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Apoptoza i ochronne
dzia∏anie kwasu foliowego

Wst´p
W ostatnich latach wiedza o bu-

dowie i czynnoÊciach poszczegól-

nych warstw skóry uleg∏a znaczne-

mu poszerzeniu. Skóra, jako uk∏ad

wielu warstw komórek o wyspecjali-

zowanych funkcjach, jest pierwszà

barierà chroniàcà organizm przed

urazami mechanicznymi i utratà

wody. Jako zewn´trzna pow∏oka 

– umo˝liwia wydalanie i wch∏ania-

nie ró˝nych substancji oraz przeka-

zuje do uk∏adu nerwowego infor-

macje o otaczajàcym Êwiecie. To

równie˝ organ – najwi´kszy i naj-

ci´˝szy w ciele cz∏owieka – w któ-

rym zachodzi szereg reakcji immu-

nologicznych, prowadzàcych do po-

wstania alergii kontaktowej bàdê

podra˝nieƒ.

Jednym ze zjawisk zachodzàcych

w komórkach skóry jest apoptoza,

nazywana te˝ programowanà lub

aktywnà Êmiercià komórki. Umo˝li-

wia ona eliminacj´ komórek bez po-

budzania procesu zapalnego i usz-

kodzenia tkanek otaczajàcych. Na

drodze apoptozy z ustroju usuwane

sà komórki zaka˝one, uszkodzone,

zmutowane lub zb´dne, np. takie,

które wyst´pujà tylko na pewnych

etapach rozwoju organizmu. 

Apoptoza stymulowana jest

m.in. przez niedobór hormonów,

niedobór czynników wzrostu, pro-

dukcj´ cytokin lub na skutek prze-

kazywania b∏´dnych informacji

o podzia∏ach komórkowych. Sygna-

∏ami do rozpocz´cia tego procesu

sà: po∏àczenie odpowiednich rece-

ptorów powierzchniowych z rodzi-

ny TNFR (tzw. receptory Êmierci 

– Tumor Necrosis Factor Receptors)

z ligandami (szlak receptorowy) lub

zmiany zachodzàce w mitochon-

driach (szlak mitochondrialny)

[1,3]. Uruchomione w ten sposób

procesy proteolityczne i nukleoli-

tyczne prowadzà do charaktery-

stycznych zmian w morfologii ko-

mórek. Ciàg∏oÊç b∏ony komórkowej

zostaje zachowana: otacza ona za-

wartoÊç obumierajàcej komórki,

tworzàc tzw. cia∏ka apoptotyczne.

We wczesnym stadium apoptozy

dochodzi do odwodnienia komórki,

co prowadzi do zag´szczenia cytop-

lazmy, która staje si´ silnie kwaso-

ch∏onna [2]. Zmiany zachodzàce

w jàdrze komórkowym majà cha-

rakter zorganizowany: chromatyna

ulega kondensacji, przybiera kszta∏t

pó∏ksi´˝yca lub ko∏a, a DNA zosta-

je strawione przez endonukleazy,

zale˝ne od jonów wapnia i magne-
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Ârednia prze˝ywalnoÊç komórek naskórka (kontrola)

Ârednia prze˝ywalnoÊç komórek naskórka hodowanych przez 
16 godz. w obecnoÊci 0,01% FA

Ârednia prze˝ywalnoÊç komórek naskórka poddanych dzia∏aniu
UVB (90 min)

Ârednia prze˝ywalnoÊç komórek naskórka poddanych 16-godzinnej
preinkubacji z 0,01% FA, a nast´pnie naÊwietlonych UVB (90 min)

Ârednia prze˝ywalnoÊç komórek naskórka poddanych dzia∏aniu
UVB (180 min)

Ârednia prze˝ywalnoÊç komórek naskórka poddanych 16-godzinnej
preinkubacji z 0,01% FA, a nast´pnie naÊwietlonych UVB (180 min)

Tabela 1
Prze˝ywalnoÊç komórek naskórka hodowanych przez 16 godz.

w obecnoÊci kwasu foliowego (0,01%), a nast´pnie 
naÊwietlanych promieniowaniem UVB przez 90 min i 180 min, 

oceniana metodà FDA/Pi (n=2)
Viability of keratinocytes incubated (16 h) in presence of folic
acid (0,01%) and next UVB-irradiated (90 min and 180 min), 

died by FDA/Pi (n=2)

74,8%

77,2%

52,2%

75,9%

29,6%

68,8%
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zu [4]. Cia∏ka apoptotyczne osta-

tecznie ulegajà sfagocytowaniu

przez sàsiadujàce komórki o w∏aÊci-

woÊciach ˝ernych oraz przez w´-

drujàce makrofagi. Komórki te

w przebiegu apoptozy wydzielajà

substancje hamujàce proces zapal-

ny [3]. Oprócz zmian morfologicz-

nych w komórkach apoptycznych

dochodzi do szeregu przemian bio-

chemicznych, np. mobilizacji wap-

nia wewnàtrzkomórkowego, des-

trukcji mikrotubul i aktywacji

transglutaminaz katalizujàcych po-

wstawanie wiàzaƒ mi´dzy niektóry-

mi bia∏kami.

