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Wstep

W ostatnich latach wiedza o bu-
dowie i czynnosciach poszczegol-
nych warstw skéry ulegla znaczne-
mu poszerzeniu. Skéra, jako uklad
wielu warstw komoérek o wyspecjali-
zowanych funkcjach, jest pierwsza
bariera chronigca organizm przed
urazami mechanicznymi i utratg
wody. Jako zewngtrzna powloka
— umozliwia wydalanie i wchiania-
nie r6znych substancji oraz przeka-
zuje do ukfadu nerwowego infor-
macje o otaczajacym S$wiecie. To
réwniez organ — najwigkszy i naj-
cigzszy w ciele czlowieka — w kto-
rym zachodzi szereg reakcji immu-
nologicznych, prowadzacych do po-
wstania alergii kontaktowej badz
podraznien.

Jednym ze zjawisk zachodzacych
w komorkach skory jest apoptoza,
nazywana tez programowang lub
aktywna $miercig komérki. Umozli-
wia ona eliminacj¢ komérek bez po-
budzania procesu zapalnego i usz-
kodzenia tkanek otaczajacych. Na
drodze apoptozy z ustroju usuwane
sg komorki zakazone, uszkodzone,
zmutowane lub zbedne, np. takie,
ktore wystepuja tylko na pewnych
etapach rozwoju organizmu.

Apoptoza stymulowana jest
m.in. przez niedobér hormonéw,
niedob6r czynnikéw wzrostu, pro-
dukcje cytokin lub na skutek prze-
kazywania blednych informacji
o podzialach komérkowych. Sygna-
fami do rozpoczgcia tego procesu

sa: polaczenie odpowiednich rece-
ptoréw powierzchniowych z rodzi-
ny TNFR (tzw. receptory $mierci
— Tumor Necrosis Factor Receptors)
z ligandami (szlak receptorowy) lub
zmiany zachodzace w mitochon-
driach (szlak mitochondrialny)
[1,3]. Uruchomione w ten sposéb
procesy proteolityczne i nukleoli-
tyczne prowadza do charaktery-
stycznych zmian w morfologii ko-
morek. Cigglos¢ blony komoérkowe;
zostaje zachowana: otacza ona za-

Srednia przezywalno$¢ komorek naskérka (kontrola)

Srednia przezywalnos¢ komérek naskérka hodowanych przez

16 godz. w obecnosci 0,01% FA

Srednia przezywalnos¢ komérek naskérka poddanych dziataniu

UVB (90 min)

Srednia przezywalnos¢ komérek naskérka poddanych 16-godzinnej

warto$¢ obumierajacej komorki,
tworzac tzw. ciatka apoptotyczne.
We wczesnym stadium apoptozy
dochodzi do odwodnienia komoérki,
co prowadzi do zageszczenia cytop-
lazmy, ktora staje si¢ silnie kwaso-
chionna [2]. Zmiany zachodzace
w jadrze komoérkowym maja cha-
rakter zorganizowany: chromatyna
ulega kondensacji, przybiera ksztalt
potksiezyca lub kota, a DNA zosta-
je strawione przez endonukleazy,
zalezne od jonéw wapnia i magne-

74,8%

77,2%

52,2%

75,9%

preinkubaciji z 0,01% FA, a nastepnie naswietlonych UVB (90 min)

Srednia przezywalnos¢ komérek naskérka poddanych dziataniu

UVB (180 min)

Srednia przezywalnoé¢ komérek naskérka poddanych 16-godzinnej

29,6%

68,8%

preinkubaciji z 0,01% FA, a nastepnie naswietlonych UVB (180 min)
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zu [4]. Cialka apoptotyczne osta-
tecznie ulegaja sfagocytowaniu
przez sasiadujace komorki o wlasci-
wodciach zernych oraz przez we-
drujace makrofagi. Komorki te
w przebiegu apoptozy wydzielaja
substancje hamujace proces zapal-
ny [3]. Oprécz zmian morfologicz-
nych w komérkach apoptycznych
dochodzi do szeregu przemian bio-
chemicznych, np. mobilizacji wap-
nia wewnatrzkomoérkowego, des-
trukcji mikrotubul i aktywacji
transglutaminaz katalizujacych po-
wstawanie wigzan migdzy niektoéry-
mi biatkami.

