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POVZETEK

Zmotno je prepricanje, da zdrava porjavelost obstaja, saj gre pravzaprav za naravni
obrambni mehanizem koze kot odgovor na izpostavljenost UV sevanju. Prekomerno
izpostavljanje UV sevanju lahko privede do razvoja soncnih opeklin, fotostaranja ter
razli¢nih bolezni koZe. Vedno vecja osvescenost ljudi o Skodljivih u¢inkih UV Zarkov ter o
pomenu uporabe izdelkov za za$Cito pred soncem je botrovala k enormnemu razvoju
UV filtrov. Pomisleki o njihovi varnosti so vodili v Stevilne toksikoloske raziskave, ki so
poleg ekoloskega vprasanja postavile tudi polemike o endokrini aktivnosti in
citotoksi¢nosti teh spojin. Uc¢inki UV filtrov so sprozili tudi naso raziskavo, pri kateri smo
imunotoksikolosko okarakterizirali benzofenon-1, benzofenon-3, padimat O, oktil
metoksicinamat in oktil salicilat na humanih imunskih celicah THP-1. Z metodo MTS smo
preverili njihov vpliv na metabolno aktivnost celic, pri cemer se je kot najbolj citotoksi¢ni
izkazal benzofenon-1, ki je pri koncentraciji 500 uM po 72-urnem tretiranju zmanjsal delez
metabolno aktivnih celic kar do 95 %. Monocite THP-1 smo s 50 nM forbol miristat
acetatom diferencirali do vnetnih makrofagov, ki zaradi izraZzenih estrogenskih receptorjev
molekulam UV filtrov nudijo potencialno vezavno mesto. Makrofage smo aktivirali z
dodatkom lipopolisaharida ter po 24 urah dolocili spremembe v izloanju citokinov v
prisotnosti in odsotnosti necitotoksi¢nih 100 uM UV filtrov. Analiza citokinov, spro$¢enih
v celi¢ni supernatant tretiranih in netretiranih celic, je razkrila imunomodulatorno
delovanje UV filtrov, ti so namre¢ znatno povisali raven IL-6 in TNF-a ter s tem porusili

esencialno ravnoteZje med vnetnimi in protivnetnimi citokini.

Kljuéne besede UV filtri, celice THP-1, citotoksi¢nost, imunomodulacija,

imunostimulacija



SEZNAM OKRAJSAV

3-BC — 3-benziliden kafra (angl. 3-benzylidene camphor)

4-MBC — 4-metilbenziliden kafra (angl. 4-methylbenzylidene camphor)
BP — benzofenon (angl. benzophenone)

DMSO - dimetil sulfoksid

FBS — fetalni goveji serum (angl. fetal bovine serum)

HMS — homosalat

IFN — interferon

IL — interlevkin

IMC — izoamil metoksicinamat

LPS — lipopolisaharid

MCF-7 — celi¢na linija izolirana leta 1970 iz raka dojk 69-letne zenske

MTS — [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-

tetrazolijeva sol]

NF- kB — jedrni faktor k-lahko-verizni ojacevalec aktiviranih B-celic

(angl. Nuclear factor k-light-chain-enhancer of activated B cells)

OD-PABA — oktildimetil para-aminobenzojska kislina

(angl. octyldimethyl para-aminobenzoic acid)
OMC - oktil metoksicinamat
OS — oktil salicilat
PABA — para-aminobenzojska kislina (angl. para-aminobenzoic acid)
PBS - raztopina fosfatnega pufra (angl. phosphate buffered saline)

PE — fikoeritrin (angl. phycoerythrin)



PMA — forbol 12-miristat 13-acetat (angl. phorbol 12-myristate 13-acetate)
PMS — fenazin metosulfat (angl. phenazine methosulfate)

ROS - reaktivne kisikove zvrsti (angl. reactive oxygen species)

THP-1 — monaociti, ki izvirajo iz akutne monocitne levkemije

TLR — tollu podobni receptor (angl. toll-like receptor)

TNF — faktor tumorske nekroze (angl. tumor necrosis factor)



1UVvOD

Porjavelost je v zahodnem svetu $e vedno modna in predstavlja simbol lepote in zdravja.
Temu pa ni bilo vedno tako, saj so e v 18. stoletju porjavelost povezovali z nizjim slojem.
Delavci, predvsem kmetje, so bili med opravljanjem svojega dela izpostavljeni soncu ter
posledi¢no bolj zagorele polti od predstavnikov visjega sloja, pri katerih je bela koza
veljala za prefinjeno. Preobrat se je zgodil leta 1920, ko se je modna ikona Coco Chanel iz
dopustovanja na Azurni obali nehote vrnila z rjavo poltjo. V tistem ¢asu je veljala za
zenski idol, tako da se je kaj kmalu zatem zacel trend porjavele polti in Se danes je tako.

Sele v zadnjih desetletjih pa se opozarja tudi na negativne posledice son¢enja (1,2).

Porjavelost koze je naravni obrambni mehanizem koZe kot odgovor na izpostavljenost
ultravijolicnemu sevanju. Prekomerno soncenje pa lahko privede do razvoja sonc¢nih

opeklin, prezgodnjega staranja ter razli¢nih bolezni koze (3).

1.1 ULTRAVIJOLICNO SEVANJE

Ultravijoli¢cno (UV) sevanje je elektromagnetno valovanje z valovno dolzino od 100 do
400 nm, ki ga oddaja sonce. UV zarke delimo na UVA (320 - 400 nm), UVB
(280 -320 nm) in UVC (280 - 100 nm) zarke. Zaradi neprepustnosti ozonske plasti v
stratosferi UVC zarki zemeljske povrSine ne dosezejo, prav tako se v ozonski plasti
absorbira tudi del UVB zarkov. Med UV zarki, ki dosezejo zemljo je 95 - 99 % UVA
zarkov ter 1 - 5 % UVB Zzarkov (4).

UVA zarki imajo dalj$o valovno dolzino kot UVB Zarki, zato v kozo penetrirajo globlje,
do dermisa, medtem ko UVB zarki prodirajo le do bazalne plasti epidermisa. Slednji imajo
zaradi svoje kratkovalovne dolzine tudi vecjo energijo, ki povzro¢i neposredno poskodbo
bioloskih molekul. UVA sevanje povzro¢i takoj$njo porjavitev, ki traja nekaj dni, saj
oksidira le melanin, ki je v kozi Ze prisoten. UVB sevanje pa je odgovorno za dolgotrajno

porjavitev, in sicer tako, da stimulira melanogenezo v melanocitih (5).

Pretirano izpostavljanje UV sevanju pusti na kozi negativne posledice. Poleg son¢nih
opeklin, katerih glavni krivec je UVB sevanje, lahko pride tudi do prezgodnjega staranja
koze, t. i. fotostaranja, in imunosupresije, ki je posledica UVA sevanja. Oba tipa sevanj
lahko povzrocita razvoj razlicnih bolezni in bolezenskih stanj koze (melanom,

bazalnoceli¢ni rak, aktini¢ne keratoze, fotosenzibilnostne reakcije, itd.). Fotostarana koza



je posledica intrinzi¢nih in ekstrinzi¢nih dejavnikov, pri slednjih pa ima kar 95 % vpliv
UV sevanje (6).

1.2 NEGATIVNE POSLEDICE UV SEVANJA

1.2.1 SPREMEMBE NA NIVOJU TKIVAIN CELIC

V fotostarani kozi pravzaprav poteka kroni¢no vnetje, saj je poruSeno ravnotezje med
vnetnimi in protivnetnimi citokini, Stevilo Langerhansovih celic je zmanjSano, Stevilo
vnetnih pa povecano (4). Zato ima takSna koZza zmanjSano sposobnost imunskega
odgovora, pa tudi celjenje poskodb traja dlje casa. UVA sevanje torej deluje
imunosupresivno - zmanjSa oz. zavira delovanje imunskega sistema, hkrati pa v kozi

izzove vnetje, tako da se koza ne more primerno braniti (7).

Motena proliferacija keratinocitov povzro¢i nastanek epidermalnih hiperplazij in atrofij ter
povecanje debeline epidermisa. Poskodovan kolagen ne zmore veC opravljati svoje
funkcije, zato se zmanjsata tako tonus koze kot tudi debelina dermisa (7). Zaradi izgube
elasti¢nih in kolagenskih vlaken se razvijejo bolj drobne in globlje gube, koza pa ima
neravno, hrapavo povrsino (4). Povecana je tudi aktivnost matriksnih metaloproteaz, kar
vodi do $e vegje razgradnje kolagena. Studije fotostaranja so pokazale, da UVA sevanje v
fibroblastih sprozi mutacije, in sicer delecije v mitohondrijski DNA, ki igrajo pomembno
vlogo pri obstoju teh celic. Na ta nacin povzro¢i UVA sevanje zmanjSanje Stevila
fibroblastov, hkrati pa $e spodbuja delovanje kolagenaze, ki cepi kolagen v

medceli¢nini (8).

