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CIELE PRACE

Teoreticka ¢ast’

Ciel'om teoretickej Casti diplomovej prace bolo spracovanie literarnej reSerSe zamerane;j

na stavbu, fyziologiu koze a vplyvu vonkajsich faktorov, predovsetkym UV ziarenia, na

kozu.

Dalej boli spracované poznatky tykajiice sa endogénneho a exogénneho

ochranného systému, fotoprotekcie a kanabinoidov, konkrétne ich klasifikacie, syntézy

a funkcie.

Experimentalna ¢ast’

V experimentalnej Casti bola praca zamerana na:

1.

Zistenie toxicity a fototoxicity vybranych fytokanabionodov na normalnych
T'udskych dermalnych fibroblastoch (NHDF) a linii keratinocytov (HaCaT)
Otestovanie UV-A a UV-B ochrannych vlastnosti fytokanabinoidov na NHDF
a HaCaT

Studovanie vplyvu fytokanabinoidov na kaspazu-3, hemoxygenazu-1 a katalazu
v NHDF

Overenie schopnosti fytokanabinoidov ovplyvnit UV-A modulovanu aktivitu
kaspazy-3, hemoxygenazy-1 a katalazy v NHDF

Zistenie (foto)stability fytokanabinoidov

Stanovenie faktora ochrany pred slne¢nym Ziarenim



1. Uvod

LCudska koza, najvacsi organ tela, predstavuje hlavna sty¢ni plochu s vonkajSim
prostredim. Jej stav a vzhlad st dolezitymi indikatormi zdravia kazdého T'udského
jedinca. Koza je kazdodenne vystavena posobeniu faktorov biologického, chemického ¢i
fyzikéalneho charakteru. Tieto faktory mézeme taktiez rozdelit’ na endogénne, ktorymi st
hormoény, dedi¢nost’, rézne ochorenia a exogénne, medzi ktoré patri slne¢né Ziarenie,
teplota ¢i chemické latky (Junqueira et al., 1999). Prave slne¢né ziarenie je v sucasnosti
najCastejSie diskutovanym faktorom Vv spojitosti s predéasnym starnutim koze
a s vyskytom zévaznych koznych ochoreni vratane rakoviny koze.

Slnec¢né ziarenie je tvorené kontinudlnym spektrom elektromagnetického vinenia
a oblast’ UV Ziarenia predstavuje zhruba 5% vsetkého slne¢ného svetla, ktoré dopadé na
zemsky povrch. Deli sa na tri ¢asti: UV-A (315-400 nm), UV-B (280- 315 nm) a UV-C
(<280 nm) (Svobodova a Vostalova, 2010). UV-C a vicsina UV-B (280 a 295 nm) je
zachytena ozénovou vrstvou a na zemsky povrch teda nedopada. UV-A predstavuje
95— 99 % dopadajiuceho UV Ziarenia V porovnani s UV-B, ktorého na zemsky povrch
dopada len 1 — 5 %. UV-A Ziarenie prenika do hlbsich vrstiev koze — dermis a je spojené
s nadmernou produkciou reaktivnych foriem kyslika (ROS), organickych radikalov
a oxida¢ne modifikovanych molekual. UV-B Ziarenie je nevyhnutné k produkcii aktivne;j
formy vitaminu D v koZi, je vSak povaZované za silny karcinogén. Vicsina UV-B Ziarenia
je absorbovana v najvrchnejSej vrstve koze - epidermis. Hlavnym mechanizmom toxicity
tohto ziarenia je priama reakcia s aromatickymi molekulami (napr. baze nukleovych
kyselin, aromatické aminokyseliny) a vznik fotoproduktov. Nie len posobenie UV-A, ale
aj UV-B zZiarenia je sprevadzané vznikom ROS, ktoré oxidaéne poskodzujt
makromolekuly (bielkoviny, fosfolipidy a nukleové kyseliny). V doésledku ¢oho
dochadza k Struktirnym a funkénym zmenam v kozi, ktoré sa suhrnne oznacuju ako
predcasné starnutie koze. Vyznacuje sa znizenou syntézou zloziek etraceluldrnej matrix
(kolagén, elastin) a ich zvySenou degradaciou z dovodu zvysenej proteolytickej aktivity
metaloproteinaz (Halder a Chappell., 2009).

Pred negativnymi uc€inkami slne¢ného ziarenia, predovsetkym ROS, je nasa koza
chranena endogénnym protektivnym systémom. Medzi formy endogénnej ochrany koze
zahfname predovsetkym enzymové ¢i neenzymové antioxidanty. Hemoxygenaza-1 (Ho-
1) predstavuje jeden z enzymovych antioxidantov s cytoprotektivnym ucinokom. Plni

esencialnufunkciu v ¢ase bunkového stresu udrziavanim pomeru antioxidantov/oxidantov
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(Itoh et al., 2003). Dalsim antioxidaénym enzymov je katalaza, ktora zmieriiuje oxidaény
stres odblravanim peroxidu vodika. Jej aktivita hrd vyznamnu rolu pri spomaleni
pred¢asného starnutia koze (Rhie et al., 2001). Endogénnymi neenzymovymi
antioxidantami su latky prevazne nizkomolekularnej povahy ako napriklad glutation
(GSH), tioredoxiny (Trx) ¢ koenzym Q (CoQ). Dalej medzi endogénne ochranné
systémy patri syntéza kozného pigmentu melaninu a proces keratinizacie, ¢o znamena
zosilnenie rohovej vrstvy koze (Shetty a Gokul, 2012).

Endogénna ochrana pred slneCnym ziarenim vSak nie je dostatocna. Je preto
dolezité, aby sme sa vyvarovali dlhodobému posobeniu slneéného ziarenia. Najucinnejsie
formy exogénnej ochrany su najmd ochranné odevy, tienenie, slne¢né okuliare ¢i
opal'ovacie krémy. Opal'ovacie krémy obsahuju chemické a fyzikalne UV filtre, ktorych
tilohou je zniZzovat’ mnoZstvo foténov UV Ziarenia prenikajiceho do koze a predizit’ tak
dobu pobytu na sInku bez toho, aby doslo k pos§kodeniu koze (Gies, 2007).

S cielom znizit’ neziaduce G¢inky slne¢ného ziarenia na kozu sa v poslednej dobe
uprednostiiuje vyuzivanie rady Cistych prirodnych latok alebo extraktov izolovanych
predovsetkym z rastlin ako napriklad kurkumovnik dlhy (Chan et al., 2003), sladovka
hladkoploda (Kiihnl et al., 2015) ¢i obsahovych zloziek zeleného ¢aju (Silverberg et al.,
2011). Rastlina konopa siata (Cannabis sativa L.) je tiez znama pre svoje regenerac¢né a
protizapalové G¢inky na kozu, ktoré st dolezité pri liecbe koznych ochoreni (alergickej
kontaktnej dermatitidy, psoriazy, atopického ekzému a melanomu) (Robinson et al.,
2017). Za svoje tc¢inky vd’aci predovsetkym svojim sekundarnym metabolitom, ktoré st
zname ako kanabinoidy. Zo 100 doposial’ objavenych je najznamejSich 5 kanabinoidov,
ktorymi je psychoaktivna zlozka tetrahydrokanabinol (THC) a nepsychoaktivne zlozky
kanabidiol (CBD), kanabichromen (CBC), kanabigerol (CBG) a kanabinol (CBN), ktory
vznika z THC pri spracovani konopy, predovsetkym pri suseni (Aizpurua-Olaizola et al.,
2016). V sucasnosti st pouzivané nielen dermatologické akozmetické pripravky
obsahujice konopu ajej obsahové pri koznych ochoreniach, ale taktieZ pre svoje
protizapalové a analgetické ucinky pri ochoreniach pohybového apardtu. Aj napriek
masivnemu pouzivaniu je stale mnoho uUc¢inkov, ktoré nepoznadme, ako je napriklad

vyuzitie vo fotoprotekcii @ spomaleni procesu pred¢asného starnutia koze.
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2. Sucasny stav problematiky
2.1 Ludska koza

2.1.1 Anatomia koZe

AZ 15 % z celkovej telesnej hmotnosti dospelého jedinca predstavuje prave koza (derma),
organ, zohravajuci rolu v mnohych Zivotne ddlezitych funkciach. Spolu so sliznicami
tvori spojity a nepretrzity povrch tela. Cudska koza pozostava z troch vrstiev: epidermis,
dermis a hypodermis (Obr.1), pricom kazda vrstva plni $pecificku tlohu a je tvorena
konkrétnymi bunkami (Kanitakis, 2002). Jednotlivé vrstvy sa od seba liSia hrubkou

Vv zavislosti od regionu.

Obr. 1 Struktiira Pudskej koze. Iudska koza pozostavajiica z troch vrstiev — epidermis (pokozka),
dermis (8kara) a hypodermis (podkozné vézivo). Upravené podl'a Emedicine Health (2020).
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2.1.1.1 KoZné vrstvy
2.1.1.1.1 Epidermis (pokozka)

Epidermis je vonkaj$ia skvamézna vrstva koZze pozostavajuca prevazne z dvoch typov
buniek, ato keratinocytov a dendritickych bunick. Od dendritickych buniek sa
keratinocyty liSia obsahom farbitelnej cytoplazmy a pritomnostou medzibunkovych
mostikov (Kolarsick et al., 2011). Predstavuju konstelaciu buniek, ktoré st vyznamné pre
syntézu dlhého vlaknitého proteinu s ochrannou funkciou — keratinu. Proces, pri ktorom
keratinocyty prechadzaju najskor syntetickou a potom degrada¢nou fazou, pri ktorych sa
meni metabolickd aktivita a zlozenie buniek, sa nazyva keratinizécia. Tento proces je
sprevadzany migraciou buniek z bazalnej vrstvy k povrchu koze (Chu, 2008). Kazdych
20-30 dni v zavislosti od veku dochadza k obnove epidermis.

Epidermis je tvorena zhruba z 5 morfologicky odlisnych vrstiev. Vrstva bazalna
(Stratum basale) je od dermis oddelena bazalnou laminou. Je tvorena mitoticky aktivnymi
bunkami, ktoré sa neustale delia, produkuji nové keratinocyty, a tak dopliuju
keratinocyty (Kolarsick et al., 2011).

Ostnita vrstva (Stratum spinosum) je tvorena 4-8 vrstvami polygonalnych buniek
s nepravidelnymi vybezkami nazyvanymi aj ,,ostne‘, ktoré su so susednymi bunkami
V spojeni prostrednictvom desmozomov. Tieto bunky st eSte mitoticky aktivne a prebieha
V nich intenzivna proteosyntéza (Kolarsick et al., 2011).

Vrstva zrnita (Stratum granulosum) je tvorena 3-5 vrstvami sploStenych
polygonalnych buniek. V cytoplazme sa nachaddzaju granule, ktoré¢ dodavaji granulovany
charakter. Keratohyalinové granule obsahuju prekurzory keratinu a lameralne granule
tvoria glykolipidy, ktoré sa vylu€uji na povrch buniek. Posobia ako ,,lepidlo®, ktoré
sprostredkovava prepojenie buniek a chrani pred prenikanim cudzorodych latok (Chu,
2008). Svetla vrstva (Stratum lucidum) je tenkou svetlou vrstvou, ktora je bohata na
protein eleidin — produkt transformacie keratohyalinu. Tato vrstva je tvorena bunkami,
Vv ktorych cytoplazme st nezretel'né organely, obsahuje vel’a filament a bunky su spojené
dezmozoémami.

Vrstva rohova (Stratum corneum) je tvorena 15-20 vrstvami pevne spojenych
sploStenych odumretych keratinocytov, nazyvanych korneocyty. Tieto bunky maju
cytoplazmu vyplnenu skleroproteinom keratinom a d’al$imi proteinmi. Korneocyty spolu
s medzibunkovou hmotou (cholesterolom a mastnymi kyselinami) hraji vyznamnu rolu

V priepustnosti koZe.
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Epidermis vSak obsahuje aj mnoho inych bunkovych populacii ako napriklad
melanocyty. Nachadzaju sa v Stratum basale a spinosum a st zodpovedné za produkciu
kozného pigmentu melaninu a jeho prenos do keratinocytov. Produkcia melaninu
prebieha za ucasti enzymu tyrozindzy V okruhlej organele, ktord sa nazyva melanozém
(Kolarsick et al., 2011). Dal$imi nekeratinocytnymi §truktirami si Langerhansove
a Merkelové bunky. Priméarnou funkciou Langerhansovych buniek je rozpoznat
a spracovat’ rozpustné antigény v epidermalnej vrstve (O'Connell a Rusby, 2015).
Merkelové bunky vysielaji chemicky signal vytvarajaci akény potencial v susediacom
neurone, ktory nasledne prenasa signdl do mozgu. V urcitych oblastiach tela, ako su
napriklad konceky prstov, sa nachadza vysoka koncentracia tychto buniek (Mescher,
2016).

2.1.1.1.2 Dermis (Skara)

Skara predstavuje stredn@i vrstvu koZe tvoriacu integrovany systém spojivového tkaniva.
Prilieha Kk epidermis, kde ma speviiujucu funkciu aspojuje ju s podkozim.
NajdolezitejSou funkciou Skéry je zabezpecit pevnost v tahu, pruznost, elasticitu,
mechanicku ochranu a termoregulaciu (Chu, 2008). Je hojne prestipena krvnymi
a lymfatickymi cievami, ktoré plnia ulohu vo vyzive koze a udrzovani telesnej teploty.
Sklada sa z dvoch vrstiev - povrchova vrstva (stratum papillare) je tvorena riedkym
kolagénovym vidzivom a je bohatd na fibroblasty, zirne bunky a makrofagy. Vytvara
mnoho vybezkov (dermalne papily), ktoré st zakliesnené do epidermalnych vybezkov
(papil) a vytvara tak pevné spojenie oboch vrstiev. HIbsia vrstva (stratum reticulare) je
naopak silnejsia, je tvorena neusporiadanym hustym vdzivom a obsahuje mensi pocet
buniek. Fibroblasty sa podielaji na syntéze retikularnych, elastickych, kolagénovych
vlaken a kyslych mukopolysacharidov. Kolagén je rodina zhruba 15tich geneticky
odliSnych vlaknitych proteinov. Je vysoko obohateny aminokyselinami ako

hydroxyprolin, glycin a hydroxylyzin (James et al., 2006).

2.1.1.1.3 Hypodermis (podkoZné vizivo)
Hypodermis predstavuje najspodnejSiu vrstvu koze. Je tvorend riedkym vézivom a Casto
obsahuje tukové bunky, nie je ostro ohraniend od Skary, ale od prilahlych tkaniv

a organov je oddelena vizivovou blanou. Hypodermis je pretkana siet'ou nervov a Ciev.
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Z embryologického hl'adiska sa v hypodermis za¢inaju vyvijat’ tukové bunky, adipocyty,
ku koncu piateho mesiaca zivota. St zodpovedné za produkciu horménu leptinu, ktory
reguluje telesni hmotnost’ a teplotu prostrednictvom hypotalamu (James et al., 2006).
Okrem zhromazd’ovania energie ma aj funkciu mechanicku, a to predovSetkym v zmysle

ochrany vo¢i vonkajs$im fyzikalnym nérazom.

2.1.1.2 Kozné derivaty

Stcastou koze st aj kozné derivaty, medzi ktoré patria vlasy, chlpy, nechty a mazové
zlazy. Chlpy su dlhé keratinizované tutvary, pricom kazdy chlp vyrastd z vlasového
folikulu. Nechty su doélezité najmid v ochrane hrotu prstov a ulahéeni uchopenia.
Pozostavaju z dosti¢ky husto zaobaleného tvrdého keratinu. Mazové zlazy sa vyskytuja
Vv spojeni s vlasovymi folikulmi a si tvorené z buniek, ktoré pochadzaju z epidermy

a produkuji mastny potny maz (Gawkrodger, 1997).

2.1.2 Fyziolégia koze

Kozné tkanivo sa vyznacuje radou dodlezitych funkcii, medzi ktoré zahfilame funkciu:
ochrannu, vylu€ovaciu, termoregulacnu ¢i synteticku. Prostrednictvom koze je nase telo
chranené pred pdosobenim vonkajSich fyzikalnych (Ziarenie, teplo, chlad), chemickych
(tazké kovy, toxiny, jedy) ¢i biologickych ¢initelov (mikroorganizmy). Vdaka
pritomnosti dlazdicového epitelu je vnutorné prostredie oddelené od vonkajsieho. Prienik
latok z vonkajSieho prostredia je za normalnych okolnosti obmedzeny, avSak v Case
poSkodenia ¢i ochorenia koZe Sa jej priestupnost zvySuje. Negativne UcCinky
mikroorganizmov st tlmené vrstvou hydrolipidového filmu na povrchu pokoZzky. Funkcia
vylu€ovacia sa uplatiiuje najmé pri detoxikacii a exkrécii odpadovych latok. Pre spravny
priebeh biochemickych pochodov je nutné udrziavat aj stalu telesnt teplotu, a to
prostrednictvom koznych ciev, tukového tkaniva ¢i potnych Zliaz. Esencialnu rolu
zohrava kozné tkanivo aj v syntéze kozného pigmentu melaninu v melanocytoch

a vitaminu D produkovaného v keratinocytoch (Junqueira et al., 1999).
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2.2 Vplyv endogénnych a exogénnych faktorov na 'udska kozu
Ludskd koza je denne vystavena pdsobeniu mnohych stresovych faktorov ato
endogénnych a exogénnych. V pripade, ze je dostatocne vyzivovana a hydratovana

dokéze stlmit’ negativne dopady tychto Cinitel'ov.

2.2.1 Endogénne faktory

Jednou skupinou endogénnych faktorov si hormoény, ktorych hladina pocas Zivota
kazdého jedinca znacne koliSe. V obdobi tehotenstva je bezna hyperpigmentécia koze,
ktord je Uplne benigna. Bolo zistené, ze tato hyperpigmentacia suvisi so zvySenou
produkciou estrogénov, progesteronu a hormonu stimulujiceho melanocyty (Blereau,
2002). Geneticka vybava taktiez vo velkej miere ovplyviiuje stav koZze a navySe
predikuje biologické starnutie koze, ktoré zahifia pokles v regeneracii a obnove buniek,
degeneraciu spojivového tkaniva a elastickych vladken s nasledkom znizenia koznej
elasticity. Tretim dolezitym indik4torom zdravia nasej koze je celkovy zdravotny stav;
rozne ochorenia ako napriklad diabetes mellitus ¢i ochorenie pecene mdzu vplyvat’ na

stav koze (Demirseren et al., 2014).

2.2.2 Exogénne faktory

Exogénne faktory mozu byt dvojakého charakteru a to chemického (chemikalie, toxiny,
jedy, detergenty) ¢i fyzikélneho (teplo, Ziarenie). Rézne Cistiace pripravky s prilis
vysokym alebo nizkym pH moZzu zvySovat senzitivitu koze, pretoze fyziologické
rozmedzie pH koze sa pohybuje v rozmedzi 4,75 — 5,75 (Lambers et al., 2006). Spomedzi
fyzikéalnych vonkajSich faktorov ma pomerne velky dopad na koZu extrémna teplota.
Prili§ nizke teploty redukuju sekréciu mazovych Zliaz a spdsobuju vysychanie pokozky.
Naopak pri vysokych teplotach je pokozka nachylnejSia na akné vzhl'adom k tomu, Ze
mazové zl'azy produkuju viac potu. K najvyznamnej$im exogénnym faktorom vsak patri

slne¢né Ziarenie.

2.2.2.1 SIlne¢né Ziarenie
Slne¢né ziarenie predstavuje kontinualne spektrum elektromagnetického Vvinenia

pozostavajuce z tychto oblasti: gama, UV, viditeI'nej (VIS) a infrac¢ervenej (IR) (Obr. 2).
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Ziarenie, ktoré dopada na zemsky povrch predstavuje oblast UV, VIS a IR. Vo
vSeobecnosti je slnecné ziarenie nevyhnutné pre priebeh zivotnych procesov vsetkych
zivych organizmov, jednotlivych pochodov v atmosfére aj na Zemi dodavanim tepelne;j
energie. Je nutné k syntéze biologicky aktivnej formy vitaminu D a rovnako ovplyviuje
vyplavovanie horménov, a to konkrétne serotoninu a melatoninu, ktoré maju pozitivny
vplyv na ludskd psychiku (Svobodova a Vostalova, 2010). Svetova zdravotnicka
organizacia dokonca potvrdila lie¢ivé ucinky slne¢ného Ziarenia - fototerapie pri
prevencii mnohych koznych ochoreni ako ekzém, psoridza ¢i akné (Lim et al., 2012;
Hawk et al.,2013; Lucas et al., 2015). Avsak popri pozitivnych uc¢inkoch je zname znac¢né
mnozstvo negativnych vlastnosti slne¢ného ziarenia. Za negativne dopady slne¢ného
Ziarenia na kozu je predovSetkym zodpovedna UV oblast. V menSej miere vykazuje

negativny efekt VIS a IR oblast’ (Cho et al., 2009; Maddodi et al., 2012).
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Obr. 2 Slne¢né ziarenie ako kontinualne spektrum elektromagnetického vinenia. Upravené
podrla Britannica (2019).
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2.2.2.1.1 UV oblast’ sine¢ného ziarenia

Ultrafialové svetlo, objavené nemeckym fyzikom Johannom Wilhelmom Ritterom, je
elektromagnetickym Ziarenim, ktorého vinova dizka sa pohybuje od 100-400 nm
(Hermann, 1987). Dvomi hlavnymi zdrojmi UV Ziarenia st slnko a UV lampy. Sinko je
jeho prirodzenym zdrojom, a preto sa teda UV Ziarenie povazuje za vSadepritomné.
Pozname 3 zakladné typy UV ziarenia: UV-A (315-400 nm), UV-B (280- 315 nm) a UV-
C (<280 nm) (Situm et al., 2014).