Keratynocyty, tworzàce ˝ywà

warstw´ naskórka, ulegajà apopto-

zie w trakcie ich migracji w kierun-

ku powierzchni skóry. Nie ulegajà

jednak fagocytozie, ale sà usuwane

z powierzchni skóry w procesie

z∏uszczania. Podobna sytuacja ma

miejsce w czasie tworzenia si´ ko-

smków jelitowych lub komórek so-

czewki oka (w rozwoju zarodko-

wym). 

Przekszta∏canie si´ keratynocy-

tów (keratynizacja) obejmuje kilka

zachodzàcych jednoczeÊnie proce-

sów, dotyczàcych desmosomów,

bia∏ek Êródkomórkowych (keraty-

ny) i tworzenia otoczki rogowej.

Apoptoza rozpoczyna si´ ju˝

w warstwie kolczystej zmianami

struktury jàdra komórkowego i roz-

padem DNA oraz niektórych orga-

nelli komórkowych (np. retikulum

endoplazmatycznego – ER i apara-

tu Golgiego). Jàdra komórek war-

stwy kolczystej sà owalne, a w cyto-

plazmie stwierdza si´ doÊç du˝à

liczb´ wolnych rybosomów i ziarni-

stoÊci o owalnym kszta∏cie, otoczo-

nych b∏onà [5]. ZiarnistoÊci te sà

charakterystyczne dla komórek,

w których rozpoczyna si´ proces ro-

gowacenia.

Apoptoza, w przeciwieƒstwie do

martwicy, jest procesem czynnym,

zwiàzanym z aktywacjà genów

i syntezà bia∏ek [1]. Natomiast ne-

kroza (martwica) jest procesem za-
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Apoptoza i ochronne dzia∏anie 
kwasu foliowego
STRESZCZENIE
S∏owa kluczowe: kwas foliowy, apoptoza, promieniowanie ultrafioletowe

Wst´p: Jednym ze zjawisk zachodzàcych w komórkach skóry jest apoptoza,
nazywana te˝ programowanà lub aktywnà Êmiercià komórki. Proces ten umo˝-
liwia eliminacj´ komórek bez pobudzania procesu zapalnego i uszkodzenia
tkanek otaczajàcych. Keratynocyty tworzàce ˝ywà warstw´ naskórka ulegajà
apoptozie w trakcie ich migracji w kierunku powierzchni skóry. Nie ulegajà jed-
nak fagocytozie, ale sà usuwane z powierzchni skóry w procesie z∏uszczania.
Do czynników stymulujàcych apoptoz´ nale˝y m.in. promieniowanie ultrafiole-
towe. Istnieje wiele substancji chroniàcych przed szkodliwym dzia∏aniem UVB,
jednak tylko niektóre z nich wywierajà wp∏yw na poziom indukowanej UV apop-
tozy. Substancjà kosmetyczà o dzia∏aniu ochronnym, która jednoczeÊnie wp∏y-
wa na apoptoz´ komórek naskórka i odgrywa istotnà rol´ w naprawie materia-
∏u genetycznego, jest kwas foliowy. 
Celem pracy by∏o sprawdzenie, jaki jest wp∏yw kwasu foliowego na poziom
apoptozy indukowanej UVB w komórkach naskórka stymulowanych lub niesty-
mulowanych badanà witaminà. 
Materia∏ i metody: Oceny poziomu apoptozy dokonano przy u˝yciu cytometru
przep∏ywowego. 
Wyniki: Przeprowadzone badania wykaza∏y ochronne dzia∏anie kwasu foliowe-
go na uszkodzenia wywo∏ane promieniowaniem ultrafioletowym. Zmniejszenie
poziomu apoptozy zaobserwowano tylko w komórkach, które hodowano
w obecnoÊci kwasu foliowego, zanim zosta∏y uszkodzone przez dzia∏anie pro-
mieniowania ultrafioletowego. Nie stwierdzono zmniejszenia poziomu apopto-
zy w komórkach, które przed naÊwietlaniem nie by∏y stymulowane witaminà. 
Wnioski: Wyniki przeprowadzonych doÊwiadczeƒ wskazujà, ˝e kwas foliowy
jest niezb´dny do przetrwania szkodliwych warunków Êrodowiska, ale musi byç
dostarczony odpowiednio wczeÊnie – zanim powstanà uszkodzenia w komór-
kach. Wydaje si´, ˝e kwas foliowy nie tyle redukuje wywo∏anà UV apoptoz´ (co
w konsekwencji mog∏oby doprowadziç do rozwoju nowotworów na skutek na-
gromadzenia uszkodzeƒ w komórkach), co zapobiega powstawaniu uszko-
dzeƒ, które uruchomi∏yby proces samobójczej Êmierci komórki.