Keratynocyty, tworzace zywa
warstwe naskorka, ulegaja apopto-
zie w trakcie ich migracji w kierun-
ku powierzchni skory. Nie ulegaja
jednak fagocytozie, ale sa usuwane
z powierzchni skéry w procesie
zluszczania. Podobna sytuacja ma
miejsce w czasie tworzenia si¢ ko-
smkow jelitowych lub komérek so-
czewki oka (w rozwoju zarodko-
wym).

Przeksztalcanie si¢ keratynocy-
tow (keratynizacja) obejmuje kilka
zachodzacych jednocze$nie proce-
s6w, dotyczacych desmosomoéw,
bialek S$rédkomoérkowych (keraty-
ny) i tworzenia otoczki rogowej.
Apoptoza
w warstwie kolczystej zmianami
struktury jadra komérkowego i roz-
padem DNA oraz niektérych orga-
nelli komérkowych (np. retikulum
endoplazmatycznego — ER i apara-
tu Golgiego). Jadra komoérek war-
stwy kolczystej sa owalne, a w cyto-
plazmie stwierdza si¢ dos¢ duzg
liczbe wolnych rybosoméw i ziarni-
stodci o owalnym ksztalcie, otoczo-
nych blong [5]. Ziarnistosci te sa
charakterystyczne dla komorek,
w ktorych rozpoczyna si¢ proces ro-
gowacenia.

Apoptoza, w przeciwiefistwie do
martwicy, jest procesem czynnym,
zwigzanym z aktywacja genéw
i syntezg bialek [1]. Natomiast ne-
kroza (martwica) jest procesem za-

rozpoczyna si¢ juz
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Apoptoza i ochronne dziatanie
kwasu foliowego

STRESZCZENIE
Stowa kluczowe: kwas foliowy, apoptoza, promieniowanie ultrafioletowe

Wstep: Jednym ze zjawisk zachodzgcych w komorkach skory jest apoptoza,
nazywana tez programowang lub aktywng smiercig komorki. Proces ten umoz-
liwia eliminacje komorek bez pobudzania procesu zapalnego i uszkodzenia
tkanek otaczajgcych. Keratynocyty tworzace zywg warstwe naskorka ulegajg
apoptozie w trakcie ich migracji w kierunku powierzchni skory. Nie ulegajg jed-
nak fagocytozie, ale sg usuwane z powierzchni skory w procesie ztuszczania.
Do czynnikéw stymulujgcych apoptoze nalezy m.in. promieniowanie ultrafiole-
towe. Istnieje wiele substanciji chronigcych przed szkodliwym dziataniem UVB,
jednak tylko niektére z nich wywierajg wptyw na poziom indukowanej UV apop-
tozy. Substancjg kosmetyczg o dziataniu ochronnym, ktéra jednoczesnie wply-
wa na apoptoze komaorek naskorka i odgrywa istotng role w naprawie materia-
tu genetycznego, jest kwas foliowy.

Celem pracy byto sprawdzenie, jaki jest wplyw kwasu foliowego na poziom
apoptozy indukowanej UVB w komdrkach naskorka stymulowanych lub niesty-
mulowanych badang witaming.

Materiat i metody: Oceny poziomu apoptozy dokonano przy uzyciu cytometru
przeptywowego.

Wyniki: Przeprowadzone badania wykazaty ochronne dziatanie kwasu foliowe-
go na uszkodzenia wywotane promieniowaniem ultrafioletowym. Zmniejszenie
poziomu apoptozy zaobserwowano tylko w komodrkach, ktére hodowano
w obecnosci kwasu foliowego, zanim zostaty uszkodzone przez dziafanie pro-
mieniowania ultrafioletowego. Nie stwierdzono zmniejszenia poziomu apopto-
zy w komorkach, ktére przed naswietlaniem nie byty stymulowane witaming.
Whioski: Wyniki przeprowadzonych doswiadczen wskazujg, ze kwas foliowy
jest niezbedny do przetrwania szkodliwych warunkow srodowiska, ale musi by¢
dostarczony odpowiednio wczesnie — zanim powstang uszkodzenia w komor-
kach. Wydaje sie, ze kwas foliowy nie tyle redukuje wywotang UV apoptoze (co
w konsekwencji mogtoby doprowadzi¢ do rozwoju nowotworéw na skutek na-
gromadzenia uszkodzen w komorkach), co zapobiega powstawaniu uszko-
dzen, ktére uruchomityby proces samobojczej $mierci komorki.