UVA sevanje lahko zaradi globine prodiranja poskoduje stene krvnih kapilar v dermisu in
tako spodbudi razvoj pajcevinastih ven in teleangiektazij. Tudi delovanje melanocitov je
moteno, kar se kaze v obliki hiper- ali hipopigmetacij. Poleg poskodovanih vlaken v
dermisu, ki postajajo vedno bolj trda, pa se =zmanjSa tudi koncentracija
glikozaminoglikanov, ki so odgovorni tako za vlaZenje kot tudi turgor koze. Pri tem koza
izgublja naravno moc¢ hidratiranosti in proznosti ter postaja vedno bolj toga. Fotostarana
koza je ze na pogled bolj suha (lat. Xerosis cutis) in zaradi odsotnosti leska daje vtis

»usnja« (7).
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1.2.2 SPREMEMBE NA MOLEKULSKEM NIVOJU

Pri interakciji fotona s kromoforom pride do nastanka radikalov, ki sprozijo oksidativni
stres, t.i. UV stres. UV sevanje na ta nacin povzro¢i poSkodbe komponent v kozi, tako
lipidov, kjer najpogosteje sprozi lipidno peroksidacijo, kot tudi molekul DNA ter

proteinov, na katere prav tako deluje oksidativno (8).

Pri molekulah DNA lahko UV sevanje inducira oksidacijo, fragmentacijo, spremeni
izrazanje genov ali celo povzro¢i mutacijo. Tipi¢na poskodba DNA, ki jo sprozi UVB
sevanje, je dimerizacija pirimidinov. UVA zarki pa po absorpciji povzro¢ijo nastanek
reaktivnih kisikovih zvrsti (angl. reactive oxygen species, ROS), ki neposredno oksidirajo
nukleinske baze. UV sevanje je sposobno inducirati specificne mutacije v onkogenih, tj.
timin - gvanin tranzicije v genu p53, ki lahko vodijo do nastanka melanoma. Na
membranskih lipidih UV sevanje najpogosteje povzro¢i lipidno peroksidacijo in sprozi
nastanek hidroperoksidov, aldehidov in epoksidov, ki so t. i. sekundarni mutageni in so za
celico lahko toksi¢ni. UV sevanje deluje oksidativno tudi na proteine, poleg tega pa
povzroc¢a njihovo fragmentacijo ter vpliva na delovanje encimov. Radikali in ROS, Ki

nastanejo kot posledica UV sevanja, pa sprozijo neposredno cepitev peptidne vezi (8).

1.3 KOZMETICNI IZDELKI ZA ZASCITO PRED SONCEM

Bistvenega pomena je torej osvescanje ljudi, da zdrava porjavelost ne obstaja, ter da Se
tako kratko izpostavljanje soncu na kozi pusti posledice. Zato je pomembno, da se pred
soncem znamo zaséititi. Idealni izdelki za zas¢ito pred soncem, zahvaljujo¢ UV filtrom,
nudijo Sirokospektralno zaséito pred negativnimi vplivi son¢nih zarkov (8). Ob pravilni
uporabi le-teh se lahko izognemo sonénim opeklinam, fotostaranju in

fotokarcinogenezi (9).

1.4 UV FILTRI

UV filtre najdemo predvsem v kozmeti¢nih izdelkih, so pa pogosto dodani tudi v zivilih,
embalazi, zdravilih, plastiki in tekstilu, kjer preprecujejo razgradnjo polimerov in
pigmentov pod vplivom UV svetlobe ter na ta nacin povecajo njihovo stabilnost. V Evropi
je za uporabo v kozmeti¢nih izdelkih dovoljenih 27 UV filtrov (Aneks VII, »Direktiva
sveta z dne 27. julija 1976 o priblizevanju zakonodaje drzav ¢lanic v zvezi s kozmeti¢nimi

izdelki (76/768/EGS) (UL L 262, 27.9.1976, str. 169)«). Od leta 1956, ko je bil na voljo
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prvi komercialni produkt za zaigito pred soncem Ambre Solaire™ (L'Oréal), se je razvoj teh

spojin enormno povecal (10).

Kljuénega pomena je Sirokospektralna zascita koze, ki pa jo je mo¢ doseci le z uporabo
kombinacije UV filtrov, ki $¢itijo tako pred UVA kot tudi pred UVB zarki (11). Glede na
mehanizem za$Cite delimo UV filtre na organske absorbente (kemijski UV filtri) ter
anorganske blokatorje (fizikalni UV filtri). Organski UV filtri se po absorpciji fotona
vzbudijo na vi§ji energijski nivo, presezek energije pa sprostijo v obliki toplote (derivati

kafre tudi v obliki izomerizacije). Anorganski pa $Citijo koZo tako, da UV zarke razprs§ijo

0z. sipajo (12).

Poleg sinteznih UV filtrov se na trgu pojavlja tudi vedno ve¢ naravnih, med katerimi so
ciklodekstrini in beta-karoten, vendar pa je njihova UV za$ita bistveno manjsa.
PomembnejSo vlogo igrajo rastlinski ekstrakti z antioksidativnimi ucinki kot sta npr.
ekstrakt aloe vere in tamarinda, ki inhibirata z UVB inducirano imunosupresijo in

zmanj$ata proizvodnjo protivnetnih citokinov v keratinocitih (8).

1.4.1 ANORGANSKI UV FILTRI

Najbolj prepoznavna predstavnika anorganskih UV filtrov sta titanov dioksid in cinkov
oksid. Spojini sta fotostabilni in nudita za$¢ito tako, da svetlobo odbijata oz. jo sipata. ZnO
nudi bolj$o zasc¢ito v UVA obmocju, medtem ko TiO; nudi zascito tako pred UVA kot pred
UVB zarki. Njuna slabost je, da na kozi puscata bele sledove zaradi delcev velikih med
200 - 500 nm, ki sipajo svetlobo tudi v vidnem delu spektra. Resitev te slabosti so
nanotehnolosko pridobljeni delci, ki zaradi manjSe velikosti delcev (20 - 50 nm) ne puscajo
belih sledi, temve¢ omogocajo transparenten nanos. Vendar pa se ob tem poraja vprasanje
UV zascite, saj odbijajo manj UV sevanja, prav tako pa zaradi svoje majhnosti
predstavljajo tveganje za sistemsko absorpcijo (4). Obcasno se v izdelke dodaja

zelezov(III) oksid, ki izbolj$a videz nanosa s svojim rjavim odtenkom (13).

1.4.2 ORGANSKI UV FILTRI

Benzofenoni

Najpogostejsi predstavniki te skupine so benzofenon-1 (2,4-dihidroksibenzofenon; BP-1),
benzofenon-2 (2,2',4,4'-tetrahidroksibenzofenon; BP-2) in benzofenon-3 (2-hidroksi-4-
metoksibenzofenon, oksibenzon; BP-3) (Slika 1). Benzofenone uvrs¢amo med aromatske

ketone, ki absorbirajo v obmo¢ju med 270 - 350 nm (9). Kozi nudijo odli¢no zascito pred
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UVA 7Zarki, vendar so zaradi fotolabilnosti pogosto podvrzeni oksidacijam, nastali produkti
pa lahko izzovejo fotosenzibilnostne reakcije. Dokazali so tudi njihovo absorpcijo v kozo

in prehajanje v sistemski krvni obtok (4).

OH O OH O OH OH O
HO ' | HO ' ' OH \O
benzofenon-1 benzofenon-2 benzofenon-3
(oksibenzon)

Slika 1. Kemijska struktura BP-1, BP-2 in BP-3.

Derivati dibenzoilmetana

Edini derivat dibenzoilmetana, ki se uporablja kot UV filter, je avobenzon
(butil metoksidibenzoilmetan) (Slika 2), znan tudi pod komercialnim imenom Eusolex®,
katerega patent je v lasti Merck-a. Avobenzon je Sirokospektralni UV filter z absorpcijskim
maksimumom pri 357 nm. Njegova slabost je fotolabilnost, saj se njegova UV zascita po
enourni izpostavljenosti UV sevanju zmanjsa za 50 - 60 %. Poleg tega se lahko absorbira v

sistemski krvni obtok in povzroca fotoalergijske reakcije (4).

O O
MeO l l

butil metoksidibenzoilmetan
(avobenzon)

Slika 2. Kemijska struktura avobenzona.

Derivati kafre

Najpogostejsi predstavniki so ekamsul (tereftaliden dikafra sulfonska kislina), 3-benziliden
kafra (3-BC) (Slika 3) in 4-metilbenziliden kafra (4-MBC) (Slika 3). Ekamsul je derivat
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kafre, ki uéinkovito §¢iti kozo pred celotnim UVA in UVB spektrom (290 - 400 nm) (14).
Odlicen UV filter, znan po svoji fotostabilnosti, je patentiran s strani L'Oréala (njegovo
komercialno ime je Mexoryl SX®) (15). Prepreuje UV inducirano pigmentacijo,
dimerizacijo pirimidinov in akumulacijo proteina p53 (4). Ne prodira v kozo in ni
fotoalergen, prav nasprotno - preprecuje namre¢ nastanek fotodermatoz (14). 3-BC in
4-MBC, ki sta u¢inkovita kot UVB filtra, sta za uporabo v kozmeti¢nih izdelkih dovoljena

le v Evropi. Oba prehajata v kozo, tudi v sistemski krvni obtok, ter povzrocata kontaktne

alergije (4).
= =
O @]
3-benziliden kafra 4-metilbenziliden kafra

Slika 3. Kemijska struktura 3-BC in 4-MBC.

