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Wprowadzenie

Material genetyczny wszystkich
organizm6w narazony jest na dzia-
tanie czynnikéw majacych zdolnos¢
modyfikacji chemicznej struktury
DNA. Nalezg do nich przede
wszystkim:

- promieniowanie (ultrafioleto-
we, jonizujace oraz elektromagne-
tyczne),

- substancje chemiczne (gléwnie
zwigzki alkilujace i arylujace),

- czynniki endogenne (np. re-
aktywne formy tlenu bedace pro-
duktami metabolizmu komorkowe-
g0) [1].

Promieniowanie jonizujace indu-
kuje oksydacyjne modyfikacje zasad
oraz peknigcia nici DNA. Alkiluja-
ce i arylujace zwiazki chemiczne
(w tym policykliczne weglowodory
aromatyczne) moga kowalencyjnie
wigzac si¢ z nukleotydami tworzac
addukty DNA. Efektem dzialania
wolnych rodnikéw tlenowych sg na-
tomiast oksydacyjne przemiany za-
sad azotowych (8-okso-deoksygu-
anina). Gléwnymi uszkodzeniami
DNA pojawiajacymi si¢ w wyniku
dziatania promieniowania ultrafio-

letowego sa uszkodzenia oksydacyj-
ne oraz tzw. fotouszkodzenia, czyli
powstawanie dimeréw pirymidyno-
wych (dimery tymidynowe i dimery
tyminy z cytozyna) oraz fotopro-
duktéow 6-4 (wigzanie miedzy we-
glem 6 pierscienia pirymidyny w 5’
nici DNA a weglem 4 pirymidyny
w 3’ nici DNA) [2]. Pary sasiaduja-
cych w lancuchu DNA pirymidyn,
potaczone wiazaniami kowalencyj-
nymi, zatrzymuja w procesie repli-
kacji wlaczanie nukleotydéw przez
polimeraz¢ DNA III do nowo two-
rzonej nici kwasu nukleinowego, co
z kolei powoduje fragmentacje
DNA i efekt letalny [3]. Niezalez-
nie od zrédla, wszystkie uszkodze-
nia DNA w mniejszym lub wigk-
szym stopniu zmieniajg strukture
chromosomoéw i zaburzaja procesy
ich replikacji [1].

Komérki skory jako pierwsze na-
razone sg na szkodliwe dzialanie
promieniowania $wietlnego. Cho-
ciaz jednak skoéra chroni wewnetrz-
ne tkanki i narzady przed wplywa-
mi $rodowiska zewngtrznego i jest
naturalng zapora dla szkodliwych
czynnikéw chemicznych, toksyn
i bakterii, to nie chroni skutecznie

przed promieniowaniem Swietlnym.

Promieniowanie stoneczne jest
promieniowaniem elektromagnety-
cznym, ktére obejmuje promienio-
wanie podczerwone, $wiatlo wi-
dzialne i promieniowanie UV. To
ostatnie ma najsilniejsze dzialanie
na skore: lecznicze, stymulujace, ale
réwniez uszkadzajace tkanki. Pro-
mieniowanie ultrafioletowe dzieli
si¢ na trzy zakresy [4-5]:

- UVC (100-280 nm) — absorbo-
wane przez warstwe ozonowa at-
mosfery, stosowane (ze wzgledu na
silne dziatanie bakteriobojcze) glo-
wnie jako Srodek do odkazania po-
mieszczen,

- UVB (280-315 nm) — powodu-
jace zaczerwienienie skory i pig-
mentacje posrednia, jest tez przy-
czyng oparzen i ma dziatanie karcy-
nogenne,