Apoptosis and protective effect 
of folic acid
SUMMARY
Key words: folic acid, apoptosis, ultraviolet radiation

Introduction: Apoptosis, called also programmed or active cell death, is one of
the phenomena occurring in skin cells. It makes possible elimination of cells wi-
thout stimulating inflammatory process and damage of surrounding tissues.
The keratinocytes forming the viable epidermal layer are subject to apoptosis
during their migration towards skin surface. However, they undergo no phago-
cytosis but are eliminated from skin surface in the process of desquamation. 
The factors that stimulate apoptosis include, among other, ultraviolet radiation.
There are numerous cosmetic substances protecting against harmful effects of
UVB, but only some of them exert influence on the level of UV-induced apopto-
sis. Folic acid is a cosmetic substance with protective activity, that, at the 
same time, affects apoptosis of epidermal cells and plays a significant role in
genetic material repair.
The aim of the study was an assessment of the effect of folic acid on the level
of UVB-induced apoptosis in epidermal cells stimulated or not stimulated with
the studied vitamin.
Material and methods: The assessment of apoptosis level was carried out by



le˝nym od rodzaju uwolnionych en-

zymów, a powsta∏e produkty rozpa-

du komórki wywo∏ujà reakcj´ za-

palnà. Âmierç nekrotyczna nast´pu-

je wówczas, gdy komórki zostajà

powa˝nie uszkodzone przez czyn-

niki fizyczne lub niedotlenienie

i, w przeciwieƒstwie do komórek

apoptotycznych, ulegajà p´cznie-

niu. Komórka w procesie martwicy

traci zdolnoÊç zachowania równo-

wagi wodno-elektrolitowej, czego

efektem jest zwi´kszanie obj´toÊci

organelli komórkowych (g∏ównie

mitochondriów) oraz ich p´kanie. 

Apoptoza odgrywa bardzo wa˝-

nà rol´ w procesach fizjologicznych

(w rozwoju i modelowaniu tkanek

i narzàdów, kszta∏towaniu uk∏adu

nerwowego, rozrodczego i odporno-

Êciowego, erytropoezie) oraz w pro-

cesach patologicznych (zaka˝enia

paso˝ytnicze, bakteryjne, wirusowe

i grzybicze, choroby z autoagresji

oraz nowotworowe). Zaburzenia te-

go procesu towarzyszà chorobom

nowotworowym i degeneracyjnym,

alergiom bàdê przewlek∏ym zapale-

niom.

Na drodze apoptozy, jak wspo-

mniano wczeÊniej, usuwane sà ko-

mórki uszkodzone. Do uszkodzeƒ

takich dochodzi m.in. na skutek ek-

spozycji skóry na promieniowanie

ultrafioletowe. Najwi´ksza dawka

promieniowania dociera do naskór-

ka, powodujàc rumieƒ, oparzenia

i rozwój nowotworów. Oparzenia

s∏oneczne prowadzà do apoptozy

keratynocytów znajdujàcych si´

jeszcze w dosyç g∏´bokich wars-

twach skóry: warstwie podstawnej

i kolczystej [6]. Apoptoza w tych

warunkach wywo∏ana jest znaczny-

mi uszkodzeniami materia∏u gene-

tycznego tych komórek i poprzedza

ich migracj´ w kierunku powierzch-

ni skóry [4]. 

Normalna, zdrowa skóra chroni

si´ w pewnym stopniu przed uszko-

dzeniami wywo∏anymi przez Êwia-

t∏o. Martwe komórki naskórka oraz

lipidy cementu mi´dzykomórkowe-

go odbijajà cz´Êç Êwiat∏a i absorbu-

jà go bez szkody dla skóry. Melani-

na produkowana pod wp∏ywem

promieni UV staje si´ naturalnym

filtrem o dzia∏aniu ochronnym,

przeciwrodnikowym oraz zwi´ksza-

jàcym odpornoÊç skóry na poparze-

nia s∏oneczne i zmiany nowotworo-

we. Innym sposobem zapobiegania

zmianom wywo∏ywanym przez pro-

mieniowanie Êwietlne jest odpo-

wiednia piel´gnacja skóry. Najlep-

szà metodà ochrony skóry jest uni-

kanie bezpoÊredniego dzia∏ania

promieni s∏onecznych oraz stoso-

wanie filtrów s∏onecznych, które na

skórze absorbujà lub odbijajà pro-

mieniowanie UV.

