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Djelovanje ultravioletnog zracenja na animalne stanice prika-
zano je i prodiskutirano s nekoliko razli¢itih aspekata koji zajed-
no omogucéuju potpunije razumijevanje ove problematike; od fo-
tokemijskih promjena na molekularnoj razini, promjena u bio-
kemijskim procesima metabolizma, do razine biolodkog funkcio-
niranja stanice i preZivljenja nakon zracenja.

Nastajanje letalnih posljedica i fenomen reparacije oStedenja
stvorenih u animalnim stanicama nakon ultravioletnog zracenja
prikazano je uz isticanje makromolekularne osnove za promjene
u ozrafenoj stanici, povezanosti s indukcijom karcinogeneze i
sli¢nosti s reparatornim procesima do kojih dolazi nakon oSte-
¢enja DNA uslijed drugih uzroka. Razmatrane su aktuelne kon-
cepcije i ideje koje bi mogle dovesti do novih eksperimentalnih
rezultata i boljeg razumijevanja djelovanja ultravioletne svjetlo-
sti na animalne (ukljudujuéi i humane) stanice.

Potpuniju sliku o djelovanju UV (ultravioletnog) zrafenja na Zivu sta-
nicu, odnosno tumacenje posljedica do kojih je dodlo, moze se dobiti
jedino sazimanjem spoznaja do kojih se doslo prilazom s raznih aspe-
kata s kojih se prou¢ava ova pojava. Prema danadnjim shvadanjima, usli-
jed zrac¢enja nastaju prvenstveno promjene u molekularnoj gradi biolo-
ki vaznih spojeva koji imaju bitnu ulogu u fizioloSkom funkcioniranju
stanice, a zatim ¢e zbog toga doéi do posljedica na stani¢noj razini.

Razna su istraZivanja pokazala da je djelovanje ovog zracenja nepo-
sredno povezano s indukcijom karcinogeneze i mutageneze. Ispitivanje
fenomena reparacije o$tecenja nakon UV zrafenja dovelo je do novih
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saznanja o funkcionalnom ustrojstvu stanice i na¢inu na koji se stanica
opcenito nastoji obraCunati s oSte¢enjima koja nastaju spontano tije-
kom DNA replikacije ili ih izazivaju alkilirajuéi agensi i razni drugi kar-
cinogeni i mutageni.

BIOLOSKI VAZNE FOTOKEMIJSKE PROMJENE

Od molekula koje ¢ine gradu svake Zive stanice najsnazniju sposob-
nost apsorpcije energije UV fotona imaju nukleinske Kiseline i proteini.
Negativne posljedice UV zratenja nastaju prvenstveno zbog ostedenja
molekule DNA, jer je normalno funkcioniranje ove molekule osnovni
preduvjet za zivot stanice, dok se druge molekule mogu obnoviti sinte-
zom na temelju informacije koje potjedu iz DNA. Do o$teéenja DNA UV
zratenjem moze dodi na dva nadina:

— apsorpcijom UV fotona od baze na molekuli DNA,

— fotokemijskom reakcijom DNA s molekulama koje su ekscitirane
apsorpcijom UV fotona.

Najces$c¢a je posljedica UV zralenja stvaranje kemijskih promjena u
koje su uklju¢ene pirimidinske baze u DNA, timin i citozin, jer su one
dio makromolekule koji najsna?nije apsorbira u UV podrucju. Uzrok je
tome naravno njihova kemijska grada (1). Pritom moZe do¢i do dviju
vrsta reakcija:

— reakcije izmedu susjednih pirimidinskih baza u DNA,

— reakcije izmedu pirimidinskih baza u DNA i drugih vecih ili ma-
njih molekula koje se mogu naéi u njihovoj blizini.

Od veceg broja razliCitih fotokemijskih produkata koji mogu nastati
na DNA uslijed UV zralenja svi neée imati jednaku bioloiku vaznost,
i svi se nece stvarati u jednakoj mjeri. Njihovo formiranje ovisi o uvje-
tima pod kojim se stanice zrade, a osim toga kod razli¢itih vrsta stanica
i u razli¢itim uvjetima rasta mijenjat ée se udestalost (i intenzitet) stva-
ranja pojedinih vrsta ovakvih oStedenja i njihova odgovornost za letalni
ucinak na stanicu (2). Od mnogih &inilaca koji tu igraju vaznu ulogu
bitno je, s jedne strane, fizicko stanje DNA, detalji u njezinoj kemijskoj
gradi i stanje u njezinoj kemijskoj okolini, odnosno prisutnost raznih
proteina i drugih molekula koje se mogu naci u njezinoj blizini. S druge
strane, posljedice koje ¢e izazvati fotokemijska promjena nastala na
DNA ovise (osim o kemijskoj stabilnosti i prirodi fotoprodukata) i o
stanju u samoj stanici; o metabolic¢koj aktivnosti gena na kojem je do-
Slo do oStecenja, o reparatornim sposobnostima koje postoje u stanici
i o cjelokupnoj aktivnosti ¢itave stanice.

Pirimidinski dimeri su fotoprodukti koji obilno nastaju u DNA nakon
zraCenja UV svjetlo$éu. Uzrok je tome $to baza u ekscitiranom stanju
moZe, stupajuéi u elektronsku interakciju sa susjednom bazom u osnov-
nom stanju, stvoriti dimer u ekscitiranom stanju, to se zove ekscipleks
(3). U takvom ekscipleksu dvije se baze priblize jedna drugoj i ekscita-
cijska je energija distribuirana u obje pirimidinske skupine. Formiranje
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ckscipleksa je pospjeSeno, jer je energetska razina ovdje niza od one
u prvobitno ekscitiranog monomera.

Ti su ekscipleksi potencijalni prekursori (u ekscitiranom stanju) za
stvaranje pirimidinskih dimera, koji nastaju adicijom dviju susjednih
pirimidinskih baza preko ciklobutanskog prstena (1). Vedina dimera izo-
liranih iz ozragene DNA su timinski dimeri, vjerojatno zato §to od svih
baza timin ima najniZu energetsku razinu ekscitiranog stanja.

U biologku vasnost ovog fotoprodukta ne moze se sumnjati. Produk-
cija dimera raste s poveéanjem doze UV zradenja, a u vecine stani¢nih
vrsta dokazana je povezanost izmedu stvaranja dimera i stani¢nog pre-
zivljenja (4). Medutim kod animalnih stanica se pokazalo da jo§ jedna
vrsta fotokemijskog oStecenja, stvaranje ukrstene veze izmedu DNA i
nekih proteina, ima vaznu ulogu u Stetnom djelovanju UV zracenja. Kod
ovih visokodiferenciranih stanica DNA je okruZena vecim brojem razno-
vrsnih proteinskih molekula. Kompleksi jizmedu DNA i raznih kromo-
somskih proteina i enzima temelje se u normalnim uvjetima na labil-
nom ionskom privladenju. Ultravioletno zracenje moze potaknuti fotoke-
nijske reakcije uslijed kojih se stvaraju &vrste kovalentne veze izmedu
pirimidinskih baza u DNA i nekih aminokiselina iz proteinskog polipep-
tidnog lanca (5).

Postoje rezultati koji upucéuju na biolosku vaznost ovog ostedenja DNA
animalnih stanica (6, 7), posebno na povezanost stvaranja ove lezije s va-
rijacijama koje postoje u preZivljenju tijekom stani¢nog (mitotskog)
ciklusa (8).