Para-aminobenzojska kislina in njeni derivati

Najpogostejsi derivat para-aminobenzojske kisline (PABA) (Slika 4) je padimat O
(2-etilheksil dimetil para-aminobenzojska kislina, OD-PABA) (Slika 4). PABA velja za
najmoc¢nejsi UVB filter. Ima sposobnost vezave na Kkeratinocite, zato se z vodo ali
potenjem ne odstrani. Povzroc¢a kontaktne alergije in neZelena obarvanja koze, zato so ga
umaknili iz seznama dovoljenih UV filtrov. OD-PABA ima bolj lipofilen znacaj, na
aromatskem delu ima namre¢ pripeto Se stransko verigo, ki omejuje njegovo penetracijo v

kozo. Njegova UV zasCita je manj$a in ne povzroca obarvanja koze (4).

o 0]
ﬁ OH /©)k O/\i\/\
~
H,N 'T‘
PABA padimat O

Slika 4. Kemijska struktura PABA in OD-PABA.
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Cinamati

Najbolj znana predstavnika sta oktil metoksicinamat (etilheksil metoksicinamat, OMC) in
izopentenil-4-metoksicinamat (izoamil para-metoksicinamat, IMC) (Slika 5). Cinamati $e
vedno veljajo za najbolj priljubljene UVB filtre. So znani fotoalergeni, povzrocajo pa tudi
preobcutljivostne reakcije. OMC uspesno $¢iti DNA, tako da preprecuje dimerizacijo

pirimidinov (4).

i i /\)\
/@/\)J\O/\(\/\ wo
MeO MeO

etilheksil metoksicinamat izoamil p-metoksicinamat

Slika 5. Kemijska struktura etilheksil metoksicinamata in izoamil p-metoksicinamata.

Salicilati

Najpogosteje uporabljena salicilata sta oktil salicilat (2-etilheksil salicilat, OS) in
homosalat (HMS) (Slika 6). Salicilati so najsibkejsi predstavniki UVB filtrov z razponom
UV zasc¢ite med 295 - 315 nm. Njihova prednost je fotostabilnost, ki jo izkoris¢amo za
preprecitev fotorazgradnje nestabilnih UV filtrov v izdelkih. Kljub visokim koncentracijam

v kon¢nih izdelkih naj ne bi povzrocali preobcutljivostnih reakcij (4).

etilheksil salicilat

homosalat

Slika 6. Kemijska struktura etilheksil salicilata in homosalata.
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Derivati sulfonske kisline

Edini predstavnik te skupine je ensulizol (fenilbenzimidazol sulfonska kislina) (Slika 7), ki
je eden izmed redkih vodotopnih UVB filtrov in se zaradi hidrofilnega znacaja pogosto

uporablja v lahkih emulzijah za zas¢ito obraza pred UV zarki (4).

\>_< )
HO5S” : N

H

ensulizol

Slika 7. Kemijska struktura ensulizola.

Oktokrilen

Je sibek UVB absorbent (Slika 8), ki izboljsa fotostabilnost drugih UV filtrov (4). Njegova
slabost je prodiranje v kozo in fotosenzibilizacija le-te. Povzro¢a nastanek radikalov, ki
poskodujejo DNA in spodbudijo nastanek melanoma. V omejenem obsegu prehaja v
sistemski krvni obtok (16).

oktokrilen

Slika 8. Kemijska struktura oktokrilena.

1.5 TOKSIKOLOGIJA UV FILTROV

Vedno vecja osvescenost ljudi o Skodljivih u€inkih soncenja je privedla do vecje uporabe
izdelkov za zaS¢ito pred soncem. Trzne raziskave so pokazale, da se prodaja teh izdelkov
iz leta v leto povecuje. Ocenjuje se, da se na svetovnem trgu letno proizvede okoli 10.000

ton UV filtrov, njihova uporaba pa bo zaradi priporocil zdravstvenih organov verjetno
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samo Se narascala. Ob tem so se pojavili pomisleki o varnosti teh sredstev, zato je
pomembno, da se preu¢i njihov potencialen toksikoloski vpliv na ljudi, zivali in

okolje (10).

1.5.1 VPLIV NA OKOLJE IN VODNE ORGANIZME

S kopanjem, plavanjem, tusiranjem in ostalimi oblikami vodne rekreacije se UV filtri
spirajo s koze ter tako prehajajo v okolje. V zadnjem c¢asu se zato poraja ckoloSko
vpraSanje o toksi¢nosti teh kemikalij. Tako anorganski kot organski UV filtri predstavljajo
razvijajoo se skupino onesnazevalcev okolja s potencialno nevarnimi ucinki na
ekosisteme. Zaradi visoke lipofilnosti in slabe biorazgradljivosti se akumulirajo v re¢nih

sedimentih in organizmih (12).

Narejene so bile Studije, v katerih so naredili pregled vodnih organizmov v razli¢nih
vodnih habitatih (reke, jezera, morja). Z visoko selektivnimi in obcutljivimi analiznimi
metodami so uspeli dolociti koncentracije nekaterih predstavnikov UV filtrov v skoljkah in
ribah. Celokupne koncentracije teh lipofilnih spojin so znasale celo do 7,1 ug/g mascobe v
Skoljkah ter do 3,1 pg/g mascobe v ribah (12). In vivo eksperimenti na ribah opozarjajo na
akutno in kroni¢no toksi¢nost UV filtrov. BP-3, 4-MBC in 3-BC imajo mo¢no estrogeno
delovanje ter mote¢ vpliv na androgene. Pri vodnih bolhah (lat. Daphnia magna) sta 3-BC
in BP-3 izkazala skodljive u¢inke na reprodukcijo, BP-3 pa je pri ribah ¢rnoglavih pisancih
(lat. Pimephales promelas) povzro¢il izgubo sekundarnih spolnih znakov ter zaviranje
spermatogeneze (17). UV filtri imajo velik vpliv tudi na ekosisteme koralnih grebenov v

tropskih morjih, saj zavirajo rast alg in povzrocajo posledi¢no beljenje koral (12).

Zaenkrat je sicer na voljo Se premalo podatkov, ki bi omogocali razumevanje globalne
porazdelitve UV filtrov in njihovih metabolitov ter njihovih ucinkov na ekosisteme.
Njihova toksi¢nost je trenutno opredeljena za nizko, vendar pa dolgoro¢no predstavljajo

potencialno tveganje (12).

1.5.2 VPLIV NA ENDOGENO SINTEZO VITAMINA D

UV filtri predstavljajo dilemo o endogeni sintezi vitamina D, ki poteka pod vplivom UVB
zarkov (9). Narejene so bile namre¢ Studije, ki povezujejo pomanjkanje vitamina D z
nastankom rakavih obolenj (18). PABA inhibira sintezo vitamina D tako in vivo kot
in vitro. Teoreti¢no bi pravilna uporaba izdelkov za zas¢ito pred soncem morala zmanjsati

raven vitamina D, vendar pa so Stevilne Studije pokazale, da se izdelke za zaSCito pred
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soncem le redko uporablja v pravih odmerkih, tako da v realnosti to skorajda ni
mogoce (9). Marks in sodelavci so dokazali, da so imeli uporabniki izdelkov za zascito
pred soncem enako raven vitamina D kot kontrolna skupina, ki tega ni pocela. S tem so
ovrgli vse ocitke, ki so postavljali vprasanje o tveganju hipovitaminoze D, saj lahko

vitamin D vnesemo tudi peroralno (18).

1.5.3 CITOTOKSICNOST IN GENOTOKSICNOST

UV svetloba lahko sprozi fotokatalizo TiO, in ZnO, pri ¢emer nastanejo radikali in ROS
(hidroksilni radikal, vodikov peroksid), ki imajo citotoksicno in genotoksi¢no
delovanje (13). In vitro Studija na celicah misjega limfoma in pljuénih celicah hrcka je

dokazala mutageno delovanje nanodelcev TiO, pod vplivom UV sevanja (9).

Fotolabilni organski UV filtri lahko izzovejo nastanek radikalov in ROS, ki poskodujejo
DNA ter povzrocajo mutacije. Raziskava o citotoksi¢nosti in genotoksi¢nosti avobenzona
je pokazala, da le-ta postane pod vplivom UV sevanja mocno reaktiven in lahko sprozi
nastajanje singletnega kisika (19). PABA inducira nastanek ROS, ki oksidativno
poskodujejo DNA, povzro¢i pa tudi dimerizacijo timinov, kar lahko privede do

apoptoze (20).

1.5.4 SISTEMSKA IN DERMALNA ABSORPCIJA

Vodoodporni izdelki zaradi veéje lipofilnosti predstavljajo potencialno nevarnost za
dermalno in sistemsko absorpcijo ter akumuliranje v podkozju (21). Dermalno absorbirani
UV filtri imajo lahko stevilne neZelene ucinke. Benzofenoni, derivati kafre, cinamati in
salicilati zaradi relativno nizke molekulske mase in lipofilne narave prodirajo v kozo (20).
Kopicenje le-teh lahko sprozi fotosenzibilnostno reakcijo ali kontaktno preobcutljivost (8).
Tako denimo BP-3 povzroca nastanck ROS ter oksidacijo linolenske kisline, ki igra
pomembno vlogo pri fotosenzibilnostnih reakcijah (22). Sposobnost tvorbe radikalov imata
tudi znan fotoalergen oktokrilen ter OMC, ki so ga odkrili v plazmi in urinu tudi po stirih

dneh od topikalnega nanosa (20).