Sk∏adniki zawarte w kosmety-

kach mo˝na podzieliç na trzy gru-

py. Nale˝à do nich: sk∏adniki nawil-

˝ajàce, których dzia∏anie ogranicza

si´ g∏ównie do warstwy rogowej

(wzmacniajà lipidy cementu mi´-

dzykomórkowego i dzia∏ajà na za-

sadzie higroskopijnoÊci); sk∏adniki

ochronne (np. przeciwrodnikowe,

przeciwutleniajàce, wià˝àce jony

metali ci´˝kich), które swojà aktyw-

noÊç przejawiajà w reakcjach che-

micznych, oraz substancje, które

ingerujà w procesy biochemiczne

skóry – ekspresj´ genów, regulacj´

aktywnoÊci enzymów, syntez´ hor-

monów czy wyzwalanie sygna∏ów

w uk∏adzie nerwowym [7]. Podsta-
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means of a flow cytometer.
Results: The tests performed demonstrated a protective effect of folic acid
against the damages induced by ultraviolet radiation. Apoptosis level reduction
was observed only in those cells which had been cultured in the presence 
of folic acid before they were damaged by ultraviolet radiation. No reduction 
of apoptosis level was found in the cells, which were not stimulated with the vi-
tamin.
Conclusions: The results of the experiments performed demonstrate that folic
acid is indispensable for survival under harmful environmental conditions, but
it must be supplied early enough – before cell damages occur. It seems that fo-
lic acid not so much reduces the UV-induced apoptosis (which, in consequen-
ce, could lead to development of tumours due to accumulation of damages in
cells), as prevents the development of damages, which could start the process
of suicidal cell death.

Ârednia wczesna apoptoza komórek naskórka (kontrola)

Ârednia wczesna apoptoza komórek naskórka hodowanych przez
16 godz. w obecnoÊci 0,01% FA 

Ârednia wczesna apoptoza komórek naskórka poddanych dzia∏aniu
UVB (90 min) 

Ârednia wczesna apoptoza komórek naskórka poddanych 
16-godzinnej preinkubacji z 0,01% FA, a nast´pnie naÊwietlonych
UVB (90 min) 

Tabela 2
Poziom apoptozy komórek naskórka hodowanych przez 16 godz.

w obecnoÊci kwasu foliowego (0,01%) i naÊwietlanych 
promieniowaniem UVB, oceniany metodà Aneksyna V/Pi.

Apoptosis level in keratinocytes incubated (16 h) in presence 
of folic acid (0,01%) and next UVB-irradiated, 

died by Annexin V (n=2)

84,90%

9,76%

30,72%

9,59%



wowym warunkiem ich skutecz-

noÊci jest powinowactwo do okreÊ-

lonych czàsteczek chemicznych (re-

ceptorów komórkowych) oraz zdol-

noÊç dotarcia do okreÊlonego miej-

sca w tkance skóry. 

Substancjà kosmetyczà o dzia∏a-

niu ochronnym, która jednoczeÊnie

wp∏ywa na apoptoz´ komórek na-

skórka oraz przejawia istotnà rol´

w naprawie materia∏u genetycznego

jest kwas foliowy. Jest to witamina

z grupy B, okreÊlana mianem wita-

miny Bc, B9 lub witaminy M, która

zosta∏a wyodr´bniona wiele lat te-

mu z liÊci szpinaku i nazw´ swojà

wywodzi od powszechnego wyst´-

powania w zielonych liÊciach (fo-

lium – liÊç). Kwas foliowy przejawia

w∏aÊciwoÊci regenerujàce komórki

skóry [8], bierze udzia∏ w regulacji

proliferacji komórek (stymuluje

proces ich odnowy) oraz skutecznie

chroni przed fotostarzeniem [9].

W badaniach in vitro wykazano

przyspieszenie naprawy DNA usz-

kodzonego w wyniku ekspozycji na

promieniowanie UVB w komórkach

hodowanych w obecnoÊci kwasu fo-

liowego [10]. Wykorzystujàc tech-

nik´ Elisa stwierdzono, ˝e kwas fo-

liowy zapobiega tak˝e apoptozie

komórek naskórka wywo∏anej tym

promieniowaniem [11]. W przepro-

0wadzonych doÊwiadczeniach ko-

mórki naskórka by∏y hodowane

w obecnoÊci kwasu foliowego zanim

poddano je dzia∏aniu UV. Nie

sprawdzono jednak jaki jest wp∏yw

witaminy na poziom apoptozy ko-

mórek bez ich wczeÊniejszej stymu-

lacji testowanà substancjà. Wysu-

ni´to jedynie przypuszczenie, ˝e

kwas foliowy mo˝e redukowaç

apoptoz´. Aby zweryfikowaç t´ su-

gesti´ przeprowadzono badania po-

ziomu apoptozy w komórkach trak-

towanych i niehodowanych w obec-

noÊci kwasu foliowego, a nast´pnie

poddanych dzia∏aniu promieniowa-

nia ultrafioletowego. 

Cel pracy
Celem pracy by∏o sprawdzenie,

jaki jest wp∏yw kwasu foliowego 

na poziom apoptozy indukowanej

UVB w komórkach naskórka, sty-

mulowanych lub niestymulowanych

badanà witaminà. 

Dla zobrazowania opisywanych

zjawisk zastosowano technik´ cyto-

metrii przep∏ywowej, monitorujàcej

charakterystyczne zmiany morfolo-

giczne w komórkach apoptotycz-

nych. Przeprowadzono barwienie

komórek dioctanem fluoresceiny

i jodkiem propidyny (kompleks

FDA/Pi) oraz aneksynà V (komp-

leks aneksyna V/Pi).