- UVA (315-400 nm) — stosowa-
ne w solariach ze wzgledu na sty-
mulacje pigmentacji bez efektu za-
czerwienienia lub poparzenia skory;
wnika gieboko w skére (az do tkan-
ki podskérnej), powodujac destruk-
cje kolagenu, réznego rodzaju der-
matozy, plamy pigmentacyjne oraz
zmiany nowotworowe.
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Promieniowanie UVB, absorbo-
wane przez skore w 90%, powoduje
powstawanie cyklobutanowych di-
meréw pirymidynowych (ponad
50% wszystkich uszkodzen powo-
dowanych przez UV), fotoproduk-
tow 6-4 (pirymidyno-pirymidyno-
wych — 20-30% uszkodzenr), mono-
adduktéow pirymidynowych (1%
uszkodzen), fotoproduktéw pury-
nowych (1% uszkodzen), a takze
powoduje powstanie uszkodzen ok-
sydacyjnych [2]. Uszkodzenia ok-
sydacyjne wywolane UVB polegaja
na reakcji aktywnych form tlenu
z resztami cukrowymi lub zasadami
nukleinowymi. W wyniku tego pro-
cesu powstaja 5-hydroksymetylo-
uracyl (addukt) oraz utlenione for-
my pirymidyn i puryn (glikol tymi-
ny, 8-oksoguanina jako uszkodzenie
o charakterze mutagennym) [7].
Oddziatywania aktywnych form
tlenu z resztami cukrowymi moga
powodowa¢ powstawanie wigzan
miedzy ni¢mi DNA i w efekcie kon-
cowym doprowadza¢ do ich peknie-
cia. Dla komérki jest to letalne.

Znane sa dwa podstawowe pro-
cesy reperacji uszkodzen wywota-
nych przez promieniowanie UV:
fotoreaktywacja katalizowana przez
fotoliaz¢ oraz naprawa przez wyci-
nanie. Fotoliaza pod wplywem
$wiatla widzialnego z udzialem
flawoproteinowych chromoforéow
(FADH,) przeprowadza rozlaczanie
fotodimeréw na monomery i usuwa
pierwotne uszkodzenie DNA. Dru-
gi proces niewymagajacy $wiatla wi-
dzialnego katalizuja cztery enzymy
tworzace uklad reperacyjny zwany
endonukleazg UV lub endonukle-
azg UVRABCD [3,6]. Uszkodzenie
w postaci dimeru zostaje wycicte
wraz z sasiadujacymi nukleotyda-
mi, a powstala luka w jednym z fan-
cuchéw DNA jest wypelniana
w procesie syntezy odcinka DNA,
z udzialem polimerazy. Wolne kon-
ce nowo zsyntetyzowanego frag-
mentu DNA 1aczone sg przy udzia-
le ligazy. Uklad reperacyjny jest
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Wprowadzenie: Komorki skory jako pierwsze narazone sg na dziatanie promie-
niowania swietlnego, ktérego dobroczynne dziatanie polega na pobudzeniu
uktadu odpornosciowego, natomiast jego nadmiar prowadzi do stanu zapalne-
go w skorze i zwieksza apoptoze. Najbardziej szkodliwe dziatanie przejawia wy-
soka dawka promieniowania ultrafioletowego, ktdre powoduje destrukcije kola-
genu, réznego rodzaju dermatozy, plamy pigmentacyjne i zmiany nowotworo-
we. Celem pracy byto wykazanie, ktéry z testowanych surowcow kosmetycz-
nych: folacyna, kinetyna czy fitoDHEA, wykazuje dziatanie zapobiegajgce po-
wstawaniu i redukujgce apoptoze wywotang promieniowaniem ultrafioletowym
w komorkach naskaérka linii KB.

Materiat i metody: Badania prowadzono na izolowanych ludzkich komorkach
naskorka linii KB. Ocene zywotnosci komorek wykonano testem MTT oraz przy
uzyciu fioletu krystalicznego. Apoptoze okreslono technikg ELISA.

Wyniki: Wykazano, ze zaden z badanych surowcow kosmetycznych nie przeja-
wiat dziatania cytotoksycznego. Folacyna w stezeniu 0,1% catkowicie chronita
przed indukowang UVB apoptozg komdrek naskorka. FitoDHEA, choc nie wpty-
wal na zmniejszenie poziomu apoptozy w komorkach napromienionych, to
umozliwiat tworzenie kolonii komorkowych w stopniu wyzszym niz kinetyna. Nie
wykazano ochronnego dziafania kinetyny na komorki naskoérka uszkodzone
dziataniem UVB.

Whioski: Miejscowe stosowanie folacyny jest bardzo dobrg formg ochrony
przed skutkami dziatania promieniowania ultrafioletowego. W potgczeniu z filtra-
mi stonecznymi jest skutecznym srodkiem w walce z fotostarzeniem.

