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UvQoD

Ultravioletno svjetlo (UV) je neionizirajuce zracenje. UV svjetlo u kompletnom

rasponu valnih duljina (200-400 nm) ima Stetno djlovanje na Covjeka. Posljedice
Stetnog djelovanja UV svjetla ovise o valnoj duljini, dozi zracenja, osjetljivosti
organizma tj. o nemogucnosti popravka oStecenja na DNA. OsteCenja na Judskom
organizmu mogu se ispoljiti kao opekline, ubrzano starcnje koZe, do imunosupresije
i neoplazmi.
UVC svjetlo, valnih duljina od 200-280 nm, je najlctalniji dio UV svjetla te se koristi
za sterilizaciju zraka vode i ostalog. Osim toga UVC svjetlo ima mutageno,
karcinogeno, i imunosupresivino djelovanje, a moze izazvati indukciju latentnih
virusa. UVB svjetlo, valnih duljina od 280-320 nm ima izrazito mutageno
karcinogeno i imunosupresivno djelovanje. UVA svjetlo, valnih duljina od 320 do
400 nm je najmanje istrazeno ali zna se da djeluje mutageno i u promociji tumora.

Ranije smo opisali da su stanice koStane srzi jako, a stanice mijcloidne
lcukemije (ML) zna¢jno manje osjetljive na UVC svjetlo (1). Pokazali smo takoder,
da eritrociti kao i lizirani eritrociti (uglavnom hemoglobin) stite stanice ko§tane srzi i
leukocite iz periferne krvi, te one prezive 200 puta veéc doze UVC svjetla, nego
stanice izloZzene UVC svjetlu bez prisutnosti eritrocita ili supernatanta liziranih
eritrocita (2).

Budu¢i su stanice ML uzimane iz slezene miseva koji su bili u terminalnoj fazi
bolesti, u ovom smo radu Zeljeli vidjeti osjetljivost stanica slezene zdravih miSeva na
UVC zracenje i nacin na koji te stanice ugibaju. Naime, postoje dva nac¢ina ugibanja
stanica; apoptoza i liza, a razlikuju se po tome koji celularni elementi su ukljuéeni u
proces. Nekroza je patoloski proces koji je odgovor na Stetne tvari, a ukljucujc
dramati¢no povccanje volumena stanice, koje jc uglavnom izazvano oStecenjem
membrane i dovodi do lize stanice. Apoptoza ili programirana smrt stanice je rezultat
sloZenog geneticki programiranog procesa. U tom procecsu stanice se smanjuju,
kromatin se kondenzira, gubi se struktura jezgre koja se fragmentira u takozvana
apoptoticka tjeleSca. Apoptoza je fundamentalni bioloski proccs koji sc javlja u
cmbrionalnom razvoju, tijekom starenja tc u nckim tkivima odraslih jedinki kao
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odgovor na kemijski ili fizikalni stres. Ova istraZivanja su zanimljiva jer je slezena
imunohcmatopoetski organ, te se promjene koje se dogode na stanicama slezene
mogu odraziti na imunoloski sustav ili se pojavi leukemija.

MATERIJAL I METODE

U pokusima su koriSteni miSevi visokosrodnog soja RFM, stari 4 mjeseca,
uzgojeni u pogonu za uzgoj eksperimentalnih Zivotinja Instituta "Rudjer BoSkovic".
Suspenzija stanica slezene priredena je u Hanksovoj otopini (bez dodatka phenol
reda) u koncentraciji 2x10* stanica po mL. Eritrociti su iz suspenzije uklonjeni
osmotskim Sokom u hipotoni¢noj ofopini. Suspenzija je u tankom sloju (2mm)
izlagana UVC svjetlu u staklenoj Petrijevoj $alici promjera 40 mm. Suspenzija je
tjckom zracenja mjesana. Eksperimenti su radeni u mraku. Izvor UVC svjetla bile su
4 germicidalne lampe (Philips, 15 wata), koje emitiraju pretezno (95,9 %) UVC
svjetlo, a svega 2,4 % UVB svjetloi 2.1 % UVA svjetlo. Doza UV svjetla je mjerena
Latarjetovim dozimetrom i pode$ena na 5.1 W/m’. Nakon izlaganja UVC svijetlu
stanicc slezene su izbrojene, ostavijene u RPMI mediju s 5 % fetalnog teleceg
scruma (FTS), u termostatu na 37°C u vlaznoj atmosferi s 5 % CO,. Nakon stajanja u
kulturi 2 ili 24 sata, odredjivan je i broj nukleiranih stanica (leukocita) brojanjem u
hemocitometru, kao i udio Zivih i mrtvih te apoptoticnih stanica. Za ovu analizu
stanice su tretirane s florescentnim diacetatom (FDA), koji moZc prije¢i kroz
membranu Zive stanice i izazove hidrolizu intracelularnih estera, a to daje zelenu
florescenciju kromatina. Istovremeno su stanice tretirane i s propidijevim jodidom
(P, koji moze u¢i samo u mrtve stanice i izaziva crvenu florescenciju jezgre. Na taj
nacin s¢ u istom uzorku mogu pod florescentnim mikroskopom detektirati Zive
(zelene) 1 mrtve (crvene) stanice. Apoptoti¢ne stanice se od normalnih razlikuju po
tome $to imaju fragmentiranu jezgru i kondenzirani kromatin.

