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STRESZCZENIE

Wprowadzenie. Promieniowanie ultrafioletowe (ultraviolet radiation -
UVR) jest jednym z gléwnych czynnikéw zaangazowanych w proces
fotokancerogenzy. Powszechnie uznany jest fakt niszczenia folianow
przez ekspozycje na promieniowanie UVA, jednakze do chwili obecnej
nie zostal do korica wyjasniony wplyw promieniowania UVB na stezenie
tych zwiazkéw. Dane z pisémiennictwa sugeruja, ze foliany, a zwlaszcza
ich metabolit 5-metylenotetrahydrofolian, jest niezbedny w procesach na-
prawczych zmian w DNA zachodzacych pod wplywem UVR. Reduktaza
metylenotetrahydrofolianowa (methylenetetrahydrofolate reductase - MTHER)
jest enzymem odgrywajacym istotna role w metabolizmie folianéw.

Cel pracy. Ocena wplywu promieniowania UVB na ekspresje MTHFR
w skorze.

Material i metodyka. Badaniem objeto cztery grupy zdrowych wolon-
tariuszy. Pierwsza grupe stanowily osoby naswietlane nierumienio-
twoérczymi dawkami UVB przez 10 kolejnych dni (10 x 0,7 MED - cate
cialo). Grupe druga stanowili wolontariusze eksponowani réwniez
przez 10 kolejnych dni na nierumieniotwércze dawki UVB, a nastepnie
naswietlani aplikowana miejscowo (10 x 10 cm, skéra posladka)
wysoka dawka 3 MED UVB. Kolejna grupe ochotnikéw poddawano
ekspozycji jedynie na pojedyncza, miejscowo aplikowang dawke
3 MED. Grupe kontrolng stanowily osoby nienaswietlane. U wszyst-
kich wolontariuszy pobierano biopsje ze skéry posladka, w ktérych
oceniano ekspresje MTHER przy zastosowaniu metody Western blot.

Wyniki. Ekspresja MTHER byta istotnie wyzsza w grupie na$wietlanej
przez 10 kolejnych dni nierumieniotwérczymi dawkami UVB
w poréwnaniu z ekspresja tego bialka u wolontariuszy eksponowa-
nych przewlekle przez 10 kolejnych dni na nierumieniotwoércze dawki
UVB, a nastepnie naswietlanych w obrebie skéry posladka dawka
3 MED (p < 0,05).

Whioski. Wzrost ekspresji MTHFR wystepujacy pod wpltywem niskich
przewlektych dawek UVB moze by¢ dowodem na fotoprotekcyjne wta-
Sciwosci folianow.
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ABSTRACT

Introduction. Ultraviolet radiation (UVR) is one of the major factors
involved in skin photocarcinogenesis. Although it is well known that
UVA can destroy foliate, the effect of UVB on foliate status is still not
clear. Some data indicate that foliates, especially their metabolite
5-methyltetrahydrofolate, can protect DNA against UV-induced strand
breaks. Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) plays an essen-
tial role in the foliate metabolic pathway.

Objective. To assess the expression of MTHFR in UVB exposed skin.

Material and methods. The study consisted of 4 groups of healthy indi-
viduals who were whole-body UVB irradiated for 10 days with
0.7 MED on each occasion, or whole-body irradiated as before followed
by a single high dose of UVB (10 x 10 cm), or were irradiated only with
a single dose of UVB (3 MED) on a small area of the body, or were not
irradiated. Skin biopsies were taken from all participants and MTHFR
expression was assessed (Western blot).

Results. MTHEFR expression was significantly higher in the volunteers
who were whole-body irradiated for 10 days compared to the subjects
who were whole-body irradiated for 10 days followed by a single
3 MED UVB dose (p < 0.05).

Conclusion. The enhanced expression of MTHEFR in human skin under
repeated low doses of UVB might be evidence of the photoprotective

properties of foliates.