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



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.

leznym od rodzaju uwolnionych en-
zymow, a powstale produkty rozpa-
du komoérki wywoluja reakcje za-
palna. Smieré¢ nekrotyczna nastgpu-
je wowczas, gdy komorki zostaja
powaznie uszkodzone przez czyn-
niki fizyczne lub niedotlenienie
i, w przeciwienstwie do komorek
apoptotycznych, ulegaja pecznie-
niu. Komoérka w procesie martwicy
traci zdolno$¢ zachowania réwno-
wagi wodno-elektrolitowej, czego
efektem jest zwigkszanie objetosci
organelli komoérkowych (gléwnie
mitochondriéw) oraz ich pekanie.

Apoptoza odgrywa bardzo waz-
na role w procesach fizjologicznych
(w rozwoju i modelowaniu tkanek
i narzaddéw, ksztattowaniu ukladu
nerwowego, rozrodczego i odporno-
Sciowego, erytropoezie) oraz w pro-
cesach patologicznych (zakazenia
pasozytnicze, bakteryjne, wirusowe
i grzybicze, choroby z autoagresji
oraz nowotworowe). Zaburzenia te-
go procesu towarzysza chorobom
nowotworowym i degeneracyjnym,
alergiom badz przewleklym zapale-
niom.

Na drodze apoptozy, jak wspo-
mniano wczesniej, usuwane s3 ko-
moérki uszkodzone. Do uszkodzen
takich dochodzi m.in. na skutek ek-
spozycji skéry na promieniowanie
ultrafioletowe. Najwicksza dawka
promieniowania dociera do naskér-
ka, powodujgc rumien, oparzenia
i rozwdj nowotworéw. Oparzenia
stoneczne prowadza do apoptozy

keratynocytéw znajdujacych sie¢
jeszcze w dosy¢ glebokich wars-
twach skoéry: warstwie podstawnej
i kolczystej [6]. Apoptoza w tych
warunkach wywolana jest znaczny-
mi uszkodzeniami materialu gene-
tycznego tych komoérek i poprzedza
ich migracje w kierunku powierzch-
ni skory [4].

Normalna, zdrowa skéra chroni
si¢ w pewnym stopniu przed uszko-
dzeniami wywolanymi przez Swia-
tlo. Martwe komoérki naskérka oraz
lipidy cementu mi¢dzykomoérkowe-
go odbijajg czes§¢ Swiatla i absorbu-
ja go bez szkody dla skoéry. Melani-
na produkowana pod wplywem
promieni UV staje si¢ naturalnym

Srednia wczesna apoptoza komoérek naskérka (kontrola)

Srednia wezesna apoptoza komérek naskérka hodowanych przez

16 godz. w obecnosci 0,01% FA

Srednia wezesna apoptoza komérek naskérka poddanych dziataniu

UVB (90 min)

Srednia wezesna apoptoza komérek naskérka poddanych

filtrem o dzialaniu ochronnym,
przeciwrodnikowym oraz zwigksza-
jacym odpornos¢ skoéry na poparze-
nia sloneczne i zmiany nowotworo-
we. Innym sposobem zapobiegania
zmianom wywolywanym przez pro-
mieniowanie $wietlne jest odpo-
wiednia pielggnacja skéry. Najlep-
szg metoda ochrony skory jest uni-
kanie bezpos$redniego dziatania
promieni stonecznych oraz stoso-
wanie filtréw slonecznych, ktére na
skorze absorbuja lub odbijaja pro-
mieniowanie UV,

Skitadniki zawarte w kosmety-
kach mozna podzieli¢ na trzy gru-
py- Naleza do nich: sktadniki nawil-
zajace, ktorych dziatanie ogranicza
sic glownie do warstwy rogowej
(wzmacniajg lipidy cementu mig-
dzykomoérkowego i dzialaja na za-
sadzie higroskopijnosci); skladniki
ochronne (np. przeciwrodnikowe,
przeciwutleniajgce, wiazace jony
metali cigzkich), ktore swoja aktyw-
nos¢ przejawiaja w reakcjach che-
micznych, oraz substancje, ktore
ingeruja w procesy biochemiczne
skory — ekspresje genéw, regulacje
aktywnosci enzymoéw, synteze hor-
monéw czy wyzwalanie sygnalow
w ukladzie nerwowym [7]. Podsta-

