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Streszczenie: Wigkszos¢ zywych organizmdéw jest narazona na dziatanie promieniowania
UV, czynnik toksyczny i genotoksyczny powodujacy $mier¢ komorki i zahamowanie pro-
liferacji. Celem pracy bylo sprawdzenie odpowiedzi komoérkowej na promieniowanie UV
w trzech liniach komoérkowych Me45, NHDF oraz HCT116, z ktorych dwie sa wyprowadzo-
ne z komorek wystepujacych w skorze, takich, ktore moga by¢ bezposrednio narazone na to
promieniowanie. Badano podziaty komdrkowe i oceniano stopien indukcji apoptozy z uzy-
ciem zmodyfikowanego testu mikrojadrowego z blokada cytokinezy przez cytochalazyng B.
Stopien indukcji apoptozy oraz liczba podziatow rdznity si¢ w zaleznosci od dawki, typu
promieniowania (UVA, UVB, UVC) oraz linii komérkowej, a otrzymane wyniki sugeruja, ze
promieniowanie UV moze zaréwno stymulowac, jak i hamowac proliferacj¢ oraz zwigkszac
apoptoze w zalezno$ci od typu komorek, wskazujac na ich zréznicowana wrazliwo$¢ na dane
czynniki.

Stowa kluczowe: promieniowanie UV, podzialy komérkowe, indukcja apoptozy, zmodyfiko-
wany test mikrojadrowy.

Summary: Most living organisms are exposed to UV radiation, a toxic and genotoxic factor
causing cell death and inhibition of proliferation. The aim of this work was to examine cell
response to UV radiation in three cell lines: Me45, NHDF, HCT116. Two of these cell lines
were grown from skin cells which were directly exposed to this radiation. We studied cell
divisions and estimated level of apoptosis induction with a modified micornucleus assay with
the blockade of cytokinesis by cytochalasin B. The level of apoptosis induction and number
of cell divisions were different and depended on dose, type of radiation (UVA,UVB,UVC)
and type of cell line. The results obtained suggest that UV radiation can both stimulate and
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inhibit proliferation and increase apoptosis depending on the type of cells, implicating their
differential sensitivity to particular factors.

Keywords: UV radiation, cell divisions, apoptosis induction, modified micronuleus test.

1. Wstep

Promieniowanie UV jest to niewidoczne dla ludzkiego oka, niejonizujgce promienio-
wanie elektromagnetyczne, naturalnie emitowane przez Stonce. Podzielone na trzy
gtowne frakcje UVA (315-400nm), UVB (280-315nm) i UVC (100-280nm) [IARC
Working Group Reports 2005; WHO. Global Solar UVA index 2002].

Promieniowanie UVA stanowi ok. 95% promieniowania UV docierajacego
do powierzchni Ziemi [Alberts, Bray, Hopkin 2005]. Dociera do warstwy skory
wlasciwej oraz warstwy podskornej, jest potencjalnie kancerogenne i bezposrednio
zaangazowane w fotostarzenie si¢ skory [Han i in. 2011]. Zmiany spowodowane
UVA obejmuja m.in degradacje tkanki tacznej czy zmniejszenie ilosci widkien kola-
genowych. UVA wywotuje indukcje reaktywnych form tlenu. W 1970 roku udowod-
niono, ze ma tagodnie mutagenny wptyw na komorki ssakow. Zarowno DNA, jak
i biatka absorbuja UVA nieznacznie. Indukcja dimeréw pirymidynowych i pojedyn-
czoniciowe peknigcia DNA indukowane przez UVA byly obserwowane u ssakow,
ale zadne z nich nie sg uwazane za krytyczne dla komorek [IARC Working Group
Reports 2005; Tyrrell, Keyse 1990].

Promieniowanie UVB stanowi ok. 4-5% promieniowania UV docierajagcego
do powierzchni Ziemi. Dociera gldwnie do naskorka, moze bezposrednio uszka-
dza¢ DNA. Jest pochtaniane przez keratynocyty, uczestniczy w tworzeniu reaktyw-
nych form tlenu oraz ostabia system antyoksydacyjny komorki. Zaréwno UVA, jak
1 UVB prowadza do zr6znicowanej ekspresji genu TP53 oraz biatek z rodziny Bcl-2,
co moze mie¢ istotny wptyw na regulacje apoptozy [Berwick, Kesler 2005; Grant,
Garland, Holick 2005; IARC Working Group Reports 2005; Kurylowicz, Bednar-
czuk, Nauman 2007].

