AUTOMATYZACJA PROCESOW DYSKRETNYCH 2018

Sylwia KALA, Karolina GAJDA, Dorota HUDY
Politechnika Slaska

ANALIZA PROLIFERACJI I APOPTOZY KOMOREK
PO PROMIENIOWANIU UV!2

Streszczenie. Komorka jest okreslana jako podstawowa jednostka funkcjonalna
organizmow zywych. Ilo§¢ komoérek w organizmach wielokomoérkowych jest
Scisle kontrolowana w procesach cyklu komérkowego, w ktérym powstajg nowe
komorki oraz apoptozy, w ktérej komorki ulegaja samobojczej Smierci, kiedy nie
sa juz dluzej potrzebne. Czynniki zewnetrzne takie jak np. promieniowanie
ultrafioletowe (UV) moga wptywac na procesy proliferacji i apoptozy zachodzace
w komorkach powodujgc zmiany w ich normalnym zachowaniu.

Badanie podzialéw komorkowych oraz apoptozy wykonane za pomoca
zmodyfikowanego testu mikrojadrowego =z blokada cytokinezy przez
cytochalazyng B, zostalo wykonane z wykorzystaniem komoérek prawidtowych
NHDF oraz nowotworowych Me45 1 HCT116. Komorki zostaly wystawione
na dziatanie promieniowania UVA, UVB oraz UVC.

Analiza wynikow pokazata, ze odpowiedz komoérkowa jest specyficzna nie tylko
dla dawki promieniowania, ale zalezy takze od typu komoérek oraz od typu
promieniowania UV. Promieniowanie UV powodowato zarowno stymulacje, jak
1 hamowanie proliferacji. W szczeg6lnosci promieniowanie UVA powodowato
zwigkszong ilo$¢ podzialbw w komorkach nowotworowych. Dodatkowo
zaobserwowano zwigkszenie apoptozy w komorkach poddanych dziataniu
promieniowania UVB 1 UVC w stosunku do komorek kontrolnych. Moze to
wskazywa¢ na zrdznicowang wrazliwo$¢ roznych typoéw komoérek na czynniki
zewnetrzne w tym wypadku promieniowanie UV. Przedstawiona w pracy
zmodyfikowana metoda testu mikrojadrowego z uzyciem cytochalazyny B moze
by¢ pomocna w szacowaniu liczby podziatow, ktore przeszty komorki.

! Autorzy sktadajg podziekowania prof. dr hab. Joannie Rzeszowskiej-Wolny za inspiracje oraz wsparcie
merytoryczne i krytyczne uwagi dotyczace przedstawionego opracowania. Badania autoréw w laboratorium zostaty
wsparte przez grant Narodowego Centrum Nauki 2015/19/B/ST7/02984 oraz BKM/508/Raul/2017.

2 Wystapienie na podstawie artykutu: Kata Sylwia, Gajda Karolina and Hudy Dorota. Analiza proliferacji
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ORYGINALNY TEKST
ANALIZA PROLIFERACJI I APOPTOZY KOMOREK PO
PROMIENIOWANIU UV

Streszczenie. Wickszos¢ zywych organizmdéw jest narazona na dzialanie
promieniowania UV, czynnik toksyczny i genotoksyczny powodujacy $mierc
komorki 1 zahamowanie proliferacji. Celem pracy bylo sprawdzenie odpowiedzi
komodrkowej na promieniowanie UV w trzech liniach komérkowych Me45, NHDF
oraz HCT116, z ktorych dwie sg wyprowadzone z komorek wystepujacych w
skorze, takich, ktore moga by¢ bezposrednio narazone na to promieniowanie.
Badano podziaty komorkowe 1 oceniano stopien indukcji apoptozy z uzyciem
zmodyfikowanego testu mikrojadrowego =z blokada cytokinezy przez
cytochalazyne B. Stopien indukcji apoptozy oraz liczba podziatow réznity sig¢ w
zalezno$ci od dawki, typu promieniowania (UVA,UVB,UVC) oraz linii
komorkowej, a otrzymane wyniki sugeruja, ze promieniowanie UV moze zaréwno
stymulowac, jak 1 hamowac proliferacje oraz zwigksza¢ apoptoze w zaleznosci od
typu komorek, wskazujac na ich zroznicowang wrazliwo$¢ na dane czynniki.