Protective effect of selected cosmetic raw
materials on UVB irradiated epidermal cells

SUMMARY

Key words: ultraviolet radiation, epidermal cells, apoptosis, folacin, kinetin,
fitoDHEA

Introduction: Cells of the epidermis are in the front line for exposure to the ac-
tions of visible light radiation, the beneficial effects of which rely on stimulation
of the immune system, yet its excess leads to skin inflammation and increases
apoptosis. A high dose of ultraviolet radiation exhibits the greatest damaging
effects, causing destruction of collagen, various types of dermatosis, pigmen-
tation and skin discoloration as well as neoplastic lesions. The aim of this work
was to demonstrate, which of the tested cosmetic raw materials: folacin, kine-
tin or fitoDHEA reduce and/or protect against the apoptosis of the epidermal
cells, line KB, caused by ultraviolet radiation.

Materials and methods: The studies were conducted on isolated human epi-
dermal cells of the KB line. The MTT test as well as crystal violet were applied
to assess cell viability. Apoptosis was measured by ELISA assay.

Results: It has been shown herein, that none of the tested cosmetic materials
demonstrate cytotoxic activity. Folacin, at a concentration of 0.1%, completely
protected against UVB-induced apoptosis of epidermal cells. FitoDHEA, even
though it had no influence on the level of apoptosis in the irradiated cells,
it's successfully enabled the formation of cell colonies to a greater extent than
kinetin. The protective effect of Kinetin upon epidermal cells damaged by the
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action of UVB radiation has not been demonstrated.

Conclusions: The local action of folacin constitutes a very good form of protec-
tion from the effects of ultraviolet radiation. Combined with sun screens, it is
an effective tool in the fight against photoaging.

specyficzny tylko w stosunku do di-
meréw pirymidynowych i prowadzi
do bezblednej reparacji, o ile drugi
taficuch DNA, lezacy naprzeciw po-
wstajacej luki, nie jest uszkodzony
i moze funkcjonowac jako matryca
dla polimerazy DNA. W mechani-
zmie naprawy przez wycigcie zasa-
dy (ang. base excision repair, BER)
naprawiane sg gléwnie zasady (utle-
nione lub alkilowane) [7-9], nato-
miast w mechanizmie naprawy
z wycigciem nukleotydu (ang. nuc-
leotide excision repair, NER) usu-
wane sa uszkodzenia w postaci di-
mer6w lub adduktéw [8].

Od dawna naukowcy $wiatowych
koncernéw kosmetycznych poszu-
kuja substancji zabezpieczajacych
przed dzialaniem promieniowania
ultrafioletowego oraz substancji
wspomagajacych systemy napraw-
cze DNA. Znane i stosowane sg
z powodzeniem w kosmetykach
zwiagzki pochlaniajace lub odbijaja-
ce promienie UV (filtry chemiczne
i fizyczne) oraz substancje neutrali-
zujace aktywne formy tlenu. Te
ostatnie to przede wszystkim zwigz-
ki wiazace (wylapujace) toksyczne
rodniki tlenowe (takie antyoksy-
danty, jak tokoferole, tokotrienole,
polifenole) oraz inne surowce ko-
smetyczne, modulujace aktywnosc
enzyméw zaangazowanych w neu-
tralizacje wolnych rodnikéow (dys-
mutazy ponadtlenkowej, katalazy,
peroksydaz). Skladniki te mozna
nazwa¢ ogoélnie zwigzkami o cha-
rakterze ochronnym, zabezpieczaja-
cym przed powstawaniem uszko-
dzen w komorkach.

Inng grupe surowcow kosmetycz-
nych stanowia substancje, ktore
przyspieszaja naprawe juz uszko-
dzonego DNA. Wspomagaja tym
samym naturalne procesy napraw-

cze lub je wrecz zastepuja, gdyz
przy duzej ilosci uszkodzef komor-
ki nie nadazaja z naprawa materia-
fu genetycznego [10-12]. Czgs¢
uszkodzen zostaje naprawiona do-
piero w trakcie proceséw replikacyj-
nych.

