HNO>
HOCI
ICso
MCB
MTT
NAD"
NaOH
NO*
NO*
02"
OH’
ONOOr
PBS
pNPP
RNS

bunky experimentalné odvozené od linie HaCaT, kterd byla opakované
ovlivnéna sirnym yperitem

7-aminoactinomycin D

buthionin sulfoximin

kataladza

acetylester 5-chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrofluoresceindiacetatu
Dulbeccovo modifikované Eagleovo médium
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

Dulbecciiv fosfatem pufrovany fyziologicky roztok

fetalni bovinni sérum

glutathionperoxiddza

redukovany glutathion

oxidovany glutathion

destilovana voda

peroxid vodiku

spontann¢ imortalizované lidské adultni keratinocyty
kyselina dusita

kyselina chlorna

koncentrace, pfi které dojde ke sniZeni viability bun¢k o 50 %
monochlorbiman
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid
nikotinamidadenindinukleotid

hydroxid sodny

nitrosil

oxid dusnaty

superoxid

hydroxilovy radikal

peroxynitrit

fyziologicky roztok pufrovany fosfaty

disodna stl para-nitrofenylfosfatu

reaktivni formy dusiku

64



RO’
ROOH
ROONO
ROS
SDS
SOD
WST-1
WST-8

alkoxylovy radikal

organické hydroperoxidy

alkylperoxinitrit

reaktivni formy kysliku

dodecylsiran sodny

superoxid dismutaza

Water-Soluble Tetrazolium 1 (ve vod¢ rozpustna tetrazoliova sul 1)

Water-Soluble Tetrazolium 8 (ve vod¢€ rozpustna tetrazoliova stl 8)
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