ANALYSIS OF CELL PROLIFERATION AND APOPTOSIS
AFTER UV RADIATION

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 inhibit proliferation and increase apoptosis
depending on the type of cells, implicating their differential sensitivity to particular
factors.

1. Wstep

Promieniowanie UV jest to niewidoczne dla ludzkiego oka, niejonizujace
promieniowanie elektromagnetyczne, naturalnie emitowane przez Stonce. Podzielone
na trzy gltowne 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 1 in. 2011]. Zmiany spowodowane UVA
obejmujg m.in degradacje tkanki tgcznej czy zmniejszenie ilosci wtokien kolagenowych.
UVA wywotuje indukcje reaktywnych form tlenu. W 1970 roku udowodniono,
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ze ma fagodnie mutagenny wptyw na komorki ssakéw. Zarowno DNA, jak i1 biatka
absorbujg UVA nieznacznie. Indukcja dimeréw pirymidynowych 1 pojedynczoniciowe
pekniecia DNA indukowane przez UVA byly obserwowane u ssakéw, ale zadne z nich
nie sg uwazane za krytyczne dla komoérek [[ARC Working Group Reports 2005; Tyrrell,
Keyse 1990].

Promieniowanie UVB stanowi ok. 4-5% promieniowania UV docierajacego
do powierzchni Ziemi. Dociera gtownie do naskorka, moze bezposrednio uszkadzac
DNA. Jest pochtaniane przez keratynocyty, uczestniczy w tworzeniu reaktywnych form
tlenu oraz ostabia system antyoksydacyjny komorki. Zarowno UVA, jak 1 UVB prowadza
do zréznicowanej ekspresji genu TP53 oraz bialek z rodziny Bcl-2, co moze miec istotny
wplyw na regulacj¢ apoptozy [Berwick, Kesler 2005; Grant, Garland, Holick 2005; IARC
Working Group Reports 2005; Kurytowicz, Bednarczuk, Nauman 2007].

Promieniowanie UVC jest prawie w calosci pochlaniane przez warstwe¢ ozonowa
istanowi niebezpieczny czynnik niszczacy DNA w  organizmach zZywych.
Ma bezposredni wptyw na kwasy nukleinowe przez rozrywanie wigzan tancuchéw DNA
oraz RNA, niszczac bakterie, grzyby, plesnie, glony 1 inne mikroorganizmy. Powoduje
denaturacj¢ biatek oraz powstawanie podtlenkéw i1 wolnych rodnikéw toksycznie
wplywajacych na struktury komorkowe [IARC Working Group Reports 2005; Jordan
2015].

Przedstawione badania obejmujg analiz¢ mikroskopowag trzech populacji
komérkowych NHDF, HCT16 oraz Me45 pod katem indukowania apoptozy oraz liczby
podzialéw zachodzacych w danej populacji przy analizie liczby jader wystepujacych
w pojedynczej komorce po zahamowaniu cytokinezy cytohalazyng B. Analiza
populacyjna badanych komorek pozwolita na poréwnanie aktywnosci proliferacyjnej,
atakze stopnia wrazliwosci danej linii na dang frakcje¢ promieniowania UVA.
Promieniowanie UVA (315-400nm) moze pobudza¢é komodrki nowotworowe
do podziatow. Komorki poddane ekspozycji na promieniowanie UVB (280-315nm)
wykazujg zroznicowang wrazliwo$¢ na jego dziatanie w zaleznosci od typu
oraz petlnionych funkcji. Jest ono efektywne w indukcji apoptozy, a linie komoérkowe
z wysoka czestoscig podziatow sg bardziej narazone na jego dziatanie. Promieniowanie
UVC (100-280nm) indukuje apoptoze niezaleznie od typu komoérek i potencjatu
podzialowego. Komérki prawidtowe i nowotworowe, wolno i szybko dzielace sie,
w podobnym stopniu ulegajg $mierci.