W prezentowanej pracy ocenio-
no dziatanie ochronne trzech su-
rowcow kosmetycznych: folacyny,
kinetyny i fitoDHEA na izolowane
ludzkie komorki naskoérka linii KB,
poddane dzialaniu promieniowania
UVB. Folacyna, odkryta w latach
50. ubieglego wieku, jest witaming
z grupy B — pochodng pterydyny,
kwasu glutaminowego i p-amino-
benzoesowego (ryc. 1). Jej najbar-
dziej rozpowszechniona nazwa to
»kwas foliowy”, ktérego czynng for-
me¢ stanowi kwas folinowy, niezbed-
ny do wiaczania jednoweglowych
fragmentéw do puryn, pirymidyn
i niektorych aminokwasow. Kwas
foliowy, podobnie jak wickszos¢ wi-
tamin rozpuszczalnych w wodzie,
bierze udzial we wszystkich typach
odwracalnych realkcji utleniania-re-
dukcji. Uwaza si¢ go za koenzym
wielu enzymoéw wymagajacych do
ich uczynnienia obecnosci sktadni-
koéw niebialkowych. Odgrywa istot-
na role w tkankach, w ktorych za-
chodza liczne podzialy komérkowe.
W badaniach in vitro stwierdzono
stymulacje podzialéw izolowanych
fibroblastow hodowanych w obec-
nosci folacyny. Ich ksztatt byt typo-
WO wrzecionowaty, w poréwnaniu
z gwiazdzistym ksztaltem komorek
kontrolnych [13]. Komoérki o gwiaz-
dzistym ksztalcie cechujg si¢ ogra-
niczong zdolnoscig podziatowa, ok-
reslane sa mianem stacjonarnych
i przejawiajg niska aktywnos¢ meta-
boliczng. Komorki wrzecionowate-
go ksztaltu posiadaja wysoki indeks

proliferacyjny i sg aktywne metabo-
licznie.

Kinetyna (ryc. 2), znana réwnie
dlugo jak kwas foliowy, jest roslin-
nym hormonem wzrostu odpowie-
dzialnym za regulacje podzialow
komoérkowych (cytokineza), wzrost
i r6znicowanie komorek, transport
asymilatow oraz starzenie si¢ [14].
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Struktura chemiczna folacyny
(kwas foliowy).

Chemical structure of folacin

(folic acid).
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Rye. 2
Struktura chemiczna kinetyny.
Chemical structure of kinetin.

HO

Ryce. 3

Struktura chemiczna diosgeniny
(fittDHEA).

Chemical structure of fitt DHEA.
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Jest to izopentenylowa pochodna
adeniny (N°-furfuryloadenia), ktora
dziala jako wymiatacz wolnych rod-
nikéw, a u roslin bezposrednio wply-
wa na aktywnos¢ dysmutazy ponad-
tlenkowej oraz lipooksygenazy [15].
Wykazano, ze kinetyna przejawia
wlasciwosci chronigce przed oksyda-
cyjnymi uszkodzeniami DNA (8-ok-
soguanina), poprzez wigzanie zelaza
i modyfikacje¢ reakcji Fentona [16].
Badania na izolowanych komérkach
skory oraz na owadach wykazaly, iz
kinetyna ma wlasciwosci przeciw-
starzeniowe [17,18].

FitoDHEA to ekstrakt z korzeni
Wild Yam (Discorea villosa), bogaty
w diosgening (ryc. 3), sterydowy
hormon roslinny wykazujacy struk-
turalne podobienstwo do DHEA
[26]. Discorea villosa wystepuje glow-
nie w Meksyku, a stosowanie wycia-
gu z jej korzenia jako Srodka zwigk-
szajacego zasoby energii i regeneru-
jacego ma swoja dluga tradycje

w Ameryce Poludniowej. Diosgeni-
na przejawia wlasciwosci regulacyj-
ne w komérkach, hamujac procesy
zwigzane ze starzeniem si¢. Stymu-
luje podziaty komoérek skory wiasci-
wej oraz sprzyja zachowaniu przez
nie ksztaltu typowego dla komoérek
milodych, aktywnych metabolicznie.
Dzialanie diosgeniny warunkuje
utrzymanie wlasciwego nawilzenia,
elastycznosci i napigcia skory [19].

Celem pracy bylo wykazanie,
ktory z testowanych surowcow sto-
sowanych w kosmetykach wykazuje
wlasciwosci ochronne w komorkach
naskoérka linii KB, poddanych dzia-
faniu promieniowania ultrafioleto-
wego.

Materiat

Materialem do badan oceniaja-
cych wlasciwosci surowcow kosme-

tycznych chronigce przed UVB byla
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Ryc. 4

Ocena zywotnosci ludzkich keratynocytow linii KB (test MTT) poddanych
dzialaniu folacyny, kinetyny i fitt DHEA przez 24, 48 i 72 godziny.
(Co — kontola, Kn — kinetyna, FA — folacyna, D — fitoDHEA)

The evaluation of human keratinocytes’ viability (line KB — MTT test)
exposed to the action of folacin, kinetin and fitt DHEA during 24,

48 and 72 hours.