KRIVULJE PREZIVLJENJA ASINKRONE POPULACIJE

Proucavanje djelovanja UV svjetlosti na Zivu stanicu temeljilo se u
svojim pocecima na radu s jednostavnijim stanicama, prvenstveno bak-
terijama. Zahvaljuju¢i mnogim radiobiolo$kim i drugim ispitivanjima
na ovim jednostaniénim organizmima razvile su se brojne djelotvorne
eksperimentalne tehnike i doslo se do koncepcija koje su vodile razu-
mijevanju povezanosti izmedu prvobitnog fotokemijskog ostecenja i ko-
nacnog bioloskog efekta (9). Nakon niza vrijednih dostignu¢a na ovom
podru¢ju nametnulo se pitanje u kojoj mjeri ovi rezultati vrijede i za
stanice najrazvijenijih organizama, sisavaca i ¢ovjeka. Odgovor je poceo
izrastati tek kad su se razvile tehnike odrzavanja kultura animalnih sta-
nica (10) i postignut napredak u kvantitativnim tehnikama mjerenja
sposobnosti stvaranja kolonija pojedinih stanica u uvjetima »in vitro«
(11).

Osnovni principi ispitivanja prezivjelih stanica u kulturi nakon zra-
¢enja utvrdeni su primjenom metoda koje su se neito ranije razvile
proucavanjem djelovanja ionizirajudeg zracenja (12). Kasnije, kad su
usavriene tehnike UV zraenja animalnih stanica u kulturi i razradeni
problemi dozimetrije (13, 14), principi prikazivanjem krivulje prezivlje-
nja i njihovi parametri koji su bili veé¢ ranije definirani, te interpretacija
ovih krivulja, primijenjeni su i na ovo zracenje.




246 M. KorsELIK

508
1.0+
> n=23
i 50=50 erga/mm’
= 5q=45 erga/mmé
O14
= 0.01
X "
w A
Z =
|
- 5
=1
2 1
>N
g \
o 0.0011
O'O 01 L s I [ i
" (6] 100 200 300 400 5C0

DOZA (erga/mm?)

SL. 1. PreZivijenje asinkronih HeLa-FA3 stanica u funkciji UV doze. — Tipi¢na
krivulja preZivijenja asinkrone kulture animalnih stanica nakon UV zracenja

Ekstrapolacijski broj n se dobije ekstrapolacijom ravnog dijela krivulje
do ordinate (12), a estrapolacijska doza D, je vrijednost apscise to¢ke u kojoj
ckstrapolirani pravac sije¢e horizontalnu liniju povucenu kroz vrijednost za
100%-tno prezivljenje (14). Srednjom letalnom dozom D, definira se nagib

eksponencijalnog dijela krivulje; to je doza koja smanjuje prezivljenje stanica
na 37%% (12).
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Kriterij preZivljenja stanice nakon zrafenja je zadrZavanje sposob-
nosti da se diobom stvori neograni¢en broj novih stanica. Sposobnost
stanica da nakon dovoljnog broja uspjes$nih dioba njihovo potomstvo
dade vidljiva koloniju (11) iskori$tava se za mjerenje prezivljenja. Pre-
7ivljenje nakon odredene doze zralenja se izrazava omjerom broja vid-
ljivih kolonija koje su se formirale u uzorku tijekom inkubacije nakon
Sto je ozracen tom dozom i broja u kontrolnim, nezralenim uzorcima
koji su inkubirani uz iste uvjete.

Tipiéna krivulja preZivljenja asinkrone kulture animalnih stanica na-
kon UV zradenja prikazana je na slici 1. Prezivljenje naneseno je na lo-
garitamsku skalu, dok su doze zra¢enja nanesene na linearnu skalu. Ka-
rakteristi¢no je za ove krivulje postojanje pocetnog praga, nakon kojeg
krivulja prelazi u pravac, jer se kod vecih doza prezivljenje smanjuje
ekspouencijalno s porastom doze. Postojanje praga kod malih doza tu-
madi se potrebom akumulacije o$tecenja prije negoli dode do letalnog
efekta.

Fox i Fox (15) pokazali su da se reparatorne sposobnosti odredenog
soja stanica bitno odrazavaju na vrijednosti Do (srednje letalne doze)
njihove krivulje prezZivljenja, a ne utjedu presudno na postojanje i oblik
praga (prag ¢e izostati jedino kod ekstremno osjetljivih mutanata). Oni
su usporedivali reparaciju UV o$tecenja kod dva para sojeva animalnih
stanica razli¢ite senzitivnosti. Pokazalo se da dvije linije mutanata sta-
nica L5178Y, &ije krivulje preZzivljenja imaju razlicit oblik praga a pod-
jednaku vrijednost Do, ne pokazuju razlike u iznosu reparacije UV cste-
¢enja. Medutim dvije linije stanica nazvane Yoshida (potjecu iz tumora
Stakora), koje pokazuju vecu razliku u senzitivnosti i ne samo u pragu
krivulje pre¥ivljenja nego i u Do vrijednostima, odlikuju se razli¢itom
sposobnosti reparacije UV oStecenja.

Razlike koje su ovi autori primijetili izmedu dvije linije Yoshida sta-
nica podsjeéaju na razlike izmedu V79 i V79-79 stanica kineskog hrcka
koje je opisao Cleaver (16) i razlike izmedu stanica normalnog humanog
fibroblasta i stanica fibroblasta ljudi koji boluju od xeroderma pigmen-
tosum (16). U oba slu¢aja senzitivni mutanti pokazuju nedostatke u svo-
jim reparatornim mehanizmima, a imaju manju vrijednost Do u krivu-
ljama prezivljenja. Prema tome bi se moglo ustvrditi da su opcenito
smanjenja u vrijednosti Do povezana sa smanjenjem sposobnosti repa-
racije UV lezije.

Usporede 1i se krivulje preZivljenja raznih vrsta animalnih stanica
(4), moZe se ustanoviti da medu njima postoje ocite sli¢nosti, iako poje-
dini rezultati potje¢u od raznih autora i usprkos tome $to se radilo u
razli¢itim eksperimentalnim uvjetima. Tipi¢na krivulja prezivljenja ani-
malnih stanica (s izuzetkom posebnih senzitivnih mutanata) ima prag
(ekstrapolacijska doza D, krece se najcesce od 40 do 70 erga/mm?), a
vrijednost D, iznosi obi¢no oko 40 do 100 erga/mm?.
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KRIVULJE PREZIVLJENJA SINKRONIZIRANIH STANICA

Stanice u asinkronoj populaciji distribuirane su po svim fazama sta-
ni¢nog ciklusa, koji se osim diobe (mitoze) sastoji 1 iz tri interfazna di-
jela: Gi, S i Gu. Gy je faza koja prethodi S-fazi, fazi replikacije DNA, a
Ce-faza nastupa izmedu S-faze i mitoze. Pokazalo se (17—19) da postoje
znacajne razlike u senzitivnosti animalnih stanica u pojedinim fazama
staniénog ciklusa. Rezultat prezivljenja asinkrone populacije je prema
tome zajedni¢ka vrijednost istodobno ozradenih frakcija razlicite osjet-
ljivosti. U tome leZi mogudnost varijacija u iznosu prezivlijenja medu
raznim vrstama stanica, jer postoje razlike u iznosu frakcije stanica mi-
toze, Gi, S 1 onih u G..