Znano je, da sta topikalno nanesena BP-1 in BP-3 prisotna v ¢loveskem urinu tudi do 48 ur
po nanosu (8). Metabolite PABA pa so dolo¢ili v urinu $e celo po 8 dneh od nanosa na
kozo. Te analize opominjajo na pocasno presnovo teh substanc (12). Analize materinega

mleka pa so pokazale, da 78,8 % zensk med nosecnostjo uporablja kozmeti¢ne izdelke, Ki
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vsebujejo UV filtre. VV 76,5 % teh primerov so jih v vzorcih materinega mleka tudi odkrili.

V vzorcih sta se najpogosteje pojavljala OMC in BP-3 (23).

Studije o sistemski in dermalni absorpciji nanodelcev TiO2 so si zelo nasprotujode.
Nekatere trdijo, da ti netopni delci ne prodirajo v kozo in ne predstavljajo potencialnega
tveganja za sistemsko toksi¢nost. Prav tako naj bi intravensko prisotni nanodelci TiO;
predstavljali nizko toksi¢nost (24). Medtem ko drugi trdijo, da nanodelci TiO; prodirajo v
koZo pri oslabljeni barierni funkciji koze in pri poskodovanem stratum corneumu (25),
denimo pri stanju koze kot je atopijski dermatitis (26). Preucevanja nanodelcev ZnO so
pokazala, da tvorijo komplekse s proteini, preko tvorbe ROS pa sprozijo apoptozo
fibroblastov (20). Klju¢nega pomena za prepreéitev prehoda nanostrukturiranih delcev v

kozo in poskodbe le-te je zatorej intaktna, zdrava rozena plast (stratum corneum) (9).

1.5.5 ENDOKRINA AKTIVNOST

Raziskave, ki dokazujejo, da so UV filtri endokrini motilci pri ljudeh in zivalih so vse
Stevil¢nejse (27). Nekateri UV filtri naj bi v telesu izrazali estrogeno aktivnost ter tako
posnemali uc¢inke oz. delovanje estrogena (13). UV filtrom 4-MBC, OD-PABA, OMC,
BP-3 in HMS so in vitro na celicah MCF-7 dolo¢ili agonisti¢no estrogeno delovanje (28).
Vseh pet je tudi povecalo proliferacijo MCF-7 celic, kar odraza mocan agonizem na

estrogenskih receptorjih (21).

Polemike o estrogeni aktivnosti nekaterih UV filtrov so sprozile nadaljnje raziskave o
njihovem potencialnem delovanju na androgene receptorje v humanih celi¢nih linijah
MDA-kb2, ki izrazajo veliko S§tevilo androgenih in glukokortikoidnih receptorjev, medtem
ko je izrazanje estrogenskega receptorja nizko. Ugotovili so, da so UV filtri, kot so
4-MBC, 3-BC, BP-3 in HMS, antagonisti androgenskega receptorja (28, 29). Ti podatki
opozarjajo, da imajo omenjeni UV filtri poleg estrogene aktivnosti tudi antiandrogeno (28).
Pri preucevanju interakcij razlicnih UV filtrov s progesteronskim receptorjem je OMC

izkazal Sibek estrogeni agonizem in mocan progesteronski antagonizem (29).

Reproduktivno toksi¢nost UV filtrov so Studirali na podganah, hranjenih z razlicnimi UV
filtri pre- in postnatalno. Ugotovili so, da 4-MBC, 3-BC, OMC, BP-1 in BP-3 spodbudijo
rast uterusa mladih podgan (23). 4-MBC in 3-BC pa sta tudi odgovorna za zapoznelo
adolescenco pri samcih. Pri slednjih je 4-MBC vplival na razvoj hipofize in zivénega

sistema ter povzrocil spremembe v genski ekspresiji reproduktivnih organov (30). 4-MBC
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in OMC delujeta tudi na $c€itnico, tako da znizata koncentracijo $¢itnicnih hormonov T4 in
T3, hkrati pa povisata nivo tirotropina (31). Podatki kazejo, da ti endokrino-aktivni

ksenobiotiki vplivajo tako na razvoj reproduktivnih kot Ziv¢nih sistemov (30).

Pri Studiji na prostovoljcih, ki so kremo z 10 % vsebnostjo BP-3 nanasali na koZo po
celotnem telesu v priporoéenem odmerku (2 mg/cm?), so analize plazme pokazale, da
doseze koncentracija BP-3 po Stirih urah od topikalnega nanosa vrednost 200 ng/mL pri
zenskah oziroma 300 ng/mL pri moskih. Poleg tega je bilo opaziti tudi razlike v ravneh
hormonov inhibina B, estradiola ter testosterona. Po $tirih dneh pa med preiskovanimi in
kontrolnimi prostovoljci bistvenih razlik ni bilo ve¢ zaznati. Ta Studija odraza akutno

toksi¢nost in hormonsko motnjo, ki jo povzroci BP-3 (9).

1.5.6 IMUNOTOKSICNOST

Sporno estrogeno delovanje UV filtrov na celice reproduktivnih organov postavlja
vprasanje o njihovem vplivu na celice imunskega sistema. O imunotoksi¢nih u¢inkih UV
filtrov danes Se ni veliko znanega, dosedanje Studije so pokazale le, da vezava nekaterih
UV filtrov na estrogenski receptor limfocitov T povzro¢i spremembe v spro$canju
citokinov. To privede do porusenja ravnotezja med vnetnimi ter protivnetnimi citokini.
Vzpostavljeno ravnotezje med vnetnimi in protivnetnimi citokini je kljuéno za normalno
delovanje imunskega sistema, Ce le-tega ni, lahko nastopijo Stevilne bolezni (alergije,
avtoimunske bolezni, rakava obolenja, itd.). Rachon in sodelavci so in vitro na misjih
splenocitih preucili delovanje BP-2 in OMC. Ugotovili so, da oba UV filtra, v
koncentracijah 10° M, oponagata u¢inke estrogena na imunske celice. Zmanj3ata sintezo
IFN-y ter povecata produkcijo IL-10, kar je tipi€en ucinek estradiola. Ti rezultati kazejo, da

UV filtri delujejo imunomodulatorno na celice imunskega sistema (32).
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2 NAMEN DELA

Dejstvo, da UV filtri predstavljajo novo skupino endokrinih motilcev, tako pri ljudeh kot
zivalih, je porodilo idejo o raziskovanju njihovega potencialnega delovanja na imunske
celice. Glede na to, da so nekaterim UV filtrom dolocili imunomodulatorno delovanje na
misjih splenocitih, nas je zanimalo, ali pride do tak$nega uc¢inka tudi na humanih imunskih

celicah.

Namen naSega dela je imunoloska karakterizacija nekaterih predstavnikov UV filtrov na

humanih monocitnih celi¢nih linijah THP-1.

V prvem delu bomo z metodo MTS preverili citotoksi¢nost omenjenih spojin ter dolocili
koncentracijo, ki Se ne izkazuje bistvenega vpliva na metabolno aktivnost celic. Pri
omenjeni koncentraciji bomo preucili potencialen vpliv UV filtrov na proizvodnjo
protivnetnih in vnetnih citokinov. V drugem delu bomo tako monocite THP-1 z dodatkom
forbol 12-miristat 13-acetata diferencirali do makrofagov ter jih nadalje aktivirali z LPS v
prisotnosti ali odsotnosti izbranih UV filtrov, po 24-urni izpostavljenosti bomo s preto¢no
citometrijo dolocili koli¢ino izlo¢enih citokinov v celi¢ni supernatant. Z analizo podatkov
in primerjavo rezultatov med z LPS-om aktiviranimi in z UV filtri tretiranimi

LPS-aktiviranimi celicami bomo ovrednotili imunomodulatorni vpliv UV filtrov.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 KEMIKALIJE

Kemikalija Proizvajalec
Antibiotik in  antimikotik  (raztopina | Sigma — Aldrich, MO, ZDA

penicilina, streptomicina in amfotericina)

Barvilo tripan modro, raztopina

Sigma — Aldrich, MO, ZDA

DMSO

Merck Chemicals, Darmstadt, Nemcija

Komplet za dolocevanje citokinov (BD™

CBA Human Th1/Th2 Cytokine Kit I1)

Becton Dickinson, CA, ZDA

LPS (L4641, Salmonella Enterica)

Sigma — Aldrich, MO, ZDA

Merkaptoetanol

Sigma — Aldrich, MO, ZDA

PMA

Sigma — Aldrich, MO, ZDA

Reagent za MTS (Cell Filter 96 AQueous

One Solution Reagent)

Promega, WI, ZDA

RPMI 1640

Sigma — Aldrich, MO, ZDA

UV filter — 2,4-dihidroksibenzofenon

Aldrich Chemistry, MO, ZDA

UV filter — 2-etilheksil 4-(dimetilamino)

benzoat

Aldrich Chemistry, MO, ZDA

UV filter — 2-etilheksil-4-metoksicinamat

Aldrich Chemistry, MO, ZDA

UV filter — 2-etilheksilsalicilat

Aldrich Chemistry, MO, ZDA

UV filter — 2-hidroksi-4-metoksibenzofenon

Aldrich Chemistry, MO, ZDA

3.1.2 LABORATORIJSKA OPREMA

Aparatura / Material

Proizvajalec

75 mm? vsebniki za gojenje celi¢nih kultur

TPP, Trasadingen, Svica

Avtoklav

A-21 Kambic¢ laboratorijska oprema, Semic,

Slovenija

Avtomatiziran $tevec celic (Countess'")