Promieniowanie UVC jest prawie w cato$ci pochtaniane przez warstwe ozono-
w3 1 stanowi niebezpieczny czynnik niszczacy DNA w organizmach zywych. Ma
bezposredni wptyw na kwasy nukleinowe przez rozrywanie wigzan tancuchow DNA
oraz RNA, niszczac bakterie, grzyby, plesnie, glony i inne mikroorganizmy. Powo-
duje denaturacje¢ biatek oraz powstawanie podtlenkow i wolnych rodnikéw toksycz-
nie wptywajacych na struktury komoérkowe [IARC Working Group Reports 2005;
Jordan 2015].

Przedstawione badania obejmujg analiz¢ mikroskopowa trzech populacji komor-
kowych NHDF, HCT16 oraz Me45 pod katem indukowania apoptozy oraz liczby
podziatéw zachodzacych w danej populacji przy analizie liczby jader wystepujacych
w pojedynczej komorce po zahamowaniu cytokinezy cytohalazyng B. Analiza po-
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pulacyjna badanych komoérek pozwolita na poréwnanie aktywnosci proliferacyjne;j,
a takze stopnia wrazliwosci danej linii na dang frakcje¢ promieniowania UVA. Pro-
mieniowanie UVA (315-400nm) moze pobudza¢ komoérki nowotworowe do podzia-
tow. Komorki poddane ekspozycji na promieniowanie UVB (280-315nm) wykazuja
zréznicowana wrazliwos¢ na jego dzialanie w zaleznosci od typu oraz pelionych
funkcji. Jest ono efektywne w indukcji apoptozy, a linie komorkowe z wysoka czg-
stoscig podzialow sg bardziej narazone na jego dziatanie. Promieniowanie UVC
(100-280nm) indukuje apoptoze niezaleznie od typu komorek i potencjatu podziato-
wego. Komorki prawidtowe i nowotworowe, wolno i1 szybko dzielgce si¢, w podob-
nym stopniu ulegaja $mierci.

Liczba komorek w populacji jest $cisle kontrolowana. W dorostych organi-
zmach apoptoza, zaprogramowana, samobojcza $mier¢ komorki stanowi balans
dla cyklu komorkowego. Komoérka organizmu wielokomérkowego jest cztonkiem
zorganizowanej struktury. Jesli komorki sg niepotrzebne, ulegaja apoptozie przez
wewnatrzkomorkowy program $mierci. Kiedy komorka jest uszkodzona albo pod-
dana stresorowi, moze si¢ zabi¢, aktywujac prokaspazy i agregujac te, ktoére pobu-
dzaja mitochondria do wydzielania cytochromu c. Umiejetnos¢ regulacji apoptozy
moze mie¢ ogromny potencjal terapeutyczny. Apoptoza wystepuje podczas rozwoju
1 starzenia si¢ jako mechanizm utrzymujacy homeostazg, ma na celu utrzymanie
populacji komorek w tkankach w odpowiedniej kondycji. Wystepuje réwniez jako
mechanizm ochronny dla organizmu, zapewniajgc usuwanie uszkodzonych komo-
rek. Alternatywng $miercig komorki jest nekroza, ktora uwazana jest za proces tok-
syczny, degradujacy komorke. Proces $mierci komorkowej jest aktywowany przez
czynniki zewnetrzne, ktére wymagaja przestania sygnatow do jadra oraz cytoplazmy
[Alberts, Bray, Hopkin 2005; Elmore 2007].

Wszystkie zywe organizmy s3 wystawione na dziatanie promieniowania UV.
W przypadku organizméw wielokomorkowych wyspecjalizowane typy komorek
reaguja bezposrednio z dostarczonym promieniowaniem. Celem pracy bylo zba-
danie wplywu promieniowania UV (UVA, UVB, UVC) na proliferacj¢ i apoptoze
trzech linii komorkowych: NHDF, Me45 oraz HCT116. Dwie z badanych linii
komoérkowych NHDF — ludzkie fibroblasty oraz Me45 — ludzki czerniak sg komor-
kami wystepujacymi w skoérze i maja bezposredni kontakt z badanym bodzcem,
dlatego analiza apoptozy i proliferacji moze mie¢ znaczacy wptyw na dalsze zro-
zumienie zachodzacych w nich zjawisk. Do badan wybrano dodatkowo komorki
linii HCT116, ktére w warunkach naturalnych nie maja bezposredniego kontaktu
z promieniowaniem UV. Celem takiego doboru linii komérkowych byto poszu-
kiwanie, czy mechanizmy odpowiedzi na promieniowanie UV s3 jednakowe we
wszystkich komérkach organizmu oraz czy wystepuja réznice miedzy komorkami
prawidlowymi i nowotworowymi.
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2. Materialy i metody