UV-A Ziarenie ma schopnost’ prenikat’ hlboko do koze, konkrétne az k rozhraniu
epidermis — dermis (az 80 %) ado dermis, pricom dlhodoba expozicia spdsobuje
predcasné starnutie koze. Toto Ziarenie prenikd aj cez okenné sklo a je zodpovedné za
bezprostrednu alebo okamzitii pigmentaciu nasej koze. Jeho negativny dopad spociva
predovsetkym v nepriamej reakcii s endogénnymi chromoformi (fotosintetizérmi), ktoré
sa aktivuji posobenim UV-A Ziarenia, po excitacii predaju energiu na kyslik a vznikaju
tak reaktivne druhy kyslika (ROS). Medzi tieto molekuly radime NAD koenzymy,
riboflavin a bazy nukleovych kyselin (Laurent-Applegate a Schwarzkopf, 2001).
V pripade, Zze dochadza ku vzniku nerovnovahy medzi hladinou ROS a antioxidantov,
vznikd oxidacny stres. Je spojeny s oxidaénym poskodenim makromolektl, dochadza
k oxidacii a fragmentacii DNA, bielkovin, lipidov. Medzi produkty oxida¢ne poskodenej
molekuly DNA patri 8-hydroxyadenin, 8-hydroxyguanin (Obr. 3), 5-hydroxycytozin, 5-
hydroxyuracil ¢i tyminglykol a mnohé d’alSie (Sinha a Hader, 2002). Tieto poskodené
biomolekuly sa akumuluja, ¢im méze dojst k apoptdze buniek, ich predCasnému
starnutiu, pripadne az k vzniku ochorenia koze ¢i koznych nadorov (Poljsak a Dahmane,
2012). Najnebezpednejsie vinové dizky UV-B Ziarenia v rozmedzi od 280-294 nm st sice
absorbované ozénovou vrstvou, no zvysné¢ UV-B ziarenie (294-315 nm) je itak
povazované za silny karcinogén. Je omnoho ucinnejSie nez UV-A Ziarenie, napr. jeho
schopnost’ vyvolat’ erytém je 1000 krat vysSia v porovnani s UV-A. Neprechadza do takej
hibky koZe ako UV-A Ziarenie, je absorbované hlavne v epidermis a predstavuje kI'a¢ovy
faktor v priamom poskodzovani DNA. Medzi hlavné oxida¢né fotoprodukty DNA patria
pyrimidinové diméry, cyklobutan pyrimidinové diméry (CPDs) a 6-4 fotoprodukty (6-4
pyrimidin-pyrimidén, 6-4 pyrimidin-pyrimidin6én) (Cadet et al., 2005). Poskodenim
DNA vznikaju tiez aj dvojvlaknové zlomy pripadne DNA cross-linky. UV-B ziarenie je
nevyhnutné pre syntézu vitaminu D a ide 0 typ ziarenia, ktoré je zodpovedné za dlhodobu

pigmentéciu, syntézu melaninu a tmavnutie pokozky.
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UV-C ziarenie je uplne absorbované ozonovou vrstvou, preto ma vel'mi maly
dopad na zdravie ¢loveka. UV-C je povazované za najtoxickejSiu oblast UV ziarenia.
V praxi sa vyuziva k usmrteniu mikrobov (dezinfekcii/sterilizacii priestorov), pretoze
jeho vinové dizky spadaju do oblasti absorpéného maxima DNA (260-265 nm) (Hussein
a Elhassaneen, 2014).

UV ziarenie vyvolava aj tzv. fototoxické reakcie, kedy je latka aktivovana po
absorpcii UV ziarenia a nasledne vznikaj rozne poSkodenia koze. Za fototoxick reakciu
je zodpovedné hlavne UV-A Ziarenie, ale vmensej miere aj UV-B ziarenie avidite'né
svetlo. Podmienkou fototoxickej reakcie je, aby bola latka fotoaktivna, ¢o znamena, ze
absorbuje svetelné ziarenie anasledné dochadza k produkcii ROS, ktoré poskodzuju
okolit¢ bunkové Struktury. NajCastejSimi fototoxickymi liekmi st antibiotikda a
antihistaminika. Priznaky fototoxickej reakcie moézu byt spociatku spojené spocitmi
palenia apichania; sCervenanie koze nastava priblizne po 24 hodinach od expozicie
slne¢ného ziarenia (Kim et al., 2015). Menej ¢asta vporovnani s fototoxickou je reakcia
fotoalergicka, ktora vznikd na imunitnom podklade. K fotoalergickej reakcii dochédza,
ked je kozny alergén aktivovany svetlom anésledne po naviazani na biomolekulu sa stava
antigénom/alergénom. Tento proces zahfiia bunkou sprostredkovani hypersenzitivnu
odpoved’ na alergén, ktory po aktivacii svetlom vyvolava okamzita reakciu (Lim et al.,
2007).

o ROS o e 0 H
HN \ *OH HN oxidacia HN
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HaN TRV N
\ \ \
guanin C8-OH-aduktovy radikal ’
guaninu 8-hydroxyguanin

Obr. 3 Tvorba 8-hydroxyguaninu. Produkt oxida¢ne poskodenej DNA hydroxylovymi radikalmi.
Upravené podl'a Kasai (1986).
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Predcasné starnutie koZe (photoaging)

Jednym z dosledkov opakovanych expozicii UV Ziareniu zo slnecnych lucov, ale aj
umelych zdrojov je pred¢asné kozné starnutie (photoaging) (Obr. 4). Biologické starnutie
je naopak podmienené dedi¢nostou a dochadza k nemu znizenim imunity, zhorSenim
regula¢nych, reparaénych a adaptaénych mechanizmov. Photoaging sa stthrnne oznacuje
ako struktarne a funkéné zmeny v kozi, a to na Castiach nasho tela, ktoré s vystavené
slnenému Ziareniu, najmé na tvari, krku a chrbte ruk. Zavisi predovSetkym od miery
expozicie slne¢nému ziareniu a od mnozstva melaninu. Cudi zijucich v geografickych
oblastiach, ktoré su zndme vysokou expoziciou slnecného Ziarenia, postihne vyraznejsie
predcasné starnutie koze (Fisher et al. 2002; Jenkins, 2002). Medzi vonkajsie klinické
priznaky patri sucha zvraskavena pokoZzka, hyper alebo hypopigmentacia, strata kozného

tonusu, hlboké ryhy ¢i prekancerogenézna 1ézia (Yaar et al., 2002).

Obr. 4 Pred¢asné kozné starnutie ako nasledok kumulativneho poskodenia priamou expoziciou
UV ziareniu, ktorého primarnym zdrojom je slne¢né Ziarenie, ale aj umelé zdroje. Prevzaté z Isdin
(2020).
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2.2.2.2 Odpoved’ bunky na oxidacny stres

Posobenim stresovych faktorov je bunka schopna aktivovat’ rézne mechanizmy obrany.
Vysoké produkcia ROS moéze prevysit celkovi antioxidaénu kapacitu ¢i schopnost
endogénnych reparaénych procesov. Dochadza ku kumulacii oxidacne modifikovanych
biomolukul, ¢o mbze viest’ k bunkovej smrti. K bunkovej smrti méze dochadzat” dvomi
cestami, a to regulovanou/programovanou (apoptickou) a nefyziologickou (nekrotickou)
cestou (Obr. 5).

Apoptdza je najcastejSou formou programovanej bunkovej smrti. Kontrolovana
degradacia bunkovych komponentov je regulovana rodinou protedz, ktoré sa nazyvaju
kaspazy. V zdravych bunkach existujii kaspadzy vo svojich inaktivnych formach.
Apopticka signalizacia aktivuje kaskadu iniciatorovych kaspaz (kaspaza -2,-8,-9 a -10),
ktoré sa nasledne Stiepia a aktivuji efektorové kaspazy (kaspaza -3, -6 a -7). Spomedzi
efektorovych kaspaz, ma najdolezitej$iu tulohu kaspaza-3 (EC 3.4.22.56), ktora
koordinuje deStrukciu bunkovych Struktar ako je fragmenticia DNA alebo degradacia
cytoskeletalnych proteinov (Mcllwain et al., 2013). Stimuly, ktoré iniciuju apoptézu
mdzu byt vnutorné (napr. poskodenie endoplazmatického retikula, DNA alebo bunkové
defekty pocas mitodzy) ¢i vonkajsie (UV ziarenie, ROS, chemikalie), kde receptory
plazmatickej membrany detekujii extracelularne stimuly. Pre externe indukovani
apoptozu existuju tzv. receptory smrti (TNF, Fas), ktoré viazu svoje extracelularne
ligandy, €o vedie k naslednej aktivacii intracelularnych kaspaz (Locksley et al., 2001).
Vnutorne indukovana apoptdza je sprostredkovana proteinmi BAX a BAK z rodiny Bcl-
2 asociovanymi s mitochondriami (Cory a Adams, 2002). Typickymi znakmi pre
apoptozu je zmrst'ovanie buniek, vznik apoptickych teliesok, kondenzacia chromatinu ¢i
potencidlne zmeny v membrane.

Druhou cestou bunkovej smrti je nekroza, kde sa jedné o neregulované posSkodenie
buniek mechanickym a chemickym stresom ¢i patogénmi. Proces nekrozy je zvycajne
rychly, dochadza k zdureniu buniek (onkdza) a prasknutiu stratou osmotického tlaku.
Bunkovy obsah unika do extracelularneho prostredia v dosledku zvySenej permeability
plazmatickej membrany a dochadza k zapalovym reakciam (Proskuryakov et al., 2003).
Tento jav moZno kvantifikovat’ na zéklade merania obsahu enzymu laktatdehydrogenazy
(LDH) (EC 1.1.1.27). Patri do skupiny cytozolarnych enzymov, jeho extracelularna
aktivita sa zvySuje pri naruSeni integrity cytoplazmatickej membrany a dochadza

k uvol'neniu do okolia. Povazuje sa za marker nekrozy vSeobecného poskodenia buniek
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(Artiukhova et al., 1996). Dal3imi signifikantnymi znakmi nekrozy je napr. fragmentacia

buniek, ndhodna degradacia genomovej DNA ¢i dezintegrécia jadra.
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Obr. 5 Programovana bunkova smrt’ (apopt6za) a nekréza. Zakladny rozdiel spoéiva v zmrsteni
bunky a vzniku apoptickych teliesok pri procese apoptdzy, zatial’ ¢o pri nekroze dochadza k strate
integrity membrany a uvol'neniu bunkového obsahu. Upravené podl'a Priante et al. (2019).
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2.3 Protekcia koze

Dlhodobé a opdtovné vystavovanie nasej koze slneCnym luCom mdbze spoOsobit
poskodenie biomolekul. Koza je preto vybavena celou radou prirodzenych ochrannych
mechanizmov, ktoré znizuji alebo eliminuju toto poskodenie. Jedna sa o proces, do
ktorého st zapojené jednotlivé ochranné a opravné mechanizmy. Prirodzené ochranné
mechanizmy sa dopliiované tzv. exogénnymi ochrannymi mechanizmami, ktoré

pomahaju endogénnemu mechanizmu.

2.3.1 Endogénne obranné mechanizmy

LCudska koza obsahuje siet’ u¢innych ochrannych endogénnych systémov. Jednym z nich
je keratinizacia (rohovatenie koze), ¢o je proces, kedy sa keratinocyty vyprodukované
V najspodnejsej, bazalnej vrstve epidermis, posivaji smerom k povrchu koze. Proces
keratinizéacie je dolezity v zabezpeceni mechanickej odolnosti, udrziavani strukturalne;j
integrity, v ochrane pred zmenami hydrostatického tlaku, ale predovSetkym brani
prieniku UV ziarenia, ¢o sa odraza na zrohovatenej vrstve nasej koze (Shetty a Gokul,
2012). Keratinové proteiny tiez reguluju reakcie na proapoptické signaly a podielajua sa
na hojeni ran (Gu a Coulombe, 2007). Dalsou formou ochrany je kozny pigment melanin,
ktorého tvorba je stimulovana absorpciou fotonov UV-A a UV-B Ziarenia. Redukuje tak
mnozstvo Zziarenia, ktoré prenika do epidermis a dermis, ¢im brani UV-indukovanému
poskodeniu DNA (Chen et al., 2007). Tiez ma schopnost’ vychytavat’ vol'né radikaly.
Melanin je uskladneny v melanozoéme a ndsledne transportovany do susednych
keratinocytov, kde dava pokoZzke charakteristicki farbu a zabezpecuje fotoochranu
(Hearing, 2005). Dalsou zlozkou endogénneho ochranného systému st antioxidanty,

ktoré¢ mozu byt’ enzymovej €i neenzymovej povahy.

2.3.1.1 Enzymové antioxidanty

Medzi enzymové antioxidanty patri napriklad superoxiddismutaza (SOD) (EC 1.15.1.1),
glutationperoxidaza (GPx) (EC 1.11.1.9) akatalaza (Cat) (EC 1.11.1.6). SOD je
enzymom vyskytujucim sa jednak v mitochondriach, ale aj v cytoplazme. Vo svojom
aktivnom mieste obsahuje redoxné kovy (Mn, Fe) a podiel’a sa na odburavani toxického
superoxidového radikalu (Oz * 7) za vzniku peroxidu vodika (H202). Gpx katalyzuje

reakciu, kde redukovana forma glutationu (GSH) reaguje s H202, ktory je detoxikovany
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na H)O za tvorby oxidovaného glutationu — glutationdisulfidu (GSSG).
Glutationreduktaza (GR) (EC 1.8.1.7) nasledne redukuje GSSG za vzniku GSH (Aktas et
al., 2005). Po SOD je Cat druhym najhojnej$im enzymatickym antioxidantom, ktory
katalyzuje rozklad H2O2 na kyslik a vodu (Vendemiale et al., 1999). Predpoklada sa, Ze
nedostatok alebo porucha Cat stvisi s rozvojom degenerativnych ochoreni ako je diabetes
mellitus, hypertenzia, vitiligo ¢i Alzheimerova choroba (Habib et al., 2010).

S tymito enzymami uzko spolupracuju aj d’alSie antioxidacné enzymy ako st
hemoxygenaza-1 (Ho-1) (EC 1.14.99.3), glutation-S-transferaza (GST) (EC 2.5.1.18) a
NAD(P)H chinoén:oxidoreduktaza-1 (NQO1) ( EC 1.6.99.2). Ho-1 je enzym patriaci do
skupiny izoenzymov s celou radou biologickych funkcii (Itoh et al., 2003). Katalyzuje
oxidaciu porfyrinového kruhu hemu v heteroproteinoch za tvorby bilirubinu za stacasného
uvolnenia Fe a CO. Antioxidacné vlastnosti sa Ho-1 pripisujii najmé vd’aka bilirubinu,
ktory je silnym antioxidantom a pdsobenim ROS sa prevadza spét’ na biliverdin a CO,
ktory pri nizkych koncentraciach posobi antioxida¢ne. Enzym Ho-1 predstavuje jeden
z najdodlezitejSich cytoprotektivnych mechanizmov, ktoré st aktivované Vv ¢asoch
bunkového stresu ako je ischémia, hypoxia, zapal ¢i radiacia (Choi a Alam, 1996,
Abraham a Kappas, 2008). Expresiu génov antioxida¢nej a detoxikacnej odpovede
reguluje transkripény faktor NF-E2-related factor 2 (Nrf-2). Signalna draha, ktora je
riadena komplexom transkripéného faktoru Nrf-2 s jeho represorom Keap-1 je jednym
Z najdolezitejSich obrannych mechanizmov chraniacich bunku pred oxida¢nym stresom.
Po tom, ako do6jde k uvolneniu proteinu Keapl z komplexu Nrf-2-Keap-1 je Nrf-2
preneseny do jadra, kde pozitivne reguluje expresiu cytoprotektivnych génov naviazanim
na Specificki oblast DNA — ARE (element antioxidacnej odpovede). Tymto sposobom
je riadena syntéza Ho-1, GST a NQO1 (Kansanen et al., 2012).

2.3.1.2 Neenzymové antioxidanty

Do neenzymovej antioxidacnej ochrany st zapojené izoformy vitaminu E (tokoferoly),
vitamin C (kyselina askorbova), karotenoidy, GSH, kyselina mocova, ubichinol, Trx,
urokanova kyselina, lipoova kyselina (Shindo et al., 1994). Su nevyhnutné v Sirokom
spektre dejov vratane hojenia ran, modulacii imunitného systému ¢i starnutia a ochrane
proti slne¢nému ziareniu. GSH ako substrat Gpx sa podiel'a na regeneracii ostatnych
antioxidantov a je tiez zapojeny do reparacie DNA ¢i apoptdzy. Dolezitt funkciu plnia
taktiez aj proteiny Trx spolu s tioredoxinperoxidazou (TPx) (EC 1.11.1.15), ktoré sa
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podielaji na redukcii H2O2 aj O2" ~ a pri oxidacnom strese sa prestiivaju z cytoplazmy do
jadra (Yoshida et al., 2003). Stadia Didier et al. z roku 2001 sledovala expresiu Trx
vV l'udskych koznych fibroblastoch oziarenych davkou UV-A Ziarenia, priCom po
expozicii boli zaznamenané zvySené intracelularne hladiny Trx. Karotenoidy vratane [3-
karoténu a lykopénu st rovnako u¢innymi antioxidantami, ktoré zachytavaju singletovy
kyslik (*O2) a peroxylové radikély vznikajuce pri fotooxidacii (Stahl a Sies, 2002). Silné
antioxidacné ale aj protizapalové vlastnosti su pripisované kyseline askorbovej, ktora
pomaha oddialit’ predCasné starnutie koze. UV Zziarenie vyvolava zapalové stavy, ktoré
mdzu byt’ potlacené uc¢inkami kyseliny askorbovej. Mechanizmus jej G€innosti spociva v
deaktivacii jadrového faktoru xf (NFkp), proteinu, ktory zvySuje tvorbu zapalovych
cytokinov ¢i chemokinov. Jeho deaktivaciou nie je iniciovana kaskada pre zéapalové
cytokiny (Burke, 2017). Medzi G¢inné fenolové antioxidanty patria tokoferoly, ktoré
inhibuju peroxidaciu lipidov sprostredkovani volnymi radikalmi. o-Tokoferol
nachadzajici sa v rastlinnych olejoch dokaze inhibovat’ ti¢inky Oz, ktory vznikd pocas

fotooxidacie (Niki, 2009).

2.3.2. Endogénne repara¢né mechanizmy

2.3.2.1. Oprava poskodenej DNA

K poskodeniam DNA moze dochadzat dvomi mechanizmami. Priamy mechanizmus
zahfna absorpciu fotonov UV-B Ziarenia, kedy vznikaji pyrimidinové diméry alebo (6-
4) fotoprodukty. Nepriama cesta poskodenia sa spdja s masivnou produkciou ROS
avznikom oxidaéne modifikovanych bazi (8-hydroxyadenin, 8-hydroxyguanin, 5-
hydroxycytozin) ¢i dvojvlaknovych DNA zlomov. Pri mensSich poSkodeniach jednej bazy
sa uplatiiuje reparany mechanizmus - bazova excizna oprava, kedy je poSkodena baza
rozpoznana a odstranena. Pri nukleotidovej exciznej oprave sa opravuju vicSie
jednoretazové poskodenia (pyrimidinové diméry). Dalsi mechanizmus zahfiia reparaciu
chybného zaradenia baz (mismatch repair), kedy sa opravuju nespravne zaradené bazy,
ktoré vznikli pri chybach DNA replikacie a rekombinacie. K oprave dvojvlaknovych
zlomov sa najcastejSie vyuziva homoldgna rekombindcia, pri ktorej sa homologicka
sekvencia vyuziva ako templat alebo nehomologické spajanie koncov s priamym
spojenim zlomenych koncov (Cooper, 2000).