WPROWADZENIE

Promieniowanie ultrafioletowe (ang. ultraviolet
radiation - UVR) jest najpowszechniejszym i by¢
moze najwazniejszym czynnikiem srodowiskowym
oddzialujagcym na czlowieka [1, 2]. Ekspozycja na
promieniowanie ultrafioletowe moze powodowaé
zaréwno stan zapalny w skorze [3, 4], jak i stan tole-
rancji immunologicznej [5, 6]. Pod wptywem pro-
mieniowania ultrafioletowego dochodzi do uszko-
dzenia DNA komoérek naskérka i zaburzenia
proceséw naprawczych, co w konsekwencji moze
by¢ przyczyna rozwoju niemelanocytowych nowo-
tworéw skory [7, 8].

Reduktaza metylenotetrahydrofolianowa (ang.
methylenetetrahydrofolate reductase - MTHFR) jest
enzymem odgrywajacym istotng role w metaboli-
zmie folianéw. Zwiazki te sg niezbedne w procesach
naprawy DNA ulegajacego uszkodzeniu pod wply-
wem promieniowania ultrafioletowego. Ponadto
wykazano, ze foliany biora udzial w regulacji proli-
feracji keratynocytéw oraz innych komoérek ulegaja-
cych szybkim podzialom. Substratem dla MTHFR
jest biatko wewnatrzkomoérkowe - 5,10-metylenote-
trahydrofolian, ktéry pelni istotng role w syntezie
i naprawie DNA jadra komoérkowego, podczas gdy
w osoczu stwierdza sie produkt reakcji enzymatycz-

nej - 5-metylenotetrahydrofolian niezbedny do syn-
tezy metioniny i metylacji DNA. Naprawa uszko-
dzenn DNA jest kluczowym zjawiskiem chronigcym
organizm przed rozwojem nowotworéw [9-13]. Nie-
prawidlowa aktywnos¢ MTHFR zostata uznana za
jeden z czynnikéw bioracych udzial w kancerogene-
zie. Obecnie pojedyncze prace wskazuja na udzial
polimorfizméw w genie kodujacym MTHFR w roz-
woju niemelanocytowych nowotworéw skory [14].
Na podstawie danych z literatury uwaza sie, ze folia-
ny pelnia role fotoprotekcyijna.

Przeprowadzone uprzednio badania wtlasne
wykazaly zwiekszong ekspresje biatka MTHFR
w rakach podstawnokomérkowych skéry w poréw-
naniu ze skoéra zdrowa [15]. Promieniowanie ultra-
fioletowe, zwlaszcza w wysokich dawkach, jest
gléwnym czynnikiem promujacym rozwdéj nowo-
tworéw skéry poprzez dzialanie fotoimmunosupre-
syjne, jednakze dokladny mechanizm immunomo-
dulacji i rozwoju stanu fotoimmunosupresji nie jest
w pelni poznany. Nadal otwarte pozostaje zagadnie-
nie wplywu niskich, nierumieniotwérczych dawek
promieniowania ultrafioletowego na uklad immuno-
logiczny i ich udziat w zjawisku fotokancerogenzy
oraz rola takiej ekspozycji w uruchomieniu mechani-
zméw adaptacyjnych, zapobiegajacych rozwojowi
efektow biologicznych wywolanych przez wysokie
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dawki promieniowania UVB. W opublikowanych
badaniach wlasnych wykazano, ze niskie dawki pro-
mieniowania UVB dzialaja protekcyjnie w stosunku
do rozwoju rumienia, ekspresji cytokin prozapalnych
czy tworzenia dimeréw tyminowych [8].

CEL PRACY

Ze wzgledu na biologiczna role, jaka spelnia
MTHFR w procesach naprawczych DNA, celem pra-
cy byta ocena wptywu niskich dawek promieniowa-
nia UVB na ekspresje MTHFR w skérze zdrowych
wolontariuszy.