Invitrogen, CA, ZDA

Centrifuga (Centric 322A / 150)

Tehtnica, Zelezniki, Slovenija
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Centrifugirke (15, 50 mL) Sarstedt, Niimbrecht, Nemcija

ChemBioDraw Ultra 12.0 (program za CambridgeSoft, MA, ZDA

poimenovanje in risanje spojin)

Hladilnik in zamrzovalnik Gorenje, Velenje, Slovenija

Inkubator Heraus Holding GmbH, Hanau, Nemdija
Invertni svetlobni mikroskop Olympus Optical Co. GmbH,

(Olympus CK40) Hamburg, Nem¢ija

Komora z laminarnim pretokom zraka Waldner Electronics FAZ 3,

Wangen, Nem¢ija

Mikrocentrifugirke (0,5 mL, 1,5 mL, 2mL) | Sarstedt, Niimbrecht, Nem¢ija

Mikrotitrske plos¢ice za gojenje celi¢nih | TPP, Trasadingen, Svica
kultur (s 6, 12, 24, 96 vdolbinicami)

Neubauerjev hemocitometer Brand, Wertheim, Germany
Precizna tehtnica Gibertini Elettronica, Milano, Italija
Pretocni citometer (FACScalibur) Bio-Rad Laboratories, CA, ZDA

Spektrofotometer (Synergy HT Multi-Mode | BioTek, VT, ZDA

Microplate reader)

Stresalnik Vibromix Tehtnica, Zelezniki, Slovenija
Vodna kopel Memmert, Schwabach, Nem¢ija
Vrtin¢nik (Vortex Genie 2) Scientific Industries, FL, ZDA
Zamrzovalnik (-80 °C) Forma Scientific, ON, Kanada

3.1.3 MEDIJI IN PUFRI

Pri delu smo kot gojisc¢e za celice uporabljali RPMI 1640 medij, ki smo mu predhodno
dodali fetalni goveji serum (angl. fetal bovine serum, FBS) in aminokislino L-glutamin. Z
dodatkom antibiotika in antimikotika smo preprecili potencialno bakterijsko in glivi¢no
kontaminacijo, z merkaptoetanolom pa adhezijo celic na plasti¢ne povrsine. Tako smo
pripravili optimizirani RPMI 1640 medij, ki je vseboval 500 mL RPMI 1640, 50 mL FBS,
5 mL 200 mM L-glutamina, 5 mL raztopine antibiotika in antimikotika ter 0,5 mL 50 mM
2-merkaptoetanola. Optimiziran RPMI 1640 medij, v nadaljevanju RPMI 1640 medij, nudi

celicam THP-1 idealna hranila ter optimalne pogoje za rast.
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Celice smo spirali z raztopino fosfatnega pufra (angl. phosphate buffered saline, PBS).
PBS ima fizioloski pH (tj. 7,4) in vsebuje 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na;HPO4 x 2H,0, 2,0 mM KH32PO4 v precisceni vodi. Za preprecitev kontaminacije smo

PBS po pripravi avtoklavirali ter hranili v hladilniku.

3.2 METODE

3.2.1 CELICNE KULTURE

Poleg osnovne zascite za delo s celi¢nimi kulturami - halje in lateks rokavic, smo pred
delom povrsine in orokavi¢ene roke razkuzili s 70 % etanolom. Eksperimentalno delo s
celicnimi kulturami je v celoti potekalo v posebej prilagojenem laboratoriju, in sicer v
komori z laminarnim pretokom zraka, ki smo jo vsaj 20 minut pred zaCetkom dela obsevali
z UV svetlobo. Celice smo hranili v 75 mm? vsebnikih, le-te pa v inkubatorju pri
temperaturi 37 °C in atmosferi s 5 % vsebnostjo ogljikovega dioksida. Zamrznjene celice
smo hranili v mediju z 10 % DMSO, zaprte v kriovialah v teko¢em dusiku. Po odtalitvi na
vodni kopeli smo celice prenesli v centrifugirke z ustreznim medijem, ki smo ga po
centrifugiranju zamenjali s svezim. Svez medij smo hranili v hladilniku, pred dodatkom
celicam pa smo ga segreli na vodni kopeli do temperature 37 °C. Stanje celic smo pred
zacetkom dela preverili pod invertnim svetlobnim mikroskopom in z uporabo
Neubauerjevega hemocitometra dolocili Stevilo zivih celic v mediju. Celice smo rahlo
resuspendirali ter jih v volumskem razmerju 1:1 zdruZili z barvilom tripan modro. Nastalo
zmes smo s pipeto nanesli na komorico za Stetje ter pod mikroskopom presteli zive celice v
vseh $tirih kvadratih. Dobljeno Stevilo smo delili s 4, pomnozili s faktorjem red¢enja 2 ter
konstanto 10* in tako dolo¢ili §tevilo celic v enem mL medija. Razrasle celice smo po
dolo¢enem &asu, navadno vsakih 48 ur, redgili do ustrezne koncentracije (3 x 10° celic/mL)
ter zamenjali iztroSen medij s svezim, segretim na 37 °C. Na ta nacin smo celicam

zagotovili optimalne pogoje za rast.

Pri delu smo uporabljali celi¢ne linije THP-1, ki smo jih gojili v optimiziranem RPMI
1640 mediju. Celice THP-1 so humani monociti, ki izvirajo iz akutne monocitne levkemije
enoletnega fantka. So okrogle oblike in neadhezivne celice, ki imajo sposobnost fagocitoze

ter proizvajanja 1L-1 (33).
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322 MTSTEST

MTS test je test celicnega prezivetja, ki se uporablja pri Studijah proliferacije,
citotoksi¢nosti in kemosenzitivnosti. Gre za spektrofotometricno metodo pri kateri
izmerimo absorbanco obarvanega produkta, ki nastane le v metabolno aktivnih celicah.
Preiskovanim celicnim kulturam dodamo tri ure pred meritvijo reagent, sestavljen iz
MTS reagenta [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolijeva sol] in reagenta za prenos elektronov (fenazin metosulfat, angl. phenazine
methosulfate, PMS). Encim dehidrogenaza povzro¢i v metabolno aktivnih celicah s
pomoc¢jo PMS redukcijo MTS reagenta do formazanskega produkta (Slika 9) (34). Nastali
produkt je topen v mediju celicnih kultur in absorbira pri valovni dolzini od 490 do

500 nm (35).

OCHCO0H SO; OCH,COOH

encim dehidrogenaza
MTS - formazan

Slika 9. Pretvorba MTS reagenta v formazan potece le v metabolno aktivnih celicah pod

vplivom encima dehidrogenaze.

Za opredelitev citotoksi¢nosti UV filtrov z metodo MTS smo najprej pripravili Stiri
razli¢ne koncentracije posameznih UV filtrov (Tabela 1). V sterilne vsebnike smo natehtali
dolo¢eno maso UV filtra ter kot topilo dodali DMSO. Tako smo pripravili dve osnovni
raztopini posameznega UV filtra - 500 in 100 mM, ki smo jih nadalje red¢ili do 500, 250,
100 in 50 puM.
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Tabela I. IUPAC in trivialna imena, okrajSave ter molske mase za posamezen UV filter.

IUPAC ime Trivialno ime Okrajsava Molska masa
(g mol™)
2,4-dihidroksibenzofenon Benzofenon-1 BP-1 214,22
2-hidroksi-4-metoksibenzofenon Benzofenon-3 BP-3 228,24
2-etilheksil 4-(dimetilamino) benzoat | Padimat O OD-PABA | 277,40
2-etilheksil-4-metoksicinamat Oktil metoksicinamat | OMC 290,40
2-etilheksilsalicilat Oktil salicilat 0OS 250,33

Na mikrotitrsko plos¢o s 24 vdolbinicami smo nanesli po 1 mL celicne suspenzije s
koncentracijo 2 x 10° celic/mL. Celice smo tretirali z raztopinami posameznih UV filtrov
pri Stirih razli¢nih koncentracijah. V eno vdolbinico smo dodali celi¢no kulturo samo, ki
nam je sluzila kot kontrola. Poleg tretiranih in netretiranih celic, smo pripravili tudi slepi
vzorec, v katerem je bil samo RPMI 1640 medij. Naredili smo tudi referenco za DMSO,
saj je bil uporabljen kot topilo pri pripravi raztopin UV filtrov. Slednji namre¢ izkazuje
citotoksi¢no delovanje, zato smo zeleli preveriti njegov vpliv na viabilnost celic pri
najve¢jemu uporabljenemu volumnu. Celi¢ne kulture smo nato dobro resuspendirali ter jih
prenesli na tri mikrotitrske plosce s 96 vdolbinicami ter prvo inkubirali 24 ur, drugo 48 ur
in tretjo 72 ur pri temperaturi 37 °C in 5 % CO,. Tri ure pred pretekom inkubacije smo v
vsako vdolbinico dodali po 10 pL reagenta za MTS test. Na spektrofotometru smo pri
valovni dolzini 492 nm izmerili absorbanco nastalega formazana. Rezultate meritev smo

obdelali s programom MS Excel ter jih podali relativno glede na netretirane celice.