[los¢ komoérek w populacji jest $cisle kontrolowana. W dorostych organizmach
apoptoza, zaprogramowana, samobdjcza $Smier¢ komodrki stanowi balans dla cyklu
komorkowego. Komorka  organizmu  wielokomdrkowego  jest  czlonkiem
zorganizowanej struktury. Jesli komorki sg niepotrzebne, ulegaja apoptozie przez
wewnatrzkomorkowy program $mierci. Kiedy komorka jest uszkodzona albo poddana
stresorowi, moze si¢ zabi¢, aktywujac prokaspazy i agregujac te, ktore pobudzaja
mitochondria do wydzielania cytochromu c. Umiejetnos¢ regulacji apoptozy moze miec
ogromny potencjat terapeutyczny. Apoptoza wystepuje podczas rozwoju 1 starzenia si¢
jako mechanizm utrzymujacy homeostaze, ma na celu utrzymanie populacji komoérek w
tkankach w odpowiedniej kondycji. Wystepuje rowniez jako mechanizm ochronny dla
organizmu, zapewniajagc usuwanie uszkodzonych komorek. Alternatywng $miercia
komorki jest nekroza, ktéra uwazana jest za proces toksyczny, degradujacy komorke.
Proces $mierci komoérkowej jest aktywowany przez czynniki zewngtrzne, ktore
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wymagajg przestania sygnaléw do jadra oraz cytoplazmy [Alberts, Bray, Hopkin 2005;
Elmore 2007].

Wszystkie zywe organizmy s3 wystawione na dziatanie promieniowania UV.
W przypadku organizméw wielokomérkowych wyspecjalizowane typy komorek reaguja
bezposrednio z dostarczonym promieniowaniem. Celem pracy bylo zbadanie wptywu
promieniowania UV (UVA, UVB, UVC) na proliferacjc 1 apoptoz¢ trzech linii
komorkowych: NHDF, Me45 oraz HCT116. Dwie z badanych linii komorkowych NHDF
— ludzkie fibroblasty oraz Me45 — ludzki czerniak sg komoérkami wystepujacymi w skorze
1 majg bezposredni kontakt z badanym bodZcem, dlatego analiza apoptozy 1 proliferacji
moze mie¢ znaczacy wptyw na dalsze zrozumienie zachodzacych w nich zjawisk.
Do badan wybrano dodatkowo komorki linii HCT116, ktore w warunkach naturalnych
nie majg bezposredniego kontaktu z promieniowaniem UV. Celem takiego doboru linii
komoérkowych byto poszukiwanie, czy mechanizmy odpowiedzi na promieniowanie UV
sg jednakowe we wszystkich komodrkach organizmu oraz czy wystepuja roznice migdzy
komorkami prawidtowymi 1 nowotworowymi.

2. Materialy i metody

2.1. Odczynniki chemiczne

Wszystkie odczynniki cechuja si¢ najwyzsza czysto$cig dostgpng na rynku.
Cytochalazyna B (Sigma, Germany) zostala dodana do medium hodowlanego
po napromieniowaniu w ilosci 2pl na kazdy mililitr medium, facznie 4pl o stezeniu
0,5ug/ml. DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole-HCI) to odczynnik firmy Serva.
Przed wykonaniem testu mikrojagdrowego do szalek dodano 20ul odczynnika DAPI.

2.2. Komoérki 1 wykorzystywane procedury

Materiat badawczy stanowily ludzkie komorki skory (Neonatal Human Dermal
Fibroblasts (NHDF-Neo, Lonza, Poland)), komorki czerniaka (Human Melanoma (Me45
zatozona w laboratorium z we¢zta chtonnego przerzutéw pierwszego nowotworu skory))
oraz nowotworu jelita (Human Colorectal Carcinoma (HCT116)) we wczesnych
pasazach. Wszystkie trzy linie hodowane byly w DMEM:F12 (Dulbecco Modified Eagle
Medium) HAM (1:1) (Sigma, Germany) wzbogacone 10-procentowg surowicg ptodowa
(PAA/Immuniq, Poland). Komérki byty inkubowane w standardowych warunkach 37°C,
80% wilgotnosci, 5% dwutlenku wegla. Okolo 12 godzin przed rozpoczeciem
eksperymentu i napromieniowaniem komorki zostaty posiane na szalki (BD Immunogen)
po 100 tysiecy dla komorek przeznaczonych do analizy mikroskopowej. Przed
napromieniowaniem zebrano medium oraz zdjeto nakrywki. Konfluencja komorek
wynosita ok. 40-60% w zalezno$ci od eksperymentu. 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 50-200]J/m? dla UVC
(linie Me45,NHDF) urzadzeniem CL-100 models, UVP, Upland, CA, USA. Po
napromieniowaniu dodano $wiezego medium. Komorki inkubowano przez wyznaczony
wczesniej czas (24 godziny) w standardowych warunkach.
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2.3. Test mikrojadrowy

Do oceny wystgpien mikrojader 1 apoptozy w danych liniach komorkowych,
po inkubacji przez zatozony wczesniej czas z cytochalazyng B, wykonano test
mikrojadrowy [Fenech 2000]. Komorki utrwalono w 1 ml zimnego 70-procentowego
alkoholu etylowego, odczekano 10 minut, zebrano alkohol, do komoérek dodano 1 ml
dejonizowanej wody, odczekano 3 minuty. Tak przygotowane komorki 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 komorek z jednym, dwoma, trzema, wieloma jadrami oraz apoptozy.