MATERIAL | METODYKA

Do badan zakwalifikowano 46 wolontariuszy
(24 kobiety, 22 mezczyzn; srednia wieku 40,2 roku).
Byly to osoby ogdlnie zdrowe, ktére nie przyjmo-
waly zadnych lekéw. Kazdy ochotnik wyrazit
pisemng zgode na udzial w badaniu. Na przepro-
wadzenie badan uzyskano zgode lokalnej Komisji
Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
(nr RNN/148/2001/KE). Do badania nie kwalifi-
kowano osob, ktére w okresie 2 miesiecy przed
rozpoczeciem eksperymentu korzystaty z solariow
badz byly poddane zwiekszonej ekspozycji slo-
necznej. Wolontariusze zostali podzieleni na cztery
grupy (A-D) w zaleznosci od stosowanego sche-
matu naswietlai. Osiem 0s6b bylo naswietlanych
przewlekle nierumieniotwérczymi dawkami UVB
przez 10 kolejnych dni [10 x 0,7 MED (ang. minimal
erythema dose) - cale cialo] - grupa A. Kolejnych
8 ochotnikéw bylo eksponowanych przez 10 kolej-
nych dni na nierumieniotwoércze dawki UVB
(10 x 0,7 MED - cale cialo), a nastepnie naswietla-
nych aplikowang miejscowo wysoka dawka 3 MED
UVB (10 x 10 cm - skéra posladka) - grupa B.
Wolontariusze z grupy C (6 oséb) poddawani byli
pojedynczej, miejscowo aplikowanej ekspozycji na
rumieniotwoércza dawke 3 MED (10 x 10 cm - sko-
ra posladka). Grupe kontrolna, niepoddawana
naswietleniom stanowilo 24 ochotnikéw (grupa D).

Tabela I. Charakterystyka kliniczna wolontariuszy
Table I. Clinical characteristics of volunteers

U wszystkich ochotnikéw pobierano wycinki ze
skory posladka przy zastosowaniu sztancy o éredni-
cy 4 mm, ktére pdzniej analizowano za pomocy
metody Western blot. Poza grupa kontrolng (grupa
D) biopsje skory pobierano 24 godziny po ostatnim
naswietlaniu. Charakterystyke kliniczna wolontariu-
szy (grupy A-D) przedstawia tabela I.

Zrédlem promieniowania UVB byty lampy 100 W
typu B12 (Philips, Eindhoven, Holandia), emitujace
spektrum UVB w zakresie 285-340 nm. Natezenie
promieniowania na powierzchni skory przy 20-cen-
tymetrowej odleglosci obiektu od $wietléwek wyno-
sito 3,85 mW/cm?. Pomiaru natezenia dokonywano
miernikiem typu UV meter (Typ I) (Waldmann
Medizintechnik, Villingen-Schwenningen, Niemcy).
Miejscowe naswietlanie promieniowaniem UVB
(dawka 3 MED) i fototesty dla promieniowania
UVB wykonano przy zastosowaniu lampy UV 109
(Waldman Medizintechnik, Vilingen-Schwenningen,
Niemcy), emitujgcej promieniowanie UVB w zakresie
280-360 nm, przy maksimum emisji w pasmie 310 nm.
Natezenie emitowanego promieniowania mierzono
przy uzyciu miernika promieni UV (Waldman Medi-
zintechnik W, UV21, Villingen-Schwenningen, Niem-
cy) w spektrum 285-350 nm. Fototesty wykonywano
w grupie 3-6 w obrebie skéry plecow. Naswietlar
dokonywano wzrastajacymi dawkami UVB w obrebie
6 pol o wymiarach 1 x 1 cm. Dawka wstepna okreslana
na podstawie wywiadu, badania klinicznego i fototy-
pu skory [16] wynosita 0,01-0,09 J/cm?. Najmniejsza
dawke promieniowania ultrafioletowego, ktéra po
24 godzinach powodowala jednolity, miernie nasilo-
ny rumienn w calym naswietlanym polu, okreslono
jako minimalng dawke rumieniowa (MED).