84,90%
9,76%

30,72%

9,59%

16-godzinnej preinkubaciji z 0,01% FA, a nastepnie naswietlonych

UVB (90 min)
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Srednia wezesna apoptoza komérek naskérka (kontrola)

Srednia przezywalnos¢ komérek

79,8%

84,4%

naskorka hodowanych przez 4 godz. w obecnosci 0,01% FA

Srednia przezywalnos¢ komérek naskérka poddanych dziataniu

UVB (70 min)

Srednia przezywalnoé¢ komérek naskérka naswietlonych UVB

43,2%

43,1%

(70 min) i nastepnie poddanych 4-godzinnej inkubacji z 0,01% FA

wowym warunkiem ich skutecz-
nosci jest powinowactwo do okres-
lonych czasteczek chemicznych (re-
ceptoréw komoérkowych) oraz zdol-
nos¢ dotarcia do okreslonego miej-
sca w tkance skory.

Substancja kosmetycza o dziala-
niu ochronnym, ktéra jednoczesnie
wplywa na apoptoz¢ komoérek na-
skorka oraz przejawia istotna role
w naprawie materialu genetycznego
jest kwas foliowy. Jest to witamina
z grupy B, okreslana mianem wita-
miny Bc, By lub witaminy M, ktéra
zostala wyodr¢bniona wiele lat te-
mu z liSci szpinaku i nazwe swoja
wywodzi od powszechnego wyste-
powania w zielonych lisciach (fo-
lium - lis¢). Kwas foliowy przejawia
wlasciwosci regenerujace komorki
skory [8], bierze udzial w regulacji
proliferacji komorek (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 komérkach
hodowanych w obecnosci kwasu fo-
liowego [10]. Wykorzystujac tech-
nike Elisa stwierdzono, ze kwas fo-
liowy zapobiega takze apoptozie
komoérek naskérka wywolanej tym
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promieniowaniem [11]. W przepro-
Owadzonych doswiadczeniach ko-
morki naskérka byly hodowane
w obecnosci kwasu foliowego zanim
poddano je dziataniu UV. Nie
sprawdzono jednak jaki jest wplyw
witaminy na poziom apoptozy ko-
morek bez ich weczesniejszej stymu-
lacji testowang substancja. Wysu-
nieto jedynie przypuszczenie, ze
kwas foliowy moze redukowac
apoptoze. Aby zweryfikowaé t¢ su-
gesti¢ przeprowadzono badania po-
ziomu apoptozy w komorkach trak-
towanych i niehodowanych w obec-
nosci kwasu foliowego, a nastgpnie
poddanych dziataniu promieniowa-
nia ultrafioletowego.

Cel pracy

Celem pracy bylo sprawdzenie,
jaki jest wplyw kwasu foliowego
na poziom apoptozy indukowanej
UVB w komoérkach naskérka, sty-
mulowanych lub niestymulowanych
badang witamina.

Dla zobrazowania opisywanych
zjawisk zastosowano technike cyto-
metrii przeplywowej, monitorujacej
charakterystyczne zmiany morfolo-
giczne w komérkach apoptotycz-
nych. Przeprowadzono barwienie

komoérek dioctanem fluoresceiny
i jodkiem propidyny (kompleks
FDA/Pi) oraz aneksyng V (komp-
leks aneksyna V/Pi).

Materiat i metody

Materialem do badan byta linia
komoérek naskérka (epidermoid car-
cinoma cell line KB, American Type
Culture Colection) hodowana w
podtozu RPMI zawierajacym 2 mM
L-glutaming, antybiotyki (100 jed./
ml penicyliny, 0,25 mg/ml siarczanu
streptomycyny) i 10% FCS [11].
Doswiadczenia przeprowadzano na
komoérkach hodowanych na plyt-
kach 6-dolkowych (NUNC).