2.4. Analiza statystyczna

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

3. Wyniki

Promieniowanie UV moze wptywac na proliferacje komoérek przez hamowanie
lub stymulacje¢ podziatow komodrkowych. W przypadku analizy mikroskopowej
wykorzystano trzy linie komérkowe 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?, ktore zostaty dobrane na podstawie
wczesniejszych badan [Widet 2014, a obserwacje przeprowadzono po 24 godzinach
inkubacji. Ze wzgledu na wysoki stopien indukcji apoptozy obserwowany w liniach
Me45 oraz NHDF dalsze badania dla linit HCT116 przeprowadzono wytacznie
dla promieniowania UVA. Analiza dotyczyla segregacji komorek na konkretne
subpopulacje w zaleznosci od liczby jader w komorce, z zachowaniem zasady testu
mikrojagdrowego. Zliczenia dokonywano do 1000 komorek, ktore dalej nazywane
sg populacja. Obserwacja zostata przeprowadzona dla subpopulacji przedstawionych
jako komorki zjednym, dwoma, trzema, wieloma jadrami oraz przezywalnosci
komorek pod wzgledem wptywu danego promieniowania.

3.1. Wptyw promieniowania UVA

Promieniowanie UVA w dawce 10kJ/m?> ma wptyw na pojawianie si¢ komorek
apoptotycznych w populacji prawidtlowych komorek NHDF. Zaobserwowano istotne
statystycznie  zwigkszenie liczby komorek apoptotycznych pod wplywem
promieniowania UVA. Zaobserwowano pewne zmniejszenie proliferacji (zmiany ilosci
komorek dwujadrzastych) w stosunku do nienapromieniowanej kontroli, jednak réznice
te nie byly istotne statystycznie (rys. 1).
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Rys. 1. Wplyw promieniowania UVA na populacje komorek prawidtowych NHDF.
*Statystycznie istotny wpltyw promieniowania UVA; zwigkszona liczba komorek
apoptotycznych, p-wartos¢: 0,0105; brak istotnosci statystycznej mimo obserwacji
zmniejszenia proliferacji.

Promieniowanie UVA ma wplyw na rozktad subpopulacji w populacji komoérek
nowotworowych linii Me45. Obserwowane jest istotne statystycznie zwigkszenie liczby
komoérek dwujadrzastych (jeden podzial) pod wplywem promieniowania UVA,
atym samym statystycznie istotne zmniejszenie liczby komoérek jednojadrzastych,
wydaje si¢ wigc, ze nastepuje pobudzenie komorek do proliferacji pod wpltywem
promieniowania UV A (rys. 2).
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Rys. 2. Wplyw promieniowania UV A na populacj¢ komdrek nowotworowych Me45.
*Istotne statystycznie zmniejszenie liczby komorek jednojadrzastych w stosunku
do kontroli pod wpltywem promieniowania UVA, p-wartos¢: 0,005; ** istotne
statystycznie zwiekszenie liczby komorek dwujadrzastych w stosunku do kontroli
pod wplywem promieniowania UVA, p-warto$é: 5,7620%10.

Promieniowanie UVA ma réwniez wptyw na rozktad subpopulacji w populacji
komorek nowotworowych linit HCT116. Obserwowane jest istotne statystycznie
zwigkszenie liczby komoérek wielojadrzastych otrzymanych dzigki dodaniu
cytochalazyny B, oznaczajacych dwa i wigcej podziatow pod wplywem promieniowania
UVA (rys. 3). Przej$cie wielokrotnego podziatu powoduje zmniejszenie liczby komorek
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dwujadrzastych w populacji przez brak podzialu cytoplazmy, dlatego pomimo
widocznego zwigkszenia liczby komorek z dwoma jadrami pod wplywem
promieniowania UV A nie wykazano rdznic istotnych statystycznie (p-wartos¢: 0,6574).
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Rys. 3. Wplyw promieniowania UV A na populacj¢ komdrek nowotworowych HCT116
*Istotne statystycznie zwigkszenie liczby komorek wielojadrzastych pod wplywem
promieniowania UVA, p-warto$¢: 0,0463.