Metoda Western blot

Pobrane bioptaty skéry umieszczano w 0,5 ml
buforu lizujacego, zawierajacego 0,25-procentowy
Triton X-100 oraz Complete (inhibitor proteaz,
Roche, Szwajcaria). W celu wykrycia biatka zastoso-
wano poliklonalne kozie przeciwciala pierwszorze-
dowe (SantaCruz Biotechnoloy, Santa Cruz, USA)
skierowane swoiscie przeciwko ludzkiemu MTHFR
(1 : 200). Jako przeciwcial drugorzedowych uzyto

Grupa Liczba osob Sredni wiek [lata] Pte¢ [K/M] Fototyp MED [J/em?]
I/ I v $rednia

A 8 39 5/3 4 3 | 0,15

B 8 42 4/4 4 4 0 0,14

C 6 37 4/2 3 3 0 0,14

D 24 41 10/14 10 I 3 0,15

MED — minimalna dawka rumieniowa, K — kobieta, M — mezczyzna
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oélich przeciwcial znakowanych HRP (1 : 20 000)
skierowanych przeciwko kozim IgG (Jackson Immu-
noResearch Laboratory, Suffolk, Wielka Brytania)
lub oslich przeciwciat znakowanych HRP (1 : 20 000)
skierowanych przeciwko mysim globulinom (Jackson
ImmunoResearch Laboratory Suffolk, Wielka Bryta-
nia). W celu uwidocznienia uzyskanych prazkow
uzyto ECL Plus Western Blotting Detection Reagents
(GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Wielka Brytania)
oraz systemu do wizualizacji chemiluminescencji
Chemilmager™ System (Alpha Innotech, San Lean-
dro, Kanada). Gestos¢ optyczna (ang. integrated den-
sity value - IDV) prazkéw analizowano przy uzyciu
oprogramowania Chemilmager™ Software (Alpha
Innotech, San Leandro, Kanada).

Analiza statystyczna

Do poréwnan statystycznych, poza Srednig aryt-
metyczng i odchyleniem standardowym, obliczono
mediane, dolny i gérny kwartyl, wartosci minimum
i maksimum. Do oceny istotnosci réznic badanych
parametrow pomiedzy dwoma grupami zastosowa-
no test U Manna-Whitneya. Dla wszystkich poréwnan
za warto$¢ istotng statystycznie uznawano p < 0,05.

Tabela II. Ekspresja MTHFR w badanych grupach wyrazona

w jednostkach gestosci optycznej (IDV)

Table IIl. MTHFR expression in examined groups expressed as inte-
grated density value (IDV)

Grupa MTHFR
Mediana  Dolny kawartyl Gérny kwartyl
A 0,7 x 10¢ 04 x 106 0,8 x 106
B 0,4 x 1086 0,3 x 1086 0,6 x 10
C 0,5 x 10¢ 0,2 x 106 0,5 x 106
D 0,53 x 10¢ 0,3 x 10¢ 0,7 x 106
7,0 x 106
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Rycina |. Ekspresja MTHFR we wszystkich naswietlanych gru-
pach i w grupie kontrolnej wyrazona w jednostkach gestosci
optycznej (IDV)

Figure |. MTHFR expression in all irradiated groups and controls
showed as integrated density value (IDV)