3.2.3 DIFERENCIACIJA CELIC SPMA IN AKTIVACIJA LE-TEH Z LPS

Za diferenciacijo monocitov do makrofagov smo uporabili forbol miristat acetat
(angl. phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA). PMA je mocan tumor-promotor in se
uporablja v biomedicinskih raziskavah kot specifi¢en aktivator protein kinaze C, ki preko
signalne kaskade sprozi aktivacijo jedrnega faktorja kapa B (angl. nuclear factor k-light-
chain-enhancer of activated B cells, NF-kB) (36). Monociti THP-1 se po stimulaciji s PMA
diferencirajo v vnetne makrofage, ki med drugim izrazajo tudi estrogenske receptorje, ti pa
lahko predstavljajo potencialno vezavno mesto za preu¢evane UV filtre. Makrofagi imajo

sposobnost fagocitoze in spro$¢anja vnetnih ter protivnetnih citokinov. V literaturi smo
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zasledili, da je bil pri Studijah, izvedenih na celi¢nih linijah THP-1, uporabljen PMA pri
koncentraciji 50 nM, zato smo tudi pri nasem delu uporabili omenjeno koncentracijo (37).
Makrofage smo spodbudili k proizvodnji in spros¢anju citokinov z dodatkom bakterijskega
lipopolisaharida (LPS). LPS so endotoksini, ki po vezavi na TLR4 (angl. toll-like
receptor 4) sprozijo pospeSeno nastajanje in izloCanje vnetnih citokinov (38). Tako
aktivacija makrofagov z LPS povzroc¢i transkripcijo genov, ki so odgovorni za vnetno
regulacijo pri imunskem odzivu. LPS, ki smo ga uporabili pri eksperimentalnem delu,

izhaja iz celi¢ne stene bakterije Salmonella enterica.

Pri dolocevanju citokinov smo naredili dve bioloski ponovitvi. V ta namen smo celice
72 ur pred dodatkom PMA logili v dva 75 mm? vsebnika in na ta nagin omogo¢ili
neodvisno, loc¢eno rast dveh celi¢nih kultur THP-1. Po preteklih 72 urah smo celice
centrifugirali, odstranili iztroSen medij ter jih resuspendirali v svezem mediju, Ki ni
vseboval merkaptoetanola, saj le-ta preprecuje adherenco celic. Pripravili smo dve celi¢ni
kulturi s koncentracijo 5 x 10° celic/mL, ki smo jima dodali PMA v konéni koncentraciji
50 ng/mL. Celice THP-1 z dodanim 50 nM PMA smo nanesli po 1 mL na mikrotitrsko
plosco z 12 vdolbinicami. Po 48-urni diferenciaciji monocitov THP-1 v inkubatorju pri
37°C in 5 % CO, smo preverili stanje celic pod invertnim svetlobnim mikroskopom.
Celice so se adherirale na povrsino, po izgledu pa so bile zaradi pridobljenih izrastkov
podobne makrofagom. Celi¢nim kulturam smo odstranili supernatant, v katerem so bile
neadherirane celice in iztroSen medij, ter ga shranili v ustrezno oznaéene vsebnike, ki smo
jih centrifugirali 4 minute pri 1600 rpm. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant,
ostalemu sedimentu pa dodali 20 uL. PBS in 20 pL barvila tripan modro ter nato s pomodjo
avtomatiziranega Stevca dolocili $tevilo nevezanih celic v 1 mL medija. Preko znane
zaCetne Kkoncentracije celic v vdolbinici smo izracunali delez adheriranih celic.
Makrofagom pa smo dodali 1 mL svezega medija ter izbrane kulture tretirali tako, da je
bila kon¢na koncentracija raztopine posameznega UV filtra 100 uM. Po eno urni inkubaciji
smo tretiranim celicam dodali se LPS v konéni koncentraciji 1 pg/mL ter jih tako
spodbudili k proizvodnji citokinov. Poleg tretiranih celic smo naredili tudi referenéno

paralelo za LPS, kjer smo celi¢ni kulturi, diferencirani s PMA, dodali samo LPS.
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3.2.4 DOLOCANJE CITOKINOV

Celi¢nim kulturam THP-1 smo po 24-urni inkubaciji odstranili supernatant v ustrezno
oznaCene vsebnike. Ker so citokini podvrzeni encimski razgradnji, moramo vzorce v
primeru kasnejSega doloCevanja zamrzniti in hraniti pri temperaturi -80 °C. Z uporabo
kompleta za doloCevanje citokinov BD™ CBA Human Thl/Th2 Cytokine Kit II, v
nadaljevanju BD CBA, smo po protokolu proizvajalca dolocili naslednje citokine: IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a in IFN-y. Detekcija citokinov s kompletom BD CBA temelji na
visoki specifi¢nosti protiteles za dolocen citokin. Protitelo, na katerega je vezana
fluorescentno oznacena kroglica, se veZze na to¢no doloc¢eno vrsto citokina v vzorcu.
Komplet BD CBA vkljucuje Sest razli¢nih populacij kroglic, njihova edinstvena velikost in
fluorescentni signal pa nam podata informacijo o wvrsti citokina (39). Z biotinom
konjugirano protitelo, na katerega je vezan streptavidin-fikoeritrin
(angl. phycoerythrin, PE), se veze na vse analite, ki jih je zajelo prvo protitelo. S PE
oznacCeno protitelo imenujemo tudi detekcijski reagent, saj oddaja rumeni fluorescentni
signal, ki je proporcionalen delezu analita v vzorcu. Protitelo s kroglico, analit in

detekcijski reagent tvorijo t.i. sendvi¢ kompleks (Slika 10) (40).

Protitelo
Citokin
@ Fluorescentno oznadena kroglica

Streptavidin-fikoeritrin

=

Slika 10. Visoko specificno protitelo za doloCeno vrsto citokina je oznaceno s
fluorescentno kroglico. Ob vezavi na analit, zajame analit tudi z biotinom konjugirano

protitelo, Ki je oznaceno s PE, ob ¢emer se tvorijo kompleksi, t.i. sendviéi.
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Te komplekse smo nato analizirali s pretocnim citometrom, po pridobitvi eksperimentalnih
podatkov pa smo z uporabo programske opreme FlowJoe™ identificirali posamezen
citokin in njegovo koncentracijo v vzorcu. Meritve smo obdelali s programom MS Excel
ter rezultate podali kot delez izlocenega citokina glede na celice aktivirane z LPS-om,
katerih koncentracijo izloCenih citokinov v supernatantu smo normalizirali na 100 % pri

obeh bioloskih ponovitvah.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

Zaskrbljujoca dermalna absorpcija UV filtrov in njihovo prehajanje v sistemski krvni
obtok je sprozilo Stevilna raziskovanja o potencialni toksicnosti teh spojin. Poleg ze znane
estrogene aktivnosti nekaterih UV filtrov (21), so dosedanje Studije razkrile tudi njihovo
citotoksi¢no in genotoksi¢no delovanje preko nastanka radikalov in ROS (20). Rachon in
sodelavci so in vitro na misjih splenocitih dokazali imunomodulatorno delovanje BP-2 in
OMC (32). Polemike o imunomodulaciji UV filtrov so spodbudile nase raziskovanje, Ki
smo ga usmerili v imunolosko karakterizacijo nekaterih predstavnikov UV filtrov na

humanih imunskih celicah.

4.1 IMUNOCITOTOKSICNOST UV FILTROV

V prvem delu eksperimentalnega dela smo tako ovrednotili citotoksi¢ni u¢inek UV filtrov
na humane imunske celice THP-1. Celice smo tretirali z naslednjimi UV filtri: BP-1, BP-3,
OD-PABA, OMC in OS, v stirih razli¢nih koncentracijah - 50, 100, 250 in 500 uM. Z
metodo MTS smo preverili delez metabolno aktivnih celic po 24-, 48- in 72-urni
izpostavljenosti UV filtrom. Kot topilo pri pripravi raztopin UV filtrov smo uporabili
DMSO, za katerega smo naredili referenco v najve¢jem uporabljenem volumnu. Ugotovili
smo, da kljub znanemu citotoksi¢nemu delovanju, v tako majhni koncentraciji ne izkazuje
vpliva na metabolno aktivnost celic. Prav tako smo naredili tudi slepe vrednosti za
posamezne UV filtre, ti bi namre¢ zaradi absorpcijske narave lahko imeli mote¢ vpliv na
meritve. Vendar pa smo v primerjavi z medijem ugotovili, da pri valovni dolzini 492 nm
ne absorbirajo in ne izkazujejo motecega vpliva na meritve. Eksperimentalne podatke,
pridobljene na spektrofotometru, smo obdelali s programom MS Excel ter rezultate podali

kot delez metabolno aktivnih celic glede na netretirane celice.