Enzymova cesta reparacie DNA poskodenej UV Ziarenim zahfiia viaceré enzymy
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ako napriklad fotolyazu (EC 4.1.99.3). Tento enzym konvertuje pyrimidinové diméry na
normalne pyrimidinové bazy ak jeho aktivacii je potrebné viditelné svetlo (Obr. 6)
(Yamamoto et al., 2017). Dal§imi enzymami st glykozylaza, ktora $tiepi N-glykozidicku
vdzbu a odstrafiuje poskodené bazy, nukleazy (exo/endo), ktoré Stiepia fosfodiesterové
vizby medzi nukleotidmi DNA alebo helikazy, ktoré oddel'uju dve komplementarne

vlakna.

Tymin ‘ /a
“ Tymin

N Kostra DNA

Fotodimér

UV Ziarenie
»
" »

Obr. 6 Pyrimidinové diméry sa typicky tvoria medzi susednymi tyminovymi bazami, ked’ je DNA
vystavena UV ziareniu. Kovalentna vdzba medzi susednymi tyminovymi zvySkami je
reverzibilnd fotoreaktivaciou prostrednictvom enzymu fotolyazy. Upravené podla Memorial
University (2020).
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2.3.2.2. Oprava posSkodenych lipidov

UV ziarenie moze ovplyviiovat' lipidy na povrchu koze, ato najmid polynenasytené
mastné kyseliny (PUFA) s tvorbou aktivnych lipoperoxidov. Peroxidacia lipidov je dej
pozostavajuci zo sady retazovych reakcii, ktoré su iniciované reakciou ROS s PUFA,
vznikom radikalu PUFA, ktory po premene na konjugovany dién reaguje s kyslikom (Yin
etal., 2011). Vzniknuté lipidové peroxylové radikaly (LOO*®) sa m6zu nasledne rozkladat’
na niekol'ko reaktivnych druhov ako napriklad lipidové alkoxylové radikaly, epoxidy,
alkanaly ¢i alkoholy (Yin et al., 2011). Oxidované lipidové dvojvrstvy sa stavaja
substratmi pre fosfolipazu A2 (EC 3.1.1.4). Uvoltiuje mastné kyseliny z fosfolipidov
V pozicii dva, kde si nenasytené mastné kyseliny, a teda mozné oxidované PUFA.
Dal§imi produktami, ktoré vznikajt radikalovou retazovou reakciou st hydroperoxidy,
stavaju sa substratmi pre Gpx, ktora ich detoxikuje (Van Kuijk et al., 1987). Jeden
z protektivnych mechanizmov, ktory je indukovany UV Ziarenim je autofagia. Ide
0 recyklaciu oxida¢ne modifikovanych lipidov ¢i proteinov v cytozole (Kroemer et al.,
2010).

2.3.2.3. Oprava poskodenych proteinov

Dalsie z hlavnych bunkovych komponentov nachylnych k oxidaénému poskodeniu st
proteiny. VécSina proteinovych poskodeni vyvolanych UV Ziarenim je sprostredkovana
10, ktory reaguje prednostne s postrannymi ret'azcami Trp, His, Tyr, Met a Cys (Shacter,
2000). Degradacia poskodenych proteinov je vykonavana prostrednictvom dvoch
hlavnych mechanizmov, a to proteazému a lyzozému. Proteazém je proteinovy komplex,
ktory degraduje nepotrebné a poskodené proteiny proteolyzou, chemickou reakciou,
ktora naruSuje peptidové vizby prostrednictvom enzymov nazyvanych protedzy. Proteiny
urc¢ené k degradacii st zna¢ené malym proteinom ubikvitinom katalyzou ubikvitin ligdzy
(EC 6.3.2.19) (Lodish et al., 2004). Druhou drahou proteinovej degradacie
eukaryotickych buniek je prijem proteinov lyzozémom. Lyzozém je sférickd organela
s jednoduchou membranou, ktora vznikd v Golgiho aparate a obsahuje traviace enzymy
vratane niekolkych proteaz. V porovnani s proteazomom, lyzozoém degraduje Siroké
spektrum Struktirne rozmanitych latok, vratane proteinov. Poskodené alebo chybne
zloZzené proteiny sa do lyzozému dopravujii prostrednictvom drah makroautofégie,

chaperénom sprostredkovanej autofagie a endocytozy (Ciechanover, 2005).
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2.3.3 Exogénna fotoprotekcia koze

V priebehu dna, hlavne v letnych mesiacoch, je nasa koza CastejSie vystavena pésobeniu
slnecnych lucov. Negativne dopady posobenia slneéného ziarenia je mozné potlacit
niekol’kymi spdsobmi ako napriklad obmedzenim pobytu na sinku v obednych hodinach
(v ¢ase od 11. do 13. hod.), tienenim ¢i vyuzitim ochrannych odevov (klobuky, dlhy
rukav, dlhé nohavice). Je vSak ddlezité poznamenat’, Ze slnecné luce dopadaju na zemsky
povrch aj cez mraky, a to az 70% - 85%, odrazaju sa aj od piesku a snehu a tak zvySuju
expoziciu nasej pokozky (Canada, 2020). NajcastejSie pouzivanou ochranou pred
posobenim slne¢ného Zziarenia je fotoprotektivna kozmetika obsahujuca UV filtre tzv.
sunsscreeny, ktoré delime podl'a mechanizmu U¢inku na 2 typy: fyzikdlne a chemické.
Fyzikalne filtre (blokatory) predstavuju nerozpustné anorganické latky ZnO a TiOs..
Podl'a velkosti Castic dochadza k odrazu, rozptylu alebo absorpcii zZiarenia. Chemické
UV filtre st organické latky so schopnostou pohlcovat’ UV fotony. Patria medzi ne
derivaty kyseliny Skoricovej, salicylovej, aminobenzoaty ¢i benzofenony. U chemickych
filtrov mo6ze dochadzat’ k ich rozkladu a po absorpcii ziarenia. UV filtre sa aplikuji vo
forme krémov, olejov, gélov ¢i sprejov, suhrnne oznacovanych ako dermatologické

pripravky (Montenegro a Santagati, 2019).

2.4 Prirodné latky v dermatologii

Dal$ou moznostou ochrany koze pred pdsobenim slneéného Ziarenia je vyuZzivanie
prirodnych latok, ich zmesi a extraktov. Cudia sa inSpiruju prirodou, a preto je pouzitie
prirodnych latok vel'mi popularne. V porovnani s chemickymi opal'ovacimi pripravkami
mozu mat’ potencidlne menej vedlajSich ucinkov. Niektoré prirodné latky, ich zmesi
alebo extrakty maji okrem antioxidacnych, protizapalovych a imunostimulaénych
vlastnosti aj schopnost’ reagovat’ s fotonmi UV ziarenia. Medzi ne patri napriklad
kurkumin ako hlavna G¢inna zlozka kurkumovnika dlhého (Chan et al., 2003), extrakt zo
zeleného c¢aju ajeho obsahové zlozky epigalokatechingalat, epikatechingalat,
epikatechiny, flavanoly, flavonoidy (Silverberg et al., 2011), extrakt z rastliny sladovky
hladkoplodej likochalkon A (Fowler et al., 2010), extrakt z granatového jablka (Gil et al.,
2000), resveratrol obsiahnuty v hrozne (Aggarwal et al., 2004) alebo sekundarne

metabolity rastliny konopy siatej, ktoré sa nazyvaju fytokanabinoidy (Pertwee, 2015).
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2.4.1 Konopa siata (Cannabis sativa L.)
Konopa siata je pozoruhodna rastlina, ktora obsahuje vel'a cennych prirodnych latok.
Pestuje sa po celom svete a je vyuzivana v mnohych odvetviach vratane mediciny.

Z taxonomického hl'adiska je zaradena do Cel'ade konopovité (Cannabaceae).
Konopa je jednoro¢na dvojdoma bylina, s vysokou stonkou a dlafiovito zlozenymi
listami, ktoré st pilkovité po okrajoch (Obr. 7).

Konopa siata sa povazuje za vSestranny liek a v poslednych rokoch je ¢oraz viac
vyhladavana vd’aka vysokému obsahu omega-3-mastnych kyselin. Nedostatkom omega-
3-mastnych kyselin dochadza krozvoju neurodegenerativnych ochoreni ako
Parkinsonova choroba a Alzheimerova choroba, a preto by mohli byt sl'ubné v ich liecbe.
Konopa moéze vyznamne prispievat’ aj k liecbe aterosklerdzy, zapalovych ochoreni
a preukazatel'ne pozitivne u¢inky boli potvrdené aj v oblasti dermatoldgie, konkrétne pri
liecbe uremického pruritu (Szepietowski et al., 2005), v liecbe psoriazy (Wilkinson
a Williamsonm, 2007) ¢i atopickej a kontaktnej dermatitady (Mounessa et al., 2017). Za
pozitivne uéinky vd’aéi predovsetkym svojim sekundarnym metabolitom znamym ako
fytokanabinoidy.

Obr. 7 Konopa siata (Cannabis sativa L.) z ¢el'ade konopovité (Cannabaceae). Prevzaté
z Leafly (2019).
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2.4.1.1 Fytokanabinoidy

Kanabinoidy su rozsiahlou skupinou strukturne rozmanitych chemickych zltcenin, ktoré
sa Clenia do troch hlavnych skupin: prirodné kanabinoidy (fytokanabinoidy),
endokanabinoidy a syntetické kanabinoidy. Fytokanabinoidy sa vyskytuja vylu¢ne v
rastline konope siatej a nachadzaju sa konkrétne v jej zl'azovych trichomoch (Potter,
2004). Jedna sa o prirodné produkty, ktoré vykazuju typicky terpenofenolovy skelet C21
(obr. 8). Konope siate obsahuje vySe 100 doposial’ objavenych druhov fytokanabinoidov,
pri¢om piatimi najzndme;j$imi fytokanabinoidmi su A° - tetrahydrokanabinol (THC), ktory
predstavuje hlavni psychoaktivhu zlozku konope, Struktirne podobnymi su
kanabichromen (CBC), kanabigerol (CBG) a kanabidiol (CBD) (Pertwee, 2015). Z THC
vznikd  pri  spracovavani  konope  kanabinol = (CBN).  Konope  siate
(potravinarska/technicka) sa 1isi niekol’konasobne niz$im mnozstvom THC od konope
psychoaktivnej. Pouzivanie konope nie je zo zakona povolené, avSak zakonnost’ jej
pouzivania na lekarske a terapeutické ucely sa v jednotlivych krajinach sa lisi.

THC posobi ciasto¢ne ako agonista na kanabinoidnych receptoroch CB1 a CB2
(Munro et al., 1993). Je zname mnohymi pozitivnymi G¢inkami ako napriklad potlacenie
bolesti pri chemoterapii alebo potlaceni zapalu (Guzman, 2003). Protizapalové vlastnosti
boli pripisané aj CBN, ktory je mierne psychoaktivnym kanabinoidom a v konope sa
nachadza len v stopovych mnozstvach. Jeho pozitivny ucinok bol sledovany aj pri
potlaceni kolagénom-indukovanej artritidy (Zurier a Burstein, 2016).

Izomérom THC je CBD, ktorého je priblizne 40 % rastlinné¢ho extraktu (Campos
et al., 2012). Vdaka svojim protizapalovym, antioxidatnym a neuroprotektivnym
vlastnostiam je v poslednych rokoch intenzivne Studovana jeho biologicka aktivita
(Lastres-Becker et al., 2005). V porovnani s THC je jeho afinita k receptorom CB1a CB2
omnoho niZsia, ¢im sa vysvetluje aj jeho nepsychoaktivny charakter, podobne ako aj u
ostatnych zloziek konope (Jones et al., 2010). CBC sa v konope siatej vyskytuje prevazne
ako kyselina kanabichromenova (CBCA). Podobne ako aj ostatné fytokanabinoidy
vykazuje CBC, spolu s jeho homologmi aizomérmi protizapalové a antibakterialne
vlastnosti. Bolo dokédzané, ze CBC posobi aj ako G¢inné analgetikum a antidepresivum
(El-Alfy et al., 2010). CBG sa vo véacsine odrdd konope vyskytuje len v nizkom
mnozstve, ato priblizne pod 1%. Kyselina kanabigerolova (CBGA) je prekurzorom

syntézy troch kanabinoidov CBD, CBG a CBD (Healtheuropa, 2020).
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Obr. 8 Chemické vzorce najznamejsich druhov kanabinoidov. Psychoaktivnu zlozku predstavuje
tetrahydrokanabinol (THC) a tetrahydrokanabivarin (THCV) ako homolég THC s propylovym
postrannym retazcom. Nepsychoaktivne zlozky st kanabinol (CBN), ktory je metabolitom THC;
kanabidiol (CBD), kanabigerol (CBG) a kanabichromen (CBC). Upravené podl'a Hazekamp
a Fischedick (2012).

2.4.1.1.1 Biosyntéza fytokanabinoidov

Kanabinoidy st prenylované polyketidy, ktoré st syntetizované z mastnych kyselin a
izoprenoidnych prekurzorov. V biosyntetickej drahe kanabinoidov (Obr. 9) st zapojené
skupiny kondenzujticich enzymov, ktoré katalyzuju pociato¢né kl'a€oveé reakcie mnohych
sekundarnych metabolitov. Biosynteticka draha kanabinoidov zac¢ina mastnou kyselinou
s kratkym retazcom — Kyselinou hexanovou. Mastna kyselina je aktivovana koenzymom
A (CoA) pomocou acyl-Coa-syntetazy (AAE1l) (EC 6.2.1.1) (Stout et al., 2012).
Nasledne je hexanoyl-CoA a tri molekuly malonyl-CoA posobenim polyketidsyntazy 11l
(PKS) (EC 2.3.1.260) a cyklazy kyseliny olivetolovej (EC 4.4.1.26) aldolovou
cyklizaciou premeneny na kyselinu olivetolova (OLA) (Raharjo et al., 2004; Gagne et
al., 2012). Kyselina olivetolova reaguje s geranyldifosfatom (GPP) za katalyzy enzymu
geranyl-pyrofosfat:olivetolat geranyltransferaza (syntaza kyseliny kanabigerolovej (EC
2.5.1.102) za tvorby kyseliny kanabigerolovej (CBGA) (Andre et al., 2016). Nakoniec,
tri odlisné cyklazy katalyzuju oxidativnu cyklizaciu monoterpénového zvysku kyseliny

kanabigerolovej za vzniku kyseliny A° — tetrahydrokanabinolovej (THCA),
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kanabidiolovej (CBDA) a kanabichromenovej (CBCA) (Sirikantaramas et al., 2007).
Vysledkom neenzymatickej dekarboxylacie THCA vznika THC, z CBDA sa tvori CBD
a dekarboxylaciou CBCA vznikd CBC. Ktejto neenzymatickej reakcii zvycajne
dochadza pocas skladovania rastlinného materidlu, po vystaveni teplu alebo slnecnému

ziareniu (de Meijer et al., 2003).
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Obr. 9 Biosynteticka draha hlavnych kanabinoidov. Biosyntetické enzymy zahffhaju
geranylpyrofosfat:olivetolat geranyltransferazu (I), syntazu kyseliny tetrahydrokanabinolovej
(THCA) (II), syntazu kyseliny kanabidiolovej (CBDA) (IlI) a syntazu kyseliny
kanabichromenovej (CBCA) (IV). Kyselina olivetolova (OLA), kyselina kanabigerolova
(CBGA). Upravené podla Fellermeier a Zenk (1998).
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2.4.1.2 Endokanabinoidny systém
Endokanabinoidny systém je komplexny bunkovy signalizatny systém, ktory tvoria
kanabinoidné receptory (CB1, CB2), endogénne ligandy viazuce sa na kanabinoidné
receptory (napr. 2-arachidonoyl-glycerol aanandamid (AEA)) aenzymy, ktoré sa
podiel'aju na degradacii a produkcii endogénnych ligandov (napr. hydrolaza mastnych
kyselin, monoacylglycerol lipaza) (Sarfaraz et al., 2008, Basu a Dittel, 2011).

Endogénne ligandy — endokanabinoidy st prirodzene produkované bunkami
I'udského tela. Jedna sa o triedu lipofilnych signalizacnych molekul, ktoré funguji ako
neuromodulatory. Su uvolfiované postsynaptickymi neurénmi aviazu sa na
presynaptické receptory (CB1). Zmieriiuju tak uvolfiovanie neurotransmitterov ako je
kyselina gama-aminomaslova (GABA), glutamat a dopamin (Di Marzo et al., 2004). Iné
endokanabinoidy sa moZu viazat’ na receptory v imunitnych bunkach (CB2), ¢o ukazuje
zapojenie do zapalovej reakcie (McKallip et al., 2002).

Kanabinoidné receptory (CB) su zname dva, a to CB-1 a CB-2, ktoré st spojené
s G-proteinom (Obr. 10) alebo receptorom typu nespecifickych ionovych kanalov (napr.
receptor TRPV1 prenasajici vapnik) (Howlett, 2002). Receptor CB-1 sa nachadza
V centralnom nervovom systéme, CB-2 bol identifikovany v imunitnom systéme a
nasledne bolo zistené, Ze je pritomny vo vSetkych periférnych tkanivach (Pacher et al.,
2006). Pritomnost’ ECS bola potvrdena aj v kozi. Receptory CB-1 a CB-2 boli najdené v
koZnych nervovych vldknach, Zirnych bunkéich, epidermalnych keratinocytoch,
fibrobastoch a melanocytoch (Casanova et al., 2003; Bir6 et al., 2009). ECS je zapojeny
v akuatnych a chronickych zéapalovych ochoreniach, ovplyviluje proliferaciu a
diferenciaciu koznych buniek, ktorej rovnovaha je kI'icovym determinantom spravne;j
koznej homeostazy (Pacher et al., 2006). Stadia z roku 2007 podl'a Karsak et al. potvrdila
protektivnu ulohu ECS pri alergickom zépale koze.

THC ma vysoku afinitu k receptoru CB1. Na zaklade Studii bolo zistené, Ze CBD
(v zavislosti od davky) naopak inhibuje ECS signalizaciu pravdepodobne vdzbou na
alosterické miesto receptoru CB1. Zmeni sa tak ucinnost’ receptoru pre iné primarne
ligandy (THC, endokanabinoidy) a méze byt potlaéeny psychoaktivny efekt (Tham et al.,
2018). CBD, ale aj ostatné fytokanabinoidy (CBC, CBG alebo CBN) maji len vel'mi
nizku afinitu k CB receptorom, a teda nereaguji S nimi priamo. Maju vSak schopnost’
nepriamej interakcie a ovplyviovania hladin endokanabinoidov alebo inych agonistov

(Bitencourt et al., 2008). Ovplyviiovanie aktivity ECS fytokanabinoidmi sa vyuziva
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terapeuticky, napr. pri liecbe porach dusevného zdravia, pohybového Ustrojenstva alebo
autoimunitnych ochoreni (Andre et al., 2016). Pretoze sa ECS nachadza aj v bunkach
koze a hra doéleziti rolu v protizapalovej reakcii sa fytokanabinoidy javia ako vhodni

kandidati pri ochrane koZe pred neziaducimi uc¢inkami slne¢ného Ziarenia.
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Obr. 10 Kanabinoidné receptory (CB) st receptory spojené s G-proteinom umiestnené
v presynaptickej bunkovej membrane. Po aktivacii kanabinoidmi CB receptory inhibuju Ca?*
kanaly a aktivuji dovnttra smerujuce K* kanaly, ¢o vedie k hyperpolarizacii a zniZeniu
uvolfiovania neurotransmitterov. CB receptory moézu navyse regulovat bunkové funkcie
prostrednictvom bunkovej expresie aktiviciou mitogénom aktivovanych proteinkinaz (MAPK)
a inhibiciou adenylatcyklazy (AC) a cyklickej AMP-proteinkinazy A (PKA). Upravené podl'a di
Marzo et al. (2015).
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3. Experimentalna cast’
3.1 Material a metody
3.1.1 Chemikalie

BioRad (USA): 5x prenosovy pufor - Blot® Turbo™
Carl Roth (Nemecko): tris(hydroxymetyl)aminometan (Tris) (C4H11NO3z)
Cell signaling (USA): primarna krali¢ia protilatka - B-tubulin (2146)

Lach-Ner (CR): dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4), etanol (C2HsO, p.a., 80%,
vIv), kyselina chlorovodikova (HCI), chlorid sodny (NaCl), chlorid draselny (KCI),
metanol (CH3OH, 99,8%, v/v), kyselina octova (C2HsO2, p.a., 99%, v/v), chlorid
vapenaty (CaClyz), hydroxid draselny (KOH)

Gibco (USA): trypsin-EDTA (0,25%, V/v)

Merck (USA): akrylamid/N,N metylenbisakrylamid (AA, 29:1, 40%, v/v), Signal

Boost ™ Immuno-reaction Enhancer Kit, pyruvat sodny (C3H3NaO3)

Penta (USA): izopropanol (CsHgO), formaldehyd (CH20, 36-38%, v/v), glukoza
(CsH120¢)

Roche (Nemecko): protedzovy inhibitor Complete™

Santa Cruz (USA): primarne krali¢ie protilatky - katalaza (sc-50508), hemoxygenaza-1
(sc-10789), sekundarna protilatka - IgG-chrenova peroxidaza (goat antirabbit 1gG-HRP,

sc-2004), reagent A a B k detekcii proteinov (Imunocruz)

Serva  (Nemecko): hovddzi sérovy albumin-frakcia (BSA), N,N,N’,N’-
tetrametyletyléndiamin (TEMED), Coomassie Brilliant blue G-250

Siad (Slovensko): oxid uhli¢ity (CO>)

Sigma-Aldrich (CR): dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Na;HPQ4.12H20),
dimetylsulfoxid (DMSO, 99%, v/v), fetalne hovddzie sérum (FBS), L-glutamin
(CsH10N203), etyléndiamintetraoctova kyselina (EDTA, 0,5 mol.l"?), Dulbecco's
modified Eagle médium (DMEM), zmes penicilinu (PNC 10 mg.mI™Y) so streptomycinom
(STR 100 U/ml), ditiotreitol (DTT), kyselina N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N’-2-
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etansulfonova (HEPES), peroxodisiran amonny (APS) ((NH4)2S20sg), Ponceau S, Triton
X-100, Tween® 20, trypanova modra (0,4%, v/v), glycerol (C3HgO3), reagent A a reagent
B (roztoky k stanoveniu proteinu metédou bicinchoninovou), kyselina bicinchoninova,
fluorid sodny (NaF), kyselina etylénglykol-di-(2-aminoethyléter)-tetraoctova (EGTA),
vanadi¢nan trisodny (NazVOas), glycerol fosfat (CsHoOeP), kyselina ferulova (C10H1004),
Ac-DEVD-AMC (N-Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-metylkumarin) (fluorogénny
substrat pre kaspazu-3), Ac-DEVD-CHO (N-Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-CHO),
merkaptoetanol (C2HeOS)

ThermoFisher (USA): PageRuler Prestained Protein Ladder

Studované latky

PharmaCan s.r.0. (CR): kanabichromen (CBC), kanabidiol (CBD), kanabigerol (CBG),
kanabinol (CBN)

Roztoky
Roztoky pre izolaciu, kultivaciu fibroblastov a HaCaT

10x koncentrovany fosfitovy pufor (10krdt PBS) (pH = 7,4): 1,37 mol.I" NaCl; 0,0268
mol.I"t KCI; 0,0896 mol.I* NazHPO4.12 H,0; 0,0147 mol.I"t KH2PO4. Pred pouzitim je

roztok 10krat riedeny deionizovanou vodou

Roztok pre transport koZe: PBS obsahujuci PNC (500 mg.ml?), STR (500 U/ml) a

amfotericin B (1,25 mg.ml™?)