WYNIKI

W badanej grupie ochotnikéw fototyp 1/1I stwier-
dzono u 21 oséb, IIl réwniez u 21 badanych, nato-
miast IV jedynie u 4 wolontariuszy. Srednia wartosé
MED wynosita 0,145 J/cm? (tab. I). We wszystkich
analizowanych bioptatach stwierdzono ekspresje
MTHEFR. Ekspresja MTHFR u o0s6b naswietlanych,
niezaleznie od stosowanego schematu, nie réznita
sie statystycznie od wynikéw uzyskanych u os6b
niepoddanych ekspozycjii na UVR (p > 0,05 dla
wszystkich poréwnan) (tab. II, ryc. 1.). Poréwnujac
jednak wartosci bezwzgledne, najwyzsza ekspresje
MTHFR obserwowano w grupie A naswietlanej
przez 10 kolejnych dni nierumieniotwérczymi daw-
kami UVB (mediana 0,7 x 10° IDV). Najnizsza ekspre-
sje analizowanego biatka wykazano u wolontariuszy
eksponowanych przez 10 kolejnych dni na nierumie-
niotwoércze dawki UVB, a nastepnie naswietlanych
w obrebie skory posladka dawka 3 MED (0,3 x 10°
IDV, grupa B, p < 0,05) (tab. II, ryc. 1.1 2.). W grupie
kontrolnej ekspresja MTHFR wynosita 0,5 x 106 IDV,
podczas gdy wartos¢ uzyskana w grupie naswietla-
nej wylacznie dawka jednorazowa 3 MED byla
posrednia (0,53 x 10° IDV) (tab. II, ryc. 1.).

OMOWIENIE

Prawidlowe stezenie folianéw, dostarczanych do
organizmu ludzkiego w diecie, jest uznawane za jeden
z czynnikéw zwigzanych z mniejsza zapadalnoscig na
nowotwory. Wykazano, ze niedobér folianéw wiaze
sie z rozwojem anemii megaloblastycznej, powstawa-
niem wad wrodzonych, gléwnie cewy nerwowej,
a takze zwiekszonym ryzykiem rozwoju choréb ukla-
du krazenia [17]. Dane z piSmiennictwa wskazuja, ze
ekspozycja na promieniowanie ultrafioletowe ma
zdolnoé¢ degradowania zaréwno kwasu foliowego,
jak tez wystepujacego zewnatrzkomérkowo 5-metyle-
notetrahydrofolianu, co pozwala wnioskowac¢ o obec-
nosci kolejnego zwigzku o podlozu molekularnym
pomiedzy UVR a kancerogeneza. Skoéra, podlegajac
ciaglej ekspozycji na UVR, jest zatem tkanka charakte-

10UVB

10UVB+3MED& ‘ ”

Rycina 2. Ekspresja MTHFR w grupie A (10 UVB) i B (10 UVB +
3 MED) — metoda Western blot

Figure 2. MTHFR expression in group A (10 UVB) and B (10 UVB
+ 3 MED) — Western blot analysis