Slike 12, 13 in 14 prikazujejo vpliv posameznih UV filtrov na metabolno aktivnost celic
THP-1 v §tirth razlicnih koncentracijah po treh razliénih casovnih tockah.
Vrednosti predstavljajo povprecje meritev in standardni odklon za tri bioloske ponovitve.
Z * oznaceni stolpec pa predstavlja koncentracijo UV filtra pri kateri je ze izkazan

statisticno znacilen vpliv na metabolno aktivnost celic v primerjavi s kontrolo (p < 0,05).

Po 24-urni izpostavljenosti celic THP-1 je mo¢ opaziti statisticno znacilen vpliv na

metabolno aktivnost celic pri 250 in 500 uM BP-1, slednji zmanjSa metabolno aktivnost
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celic tudi do 65 %. BP-3, analog BP-1, je izkazal manj skodljive ucinke, saj do statisti¢no
znacCilnega vpliva na metabolno aktivnost celic pride Sele pri 500 uM raztopini, kjer ta
glede na kontrolo pade za 30 %. Statisti¢no znadilen vpliv izraza tudi 500 uM OS, Ki
zmanj$a Stevilo metabolno aktivnih celic za 20 %. OD-PABA in OMC po 24-urnem

tretiranju celic ne izkazujeta bistvenega vpliva na metabolno aktivnost, Sibek u¢inek teh
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Po 48-urni izpostavljenosti celic THP-1 250 in 500 uM BP-1 se je metabolna aktivnost
celic bistveno zmanjsala, in sicer za 70 % pri 250 uM ter za 85 % pri 250 uM. Obe
koncentraciji BP-1 imata statisticno znacilen vpliv na metabolno aktivnost celic. Slednjega
ima tudi 500 uM BP-3, ki stevilo metabolno aktivnih celic zmanjsa za 20 %. Podoben
ucinek opazimo tudi pri 250 in 500 pM koncentraciji OS, medtem ko OD-PABA in OMC
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Po 72-urni izpostavljenosti celic THP-1 UV filtrom statisti¢no znacilen vpliv izkazuje le Se

BP-1 pri koncentraciji 250 in 500 uM. Stevilo aktivnih celic se pri omenjenih

koncentracijah zmanjsa kar za 80 in 95 %, medtem ko njegov analog BP-3 pri

koncentraciji 500 uM zmanjsa metabolno aktivnost celic za 55 %. OS je izkazal Sibek

vpliv pri koncentraciji 500 uM, vendar za razliko od prvih dveh ¢asovnih tock, ne izraza

statisti¢no znacilnega vpliva. OD-PABA in OMC tudi po 72-urnem tretiranju celic nista

pokazala vpliva na metabolno aktivnost celic (Slika 14).
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Od preiskovanih UV filtrov se je za najbolj citotoksi¢nega izkazal BP-1, saj je po
72-urnem tretiranju celic THP-1 v 500 uM koncentraciji zmanjsal Stevilo aktivnih celic kar
za 95 %. Opaziti je bilo tudi statisti¢no znacilni vpliv na metabolno aktivnost celic THP-1
pri 250 in 500 uM koncentraciji v vseh treh ¢asovnih tockah. Pri njegovem analogu BP-3
smo dolocili Sibkejsi citotoksi¢ni ucinek, saj Se je po 72-urni izpostavljenosti S00 uM BP-3
delez metabolno aktivnih celic zmanjsal le za 45 %. Razlog za njuno razli¢no delovanje je
najverjetneje majhna razlika v strukturi; BP-1 ima namre¢ na p- mestu pripeto hidroksilno
skupino, BP-3 pa metoksi skupino. 1z tega vidika se zdi BP-3 bolj varen za uporabo v
izdelkih za za$Cito pred soncem kot njegov analog BP-1, vendar pa moramo ob tem
upostevati dejstvo, da se BP-3 v telesu metabolizira do BP-1. OS je v vseh treh ¢asovnih
tretmajih celic izkazal blago citotoksi¢nost, saj je bil v vseh treh to¢kah zmanj$an delez
metabolno aktivnih celic skorajda konstanten, od 15 do 17 %. OD-PABA in OMC pa na
podlagi rezultatov izvedenega MTS testa nista pokazala znacilnega vpliva na metabolno

aktivnost celic.

Z MTS testom lahko poleg citotoksi¢nosti ugotavljamo tudi vpliv spojin na proliferacijo
celic. In vitro studije na celicah MCF-7 so razkrile proliferacijski ucinek 4-MBC,
OD-PABA, OMC, BP-3 in HMS, le-tega bi lahko preucili tudi na humanih imunskih
celicah (28, 29). Glede na nase rezultate je proliferacijski u¢inek BP-3 odvisen od vrste

celic, pri celicah THP-1 je bil namre¢ u¢inek bistveno manjsi kot pri celicah MCF-7.

Za vse preiskovane UV filtre bi bilo smiselno preuditi tudi citotoksi¢ni vpliv po daljsih
¢asovnih obdobjih, predvsem pri nizjih koncentracijah, saj realno gledano tako visokim
koncentracijam nismo izpostavljeni. Bolj verjetna je izpostavljenost nizjim koncentracijam
v daljSem ¢asovnem obmodcju, predvsem pri vsakodnevni uporabi kozmeti¢nih izdelkov za
za$¢ito pred soncem. Glede na Ze znano prehajanje nekaterih UV filtrov v sistemski Krvni
obtok (4,8) bi bilo zazeleno ugotoviti kaksna je dermalna absorpcija posameznih UV
filtrov in delez njihovega prehajanja v sistemski krvni obtok. Tako bi lahko okvirno
dolocili koncentracijo, ki smo ji dejansko izpostavljeni ter v nadaljnjih Studijah preucili

potencialne u¢inke posameznih UV filtrov v omenjeni koncentraciji.
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4.2 IMUNOMODULATORNI UCINEK UV FILTROV

Ker ni bilo pri nobenem od preiskovanih UV filtrov po 24-urnem tretiranju celic THP-1
opaziti bistvenega vpliva na metabolno aktivnost celic pri 100 uM koncentraciji, smo se
odlocili pri tej koncentraciji preveriti $e vpliv posameznih UV filtrov na proizvodnjo
citokinov. V drugem delu smo tako preverili potencialen imunomodulatorni ucinek
UV filtrov na humane imunske celice THP-1, in sicer smo naredili pregled sprememb v
izlocanju naslednjih citokinov: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a in IFN-y. Komplet za
doloc¢evanje citokinov BD CBA omogoca dolocanje citokinov celic T pomagalk 1
(angl. T helper cell 1, Thl cell) in citokinov celic T pomagalke 2 (angl. T helper cell 2,
Th2 cell). Prve izlo¢ajo vnetne citokine (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-y in TNF-a) in
so vkljucene v celi¢ni imunski odziv. Pomembne so pri fagocitozi, citotoksi¢ni aktivnosti
ter pri razvoju in funkciji limfocitov T. Druge pa izlo¢ajo protivnetne citokine (I1L-4, IL-5

in IL-10) in sodelujejo pri humoralnem imunskem odzivu.

Monocite THP-1 smo diferencirali z dodatkom PMA do makrofagov, ki so zaradi izrazenih
estrogenskih receptorjev molekulam UV filtrov nudili potencialno vezavno mesto. Po
48-urni diferenciaciji smo z odvzemom supernatanta in mikroskopom preverili adherenco
celic (Slika 15). Adherirane celice so bile bistvenega pomena, saj odrazajo diferenciacijo
monocitov do makrofagov, ki imajo sposobnost izlocanja tako vnetnih kot tudi

protivnetnih citokinov.
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Slika 15. Grafikon prikazuje delez adheriranih celic za posamezne celi¢ne kulture. V vseh

primerih je bila adhezija celic vecja od 95 %.
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Adherirane makrofage smo nadalje tretirali s 100 uM raztopinami posameznih UV filtrov
ter jih z dodatkom LPS spodbudili k proizvodnji citokinov. Poleg tretiranih celic smo
naredili tudi referen¢no paralelo za LPS, Kjer smo celi¢ni kulturi, diferencirani s PMA,
dodali samo LPS. S kompletom za dolo¢evanje citokinov BD CBA ter uporabo preto¢nega
citometra smo dolocili citokine v celicnem supernatantu po 24 urah. Eksperimentalne
podatke smo obdelali s programsko opremo Flow Joe™ ter programom MS Excel.
Rezultate smo podali kot delez izloCenega citokina glede na koncentracijo izlocenih
citokinov v supernatantu pri celicah aktiviranih samo z LPS, ki smo jo normalizirali na
100 % pri obeh bioloskih ponovitvah. Relativno velike standardne deviacije so posledica
majhnega stevila bioloskih ponovitev, zaradi le dveh bioloskih ponovitev pa tudi ni bilo
mogoce vrednotenje statistiéno znacilnega vpliva posameznih UV filtrov na proizvodnjo

citokinov.