REZULTATI

Stanice slezene ozraCene su s 5, 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640 1 s 1280 J/m’?
UVC svjetla. Neposredno nakon zraCenja znacajno je smanjena viabilnost stanica
ovisno o jacini doze UVC svjetla. Tako je nakon zracenja s najvecée dvije doze ostalo
svega 20 % viabilnih stanica (Slika 1).
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Slika 1. Postotak viabilnih stanica nakon izlaganja
UVC svjetlu
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Slika 2. Broj viabilnih stanica 2 i 24 sata nakon izlaganja UVC svietlu.
Stanice su kultivirane u termostatu u RPMI1 mediju s 5% FTS.
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PreZivljenje stanica slezene pratili smo takoder 2 1 24 sata nakon izlaganja UVC
svjetlu i kultiviranja u RPMI mediju s S % FTS (Slika 2).
Ako sc suspenziju stanica slezene (8,5x10° /mL) izlagalo UVC svjetlu, 5 J/m?
reduciralo je broj zivih stanica nakon 2 sata na 50 %, 20 J/m? na 25 %, a 80 J/m’ na
20 % broja Zivih stanica u kontrolnoj nezratenoj suspenziji. Ako su, medutim,
stanice slezene izlagane dozi od 10, 40 te 160 J/m* UVC svjetla, broj zivih stanica
bio je reduciran za svega 25 % osim za dvije najvece doze gdje je broj viabilnih
stanica nizi ali nc tako nizak kao nakon zracenja s dozom od 80 J/m’. Stajanjem u
kulturi 24 sata broj nczra¢enih stanica slczene je znatajno smanjen na svega 2x10°
stanica od pocetnih 8.5x10° po mL, a u ozra¢cnim uzorcima je nadeno oko milion
Zivih stanica, i ncma velike razlike u prezivljavanju stanica ovisno o dozi UV svijetla,
pa 15 % stanica preZivi zraenje s 1280 J/m”.

Postotak apoptoticnih stanica je povefan 2 i 24 sata nakon zrafenja s UVC
svjetlom osim u uzorku koji je ozracen s 1280 j/m’ (Slika 3).
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Slika 3. Postotak stanica u apoptozi 2 i1 24 sata nakon izlaganja UVC svjetlu
Stanica su kultivirane u termostatu u RPMI mediju s 5% FTS.

DISKUSIJA

Neposredno nakon UV zracenja postotak viabilnih stanica se smanjuje u svim
uzorcima, Sto znali da navedenc doze UVC svjetla imaju dircktan citotoksicni
ucinak. U uzorcima ozraéenim s visokim dozama UVC svjetla (640 i 1280 J/m®)
ostalo je svega oko 20 % viabilnih stanica. Taj podatak ukazuje da UVC svjetlo osim
Sto izaziva oteCenje DNA, oSteCuje membranu stanice 1 citoplazmatske strukture §to
dovodi do lize stanica i u manjoj mjeri do apoptoze. Medutim, oko 20% stanica
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prezivi i 24 sata nakon djelovanje UVC svjetla. Na temelju navedenih rczultata
nismo u stanju zakljuditi koje su stanice slezene manje osjctljive na UVC svjetlo.
granulociti, a postotak limfocita nije bio promjenjen. U slezeni su uglavnom B
limfociti (75 %) T limfociti (24 %) i neSto mati¢nih stanica iz koStane srzi. Za
odredivanje koja vrsta stanica je manje osjetljiva na UVC svjetlo trebali bismo
tipizirati tc stanicc monoklonskim antitijelima, $to sc nadamo uciniti u narednom
periodu. PraZenje viabilnosti stanica slezene 2 sata nakon zracenja, ukazuje da ove
stanice imaju mehanizam za popravak oSte¢enja koje izaziva UVC svjetlo, kojeg
medutim, vece doze zratenja oStecuju.