Narysunku 4 przedstawiono zmiany zachodzace pod wptywem promieniowania UVA
w trzech badanych liniach komorek. Porownano liczebnos$ci subpopulacji komorek
dwujadrzastych (jeden podziat) 1 apoptotycznych w populacjach komérek kontrolnych
1 napromienionych.

W przypadku komorek prawidtowych NHDF obserwowano zmniejszenie proliferacji
pod wptywem promieniowania UV A, natomiast dla linii komorek nowotworowych Me45
oraz HCT116 obserwowano zwigkszenie proliferacji, dla Me45 istotne statystycznie.
Promieniowanie UVA pobudza komorki nowotworowe do proliferacji. Komorki
prawidlowe NHDF sg bardziej wrazliwe na promieniowanie UVA niz komorki
nowotworowe (statystycznie istotny wzrost apoptozy dla komoérek prawidlowych). Dla
kazdej lini1 komdrki poréwnano w stosunku do kontroli tej samej linii.
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Rys. 4. Komodrki dwujadrzaste 1 apoptoza w poszczegolnych liniach komorkowych
odniesione do kontroli tej samej linii komdrkowe;.
*(Oznaczono rdznice istotne statystycznie w odniesieniu do kontroli.
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3.2. Wptyw promieniowania UVB

Promieniowaniec UVB w dawce 5kJ/m?> ma wplyw na rozktad subpopulacji
w populacji prawidlowych komorek NHDF. Zaobserwowano statystycznie istotny wpltyw
promieniowania na pojawianie si¢ komorek z dwoma jagdrami — obnizenie liczby komorek
dwujadrzastych w stosunku do kontroli oraz na wchodzenie komoérek w apoptoze —
zwigkszenie apoptozy dla komorek napromieniowanych. Okoto 25% populacji stanowia
komorki apoptotyczne (rys. 5).
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Rys. 5. Wplyw promieniowania UVB na populacje komorek prawidtowych NHDF
*Statystycznie istotny wptyw promieniowania UVB na powstawanie komorek z dwoma jgdrami
— obnizenie liczebno$ci w stosunku do kontroli, p-warto$¢: 0,0037; **statystycznie istotny wptyw
promieniowania UVB na apoptozg w populacji komorkowej — zwigkszenie apoptozy w stosunku
do kontroli, p-warto$¢: 0,0227 — obnizenie liczebnosci.
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Rys. 6. Wplyw promieniowania UVB na populacje komorek nowotworowych Me45
*Statystycznie istotny wptyw promieniowania UVB na komorki niedzielgce si¢ (jedno
jadro) — zmniejszenie liczebnoéci w stosunku do kontroli, p-warto$é: 1,8578%10-%;
**statystycznie istotny wptyw promieniowania UVB na komorki z dwoma jadrami —
obnizenie liczebno$ci w stosunku do kontroli, p-warto$¢: 2,0766*10->; *** gtatystycznie
istotny wplyw promieniowania UVB na apoptoze w populacji komorkowej — zwigkszenie
apoptozy w stosunku do kontroli, p-warto$¢: 1,5263%*10-°.
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Promieniowanie UVB w dawce 5kJ/m’> ma wplyw na rozktad subpopulacji
w populacji komorek nowotworowych Me45. Zaobserwowano statystycznie istotny
wpltyw 1 obnizenie liczebnos$ci komorek z jednym oraz dwoma jadrami — obnizenie
w stosunku do kontroli dla komdrek napromieniowanych oraz na komorki apoptotyczne
— zwigkszenie apoptozy dla komorek napromieniowanych. Okoto 90% populacji
stanowig komorki apoptotyczne (rys. 6).

Na rysunku 7 przedstawiono porownanie komorek ze wzgledu na sprawdzenie
aktywnosci podziatlowej (pojawiania si¢ komorek dwujadrzastych, jeden podziat podczas
obserwacji) dla danej linii komorkowej oraz komorek apoptotycznych w celu
sprawdzenia przezywalnosci pod wplywem promieniowania UVB. W przypadku
komorek prawidlowych NHDF 1 nowotworowych Me45 obserwowano statystycznie
istotne zmniejszenie proliferacji pod wpltywem promieniowania UVB. Promieniowanie
UVB w uzytych dawkach hamuje podzialty komorkowe.