(Co — control, Kn — kinetin, FA — folacin, D — fitot DHEA)
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szybko proliferujaca linia komoérek
naskorka (epidermoid carcinoma
cell line KB, American Type Culture
Collection), hodowana w podiozu
RPMI zawierajacym 2 mM L-gluta-
miny, antybiotyki (100 jed./ml peni-
cyliny, 0,25 pg/ml siarczanu strepto-
mycyny) oraz 10% FCS. Komorki
linii KB reaguja na promieniowanie
UVB i czynniki chronigce przed
uszkodzeniami przez nie wywotany-
mi podobnie jak komérki nienowo-
tworowe (HNK, human normal ke-
ratinocytes) [21].

Metody

m Ocena zywotnosci komorek

Zywotnoéé komorek poddanych
dzialaniu testowanych surowcow
okreslano przy zastosowaniu stan-
dardowego testu proliferacyjnego
MTT (Sigma) [20].

® Warunki naswietlania

Komoérki naswietlano lampa emi-
tujaca Swiatto UVB (TL12, Philips)
o dlugosci fali 290-320 nm, ze
szczytem emisji przy 313 nm. Przed
naswietlaniem komérki inkubowa-
no przez 2 godz. w podtozu RPMI
(pozbawionym FCS), po czym do-
dawano surowce kosmetyczne w ste-
zeniach:

1) folacyna (Coletica) — 0,01%
oraz 0,1%,

2) kinetyna (Pharma Waldhof
GmbH) - 12,5 uM, 25 uM, 50 uM,

3) fitoDHEA - ekstrakt z Wild
Yam bogaty w diosgening (Croda)
-0,002% i 0,02%.

Po pieciu godzinach preinkubacji
z ww. sktadnikami komorki naswie-
tlano w PBS promieniowaniem
UVB (25 mJ/cm?), a nast¢pnie ho-
dowle kontynuowano przez 16 go-
dzin w podlozu RPMI zawierajacym
5% FCS oraz testowane substancje.
Kontrolg¢ negatywna stanowily ko-
morki niepoddane dzialaniu pro-
mieniowania (bez surowcéw kosme-
tycznych), natomiast kontrole pozy-



FARMAKOLOGIA / KOSMETOLOGI

tywna — komorki naswietlone UVB
(bez surowcoéw kosmetycznych).

m Oznaczanie apoptozy

Apoptoze komoérek oznaczano po
16 godzinach od naswietlenia, sto-
sujac zestaw ELISA (Cell Death De-
tection ELISAPIVUS, Boehringer Man-
nheim). Oznaczeniu podlegal sto-
pienn fragmentacji DNA, tzn. ilos¢
uwalnianych do cytoplazmy mono-
i oligonukleosoméw, oznaczanych
przeciwcialami specyficznymi do
bialek histonowych [21].
m Barwienie komorek fioletem
krystalicznym

Komérki naswietlone UVB pod-
dawano dzialaniu trypsyny (200
mM, GIBCO), a nastgpnie wysiewa-
no w réznych stezeniach na szalki
hodowlane. Kazdego dnia prowa-
dzono obserwacj¢ makroskopowa
zalozonych hodowli. W momencie
zaobserwowania powstania kolonii
komorki barwiono fioletem krysta-
licznym [21].

Wyniki

m Ocena cytotoksycznosci surow-
c6w kosmetycznych

Pomiary zywotnosci komoérek na-
skorka przeprowadzono po dobie,
dwoch i trzech (ryc. 4) oraz po pig-
ciu, siedmiu i czternastu dniach ho-
dowli w obecnosci folacyny, kinety-
ny i fitoDHEA.

Stwierdzono, ze testowane suro-
wee kosmetyczne (w stezeniach po-
danych na ryc. 4) nie wykazywaly
wlasciwosci cytotoksycznych. Licz-
ba zywych, aktywnych metabolicz-
nie komérek byta podobna w kon-
troli (nietraktowanej zadnym suro-
wcem) oraz w probkach poddanych
dzialaniu czynnikéw kosmetycznych.
Nieznacznie stymulujacy wplyw na
komorki naskoérka wywierata folacy-
na (po dobie w stezeniu 0,01%, po
dwoch dobach w stezeniu 0,1%, po
trzech dobach — w obu testowanych

stezeniach) i fitoDHEA (efekt po
dwéch dobach). Czternastodniowa
hodowla w obecnosci wysokiego ste-
zenia kinetyny (50 uM) oraz fito-
DHEA (0,02%) spowodowala nie-
znaczny spadek zywotnosci komo-
rek (dane nieprezentowane).