2.1. Odczynniki chemiczne

Wszystkie odczynniki cechujg si¢ najwyzsza czystoscig dostgpng na rynku. Cyto-
chalazyna B (Sigma, Germany) zostata dodana do medium hodowlanego po napro-
mieniowaniu w ilosci 2l na kazdy mililitr medium, tgcznie 4pl o stezeniu 0,5pug/ml.
DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole-HCI) to odczynnik firmy Serva. Przed wyko-
naniem testu mikrojadrowego do szalek dodano 20pl odczynnika DAPI.

2.2. Komérki i wykorzystywane procedury

Materiat badawczy stanowity ludzkie komorki skéry (Neonatal Human Dermal
Fibroblasts (NHDF-Neo, Lonza, Poland)), komorki czerniaka (Human Melanoma
(Me45 zatozona w laboratorium z wezta chtonnego przerzutoéw pierwszego nowo-
tworu skory)) oraz nowotworu jelita (Human Colorectal Carcinoma (HCT116)) we
wczesnych pasazach. Wszystkie trzy linie hodowane byty w DMEM:F12 (Dulbec-
co Modified Eagle Medium) HAM (1:1) (Sigma, Germany) wzbogacone 10-pro-
centowg surowica ptodowa (PAA/Immuniq, Poland). Komérki byly inkubowane
w standardowych warunkach 37°C, 80% wilgotnosci, 5% dwutlenku wegla. Okoto
12 godzin przed rozpoczeciem eksperymentu i napromieniowaniem komorki zostaty
posiane na szalki (BD Immunogen) po 100 tysigcy dla komorek przeznaczonych
do analizy mikroskopowej. Przed napromieniowaniem zebrano medium oraz zdje-
to nakrywki. Konfluencja komorek wynosita ok. 40-60% w zaleznosci od ekspery-
mentu. Komorki zostaty napromieniowane w temperaturze pokojowej (21°C) dawka
10kJ/m? dla promieniowania UVA (linie: Me45, HCT116,NHDF), 2-10kJ/m? dla
UVB (linie: Me45, NHDF) oraz 50-200J/m? dla UVC (linie Me45,NHDF) urzadze-
niem CL-100 models, UVP, Upland, CA, USA. Po napromieniowaniu dodano $wie-
zego medium. Komorki inkubowano przez wyznaczony wczesniej czas (24 godziny)
w standardowych warunkach.

2.3. Test mikrojadrowy

Do oceny wystapien mikrojader i apoptozy w danych liniach komorkowych, po inku-
bacji przez zatozony wczesniej czas z cytochalazyna B, wykonano test mikrojadrowy
[Fenech 2000]. Komorki utrwalono w 1 ml zimnego 70-procentowego alkoholu etylo-
wego, odczekano 10 minut, zebrano alkohol, do komorek dodano 1 ml dejonizowanej
wody, odczekano 3 minuty. Tak przygotowane komoérki inkubowano w temperaturze
5°C przez 24 godziny. Przed wykonaniem testu dodano barwnik DAPI znakujacy DNA
w jadrach, a nastepnie obserwowano komorki z uzyciem mikroskopii fluorescencyjnej
(Axiophot, Carl Zeiss, Germany). Dokonano wlasnej modyfikacji testu polegajacej na
dodaniu cytochalazyny B, komorki zliczano do liczby 1000 z uwzglednieniem komo-
rek z jednym, dwoma, trzema, wieloma jagdrami oraz apoptozy.
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2.4. Analiza statystyczna

Wyniki przedstawione w pracy dla testu mikrojagdrowego zostaly uzyskane w trzech
niezaleznych eksperymentach, a prezentowane dane zostaty sprawdzone testem sta-
tystycznym t-Studenta na poziomie istotnosci 5%.