Tako HelLa stanice imaju »dugu« Gi-fazu. Kod njih ova faza traje otpri-
like 8,5 sati, $to je oko 409/, trajanja cjelokupnog stani¢nog ciklusa koje
iznosi 21 sat (20). Kod B-14 stanica kineskog hr¢ka Gs-faza traje otprilike
2,5 sati, §to u odnosu na trajanje cjelokupnog ciklusa (otprilike 11,5 sati)
iznosi svega 200/, (21). Iz toga je oéito da ée se kod asinkrone populacije
Hela stanica vedi postotak nalaziti u Gi-fazi nego kod asinkrone popu-
lacije B-14 stanica, §to se mora odraziti i na izgled krivulja prezivije-
nja. Zato, a i zbog mogucnosti povezivanja prezivljenja sa znacajkama
u metabolickom putu tijekom pojedinih faza stani¢nog ciklusa, potrebno
je odrediti prezivljenje sinkroniziranih populacija, kod kojih se sve sta-
nice (ili barem velika veéina) nalaze u istoj fazi ciklusa.

Posto su dobiveni podaci o senzitivnosti mnogih vrsta sinkroniziranih
animalnih stanica, izmedu ostalih HelLaS3 (17), HeLa-F (18), kineskog
hr¢ka (19, 21, 22) i mi§jih stanica L (23), moZe se ustvrditi da se kod svih
ovih stanica osjetljivost na UV zracenje mijenja tijekom stani¢nog ci-
klusa na gotovo jednak nadin. Ove promjene, koje se odrazavaju na iz-
gled praga i vrijednosti D, krivulja prezivljenja u pojedinim fazama
ciklusa, mogu se najbolje prikazati krivuljom koja prati prezivljenje
nakon jedne doze u raznim fazama ciklusa (18). Prema ovim rezultatima
moZe se zakljuciti da su animalne stanice rezistentnije u Gi-fazi, a zatim
senzitivnost na kraju ove faze ili potetkom S-faze pocinje rasti i doseze
maksimum u sredini S-faze, te nakon toga rezistentnost ponovo raste
sve do kraja stani¢nog ciklusa. Cini se da su mitotske stanice najrezi-
stentnije na UV zracenje.

Kolike su razlike u senzitivnosti stanica ovisno o njihovu polozaju u
staniénom ciklusu najbolje govori podatak da je npr. prezivljenje
HeLa-FA3 stanica u mitozi oko 15 puta vece nego u sredini S-faze kod
doze od 216 erga/mms2 (8).

Do sada nije uspjelo u potpunosti objasniti zbog ¢ega postoje ove ra-
zlike u senzitivnosti stanica na UV zraCenje u raznim fazama stani¢nog
ciklusa. Tako, iako se pretpostavlja da je stvaranje pirimidinskih dimera
izravna mjera stvaranja oStedenja nakon UV zracenja (24), pokazalo se
da varijacije u njihovoj produkciji tijekom stani¢nog ciklusa nisu do-
voljno velike da bi mogle objasniti varijacije u prezivljenju (25, 26). Isto
se pokazalo da vjerojatno ni promjene u sposobnosti stanica da repa-
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riraju dimerska oStedenja nisu odgovorne za varijacije u senzitivnosti
tijekom ciklusa (4, 27).

Prema tome, uzrok ovoj pojavi mora biti u nefem drugom; na osnovi
rezultata koji ¢e biti dalje izneseni mozZe se pretpostaviti da je ovdje
odluc¢ujuéi faktor ciklus sinteze proteina i nukleinskih kiselina.

U radu sa sinkroniziranim HeLaS3 stanicaima, Pordevié¢ i Tolmach
(17) pokazali su da prisutnost novosintetiziranih DNA u prvoj polovici
S-faze nije uzrok velikoj senzitivnosti stanica koja kulminira u sredini
ove faze. Oni su stanicama prije poCetka S-faze dodali fluorodeoksiuri-
din, inhibitor koji je sprijeio sintezu nove DNA kad su stanice usle u
S-fazu. Medutim, i kod ovih stanica smanjilo se preZivljenje u S-fazi
stani¢nog ciklusa, ali do normalnog porasta u rezistentnosti koji slijedi
u Ge-fazi nije dos$lo. Autori su na temelju toga, a i prijasnjih rezultata
koje su dobili Erikson 1 Szybalski (28), zakljucili da nova DNA koja se
sintetizira poc¢etkom S-faze nije odgovorna za porast osjetljivosti stanica
na UV zradenje u ovoj fazi stani¢nog ciklusa, ali da o njoj ovisi porast
rezistencije koji slijedi nakon toga.

Djelovanje inhibitora sinteze DNA i proteina na UV prezivljenje u ra-
znim fazama staninog ciklusa dalje su razradili Han i Sinclair (19) u
radu sa sinkroniziranim stanicama kineskog hr¢ka. Osim $to su potvrdili
rezultate Dordevicda i Tolmacha (17), pokazali su da cikloheksimid (inhi-
bitor sinteze proteina) moze sprijeciti normalan porast senzitivnosti sta-
nica u S-fazi ako se doda pocetkom ciklusa, a dodan u sredini S-faze
sprec¢ava porast prezivljenja u Gefazi. S druge strane, inhibitor sinteze
proteina dodan u sredini S-faze ne moze vise sprijeéiti porast otporno-
sti u Ge. Iz toga autori zakljuéuju da je za porast rezistentnosti stanica
koji nastaje u Ge-fazi nuzno normalno odvijanje sinteze DNA barem u
prvom dijelu S-faze. Medutim, ako se u sredini S-faze zaustavi sinteza
proteina, ovaj ée porast u rezistentnosti do kojeg bi normalno trebalo
doci u Ge-fazi biti sprijecen. Prema tome sinteza DNA ne utjece izravno
na senzitivnost stanica u S-fazi, ali je odlucujucéa za porast rezistencije
u Gq. Osim toga, ovi rezultati upucuju na to da bi sinteza odredenih pro-
teina imala vaznu ulogu u prezivljenju stanica (18).

Na koji bi nadin sinteza proteina mogla utjecati na stani¢no preziv-
ljenje za sada se jo§ sigurno ne zna, ali se namedée pretpostavka da pro-
teini, stvarajudi nakon UV zralenja ukr$tenu vezu s DNA, izravno su-
djeluju u izrazavanju smrtnonosnog uc¢inka na stanicu. Akcioni spektri
djelovanja raznih valnih duZina UV svjetlosti na preZivljenje stanica
bakterija pokazuju maksimum kod 260 nm, §to odgovara apsorpcijskom
spektru nukleinskih kiselina (29), dok kod animalnih stanica ovakvi
akcioni spektri imaju ne$to $iri maksimum koji se nalazi na podrucju
valnih duzina od 250 do 280 nm, $to upucéuje na to da osim apsorpcije
od nukleinskih kiselina kod ovih stanica i apsorpcija od strane proteina
ima vaznu ulogu (30).