Analiza citokinov v supernatantih tretiranih in netretiranih celic je razkrila znatno razliko v
proizvodnji IL-6 in TNF-a ter skorajda zanemarljive spremembe v proizvodnji IL-2, IL-4,
IL-10 ter IFN-y. Na proizvodnjo slednjih UV filtri pri dveh bioloskih ponovitvah niso
izkazovali omembe vrednega vpliva, medtem ko so imeli na proizvodnjo IL-6 in TNF-a
mocan spodbujevalni u¢inek, saj se je delez IL-6 povecal tudi do trikrat, delez TNF-a pa
celo do enajstkrat v primerjavi z LPS-aktiviranimi celicami. Najve¢ji vpliv na proizvodnjo
IL-6 so izkazali OMC, OD-PABA in OS, ki so v primerjavi z referenéno paralelo (le LPS)
povecali proizvodnjo tudi do trikrat. Oba predstavnika benzofenonov BP-1 in BP-3 pa sta
povzro¢ila do dvakratno povecano izlocanje IL-6. Pri proizvodnji TNF-a je prislo do
znatne razlike med tretiranimi celicami in referen¢no paralelo, in sicer v primeru BP-3 do
Sestkrat, v primeru OMC do sedemkrat, v primeru BP-1 in OS do desetkrat, pri celicah
tretiranih z OD-PABA pa celo do enajstkrat ve¢ proizvedenega TNF-a (Slika 16).

Prav vsi preiskovani UV filtri so s spremembo koncentracije IL-6 in TNF-a pokazali
imunomodulatorni uc¢inek na celice THP-1. UV filtri so povzrocili zviSanje koncentracije
IL-6 in TNF-a. IL-6 je citokin, ki deluje hkrati vnetno in protivnetno, vnetno delovanje
povzroci sproscanje IL-1 in TNF-a ter inhibira aktivacijo IL-10, medtem ko je protivnetno
delovanje ravno nasprotno (41). Predvidevamo, da bi se po daljSem tretiranju celic
pokazale tudi razlike v spros¢anju IL-10, saj le-tega posredno aktivira protivnetno
delovanje IL-6. Prav tako bi bilo verjetno zaznati spremembe v spros¢anju IL-1 in TNF-a,

katerih izlo¢anje inhibira protivnetno delovanje IL-6.

36



IL-2 IL-4

140 120
120 100
108 80
8
60
60
40 40
20 20

LELETALRLEXALRLALELRLAL
ALELELRRLEL AL
LELELELLALELLLALLAL
LT
AALTLALRLALELELALELLALLS
LELETALRLEXRLRLEXLRLRLRLEALS
LLELER AR
ALELETRLLALELERLALELERERLALALALE
LEETLLRLELERLRLELERARLALEA
LELATLALRLALRLRLEX LR AL
(O L LR

% izloCenega citokina

(glede na z LPS-om tretirane celice)
% izlo¢enega citokina

(glede na z LPS-om tretirane celice)

500 120
400 100
300 0
250 60
40
20

200
150
100

50

% izloCenega citokina
(glede na z LPS-om tretirane celice)
NI
% izlo¢enega citokina
(glede na z LPS-om tretirane celice)

140 1400
120 1200
100 1000
80 800
60 600
40 400
20 200

% izloCenega citokina

(glede na z LPS-om tretirane celice)
% izlocenega citokina

(glede na z LPS-om tretirane celice)

Slika 16. Delez posameznega izloCenega citokina v odvisnosti od preiskovanega
UV filtra (100 uM) ob kostimulaciji z LPS (1 pg/mL) glede na referen¢no paralelo za
LPS (1 pg/mL) po 24-urni izpostavljenosti. VVrednosti predstavljajo povpre¢ne vrednosti
in+£SD (n=2).
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Najvecja odstopanja deleza izlo¢enega citokina glede na LPS je bilo zaznati pri TNF-a,
katerega velike koli¢ine makrofagi sprostijo zlasti ob zaznavi LPS (42). Celice THP-1 so
torej sprostile TNF-a kot odgovor na LPS, vendar pa je pri tretiranih celicah prislo do
moc¢no ojacanega odgovora, v primeru OD-PABA kar do enajstkrat vecjega deleza
izloCenega citokina. TNF-a stimulira proizvodnjo vnetnih citokinov, predvsem IL-1 in
IL-6, preko aktivacije NF-kB pa lahko sprozi tudi apoptozo celic. Zadnja trditev opominja
na morebitno citotoksi¢nost OD-PABA in OMC, ki sta se pri MTS testu izkazala kot
spojini brez omembe vrednega vpliva na metabolno aktivnost. Zazeleno bi bilo preuciti
njun vpliv na metabolno aktivnost celic po dalj§em tretiranju, saj zaradi visokega deleza
izlo¢enega TNF-a najverjetneje inducirata apoptozo celic. Prav vsi UV filtri so posredno
preko TNF-a verjetno povecali tudi izlocanje IL-1, vendar pa nam komplet za dolo¢evanje
citokinov BD CBA detekcijo le-tega ni omogocal. Aktiviran IL-1 nadalje sprozi
proizvodnjo IL-8, ki se ob aktivaciji makrofagov z LPS sprosti skupaj z IL-6, IL-10 in
TNF-a, vendar ga tako kot IL-1 z uporabljenim kompletom ni bilo mogoc¢e dolo¢ati. IL-10,
katerega spros$canje lahko povzro¢i protivnetni IL-6, je protivnetni citokin, ki blokira
NF-kB in inhibira sintezo vnetnih citokinov, kot so IL-2, TNF-a in IFN-y (43). Slednji je
aktivator makrofagov in ima imunomodulatorni u¢inek (44). Glede na pridobljene rezultate
predvidevamo tudi povecano koncentracijo IL-1 in IL-8, po daljSem tretiranju pa bi se

najverjetneje sprostil tudi IL-10 (45).

Pregled nastalih citokinov nakazuje na sporen imunomodulatorni u¢inek UV filtrov.
Dejstvo, da so UV filtri krivci za poruSenje ravnotezja med vnetnimi in protivnetnimi
citokini, ki je klju¢nega pomena za normalno delovanje imunskega sistema, je mocno
zaskrbljujoce. Potrebne bi bile nadaljnje raziskave na podro¢ju imunomodulacije UV
filtrov, predvsem pa bi bilo zazeleno dolociti kriti¢éno koncentracijo, pri kateri se pri¢nejo

kazati u¢inki UV filtrov ter sama raziskava le-teh.
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5 SKLEP

V predstavljenem raziskovalnem delu smo ovrednotili imunocitotoksi¢nost in
imunomodulatorni u¢inek UV filtrov na humanih imunskih celicah THP-1. V prvem
koraku smo z MTS testom ugotavljali vpliv Stirih razlicnih koncentracij posameznih
UV filtrov na metabolno aktivnost celic po 24-, 48- in 72-urni izpostavljenosti. Od
preiskovanih UV filtrov se je za najbolj citotoksi¢nega izkazal BP-1, ki je po 72-urnem
tretiranju celic THP-1 v 500 uM koncentraciji zmanjsal Stevilo aktivnih celic kar za 95 %.
Pri njegovem analogu BP-3 smo dolo¢ili $ibkejsi citotoksi¢ni ucinek, OS je v vseh treh
Casovnih tretmajih celic izkazal nekaks$no konstantno blago citotoksi¢nost, OD-PABA in
OMC pa tekom MTS testa nista izkazala signifikantnega vpliva na metabolno aktivnost
celic. V drugem delu smo preverili vpliv UV filtrov na proizvodnjo citokinov, makrofage
smo tako tretirali z necitotoksi¢nimi 100 uM raztopinami posameznih UV filtrov in jih z
dodatkom LPS spodbudili k nastajanju citokinov. Pregled citokinov po 24 urah je razkril
znatno razliko v proizvodnji IL-6 in TNF-a ter skorajda zanemarljive spremembe v
proizvodnji 1L-2, IL-4, IL-10 ter IFN-y ob kostimulaciji z LPS. UV filtri so imeli na
proizvodnjo IL-6 in TNF-a mocan spodbujevalni ucinek, delez IL-6 se je v primeru
tretiranja celic z OMC povecal tudi do trikrat, delez TNF-a v primeru tretiranja celic z
OD-PABA pa kar do enajstkrat v primerjavi s celicami aktiviranimi le z LPS. Prav vsi
preiskovani UV filtri so s poveCanjem koncentracije IL-6 in TNF-o pokazali
imunostimulatorni u¢inek na imunske celice THP-1. Tudi OD-PABA in OMC, ki sta se pri
MTS testu izkazala kot varni spojini, bi lahko delovala citotoksi¢no, saj s povecanjem

TNF-a aktivirata NF-kB, kar pa lahko vodi v apoptozo celic.

Dejstvo, da so UV filtri krivei za poruSenje ravnotezja med vnetnimi in protivnetnimi
citokini, ki je kljuénega pomena za normalno delovanje imunskega sistema, je mocno
zaskrbljujo¢e. Kot predmet nadaljnjih raziskav bi bila smiselna doloc¢itev okvirne
koncentracije UV filtrov, kateri smo izpostavljeni ob pravilni uporabi izdelkov za zascito
pred soncem, saj preu¢evanim koncentracijam realno gledano nismo izpostavljeni. Zaradi
vedno vecje osveScenosti ljudi o Skodljivih ucinkih soncenja in posledi¢no vecje uporabe
izdelkov za zascito pred soncem, bi bilo bistvenega pomena razkriti vplive teh spojin v
omenjeni koncentraciji. Resitev vidimo predvsem Vv razvoju novih UV filtrov, ki so
fotostabilni in ne prehajajo v koZzo, zaradi vpliva na vodne organizme pa bi bil zaZelen tudi

razvoj biorazgradljivih UV filtrov.
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