Przeglad Dermatologiczny 201 1/1



UVB a ekspresja MTHFR

ryzujaca sie zwiekszonym zapotrzebowaniem na
foliany ze wzgledu na ich stala degradacje pod wpty-
wem promieni ultrafioletowych. Jest to bardzo wazne
zjawisko, tym bardziej ze prawidlowa ekspresja tych
biatek jest niezbedna do funkcjonowania mechani-
zm6éw naprawy DNA. Wiadomo bowiem, ze ekspozy-
cjana UVR nie tylko wplywa na stezenie folianéw, ale
réwnoczesénie nasila tworzenie fotoproduktéw, ktére
jesli nie sa usuwane prawidlowo przez systemy
naprawcze, prowadza do powstawania mutagji i ini-
gjacji procesu fotokancerogenezy. Keratynocyty ekspe-
rymentalnie pozbawione folianéw, a nastepnie pod-
dawane ekspozycji na UVR wykazywaly obnizona
zdolno$¢ naprawy uszkodzonego DNA i ulegaly
apoptozie [18, 19]. W prowadzonych badaniach wyka-
zano, ze podczas ekspozycji skéry pod wplywem
UVA, UVB i $wiatta widzialnego dochodzi do fotode-
gradacji 5-metylenotetrahydrofolianu. Autorzy wnio-
skujg, ze zjawisko to jest wynikiem oksydacji tego biat-
ka pod wptywem wolnych rodnikéw [19]. Do chwili
obecnej jedynie pojedyncze prace analizowaty wpltyw
UVR na stezenie i ekspresje folianéw. Fukuwatari
i wsp. [20] wykazali w warunkach in vivo, ze promie-
niowanie UVA powoduje degradacje kwasu foliowe-
go w surowicy, jednakze nie wplywa na stezenie
5-metylenotetrahydrofolianu. W badaniu przeprowa-
dzonym w grupie chorych na tuszczyce leczonych
naswietlaniami waskim pasmem UVB nie wykazano
wplywu tego promieniowania na stezenie folianéw
zaréwno w surowicy, jak i w erytrocytach pacjentow
[21]. Offer i wsp. [22] analizowali fotoprotekcyjne wia-
Sciwosci 5-metylenotetrahydrofolianu i jego zdolnos¢
do naprawy DNA jadra komoérkowego po ekspozycji
na promieniowanie UVA, UVB oraz $wiatto widzial-
ne. Wykazano, ze 5-metylenotetrahydrofolian w nie-
wielkim stopniu ulega degradacji pod wptywem pro-
mieniowania UVA i hamuje aktywacje naturalnych
substancji fotouczulajacych, np. porfiryn, oraz jest
wymiataczem wolnych rodnikéw, ktére sa zaangazo-
wane w uszkodzenie DNA jadra komérkowego i foto-
kancerogeneze [22].

Do chwili obecnej nie wiadomo, jaka ekspresja
folianow w skorze jest wymagana dla prawidiowego
przebiegu procesu naprawy DNA, jednakze badania
przeprowadzone wérdd pacjentéw z rakiem kolczy-
stokomoérkowym wykazaly, ze spozywanie warzyw
zawierajacych duze iloéci kwasu foliowego dwu-
krotnie obnizato ryzyko wznowy nowotworu [23].

W dostepnym pismiennictwie nie analizowano
wplywu promieniowania ultrafioletowego na eks-
presje reduktazy metylenotetrahydrofolianowej
w skoérze os6b zdrowych. Obserwowana w badaniu
wlasnym najwieksza ekspresja tego biatka w grupie
eksponowanej przewlekle na niskie dawki UVB
moze wynika¢ z uruchamiania naturalnych syste-
moéw naprawczych DNA jadra komorkowego
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uszkodzonego przez UVB. Istotne zmniejszenie eks-
presji MTHER po dodatkowej ekspozycji na wysoka
dawke 3 MED UVB spowodowane jest najprawdo-
podobniej kumulacja dawki i fotodegradacja enzy-
mu niezbednego w szlaku metabolicznym folianéw.
Potwierdzeniem tej hipotezy moze by¢ uzyskana
réznica badanych wartosci ekspresji MTHFR pomie-
dzy grupa BiC. O istotnej roli wysokosci dawki pro-
mieniowania ultrafioletowego w rozwoju procesu
naprawczego $wiadczy fakt obnizenia ekspresji
MTHER w grupie oséb poddanych tym samym pro-
cedurom co w grupie A i dodatkowo naswietlanych
jednorazowa wysoka dawka 3 MED UVB.

Na podstawie wynikéw wlasnych mozna wnio-
skowaé, ze dzialajace przewlekle dawki UVB
poprzez zwiekszenie ekspresji MTHFR stymulujg
naturalne procesy naprawcze zachodzace w skoérze.
Obserwacje te wymagaja jednak dalszych badan na
wiekszej grupie wolontariuszy, w dluzszym prze-
dziale czasowym.

Praca finansowana z funduszu prac statutowych
Uniwersytetu Medycznego w todzi nr 503-1152-1
oraz projektu MNiSW nr NN402474731.
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