Dodatkowo przedstawione zostaly komorki apoptotyczne oraz  wplyw
promieniowania UVB na przezywalno$¢ komorek. Dla kazdej linii komoérki porownano
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 catej populacji dla linii NHDF
wynosi ok. 25%, a dla komorek linii Me45 ok. 85%. Komorki nowotworowe Me45 sa
bardziej wrazliwe na promieniowanie UVB niz komoérki prawidtowe linit NHDF.

B Komoérki dwujadrzaste - kontrola Komérki dwujadrzaste - UVB

B Apoptoza - kontrola B Apoptoza - UVB
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Rys. 7. Komérki dwujadrzaste 1 apoptoza w poszczegdlnych liniach komorkowych
odniesione do kontroli tej samej linii komdrkowe;j
*(Oznaczono roznice istotne statystycznie w odniesieniu do kontroli.

3.3. Wplyw promieniowania UVC

Promieniowanie UVC w dawce 100J/m?> ma wptyw na rozklad subpopulacji
w populacji prawidlowych komdrek NHDF. Zaobserwowano statystycznie istotny wpltyw
na komorki przezywajace — zwigkszong w stosunku do kontroli apoptozg dla komdrek
napromieniowanych. Odsetek komorek apoptotycznych w wysokos$ci ok. 80% implikuje
statystycznie istotne obnizenie komoérek z jednym 1 dwoma jadrami

(rys. 8).
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Rys. 8. Wplyw promieniowania UVC na populacj¢ komorek prawidtowych NHDF
*Statystycznie istotny wptyw promieniowania UVC na komorki z jednym jadrem —
obnizenie liczebno$ci w stosunku do kontroli, p-warto$¢: 9,7031%1074; ** statystycznie
istotny wplyw promieniowania UVC na komodrki z dwoma jadrami — obnizenie
liczebnosci w stosunku do kontroli, p-wartos$¢: 0,0034; *** statystycznie istotny wptyw
promieniowania UVA na apoptoze¢ w populacji komdrkowej — zwigkszenie apoptozy
w stosunku do kontroli, p-warto$¢: 2,9642*10,

Promieniowanie UVC ma istotny statystycznie wplyw na rozklad subpopulacji
w populacji komorek nowotworowych Me45. Zaobserwowano statystycznie istotny
wpltyw na komoérki przezywajace — zwigkszona apoptoza dla komorek
napromieniowanych w stosunku do kontroli. Odsetek komorek apoptotycznych
w wysokosci ok. 90% implikuje statystycznie istotne obnizenie komorek z jednym
1 dwoma jadrami (rys. 9).
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Rys. 9. Wplyw promieniowania UVC na populacj¢ komorek nowotworowych Me45
*Statystycznie istotny wptyw promieniowania UVC na komorki z jednym jadrem —
obnizenie liczebno$ci w stosunku do kontroli, p-warto$¢ 0,0013; **statystycznie istotny
wplyw promieniowania UVC na komorki z dwoma jadrami — obnizenie liczebnosci w
stosunku do kontroli, p-warto$¢: 6,8613*10%; ***gstatystycznie istotny wptyw
promieniowania UV A na apoptoze¢ w populacji komorkowej — zwigkszenie apoptozy w
stosunku do kontroli, p-warto$¢: 0,0012.
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Na rysunku 10 przedstawiono poréwnanie liczebnosci frakeji  komorek
dwujadrzastych (jeden podziat podczas obserwacji) oraz komodrek apoptotycznych w
populacjach kontrolnych i1 napromienionych UVC. W obu liniach obserwowano
statystycznie istotne zmniejszenie proliferacji pod wptywem promieniowania UVC.
Promieniowanie UVC hamuje podziaty komorkowe.

Dodatkowo przedstawione zostaty komorki apoptotyczne 1 wptyw promieniowania
UVC na liczebnos¢ tej populacji. Dla kazdej linii komorki poréwnano w stosunku
do kontroli tej samej linii. Zaobserwowano statystycznie wigksza liczb¢ komorek
apoptotycznych po napromieniowaniu zaréwno dla linii NHDF, jak 1 dla Me45. Frakcja
komorek apoptotycznych dla linit NHDF wynosita ok. 80%, a dla komorek linii Me45 ok.
90%. Zaréwno komorki nowotworowe Me45, jak 1 prawidlowe NHDF sg bardzo
wrazliwe na promieniowanie UVC.