3. Wyniki

Promieniowanie UV moze wplywa¢ na proliferacje komorek przez hamowanie
lub stymulacj¢ podziatlow komorkowych. W przypadku analizy mikroskopowej wy-
korzystano trzy linie komorkowe Me45, NHDF oraz HCT116, w ktorych badano
wplyw promieniowania UV. Przy ekspozycji na promieniowanie UVA zastosowano
dawki 10kJ/m?, UVB 2-5kJ/m?, UVC 50-200J/m?, ktére zostaty dobrane na podsta-
wie wczesniejszych badan [Widet i in. 2014], a obserwacje przeprowadzono po 24
godzinach inkubacji. Ze wzgledu na wysoki stopien indukcji apoptozy obserwowa-
ny w liniach Me45 oraz NHDF dalsze badania dla linii HCT116 przeprowadzono
wylacznie dla promieniowania UVA. Analiza dotyczyta segregacji komorek na kon-
kretne subpopulacje w zaleznosci od liczby jader w komorce, z zachowaniem zasady
testu mikrojgdrowego. Zliczenia dokonywano do 1000 komorek, ktore dalej nazy-
wane sg populacjg. Obserwacja zostata przeprowadzona dla subpopulacji przedsta-
wionych jako komorki z jednym, dwoma, trzema, wieloma jadrami oraz przezywal-
nos$ci komorek pod wzgledem wptywu danego promieniowania.

3.1. Wplyw promieniowania UVA

Promieniowanie UVA w dawce 10kJ/m? ma wptyw na pojawianie si¢ komorek
apoptotycznych w populacji prawidtowych komérek NHDF. Zaobserwowano istot-
ne statystycznie zwigkszenie liczby komoérek apoptotycznych pod wptywem pro-
mieniowania UVA. Zaobserwowano pewne zmniejszenie proliferacji (zmiany ilosci
komorek dwujadrzastych) w stosunku do nienapromieniowanej kontroli, jednak r6z-
nice te nie byly istotne statystycznie (rys. 1).

Promieniowanie UVA ma wptyw na rozklad subpopulacji w populacji komo-
rek nowotworowych linii Me45. Obserwowane jest istotne statystycznie zwigksze-
nie liczby komorek dwujadrzastych (jeden podziat) pod wptywem promieniowania
UVA, a tym samym statystycznie istotne zmniejszenie liczby komorek jednojadrza-
stych, wydaje si¢ wiec, ze nastgpuje pobudzenie komorek do proliferacji pod wply-
wem promieniowania UVA (rys. 2).

Promieniowanie UVA ma rowniez wptyw na rozklad subpopulacji w popula-
cji komorek nowotworowych linii HCT116. Obserwowane jest istotne statystycznie
zwigkszenie liczby komorek wielojadrzastych otrzymanych dzigki dodaniu cytocha-
lazyny B, oznaczajacych dwa i wigcej podziatow pod wpltywem promieniowania
UVA (rys. 3). Przejscie wielokrotnego podziatu powoduje zmniejszenie liczby ko-
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*Statystycznie istotny wptyw promieniowania UVA; zwigkszona liczba komoérek apoptotycznych,
p-warto$¢: 0,0105; brak istotnosci statystycznej mimo obserwacji zmniejszenia proliferacji.
Rys. 1. Wplyw promieniowania UVA na populacj¢ komoérek prawidtowych NHDF

Zrbdto: opracowanie wilasne.
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* Istotne statystycznie zmniejszenie liczby komorek jednojadrzastych w stosunku do kontroli
pod wplywem promieniowania UVA, p-warto$¢: 0,005; ** istotne statystycznie zwigkszenie liczby
komorek dwujadrzastych w stosunku do kontroli pod wptywem promieniowania UVA, p-warto$¢:
5,7620 x 10,

Rys. 2. Wplyw promieniowania UVA na populacj¢ komoérek nowotworowych Me45

Zrodto: opracowanie wiasne.

morek dwujadrzastych w populacji przez brak podziatu cytoplazmy, dlatego pomi-
mo widocznego zwigkszenia liczby komoérek z dwoma jadrami pod wplywem pro-
mieniowania UVA nie wykazano rdznic istotnych statystycznie (p-warto$¢: 0,6574).
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* Istotne statystycznie zwigkszenie liczby komodrek wielojadrzastych pod wptywem promieniowa-
nia UVA, p-wartos¢: 0,0463.

Rys. 3. Wplyw promieniowania UVA na populacj¢ komorek nowotworowych HCT116

Zrodto: opracowanie wlasne.
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* Oznaczono roznice istotne statystycznie w odniesieniu do kontroli.
Rys. 4. Komorki dwujadrzaste 1 apoptoza w poszczegdlnych liniach komorkowych
odniesione do kontroli tej samej linii komorkowe;j

Zrédto: opracowanie wlasne.