Roztok pre kultiviciu koZe: DMEM a Ham's F12 Nutrient Mixture (1:3) obsahujiaci FBS
(10%, v/v), PNC (100 mg.ml?), STR (100 U/ml), amfotericin B (0,125 mg.ml?),
hydrokortizon (0,8 mg.ml?), adenin (24 pg.ml?), inzulin (0,12 U/ml), epidermalny
rastovy faktor (1 ng.ml?) a 3,3",5-trijod-L-tyronin (0,136 pg.ml™?)

Kultivacné médium: DMEM s FBS (10%, v/v), PNC (100 mg.mI?), STR (100 U/ml) (pre
NHDF a HaCaT)

Bezsérové médium: DMEM s PNC (100 mg.mlIt), STR (100 U/ml) (pre NHDF a HaCaT)

PBS s glukézou: PBS s glukézou (1 mg.ml™t)
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PBS s EDTA: EDTA (0,05%, m/v) v PBS
Roztok pre pocitanie buniek: 0,4% roztok trypanovej modrej

Zasobné roztoky kanabinoidov k testovaniu na bunkach: 0,156 — 20,1 mmol.I"t CBC,
CBD, CBN a CBG v DMSO

Roztoky pre stanovenie zivotnosti buniek pomocou neutralnej ¢ervene

0,1% roztok neutrdlnej ¢ervene: 0,1 g v 100 ml vody s 2 kvapkami 'adovej CH3COOH;
pred pouZzitim bol roztok nariedeny PBS s glukézou (3 diely 0,1% roztoku neutralne;j

¢ervene a 8 dielov roztoku PBS s gluk6zou)

Fixacény roztok: roztok formaldehydu (0,5%, v/v) aroztok CaCl, (1%, m/v) (2,5 ml
formaldehydu do 250 ml vody a 2,5 g CaClz do 250 ml vody; pred pouzitim roztok

zmieSat’ v pomere 1:1)

Extrakény roztok: roztok CH3COOH (1%, v/v) v metanole (5 ml CH3COOH v 500 ml

metanolu)

Roztoky pre stanovenie bielkovin metodou s kyselinou bicinchoninovou
Pracovny roztok: zmieSanie reagentu A a reagentu B v pomere 50:1

Reagent A: 1 g 4,4'-dikarboxy-2,2-bichinolin, dvojsodna sol’ (Na2BCA, kone¢na
koncentracia 26 mmol.I"), 2 g NaCO3.H,0 (koneéna koncentracia 0,16 mol.1"%), 160 mg
vinan sodny (kone¢na koncentracia 7 mmol.I"), 0,4 g NaOH (kone¢na koncentrécia 0,1
mol.I"t) 0,95 g NaHCOj3 (koneéné koncentracia 0,11 mol.I"), 100 ml H2O

Roztok B: 4 g CuSO4.5H,0 (kone¢na koncentracia 16 mmol.I"Y), 100 ml H20.

Roztoky pre stanovenie bielkovin podl’a Bradforda

Pracovny roztok: 0,01% (m/v), 100 mg Coomassie Brilliantova modra v 50 ml etanolu

(96%, v/v) a 100 ml H3PO4 (85%, v/v) doplnené do 1000 ml deionizovanou vodou
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Standardné roztoky hovidzieho sérového albuminu (BSA): koncentratné rozmedzie

roztokov pripravenych v PBS pufri: 0,0078 - 1 mg.ml™

Roztoky pre stanovenie aktivity kaspazy-3

Lyzacny roztok pre stanovenie kaspazy-3: 50 mmol.I"t HEPES, pH 7,4; Triton X-100
(0,5%, v/v), 1 tableta Complete, 5 mmol.I" DTT doplnit vodou do 50 ml

Reakény pufor pre kaspdzu-3: 20 mmol.I* HEPES, pH 7,1; 2 mmol.I* EDTA, 2 tablety
Complete, 5 mmol.I* DTT doplnit vodou do 100 ml

Zisobny roztok substrdtu kaspazy-3: 10 mmol.I"t Ac-DEVD-AMC v DMSO
Zisobny roztok inhibitoru kaspazy-3: 2 mmol.I't Ac-DEVD-CHO v DMSO

Reakéna zmes so substratom: 995 pnl reakéného pufru a 5 pl substratu (vysledna
koncentrécia substratu 50 pmol.I™%).
Reakéna zmes so substratom a inhibitorom: 995 pl reakéného pufru, 5 pl substratu

(vysledna koncentracia 50 umol.I™), 0,5 pl inhibitoru (vyslednd koncentracia 1 pmol.I™%).

Roztok pre stanovenie aktivity laktatdehydrogenazy: 50 mmol.I*! fosfatovy pufor pH
7,5 s 1,22 mmol.I"t pyruvatom sodnym (0,134 g pyruvatu sodného na 1 | pufru); 0,491
mmol.I'X NADH (0,326 mg na 1 ml pufru)

Roztoky pre SDS-PAGE a Western blot

Lyzacény roztok na bunky: 20 mmol.I* Tris, 5 mmol.I* EGTA, 150 mmol.I"* NaCl, 20
mmol.I"t glycerol fosfat, 1 mmol.1"t NaF, 1 mmol.I"t NasVOa, Triton X-100 (1%, v/v),
Tween-20 (0,1%, v/v), 1x Tableta Complete na 50 ml

Vzorkowy pufor: Tris (312,5 mmol.I), pH 6,8; SDS (10%, m/v), glycerol (50%, Vv/v),
DTT (0,5 mol.I'Y), bromfenolova modra (0,05%, m/v).
Migracny gél
12,5% SDS polyakrylamidovy gél: roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1 (40%, v/v)
deionizovana voda, migracny pufor, dodecylsulfat sodny (10%, m/v), APS (10%, m/v),
TEMED (0,15 %, v/v)
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Migraény pufor: Tris/HCI (1,5 mol.I™%), pH 8,8.

Tris buffered saline (TBS): Tris (0,1 mol.I™%), NaCl (0,154 mol.I"%), pH 7,5
TBS + Tween (TBS/T): Tween 20 (0,1%, v/v) v TBS

TBS/T/mlieko: Tween 20 (0,1%, v/v), susené¢ mlieko (5%, m/v) v TBS

TBS/T/BSA: Tween 20 (0,1%, v/v), BSA (5%, m/v) v TBS

Koncentracny gél

12,5% polyakrylamidovy gél: roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1 (40 %, v/v),
deionizovana voda, zaostrovaci pufor, dodecylsulfat sodny (10 %, m/v), APS (10 %,
m/v), TEMED (0,15 %, v/v)

Zaostrovaci pufor: Tris (0,5 mol.I'Y), pH 6,8

Prenosovy pufor: Tris (25 mmol.I™Y), glycin (192 mmol.I™1), metanol (20%, v/v), SDS
(0,1%, m/v), pH 8,3

TBS: Tris (0,1 mol.I"Y), NaCl (0,154 mol.I™Y), pH 7,5

TBS/T: Tween 20 (0,1%, v/v) v TBS

TBS/T/mlieko: Tween 20 (0,1%, v/v), susené mlieko (5%, m/v) v TBS
TBS/T/BSA: Tween 20 (0,1%, v/v), BSA (5%, m/v) v TBS

Vzorkovy pufor: Tris (0,312 mol.I"1), pH 6,8; SDS (10%, m/v), glycerol (50%, v/v), DTT

(0,5 mol.I"Y), bromfenolova modra (0,05%, m/v)
Farbiaci roztok: Ponceau S (0,1% m/v) v kyseline octovej (5%, v/v)

Stripovaci pufor: Tris (62,5 mmol.I"Y), SDS (2%, m/v), 2-merkaptoetanol (0,1 mol.I™?),
pH 6,8

Roztoky k detekcii proteinov: reagent A (Tris baza [2-amino-2-hydroxymetylpropan-
1,3-diol; C4H11NOs3]; luminol, kyselina p-kumarova), reagent B (H20.), fotograficka

vyvojka a ustalovac
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Roztoky k stanoveniu fotostability latok

Zisobny roztok fosfitového pufru: 100 mmol.I"! roztok fosfatového pufru pH 7,4

s metanolom (2:1) s celkovym objemom 250 ml

Roztoky kanabinoidov: 1 mmol.I* zasobny roztok CBC, CBD, CBG, CBN v DMSO;

koneéna koncentracia 20 pmol.1™? v zasobnom roztoku fosfatového pufru

Roztoky pre SPF
Standardny roztok kyseliny ferulovej: 50 pmol.I"? etanolicky roztok kyseliny ferulovej

Roztoky kanabinoidov: 50 pmol.l"! etanolicky roztok CBC a CBN

Laboratorne pristroje

Bio-Rad Laboratories (USA): Systém pre elektroforézu Mini-Protean® 3 Cell So
zdrojom PowerPac 200, PowerPac 3000 alebo PowerPac universal

Dr.Honle UV technology (Nemecko): UV lampa, UV meter
Eppendorf (Nemecko): centrifuga MiniSpin®

Eppendorf (Nemecko): termomixér Comfort
Gilson (USA): odsavacka Gilson Safe Aspiration Station

IKA® (Nemecko): elektromagnetickd mieSacka RH Basic KT/C
Memmert GmbH + Co. KG (Nemecko): ultrazvukova vodna kapel
Mettler Toledo (Svajéiarsko): vahy AX105 Delta Range

Olympus (Japonsko): mikroskop CK40

Shimadzu (Japonsko): UV-VIS spektrofotometer UV-2401PC

Tecan (Svajciarsko): fotometer Infinite M200 pro pre meranie absorbancie a
fluorescencie na 96-jamkovych doskach, hlbokomraziaci box VX 380, chladena

centrifuga Jouan BR4i, laminarny box Jouan MSC 9 Standard

Trigon Plus (CR): CO2 inkubator
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WTW (Nemecko): pH-metr inoLab pH Level 1 s elektrodou SenTix41

Ostatny material a vybavenie

Eppendorf (CR): plastové mikroskamavky, pipety a $picky

Biotech (CR): Kultivaéné flase, kultivaéné dosky a centrifugacné skiimavky
Biologix Research Company (USA): sterilné skrabky

Dispolab (CR): 96-jamkové dosky

Eastman Kodak (USA): fotograficky film Carestream Kodak BioMax light, fotograficka
vyvojka a ustalova¢ Kodak GBX

BioRad Laboratories (USA): polyvinilidenfluoridovdA membrana (PVDF) Immuno-
Blotrm (0,2 um)

Whatman (USA): filtraény papier Whatman
B. Braun (Nemecko): plastové injekéné striekacky
Millipore (USA): steriliza¢né filtre 0,22 um Millex®-GS

Biirkerova komorka, krycie sklicka, chladiace dosky, dezinfekény roztok, gaza, buni¢ina

a papierové servitky
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3.1.2 Metédy

3.1.2.1 Priprava biologického materialu

Ludské kozné fibroblasty

Kozné explantaty boli pripravené z koze dospelych zdravych darcov. Pouzitie koze
k experimentalnym ucelom bolo schvalené Etickou komisiou Fakultnej nemocnice
Olomouc a Lekarskej fakulty Univerzity Palackého v Olomouci a je v sulade s ¢eskou

legislativou. Vsetky pacientky podpisali pisomny informovany sthlas.

Bunkové linie HaCaT

Spontanne imortalizované linie Tudskych keratinocytov (HaCaT) =z histologicky
normalnej koze boli dodané firmou The European Collection of Authenticated Cell

Cultures (ECACC) Salisbury, Spojené kral'ovstvo.

Kultivacia Pudskych koZnych eplantatov

LCudské kozné explantaty boli pripravované z koze zdravych, dospelych darcov vo veku
18-60 rokov. Tato koza bola ziskavana s informovanym suhlasom pacientov
podstupujucich plastickll operaciu prsného alebo brusného tkaniva na Oddeleni plasticke;j
a estetickej chirurgie Fakultnej nemocnice Olomouc. Pouzitie kozného tkaniva bolo
schvalené Etickou komisiou Fakultnej nemocnice Olomouc a Lekarskou fakultou
Univerzity Palackého v Olomouci.

KoZné tkanivo bolo 3x oplachnuté v roztoku pre transport koZe a nastrihané na
priblizne rovnako velké Useky (1x1 cm). KoZné explantaty boli potom vlozené na 10 cm
Petriho misku apo niekol’kych minttach zaliate médiom pre kultivaciu koznych
explantatov tak, aby povrch koze zostal v kontakte so vzduchom. Kultivacia prebiehala
Vv inkubdtore pri teplote 37 °C, v atmosfére obsahujucej CO2 (5% v/v). Médium bolo

menené 2x tyzdenne.
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Kultivacia fibroblastov

Ludské dermalne fibroblasty (NHDF) boli ziskavané migraciou z koznych explantatov
na Petriho miskdch v médiu pre kultivaciu koznych explantitov. Po dosiahnuti
konfluencie boli kozné Stepy prenesené na nova misku. Bunky, ktoré vyputovali z
explantatu boli uvolnené zo dna Petriho misky trypsinizaciou a premiestnené do 75 cm?
kultivac¢nej flase. NHDF boli pestované v kultivatnom médiu pri teplote 37 °C
v atmosfére CO2 (5% v/v). Po dosiahnuti konfluencie boli bunky pasazované. Bunky boli
oplachnuté PBS a uvolnené pridanim 1 ml trypsinu, s ktorym boli 10 min. inkubované
Vv inkubdtore pri teplote 37 °C. Uvolnenie buniek zo dna kultivacnej flase bolo
kontrolované mikroskopicky. Pdsobenie trypsinu bolo zastavené pridavkom kultivaéného
média (10 ml). Suspenzia buniek bola nasledne centrifugovana pri 946 rcf, 7 min., 20
°C. Po centrifugacii boli bunky resuspendované Vv kultivaénom médiu a bud boli
nariedené a kultivované v novych kultiva¢nych flasiach, alebo spocitané a vysiate pre
experimenty na Petriho misky (priemer 9 cm) , 96-jamkové alebo 6-jamkové dosky. Pre

experimenty boli bunky pouzité z 2. - 4. pasaze.

Kultivacia HaCaT

Linia keratinocytov HaCaT bola zamrazena v tekutom dusiku a po rozmrazeni bola

2 y kultiva¢nom médiu. Po dosiahnuti

rychlo prenesena do kultivaénej flase 25 cm
konfluencie boli bunky 10 min. inkubované v PBS s EDTA, roztok bol vyliaty a bolo
aplikovanych 0,5 ml trypsinu. Po 10 min. inkubdcii v termostate pri 37 °C bolo p6sobenie
trypsinu kontrolované mikroskopicky a po uvolneni vSetkych buniek bolo pésobenie
trypsinu zastavené pridavkom kultiva¢ného média. Obsah fT'ase bol vyliaty a K zvy$nym
bunkam v kultiva¢nej fl'asi bolo pridané kultivaéné médium. To sa opakovalo minimalne
o6krat, aby doSlo k obnoveniu plnej funkcie buniek po zamrazeni. Potom boli uvol'nené
bunky prenesené do kultivatnej flase 75 cm? v kultivaénom médiu. Po dosiahnuti
konfluencie boli bunky 10 min. inkubované v PBS s EDTA, roztok byl vyliaty a bol
aplikovany 1 ml trypsinu. Po 10 min. inkubacii v termostate pri 37°C bolo pdsobenie
trypsinu kontrolované mikroskopicky, po uvolneni vSetkych buniek bolo posobenie
trypsinu zastavené pridavkom kultiva¢ného média. Bunky boli centrifugované pri 946 rcf
7 min., 20 °C. Nasledne boli resuspendované v 10 ml kultivacného média a spocitané k

vysevu pre experimenty.
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Priprava a pocitanie buniek pre experimenty

Trypanova modra je kyslé azofarbivo, ktoré sa vyuziva ako Specializované biologické
farbivo na urCenie pocCtu buniek aich viability. Pocitanie bunieck sa vykonava v
Biirkerovej komoérke pod mikroskopom so zvdcSenim 1000x. Biirkerova komorka
obsahuje 9 velkych $tvorcov kazdy s obsahom 1 mm?. Stvorce st rozdelené dvojitymi
¢iarami do 16 skupinovych §tvorcov a dvojité Ciary tvoria malé Stvorce s obsahom 0,0025
mm?. Hibka komérky je 0,1 mm. Bunky st poé¢itané v kazdom zo 4 velkych §tvorcov v
oboch ¢astiach komorky a na konci procedury je spocitany priemerny pocet buniek vo

Stvorci a vypocitana koncentracia buniek nasledovnym spdsobom:

cxv+*h

b - pocet buniek v 1 mm?

n - celkovy pocet napocitanych buniek
C - pocet Stvorcov v ktorych sa pocitalo
V - plocha pouzitého Stvorca

h - hibka komérky

Z - pouzité riedenie suspenzie (uvadza sa kol'kokrat bola suspenzia riedena trypanovou

modrou)

20 pl suspenzie buniek bolo zriedenych s 80 ul trypanovej modrej (1:4). 20 pl
tejto zmesi bolo nanesenych pod krycie sklicko v Biirkerovej komorke a bol spocitany
pocet buniek. NHDF boli vysiate s vyslednym poétom 0,5 x 10° buniek/cm?; v pripade
HaCaT bol vysledny pocet 1 x 10° buniek/cm?v objemoch 0,2 ml na jamku 96-jamkovej
dosky; 10 ml na Petriho misku (priemer 9 cm); 1,5 ml na 6-jamkové dosky (priemer 3,4
cm). Bunky boli po vysiati inkubované pri 37 °C v inkubatore a nasledujuci den vyuzité
k dalsim experimentom. K §tadiu fototoxickych a fotoprotektivnych vlastnosti boli

NHDF vysiate na kolagenované dosky.