Metody

Komérki naswietlano promienio-
waniem UVB (1000 mW/m?) z wy-
sokoséci 20 cm lampa Vilber Lour-
mat VL-6M 12W (dlugos¢ fali:
312 nm). Natgzenie promieniowa-
nia w miejscu umieszczenia pty-
tek przed kazdym doswiadczeniem
kontrolowano za pomocg miernika
napromieniowania UVB-20 firmy
Sonopan. Naswietlanie materialu
badawczego odbywato si¢ w inkuba-
torze, w warunkach 37°C i 5% CO,.
Naswietlaniu poddawano komorki
niestymulowane kwasem foliowym
(czas naswietlania 70 min) oraz te,
ktére hodowano przed naswietla-
niem w obecnosci kwasu foliowego
(0,01%) przez 16 godzin (czas na-
swietlania: 90 i 180 min). Po na-
Swietlaniu komérki inkubowano
przez 4 godz (w podlozu zawieraja-
cym lub nie kwas foliowy), a nas-
tepnie barwiono kompleksem FDA
/Pi wedlug metody opisanej przez
Stachnik i wsp. [12]. Dioctan fluo-
rescyjny (FDA) jest niepolarng i nie
fluoryzujaca pochodna fluorescei-
ny, ktora ma zdolno$¢ przenikania
przez bton¢ komérkows. Po wnik-
nieciu jest hydrolizowana w cyto-
plazmie przez wewnatrzkomorkowe
esterazy, co prowadzi do powstania



fluoresceiny — zwiazku wykazujace-
go silne wlasciwosci fluoryzujace.
Komérki zywe, przejawiajace duza
aktywnos¢ esteraz, kumulujg znacz-
ne ilosci fluoresceiny, co w konsek-
wencji prowadzi do otrzymania du-
zej wartodci fluorescencji zielonej.
Komérki apoptyczne i martwe, ma-
jace mniejsza aktywno$¢ esteraz
oraz stabiej zachowang integralnosé
btony komoérkowej, stabiej aku-
muluja produkt hydrolizy FDA.
W konsekwencji oznacza to mniej-
sze wartposci fluorescencji zielonej
tych komoérek. W celu odréznienia
komorek apoptycznych od nekro-
tycznych stosuje si¢ dodatkowy
barwnik - jodek propidyny (Pi),
ktory ze wzgledu na posiadany la-
dunek elektryczny nie przenika
przez nieuszkodzong btong Zywych
komorek. Komérki martwe i apop-
tyczne wykazujace zakiécong inte-
gralnos¢ blony przepuszczaja jodek
propidyny, ktéry — wigzac si¢ z kwa-
sami nukleinowymi - daje sygnal
czerwonej fluorescencji. Wtasciwo-
$ci ww. zwiazkéw zostaly wykorzy-
stane do oceny przezywalnosci ko-
morek naskérka poddanych dziala-
niu promieniowania UV.

Komoérki, poddawane barwieniu
kompleksem Aneksyna V/Pi (Apo-
Alert Annexin V & Apo 2.7-PE,
Becton Dickinson), inkubowano
przez 16 godz. w obecnosci 0,01%
kwasu foliowego, nastgpnie naswie-
tlano przez 90 min promieniowa-
niem UVB i ponownie inkubowano
przez 4 godziny w podlozu zawiera-
jacym kwas foliowy. Jedna z cech
biochemicznych wczesnego etapu
procesu apoptozy jest przemieszcze-
nie (eksternalizacja) na zewnatrz
btony fosfolipidu — fosfatydylosery-
ny (FS) [2]. Aneksyna V: biatko za-
lezne od jonéw wapnia, wigze si¢
z duzym powinowactwem do FS, co
daje mozliwos¢ ilosciowego okresle-
nia poziomu apoptozy obserwowa-
nego w badanej populacji komoérek.
Poltaczenie Aneksyny V z fluoro-
chromem, przewaznie izotiocyjani-

Ryc. 1-4

1) Komdrki naskorka barwione FDA/Pi (kontrola).
Morphological examination of keratitocytes stained with FDA/Pi.
2) Komdrki naskorka hodowane przez 16 godz. w obecnosci 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) Komdrki naskdrka poddane dziataniu promieniowania UVB (90 min),

barwione FDA/Pi.

Morphological examination of UVB-irradiated keratitocytes (90 min),

stained with FDA/Pi.

4) Komdrki naskorka hodowane przez 16 godz. w obecnosci 0,01% kwasu
foliowego, a nastgpnie poddane dziataniu 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.