Na rys. 4 przedstawiono zmiany zachodzace pod wpltywem promieniowania
UVA w trzech badanych liniach komorek. Porownano liczebnos$ci subpopulacji ko-
morek dwujadrzastych (jeden podzial) i apoptotycznych w populacjach komorek
kontrolnych i napromienionych.
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W przypadku komérek prawidtowych NHDF obserwowano zmniegjszenie pro-
liferacji pod wptywem promieniowania UVA, natomiast dla linii komérek nowo-
tworowych Me45 oraz HCT116 obserwowano zwigkszenie proliferacji, dla Me45
istotne statystycznie. Promieniowanie UVA pobudza komorki nowotworowe do pro-
liferacji. Komorki prawidtowe NHDF sg bardziej wrazliwe na promieniowanie UVA
niz komorki nowotworowe (statystycznie istotny wzrost apoptozy dla komorek pra-
widlowych). Dla kazdej linii komoérki poréwnano w stosunku do kontroli tej samej
linii.

3.2. Wplyw promieniowania UVB

Promieniowanie UVB w dawce 5kJ/m? ma wpltyw na rozktad subpopulacji w popu-
lacji prawidtowych komérek NHDF. Zaobserwowano statystycznie istotny wpltyw
promieniowania na pojawianie si¢ komoérek z dwoma jadrami — obnizenie liczby
komorek dwujadrzastych w stosunku do kontroli oraz na wchodzenie komorek
w apoptoze — zwigkszenie apoptozy dla komorek napromieniowanych. Okoto 25%
populacji stanowig komorki apoptotyczne (rys. 5).
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* Statystycznie istotny wplyw promieniowania UVB na powstawanie komorek z dwoma jadra-
mi — obnizenie liczebno$ci w stosunku do kontroli, p-wartos¢: 0,0037; **statystycznie istotny wptyw
promieniowania UVB na apoptoz¢ w populacji komoérkowej — zwigkszenie apoptozy w stosunku do
kontroli, p-warto$¢: 0,0227 — obnizenie liczebnosci.

Rys. 5. Wplyw promieniowania UVB na populacj¢ komoérek prawidtowych NHDF

Zrodto: opracowanie wiasne.

Promieniowanie UVB w dawce 5kJ/m* ma wplyw na rozktad subpopulacji
w populacji komorek nowotworowych Me45. Zaobserwowano statystycznie istotny
wplyw 1 obnizenie liczebno$ci komorek z jednym oraz dwoma jadrami — obnizenie
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w stosunku do kontroli dla komérek napromieniowanych oraz na komoérki apopto-
tyczne — zwigkszenie apoptozy dla komoérek napromieniowanych. Okoto 90% popu-
lacji stanowig komorki apoptotyczne (rys. 6).
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* Statystycznie istotny wplyw promieniowania UVB na komorki niedzielace si¢ (jedno jadro)
— zmniejszenie liczebnosci w stosunku do kontroli, p-warto$é: 1,8578 x 104; **statystycznie istotny
wplyw promieniowania UVB na komorki z dwoma jadrami — obnizenie liczebno$ci w stosunku do
kontroli, p-warto$§¢: 2,0766 x 1075; *** statystycznie istotny wptyw promieniowania UVB na apoptoze
w populacji komdrkowej — zwigkszenie apoptozy w stosunku do kontroli, p-warto$¢: 1,5263 x 107,

Rys. 6. Wptyw promieniowania UVB na populacj¢ komorek nowotworowych Me45

Zrodto: opracowanie wiasne.

Na rys. 7 przedstawiono poréwnanie komorek ze wzgledu na sprawdzenie ak-
tywnosci podzialowej (pojawiania si¢ komorek dwujadrzastych, jeden podziat pod-
czas obserwacji) dla danej linii komorkowej oraz komorek apoptotycznych w celu
sprawdzenia przezywalno$ci pod wplywem promieniowania UVB. W przypadku
komorek prawidtowych NHDF i nowotworowych Me45 obserwowano statystycznie
istotne zmniejszenie proliferacji pod wptywem promieniowania UVB. Promienio-
wanie UVB w uzytych dawkach hamuje podzialy komoérkowe.