Posto se pokazalo da bi stvaranje ukr$tene veze DNA-proteini moglo
imati vaznu ulogu u djelovanju UV zracenja na razne vrste animalnih
stanica (6, 7, 31), u radu sa sinkroniziranim kulturama HeLa stanica do-
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kazano je da se stvaranje ove ukrstene veze mijenja na gotovo isti nacin
kao i preZivljenje tijekom stani¢nog ciklusa (8). Na temelju podudaranja
izmedu nastajanja ove lezije i preZivljenja moZe se pretpostaviti da je
ukrstena veza DNA-proteini izravno odgovorna za promjene u preZivlje.
1ju stanica u raznim fazama stani¢nog ciklusa. To bi se moglo objasniti
time $to odredeni proteini, moZzda neki enzimi koji su u S-fazi aktivni
uz DNA, stvaraju ukrStenu vezu s DNA mnogo lakée nego drugi (32).
Moglo bi se i pretpostaviti da su u S-fazi, uslijed promjene u tercijarnoj
strukturi DNA prilikom replikacije, okolnosti za stvaranje ukritene veze
narocito povoljne. Proteini koji okruzuju DNA su u toj fazi tako raz-
mjesSteni da se nakon ekscitiranja UV zracenjem najlakse stvara ukr-
ftena veza izmedu DNA i odredenih proteina, ¢ija je grada naroéito po-
voljna za ovu vezu. Ostali proteini stvaraju ukr$tenu vezu s DNA mnogo
teZe, jer je to energetski i fotokemijski manje povoljno, pa su stanice
u ostalim fazama stani¢nog ciklusa (kada se uz DNA nalaze takvi pro-
teini, najvjerojatnije histoni) mnogo rezistentnije na UV zracenje.

Drugaciji model kinetike stvaranja ukritene veze iznijeli su u novijem
Clanku Todd i Han (33), a temelji se na novim podacima o postojanju
segmenata razliCite veli¢ine u animalnoj DNA (34, 35). Todd i Han su
pretpostavili da ée veéi dijelovi DNA najprije biti izbaceni iz funkcional-
nosti ukrdtenom vezom, jer je za veéi broj manjih DNA jedinica po-
trebno nastajanje mnogo veceg broja ukr$tenih veza s proteinima. Prema
tome bi bilo mogude da male doze prvo inaktiviraju ukr§tenom vezom
DNA koja je u segmentima vece molekularne teZine. Time bi se objasnila
¢injenica da se kinetika nastajanja ove lezije kod vigih doza usporava,
sto sc olituje postojanjem infleksije na doza-efekt krivuljama iz ¢lanka
koji su objavili Han i suradnici (8). Mogucnost, da se razmjer veli¢ina
raznih segmenata DNA mijenja tijekom stani¢nog ciklusa, objasnila bi
razlike u senzitivnosti na ukritenu vezu u raznim fazama ciklusa.

Model Todda i Hana ne obuhvaca medutim razli¢itu fotokemijsku ak-
tivnost vezanja raznih vrsta proteina. Smith (36) pokazao je da od 22
uobiCajene aminokiseline polovica pokazuje sposobnost fotokemijskog
vezanja za pirimidinsku bazu, ali je cistein mnogo reaktivniji od ostalih,
medu koje spadaju lizin i arginin, aminokiseline kojima su bogati hi-
stoni. O adiciji spojeva s -SH skupinom na timin u UV ozradenim animal-
nim stanicama govore i rezultati koje su iznijeli Vorghese i Rauth {37
a to su aktivna mjesta u enzimskim molekulama.

Najnoviji rezultati koje su dobili Strniste i suradnici (38) radeéi na
kromatinu izoliranom iz stanica kineskog hréka takoder potvrduju da
se proteini iz nehistonskog dijela kromatina mnogo lak$e veZu s DNA.
Prema rezultatima ovih autora iznos vezanja kromatinskih proteina na
DNA se povecava konstantno s porastom doze, dok se koli¢ina DNA ve-
zana na proteinsku frakciju smanjuje s dozom.

Zasada se ne moze reci koji se od dva iznesena modela stvaranja ukr-
Stene veze viSe pribliZio stvarnom stanju u ozradenoj stanici, premda su
izgleda oba osvjetlila po jednu stranu fenomena, koji ih u svojoj sloZe-
nosti obuhvada u jednu cjelinu.
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FENOMEN REPARACIJE OSTECENJA NAKON UV ZRACENJA

Vrlo je zanimljiva ¢injenica da, iako DNA animalnih stanica pruza
tisucu puta vedi cilj UV zracenju nego bakterijska DNA, izmedu ovih sta-
nica ne postoje vece razlike u UV osjetljivosti, dok su nasuprot tome
animalne stanice opcenito 10 do 100 puta senzitivnije na x-zracenje od
bakterijskih (39). Lehman (39) izracunao je da se kod UV doza od 50 do
100 erga/mm?, kod kojih znac¢ajan dio populacije animalnih stanica pre-
zivljuje, stvara oko milijun pirimidinskih dimera po stanici. Iz toga je
ocito da animalne stanice mogu u odredenoj mjeri podnijeti produkciju
dimera u svom genomu, ednosno da imaju neke mehanizme pomodcu
kojih mogu popraviti dimerska oStecenja.

Kod bakterija su nadene tri vrste reparatornih procesa pomocu kojih
ove stanice mogu popraviti o$tedenja nastala stvaranjem pirimidinskih
dimera u svome genomu:

1) Fotoreaktivacija — proces reparacije dimerskog ostecenja do ko-
jeg dolazi ako se nakon UV zradenja stanice obasjaju svjetlo$cu valne
duzine 330—500 nm. Nadeno je da se uz ove uvjete aktivira specifi¢ni
enzim koji izravno monomerizira dimer »in situ« (24).

2) Izrezivanje dimera iz DNA — enzimatska reparacija kod koje se
dio DNA na kojem je nastao dimer izbaci iz lanca, a ispraznjeno mjesto
popuni novim nukleotidima (40). Na mjestu na kojem je nastao dimer
dolazi do lokalne distorzije i denaturacije strukture DNA na regiji koja
zahvacda i vec¢i broj susjednih nukleotida. Zbog toga se dimeri izrezuju
kao dijelovi oligonukleotida koji mogu sadrzavati 40—140 nukleotida.

3) Postreplikativna reparacija — reparatorni proces povezan s repli-
kacijom DNA. Uslijed UV zradenja nastaju u stani¢noj DNA pirimidin-
ski dimeri, ali ne dode do njihova izrezivanja, nego stanica ude u nor-
malnu replikaciju ignorirajuéi njihovo postojanje. Ovaj nacin reparacije
prona$li su Rupp i Howard-Flanders (41) )radedi na soju bakterija Esche-
richia coli, koje su zbog odredene mutacije izgubile sposobnost izrezi-
vanja dimera iz svoje DNA. Analize pomocu alkalno sukroznih gradije-
nata pokazale su da novosintetizirana DNA u ozracenim stanicama ima
manju molekularnu teZinu, $to je objasnjeno time da nastaju prekidi u
novom lancu na mjestima koja se nalaze nasuprot dimerima. U tijeku
dalje inkubacije veli¢ina ovih segmenata raste, $to upucuje na to da se
praznine u lancu postepeno ispunjavaju nukleotidima. Prema pretpo-
stavci Ruppa 1 suradnika (42) kompletiranje nove DNA omogudeno je
time §to se izgubljena informacija u novom lancu ponovo pridobije re-
kombinacijskom izmjenom s odgovaraju¢im segmentom u starom lancu
DNA.

Kod veéine bakterijskih vrsta moze se prezivljenje nakon UV zracenja
povezati sa sposobno$éu reparacije pirimidinskih dimera nastalih u
DNA; pokazalo se da sojevi koji su senzitivniji na UV zracenje imaju
smanjenu sposobnost reparacije dimera (43).