Komentarz: Komorki barwy czerwonej to komdrki martwe (nekrotyczne),
barwa jasnozielona wskazuje na komorki Zywe.

ny fluoresceiny, umozliwilo przepro-
wadzenie badan z zastosowaniem
cytometrii przeplywowej. W celu
rozréznienia komoérek nekrotycz-
nych, majacych zmieniong integral-
no$¢ blony komérkowej, i apoptycz-
nych - wyznakowanych Aneksyna
V, zastosowano dodatkowo barwie-
nie jodkiem propidyny (Pi). Poziom

apoptozy mierzono przy uzyciu cy-
tometru przeptywowego (FACSYV,
BD Bioscience, USA) w Samodziel-
nej Pracowni Cytometrii Przeply-
wowej (w Narodowym Instytucie
Zdrowia Publicznego).

Komoérki po barwieniu FDA/Pi
lub kompleksem Aneksyna V/Pi og-
ladano w mikroskopie fluorescency-
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pdzna apoptoza

pdzna apoptoza

apoptaza apoptaza
108 104 108 104
FL1-H FL1-H
1047 104
1031 A2 pdzna apoptoza 1031 pdzna apoptoza
FL3-H FL3-H
1023 10273
apoptaza apoptaza
1079 1079
100 T 100 T T
100 101 102 103 104 d 100 101 102 103 104
FL1-H FL1-H
Ryc. 5
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Komorki barwione Aneksyng V/Pi analizowane w cytometrze przeplywowym:
a) komdrki kontrolne, b) komorki hodowane w obecnosci 0,01% kwasu foliowego przez 16 godz.,

¢) komdrki kontrolne naswietlane UVB,

d) komdrki hodowane w obecnosci 0,01% kwasu foliowego przez 16 godz. i naswietlane 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,

¢) UVB-irradiated keratinocytes,

d) keratinocytes incubated 16 h in presence of 0.01% FA and next UVB-irradiated.

jnym BX60, wyposazonym w kame-
r¢ DP50 (Olympus, Japonia).
Wyniki

Srednia przezywalno$¢ komorek
kontrolnych, niepoddanych dziala-
niu kwasu foliowego, wynosilta
74,8% i byla podobna do przezy-
hodowanych
przez 16 godz. w obecnosci witami-

ny By (77,2%) —tabela 1 iryc. 1, 2.
Naswietlanie keratynocytéw pro-

walnosci  komorek

mieniowaniem UVB przez 90 min.
(ryc. 3) i przez 180 min. spowodo-
walo spadek zywotnosci komorek
odpowiednio o blisko 30% i 60%
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(tab. 1). Natomiast przezywalnos¢
komérek naskoérka hodowanych
przed naswietlaniem w obecnosci
kwasu foliowego, a nastepnie pod-
danych dzialaniu UVB przez 90
min. (ryc. 4) i 180 min. wynosifa
odpowiednio 75,9% i 68,8%.

W celu potwierdzenia ochronne-
go dziatania kwasu foliowego na ko-
morki naskérka uszkodzone pro-
mieniowaniem ultrafioletowym za-
stosowano barwienie kompleksem
Aneksyna V/Pi (ryc. 2). Wyniki
przeprowadzonych  doswiadczen
wykazaly, ze poziom wczesnej apo-
ptozy wywolanej UVB w komor-
kach kontrolnych wynosil ponad

30%, podczas gdy w komérkach ho-
dowanych uprzednio w obecnosci
kwasu foliowego — niespelna 10%
(tab. 2). Poziom apoptozy w ko-
morkach inkubowanych z witamina
By i nast¢pnie naswietlanych UVB
byt podobny do poziomu apoptozy
w komorkach kontrolnych i trakto-
wanych kwasem foliowym, a nie-
poddanych dzialaniu UV (tab. 2).
Przeprowadzone badania po-
twierdzily, ze kwas foliowy chroni
komorki naskérka przed szkodli-
wym dzialaniem promieniowania
ultrafioletowego. Zaobserwowano
wyrazne zmniejszenie apoptozy in-
dukowanej dzialaniem UV w ko-



morkach hodowanych w obecnosci
witaminy By przed na$wietlaniem
w stosunku do komoérek, ktére nie
byty traktowane kwasem foliowym.