46



3.1.2.2 Stanovenie cytotoxicity latok metodou neutralnej ¢ervene

Bunky vystavené pdsobeniu cytotoxickej zli¢eniny modzu reagovat’ roznymi spdsobmi.
V pripade silného toxického ucinku dochadza k nekrdze, pocas ktorej sa straca integrita
membrany alebo bunky nasleduju apoptozu, ¢i autofagiu. Test je zaloZzeny na schopnosti
zivotaschopnych buniek inkorporovat’ a viazat' supravitalne farbivo neutrdlnu Cerven.
Toto slabo kationové farbivo prenikd cez bunkové membrany neidonovou pasivnou
diftziou a koncentruje sa v lyzozomoch, kde sa viaze elektrostatickymi hydrofébnymi
viazbami na anionové alebo fosfatové skupiny lyzozomalneho matrix (Repetto et al.,
2008). Prijem neutralnej ¢ervene zavisi od bunkovej kapacity, ktora sa udrziava na Grovni
pH prostrednictvom produkcie ATP. Pri fyziologickom pH farbivo predstavuje celkovy
naboj blizky nule, ¢o mu umoziuje preniknut’ membranami bunky. Vo vnutri lyzozomov
je protonovy gradient na udrzanie hodnoty pH nizSej ako je hodnota cytoplazmy. Farbivo
sa tak nabija a udrziava sa vo vnutri lyzozémov. V pripade, zZe bunka umiera, dochadza k
znizeniu pH gradientu a farbivo sa tak nemodze udrzat. V dosledku toho je mnozstvo
zadrzaného farbiva iimerné poctu zivotaschopnych buniek (Filman et al., 1975). Okrem
toho mdze byt prijem neutrdlnej Cervene zivotaschopnymi bunkami modifikovany
zmenami v bunkovom povrchu alebo lyzozomalnych membranach (Repetto et al., 2008).
Je teda mozné rozliSovat' medzi zivotaschopnymi, poskodenymi alebo odumretymi
bunkami podla ich Specifickej kapacity na prijem farbiva (Borenfreund a Puerner,
1985). Integrita lyzozomov so sucasnym viazanim neutralnej ¢ervene je vysoko citlivym
indiké&torom zivotaschopnych buniek.

Na NHDF a HaCaT pripravenych na 96-jamkovych doskach bola testovana
toxicita kanabinoidov CBC, CBD, CBG a CBN. Bunky boli preinkubované s latkami
v koncentra¢nom rozsahu 0,78 — 100 ],Lmol.l'1 50,5 % DMSO (rozpustadlo, v ktorom boli
pripravené zasobné roztoky testovanych latok) v bezsérovom médiu (200 pl/jamku).
Sucasne boli bunky inkubované len v bezsérovom médiu s 0,5 % DMSO, tieto bunky
slizili ako kontrolné. Po 24 hod inkubacii buniek bola stanovena viabilita buniek
metddou neutralnej Cervene. 0,1 % roztok neutralnej Cervene naneseny na bunky (50
ul/jamku) po 1 hod inkubacii v inkubatore pri 37 °C bol vyliaty a bunky boli premyté
fixanym roztokom (100 pl/jamku). Nasledne bol roztok vyliaty, na bunky bol naneseny
extrakény roztok (100 pl/jamku), ¢im doslo k rozpusteniu farbiva. Intenzita sfarbenia bola
stanovena spektrofotometricky pri vinovej dizke 540 nm a bola vyhodnocovana hodnota

ICs0, tj. koncentracia, kedy dochéza k poklesu Zivotonosti buniek na 50 %. Tato hodnota
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sa najcastejsie pouziva k porovnaniu ucinku latok. Kazda koncentréicia testovanej latky
bola testovana v 6-tich opakovaniach a kazda latka bola testovana najmenej 3krat, teda
na 3 roznych NHDF od 3 r6znych darcov a u HaCaT boli bunky pouzité v réznych
pasazach. Z kazdého experimentu bol spocitany priemer asmerodajnd odchylka

z minimalne 3 opakovani a prevedeny na % kontroly podl'a vzorca:

. Ap
Cytotoxicita (%) = c 100

A, - absorbancia vzoriek

A - absorbancia kontroly

3.1.2.3 Stanovenie fototoxicity latok metodou neutralnej cervene
Fototoxicita alebo tieZ nazyvana fotoiritacia je chemicky vyvolané podrazdenie koze,
ktoré vyzaduje svetlo. Zahrnutad chemikalia vstupuje do pokozky lokalne, perordlne alebo
pomocou systémového obehu. Podmienkou chemikalie je, Ze musi byt fotoaktivna, ¢o
znamena, ze pri absorpcii svetla vytvara absorbovana energia molekuldrne zmeny, ktoré
st zodpovedné za toxicitu (Anderson et al., 1994).

Na NHDF a HaCaT pripravenych na 96-jamkovych doskach boli testované
potencialne fototoxické ucinky 4 kanabinoidov — CBN, CBC, CBG a CBD. Bunky boli
preinkubované s latkami v koncentra¢nom rozsahu 0,78 — 100 umol.l'l s 0,5 % DMSO
(rozpustadlo, v ktorom boli pripravené zasobné roztoky testovanych latok) v bezsérovom
médiu (200 pl/jamku). Sti¢asne boli bunky inkubované len v bezsérovom médiu s 0,5 %
DMSO atieto bunky sluzili ako kontrolné. Takymto spdsobom boli pripravené dve dosky.
Po 1 hod inkubécii s latkami bolo médium vyliate, bunky boli oplachnuté dvakrat PBS
a nasledne inkubované v PBS s glukézou (200 pl/jamku). Jedna doska bola oziarena
netoxickou davkou UV-A (NHDF boli oziarené davkou 5 J/lcm? a HaCaT davkou 7,5
Jlcm?) a druha doska bola uloZena v tme po dobu oZarovania. Doba oZiarenia zavisi na

intenzite Ziarenia (W/cm?) a bola vypoéitana podla vzorca:
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dévka (CJW) .1000

Doba oZiarenia (min.) = W
intenzita Ziarenia (CW) .60

Po oZiareni bolo na bunky nanesené bezsérové médium (200 pl/jamku) a po 24
hod inkubacii buniek bol sledovany vplyv na viabilitu, ktora bola hodnotena akumulaciou
NC. Roztok neutralnej &ervene (0,1 %) naneseny na bunky (50 pl/jamku) bol po 1 hod
inkubacii v inkubatore pri 37 °C vyliaty a bunky boli premyté fixacnym roztokom (100
ul/jamku). Nasledne bol roztok vyliaty a na bunky bol naneseny extrak¢ény roztok (100
ul/jamku), ¢im doSlo k rozpusteniu farbiva. Intenzita sfarbenia bola stanovena
spektrofotometricky pri vlnovej dizke 540 nm. Kazda koncentracia testovanej latky bola
testovana v 6-tich opakovaniach a kazda latka bola testovand najmenej 3krat, teda na 3
roznych NHDF od 3 r6znych darcov. U HaCaT boli bunky pouzité v réznych pasazach.
Z kazdého experimentu bol spocitany priemer a smerodajna odchylka z 3 opakovani a

prevedeny na % kontroly podla vzorca:

. Ap
Fototoxicita (%) = Tc .100

A, - absorbancia vzoriek

A - absorbancia kontroly

Zivotnost’ buniek bola vyhodnocovana hodnotou ICso a nasledne bol z tychto
hodnét vypocitany fotoiritacny faktor (PIF), ktory je pomerom ICso vzorky neoZiarenej
a vzorky oZiarenej davkou UV-A Ziarenia. Latka sa povazuje sa fototoxicku v pripade, Ze
jej hodnota PIF > 5. Hodnoty PIF <5 nepredpovedaju fototoxicky potencial latky (OECD,
2004).
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3.1.2.4 Stanovenie UV-A a UV-B fotoprotekcie latok metédou

neutralnej ervene
Fotoprotekcia je biochemickym procesom, ktory organizmom poméha vyrovnat sa
s molekularnym poskodenim spésobenym slnecnym ziarenim s vyuzitim prirodnych ¢i
syntetickych latok. Rastliny si vyvinuli celi radu fotoprotektivnych mechanizmov, ktoré
slizia k zabraneniu oxida¢nému stresu. Cudia, pripadne zvierata si taktiez vyvinuli r6zne
formy ochrany, ktoré tlmia negativny dopad UV Zziarenia na kozu, zabranuji poskodeniu
DNA a minimalizujt nasledky oxida¢ného stresu (Samorano a Reis, 2017).
Fotoprotektivne u¢inky CBN, CBC, CBG a CBD boli testované na NHDF
a HaCaT. Bunky boli preinkubované 1 hod s netoxickymi koncentraciami latok (0,78 —
6,25 umol.IY) v 0,5 % DMSO (rozpustadlo, v ktorom boli pripravené zasobné roztoky
testovanych latok) v bezsérovom médiu (200 pl/jamku). Sucasne boli inkubované len
V bezsérovom médiu s 0,5 % DMSO a tieto bunky sluzili ako kontrolné. Takto boli
pripravené dve 96-jamkové dosky. Potom bolo médium vyliate, bunky boli oplachnuté
dvakrat PBS a nasledne inkubované v PBS s glukézou (200 pl/jamku). Jedna doska bola
oziarena toxickou davkou UV-A (NHDF boli oZziarené davkou 7,5 J/cm?a HaCaT davkou
10 J/cm?) alebo davkou UV-B Ziarenia (150 mJ/cm? u oboch typov buniek). Druha doska
bola ulozena v tme po dobu oZarovania. Doba oZiarenia zavisi na intenzite Ziarenia

(W/cm?) a bola vypogitana podl’a vzorca:

davka (CJW) .1000

Doba oZiarenia (min.) = W
intenzita Ziarenia (W) .60

Po oziareni bolo z buniek odstranené PBS s glukézou, bolo aplikované bezséroveé
médium (200 pl/jamku) a dosky s bunkami boli umiestnené do inkubatora pri 37°C 24
hod. Nasledne bolo prevedené stanovenie Vviability buniek akumulaciou neutralnej
cervene. 0,1 % roztok neutralnej Cervene bol naneseny na bunky (50 pl/jamku) a po 1 hod
inkubacii v inkubatore pri 37 °C bol vyliaty a bunky boli premyté (100 pl/jamku)
fixatnym roztokom. Nasledne bol roztok vyliaty a na bunky bol nanesey (100 pl/jamku)
extrakény roztok, ¢im doslo k rozpusteniu farbiva. Intenzita sfarbenia bola stanovena

spektrofotometricky pri vinovej dizke 540 nm. Kazda koncentracia testovanej latky bola
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testovand v 6-tich opakovaniach a kazda latka bola testovand najmenej 3krat, teda na 3
roznych NHDF od 3 r6znych darcov a u HaCaT boli bunky pouzité v roznych pasazach.
Z kazdého experimentu bol spocitany priemer a smerodajna odchylka z 3 opakovani a
prevedeny na % kontroly. % protekcie bolo vypocitané podl'a vzorca:

As —Ac

Protekcia (%) = (1 - AT——AC

).100

3.1.2.5 UV-A fotoprotektivne ucinky kanabinoidov na aktivitu
vybranych enzymov v NHDF

Laktatdehydrogenaza (LDH) je cytozolarny enzym, ktorého aktivita v médiu sa zvySuje
pri posSkodeni cytoplazmatickej membrany. Stucasne je zvySenie LDH povazované za
marker nekrézy, kedy dochadza k uvolneniu cytozolarnych enzymov do média
(Artiukhova et al., 1996). Pokial’ nie je pokles viability sprevadzany uvolnenim LDH z
bunky, mdézeme hovorit, ze je aktivovania apoptéza. Kaspdzy si rozhodujicimi
mediatormi v programovanej bunkovej smrti — apoptoze. Spomedzi nich je kaspaza-3
(casp-3) casto aktivovanou proteazou, ktora katalyzuje Specifické Stiepenie mnohych
kIa¢ovych bunkovych proteinov (Lakhani et al., 2006).

Katalaza (Cat) a hemoxygenaza-1 (Ho-1) st antioxida¢né enzymy, ktoré st citlivé
na oxidaény stres, napr. UV Ziarenie (Dennery, 2001; Imlay, 2008). Ho-1 (34 kDa) je tzv.
stresom indukovany enzym, ktory je zndmy svojimi antiapoptickymi a antioxidacnymi
vlastnostami (Choi et al., 2004). Prvykrat bol rozpoznany ako hlavny stresovy protein
indukovatel'ny oxidantom v eukaryotickych bunkach, ked’ sa zistilo, ze UV-A silne
aktivuje expresiu tohto génu v kultivovanych l'udskych koznych fibroblastoch (Modak
a Tyrrell, 2001). Ho-1 katalyzuje degradaciu hemu na biliverdin a CO, ktoré su

povazované za molekuly s antioxida¢nymi vlastnostami:

Hem (Fe®*") + 3 O, + 9/2 NADPH + 7/2 H" — biliverdin + Fe?* + CO + 9/2 NADP* +
3H20

Cat (55 kDa) je tetramérnym antioxidaénym enzymom obsahujici hem
(hemoprotein), ktory sa vbunkdch vyskytuje predovSetkym v peroxizémoch
a mitochondriach (Bonekamp et al., 2009). Cat katalyzuje rozklad peroxidu vodika:
H>02 — H20 + %2 Oz (Kirkman a Gaetani, 2007).
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Na bunky boli asepticky nanesené 4 kanabinoidy — CBC, CBD, CBG a CBN
v dvoch koncentraciach 0,78 a 1,56 pmol.l? v bezsérovom médiu. Sucasne boli
inkubované len v bezsérovom médiu s 0,5 % DMSO a tieto bunky slazili ako kontrolné.
Po 1 hod. posobenia latok bolo médium odstranené, vzorky boli 2x premyté PBS
anasledne bolo aplikovanych 10 ml PBS s glukézou (1 mg.ml?) na Petriho misky/ 1,5
ml v pripade 6-jamkovych dosiek. Nasledne bola otestovana toxicka davka UV-A
ziarenia 7,5 J/lcm?, pricom paralelne boli spracovavané rovnakym sposobom bunky
kontrolné, ktoré neboli oziarené. Po oziareni bolo nanesenych 10 ml bezsérového média
na vSetky Petriho misky alebo 1,5 ml bezsérového média v pripade 6-jamkovych dosiek.
Po 4 hod inkubacii boli do plastovych Eppendorf skimaviek odobraté alikvoty média
sobjemom 1 ml ako z oziarenych tak aj z kontrolnych Petriho misiek/ 6-jamkovych
dosiek. Zvy$né médium bolo odsaté a vzorky boli 2x oplachnuté PBS. Pomocou plastove;j
Skrabky urcenej na bunkové kultury boli bunky uvolnené do PBS a bunkova suspenzia
bola prenesend do plastovych Eppendorf skimaviek, nasledne bol povrch oplachnuty
PBS a zvy$né bunky boli prenesené do skumavky. Vsetko sa vykonavalo za chladenia.
Bunky boli scentrifugované pri teplote 4 °C, 10400 rcf, 5 min. Supernatant bol
odstraneny a k sedimentu bolo pridanych 40 ul lyza¢ného roztoku na bunky (vzorky pre
western blot - Ho-1, Cat — P. misky 9 cm) alebo 50 pl lyza¢ného roztoku k stanoveniu
aktivity kaspazy-3 (bunky z 6-jamkovych dosiek). Vzorky boli uskladnené pri -80 °C

K naslednému spracovaniu.

3.1.2.6 Stanovenie aktivity laktatdehydrogenazy

Stanovenie aktivity LDH je spolahlivym testom k stanoveniu poSkodenia buniek ¢i
tkaniv. Poskytuje reprodukovatel'né informacie potencionalnej toxicite experimentalnych
zlucenin. Aktivita LDH sa stanovuje prostrednictvom enzymatickej reakcie, pri ktorej
dochadza k redukcii pyruvatu na laktat v pritomnosti NADH. Reakcia je reverzibilna,
takze je mozné sledovat’ aj oxidaciu laktatu za tvorby NADH (Stoddart, 2011).

Aktivita LDH bola stanovovana v médiu po experimente. K stanoveniu aktivity
enzymu bolo na 96 -jamkovi dosku nanesenych 50 alebo 100 pul média v dublete. Reakcia
bola odstartovana roztokom k stanoveniu aktivity LDH (150 pl/jamku). Zmena
absorbancie za minttu bola merana pri 340 nm na spektrofotometri pre 96-jamkové

dosky. Enzymaticka aktivita LDH (a) [mol.s™] bola vypo&itana podl'a vzorca:
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_ (Axriedenie)
T T Extx D

A - absorbancia
€ - mélovy absorpény koeficient pri vinovej dizke 1 [dm3.mol*.cm™]
t - Cas [s]

| - dizka drahy la¢a vo vzorke (hrabka kyvety) [cm]

3.1.2.7 Metody stanovenia proteinu

3.1.2.7.1 Stanovenie proteinu bicinchoninovou Kkyselinou
Stanovenie bielkovin pomocou bicinchoninovej kyseliny (BCA) sa radi medzi
najcitlivejSie metddy ku kvantifikacii celkového proteinu vo vzorke. Princip spociva
v redukcii Cu?* na Cu* v pritomnosti bielkovin v alkalickom roztoku (podobne ako u
Biuretovej reakcie) a naslednou chelataciou kyselinou bicinchoninovou vedie k vzniku
fialového komplexu. Za redukciu medi su zodpovedné najmé 4 aminokyselinové rezidua,
ato cystein, cystin, tyrozin a tryptofan pritomné v molekulach proteinov (Smith et al.,
1985). Farebny komplex je detekovany pri 562 nm.

Bunkovy lyzat bol nariedeny PBS 40krat. Boli pripravené proteinové Standardy
v koncentraénom rozmedzi od 0,0078 — 1 mg.ml™. Na 96-jamkovti dosku bol naneseny
nariedeny lyzat alebo Standard (10 pl). Reagent B a reagent A boli zmie$ané v pomere
1:50 a nasledne bolo napipetovanych 200 pl zmesi ku vzorkam (lyzat alebo Standard).
Mikrotitracna doska bola umiestnena na termoblok na dobu 30 min. pri 37 °C. Nésledne
bola zmerana absorbancia pri 562 nm. Z hodnét absorbancii Standardov bola pripravena

kalibracna krivka, ktora bola pouzitd k zisteniu koncentracie proteinu v lyzatoch.

3.1.2.7.2 Stanovenie proteinu Bradfordoveho metédou

Bradfordova metoda je rychly a presny spektroskopicky analyticky postup, ktory sa
vyuziva na meranie koncentracie proteinu v roztoku. Reakcia zavisi od zloZenia
aminokyselin meranych proteinov. Jedna sa o kolorimetricky proteinovy test vyuzivajuci

farbivo Coomassie Brilliant Blue G-250, ktoré existuje v 3 formach: anionova (modra),
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neutralna (zelend) a kationova (Cervena). Za kyslych podmienok sa ¢ervend forma farbiva
premieiia na modru, ktora sa viaze na testovany protein. V pripade, Ze sa na ziaden protein
neviaze zostava roztok hnedy (Bradford, 1976).

Roztok obsahujici protein (bunkovy lyzat) bol nariedeny 10x a naneseny (10
ul/jamku) na 96-jamkovej dosky spolu s Bradfordovym ¢inidlom (100 pl/jamku).
Stanovenie prebehlo spektrofotometricky pri 595 nm. Kvantifikacia bola vykonana
pomocou kalibra¢nej krivky z BSA Standardu. Z kalibracnej krivky zostrojenej pre

koncentracie 0,0078 — 1 mg.ml bola vypoéitana koncentracia proteinu.

3.1.2.8 Stanovenie aktivity kaspazy-3

Princip stanovenia kaspazy-3 (casp-3) je zaloZeny na Stiepeni Specifického fluorogenného
substratu Ac-DEVD-AMC, ktory je fluorescencne aktivny a emituje modré svetlo (A max
=400 nm). Aktivita casp-3 bola stanovena v lyzatoch NHDF. Lyzaty boli centrifugované
(10 400 rcf, 10 min., 4 °C), supernatant bol prepipetovany do novych plastovych kepov a
bol vyuzity k stanoveniu aktivity enzymov a stanoveniu bielkovin Bradfordovym
¢inidlom. Lyzat (4 pl/jamku) bol pipetovany na 96-jamkova dosku v dublete a nasledne
bola pipetovana reakénd zmes so substratom (80 pl/jamku) alebo reakénd zmes so
substratom a inhibitorom (80 pl/jamku). Po 60 min. inkubdcii pri 37 °C bola zmerana
fluorescencia pri excitacii 380 a emisii 450 nm. Pri vyhodnoteni sa odcitala intenzita
fluorescencie vzorky inkubovanej so substratom a inhibitorom od vzorky inkubovanej So

substratom. Rozdiel fluorescencie bol vztiahnuty ku koncentracii proteinu v lyzate.