m Efekt dziatania folacyny, kine-
tyny i fitoDHEA na komorki
uszkodzone w wyniku promienio-
wania UVB

Napromieniowanie komoérek na-
skorka UVB dawka 25 mJ/cm? spo-
wodowalo wzrost ilosci bialek histo-
nowych na terenie cytoplazmy. Wy-
nik ten wskazuje na zaindukowang
UV apoptozg. Poziom badanych
uszkodzen w komorkach nienaswie-
tlanych oraz w komoérkach niepod-
danych dzialaniu UVB i hodowa-
nych w obecnosci testowanych su-
rowcow byl znikomy, wynikajacy
prawdopodobnie z naturalnych pro-
cesow metabolicznych zachodza-
cych w kazdej zywej komorce (ryc.

5). Tym samym wykazano, ze fola-
cyna, kinetyna oraz fitoDHEA nie
wplywaly na indukcje apoptozy
w nienaswietlonych komérkach na-
skorka.

Zbadano, ktéra z ocenianych
substancji kosmetycznych wykazuje
wlasciwosci chronigce przed uszko-
dzeniami wywolanymi dzialaniem
promieniowania ultrafioletowego.
Stwierdzono, ze destrukcyjne dzia-
tanie UVB zostalo wyraznie zmniej-
szone w komoérkach hodowanych
w obecnosci 0,01% folacyny (ryc.
5), a zwigzek ten w stezeniu 0,1%
calkowicie chronil przed indukowa-
na UVB apoptoza. Uzyskane wyniki
byly istotne statystycznie.

Ani kinetyna, ani fitoDHEA nie
zapobiegaly powstawaniu apoptozy
w komorkach poddanych dzialaniu
UVB. Ilos¢ uszkodzenn wywolanych
promieniowaniem byta podobna
w komoérkach kontrolnych i trakto-
wanych fitoDHEA (ryc. 5). Po na-
$wietleniu komorek promieniowa-
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Ryc. 5

Ocena apoptozy ludzkich keratynocytow linii KB poddanych dziataniu
promieniowania UVB (25 mJ/cm?) oraz folacyny, kinetyny

i fitot DHEA.

(Co — kontola, Kn — kinetyna, FA — folacyna, D — fitoDHEA)

Death assay of KB cells after UVB radiation (25 mJ/em? ) and incubation
with folacin, kinetin and fitoDHEA.

(Co — control, Kn — kinetin, FA — folacin, D — fito DHEA)
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niem ultrafioletowym obecnos¢ ki-
netyny w podlozu hodowlanym
przyczynifa si¢ do dalszego zwigk-
szenia poziomu apoptozy (warto$¢
absorbancji dla 25 uM stezenia ki-
netyny statystycznie wigksza w sto-
sunku do kontroli po UV).

m Zdolnos$¢ komorek do tworzenia
kolonii

W celu zbadania zdolnosci usz-
kodzonych przez UVB komérek na-
skorka do tworzenia kolonii prze-
prowadzono test ich barwienia przy
uzyciu fioletu krystalicznego. Ko-
morki niepoddane dzialaniu pro-
mieniowania, zaréwno kontrolne, ja
i te traktowane folacyna, kinetyna

Koméorki kontrolne /Untreated cells
UVRB 25m.J/em?

UVB + FA 0,1%

UVB + Kn 25uM

UVR + D 0,02%

FA 0,1%

Kn 25uM

D 0,02%

1.
2.
3.
4.
A
6.
7.
8.

92

Ryc. 6

Ocena tworzenia kolonii ludzkich
keratynocytow linii KB poddanych
dzialaniu promieniowania UVB
(25 mJ/em?) oraz folacyny, kinetyny
i fittDHEA przez 16 dni.
Barwienie fioletem krystalicznym.
(Kn — kinetyna, FA — folacyna,
D - fitoDHEA)

Colony assay of KB cells after
UVB radiation and exposure

to _folacin, kinetin and fito-DHEA
for 16 days.

Stained with crystal violet.