Situacija s animalnim stanicama je medutim donekle drugacija i slo-
zenija. Od svih vrsta sisavaca donedavno je samo kod stanica primitiv-
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nijih toboléara nadena sposobnost fotoreaktivacije (44). Unato¢ tome $to
su posljednji radovi Sutherlandove skupine (45) pokazali da kod nekih
humanih stanica (leukocita i fibroblasta) postoji ovaj fotoreaktivirajuci
enzim i da on sudjeluje pri reparaciji UV oStecenja, ipak jo% ostaje na
snazi konstatacija da je, za razliku od bakterija, ova vrsta reparacije
Kod animalnih stanica mnogo slabije izraZena.

Ostale vrste reparacije dimerskih osteéenja postoje kod animalnih sta-
nica, ali se ¢ini da kod jednih (prvenstveno ljudskog porijekla) prevla-
dava reparacija izrezivanjem dimera iz DNA, a kod drugih (stanice glo-
davaca) prevladava postreplikativna reparacija.

Prema Grossmanu i suradnicima (46) reparacija DNA izrezivanjem pi-
rimidinskih dimera sastoji se od pet enzimskih operacija. Prvo djelova-
njem endonukleaze dode do loma u lancu na mjestu u blizini nastalog
dimera i tu ostaje slobodna fosforilna (3') skupina, a na drugoj strani
(na segmentu koji ¢e biti izrezan iz DNA) slobodna hidroksilna (5’) sku-
pina. Nakon toga djelovanjem 3’fosfomonoesteraze ukloni se terminalni
fosfat, a egzonukleaza degradira segment koji sadrzava pirimidinski di-
mer. Djelovanjem polimeraze u ispraznjeno mjesto u lancu ugraduju se
novi nukleotidi na temelju redosljeda nukleotida u komplementarnom
lancu. Proces zavrsava polinukleotidna ligaza koja spaja novonastali
segment na mjestu gdje je lanac bio prekinut.

Poznato je da jedan enzim moze imati dvostruku funkciju u ovom pro-
cesu. Nadeno je da kod bakterija isti enzim mozZe djelovati kao egzonu-
kleaza i polieraza (47). S druge strane, neki eksperimentalni rezultati
(48) upucuju na zaklju¢ak da u animalnim i humanim stanicama, isto
kao u bakterija, postoji nekoliko endonukleaza razli¢ite aktivnosti.

Trosko i suradnici (49) prvi su dokazali da kod animalnih stanica na-
staju u DNA pirimidinski dimeri nakon UV zraenja. Oni su se posluZili
metodom koja je ve¢ primijenjena za ispitivanje dimera kod bakterij-
skih stanica (50). Postupak se sastoji u ekstrakciji ozradenih stanica (¢ija
je DNA bila prethodno obiljezena tricijem) trikloroctenom kiselinom i u
hidroliti¢koj razgradnji DNA da se dobije slobodan timin ili dimeri koji
sadrZavaju timin. Nakon toga se kiselina otpari, a ostatak resuspendira
u vodi i papirnom kromatografijom timin se odvoji od dimera koji sa-
drzavaju radioaktivni timin.

Usporedivsi podatke o produkciji pirimidinskih dimera kod animalnih
stanica koje su objavili razni autori, Rauth (4) zaklju¢uje da su rezul-
tati iznenadujuce sli¢ni kad se uzme u obzir moguénost variranja zbog
razlika u stani¢nim vrstama i eksperimentalnoj tehnici, naroéito dozi-
metriji i zradenju.

lako dakle pirimidinski dimeri podjednako nastaju kod svih animal-
nih stanica, aktivnost reparacije ovog o$tedenja jako varira kod razli¢itih
vrsta. Dok se kod bakterija vide od 90/ dimera izrezuje iz DNA u pro-
cesu reparacije (43), u animalnih stanica je ova aktivnost neposredno
nakon zrafenja najée$ée na mnogo niZoj razini. Za HeLa stanice je nade-
no da na ovaj nacin izrezuju oko 500/ dimera nakon UV zracenja (51—53).
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Rezultati Horikawe i suradnika (54) govore o izrezivanju oko 30% di-
mera kod stanica Erlichova tumora, ali kod stanica svinjskog bubrega
i L stanica miga ova se aktivnost nije mogla otkriti. Negativne rezultate
dobili su i Trosko i suradnici (49) i Trosko i Kasschau (55) za stanice
kineskog hrc¢ka, te Klimek (56) za L stanice.

Ispitujudi izrezivanje dimera iz DNA nakon UV zracenja kod nekoliko
sojeva stanica ljudskog porijekla Regan i suradnici (51) dobili su aktiv-
nost od oko 509, a Setlow i suradnici (52) za stanice normalnog fibro-
blasta oko 70%. Nedavno su medutim Setlow i suradnici (57) ustvrdili
da se u normalnih humanih stanica oko 800/ dimera izrezuje iz DNA,
409/o u stanica hré¢ka CHEF125 i 10°/ u mi$jih 3T3 stanica.

Postojanje reparatornih aktivnosti u stanici moZe se pokazati i na
druge nacine. Domon i Rauth (58) ustanovili su da i kod malih doza uv
zracenja dolazi do usporavanja sinteze DNA i zadrzavanja stanica dulje
vremena u S-fazi ciklusa. Nakon nekoliko sati, po$to su stanice vjero-
jatno popravile o$teéenja od UV zraenja, nastavlja se normalna repli-
kacija DNA.

U radu s Hela stanicama, Cleaver i Painter (59) ustanovili su kao $to
se otekivalo, da UV zradenje znacajno usporava normalnu replikaciju
DNA. Otkrili su, medutim, da uslijed zraenja u ovim stanicama dolazi
do nesemikonzervativne sinteze DNA (na nju ne djeluju inhibitori se-
mikonzervativne replikacije ove molekule) koja nastaje zbog ugradiva-
nja novih nukleotida uzduZ lanca, vjerojatno na mjestima gdje su bili
dimeri. Da UV zraéenje poti¢e nesemikonzervativnu replikaciju DNA na
razli¢itim djeli¢ima ove molekule, nadeno je ve¢ ranije kod bakterija
(60) i otuda potjede naziv za ovu pojavu — reparatorna replikacija (re-
pair replication).

Postoji i autoradiografska metoda kojom se moze prikazati repara-
torna aktivnost u stanici. Dodavanjem radioaktivnog timidina u hranjivi
medij koji stanice ugraduju u svoju DNA u sintetskoj fazi ciklusa, moze
se prikazati replikacija DNA, jer na mjestu gdje se ugradio timidin
ostaju zacrnjenja na filmu. Kod nezragenih populacija samo ce one sta-
nice koje su se za vrijeme apliciranja radioaktivnog timidina nalazile u
S.fazi pokazati zacrnjenja na autoradiografskoj slici. Medutim je auto-
radiografija ozragenih populacija pokazala da ce stanice i u ostalim fa-
zama ciklusa biti obiljefene, iako se timidin ugraduje mnogo manje
nego u S-fazi (61). Ugradivanje ovog nukleotida u stani¢nu DNA u Gy,
Ge-fazi i mitozi nakon UV zradenja, nazvano »unschedulede, tj. neredo-
vita sinteza DNA, odrazava najvjerojatnije istu pojavu kao i reparatorna
replikacija, tj. ugradivanje novih nukleotida u DNA nakon $to su u pro-
cesu reparacije izrezani pirimidinski dimeri nastali uslijed UV zracenja.
To su dvije vrlo osjetljive metode pomocu kojih se mogu demonstrirati
¢ak i vrlo male reparatorne aktivnosti u stanici.