3.1.2.9 SDS-PAGE elektroforéza

Elektroforéza v polyakrylamidovom géli v pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS) je
biochemickou metdodou, ktord sa vyuziva k separdcii proteinov na zaklade
elektroforetickej pohyblivosti. Zavisi predovietkym od molekularnej hmotnosti a dizky
polypeptidového ret'azca, ale aj od denaturacie a posttranslacnych modifikacii proteinu.
Princip spociva v naruseni sekundarnej a tercidrnej Struktiry proteinu prostrednictvom
SDS, ktory sa viaze na jeho povrch a pokryva ho negativnym nabojom, v dosledku ¢oho
polypeptidové ret'azce migrujii v polyakrylamidovom géli ku kladne nabitej anode na

zaklade roznej velkosti.
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Priprava gélov

Cisté sklo bolo prekryté krycim sklom a upevnené do plastového drziaku. K priprave 12,5
% (vlv) separaéného gélu bol do plastovych skimaviek napipetovany
akrylamid:bisakrylamid (29:1), separacny pufor, deionizovana voda, 10% SDS (m/v),
10% APS (m/v) a TEMED (Tab. 1). Obsah skimavky bol dokladne premieSany a
naneseny medzi skla. K zamedzeniu tvorby bubliniek bol separacny gél prevrstveny
izopropanolom. Po stuhnuti separa¢ného gélu bol izopropanol odstraneny premytim
deionizovanou vodou. Nésledne bol pripraveny koncentra¢ny gél napipetovanim
akrylamidu:bisakrylamidu (29:1), deionizovanej vody, 10 % SDS, 10 % APS a TEMED
(Tab. 1) do plastovej skimavky. Po dokladnom premie$ani na vortexe bol obsah naneseny
medzi skl s naslednym opatrnym vloZenim plastového hrebienka s prislusnym poétom

jamiek.

Tab. 1 Priprava SDS polyakrylamidového gélu. Uvedenie presnych objemov (ul) pre pripravu
dvoch 12,5 % gélov s hrabkou 1,5 mm.

12,5 % (v/v) separaény gél V [u] 12,5 % (v/v) koncentracny gél  V [ul]

akrylamid:bisakrylamid (29:1) 6250 akrylamid:bisakrylamid (29:1) 800
deionizovana voda 8550 deionizovana voda 5120
4 x separacny pufor 5000 4 x koncentrac¢ny pufor 2000
10 % SDS 200  10% SDS 80
10 % APS 200  10% APS 60
TEMED 20 TEMED 8
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Separacia proteinov

Bunkovy lyzat bol nariedeny vzorkovym pufrom v pomere 4:1 (40 ul vzorku a 10 pl
vzorkového pufru). Vzorky boli povarené v termobloku pri teplote 99 °C po dobu 5 min.
a nasledne vyuzité v SDS elektroforéze k stanoveniu jednotlivych proteinov.

Pripravené gély v plastovom drziaku boli umiestnené do elektroforetickej vane.
Nasledne bola vana naplnena migracnym pufrom, najskor v priestore medzi gélmi
Vv plastovych drziakoch apotom vo vonkajSom priestore zhruba do polovice. Po
odstraneni plastového hrebienka boli do jednotlivych jamiek nanesené presné objemy
vzorky tak, aby na jamku bolo nanesenych 0,03 mg proteinu a sucasne bol do jednej
jamky naneseny marker molekulovej hmotnosti. Po naneseni 10 vzoriek na gél bola vana
uzavreta krycim vekom a zapojena k zdroju konstantného pradu 0,03 A. Po migracii
vzoriek bol prad zvySeny na 0,06 A. Po doputovani bromfenolovej modrej k okraju gélu
bola elektroforéza ukoncend. Skla s gélmi boli vytiahnuté, pomocou plastovej Spachtle
uvolnené a gél bol premiesteny do 10x riedeného prenosového pufru. Blotovacia
polyvinylidenfluoridova (PVDF) membrana (6,5 x 8,5), ktora sluzi ako pevna matrica
k imobilizacii proteinovych bandov bola aktivovana ponorenim na 1 mintitu do metanolu,
premyta v deionizovanej vode po dobu 3 minut a nakoniec ponechana v prenosovom pufri

po dobu 30 min.

3.1.2.9.1 Western blotting

Western blot je citliva imunologicka metoda, ktora sluzi k detekcii elektroforeticky
separovanych proteinov. Princip je zalozeny na prenose komplexného proteinového
vzoru, ktory bol separovany pomocou gélovej elektroforézy na zaklade molekulovej
hmotnosti. Vysledok je potom preneseny na membranu produkujicu pas pre kazdy
protein. Membrana je inkubovana so znackovacimi protilatkami, ktoré su Specifické pre
pozadovany protein.

Western Blotting bol vykonany s pouzitim Trans Blot Turbo zariadenia. Do
blotovacej kazety boli sendvicovo umiestnené: blotovacia poduska, bavlnena bunicina,
PVDF membrana, gél, bavinena buni¢ina, blotovacia poduska a kazeta bola uzavreta. Po
vloZeni do pristroja bolo napétie nastavené na 25 V s prudom 1 A. Po skonceni Western
Blottingu (25 min.) bola membrana vytiahnuta z kazety, umiestnend do TBS/T
a premyvana 2x po 5 min. s naslednym vlozenim do farbiaceho roztoku po dobu 2 min.

Membrana bola potom nastrihand podl'a molekulovych hmotnosti proteinov, ktoré boli
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Studované. Fragmenty membrany boli umiestnené do metanolu na odfarbenie a 3x po 10
min. boli premyté v TBS/T. Membrany boli nasledne blokované po dobu 2 hod. v roztoku
TBS/T s odtu¢nenym mliekom. Po blokovani bola nanesend primdrna polyklonéalna
krali¢ia protilatka pripravena v TBS/T/BSA,; v pripade detekcie hemoxygenazy-1 (Ho-1)
bolo zvolené riedenie protilatky 1:400, u katalazy (Cat) 1:500 a u tubulinu 1:1000.
Primarna protilatka sa nechala posobit’ cez noc v chlade (4°C). Membrany boli opit’
premyté 3x 10 min. v TBS/T s naslednym nanesenim sekundarnej protilatky (1,5 hod)
pripravenej v TBS/T/BSA s riedenim 1:10 000. Pred detekciou proteinov boli membrany
znovu premyté 3x po 10 min. v TBS/T.

Detekcia separovanych proteinov

Na jednotlivé membrany bolo nanesené detekéné Cinidlo (2 min.) pripravené riedenim
roztokov k detekcii proteinov - reagentu A a reagentu B v pomere (1:1) v objeme 1,5 ml
na membranu. Po aplikécii sa jednotlivé membrany umiestnili do plastovej folie, ¢im
doslo k homogénnemu rozmiestneniu ¢inidla po celom povrchu membran a odstraneniu
bubliniek. Folie boli vlozené do detekénej kazety. Vo fotokomore bol na membrany vo
foliach prilozeny film, kazeta bola zatvorena. Po 10 s - 10 min. (podla detekovaného
proteinu) bol film pomocou pinzety opatrne preneseny do predom pripraveného roztoku
s vyvojkou, nasledne do nadoby s deionizovanou vodou, do roztoku ustalovaca
anakoniec bol film premyty v deionizovanou vodou. Po vysuSeni boli filmy
naskenované a vyhodnotené v programe ImageJ (Schneider et al., 2012). Jednotlivé
proteinové bandy boli kvantifikované. MnoZstvo prisluSného proteinu bolo vztiahnuté
k mnozstvu B-tubulinu (55 kDa), proteinovému $tandardu, ktory je vhodnou kontrolou

k normalizacii obsahu proteinov.

3.1.2.11 Testovanie fotostability latok
Stabilita latok moze byt negativne ovplyvnend svetlom, ale aj pritomnost'ou kysliku.
Preto je testovanie stability a fotostability latok a lie¢ivych pripravkov nevyhnutné
k zaisteniu bezpe¢ného pouzivania tychto latok v praxi.

Stabilita a fotostabilita bola Studovand u 4 kanabinoidov — CBC, CBG, CBD
a CBN v pritomnosti kyslika a bez pritomnosti kyslika v argénovej atmosfére. Zo
zasobného 1 mmol.1™ roztoku kanabinoidu v DMSO boli pripravené pracovné roztoky s

koncentraciou 20 pmol.I"t vo fosfatovom pufri pH 7,4 s metanolom (2:1). Pracovny
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roztok testovanej latky bol rozdeleny na 2 casti. Jedna ¢ast’ bola prebublana argénom (30
ml po dobu 15 min.), nasledne bola rozdelena do dvoch flia§ po cca 11 ml, ktoré boli
taktiez prebublané argéonom (cca 2 min.) a nadoby boli uzavreté (bez kyslika). Druha ¢ast’
roztoku bola rozdelena do dvoch plastovych flia§ po cca 11 ml, ktoré boli uzavreté (v
pritomnosti kyslika). Jedna flasa sroztokom prebublanym argénom al flasa
s normalnou atmosférou boli oZiarené ddvkou 20 J/cm? UV-A Ziarenia, pricom zvy$né
dve fl'ase boli ulozené v tme (neboli oziarené). V. momente po pripraveni roztoku, potom
hned’ po oziareni aVv ¢ase 2 hod, 4 hod, 6 hod a 24 hod po oziareni bolo UV-VIS
spektrometrickou analyzou merané spektrum vrozmedzi 220-400 nm. Meranie
jednotlivych vzoriek prebichalo v kremennej kyvete proti roztoku DMSO (1%)
pripravenom vo fosfatovom pufri pH 7,4 s metanolem (2:1) (eliminacia vplyvu

rozpustadla DMSO). Doba iarenia zodpovedajica 20 J/cm?bola vypocitana nasledovne:

davka (mfn—z).woo

Doba oZiarenia (min.) = W
intenzita Ziarenia (cm_z) .60

3.1.2.12 Spektrofotometrické stanovenie faktoru ochrany pred
slneCnym Ziarenim
Stanovenie faktoru ochrany (SPF) je in vitro metodou k odhadu ucinnosti opalovacich

pripravkov - sunscreenov pri posobeni slne¢ného ziarenia na ludsku kozu. SPF sa

stanovuje spektrofotometricky, meranim spektier alebo ozarovaim l'udskej pokozky a
meranim SPF in vivo. SPF je definovany ako energia UV, ktora je potrebna k tvorbe
minimalnej erytémovej davky (MED) na chranenej pokozke vydelend energiou UV

potrebnej k tvorbe MED na nechranenej pokozke (Wood a Murphy, 2000).

MED na pokoZke chranenej sunscreenom

SPF =
MED na pokozke nechranenej sunscreenom

Pre vypocet SPF in vitro bolo merané spektrum v rozmedzi vinovych dizok 290-

320 nm v roztokoch 2 kanabinoidov — CBC, CBN a standardu kyseliny ferulovej
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pripravenych v etanole s vyslednou koncentraciou 50 pmol.l. SPF bol vypocitany

z matematickej rovnice podl'a Sayre et al. (1979):

320
SPFspektrofotometricky =CFx 2 EE (DxI(DxA @)

290

EE - spektrum erytémového efektu (konStanta)
| - spektrum slnecnej intenzity (konsStanta)
A - absorbancia opal’ovacieho pripravku

CF - korek¢ny faktor (=10)

3.1.2.13 Statisticka analyza
Dita st vyjadrené ako priemer £ S.D. Statisticka vyznamnost bola stanovena pomocou
neparového Studentovho t-testu. Rozdiely boli povazované za Statisticky vyznamné pri

p<0,05.
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4.Vysledky

4.1Testovanie cytotoxicity latok
Toxicita 4 vybranych kanabinoidov — CBN, CBC, CBG a CBD bola testovana na NHDF
a HaCaT. Kanabinoidy boli pripravené v koncentracnom rozmedzi od 0,78 do 100
pmol.1? v bezsérovom médiu s 0,5 % DMSO. Pre kontrolné bunky bolo pouZité rovnaké
médium bez testovanych latok s 0,5 % DMSO. Viabilita buniek bola stanovena metdédou
neutralnej cervene po 24 hod. inkubécii. Hodnota ICsg bola vyhodnocovana na zaklade
spektrofotometrického stanovenia toxicity kanabinoidov, pricom jednotlivé hodnoty boli
spocitané v programe MS Excel a spracované graficky (Obr. 11). Na NHDF vykazovala
najvyssiu toxicitu latka CBC, ktorej 1Cso bolo stanovené na 4,73 + 0,54 umol.I'. U latok

cvve

testovani toxicity na HaCaT bola najvySSia toxicita zistend taktiez u latky CBC
s hodnotou 1Cso = 10,18 + 1,03 pumol.l™ . Zatial' ¢o latka CBG vykazovala najnizsiu
toxicitu, s hodnotou ICso stanovenou na 16,94 + 1,74 umol.I"t. Na zaklade tychto udajov
mozno povedat, Zze kanabinoidy vykazovali signifikantne vyssiu toxicitu na NHDF

v porovnani s HaCaT, a teda NHDF su viac citlivé k ich u¢inku nez HaCaT.

20 NHDF = HaCaT

*
* *
*
10
[ I
5 A I I
0 T T T
CBN CBC CBG CBD

Obr. 11 Toxicita kanabinoidov na NHDF a HaCaT vyjadrena ako ICsp. Data predstavujt
priemer z troch nezavislych merani. U NHDF boli pouzité bunky od 3 nezavislych darcov,
u HaCaT boli pouzité bunky v rdznej pasazi. * = $tatisticky signifikantne odlisné hodnoty ICsg
u HaCaT od NHDF. Testované na hladine vyznamnosti o < 0,05.

ICy, [nmol.l]
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4.2 Testovanie fototoxicity latok

Potencialne fototoxické ucinky boli testované u CBN, CBC, CBG a CBD na NHDF
a HaCaT, v rovnakych koncentracnych rozsahoch ako pri testovani cytotoxicity (kapitola
4.1). Bunky boli inkubované s testovanymi latkami 1 hod a potom boli vystavené
posobeniu netoxickej davky UV-A Ziarenia (NHDF = 5 J/cm?, HaCaT = 7,5 J/cm?)
a viabilita bola stanovena 24 hod po oziareni. Jednotlivé hodnoty ICsg boli spocitané
v programe MS Excel a ziskané hodnoty boli nasledne pouzité na vypocet fotoiritaéného
faktoru (PIF) (Tab. 2 a3). Oziarenie buniek netoxickou davkou UV-A neznizilo
zivotnost’ ¢i hodnotu ICso, o taktiez koreSponduje s hodnotou PIF, ktora je nizsia alebo

rovnd 1. U ziadnej z testovanych latok nebola preukazana fototoxicita.

Tab. 2 Fototoxicita kanabinoidov na NHDF vyjadrena ako ICso + smerodajna odchylka (SD) bez
a s aplikaciou netoxickej davky UV-A (5 J/cm?) a hodnotou fotoirataéného faktoru (PIF). Déta
predstavuju priemer z troch experimentov na bunkach od 3 r6znych darcov.

e el
CBN 14,64 +£ 1,24 18,74+ 1,24 0,78
CBC 20,75+ 1,98 20,61+ 1,55 1,01
CBG 21,23+2,05 24,10+ 2,25 0,88
CBD 12,97+ 1,01 19,18 + 1,47 0,68

Tab. 3 Fototoxicita kanabinoidov na HaCaT vyjadrena ako ICso + smerodajna odchylka (SD) bez
a s aplikdciou netoxickej davky UV-A (7,5 J/cm?) a hodnotou fotoirata¢ného faktoru (PIF). Déata
predstavuju priemer z troch nezavislych experimentov na bunkach z 3 r6znych pasazi.

- UV-A + UV-A

1Cso 1Cso PIF
CBN 12,07 +1,10 16,32 +£ 1,23 0,74
CBC 20,74 + 1,65 20,61+ 1,45 1,01
CBG 16,21+ 1,37 20,14+ 1,99 0,80
CBD 10,74+ 1,00 16,93+ 1,36 0,63
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4.3 Testovanie fotoprotektivnych ucinkov

Fotoprotektivne ucinky boli testované u CBN, CBC, CBG a CBD na NHDF a HaCaT.
K testovaniu boli zvolené netoxické koncentricie kanabinoidov 0,78 — 6,25 umol.I?
V bezsérovom médiu s 0,5 % DMSO. Pre kontrolné bunky bolo pouzité rovnaké médium
bez testovanych latok s 0,5 % DMSO. Po 1 hod preinkubacii s latkami boli bunky
oziarené toxickou davkou UV-A ¢i UV-B ziarenia. Po 24 hod bolo prevedené stanovenie
viability buniek metédou neutralnej ¢ervene. Fotoprotektivny Géinok bol vyjadreny ako
% protekcie. Z vysledkov testovania fotoprotektivnych G¢inkov vyssie zmienenych latok
na NHDF a HaCaT bol zostrojeny graf % protekcie v zavislosti na koncentracii latky

(umol.I) (Obr. 12 a 13).

4.3.1 UV-A fotoprotektivne uc¢inky

UV-A fotoprotektivny potencial latok bol hodnoteny u buniek oziarenych toxickou
davkou UV-A Ziarenia (NHDF boli oziarené davkou 7,5 J/cm? a HaCaT davkou 10 J/cm?)
a nasledne porovnavané s kontrolnymi neoziarenymi bunkami.

Najvyssi protektivny ucinok na NHDF mal z testovanych kanabinoidov CBD.
Maximalny u¢inok CBD (37,69 + 7,2 %) bol pozorovany pri koncentracii 1,563 pmol.I"
! snaslednym miernym poklesom pri vy$$ich koncentraciach. Pokles protektivneho
ucinku pri vys$sich koncentracidch je mozné sledovat’ aj u ostatnych kanabinoidov okrem
CBN, kde mozZzno pozorovat koncentracne zavisly narast protekcie. Najnizsi
fotoprotektivny charakter vykazoval CBN, pri koncentracii 0,781 umol.1"t bola protekcia
az 9x niz$ia (3,25 £ 1,20 %) nez u latky CBD (29,95 + 8,10 %). Podl'a protektivneho
ucinku mozno latky zoradit’ zostupne v poradi CBD > CBG > CBC > CBN (Obr. 12).
UV-A fotoprotektivne u¢inky kanabinoidov na HaCaT st zhrnuté na Obr. 13. Najvyssia
UV-A protekcia bola zaznamenana ulatky CBG pri  vSetkych testovanych
koncentraciach. NajvysSie % protekcie (29,52 £ 4,99 %) bolo zaznamenané pri
koncentrécii 6,25 pmol.I. NajniZsie % protekcie bolo preukazané u latky CBN podobne
ako na NHDF a to pri koncentracii 0,781 umol.I, ktorej hodnota bola stanovend na 2,02
+ 2,10 %. U vSetkych kanabinoidov je mozné sledovat’ koncentracne zavislu protekciu,

okrem CBC, kde sa protekcia u vSetkych testovanych koncentracii pohybuje okolo 15 %.
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Obr. 12 UV-A protektivne ucinky kanabinoidov na NHDF. Hodnoty st vyjadrené ako %
protekcie + smerodajna odchylka (SD). Data predstavuju priemer z troch nezavislych merani na
bunkach od troch réznych darcov.
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Obr. 13 UV-A protektivne G¢inky kanabinoidov na HaCaT. Hodnoty st vyjadrené ako %
protekcie + smerodajna odchylka (SD). Data predstavuju priemer z troch nezavislych merani na
bunkach v troch roznych paséazach.
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4.3.2 UV-B fotoprotektivne ucinky

UV-B fotoprotektivny potencial latok bol hodnoteny na NHDF a HaCaT oziarenych
toxickou davkou UV-B Ziarenia 150 mJ/cm?. Pri testovani UV-B fotoprotektivnych
ucinkov latok na NHDF vykazovali vsetky testované kanabinoidy protektivny G¢inok
(Obr. 14). Urovei ochrany klesala s koncentraciou, okrem CBC, kde bola maximalna
protekcia pri koncentracii 1,563 pmol.I* (30,38 = 11,10 %). Pri najnizSej koncentracii
latok 0,781 umol.I"! je poradie ochranného t¢inku latok zostupne CBD > CBN > CBC >
CBG (34,01 £4,60 % > 27,45 + 7,80 % > 26,63 + 6,70 % > 21,95 + 5,80 %). U latky
CBC pri koncentraciach 0,781 a 1,563 umol.I"! bola zaznamenan4 najvyssia ochrana vodi
UV-B Ziareniu.

UV-B fotoprotektivne u¢inky kanabinoidov na HaCaT (Obr. 15) klesali spolu so
vzrastajucou koncentraciou okrem CBD, kde bol najvyssi protektivny efekt zaznamenany
u druhej testovanej koncentrécie 1,56 pmol.It. U vSetkych testovanych koncentracii bolo
najvyssie % UV-B protekcie zaznamenané u latky CBG. Najvyssia hodnota protekcie
tejto latky bola stanovend na 35,25 + 4,50 % pri najnizSej pouzitej koncentracii 0,781
umol.I. Najniz§i fotoprotektivny Gi¢inok mala latka CBN pri koncentréaciach 1,563 - 6,25
umol.It. Pri najniZ8ej koncentracii latok 0,781 umol.I! je poradie ochranného tginku
latok CBG > CBC > CBN > CBD (35,25 +£4,50 % > 30,34 + 7,80 % > 12,52 + 5,60 % >
9,46 2,10 %).
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Obr. 14 UV-B protektivne u¢inky kanabinoidov na NHDF. Hodnoty su vyjadrené ako % protekcie
+ smerodajna odchylka (SD). Data predstavuj priemer z troch nezavislych merani na bunkach
od troch réznych darcov.
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Obr. 15 UV-B protektivne ucinky kanabinoidov na HaCaT. Hodnoty su vyjadrené ako %
protekcie + smerodajné odchylka (SD). Data predstavuju priemer z troch nezavislych merani
na bunkach v troch r6znych pasazach.