(Kn — kinetin, FA — folacin,

D - fitt DHEA)
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Iub fitoDHEA, tworzyly wyraznie
widoczne kolonie (obserwacje ma-
kroskopowe). Fiolet krystaliczny
barwi wylacznie Zywe, aktywne me-
tabolicznie komorki, a intensyw-
no$¢ zabarwienia jest proporcjonal-
na do liczby komérek. Po naswietle-
niu UVB intensywnos¢ zabarwienia
i — co za tym idzie — liczba komoérek
ulegly wyraznemu zmniejszeniu
(ryc. 6). Po 16 dniach od zadziala-
nia promieniami UV komorki za-
chowaly zdolnos¢ do tworzenia ko-
lonii jedynie w obecnosci folacyny
i, w mniejszym stopniu, w obecnosci
fitoDHEA. Nie wykazano pozytyw-
nego wplywu kinetyny na efektyw-
nos¢ tworzenia skupisk komoérek
uszkodzonych przez UVB.

Dyskusja

Swiatto stoneczne oddzialywuje
w wieloraki spos6b na organizm
ludzki. Jest niezb¢dne w regulacji
zegara biologicznego, pobudza od-
pornos¢ w trakcie opalania sig, leczy
na zasadzie fototerapii. Zagrozenia
wynikaja z podwyzszonego nat¢ze-
nia promieniowania prowadzac do
katarakty, nowotworéw skory, prze-
barwien, oparzen stonecznych, foto-
uczulen. Promieniowanie stoneczne
dziata korzystnie, gdy mutacje indu-
kowane promieniowaniem ultrafio-
letowym prowadza do adaptacji,
a szkodliwie, gdy mutacje te powo-
duja choroby i réznego rodzaju for-
my raka [22].

Zazywanie kapieli slonecznych
jest dobroczynne i wskazane ze
wzgledu na pobudzenie ukladu od-
pornosciowego, natomiast ich nad-
miar prowadzi do stanu zapalnego
w skorze oraz zwigksza apoptoze.
W jej mechanizmie uszkodzone ko-
morki sg usuwane z ustroju na dro-
dze fagocytozy, czemu nie towarzy-
szy stan zapalny. Jest to proces
czynny, czegsto zwigzany z aktywa-
cja genéw i okreslany mianem ak-
tywnej $mierci komoérki [23]. Apop-

toza jest zjawiskiem powszechnym
w §wiecie roslin i zwierzat (np. pelni
szczegblng role w ksztaltowaniu
ukladu nerwowego ssakoéw), jest
obecna w rozwoju generatywnym
roslin. Poniewaz taka $mier¢ komor-
ki nie powoduje stanu zapalnego
u zwierzat i ludzi (w procesie nie sg
zaangazowane makrofagi), istnieje
mozliwo$¢ usuwania poprzez apop-
toze¢ komorek zainfekowanych wiru-
sem i komoérek nowotworowych.
Dlatego tez przedmiotem badan
nad apoptozg staly si¢ przede
wszystkim choroby nowotworowe,
w przebiegu ktérych czesto docho-
dzi do zaprogramowanej $mierci ko-
morek. Prawie wszystkie komorki
organizmu wykazujg zdolno$¢ do
wejScia w proces programowanej
$mierci, r6znica polega na podatno-
§ci i szybkosci uruchomienia tego
procesu [23].

W trakcie wspomnianych kapieli
stonecznych, przy silnym napromie-
niowaniu, w komoérkach skéry po-
wstaje tak wiele uszkodzen, ze szyb-
ki i sprawny dotad mechanizm na-
prawy zaczyna popelnia¢ bledy.
W  takiej sytuacji nieprawidiowo
funkcjonujaca komoérka musi ulec
zniszczeniu. Po otrzymaniu sygnalu
dazy do samozaglady. Wczesne eta-
py apoptozy komoérek mozna jed-
nak zatrzymac; komorki produkuja
szereg bialek umozliwiajacych sa-
mounicestwienie — ich analiza po-
zwala na ocene¢ zaawansowania
apoptozy i mozliwosci jej redukcji.

W prezentowanej pracy wyka-
zano, ze folacyna zapobiega apopto-
zie komorek naskoérka linii KB, in-
dukowanej promieniowaniem UVB
(ryc. 5). Zdolna jest wigc do zmini-
malizowania destrukcyjnych zmian
wywolanych przez promieniowanie
UVB w komérkach, do ktérych fiz-
jologicznie dociera najwicksza daw-
ka UV. Mozna przypuszczac, ze fo-
lacyna zaréwno chroni przed apop-
toza wywolang UVB, jak i potrafi
ja redukowac.