Materia∏ i metody
Materia∏em do badaƒ by∏a linia

komórek naskórka (epidermoid car-

cinoma cell line KB, American Type

Culture Colection) hodowana w

pod∏o˝u RPMI zawierajàcym 2 mM

L-glutamin´, antybiotyki (100 jed./

ml penicyliny, 0,25 mg/ml siarczanu

streptomycyny) i 10% FCS [11].

DoÊwiadczenia przeprowadzano na

komórkach hodowanych na p∏yt-

kach 6-do∏kowych (NUNC).

� Metody

Komórki naÊwietlano promienio-

waniem UVB (1000 mW/m2) z wy-

sokoÊci 20 cm lampà Vilber Lour-

mat VL-6M 12W (d∏ugoÊç fali:

312 nm). Nat´˝enie promieniowa-

nia w miejscu umieszczenia p∏y-

tek przed ka˝dym doÊwiadczeniem

kontrolowano za pomocà miernika

napromieniowania UVB-20 firmy

Sonopan. NaÊwietlanie materia∏u

badawczego odbywa∏o si´ w inkuba-

torze, w warunkach 37ºC i 5% CO2.

NaÊwietlaniu poddawano komórki

niestymulowane kwasem foliowym

(czas naÊwietlania 70 min) oraz te,

które hodowano przed naÊwietla-

niem w obecnoÊci kwasu foliowego

(0,01%) przez 16 godzin (czas na-

Êwietlania: 90 i 180 min). Po na-

Êwietlaniu komórki inkubowano

przez 4 godz (w pod∏o˝u zawierajà-

cym lub nie kwas foliowy), a nas-

t´pnie barwiono kompleksem FDA

/Pi wed∏ug metody opisanej przez

Stachnik i wsp. [12].  Dioctan fluo-

rescyjny (FDA) jest niepolarnà i nie

fluoryzujàcà pochodnà fluorescei-

ny, która ma zdolnoÊç przenikania

przez b∏on´ komórkowà. Po wnik-

ni´ciu jest hydrolizowana w cyto-

plazmie przez wewnàtrzkomórkowe 

esterazy, co prowadzi do powstania
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Tabela 3
Prze˝ywalnoÊç komórek naskórka niepoddanych 
przed naÊwietlaniem dzia∏aniu kwasu foliowego, 

oceniana metodà FDA/Pi (n=2)
Viability of keratinocytes after UVB radiation (70 min), without

pre-incubation with folic acid

Ârednia wczesna apoptoza komórek naskórka (kontrola)

Ârednia prze˝ywalnoÊç komórek 
naskórka hodowanych przez 4 godz. w obecnoÊci 0,01% FA

Ârednia prze˝ywalnoÊç komórek naskórka poddanych dzia∏aniu
UVB (70 min) 

Ârednia prze˝ywalnoÊç komórek naskórka naÊwietlonych UVB 
(70 min) i nast´pnie poddanych 4-godzinnej inkubacji z 0,01% FA

79,8%

84,4%

43,2%

43,1%



fluoresceiny – zwiàzku wykazujàce-

go silne w∏aÊciwoÊci fluoryzujàce.

Komórki ˝ywe, przejawiajàce du˝à

aktywnoÊç esteraz, kumulujà znacz-

ne iloÊci fluoresceiny, co w konsek-

wencji prowadzi do otrzymania du-

˝ej wartoÊci fluorescencji zielonej.

Komórki apoptyczne i martwe, ma-

jàce mniejszà aktywnoÊç esteraz

oraz s∏abiej zachowanà integralnoÊç

b∏ony komórkowej, s∏abiej aku-

mulujà produkt hydrolizy FDA.

W konsekwencji oznacza to mniej-

sze wartpoÊci fluorescencji zielonej

tych komórek. W celu odró˝nienia

komórek apoptycznych od nekro-

tycznych stosuje si´ dodatkowy

barwnik – jodek propidyny (Pi),

który ze wzgl´du na posiadany ∏a-

dunek elektryczny nie przenika

przez nieuszkodzonà b∏on´ ˝ywych

komórek. Komórki martwe i apop-

tyczne wykazujàce zak∏óconà inte-

gralnoÊç b∏ony przepuszczajà jodek

propidyny, który – wià˝àc si´ z kwa-

sami nukleinowymi – daje sygna∏

czerwonej fluorescencji. W∏aÊciwo-

Êci ww. zwiàzków zosta∏y wykorzy-

stane do oceny prze˝ywalnoÊci ko-

mórek naskórka poddanych dzia∏a-

niu promieniowania UV. 

Komórki, poddawane barwieniu

kompleksem Aneksyna V/Pi (Apo-

Alert Annexin V & Apo 2.7-PE,

Becton Dickinson), inkubowano

przez 16 godz. w obecnoÊci 0,01%

kwasu foliowego, nast´pnie naÊwie-

tlano przez 90 min promieniowa-

niem UVB i ponownie inkubowano

przez 4 godziny w pod∏o˝u zawiera-

jàcym kwas foliowy. Jednà z cech

biochemicznych wczesnego etapu

procesu apoptozy jest przemieszcze-

nie (eksternalizacja) na zewnàtrz

b∏ony fosfolipidu – fosfatydylosery-

ny (FS) [2]. Aneksyna V: bia∏ko za-

le˝ne od jonów wapnia, wià˝e si´

z du˝ym powinowactwem do FS, co

daje mo˝liwoÊç iloÊciowego okreÊle-

nia poziomu apoptozy obserwowa-

nego w badanej populacji komórek.