W opisywanych wyzej doswiad-
czeniach komoérki naskoérka byty ho-
dowane w obecnosci kwasu foliowe-
go, zanim poddano je dziataniu UV.
Ciekawe wydawalo si¢ sprawdzenie,
jaki jest wpltyw witaminy na poziom
apoptozy komorek, bez ich wcze-
$niejszej stymulacji testowang sub-
stancja. Przeprowadzono doswiad-
czenia okreslajace przezywalnosé
komorek naskérka niehodowanych
w obecnosci witaminy i poddanych
dziataniu UVB, a nastg¢pnie inkubo-
wanych przez 4 godz. z kwasem fo-
liowym. W takim wariancie do-
$wiadczenia komoérki naskérka mia-
ty dostep do testowanej substancji
dopiero po wywolaniu uszkodzen
przez UVB.

Okazalo si¢, ze $rednia przezy-
walno$¢ komoérek niepoddanych
pre-inkubacji z kwasem foliowym,
a nastepnie naswietlonych UV i in-
kubowanych w obecnosci witaminy
przez 4 godz. po naswietlaniu jest
taka sama, jak komorek kontrol-
nych uszkodzonych promieniowa-
niem ultrafioletowym (tab. 3) i wy-
nosi 43,2%. Srednia przezywalnosé
komoérek niepoddanych dzialaniu
UVB wahata sie od blisko 80%
(kontrola) do 84,4% (komorki inku-
bowane przez 4 godz. w obecnosci
kwasu foliowego) (tab. 3). Wyniki
przeprowadzonego doswiadczenia
wskazuja, ze kwas foliowy jest nie-
zbedny do przezycia w szkodliwych
warunkach srodowiska, ale musi by¢
dostarczony odpowiednio wcze$nie
— zanim powstang uszkodzenia
w komorkach.

Dyskusja

Cho¢ Stonce jest podstawg zycia
na Ziemi, a dzialanie jego promie-
niowania, pozyteczne dla ludzi
i Srodowiska, jest szeroko docenia-
ne, to stale trzeba pamigtac o nieko-

rzystnym dziataniu tych promieni
na skoérg. W przypadku skéry nara-
zonej na ekspozycj¢ na promienio-
wanie UV obserwuje si¢ nadmierny
rozrost warstwy rogowej, zaburze-
nia keratynizacji, przesuszenie ské-
ry i oslabienie funkcji ochronnych.
W przypadku tradziku mlodzien-
czego pobudzenie komérek do po-
dziatéw utrudnia usuwanie obfitej
w tym okresie wydzieliny gruczolow
tojowych. Promieniowanie UVB jest
przyczyng powstawania rumienia
i oparzen stonecznych, ma takze
dziatanie rakotworcze. Szczegélnie
wrazliwe na promieniowanie ultra-
fioletowe sg komérki uktadu immu-
nologicznego skory: uposledzeniu
ulegaja czynnosci komérek Langer-
hansa, indukowane sa antygeny,
ktére w warunkach prawidtowych
nie wykazuja ekspresji [13].

Komoérki uszkodzone usuwane
sg z organizmu dzi¢ki mechanizmo-
wi indukowanej apoptozy. Wykryto
szereg bialek umozliwiajacych sa-
mounicestwienie komorek. Zwiazki
te wykorzystuje si¢ obecnie jako
markery apoptozy w technikach
wykrywania komorek apoptotycz-
nych. Naleza do nich m.in.: Bcl-2,
kaspazy, biatko Apafl, mitochon-
drialny czynnik AIE czynnik trans-
krypecyjny NFkB [3].

W prezentowanej pracy zastoso-
wano technike cytometrii przepty-
wowej do oceny zywotnosci komo-
rek naskoérka, poddanych dzialaniu
promieniowania ultrafioletowego.
Przeprowadzono barwienie komo-
rek dioctanem fluoresceiny, substra-
tem dla komérkowych esteraz, oraz
Ankesyna V, wykazujacg powino-
wactwo do fosfatydyloseryny. Bada-
no ochronne wtasciwosci kwasu fo-
liowego — witaminy przejawiajacej
silne dzialanie regeneracyjne na ko-
morki skory. Wykazano, ze kwas fo-
liowy zapobiega indukowanej UVB
apoptozie, ale tylko wtedy, gdy ko-
morki hodowano w obecnosci wita-
miny, zanim zostaly poddane dzia-
faniu promieniowania. Tworzenie