U ispitivanju reparatornih procesa nakon UV zracenja, koliko oni po-
mazu stanici da preZivi unato¢ $tetnim posljedicama koje je izazvalo
zratenje, u¢injen je zadnjih godina znatajan napredak. Ipak ovi rezul-
tati tek omogucuju da se dobiju jasnije koncepcije za obuhvatniji rad.
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Reparatorni procesi na DNA su u sredi$tu paznje zbog toga $to su brojni
rezultati pokazali da su isti enzimski mehanizmi reparacije o$teéenja
nastalih nakon UV i x-zraCenja odgovorni i za reparaciju nakon djelo-
vanja velikog broja kancerogena i mutagena, kao i raznih alkilirajuéih
i drugih agensa koji se vezu na DNA, dok je smanjena sposobnost repa-
racije DNA povezana sa starenjem stanice i kraéim zivotnim vijekom
organizma (62, 63, 64 i brojni drugi).

Kod nekih senzitivnih mutanata animalnih stanica dokazano je da je
njihova povecana osjetljivost na UV zracenje posljedica manjkavosti
njihovih reparatornih mehanizama kojim se izrezuju pirimidinski di-
meri iz DNA. Tako stanice fibroblasta pacijenata koji imaju nasljednu
koznu bolest xeroderma pigmentosum (XP) pokazuju veliku osjetljivost
na UV zracenje koje u njih izaziva malignu transformaciju. Cleaver (65)
ustanovio je da XP stanice ne pokazuju aktivnost reparatorne replika-
cije ni neredovite DNA sinteze, dok je za normalne stanice fibroblasta
dobio pozitivan rezultat. Setlow i suradnici (52) pokazali su da ove sta-
nice izrezuju manje od 20% dimera iz svoje DNA prvih 48 sati nakon UV
zraCenja, dok stanice normalnog fibroblasta izrezuju oko 709/, dimera
u roku od 24 sata nakon zradenja. Autori su ustanovili da XP stanice
nemaju sposobnost da izvedu prvi korak u izrezivanju dimera iz DNA,
jer vjerojatno zbog recesivne mutacije ne mogu sintetizirati enzim en-
donukleazu, ili enzim postoji, ali je inaktivan.

Posljednji rezultati koje je dobila Cleaverova skupina (66) zahvaljujuci
vrlo vjeSto postavljenim eksperimentima pokazali su da XP stanice
imaju enzimski mehanizam sposoban za izrezivanje dimera, ali je inak-
tivan zbog jo$ nepoznatih uzroka. Ovi autori su uspjeli uspostaviti eks-
perimentalne uvjete za selektivno izrezivanje pirimidinskih dimera u gru-
bim ekstraktima humanih stanica. Ekstrakti diploidnih humanih fibro-
blasta (WI-38) i humanih limfocita postizu izrezivanje od 50—909/, di-
mera iz acid-precipitalne frakcije UV ozra¢ene DNA iz bakterije Esche-
richia coli, s otpu$tanjem od samo 1 do 29/, ukupne koli¢ine DNA u
acid-solubilnu frakciju. Sli¢ne rezultate dobili su i s grubim ekstraktima
soja stanica XP. Prethodno je naravno sa sigurno$c¢u provjereno da ove
stanice ne posjeduju mikoplazme ili bilo kakvu drugu kontaminaciju.
Autori su takoder nali da ekstrakti normalnih fibroblasta izrezuju ti-
minske dimere iz svog kromatina prisutnog u ekstraktima, dok ekstrakti
XP stanica nemaju sposobnost da to u¢ine sa svojim kromatinom, iako
mogu izrezivati dimere iz DNA Escherichie coli. S druge strane, ekstrakti
iz WI-38 stanica uspje$no izrezuju dimere u ekstraktu kultura stanica
XP. Visok stupanj efikasnosti izrezivanja dimera iz ozratene DNA u
ekstraktima humanih stanica (do 90%/o) koji su dobili ovi autori pokazuje
da ove stanice imaju enzimske mehanizme koji su sposobni reparirati
vjerojatno i veci broj dimera od onog koji se inducira dozama koje su
na granici letalnosti, ali je u uvjetima »in vivo« dio dimera koji se nalazi
u kromatinu nepristupaCan za enzimsku intervenciju.

Isomura i suradnici (53) ustanovili su da HeLa stanice izrezuju oko
50/ UV-induciranih dimera iz svoje DNA u tijeku prvih 12 sati nakon
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sratenja dozom od 200 erga/mm?, a dva senzitivna mutanta koja su izo-
lirali iz kultura ovih stanica mogu izrezivati samo 9%y dimera. Ovi podaci
govore u prilog pretpostavci da, barem kod HeLa stanica i drugih koje
imaju djelotvorne mehanizme za izrezivanje dimera iz DNA, postojanje
ovih reparatornih sposobnosti omogudéuje stanicama da preZive nakon
manjih doza UV zra¢enja. Medutim druga velika skupina animalnih sta-
nica (medu koje spadaju stanice glodavaca) ima tek neznatnu, ili vrlo
ograni¢enu sposobnost ovakve reparacije. Tako su ispitivanja raznih
autora pokazala da stanice koje potje¢u od mi$a, Stakora i kineskog
hréka ne izrezuju dimere iz ozratene DNA ili to ¢ine u neznatnom iz-
nosu (55, 56), a isto tako da pokazuju malu aktivnost reparatorne repli-
kacije i neredovite DNA sinteze (67).

Buduci da se ove stanice unato¢ tome bitno ne razlikuju po UV senzi-
tivnosti od drugih animalnih stanica, pretpostavilo se da kod njih mora
postojati drugaéiji nadin reparacije UV ostecenja. Cleaver i Thomas (68)
stvarno su prona$li da stanice kineskog hr¢ka imaju sposobnost da re-
paraciju dimerskog o$tedenja izvrie na drugi nacin. Oni su stanovili da
ove stanice mogu u procesu normalne replikacije DNA jednostavno za-
obiéi mjesta na kojim su nastali dimeri. Ovakvo »ignoriranje« dimera
autori su nazvali »bypass« mehanizam (mehanizam zaobilaZenja).

S druge strane, Humphrey i suradnici (22) ustanovili su da postoji
oporavak stanica kineskog hréka nakon frakcioniranog UV zracenja, ali
samo onda ako su nakon prve, a prije druge doze, stanice prosle kroz
S-fazu ciklusa. Ovaj rezultat takoder potvrduje postojanje mehanizma
reparacije koji je specifican za S-fazu ciklusa.

Ovaj nadin reparacije UV o$teéenja kod animalnih stanica uspio je
potanje razjasniti Lehimann (39) u radu na stanicama mi$jeg limfoma.
On je pokazao da je nakon UV zralenja ovih stanica novosintetizirana
DNA isprekidana, i to na mjestima koja su vjerojatno nasuprot pirimi-
dinskim dimerima u starom lancu. Kasnije se ova mjesta popune, i to
za razliku od reparatorne replikacije, ovaj proces postreplikativne repa-
racije je senzitivan na inhibitore semikonzervativne replikacije DNA.
Autor je takoder ustanovio da se popunjavanje ovih praznina u novoj
DNA ne vréi procesom rekombinacijske izmjene dijelova lanca DNA koji
se odvija prilikom analogne reparacije kod bakterija (42), nego vjero-
jatno ponovnom sintezom.