Po∏àczenie Aneksyny V z fluoro-

chromem, przewa˝nie izotiocyjani-

ny fluoresceiny, umo˝liwi∏o przepro-

wadzenie badaƒ z zastosowaniem

cytometrii przep∏ywowej. W celu

rozró˝nienia komórek nekrotycz-

nych, majàcych zmienionà integral-

noÊç b∏ony komórkowej, i apoptycz-

nych – wyznakowanych Aneksynà

V, zastosowano dodatkowo barwie-

nie jodkiem propidyny (Pi). Poziom

apoptozy mierzono przy u˝yciu cy-

tometru przep∏ywowego (FACSV,

BD Bioscience, USA) w Samodziel-

nej Pracowni Cytometrii Przep∏y-

wowej (w Narodowym Instytucie

Zdrowia Publicznego).

Komórki po barwieniu FDA/Pi

lub kompleksem Aneksyna V/Pi og-

làdano w mikroskopie fluorescency-
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Ryc. 1-4

1) Komórki naskórka barwione FDA/Pi (kontrola). 

Morphological examination of keratitocytes stained with FDA/Pi.

2) Komórki naskórka hodowane przez 16 godz. w obecnoÊci 0,01% kwasu 
foliowego, barwione FDA/Pi.

Morphological examination of keratinocytes incubated (16 h) in medium 
containing 0.01% folic acid, stained with FDA/Pi.

3) Komórki naskórka poddane dzia∏aniu promieniowania UVB (90 min),
barwione FDA/Pi.

Morphological examination of UVB-irradiated keratitocytes (90 min),
stained with FDA/Pi.

4) Komórki naskórka hodowane przez 16 godz. w obecnoÊci 0,01% kwasu 
foliowego, a nast´pnie poddane dzia∏aniu promieniowania UVB (90 min),
barwione FDA/Pi.

Morphological examination of keratitocytes incubated (16 h) in medium 
containing 0.01% folic acid, next UVB-irradiated (90 min.), stained 
with FDA/Pi. 

KKoommeennttaarrzz:: Komórki barwy czerwonej to komórki martwe (nekrotyczne),
barwa jasnozielona wskazuje na komórki ˝ywe.

1 2

3 4
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jnym BX60, wyposa˝onym w kame-

r´ DP50 (Olympus, Japonia). 

Wyniki
Ârednia prze˝ywalnoÊç komórek

kontrolnych, niepoddanych dzia∏a-

niu kwasu foliowego, wynosi∏a

74,8% i by∏a podobna do prze˝y-

walnoÊci komórek hodowanych

przez 16 godz. w obecnoÊci witami-

ny B9 (77,2%) – tabela 1 i ryc. 1, 2.

NaÊwietlanie keratynocytów pro-

mieniowaniem UVB przez 90 min.

(ryc. 3) i przez 180 min. spowodo-

wa∏o spadek ˝ywotnoÊci komórek

odpowiednio o blisko 30% i 60%

(tab. 1). Natomiast prze˝ywalnoÊç

komórek naskórka hodowanych

przed naÊwietlaniem w obecnoÊci

kwasu foliowego, a nast´pnie pod-

danych dzia∏aniu UVB przez 90

min. (ryc. 4) i 180 min. wynosi∏a

odpowiednio 75,9% i 68,8%. 

W celu potwierdzenia ochronne-

go dzia∏ania kwasu foliowego na ko-

mórki naskórka uszkodzone pro-

mieniowaniem ultrafioletowym za-

stosowano barwienie kompleksem

Aneksyna V/Pi (ryc. 2). Wyniki

przeprowadzonych doÊwiadczeƒ

wykaza∏y, ˝e poziom wczesnej apo-

ptozy wywo∏anej UVB w komór-

kach kontrolnych wynosi∏ ponad

30%, podczas gdy w komórkach ho-

dowanych uprzednio w obecnoÊci

kwasu foliowego – niespe∏na 10%

(tab. 2). Poziom apoptozy w ko-

mórkach inkubowanych z witaminà

B9 i nast´pnie naÊwietlanych UVB

by∏ podobny do poziomu apoptozy

w komórkach kontrolnych i trakto-

wanych kwasem foliowym, a nie-

poddanych dzia∏aniu UV (tab. 2).

Przeprowadzone badania po-

twierdzi∏y, ˝e kwas foliowy chroni

komórki naskórka przed szkodli-

wym dzia∏aniem promieniowania

ultrafioletowego. Zaobserwowano

wyraêne zmniejszenie apoptozy in-

dukowanej dzia∏aniem UV w ko-
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Ryc. 5

Komórki barwione Aneksynà V/Pi analizowane w cytometrze przep∏ywowym: 
a) komórki kontrolne, b) komórki hodowane w obecnoÊci 0,01% kwasu foliowego przez 16 godz., 
c) komórki kontrolne naÊwietlane UVB, 
d) komórki hodowane w obecnoÊci 0,01% kwasu foliowego przez 16 godz. i naÊwietlane UVB.