tzw. sun burn cells, czyli komoérek
podlegajacych apoptozie wywolanej
UVB w naskoérku, jest mechani-
zmem ochronnym komoérek skoéry
przed uszkodzeniami. Tylko w przy-
padku uposledzenia mechanizmoéw
naprawczych organizm uruchamia
proces samounicestwienia nieprawi-
dlowych komoérek. Wydaje sie, ze
kwas foliowy nie tyle redukuje wy-
wolang UV apoptoze (co w konse-
kwencji mogtoby doprowadzi¢ do
rozwoju nowotworéw na skutek na-
gromadzenia uszkodzen w komor-
kach), co zapobiega powstawaniu
uszkodzen, ktére uruchomityby
proces samobodjczej $mierci komor-
ki. Wyniki badan wskazuja, ze miej-
scowa obecnos¢ kwasu foliowego
przyspiesza naprawe uszkodzonego
DNA, nie dopuszczajac tym samym
do uruchomienia procesu apoptozy
— zmniejszenie apoptozy zaobser-
wowano tylko w komérkach, ktére
byly hodowane w obecnosci kwasu
foliowego, zanim zostaly uszkodzo-
ne dzialaniem promieniowania UV.
Podobny efekt stwierdzono w przy-
padku dzialania interleukiny [12].
W badaniach Schwarz i wsp.
[14] wykazano wyraZnie mniejszy
poziom indukowanej UVB apopto-
zy w komérkach inkubowanych
w obecnosci IL-12. Wykazano, ze
zmniejszenie poziomu apoptozy
byto zwigzane z wlaczeniem mecha-
nizméw naprawczych, szczegdlnie
naprawy poprzez wycinanie poje-
dynczego nukleotydu (nucleotide
excision repair — NER) [14].
Kwas foliowy bierze
w syntezie DNA - jest donorem
grup metylowych w tworzeniu mo-
nofosforanu tymidyny. Zaburzenie
puli deoksyrybonukleotydéw, wyni-
kajace z niedoboru kwasu foliowego
moze niekorzystnie wplywaé na
synteze DNA, prowadzac do jej
spowolnienia lub wystepowania ble-
déw. Ponadto moze prowadzi¢ do
nieprawidtowosci w procesach na-
prawy uszkodzonego materiatu ge-
netycznego. Dlatego niezmiernie

udziat
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wazne jest stale dostarczanie ko-
moérkom kwasu foliowego — zaréw-
no w suplementacji doustnej, jak
i w postaci zewngtrznie stosowa-
nych preparatéw kosmetycznych.
Kwas foliowy wspomaga system im-
munologiczny, wplywa na metabo-
lizm cukréw i aminokwasow, a tak-
ze odpowiada za wzrost komoérek
oraz przeciwdziala uszkodzeniom
chromosomoéw. Jest witaming, kto-
rej najczgsciej przypisuje si¢ dziala-
nie przeciwnowotworowe. Wzboga-
cenie preparatow w t¢ cenng sub-
stancje¢ to sposob na doskonalg pie-

legnacje¢ skory i zabezpieczenie jej
przed uszkodzeniami pojawiajacy-
mi si¢ na poziomie komérkowym.

Whioski

Wykazano, ze kwas foliowy chro-
ni komoérki naskérka przed szkodli-
wym dzialaniem promieniowania
ultrafioletowego. Zaobserwowano
wyraznie mniejszy poziom apopto-
zy indukowanej dzialaniem UVB
w komoérkach stymulowanych przed
naswietlaniem witaming By w po-
réwnaniu do komérek kontrolnych,

ktore nie byly traktowane kwasem
foliowym. Natomiast poziom prze-
zywalnosci komérek niestymulowa-
nych witaming By przed naswietla-
niem byl taki sam, jak komoérek
kontrolnych uszkodzonych promie-
niowaniem ultrafioletowym.

Uzyskane wyniki badan wskazu-
ja, ze kwas foliowy przejawia wias-
ciwosci ochronne — zapobiegajac
uszkodzeniom, ktére uruchomilyby
proces samobodjczej $mierci komor-
ki, nie dopuszcza do powstania
apoptozy wywolanej promieniowa-
niem ultrafioletowym.
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