Pri reparaciji lomova u lancu DNA koji nastaju nakon ionizirajuceg
zratenja, kod animalnih se stanica ugraduje na svakom mjestu svega
nekoliko novih nukleotida (69), dok se pri reparaciji dimera nastalih
nakon UV zradenja izrezivanjem iz DNA izbacuju dijelovi oligonukleotida
koji mogu sadrzavati 40—140 nukleotida (63). Medutim su otvori u lancu
koji nastaju prilikom postreplikativne reparacije prema Lehmannu mno-
go vedi i iznose oko 800 nukleotida, pa ostaje otvoreno pitanje po ka-
kvom se smislu tako velik broj novih nukleotida ubacuje u DNA, i koji
enzimski sistem u tijeku prve postiradijacijske replikacije pokrece tu
ponovnu sintezu na praznim mjestima u novom lancu koja su ostala iza
replikacijskog mehanizma.
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Buhl i suradnici (70) su iznijeli sugestiju da se dimeri na neki nadin
izmijene (fizickom reorjentacijom podeSavanjem naboja ili modifikaci-
jom kemijskih veza), tako da je nakon toga genetska informacija po-
novno pristupac¢na za naknadno kopiranje u komplementarni dio lanca
koji je na tim mjestima bio prekinut. Drugim rije¢ima dimeri ostaju
barem privremeno u starom lancu, ali ih odreden mehanizam toliko iz-
mijeni da se usprkos njihovom postojanju genetska informacija moze
»procitatic.

Novi rezultati sve viSe potvrduju da postoje razlike u procesu post-
replikativne reparacije u animalnih stanica i bakterija. Osnovna razlika
je u tome $to molekularna teZina novostvorene DNA u bakterija raste
nakon prve postiradijacijske replikacije, dok se u animalnim stanicama
usporava replikacija DNA, tako da ovaj porast zavrSava usporedno s
kompletiranjem prve postiradijacijske replikacije.

Kod bakterija, gdje ovakvu reparaciju pokazuju sojevi koji nemaju
sposobnost reparacije izrezivanjem dimera iz DNA, nadeno je da se na-
kon UV zracenja DNA sintetizira u kra¢im segmentima, ¢ija molekularna
tezina otprilike odgovara pretpostavci da svaki pirimidinski dimer na
starom lancu uzrokuje prekid u kontinuitetu novosintetizirane DNA (41).
Kod L stanica mia DNA se nakon zracenja sintetizira u dijelovima koji
su manje molekularne teZzine nego kod nezraéenih stanica, ali ova mole-
kularna tezina je ipak vecda nego $to bi se odekivalo ako svaki dimer
u »kalupu« uzrokuje prekid u novosintetiziranoj DNA (71). Nadeno je
(71) da je ova razlika narodito izrazena kod manjih UV doza (100—200
erga/mms2).

U radu koji su objavili Buhl i suradnici (72) pokazalo se da se DNA
i1 u stanicama ljudskog porijekla sintetizira nakon zrafenja u segmen-
tima manje molekularne teZine nego kod nezratenih stanica, ali suprot-
no L stanicama veli¢ina ove DNA otprilike odgovara udaljenosti medu
dimerima nastalim u starom lancu. Nekoliko sati nakon zracenja ovi
dijelovi se sastave i nastaje DNA iste molekularne teZine kao i ona kod
nezra¢enih stanica.

Rauth i suradnici (73) ustanovili su da postoje razlike u distribuciji
molekularne teZine novostvorene DNA u funkciji UV doze kod Hela, 1.
i stanica kineskog hré&ka, iako takvih razlika nema kod nezradenih sta-
nica. Zanimljiva je takoder Cinjenica da se ove razlike vjerojatno odra-
Zavaju na preZivljenje stanica, koje inade imaju podjednaku sposobnost
sinteze DNA nakon zratenja UV svjetlo$¢u koje inducira u svakoj vrsti
otprilike isti broj dimera. Tako je preZivljenje L stanica i kineskog hr¢-
ka kod doze od 100 erga/mm2 podjednako veée od prezivljenja HelLa
stanica. Kod ove doze se novosintetizirana DNA HeLa stanica sastoji od
kracih segmenata, a DNA L stanica i kineskog hréka od pojednako duzih
segmenata. Kod doze od 200 erga/mm? preZivljenje stanica kineskog
hr¢ka i HeLa postaje podjednako, a L stanice imaju veée preZivljenje
od njih. Kod te je doze veli¢ina segmenata novosintetizirane DNA u ove
dvije vrste podjednako manja od veli¢ine segmenata nove DNA L sta-
nica. Kona¢no kod doze od 400 erga/mm? prezivljenje L stanica odgovara
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prezivljenju stanica hr¢ka i HeLa kod 200 erga/mm?. Isto tako ée se ve-
li¢ina novosintetizirane DNA L stanica nakon 400 erga/mm? smanjiti na
onu veli¢inu koju imaju segmenti DNA stanica hréka i HeLa nakon 200
erga/mm?. Prema tome veli¢ina segmenata novosintetizirane DNA u ove
tri vrste nije jednaka nakon iste doze zraCenja, ali je jednaka kod istog
prezivljenja. Cini se dakle da postoje razlike u finoj strukturi replikacij-
skih kompleksa u ovih stanica, uslijed ¢ega je veliCina segmenta DNA
nakon UV zradenja kod njih razli¢ita i zbog toga dolazi do razlika u
preZivljenju.

U svakom slucaju je oc¢ito da je u animalnih stanica proces postrepli-
kativne reparacije mnogo slozeniji nego u bakterija. Do uspjednije repa-
racije dimerskog ostecenja ce vjerojatno dodi prvenstveno kad vecina
dimera nece prouzroditi prekide u lancu novostvorene DNA, Sto se po-
stize djelotvorno$¢u mehanizma zaobilazenja. Nakon vecih doza broj di-
mera ce toliko porasti da se ova o$tecenja nece vise moci zaobici i stvo-
rit ¢e se veéi broj prekida u lancu novosintetizirane DNA, ¢ime se sma-
njuje moguénost preZivljenja stanice.

Boljem razumijevanju uzroka koji dovode do toga da velik broj di-
merskih o$teéenja ostaje u stani¢nom genomu i reparira se postepeno
tek mnogo kasnije usporenim intenzitetom pridonijeli su rezultati koje
su dobili Wilkins i Hart (74), te Harris i suradnici (75). Prateci intranu-
klearnu distribuciju neredovite DNA reparacije nakon UV zracenja ili
djelovanjem karcinogena kod humanih fibroblasta, WI-38, Harris i su-
radnici (75) ustanovili su da zacrnjenja na filmu nisu jednakomjerno, na
temelju slu¢aja, raspriena po jezgri, tj. da ne odgovaraju Poissonovu
modelu distribucije, ve¢ su crna zrnca mnogo brojnija u regiji eukro-
matina nego u podru¢ju heterokromatina. Eukromatin je frakcija DNA
koja je manje gusto pakirana, a nalazi se u sredi¥njem podrucju jezgre
i odgovara funkcionalno intenzivno aktivnom dijelu genoma. Heterokro-
matin sadrZava gu$ée pakiranu DNA smjeS$tenu na perifernom dijelu
jezgre uz nuklearnu membranu i predstavlja dio genoma koji je uglav-
nom inaktivan blokiranjem od proteinskih represora — vjerojatno hi-
stona. Ovi rezultati upuéuju na to da je reparacija mnogo intenzivnija
u funkcionalno aktivnhom dijelu genoma.