Dodatkowo przedstawione zostaty komorki apoptotyczne oraz wplyw promie-
niowania UVB na przezywalno$¢ komorek. Dla kazdej linii komorki poréwnano
w stosunku do kontroli tej samej linii. Zaobserwowano statystycznie wigkszg liczbe
komorek apoptotycznych po napromieniowaniu zarowno dla linii NHDF, jak i dla
Me45. Frakcja komorek apoptotycznych w odniesieniu do calej populacji dla linii
NHDF wynosi ok. 25%, a dla komorek linii Me45 ok. 85%. Komorki nowotworowe
Me45 sg bardziej wrazliwe na promieniowanie UVB niz komorki prawidtowe linii
NHDF.
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Rys. 7. Komorki dwujadrzaste i apoptoza w poszczeg6lnych liniach komérkowych
odniesione do kontroli tej samej linii komoérkowej

Zrodto: opracowanie wiasne.

3.3. Wplyw promieniowania UVC

Promieniowanie UVC w dawce 100J/m> ma wplyw na rozktad subpopulacji w po-
pulacji prawidlowych komérek NHDF. Zaobserwowano statystycznie istotny wptyw
na komorki przezywajace — zwigkszong w stosunku do kontroli apoptoze dla komo-
rek napromieniowanych. Odsetek komorek apoptotycznych w wysokosci ok. 80%
implikuje statystycznie istotne obnizenie komorek z jednym i dwoma jagdrami (rys. 8).

Promieniowanie UVC ma istotny statystycznie wptyw na rozktad subpopulacji
w populacji komorek nowotworowych Me45. Zaobserwowano statystycznie istotny
wplyw na komorki przezywajace — zwigkszona apoptoza dla komorek napromienio-
wanych w stosunku do kontroli. Odsetek komorek apoptotycznych w wysokosci ok.
90% implikuje statystycznie istotne obnizenie komorek z jednym i dwoma jadrami
(rys. 9).

Na rys. 10 przedstawiono poréwnanie liczebnosci frakcji komoérek dwujadrza-
stych (jeden podzial podczas obserwacji) oraz komorek apoptotycznych w popu-
lacjach kontrolnych i napromienionych UVC. W obu liniach obserwowano staty-
stycznie istotne zmniejszenie proliferacji pod wptywem promieniowania UVC.
Promieniowanie UVC hamuje podziaty komdrkowe.

Dodatkowo przedstawione zostaly komorki apoptotyczne i wptyw promienio-
wania UVC na liczebno$¢ tej populacji. Dla kazdej linii komorki poréwnano w sto-
sunku do kontroli tej samej linii. Zaobserwowano statystycznie wigksza liczbe
komorek apoptotycznych po napromieniowaniu zarowno dla linii NHDF, jak i dla
Me45. Frakcja komorek apoptotycznych dla linii NHDF wynosita ok. 80%, a dla
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* Statystycznie istotny wplyw promieniowania UVC na komorki z jednym jadrem — obnizenie li-
czebnosci w stosunku do kontroli, p-wartos¢: 9,7031 x 104; ** statystycznie istotny wplyw promienio-
wania UVC na komorki z dwoma jadrami — obnizenie liczebnosci w stosunku do kontroli, p-warto$¢:
0,0034; *** statystycznie istotny wplyw promieniowania UVA na apoptoz¢ w populacji komorkowe;j
— zwigkszenie apoptozy w stosunku do kontroli, p-warto$¢: 2,9642 x 10

Rys. 8. Wplyw promieniowania UVC na populacje¢ komorek prawidtowych NHDF

Zr6dto: opracowanie wilasne.
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* Statystycznie istotny wpltyw promieniowania UVC na komorki z jednym jadrem — obnizenie
liczebnosci w stosunku do kontroli, p-warto$¢ 0,0013; **statystycznie istotny wpltyw promieniowa-
nia UVC na komorki z dwoma jadrami — obnizenie liczebnosci w stosunku do kontroli, p-warto$¢:
6,8613 x 104; ***gtatystycznie istotny wptyw promieniowania UVA na apoptoz¢ w populacji komor-
kowej — zwigkszenie apoptozy w stosunku do kontroli, p-wartos¢: 0,0012.

Rys. 9. Wptyw promieniowania UVC na populacj¢ komorek nowotworowych Me45

Zrodto: opracowanie wiasne.
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Rys. 10. Komorki dwujadrzaste i apoptoza w poszczegodlnych liniach komoérkowych
odniesione do kontroli tej samej linii komorkowe;j

Zrodto: opracowanie wiasne.

komorek linii Me45 ok. 90%. Zaréwno komorki nowotworowe Me45, jak 1 prawi-
dtowe NHDF sg bardzo wrazliwe na promieniowanie UVC.