Apoptosis level in keratinocytes analysed in flow cytometry, died by Annexin V/Pi: 
a) control cells, b) keratinocytes incubated 16 h in presence of 0.01% FA, 
c) UVB-irradiated keratinocytes, 
d) keratinocytes incubated 16 h in presence of 0.01% FA and next UVB-irradiated.
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mórkach hodowanych w obecnoÊci

witaminy B9 przed naÊwietlaniem

w stosunku do komórek, które nie

by∏y traktowane kwasem foliowym. 

W opisywanych wy˝ej doÊwiad-

czeniach komórki naskórka by∏y ho-

dowane w obecnoÊci kwasu foliowe-

go, zanim poddano je dzia∏aniu UV.

Ciekawe wydawa∏o si´ sprawdzenie,

jaki jest wp∏yw witaminy na poziom

apoptozy komórek, bez ich wcze-

Êniejszej stymulacji testowanà sub-

stancjà. Przeprowadzono doÊwiad-

czenia okreÊlajàce prze˝ywalnoÊç

komórek naskórka niehodowanych

w obecnoÊci witaminy i poddanych

dzia∏aniu UVB, a nast´pnie inkubo-

wanych przez 4 godz. z kwasem fo-

liowym. W takim wariancie do-

Êwiadczenia komórki naskórka mia-

∏y dost´p do testowanej substancji

dopiero po wywo∏aniu uszkodzeƒ

przez UVB.

Okaza∏o si´, ˝e Êrednia prze˝y-

walnoÊç komórek niepoddanych

pre-inkubacji z kwasem foliowym,

a nast´pnie naÊwietlonych UV i in-

kubowanych w obecnoÊci witaminy

przez 4 godz. po naÊwietlaniu jest

taka sama, jak komórek kontrol-

nych uszkodzonych promieniowa-

niem ultrafioletowym (tab. 3) i wy-

nosi 43,2%. Ârednia prze˝ywalnoÊç

komórek niepoddanych dzia∏aniu

UVB waha∏a si´ od blisko 80%

(kontrola) do 84,4% (komórki inku-

bowane przez 4 godz. w obecnoÊci

kwasu foliowego) (tab. 3). Wyniki

przeprowadzonego doÊwiadczenia

wskazujà, ˝e kwas foliowy jest nie-

zb´dny do prze˝ycia w szkodliwych

warunkach Êrodowiska, ale musi byç

dostarczony odpowiednio wczeÊnie

– zanim powstanà uszkodzenia

w komórkach.

Dyskusja
Choç S∏oƒce jest podstawà ˝ycia

na Ziemi, a dzia∏anie jego promie-

niowania, po˝yteczne dla ludzi

i Êrodowiska, jest szeroko docenia-

ne, to stale trzeba pami´taç o nieko-

rzystnym dzia∏aniu tych promieni

na skór´. W przypadku skóry nara-

˝onej na ekspozycj´ na promienio-

wanie UV obserwuje si´ nadmierny

rozrost warstwy rogowej, zaburze-

nia keratynizacji, przesuszenie skó-

ry i os∏abienie funkcji ochronnych.

W przypadku tràdziku m∏odzieƒ-

czego pobudzenie komórek do po-

dzia∏ów utrudnia usuwanie obfitej

w tym okresie wydzieliny gruczo∏ów

∏ojowych. Promieniowanie UVB jest

przyczynà powstawania rumienia

i oparzeƒ s∏onecznych, ma tak˝e

dzia∏anie rakotwórcze. Szczególnie

wra˝liwe na promieniowanie ultra-

fioletowe sà komórki uk∏adu immu-

nologicznego skóry: upoÊledzeniu

ulegajà czynnoÊci komórek Langer-

hansa, indukowane sà antygeny,

które w warunkach prawid∏owych

nie wykazujà ekspresji [13]. 

Komórki uszkodzone usuwane

sà z organizmu dzi´ki mechanizmo-

wi indukowanej apoptozy. Wykryto

szereg bia∏ek umo˝liwiajàcych sa-

mounicestwienie komórek. Zwiàzki

te wykorzystuje si´ obecnie jako

markery apoptozy w technikach

wykrywania komórek apoptotycz-

nych.  Nale˝à do nich m.in.: Bcl-2,

kaspazy, bia∏ko Apaf1, mitochon-

drialny czynnik AIF, czynnik trans-

krypcyjny NFkB [3]. 

W prezentowanej pracy zastoso-

wano technik´ cytometrii przep∏y-

wowej do oceny ˝ywotnoÊci komó-

rek naskórka, poddanych dzia∏aniu

promieniowania ultrafioletowego.