B Komorki dwujadrzaste - kontrola = Komérki dwujadrzaste - UVC
M Apoptoza - kontrola B Apoptoza - UVC
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Rys. 10. Komorki dwujadrzaste i apoptoza w poszczegolnych liniach komérkowych
odniesione do kontroli tej samej linii komorkowe;.

*(Oznaczono roznice istotne statystycznie w odniesieniu do kontroli.

4. Dyskusja

Zaproponowana technika zliczania podzialéw komoérkowych obejmuje metodyke
standardowego testu mikrojagdrowego. Modyfikacja polega na wykorzystaniu testu
mikrojagdrowego do obserwacji liczby podziatow komorkowych po blokadzie cytokinezy
przez cytochalazyng¢ B. Cytochalazyny A-J sa to zwigzki chemiczne o strukturze
oddziatlujacej ze szkieletem aktynowym. Przechodza przez btong¢ plazmatyczng bez
uszkodzenia blony komorkowej, ale wigza si¢ z filamentami aktyny, uniemozliwiajac
podzial 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. Wplywa na
aktynowe filamenty, ale nie ma wplywu na mitoz¢. Uniemozliwia transport glukozy 1
innych cukréw w btonach komoérkowych oraz fragmentuje powstate mikrofilamenty [Lin,
Santi, Spudich 1974; Turner, Carter 1972]. Poprzez zliczanie komorek z odpowiednia
liczba jader 1 przyporzadkowywanie ich do odpowiedniej grupy w populacji
identyfikowane sg odpowiednie subpopulacje komoérek. Populacje obejmuja nastgpujaco
zdefiniowane subpopulacje: komorki z jednym, dwoma, trzema 1 wieloma jagdrami oraz
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komorki apoptotyczne.

Aktywno$¢ podzialowa komorek wzrasta po radiacji malymi dawkami
promieniowania UVA, obserwowano statystycznie istotne zwigkszenie proliferacji
(komérki z dwoma jadrami) linii Me45, podobnie dla linii HCT116, gdzie jednak nie jest
to réznica istotna statystycznie (rys. 4). Dla linit HCT116 po napromieniowaniu UVA
odnotowano statystycznie istotne zwigkszenie liczby komorek poliploidalnych
z czterema 1 wigce] jadrami (wigcej niz jeden podzial) — zob. rys. 3. W prawidlowych
komorkach NHDF zaobserwowano obnizenie proliferacji, jednak nieistotne statystycznie,
a takze istotne statystycznie zwigkszenie apoptozy. Z danych literaturowych wynika,
ze promieniowanie UVA powoduje liczne zmiany komoérkowe, ktore odgrywaja rolg we
wzroscie uszkodzen DNA. W eksperymentach ze zwierzgtami wykazano, ze
promieniowanie UVA 1 UVB moze zmieni¢ dynamike rozwoju nowotworow
wszczepianych eksponowanym myszom. Ekspozycja na promieniowanie UVB, ale nie
na UVA, powodowala rozw6] nowotworéw u myszy bezgrasiczych, ale nowotwory
indukowane promieniowaniem UVB rosty szybciej, jesli myszy byly napromieniane
takze promieniami UV A [Sluyter, Halliday 2000]. Zasugerowano, ze chociaz samo UVA
nie moze spowodowaé nowotworu, moze wspiera¢ kancerogenny efekt spowodowany
UVB [Sluyter, Halliday 2000; Staberg i in. 1983; Willis, Menter, Whyte 1981]. Efekt ten
mogtby by¢ tlumaczony obserwowang stymulacja proliferacji przez promieniowanie
UVA. Promieniowanie UVA pobudza ekspresj¢ cykliny D1 odpowiedzialnej za
proliferacj¢ oraz przechodzenie komoérek przez punkt kontrolny G1/S [Han i in. 2011].
Obserwowana zwigkszona proliferacja moze by¢ wynikiem nadekspresji cykliny D1 w
komorkach nowotworowych, a tym samym 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, Holick
2005; TARC Working Group Reports 2005; Kurylowicz, Bednarczuk, Nauman 2007]. W
przedstawionych badaniach zaobserwowano, ze komorki linii Me45, traktowane taka
samg dawka UVB jak komoérki prawidtowe NHDF, ulegaja w 85% komorek apoptozie.
W komorkach prawidtowych apoptoza wyniosta ok. 25%. W obu liniach odnotowano
blokade proliferacji. Wskazuje to na zréznicowany wptyw promieniowania na komorki
w zaleznos$ci od typu oraz petnionych funkcji oraz na wigkszg wrazliwos$¢ komorek linii
Me45 na promieniowanie UVB. Smieré komérek wyindukowana przez promieniowanie
UV jest zalezna od dlugosci fali, dawki promieniowania oraz typu linii komdrkowe;.
Po napromieniowaniu UVA komorki byty zdolne do zycia nawet po wyzszych dawkach,
po UVB apoptoza byta widoczna od dawki 50J/m?, a po UVC od dawki 25J/m?. Badania
pokazaty, ze wrazliwos$¢ na promieniowanie UVB zalezy od typu linii komdrkowej oraz
ze promieniowanie o krotszych falach jest bardziej efektywne w indukcji apoptozy
[Kimura 1 in. 2010]. Promieniowanie UVB generuje dwuniciowe pegknigcia DNA
naprawiane na drodze lgczenia koncéw niechomologicznych lub z udziatem rekombinacji
homologicznej oraz dimery pirymidynowe i fotoprodukty (6-4), ktore w wigkszosci s
usuwane przez system naprawy droga wyciecia nukleotydu w prawidtowych komadrkach.
Nienaprawione uszkodzenia DNA mogg prowadzi¢ do translokacji chromosomowych 1
formacji niestabilnych chromosomoéw dicentrycznych lub acentrycznych fragmentdéw
chromosomow, ktore sa powigzane z indukcja apoptozy. Linie z wysoka czgstoscig
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podzialow sg bardziej narazone na stymulowanie $mierci komodrki [Kulms, Schwarz
2000; Salucct 1 in. 2012]. Obserwacje pokazaty, ze nawet mate dawki promieniowania
UVB powoduja $mier¢ komoérek w zalezno$ci od badanej linii komérkowe;.