4. Dyskusja

Zaproponowana technika zliczania podziatow komdrkowych obejmuje metodyke
standardowego testu mikrojadrowego. Modyfikacja polega na wykorzystaniu te-
stu mikrojadrowego do obserwacji liczby podziatéw komorkowych po blokadzie
cytokinezy przez cytochalazyn¢ B. Cytochalazyny A-J sg to zwiazki chemiczne
o strukturze oddziatujacej ze szkieletem aktynowym. Przechodza przez btong pla-
zmatyczng bez uszkodzenia btony komorkowej, ale wigzg si¢ z filamentami aktyny,
uniemozliwiajac podziat cytoplazmy. Cytochalazyna, wytwarzana przez grzyby, jest
znana jako mykotoksyna. Cytochalazyna B hamuje réznorodne reakcje komorkowe,
takie jak: cytokineza, poruszanie si¢ i ruchy zwigzane z procesami ustrojowymi.
Wptywa na aktynowe filamenty, ale nie ma wptywu na mitoze¢. Uniemozliwia trans-
port glukozy i innych cukrow w btonach komoérkowych oraz fragmentuje powstate
mikrofilamenty [Lin, Santi, Spudich 1974; Turner, Carter 1972]. Poprzez zliczanie
komoérek z odpowiednig liczbg jader i przyporzadkowywanie ich do odpowiedniej
grupy w populacji identyfikowane sa odpowiednie subpopulacje komorek. Popula-
cje obejmujg nastepujaco zdefiniowane subpopulacje: komorki z jednym, dwoma,
trzema i wieloma jadrami oraz komorki apoptotyczne.
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Aktywnos¢ podziatlowa komorek wzrasta po radiacji matymi dawkami promie-
niowania UVA, obserwowano statystycznie istotne zwigkszenie proliferacji (ko-
morki z dwoma jadrami) linii Me45, podobnie dla linii HCT116, gdzie jednak nie
jest to roznica istotna statystycznie (rys. 4). Dla linii HCT116 po napromieniowaniu
UVA odnotowano statystycznie istotne zwigkszenie liczby komorek poliploidalnych
z czterema i wigcej jadrami (wigcej niz jeden podzial) — zob. rys. 3. W prawidlowych
komorkach NHDF zaobserwowano obnizenie proliferacji, jednak nieistotne staty-
stycznie, a takze istotne statystycznie zwickszenie apoptozy. Z danych literaturo-
wych wynika, ze promieniowanie UVA powoduje liczne zmiany komorkowe, ktore
odgrywaja role we wzroscie uszkodzen DNA. W eksperymentach ze zwierzetami
wykazano, ze promieniowanie UVA i UVB moze zmieni¢ dynamik¢ rozwoju nowo-
tworow wszczepianych eksponowanym myszom. Ekspozycja na promieniowanie
UVB, ale nie na UVA, powodowata rozwdj nowotworéw u myszy bezgrasiczych,
ale nowotwory indukowane promieniowaniem UVB rosly szybciej, jesli myszy byty
napromieniane takze promieniami UVA [Sluyter, Halliday 2000]. Zasugerowano,
ze chociaz samo UVA nie moze spowodowa¢ nowotworu, moze wspiera¢ kancero-
genny efekt spowodowany UVB [Sluyter, Halliday 2000; Staberg i in. 1983; Willis,
Menter, Whyte 1981]. Efekt ten mogltby by¢ thumaczony obserwowang stymulacja
proliferacji przez promieniowanie UVA. Promieniowanie UVA pobudza ekspre-
sje cykliny D1 odpowiedzialnej za proliferacje oraz przechodzenie komoérek przez
punkt kontrolny G1/S [Han i in. 2011]. Obserwowana zwi¢kszona proliferacja moze
by¢ wynikiem nadekspresji cykliny D1 w komorkach nowotworowych, a tym sa-
mym stymulacji komoérek do podziatow [Blagosklonny, Pardee 2002; Han i in. 2011;
Sluyter, Halliday 2000; Staberg i in. 1983; Willis, Menter, Whyte 1981].