Przeprowadzono barwienie komó-

rek dioctanem fluoresceiny, substra-

tem dla komórkowych esteraz, oraz

Ankesynà V, wykazujàcà powino-

wactwo do fosfatydyloseryny. Bada-

no ochronne w∏aÊciwoÊci kwasu fo-

liowego – witaminy przejawiajàcej

silne dzia∏anie regeneracyjne na ko-

mórki skóry. Wykazano, ˝e kwas fo-

liowy zapobiega indukowanej UVB

apoptozie, ale tylko wtedy, gdy ko-

mórki hodowano w obecnoÊci wita-

miny, zanim zosta∏y poddane dzia-

∏aniu promieniowania. Tworzenie

tzw. sun burn cells, czyli komórek

podlegajàcych apoptozie wywo∏anej

UVB w naskórku, jest mechani-

zmem ochronnym komórek skóry

przed uszkodzeniami. Tylko w przy-

padku upoÊledzenia mechanizmów

naprawczych organizm uruchamia

proces samounicestwienia nieprawi-

d∏owych komórek. Wydaje si´, ˝e

kwas foliowy nie tyle redukuje wy-

wo∏anà UV apoptoz´ (co w konse-

kwencji mog∏oby doprowadziç do

rozwoju nowotworów na skutek na-

gromadzenia uszkodzeƒ w komór-

kach), co zapobiega powstawaniu

uszkodzeƒ, które uruchomi∏yby

proces samobójczej Êmierci komór-

ki. Wyniki badaƒ wskazujà, ˝e miej-

scowa obecnoÊç kwasu foliowego

przyspiesza napraw´ uszkodzonego

DNA, nie dopuszczajàc tym samym

do uruchomienia procesu apoptozy

– zmniejszenie apoptozy zaobser-

wowano tylko w komórkach, które

by∏y hodowane w obecnoÊci kwasu

foliowego, zanim zosta∏y uszkodzo-

ne dzia∏aniem promieniowania UV.

Podobny efekt stwierdzono w przy-

padku dzia∏ania interleukiny [12]. 

W badaniach Schwarz i wsp.

[14] wykazano wyraênie mniejszy

poziom indukowanej UVB apopto-

zy w komórkach inkubowanych 

w obecnoÊci IL-12. Wykazano, ˝e

zmniejszenie poziomu apoptozy 

by∏o zwiàzane z w∏àczeniem mecha-

nizmów naprawczych, szczególnie

naprawy poprzez wycinanie poje-

dynczego nukleotydu (nucleotide

excision repair – NER) [14]. 

Kwas foliowy bierze udzia∏

w syntezie DNA – jest donorem

grup metylowych w tworzeniu mo-

nofosforanu tymidyny. Zaburzenie

puli deoksyrybonukleotydów, wyni-

kajàce z niedoboru kwasu foliowego

mo˝e niekorzystnie wp∏ywaç na

syntez´ DNA, prowadzàc do jej

spowolnienia lub wyst´powania b∏´-

dów. Ponadto mo˝e prowadziç do

nieprawid∏owoÊci w procesach na-

prawy uszkodzonego materia∏u ge-

netycznego. Dlatego niezmiernie



wa˝ne jest sta∏e dostarczanie ko-

mórkom kwasu foliowego – zarów-

no w suplementacji doustnej, jak

i w postaci zewn´trznie stosowa-

nych preparatów kosmetycznych.

Kwas foliowy wspomaga system im-

munologiczny, wp∏ywa na metabo-

lizm cukrów i aminokwasów, a tak-

˝e odpowiada za wzrost komórek

oraz przeciwdzia∏a uszkodzeniom

chromosomów. Jest witaminà, któ-

rej najcz´Êciej przypisuje si´ dzia∏a-

nie przeciwnowotworowe. Wzboga-

cenie preparatów w t´ cennà sub-

stancj´ to sposób na doskona∏à pie-

l´gnacj´ skóry i zabezpieczenie jej

przed uszkodzeniami pojawiajàcy-

mi si´ na poziomie komórkowym. 

Wnioski
Wykazano, ˝e kwas foliowy chro-

ni komórki naskórka przed szkodli-

wym dzia∏aniem promieniowania

ultrafioletowego. Zaobserwowano

wyraênie mniejszy poziom apopto-

zy indukowanej dzia∏aniem UVB

w komórkach stymulowanych przed

naÊwietlaniem witaminà B9 w po-

równaniu do komórek kontrolnych,

które nie by∏y traktowane kwasem

foliowym. Natomiast poziom prze-

˝ywalnoÊci komórek niestymulowa-

nych witaminà B9 przed naÊwietla-

niem by∏ taki sam, jak komórek

kontrolnych uszkodzonych promie-

niowaniem ultrafioletowym.

Uzyskane wyniki badaƒ wskazu-

jà, ˝e kwas foliowy przejawia w∏aÊ-

ciwoÊci ochronne – zapobiegajàc

uszkodzeniom, które uruchomi∏yby

proces samobójczej Êmierci komór-

ki, nie dopuszcza do powstania

apoptozy wywo∏anej promieniowa-

niem ultrafioletowym. 
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