Poziom apoptozy komorek okre-
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§lano po 16 godzinach od naswietla-
nia. W tym czasie komérki hodowa-
no w podlozu zawierajacym kwas
foliowy, co sugeruje mozliwos¢ przy-
spieszonej reperacji uszkodzen
[27,28].

FitoDHEA, chociaz nie ochraniat
przed apoptoza w komorkach na-
promienionych (ryc. 5), to umozli-
wial tworzenie kolonii komorko-
wych w stopniu wyzszym niz kine-
tyna (ryc. 6). Zaskoczenie budzi
fakt, ze kinetyna, powszechnie
uznawana za zwigzek o wtasciwo-
§ciach antyoksydacyjnych (a wigc
réwniez anty-UV), nie wykazywala
wlasciwosci ochronnych w komor-
kach poddanych dziataniu UVB
i nie wplywala na wzrost zdolnosci
do tworzenia kolonii.

Nie znamy dotad w pelni mecha-
nizmu dzialania kwasu foliowego na
komorki uszkodzone promieniowa-
niem UV. Uwaza sig, Ze jest to zwig-
zane z wplywem kwasu foliowego
na syntez¢ i metylacje DNA. Prze-
miana monofosforanu deoksyury-
dyny (dUMP) do monofosforanu
tymidyny (TMP) przebiega przy
udziale kwasu foliowego (5,10-me-
tylenotetrahydrofolanu) jako dono-
ra grup metylowych. Zaburzenie pu-
li dezoksyrybonukleotydéw, wyni-
kajace z niedoboru kwasu foliowe-

go, moze niekorzystnie wplywac
na syntez¢ DNA, prowadzac do jej
spowolnienia Iub wyst¢powania ble-
déw. W warunkach niedoboru kwa-
su foliowego zahamowanie mety-
lacji dUMP do TMP prowadzi do
wzrostu komoérkowego poziomu
tréjfosforanu deoksyurydyny i bled-
nego wlaczania uracylu w czastecz-
ke DNA (zamiast tyminy). Enzymy
naprawcze DNA usuwaja taki bled-
nie wstawiony uracyl, jednak w wa-
runkach niedoboru kwasu foliowe-
go, kiedy konwersja dUMP do tymi-
dyny jest zablokowana, na miejsce
usuniegtej czasteczki uracylu stawia-
na jest nastepna czasteczka tego
zwigzku. To pociaga za soba nad-
mierne zuzywanie energii na kolejng
naprawe¢ DNA oraz moze prowadzic¢
do powstawania bardziej istotnych
uszkodzen, a mianowicie uszkodzen
podwojnoniciowych, ktére moga
z kolei prowadzi¢ do peknigé chro-
mosomoéw, niestabilnosci genetycz-
nej i nowotworéw [24,25].

Kwas foliowy uczestniczy w syn-
tezie S-adenozylometioniny — pod-
stawowego ,dawcy” grup metylo-
wych w procesie metylacji nici
DNA. Zmniejszenie poziomu tego
zwiagzku prowadzi do hypometylacji
kwasu dezoksyrybonukleinowego
i niepozadanej aktywacji proto-on-

kogenéw [24]. Zatem obecnosc¢
kwasu foliowego w komorkach za-
bezpiecza je przed wystgpowaniem
btedéw w trakcie syntezy DNA
i najprawdopodobniej przyspiesza
naprawe istniejacych uszkodzen.

U os6b dorostych niedobér kwa-
su foliowego w diecie zwigzany jest
z podwyzszeniem ryzyka wystapie-
nia niektérych nowotworéw, w tym
raka piersi i raka jelita grubego oraz
raka pluc u 0séb, ktore rzucily pale-
nie [25,29]. Suplementacja diety
kwasem foliowym jest zatem uzna-
wana za jeden ze sposobéw zmniej-
szenia ryzyka wystgpienia nowo-
tWOrow.

Whioski

Wyniki przedstawionych badan
wskazuja, ze folacyna jest doskona-
ta forma zewngtrznej suplementacji
skory, zapobiegajacej szkodliwemu
dziataniu promieniowania $wietlne-
go. Nalezy stale pami¢ta¢ o tym, ze
stosowanie zabezpieczen w postaci
filtrow stonecznych i zwigzkow
w posredni lub bezposredni sposéb
niwelujacych negatywne dzialanie
promieniowania UV na skére ludz-
ka jest kluczowym elementem walki
z fotostarzeniem.
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