Promieniowanie UVC nie dociera do powierzchni Ziemi, poniewaz jest zatrzymywane
przez warstw¢ ozonowa [[ARC Working Group Reports 2005]. Komoérki poddane
dziataniu dawki 100J/m?, niezaleznie od linii komorkowe;j, jednakowo ulegajg apoptozie
oraz blokadzie proliferacji, wskazujac, ze UVC jest tak samo toksyczne dla wszystkich
typow komorek. Apoptoza indukowana UVC zachodzi zazwyczaj w jednym cyklu
komorkowym przed mitozg 1 dlatego ma gltéwnie charakter Smierci interfazowej [Choi 1
in. 20001].

5. Whnioski

Smier¢ komérek wyindukowana przez promieniowanie UV jest zalezna od dtugos$ci
fali, dawki promieniowania oraz typu linii komorkowej. Wyniki sugeruja, ze
promieniowanie UVA (315-400nm) w niskich dawkach moze pobudza¢ komorki
nowotworowe do podzialdéw. Pokazano takze, ze komorki poddane ekspozycji
na promieniowanie UVB (280-315nm) wykazuja zr6znicowang wrazliwo$¢ na jego
dziatanie w zalezno$ci od typu oraz petnionych przez nie funkcji. Jest ono efektywne
w indukcji apoptozy, a linie komoérkowe z wysoka czesto$cig podzialdéw sa bardziej
narazone najego dziatanie. Promieniowanie UVC (100-280nm) indukuje apoptoze
niezaleznie od typu komoérek 1 potencjatu podzialowego. Komorki prawidlowe
1 nowotworowe wolno 1 szybko dzielgce si¢ w podobnym stopniu ulegaja $mierci.

Scharakteryzowane subpopulacje obecne w populacjach komorek obejmuja
komérki z jednym, dwoma, trzema, wieloma jadrami oraz komoérki apoptotyczne.
Prezentowane wyniki otrzymane zostaty przez modyfikacje standardowej metody
obserwacji z uzyciem cytochalazyny B, ktéra moze by¢ pomocna w szacowaniu liczby
podziatdw, jakie przeszty komorki.
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