4.4 VVplyv kanabinoidov a UV-A Ziarenia na vybrané parametre

K zisteniu vplyvu kanabinoidov na vybrané parametre (laktatdehydrogenaza, katalaza,
hem-oxygenaza-1, kaspaza-3) na NHDF boli pouzit¢ len dve najnizSie testované
koncentracie, ktoré uvSetkych 4 kanabinoidov vykazovali najvy$Sie protektivne

vlastnosti vo¢i UV-A. Pri vysSich koncentraciach bol pozorovany pokles protekcie.

4.4.1 Toxicita kanabinoidov a UV-A

Laktatdehydrogenaza (LDH) je cytozolarny enzym. Povazuje sa za marker nekrozy, ku
ktorej dochadza pri poSkodeni cytoplazmatickej membrany a zvySeniu aktivity LDH
v médiu (Artiukhova et al., 1996). V pripade, Ze nedochadza k uvolneniu LDH z bunky
moézeme hovorit,, ze je aktivovana apoptoza. Kaspaza-3 (casp-3) sa povazuje za hlavny
marker programovanej bunkovej smrti — apoptozy (Lakhani et al., 2006). Pre aplikaciu
na bunky boli kanabinoidy pripravené v netoxickych koncentraciach od 0,78 — 1,56
pumol.It v bezsérovom médiu s 0,5 % rozpustadlom DMSO. Sucasne boli bunky
inkubované len v bezsérovom médiu s 0,5 % DMSO, ktoré slizili ako kontrolné. Po 1
hod preinkubécii boli bunky ozarované UV-A o davke 7,5 J/cm? Po 4 hodinovej
inkubdcii bola stanovena aktivita LDH v médiu.

Zo ziskanych vysledkov je zrejmé, ze zvolena ddvka UV-A Zziarenia nespdsobila
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V porovnani s kontrolnymi neoZziarenymi bunkami vyraznejSie poskodenie buniek
(vyplavenim LDH do média) (Obr. 16). Latka CBN nevykazovala toxicky efekt pri
ziadnej testovanej koncentrécii, u latky CBC bol zaznamenany mierny narast aktivity
LDH v médiu pri nizsej testovanej koncentracii. U CBD bol spozorovany narast aktivity
uvyssej testovanej koncentracie apri CBG nastal ndrast uoboch testovanych
koncentracii, avSak zvySenie aktivity LDH bolo vel'mi nizke, menej nez 30 % kontroly.
U niektorych kanabinoidov bola naopak hladina LDH v médiu niZ$ia nez u kontrolnych
buniek, ¢o sved¢i o ochrannom ucinku. Pésobenie UV-A neovplyvnilo mnozstvo LDH
v médiu u buniek, ktoré boli preinkubované s testovanymi kanabinoidmi, okrem CBG
(0,78 pumol.IY) a CBN (1,56 umol.It), kde bol zaznamenany nesignifikantny narast
aktivity LDH v médiu. Vysledky naznacuju, ze poskodenie buniek je minimalne a nie je

sprevadzané nekrotickymi zmenami.
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Obr. 16 Vplyv kanabinoidov v koncentracii 0,78 a 1,56 pmol.I"! na extraceluldrnu hladinu LDH
v neoziarenych a UV-A oziarenych NHDF. Bunky inkubované len v bezsérovom médiu s 0,5 %
DMSO sluzili ako kontrolné (K). Poskodenie membrany bolo sledované ako aktivita LDH
v médiu. Bunky boli oZiarené UV-A Ziarenim o davke 7,5 J/cm? Déta + smerodajna odchylka
(SD) predstavuju priemer zo Styroch nezavislych experimentov na 4 NHDF od odli§nych darcov.
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Bunkové lyzaty NHDF pre stanovenie casp-3 boli pripravené v rovnakych
experimentoch ako médium k stanoveniu hladiny LDH.

Zo ziskanych vysledkov je zrejmé, Ze vsetky testované kanabinoidy okrem CBD
zvySovali bazalnu hladinu casp-3. Toto zvySenie sa pohybovalo do 100 % kontroly, teda
dvojnasobna hodnota bazalnej hladiny (Obr. 17). UV-A Ziarenie zvySovalo hladinu casp-
3. CBD, ktory neovplyvnil bazalnu hladinu casp-3 bol schopny v oboch koncentraciach
signifikantne znizit’ G¢inok UV-A Ziarenia a mal teda antiapopticky efekt. Signifikantné
znizenie aktivacie casp-3 stimulovanej UV-A zaznamenali aj latky CBG (0,78 a 1,56
umol.I*) @ CBN (1,56 umol.I"t). U latky CBC v oboch testovanych koncentraciach nebol
pozorovany antiapopticky efekt, nedoslo teda k znizeniu aktivity casp-3 po posobeni UV-

A
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Obr. 17 Vplyv kanabinoidov v koncentracii 0,78 a 1,56 umol.I™ na bazalnu a UV-A stimulovant
na hladinu kaspazy-3 v NHDF. Bunky inkubované v bezsérovom médiu s 0,5 % DMSO sluzili
ako kontrolné (K). Hladina enzymu je vyjadrena ako relativna fluorescencia (RF) na mg proteinu.
Bunky boli oZiarené UV-A Ziarenim o davke 7,5 J/cm? Déta = smerodajnd odchylka (SD)
predstavuju priemer z dvoch nezavislych experimentov na NHDF od dvoch odlisnych darcov. *
= hodnoty, ktoré st Statisticky signifikantne odlisné od kontrolnych NHDF oZiarenych UV-A.
Testované na hladine vyznamnosti a < 0,05.
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4.4.2 Vplyv kanabinoidov a UV-A ziarenia na hladinu katalazy a
hemoxygenazy-1

V ramci experimentu bol stanoveny vplyv kanabinoidov a UV-A Ziarenia na hladinu
enzymu katalazy (Cat) a hemoxygenazy-1 (Ho-1). Oxida¢ny stres napr. UV Ziarenie
ovplyvnuje hladiny tychto enzymov (Dennery, 2001; Imlay, 2008).

NHDF fibroblasty boli inkubované 1 hod s testovanymi kanabinoidmi CBN,
CBC, CBG aCBD v koncentraciach 0,78 a 1,56 umol.I" a potom oZarované UV-A
ziarenim davkou 7,5 J/cm?. Stcasne boli NHDF inkubované s testovanymi latkami
a neoziarené, taktiez boli pripravené kontroly — neoziarené a UV-A oziarené NHDF
inkubované len v bezsérovom médiu s 0,5 % DMSO. Po 4 hod. inkubacii v bezsérovom
médiu boli bunky zlyzované, zmerané mnozstvo proteinu metédou s bicinchoninovou
kyselinou a prevedena elektroforéza s naslednym blotom a imunodetekciou. Z piatich
experimentov bola zvolena 1 reprezentativna ukazka z detekcie proteinov Cat, Ho-1 a 8-
tubulinu (Obr. 18 a 19) a v Tab. 4 st uvedené hodnoty z kvantifikacie ako priemer + S.D.
(z 5 experimentov), ktoré boli ziskané z programu ImageJ.

V NHDF, ktoré boli oSetrené kanabinoidmi bez UV-A bol v obsahu Cat vidiet’ len
mierny pokles v porovnani s kontrolou (Tab. 4). Samotné kanabinoidy mali teda
minimalny vplyv na hladinu Cat. UV-A Ziarenie zniZovalo mnoZstvo Cat v NHDF.
Vsetky kanabinoidy mierne znizovali znizenie hladiny Cat sposobené UV-A Ziarenim,
a teda nebranili toxickému u¢inku UV-A Ziarenia. Okrem latky CBG (0,78 umol.I™%), kde
mozno vidiet’ zniZenie toxického t¢inku UV-A Ziarenia a to miernym zvySenim obsahu
Cat (tab. 4). CBG teda mierne chranilo NHDF po pdsobeni UV-A Ziarenia.

Dvojica samotnych kanabinoidov CBN a CBD mierne zvySovala bazalny obsah
Ho-1. Pokial’ bol porovnavany ich efekt s prislusnou kontrolou (bez UV-A), najmé vyssia
koncentracia latok 1,56 pmol.l? zvySovala hladinu Ho-1. Naopak kanabinoidy CBC
a CBG zniZovali bazalnu hladinu Ho-1 oproti prislusnej kontrole, okrem vysSej
koncentracie latky CBC, kde dochadzalo k miernemu zvyseniu obsahu enzymu. Ziadna
z testovanych latok ale nezvysila hladinu Ho-1 ako samotné UV-A. UV-A 7ziarenie
zvySovalo hladinu Ho-1 v NHDF. Vsetky kanabinoidy znizovali UV-A stimulovanu
hladinu Ho-1 v NHDF, ¢o sved¢i o ich ochrannom tucinku pri vplyvoch oxida¢ného

stresu. U niektorych z nich bol pozorovany signifikantny u¢inok (Tab. 4).
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Obr. 18 Vplyv kanabinoidov na bazalnu a UV-A stimulovant hladinu Cat v NHDF. Obsah
proteinu bol vztiahnuty k B-tubulinu. Prezentovany je vybrany blot
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Obr. 19 Vplyv kanabinoidov na bazalnu a UV-A stimulovant hladinu Ho-1 v NHDF. Obsah

proteinu bol vztiahnuty k B-tubulinu. Prezentovany je vybrany blot
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Tab. 4 Vplyv kanabinoidov na bazalnu a UV-A stimulovanu hladinu katalazy a hemoxygenazy-
1 vNHDF. Data predstavuji hodnoty spriemerované z piatich nezavislych experimentov
vykonanych na NHDF od 5 r6znych darcov. Hodnoty boli kvantifikované vyuZzitim programu
Image J. * = relativne hodnoty, ktoré su Statisticky signifikantne odlisné od kontrolnych NHDF
oziarenych UV-A. Testované na hladine vyznamnosti a < 0,05.

latka katalaza/ hemoxygenaza-1/
(umol.I?) tubulin tubulin

- UV-A
CBD (0,78) 0,6991 + 0,3080 1,0315 £ 0,7866
CBD (1,56) 0,7568 + 0,2750 1,2318 £ 0,5659
CBN (0,78) 0,8006 + 0,3256 0,9753 +0,7324
CBN (1,56) 0,7971 £ 0,3503 1,0559 + 0,5365
kontrola 0,8488 + 10,3748 0,7923 + 0,3498

+ UV-A
CBD (0,78) 0,6034 + 0,2473 1,1002 + 0,5859
CBD (1,56) 0,6280 +0,2579 1,0111+0,5855 *
CBN (0,78) 0,5532+0,2134 1,1856 + 0,5451
CBN (1,56) 0,4561 +0,1330 1,1762 £ 0,4699
kontrola 0,6974 + 00,2986 1,4140 + 1,3581

- UV-A
CBC (0,78) 0,7261 +0,5099 0,9169 + 0,6281
CBC (1,56) 0,9504 + 0,5249 1,2229 +£0,7228
CBG (1,56) 1,0127 £ 0,4446 0,6899 +0,3001
CBG (1,56) 0,8871 +0,3350 0,7853 +0,5767
kontrola 1,0813 +0,4153 1,0549 £ 1,3875

+ UV-A
CBC (0,78) 0,5437 £ 0,2598 1,1800 + 0,6753 *
CBC (1,56) 0,5627 £+ 0,2429 1,3511 +£0,7892 *
CBG (0,78) 0,7691 £ 0,4210 1,3175 £ 0,4475 *
CBG (1,56) 0,5402 + 0,1963 1,2118 £0,3343 *
kontrola 0,6077 +0,5731 1,6250 + 1,2694
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4.5 Testovanie fotostability kanabinoidov

Pokial’ su latky pouzivané v kozmetickych, dermatologickych ¢i lieivych prostriedkoch,
je vel'mi dolezité zistit ich stabilitu a fotostabilitu. Stabilita a fotostabilita kanabinoidov
— CBG, CBN, CBC a CBD bola testovana vo fosfatovom pufri pri pH 7,4 s metanolom
(2:1) po posobeni UV-A Ziarenia (davka 20 J/cm?) v prostredi s a bez kysliku. UV
spektrum bolo merané v rozmedzi 220-400 nm Vv réznych casovych intervaloch (0, 2, 4,
6 a 24 hod).

Latka CBG ma vyrazné spektralne maximum, ktoré bolo namerané pri vinove;j
dizke 235 nm apri 273 nm sa nachadzalo menej intenzivne maximum. Vo vietkych
pripadoch bol zaznamenany pokles absorbancie pri 235 nm po 2 a 6 hod inkubécii, ale po
24 hod inkubécii bola namerana hodnota absorbancie blizka hodnote v ¢ase 0. Pokial’ bol
CBG ozarovany UV-A v bezkyslikvej atmosfére nebol pozorovany vplyv ziarenia na
CBG (Obr. 20 A,C). Pokial’ bol ozarovany v pritomnosti kysliku doslo k poklesu
absorbancie pri 235 nm okamzZite po oziareni a tdto hodnota bola zistena aj po 24 hod
(Obr. 20 B,D). CBG je v pritomnosti kysliku fotolabilny.

CBN ma vyrazné spektrdlne maximum pri 284 nm a 232 nm. Vo vsetkych
pripadoch bol zaznamenany vyraznejsi pokles absorbancie po 2, 4 a 6 hod pri vinovej
dizke 232 nm (Obr. 21). Hodnota absorbancie sa v§ak nemenila pri maxime 284 nm.
V Case 0 a 24 hod v atmosfére s kyslikom a bez kyslika bez UV-A bola namerana takmer
identicka hodnota absorbancie (Obr. 21 A,B). Vplyvom UV-A 7ziarenia dochadzalo
Vv kyslikovej atmosfére pri 232 nm k miernemu poklesu absorbancie hned’ po oziareni (0
hod), to v8ak nebolo pozorované pri 284 nm (Obr. 21 C,D). V pritomnosti kysliku doslo
po oziareni k miernemu poklesu v oboch maximach (Obr. 21 B, D).

Maximum spektra latky CBC bolo namerané pri 233 a 283 nm. Vo vSetkych
pripadoch dochadzalo k poklesu absorbancie po 2, 4 a 6 hod pri 233 nm (Obr. 22). Pokles
intenzity spektra po 24 hod nebol spozorovany iba u oziaren¢ho roztoku CBC
Vv kyslikovej atmosfére. Zmena bola vidite'na najmé pri maxime 283 nm, kedy bola latka
oziarena UV-A V prostredi s argonom, kedy dochadzalo k zniZeniu absorpcie v celom
meranom rozsahu vV porovnani so vzorkou neoziarenou a oziarenou V prostredi kyslika
(Obr. 22 C).

CBD absorboval v porovnani s ostatnymi testovanymi kanabinoidmi mene;j
V pouzitom rozsahu vinovych dizok. CBD ma vyrazné maximum pri 233 a 276 nm.

Rovnako ako pri predchadzajlicom merani bol zisteny pokles absorbancie pri vinovej
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dizke 233 nm vo vsetkych testovanych podmienkach po 2 a 6 hod inkubacii, ¢o nebolo
sprevadzané zmenami pri 276 nm. Po 24 hod bola namerand takmer identick4d hodnota
ako v ¢ase 0 a je teda mozné predpokladat’, Ze latka je stabilna. U CBD vsak bola zistena
nestabilita po posobeni UV-A ako Vv pritomnosti tak aj nepritomnosti kyslika. Zmena

Vv spektre bola zistena ihned’ po oZiareni a v Case sa neprehlbovala (Obr. 23 C,D).
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Obr. 20 Fotostabilita CBG. Roztok CBG (20 pumol.l?) vo fosfatovom pufri pri pH 7,4
s metanolom (2:1) bol ozarovany UV-A (20 J/cm?). Experiment bol vykonavany v kyslikovej aj
v argénovej atmosfére, aby sa eliminoval vplyv kyslika. Sucasne bol vykonavany paralelny
experiment bez oziarenia. Spektrum bolo merané v ¢asovych intervaloch 0, 2, 4, 6 a 24 hod. A)
testovana latka v prostredi s argonom bez vystavenia UV-A ziareniu. B) testovana latka
v kyslikovej atmosfére bez vystavenia UV-A ziareniu. C) testovana latka v prostredi s argénom a
oziarena UV-A. D) testovana latka v kyslikovej atmosfére a oziarena UV-A.
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Obr. 21 Fotostabilita CBN. Roztok CBN (20 umol.I) vo fosfatovom pufti pri pH 7,4 s metanolom
(2:1) bol ozarovany UV-A (20 J/cm?). Experiment bol vykonavany v kyslikovej aj v argonove;j
atmosfére, aby sa eliminoval vplyv kyslika. Sucasne bol vykondvany paralelny experiment bez
oziarenia. Spektrum bolo merané v Casovych intervaloch 0, 2, 4, 6 a 24 hod. A) testovana latka v
prostredi s argobnom bez vystavenia UV-A ziareniu. B) testovana latka v kyslikovej atmosfére
bez vystavenia UV-A Zziareniu. C) testovana latka v prostredi s argonom a oziarena UV-A. D)
testovana latka v kyslikovej atmosfére a oziarena UV-A.
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Obr. 22 Fotostabilita CBC. Roztok CBC (20 umol.I*) vo fosfatovom pufti pri pH 7,4 s metanolom
(2:1) bol ozarovany UV-A (20 J/cm?). Experiment bol vykonavany v kyslikovej aj v argénove;j
atmosfére, aby sa eliminoval vplyv kyslika. Sucasne bol vykondvany paralelny experiment bez
oziarenia. Spektrum bolo merané v ¢asovych intervaloch 0, 2, 4, 6 a 24 hod. A) testovana latka
Vv prostredi s argonom bez vystavenia UV-A ziareniu. B) testovana latka v kyslikovej atmosfére
bez vystavenia UV-A ziareniu. C) testovana latka v prostredi s argobnom a oziarena UV-A. D)
testovana latka v kyslikovej atmosfére a oziarena UV-A.
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Obr. 23 Fotostabilita CBD. Roztok CBD (20 umol.l!) vo fosfitovom pufri pri pH 7,4
s metanolom (2:1) bol ozarovany UV-A (20 J/cm?). Experiment bol vykonavany v kyslikovej aj
v argonovej atmosfére, aby sa eliminoval vplyv kyslika. Stcasne bol vykondvany paralelny
experiment bez oziarenia. Spektrum bolo merané v ¢asovych intervaloch 0, 2, 4, 6 a 24 hod. A)
testovana latka v prostredi s argonom bez vystavenia UV-A ziareniu. B) testovana latka
v kyslikovej atmosfére bez vystavenia UV-A Ziareniu. C) testovana latka v prostredi s argobnom
a oziarena UV-A. D) testovand latka v kyslikovej atmosfére a oziarena UV-A.
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4.6 Stanovenie faktoru ochrany pred slneénym Ziarenim

Pokial je latka pouzivana dermalne je mozné overit’ in vitro ¢i ma protektivne vlastnosti.
Slne¢ny ochranny faktor (SPF290-320) bol stanoveny u dvoch kanabinoidov — CBC a CBN.
Hodnota SPF bola spoéitana z hodnét absorbancie v rozmedzi vinovych dizok 290 — 320
nm etanolického roztoku kanabinoidu (50 pmol.I!) abola porovnavana s kyselinou
ferulovou (50 pmol.I"Y), ktora je povazovana za $tandard. Data predstavuju priemer
z dvoch nezavislych experimentov + smerodajna odchylka (S.D.). SPF pre Standard -
kyselinu ferulovli mal hodnotu 7,51 + 0,16. Hodnoty SPF stanoven¢ pre kanabinoidy boli
signifikantne nizsie a vypocitané na hodnotu 1,07 + 0,14 pre latku CBC a 1,74 + 0,11 pre
latku CBN. U latok CBD a CBG nebolo SPF stanovené vzhl'adom k tomu, Ze tieto latky

vo vysie uvedenej oblasti vinovych dizok neabsorbuju.
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5. Diskusia

LCudska koza je dennodenne vystavovana posobeniu slne¢ného ziarenia. V poslednej dobe
bol zaznamenany dramaticky narast expozicie UV Ziarenia nielem pobytom na sinku, ale
aj znizenim ozoénovej vrstvy a teda vécSej priestupnosti tejto vrstvy pre UV ziarenie,
najma UV-B oblast’ (~295 nm). Rovnako ako aj UV-B, tak aj UV-A Ziarenie (3315-400
nm) su zodpovedné za negativne ucinky (Hermann, 1987). Nadmerné expozicie su
sprevadzané tvorbou ROS, ktoré poskodzuju biomolekuly — proteiny, lipidy a DNA.
Nadprodukcia ROS je nasledne spojena s rozvojom oxida¢ného stresu v kozi, ato v
epidermalnej vrstve, ktorej najhojnej$imi bunkami st keratinocyty a melanocyty a vo
vrstve dermalnej, ktora je bohatd na fibroblasty a imunitné bunky. Okrem poSkodenia
makromolekul dochadza taktieZ k naruseniu extracelularnej matrix. ZniZuje sa syntéza
kolagénu, elastinu a aktivuju sa enzymy, ktoré ich Stiepia. Dochadza k nahromadeniu
rozstiepenych a poskodenych zloziek extraceluldrnej matrix, ¢o sa prejavi vo funkénych
a Strukturnych zmenach vedlcich k predCasnému starnutiu koZze. Vo vaZnejSich
pripadoch dochadza k vzniku koznych ochoreni alebo kozného karcindmu (Seebode et
al., 2016). Vplyvom oxida¢ného stresu dochadza taktiez k stimulacii mnohych
antioxida¢nych enzymov, ktoré eliminuju kyslikové radikaly, avSak expozicia UV-A
a UV-B Ziarenia zvySuje tvorbu ROS do takej miery, ktorad ¢asto prevySuje endogénnu
antioxida¢nt kapacitu I'udskej koze (Scharffetter-Kochanek et al., 1997).