Izlaganje UVC svjetlu je znacajno povecalo postotak apoptoti¢nih stanica u
ozraCenim uzorcima 2 i 24 sata nakon zracenja. Poznato je da ionizirajue zracenje
takoder povecava postotak apoptze u tumorskom tkivu a to je znak da je tumor
osjetljiviji na zralenjc te da ¢e radioterapija biti uspjesnija (3). U ovom trenutku
nismo u stanju ocijeniti §to na§ rezultat zna¢i, dok istc pokuse nc napravimo sa
stanicama leukemije, koje su se ranije pokazale manje osctljivima na UVC svjetlo.
Tck usporedivanjem jednih i drugih rezultata moc€i ¢emo zakljuditi da li je povecani
postotak stanica koje programirano ugibaju znak da su te stanice izbjegle malignu
transformaciju.

ZAKLJUCAK

1. Male doze UVC svjetla smanjuju viabilnost, a visoke doze (640 i 1280 J/m?),
tjckom zracenja liziraju veéinu stanica slezenc i preZivi samo 20 % stanica.

2.1z pracenja viabilnosti stanica slezenene 2 sata nakon zracenja, vidljivo je da
ov stanice imaju mehanizam za popravak ostcéenja koje je izazvalo UVC
svjetlo.

3. Oko 15 % stanica slezene je preZivjelo navedene doze UVC svjctla ¢ak 24 sata
nakon zracenja.

4. UVC svjetlo je izazvalo oSteCenje kromatina, a veéi postotak stanica je ugibao
gencticki programirano, tj. u ozracenim uzorcima naden je vedi postotak
apoptoti¢nih stanica nego u uzorku kontrolnih nezracenih stanica.
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Harmful effect of UV light involves cell killing, mutagenesis and neoplastic
transformation of cxposed cclls. The effect of UV light depends on the wavelength,
dosc of irradiation, type of exposed cells, endogeny substance, experimental
condition that can incrcase or decrease scnsibility of the cells on the UV light. The
mutagenic action on cells is greatest with 254 nm wavelength (that are not present in
the solar spectrum at eart's surface) and falls rapidly at a wavelength of 320 nm
(UVB light). The loss of viability is the end point of cellular dysfunction, however,
UV irradiation may affect cells function before it is perish. We examined the killing
cffect of UVC light on mouse spleen cells, and the way of their death. There arc two
modces of ccll death, necrosis or apoptosis, depending on the way of the cellular
clements involved in the process. Necrosis is a pathologic responsc involving a
dramatic increase in cell volume that ultimatcly lcads to cell lysis, usually causcd by
damaging of cell membrane. Apoptosis or genetically programmed cell death is
result of complex cell mechanisms. Affected cells undergo condensation of
chromatin, loss of internal nuclear structure, loss of surface contact, shrinkage of the
total ccll volume, and increascd cell density. Apoptosis is fundamental biological
process that is found in normal embryonic development, aging, and in some adult
tissuc, as a responsc to both chemical and physical stress. Mouse splcen cells were
diluted to 8.5x10° /mL in Hanks' solution. Cells spread in thin layers (2mm) in glass
Petri dishes were exposed to the different doses of UVC light. After irradiation and
staining with fluorescein diacetate (FDA) and propidium iodide (PI) solution, the
viable cells, as well as apoptosis werc observed under fluorescent microscope.
Immediately after UV irradiation the number of viable cell rapidly decreased. Lower
doscs of UVC light caused apoptosis as well necrosis of exposed cells. Around 10 %
of spleen cells commit suicide after UVC exposure. There was significantly higher
pereentage of apoptotic cells than in control non irradiated sample. The highest
fluence (1280 J/m®) of UVC light, lysed considerable number of lymphocytes,
around 80 %. Small fraction (15 %) of cells survived used UVC light. Noticed
resistance of spleen cells is not completely clear, but results suggest that it due to the
present of mature lymphocytes, which could not proliferate, and are less sensitive to
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UV light. In spite of this our results confirm that UVC light is capable to causc DNA
damage, apoptosis and necrosis of mouse spleen cells.
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