S druge strane Wilkins i Hart (74) su, radeci na istim stanicama WI-38,
nasli da nastali dimeri u jednom dijelu DNA ostaju duZe vrijeme nerepa-
rirani. Ta frakcija DNA je maskirana nekim proteinima te je zbog toga
onemoguden pristup reparatornim enzimima. U uvjetima »in vitro« ce
ovi proteini ostati vezani uz DNA pri niskim koncentracijama soli 0,15
M NaCl), ali ¢e se odvojiti pri visokoj koncentraciji soli (2 M NaCl).
Autori su procijenili da je ¢ak oko 40% stanitne DNA maskirano na taj
nadin. Dok se kod niskih doza UV zradenja na ostalom dijelu DNA naj-
veéi dio dimerskih o$teéenja popravi u roku od nekoliko sati kinetikom
koja se moze opisati Michaelis-Mentenovom konstantom (76), na ovomn
¢e dijelu reparacija biti mnogo sporija i nece se sasvim kompletirati ni
nakon nekoliko dana. Autori (74) pretpostavljaju da reparatorni enzimi
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mogu tek postepeno prici na ova mjesta kada pri replikaciji ili mitozi
dode do promjena u DNA-proteinskim kompleksima.

Rezultati ovih dviju skupina istrazivaca upucuju na to da oStecenja
nastala UV zralenjem (a vjerojatno i nekim karcinogenima) mogu ostati
duZe vrijeme u segmentima DNA koji su maskirani odredenim proteini-
ma i vjerojatno genetski neaktivni, pa zbog toga ova o$tecenja DNA
nece niti odmah ometati normalno funkcioniranje staniénih mehanizama.

Kakve su to¢no razlike u reparatornim mehanizmima kod raznih vrsta
animalnih stanica za sada se jo$ ne moZe ustvrditi. MoZe se pretposta-
viti slijedece:

Jedna skupina animalnih stanica, uglavnom one ljudskog porijekla,
ima sposobnost da u roku od desetak sati nakon UV zradenja izreZe oko
500/ dimera (neki sojevi jo$ i vise) iz svoje DNA. Dimeri koji su ostali
ne moraju izazvati Stetne posljedice, barem ne privremeno. Pomocdu »by-
pass« mehanizama oni mogu biti zaobideni u toku sinteze nove DNA.
Vjerojatno se s vremenom ovaj ostatak dimera izreze iz DNA.

Druga skupina animalnih stanica, one koje potje¢u od glodavaca, ima
tek neznatnu ili nikakvu sposobnost reparacije izrezivanjem dimera. Ove
stanice mogu u tijeku S-faze stani¢nog ciklusa izbjeci Stetnom djelova-
nju UV zraenja pomodu procesa postreplikativne reparacije.

U oba se slu¢aja izgleda prvenstveno repariraju ona dimerska o$tece-
nja koja su nastala na »kritiécnom« dijelu genoma, tj. onom koji je u
punoj aktivnosti i povezan s najvaznijim, »kljuénim« to¢kama staniéne
aktivnosti.

Zanimljivo je pitanje da li postoje razli¢ite metode kojim »bypass«
mehanizmi mogu zaobidi UV ostecenje, odnosno da li je kod razli¢itih
vrsta stanica drugaciji broj dimera zaobiden ovim mehanizmom bez na-
stajanja prekida u lancu DNA (71).

Tako u sredistu paznje ostaje faza sinteze DNA u staniénom ciklusu,
jer je postalo otito da je reparacija ili modifikacija oStedenja od UV
zrafenja usko povezana s normalnom sintezom DNA, a mo%da i nekih
proteina.

Na kraju ne treba zaboraviti da svi ovi reparatorni procesi uklanjaju
specijalno dimerska i tome odgovarajuda o$te¢enja u DNA. Za drugadiju
vrstu UV lezije, stvaranje ukrstene veze izmedu DNA i proteina, ispiti-
vanja mogucnosti reparacije dala su negativne rezultate (6, 7, 8, 32, 33).
Moglo bi se pretpostaviti da zbog nastajanja ove lezije animalne stanice
ugibaju unatoC reparaciji dimerskog o$teéenja.
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Summary

SOME ASPECTS OF THE EFFECT OF ULTRAVIOLET RADIATION ON
ANIMAL CELLS

Various aspects of the effect of ultraviolet light on mammalian cells grown
in vitro are shown and discussed: from photochemical and photobiological
aspects of cellular radiobiology to its pertinence to carcinogenesis. The macro-
molecular basis of the changes in irradiated cells is underlined.

An attempt was made to survey some current concepts and ideas that
may lead to better understanding of the effects of ultraviolet light on the
living mammalian (including human) cells.

Although UV-rradiation induces various kinds of molecular damage in
mammalian cells two main types of photochemical lesions seem to be cri-
tical for the cell survival: pyrimidine dimers and DNA-protein crosslinking.

The kinetics of dimer induction, simple in its proportionality with UV
exposure, is followed by complex interactions of metabolic processes and
repair pathways. The existence of two different modes in removal of pyri-
midine dimers from the DNA divides mammalian cells in two main groups.
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The first group (in which human cells are included) has developed enzymatic
mechanism for excising damaged parts from corresponding DNA; the second
group (rodent cell lines) has formed the mechanism for postreplication repair
of photochemical lesion.

UV exposure is followed by intensive reparation activity thus attempting
to remove the photochemical damage hindering normal metabolic activities.
There are many variations and alternative pathways in these processes which
are embracing DNA, various enzymes and other proteins and factors.

The repair of each of UV-induced dimers undoubtedly does not function
according to the same mechanical cliché.

In the first phase of intensive reparation activity the mammalian cell
certainly can not remove the complete photochemical damage induced by UV
irradiation; perhaps cca 50—70% of dimers are repaired in the first few
bours after irradiation. To the contrary, it was demonstrated that these cells
posses enzymatic mechanisms capable of repairing even greater number of
dimers than that induced by exposures on the limit lethality (66). How-
ever, in the chromatin of cells there is a portion of photochemical damage
that can not be approached by repair mechanism.

Nevertheless, mammalian cells can survive in spite of the existence of
the fraction of unrepaired dimers in their DNA which was untouched during
the first hours after the irradiation. This is managed by bypass mechanism
which temporarily enables the cells to »ignore« the existence of fraction of
photochemical damage in their DNA. Those remaining dimers are gradu-
ally removed in a period of few days.

In spite of all its complexity, the phenomena of UV induction of pyri-
midine dimers and their repair can not exclusively comprehend mammalian
cell killing by UV light, specially survival variations in distinct phases of the
cell cycle.

The induction of another photochemical lesion, DNA-to-protein crosslinking,
varies throueh the cell cycle in the similar manner as the cell survival, what
indicates the biological importance of this type of damage. Many particu-
larities connected with this type of lesion are still unclear, but there seem
to be no repair of DNA-protein crosslinks. In addition with the critical
number of unrepaired pyrimidine dimers, DNA-to-protein crosslinking
therefore could have the principal role in UV-induced cell killing.
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