Promieniowanie UVB moze bezposrednio uszkadza¢ DNA oraz uczestniczy
w tworzeniu reaktywnych form tlenu [Berwick, Kesler 2005; Grant, Garland, Ho-
lick 2005; TARC Working Group Reports 2005; Kurytowicz, Bednarczuk, Nauman
2007]. W przedstawionych badaniach zaobserwowano, ze komorki linii Me45, trak-
towane takg samg dawka UVB jak komorki prawidtowe NHDF, ulegaja w 85% ko-
morek apoptozie. W komorkach prawidtowych apoptoza wyniosta ok. 25%. W obu
liniach odnotowano blokade proliferacji. Wskazuje to na zréznicowany wpltyw
promieniowania na komoérki w zaleznos$ci od typu oraz petlnionych funkcji oraz na
wickszg wrazliwosé komorek linii Me45 na promieniowanie UVB. Smieré komo-
rek wyindukowana przez promieniowanie UV jest zalezna od dtugosci fali, dawki
promieniowania oraz typu linii komoérkowej. Po napromieniowaniu UVA komorki
byly zdolne do zycia nawet po wyzszych dawkach, po UVB apoptoza byta widocz-
na od dawki 50J/m?, a po UVC od dawki 25J/m?. Badania pokazaly, ze wrazliwos¢
na promieniowanie UVB zalezy od typu linii komérkowej oraz ze promieniowanie
o krotszych falach jest bardziej efektywne w indukcji apoptozy [Kimura i in. 2010].
Promieniowanie UVB generuje dwuniciowe peknigcia DNA naprawiane na drodze
faczenia koncdéw niehomologicznych lub z udziatem rekombinacji homologiczne;j
oraz dimery pirymidynowe i fotoprodukty (6-4), ktore w wigkszosci sg usuwane
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przez system naprawy droga wyciecia nukleotydu w prawidtowych komorkach.
Nienaprawione uszkodzenia DNA moga prowadzi¢ do translokacji chromosomo-
wych i1 formacji niestabilnych chromosoméw dicentrycznych lub acentrycznych
fragmentéw chromosomoéw, ktore sa powigzane z indukcja apoptozy. Linie z wy-
soka czestoscia podziatow sg bardziej narazone na stymulowanie §mierci komorki
[Kulms, Schwarz 2000; Salucci i in. 2012]. Obserwacje pokazaly, ze nawet mate
dawki promieniowania UVB powoduja $mieré¢ komorek w zaleznosci od badanej
linii komoérkowe;j.

Promieniowanie UVC nie dociera do powierzchni Ziemi, poniewaz jest zatrzy-
mywane przez warstwe ozonowg [[ARC Working Group Reports 2005]. Komorki
poddane dziataniu dawki 100J/m?, niezaleznie od linii komérkowe;j, jednakowo ule-
gaja apoptozie oraz blokadzie proliferacji, wskazujac, ze UVC jest tak samo tok-
syczne dla wszystkich typow komorek. Apoptoza indukowana UVC zachodzi za-
zwyczaj w jednym cyklu komorkowym przed mitoza i dlatego ma gtéwnie charakter
$mierci interfazowej [Choi 1 in. 2000].

5. Whnioski

Smier¢ komorek wyindukowana przez promieniowanie UV jest zalezna od dtugo-
$ci fali, dawki promieniowania oraz typu linii komorkowej. Wyniki sugeruja, ze
promieniowanie UVA (315-400nm) w niskich dawkach moze pobudza¢ komorki
nowotworowe do podzialow. Pokazano takze, ze komorki poddane ekspozycji na
promieniowanie UVB (280-315nm) wykazuja zréznicowana wrazliwos¢ na jego
dziatanie w zaleznosci od typu oraz pelnionych przez nie funkcji. Jest ono efektywne
w indukcji apoptozy, a linie komorkowe z wysoka czestoscig podziatow sg bardziej
narazone na jego dziatanie. Promieniowanie UVC (100-280nm) indukuje apoptoze
niezaleznie od typu komorek i potencjatu podziatowego. Komorki prawidlowe i no-
wotworowe wolno i szybko dzielace si¢ w podobnym stopniu ulegaja $mierci.

Scharakteryzowane subpopulacje obecne w populacjach komorek obejmujg ko-
morki z jednym, dwoma, trzema, wieloma jgdrami oraz komorki apoptotyczne. Pre-
zentowane wyniki otrzymane zostaty przez modyfikacj¢ standardowej metody ob-
serwacji z uzyciem cytochalazyny B, ktora moze by¢ pomocna w szacowaniu liczby
podziatow, jakie przeszty komorki.
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