Na zmiernenie tychto neziadicich G¢inkov sa vyuzivaja preparaty, ktoré obsahuja
prirodné latky. Vdaka svojim vlastnostiam (antioxidaénym, imunostimulacnym,
antiapoptickym a protizapalovym) mozu potlacit’ neziadiice u€inky slne¢ného Ziarenia
a spomalit’ pred¢asné starnutie koZe. PouZivajui sa nielen vyizolované Cisté latky, ale
taktiez ich zmesi alebo extrakty s vysokym obsahom antioxidantov a polyfenolov.

V ramci diplomovej prace boli skimané u¢inky kanabinoidov — sekundarnych
metabolitov rastliny konope siatej (Cannabis sativa). Konope obsahuje vyse 100
fytokanabinoidov (Aizpurua-Olaizola et al., 2016), ktoré sa nachadzaju v zl'azovych
trichomoch tejto rastliny. V tejto praci boli skimané ucinky Styroch kanabinoidov, a to
CBC, CBD, CBG aCBN ich toxicita, mozné fototoxické ¢i UV-A a UV-B
fotoprotektivne vlastnosti na 'udskych koznych bunkach.

Cytotoxické ucinky kanabinoidov boli testované v koncentracnom rozmedzi 0,78
— 100 pmol.™, a teda ich vplyv na viabilitu buniek — normalnych Pudskych dermalnych
fibroblastov (NHDF) alinii Tudskych koznych keratinocytov (HaCaT). Najvyssiu
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toxicitu vykazovala latka CBC na oboch typoch buniek s hodnotou ICsp Stanovenou na
4,73 £ 0,54 umol.I' u NHDF a 10,18 + 1,03 pmol.I"t pre HaCaT. V porovnani s latkami
CBD a CBN, kde bola zaznamenana najnizsia cytotoxicita na NHDF (ICso= 7,15 + 0,65
umoll?) aCBG (ICso = 16,94 + 1,74 pmol.l?) snajniz§ou toxicitou u HaCaT.
Z vysledkov je teda mozné usudit’, Ze latka CBC je najtoxickejsia. Cytotoxicky u€inok
kanabinoidov bol skimany aj v $tudii Petrosino et al. (2018), kde boli HaCaT osetrené
latkami CBD, CBC, CBG, tetrahydrokanabivarin (THCV) a kanabigerivarin (CBGV)
v koncentraciach 10 a 20 pmol.I* po dobu 6 hod. Po tejto dobe nebola spozorovana
ziadna toxicita, rovnako aj po oSetreni HaCaT latkou CBD po dobu 12 a 24 hod. Tieto
vysledky vSak neodpovedaju ndSmu pozorovaniu a rozdiel je mozné vysvetlit' tym, Ze
experimenty boli prevedené v sérovom médiu. Pritomnost’ séra v kultivatnom médiu
znizuje toxicitu Studovanych latok, pretoZze dochddza k znizeniu volnej koncentracie
testovanych latok. Studia Jasztrab et al. (2019) testuje cytotoxicitu latky CBD
v koncentraénom rozmedzi 0,1-100 pmoll! na Tudskych imortalizovanych
keratinocytoch (CDD 1102 KERTTY). Vysledky naznacili koncentraéne zavisly pokles
viability; pri koncentracii 10 umol.I* klesla viabilita na 75 %. V $tadii Wilkinson
a Williamson (2007) boli stanovené hodnoty ICsp jednotlivych kanabinoidov v 'udskych
HPV-16 E6/E7 transformovanych koznych keratinocytov. Pre CBD bola zistena ICso = 2
umol.I, CBN 2,1 pmol.I* a CBG 2,3 pmol.I". Nami zistené hodnoty ICso boli vyssie
(Obr. 11). Poradie hodndt ICsp vSak zodpoveda hodnotdm naSich merani. Sangiovanni et
al. (2019) vo svojej stadii skamal cytotoxicitu CBD a etanolického extraktu konope siatej
(CSE) na HaCaT a NHDF. Toxicita CBD nebola pozorovana pri koncentraciach 0,05 -
5 umol.I* uHaCaT a na NHDF v rozmedzi 1 - 2,5 umol.I*. U CBD bol na NHDF
pozorovany toxicky uéinok pri koncentrcii nad 2,5 pmol.l?. Vyssia toxicita bola
pozorovand na NHDF, ¢o odpoveda aj nasim vysledkom.

Aby mohli byt’ latky pouzite v dermatologickych preparatoch je nutné overit’ ¢i
su nefototoxické, to znamena, ze pri expozicii slne€nému ziareniu, hlavne UV-A zlozke,
nedochadza k zvyseniu ich toxicity. Pri testovani fototoxickych ti¢inkov kanabinoidov
nebol preukazany fototoxicky potencial u ziadnej z testovanych latok (Tab. 2 a 3).
Posobenim UV-A Ziarenia nedochadzalo k zniZeniu ICso Studovanych kanabinoidov a z
tohto pohl'adu sa latky javia ako bezpecné. Tieto vysledky st unikatne, pretoze doposial’
nebola fototoxicita Studovana.

Dalej bola testovana fotoprotekcia kanabinoidov na HaCaT a NHDF vo¢i UV-A

a UV-B ziareniu. K testovaniu boli zvolené netoxické koncentracie kanabinoidov (0,78 -
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6,25 umol.It). Najuc¢innejsimi kanabinoidmi s ochranou voé&i UV-A Ziareniu boli CBD
a CBG ako na NHDF, tak aj na HaCaT. U CBD bola pri koncentracii 1,56 pmol.I
spozorovana ochrana okolo 37,69 + 7.2 % a u latky CBG pri koncentracii 6,25 pmol.I™
bolo 29,52 + 4,99 % ochrany. Naopak nizky ochranny u¢inok zaznamenala latka CBN na
oboch typoch buniek. Pri testovani UV-B ochrannych u¢inkov na NHDF bol u CBD
najvys$si ochranny uéinok pri koncentracii 0,78 pmol.I (34,01 + 4,60 %) au CBC pri
koncentracii 1,56 umol.I'* 30,38 + 11,10 %. U HaCaT CBG Vv koncentracii 0,781 pmol.l°
! preukazala najvyssi UV-B fotoprotektivny potencial (35,25 + 4,50 %). Nizke ochranné
vlastnosti boli zaznamenané opét’ u latky CBN. Z naSich zisteni teda vyplyva, Ze najvyssi
vlastnosti. Jasztrab et al. z roku 2019 vo svojej studii skimal protektivne G¢inky latky
CBD (4 umol.I") na Pudskych dermdlnych fibroblastoch vystavenych davke UV-A
ziarenia (20 J/cm?) alebo UV-B Ziarenia (200 mJ/cm?). Bol zaznamenany ochranny
ucinok latky Specificky zniZzenim tvorby aldehyd-proteinovych aduktov az o 80% oproti
oziarenej kontrole.

Dal§im ciel'om diplomovej prace bolo stanovit’ ¢i su kanabinoidy schopné potla¢it’
apoptozu vyvolania UV-A ziarenim (Putisek a Situm, 2011) a ¢i samotné kanabinody
aktivuju apoptézu. Ako marker apoptozy bola zvolena kaspaza-3 (casp-3). Po overeni
spravnosti experimentalnych podmienok sme sa zamerali na meranie extracelularnej
hladiny enzymu laktatdehydrogenazy (LDH) ako marker nekrozy. Vplyvom oxida¢ného
stresu vyvolaného UV-A Ziarenim dochadza k naruseniu bunkove] membrany
a zvySenim jej permeability pocas procesu peroxidacie lipidov s ndslednym zvySenim
hladiny cytozolickej LDH (Ohia et al., 2005). Vplyvom UV-A Ziarenia nedochadzalo
K vyraznym zmenam hladiny LDH aje teda mozné ustdit, ze zvolend davka
neposkodzovala bunkovi membranu. Nase vysledky potvrdili, Ze nedoslo k poskodeniu
membrany a aktivacii nekrozy. Vysledky nasej prace nezaznamenali ani vplyv samotnych
kanabinoidov v koncentraciach 0,78 a 1,56 umol.I"? &i kanabinoidov v kombinacii s UV-
A na hladiny LDH. Vysledky ziskané merané LDH odpovedaju meraniu toxicity
a fototoxicity metédou akumuldcie neutralnej Cervene. Toto zistenie je v sulade SO
studiou z roku 2006, ktora skimala inhibi¢ny u¢inok kanabinoidov THC, CBD a CBG na
proliferaciu I'udskych keratinocytov testom LDH (Wilkinson a Williamson, 2007).

Kedze nebol preukazany toxicky ucinok kanabinoidov ani UV-A Ziarenia na
hladinu LDH zamerali sme sa na meranie casp-3. Povazuje sa za najdolezitejsi enzym

zapojeny v procese apoptdzy a jej uloha spociva v degradécii bunkovych komponent
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(Mcllwain et al., 2013). Vplyvom UV-A Ziarenia dochadzalo k narastu hladiny casp-3,
¢o koreluje s publikovanymi vysledkami na NHDF (Rajnochova Svobodova et al., 2018).
Rovnaky efekt na NHDF zaznamenal vo svojej $tadii aj Hwang et al. (2019). Samotné
kanabinoidy CBN, CBG a CBC Vv koncentraciach 0,78 a 1,56 umol.I"* zvy3ovali hladinu
casp-3 v NHDF oproti kontrole (do dvojnasobku hladiny kontroly). U latky CBD v oboch
testovanych koncentraciach nebol zaznamenany efekt hladiny casp-3 oproti kontrole.
Ziskané vysledky odpovedaju pozorovaniu na inom type buniek (sebocyty). V studii Olah
et al. (2016) bol skaimany vplyv kanabinoidov (CBC, CBG, CBDV, CBGV a THCV) na
viabilitu a mechanizmus bunkovej smrti — apoptozu a nekrozu. V nizkych koncentraciach
(<10 umol.I'Y) bol zaznamenany len minimalny G¢inok av§ak vo vys§ich davkach (>50
umol.I"Y) kanabinoidy indukovali apoptézu buniek s naslednou nekroézou. Testované
kanabinoidy znizovali taktiez lipogenézu a potlacili proliferaciu, ¢im vedci predpokladali
ich protizapalové G¢inky u akné. Vsetky kanabinoidy (okrem CBC) znizovali u¢inok UV-
A ziarenia na hladinu casp-3, mali teda antiapopticky efekt, co sved¢i o ich ochrannom
schopny potlacit’ apoptézu vyvolani UV-A Ziarenim.

Pretoze vybrané kanabinoidy vykazovali UV-A a UV-B protektivne vlastnosti,
zamerali sme sa na d’al§ie parametre, ktoré si ovplyvitované UV-A Ziarenim v NHDF a
to na enzymy katalazu (Cat) a hemoxygenazu-1 (Ho-1) (Dennery, 2001; Imlay, 2008).
V studii Rhie et al. z roku 2001 bol skiimany kombinovany vplyv UV-A a UV-B Ziarenia
na hladiny Cat vo vrstvach epidermis a dermis. Po 24 a 48 hod od expozicie UV ziarenia
bol zaznamenany pokles hladiny Cat. Pokles hladiny Cat v NHDF vplyvom UV-A
Ziarenia bol popisany aj v §tadii Liu et al. (2018). Tieto ucinky sme na Cat potvrdili.
Samotné testované kanabinoidy v koncentraciach 0,78 a 1,56 pmol.lI neovplyvnili
hladinu Cat aich G¢inok na UV-A znizenu hladinu enzymu bol minimalny. Mierny
ochranny efekt bolo moZzné spozorovat’ u latky CBG v nizsej testovanej koncentracii, kde
dochadzalo k potla¢eniu oxidacného stresu zvySenim hladiny Cat, ¢o mézeme prisadit’
potlaceniu oxidac¢ného stresu CBG. Protichodné vysledky publikovala v roku 2020
Jarocka-Karpowicz et al., ktori sledovali narast aktivity Cat po oziareni normalnych
T'udskych keratinocytov davkou UV-A (davkou 30 J/cm?) a naslednou normalizaciou
hladiny Cat CBD. Na zédklade tychto ale aj d’alSich pozorovani st kanabinoidom
pripisované antioxida¢né ucinky. Napriklad Hosseinzadeh et al. (2016) vo svojej studii
sktimal t¢inok CBD (0,3 nmol.I') na antioxida¢ny status v hipokampalnych bunkich

pocas chronickej fazy epilepsie na modeloch potkanov, ktory je sprevadzany poklesom
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aktivity Cat. CBD bol schopny aktivitu normalizovat’ a vyrazne dopomohol v oneskoreni
nastupu chronickej fazy ochorenia.

Ho-1 sa radi medzi antioxidacné enzymy, ktoré produkuju antioxidanty. Vplyvom
oxidatného stresu je expresia génov riadenych tymto elementom znaCne zvySena
aktivaciou transkripéného faktoru, napriklad Nrf 2 (Alam et al., 2004; Srisook et al.,
2005). Zhong et al. (2010) vo svojej §tadii potvrdzuje, ze UV-A Ziarenie (250 kJ.m) ako
induktor oxida¢ného stresu silne ovplyvituje Ho-1 v NHDF, kde po 6 a8 hod. od
expozicie dochddzalo k zvySeniu hladiny tohto enzymu. V diplomovej praci bol
potvrdeny stimula¢ny uc¢inok UV-A Ziarenia na Ho-1. Aj samotné kanabinoidy mierne
zvySovali hladinu Ho-1 okrem CBG, ktoré¢ hladinu tohto enzymu znizovalo. Vsetky 4
testované latky znizovali hladinu enzymu stimulovaného UV-A Ziarenim. M6Zno teda
usudit, ze latky aktivovali signdlnu drahu riadenti komplexom transkripéného faktora
Nrf2, doslo k aktivacii Ho-1 a znizeniu oxida¢ného stresu. V porovnani so Studiou
Schwartz et al. z roku 2018, kde bol na mysich modeloch zaznamenany koncentra¢ne
zavisly narast v expresii Ho-1 vplyvom CBD, a to najméa v koncentraciach 6 a 10 umol.I"
! po 24 hod inkubdécii. Ho-1 indukovana expresia bola sprevadzana inhibiciou proliferacie
sprostredkovanou rastovym faktorom. Predpoklada sa, ze antiproliferativne vlastnosti
tohto enzymu zvysené u¢inkom CBD mdzu byt sl'ubné pri liecbe kardiovaskularnych
ochoreni a rakoviny (Marx et al.,, 2011).

K tomu ¢i latky méZu byt vyuzivané v dermatologickych pripadne opal'ovacich
pripravkoch nestaci otestovat’ ich protektivne vlastnosti vo¢i UV Ziareniu, ale je rovnako
potrebné zistit’ ¢i nepodliehaji degradacii vplyvom hlavne UV-A Ziarenia a taktiez v
pritomnosti kyslika. V literatire vSak nie st informacie o stabilite ¢i fotostabilite
kanabinoidov. Jednym z cielov bolo preto testovanie stability a fotostability po UV-A
expozicii v ¢ase. Sticasne sme sa zamerali aj na vplyv kyslika na stabilitu a fotostabilitu
kanabinoidov, experimenty boli vykonané v atmosfére s kyslikom abez kyslika
(argonova atmosféra). U vSetkych latok boli v spektre namerané 2 maxima spektra a to
priblizne pri vinovych dizkach 230 a 280 nm. V ¢ase 0 a 24 hod boli takmer identické
spektra u vSetkych kanabinoidov ¢o naznacuje, Ze latky nepodliehajii degradacii ¢i
fotodegradacii. U latky CBD vSak doslo k vyraznym zmenam v spektre po oziareni, ¢o
naznacuje pravdepodobnu fotolabilitu. Tieto zmeny boli rovnaké ako v pritomnosti tak aj
V nepritomnosti kyslika. Toto zistenie bude nad’alej potvrdené detekciou moznych
produktov degradacie vo vzorkach, ktoré budt analyzované¢ HPLC-MS.

Aby sme vysvetlili ochranné u¢inky kanabinoidov vo¢i UV Zziareniu na koznych
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bunkach, pokusili sme sa zmerat’ ich faktor ochrany pred slne¢nym Ziarenim (SPF)
Vv rozmedzi vinovych diZzok 290-320 nm. Namerané spektra ukéazali, ze latky CBN a CBC
nebudit mat’ vysoky SPF v porovnani so spektrom kyseliny ferulovej. Pretoze CBG
a CBD prakticky neabsorbuju v meranej oblasti, nebolo u nich SPF stanovené. Pre latku
CBC bol SPF stanoveny na hodnotu 1,07 + 0,14 a pre latku CBN na hodnotu 1,74 + 0,11,
¢o je v porovnani s kyselinou ferulovou nizsia hodnota. Na zéklade tohoto zistenia
mobzeme povedat’, ze kanabinoidy chrania bunky pred pésobenim UV Ziarenia hlavne
inym mechanizmom nez je absorbcia svetla, ale ze pravdepodobne ovplyviiuja niektora
z ochrannych signalnych drah ako je Nrf2 (Alam et al., 2004; Srisook et al., 2005).
Ziskané vysledky diplomovej prace naznacuju, ze dané kanabinoidy by mohli byt
potencialnou sucastou dermatologickych pripravkov, a teda oddialit’ nechcené pred€asné
starnutie vyvolané UV-A, ale i UV-B zlozkou slne¢ného Ziarenia. Dalsi vyskum sa

zameria na pochopenie mechanizmu ochranného fotoprotektivneho u¢inku kanabinoidov.
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6. Zaver

V ramci tejto diplomovej prace bola skiimand moznost uplatnenia kanabinoidov
pouzivanych v dermatologii pre ich protizapalové vlastnosti aj vo fotoprotektivnych
preparatoch. Véc¢sina informacii je doposial’ o CBD, preto sa diplomové praca zamerala
aj na skamanie d’alSich kanabinoidov, a to CBN, CBG a CBC.

Bola skimana ich toxicita, fototoxicita, UV-A a UV-B fotoprotektivne vlastnosti
a taktiez ich (foto)stabilita. Kanabinoidy neboli fototoxické a v pomerne nizkych
koncentraciach mali UV-A a UV-B fotoprotektivne vlastnosti na l'udskych koznych
bunkach NHDF a HaCaT.

U kanabinoidov bol zaznamenany antioxida¢ny potencial, a to nepriamo
moduléciou hladin Cat a Ho-1. VSetky kanabinoidy zniZili UV-A stimulovant hladinu
antioxida¢ného enzymu Ho-1, ¢o pravdepodobne vysvetl'uje ich ochranny uéinok.
Samotné kanabinoidy a kanabinoidy v kombinacii s V-A mali len minimalny vplyv na
hladinu Cat.

Samotné kanabinoidy CBC, CBG a CBN mierne zvysili hladinu casp-3, ale na
druhu stranu boli okrem CBC schopné potlacit’ UV-A stimulovanu aktivéaciu casp-3, ¢o
dokazuje ich ochranny u¢inok.

Okrem CBD, vsetky kanabinoidy boli (foto)stabilné a stabilita nebola ovplyvnena
kyslikom. Vd’aka nizkym hodnotdm SPF moZno usudit, Ze ich ochranny Uc¢inok je
pravdepodobne spojeny s ich biologickou aktivitou, pretoze nepdsobia ako filtre.

Vysledky diplomovej prace doplnili znalosti 0 CBD a ukazali, ze je mozné ho
vyuzit' nielen v protizapalovych preparatoch, ale aj v pripravkoch s fotoprotektivnym
potencialom v celej skare UV ziarenia. Perspektivny sa tiez javi CBG, ktory ma
zrovnatelné vlastnosti ako CBD, naopak CBN ma nizky ochranny efekt.

Vysledky ziskané in vitro potvrdili, Ze testované kanabinoidy maju schopnost’
chranit’ I'udskt koZu pred nepriaznivymi t€¢inkami UV Ziarenia a oddialit’ tak predCasné

starnutie kozZe.
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